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Ekonomik Oneme Sahip Yerli Kiraz (Prunus avium L.) Genotiplerinin SSRs (Simple
Sequence Repeats)’a Dayal Genetik Karakterizasyonu

OZET

Anavatan1 giiney Kafkasya, Hazar denizi ve kuzey-dogu Anadolu bolgesi olan kiraz
(Prunus avium L.), Ulkemizde ise yabani olarak kuzey Anadolu (Karadeniz) daglarinda,
Toroslar’da ve 6zellikle dogu Toroslar’da bol miktarda yetismektedir (Ozbek, 1978).
Isparta Bahge Kiiltiirleri Arastirma Istasyonu kiraz koleksiyonuna ait onemli kiraz
cesitlerinin bulundugu bu tez ¢alismasinda, 9 SSR (Simple Sequence Repeats) lokusu ile
42 yerli ve 3 referans gesitten olusan toplamda 45 genotipin genetik tanimlamalari

gerceklestirilmistir.

Prunus tiirlerinden gelistirilmis 9 SSR lokuslarinin kullanildig1 bu ¢alismada, en diisiik alel
sayis1 5 alel ile UCD-CH13 ve CPSCT-010 lokuslarinda tespit edilirken, en yiksek alel
sayist 11 olarak UCD-CH17 lokusunda tespit edilmis, lokuslardaki alel ortalamasi ise 6.77
olarak bulunmustur. 45 genotipde elde edilen toplam alel sayisi 61’dir. Calismada
0900Ziraat ve Omerli gesitleri sinonim olarak tespit edilmistir. M.Kemal Pasa Napolyonu-
Derecine Napolyonu- Yalanct Napolyon-0881 Erkenci Napolyonu- Aksehir Napolyonu;
Turfanda Kara (2)- Turfanda- Turfanda Kara; Karakiraz- Karakiraz (2); 0905 Ziraat-0900

Ziraat; 0849 Beyaz Turani-0888 Karaturani ¢esitleri homonim olarak belirlenmistir.

Elde edilen genetik bulgular ile populasyon ici genetik benzerlikler, sinonim/homonim

cesitler belirlenmis ve populasyona ait DNA kimlik bilgileri (alel verileri) tespit edilmistir.

Anahtar kelimeler: Prunus spp., kiraz, SSR, Isparta Bahce Kiiltiirleri Arastirma Istasyonu,
Tarkiye



Genetic Characterization of Domestic Sweet Cherry (P. avium L.) Germplasms Based
on SSR’s

ABSTRACT

The homeland of the sweet cherry is southern Caucasus, the Caspian Sea and the north-
eastern Anatolia region. As wild type of sweet cherries they are grown in abundance in the
northern Anatolia in Turkey (Black Sea), especially in the eastern Taurus and Taurus
(Ozbek, 1978). In this thesis, important cherry cultivars belonging to the Isparta
Horticultural Research Station,  with 42 domestic and 3 reference varieties were

descriptioned by the 9 SSR (Simple Sequence Repeats) genetic locus.

In this research 9 SSR loci from Prunus were used; UCD-CH13 and CPSCT-010 loci
showed the lowest number of alleles (5) and UCD-CH17 loci showed the highest number
of alleles (11). Avarage number of alleles is found as 6.77. The total number of allele
numbers of for 45 genotypes are found as 61. According to research 0900Ziraat and
Omerli cultivars have been demonstrated as synonyms and M.Kemal Pasa Napolyonu-
Derecine Napolyonu- Yalanct Napolyon-0881 Erkenci Napolyonu- Aksehir Napolyonu;
Turfanda Kara (2)- Turfanda- Turfanda Kara; Karakiraz- Karakiraz (2); 0905 Ziraat-0900
Ziraat; 0849 Beyaz Turani-0888 Karaturani cultivar have been demonstrated as

homonymous.

Genetic similarities within population, synonym/homonym cultivars and also DNA identity

information of the population have been described according to the genetic findings.

Keywords: Prunus spp., cherry, SSR, Isparta Horticultural Research Station, Turkey.
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1.GIRiS

Anadolu’nun bir ¢ok bitkinin gen merkezi olmasi ve tarim acgisindan uygun ekolojik
kosullar gostermesi, bitki gen kaynaklarinin cesitliligi agisindan da zengin bir gen
potansiyelini dogurmustur. Bahge Bitkileri’'ne ait tiirleri arasinda 6nemli bir grubu
olusturan meyveler; tiretim degerleri, yetistirilme alanlari, beslenmedeki ve ihracattaki pay1
ile bliylik 6nem tagimaktadir. Yumusak cekirdekliler, sert ¢ekirdekliler, sert kabuklular,
turuncggiller, iizlimsii meyveler, diger subtropik meyveler seklinde siiflandirilan
meyvelerden, sert c¢ekirdekli grubunda yer alan kiraz diinyada gen kaynagi cesitliligi,
Uretim orami ve degisik tiiketim sekilleri agisindan 6nemli meyve tiirlerinin basinda

gelmektedir.

Kirazin (Prunus avium L.) anavatani giiney Kafkasya, Hazar denizi ve kuzey-dogu
Anadolu bolgesidir (Ozbek 1978). Bu gen merkezinden doguya ve batiya dogru yayilarak
diinya iizerinde genis bir alan1 kaplamistir. Bugiin yabani olarak doguya dogru iran ve
Afganistan’dan, batiya dogru Balkanlar, Isve¢ ve hatta Iskandinavya’da yetistiriciligi
yapilmaktadir. Bu bolgelere ¢cok eski ¢aglarda ve hayvan gogleri (kuslar vb) araciligr ile
gotiiriildiikleri, Isvicre’de goller iisti artiklarmin arasinda yer aldifn ve yine
Iskandinavya’daki hdyiiklerde bulunmasiyla anlasilmistir. Ulkemizde yabani olarak kuzey
Anadolu (Karadeniz) daglarinda, Toroslar’da ve 6zellikle dogu Toroslar’da bol miktarda
yabani kiraza rastlanmaktadir (Ozbek 1978).

Kiraz, visne ve mahlep bir¢ok 1liman iklim meyve tiiriiniin yer aldig1 Rosaceae familyasina
dahildir. Bu tlrler bitkiler aleminde Rosales takimi, Rosaceae familyasi, Prunoideae alt
familyasi, Prunus cinsi ve Cerasus alt cinsi icerisinde yer almaktadir. Cerasus alt cinsinde
Eucerasus, Microcerasus, Pseudocerasus ve Mahaleb gruplart bulunmaktadir. Kiraz
(Prunus avium L.) ve visne (Prunus cerasus L.) Eucerasus grubu, mahlep (Prunus
mahalep L.) ise mahaleb grubu icerisindedir. Kiraz kokeninin haploit sekiz (n=8)

kromozoma sahip olan yabani kirazlar oldugu, bunlardan yapilan seleksiyonlarla kiiltiir



cesitlerinin elde edildigi ve visnenin de kirazdan dogan tetraploit bir tip oldugu kabul

edilmistir.

Agac habitiisi ve meyve Ozellikleri dikkate alindiginda, kiraz (Prunus avium L.)’mn
anavatan1 olan, kuzey Anadolu ve giliney Kafkasya’da aga¢c boylar1 15 metreye
ulagmaktadir. Agaclar dikine ve daginik biiyiir, dallar diizgilin, yapraklar agildig1 sirada
yapiskan recinelidir. Cigekler beyaz, ikili veya ii¢lii demetler halindedir. Meyveler birgok
sekil ve renkte olup c¢ekirdek ete yar1 yapisiktir. Meyve suyu renkli veya renksiz, meyve eti
tatlidir (Ozbek 1978).

Kirazlar olgunluk zamanlarina gore ¢ok erkenci, erkenci, orta mevsim ve gecgciler olmak
tizere ayrilabilir. Tiirkiye de yetisen ve yetistirilmeleri tavsiye edilen 6nemli kiraz ve vigsne
cesitleri ise; Turfanda Kara, Kara Bodur, Dalbasti Kirazi, Napolyon, Bing, Windsor,

Lambert, Black Eagle, Black Tartarian, Bigarreau Jaboulay ve Turca’ dir.

Diinyada kirazin ekonomik olarak yetisebilecegi alanlar yaygin olmayip, kiraz
yetistiriciligi belli iilkelerin sinirli alanlarinda yapilmaktadir. Ulkemizde ise kiraz
yetistiriciligi i¢in ekolojik kosullarin uygun oldugu genis sayilabilecek bolgeler
bulunmaktadir. Kiraz yetistiriciliginde ekolojik yonden biiylik bir potansiyele sahip olan
iilkemizde gerek aga¢ sayisi ve gerekse iiretim bakimindan son yillarda hizli artislarin
oldugu gozlenmektedir. Diinya kiraz iiretiminde ilk sirada yer alan Turkiye’yi (417.905
ton) ABD 287.305, Iran 255.500, italya 115.476 ve Ispanya 80.300 tonla takip etmektedir
(FAOSTAT 2010).

Bitki gen kaynaklarimiz, iilkemiz florasindaki yabani tiirler, tarimi1 yapilan bitki tiirlerinin
yabani akrabalari, ge¢it formlari, yerel ¢esitler, 1slah edilmis ya da gelistirilmis cesitler ve
baz1 6nemli karakterlere sahip 1slah hatlarindan olusmaktadir (Tan ve Inal 2003). Diinya
kiraz ve vigne tretiminde ¢ok Onemli konumda olan tlkemiz, bu meyve turlerinin gen

kaynagi olma bakimindan da Onemini halen korumaktadir. Sert cekirdekli meyveler
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icerisinde kiraz-visne grubunda yer alan kiiltir ve yabani tiirlere ait bitkiler tilkemizin

hemen butln bélgelerinde bulunmaktadir.

Dinya niifusunun artmasiyla, 6zellikle gelismemis tilkelerde bas gosteren gida sikintisi ve
gida giivenligi gibi problemler, insanligin gelecegi agisindan, meyve genetik kaynaklarinin
korunmasini daha da 6nemli hale getirmistir. Son yillarda biyoteknolojide goriilen hizli
gelismeler, bitki genetik kaynaklarina ait ¢aligma alanlarinin tiimiinde, 6zellikle genetik
cesitliligin muhafazasi, iiretimi, yenilenmesi, karakterizasyonu, 1slah ve cesit gelistirme

gibi amaclar dogrultusunda kullaniminda dogrudan ve ¢ok biiytik katkilar saglamistir.

Gen kaynaklarinin korunmasi i¢in yapilan morfolojik ve biyokimyasal ¢aligmalar yetersiz
kalmaktadir. Bu nedenle son zamanlarda gerceklestirilen molekiiler markor caligmalar
onem kazanmustir. Mikrosatellit veya bitkideki kullanimi ile SSR (Simple Sequence
Repeat) markorlerin; uluslarast veri paylasimi, ko-dominant, yiksek polimorfizm
gostermesi, tekrar edilebilir olmasi, tiirler arasi gecgiskenlik 6zelliklerine sahip olmasi
genetik kaynaklarin tanimlanmasinda bu markdrleri 6n plana ¢ikarmaktadir (Weber and

May 1989, Yamamoto vd 2001, Wiinsch and Hormaza 2002).

Bu tezde, Onemli kiraz ¢esitlerinin bulundugu Isparta Bahge Kiiltiirleri Arastirma
Istasyonu’nu kiraz koleksiyonlarina ait 42 yerli ve 3 referans gesidinin 9 SSR (Simple
Sequence Repeats) lokusu ile genetik tanimlamalar1 gergeklestirilmistir. Elde edilen
genetik bulgular ile populasyon ici genetik benzerlikler, sinonim/homonim ¢esitler

belirlenmis ve populasyona ait DNA kimlik bilgileri (allel verileri) tespit edilmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER

Sert cekirdekli meyve tdrleri (Prunus sp.) Rosaceae familyasinin Prunoideae alt
familyasinda bulunan énemli meyve turlerindendir. Prunus cinsi temel olarak Prunophora
(erikler ve kayisilar), Amygdalus (seftaliler ve bademler) ve Cerasus (kiraz ve visneler)
olmak iizere temel olarak 3 ana alt cinse (subgenera) ayrilmaktadir. Alt cins (subgenus)
Prunophora ise erikleri kapsayan Euprunus ve kayisilarin yer aldigi Armeniaca olmak
tizere iki seksiyona ayrilmaktadir (Rehder 1947). Kiraz ise bir¢ok 1liman iklim meyve
tirtiniin yer aldigi Rosaceae familyasina dahildir. Bu tiirler bitkiler aleminde Rosales
takimi, Rosaceae familyasi, Prunoideae alt familyasi, Prunus cinsi ve Cerasus alt cinsi
igersinde yer almaktadir. Cerasus alt cinsinde Eucerasus, Microcerasus, Pseudocerasus ve

Mahaleb gruplar1 bulunmaktadir.

Prunus avium L. insanlarin tiikketimi i¢in, kiraz agaci yetistiriciliginde kullanilip, yabani
tip kirazlar ise sadece odunlari i¢in yetistirilir ve mazzards denilir (Webster 1996). Kiraz
Asya kitasinin bir kismi, 6zellikle kuzey Irak, Ukrayna ve Kafkasya daglarinin giineyinde
dogal olarak yetismektedir. Avrupa da, Romanya ve Giircistan yabani kiraz agaglar1 bati
Avrupa ve merkezde farklilasarak ortaya cikmistir (Tavaud 2001). Modern tarzda
yetistirilmis kiraz soylarinin Hazar ve Karadeniz etrafinda ilk orijine alindigina da inanilir
ve kuslar araciligi ile yayilmistir. Kirazlar, Akdeniz dolaylarinda, subtropikal bolgelerde,
Ispanya’nin kuzey bdlgelerinden Rusya’nin giineydogusuna kadar diinya genelinde 40’dan
fazla llkede yaygin sekilde yetistirilmektedir (Hedrick vd 1915).

Prunus avium diploid bir genoma (AA, 2n=2x=16) ve kicik haploid genom boyutuna
(338 Mb) sahiptir (Arumuganathan and Earle 1991). Genomu en kiiciik Prunus genomuna
sahip olan seftalinin genomundan (290Mb) biiyiiktiir. Prunus fruticosa’nin ise kiraz
agacinin, tetraploid yabani tiir (2n=4x=32) olduguna inanilir. Genom biiyilikligli hala

bilinmemektedir.



Prunus cerasus allotetraploid bir tlirdiir (AAFF, 2n=4x=32) 599Mb genom biiyiikliigiine
sahiptir. P. avium ve P. fruticosa arasindaki dogal hibridizasyonla elde edilmistir.
Izoenzim analizleri, genomik in situ hibridizasyon ve cekirdek analizleri P.cerasus’un
hibrit oldugunu kamtlamistir (Hancock and lezzoni 1988, Santi and Lemoine 1990,
Schuster and Schreiber 2000). Visne (Prunus cerasus L.) agact meyveleri genel olarak
recel ya da likér yapiminda kullanilir. Visne yetistirilme alani kiraza ¢ok benzerdir, Hazar

denizi ¢evresi ve Istanbul yakinlaridir.

Yumru kirazlar, P. avium ve P. cerasus arasindaki ¢aprazlama sonucu olusturulmustur ve
daha dar bir alanda yetistirilirler. Prunus acida Dum, Cerasus regalis, Prunus avium ssp.
regalis gibi farkli isimlerde isimlendirilir ama giiniimiizde P. xgondouinii Rehd. olarak
kalmistir (Faust and Suranyi 1997, Saunir and Claverie 2001). Yumru kirazlar atalarina

gore agag ve meyve karakteri olarak daha Gstindr.

Biyoteknoloji, uygulamada gosterdigi hizli gelisme ile her gegen giin énemini arttirarak,
giniimiizde bilimin en popiiler dallarindan biri haline gelmistir. Temel bilim
uygulamalarinin yaninda, biyoteknolojinin degisik bilim dallarina yonelik pratik sonuglari
gunimuizde biyuk ilgi uyandirmaktadir. Biyoteknoloji kapsaminda incelenen ve DNA
diizeyindeki farkliliklar1 degisik hassaslik oranlarinda ortaya c¢ikaran DNA markoérlerin

bitki tanimlamasi uygulamalar1 da bu kapsamda goriilen konular arasindadir.

2.1 DNA Markorler

Bitkilerde tanimlamalara yonelik molekiiler markor kullanimmin ilk uygulamalar
izoenzim uygulamalar ile baslamistir. Izoenzim markéorlerde ortaya cikan yetersizlikler
ise, DNA markorlerin kullanimina yol agmistir. Ayn1 DNA bdolgesinin bireyler arasinda
bulunup bulunmamasi, bulunmasi halinde o bdlgenin ayni1 biiylikliikte olup olmamasini
tespit eden DNA markorlerin (DNA ayraclarin) en 6nemli avantajlart ise; genetik

tanimlamalarda degisik hiicresel kosullardan etkilenmemeleri ve tekrarlanabilme
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ozelliklerinin yiiksek olmasi ve zengin bir bilgi tabani olusturmasidir. DNA markoérlerin
bitkilerde kullanimi hibridizasyona dayali DNA markor olan RFLP (restriction fragment
length polymorphism) markérlerle baslamis ve PCR (PZR) (Polymerase Chain Reaction =
Polimeraz Zincir Reaksiyonu) tekniginin ortaya c¢ikmasi ile birlikte PCR’a dayali DNA
markorler genetik tanimlamada kullanilmaya baglanmistir. Bu amagcla kullanilan
markdrlerin basinda ise, RAPD, AFLP, SSR, SNP gibi markorler gelmektedir (Celikkol
2011).

Son yillarda kiraz (Prunus avium) ve visne (Prunus cerasus) gruplarinda yer alan diger
yabani tlirlerin tanimlanmasinda DNA markorleri kullanilmaya baslanmistir. DNA
markorler hibridizasyona dayali DNA markor olan RFLP markoérlerle baglamis ve PCR’in
(Polymerase Chain Reaction) = PZR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu) kullanimi ile birlikte
PCR’a dayali DNA markdrler genetik tanimlamada kullanilmaya baslanmigtir. Bu amacla
kullanilan markérlerin basinda ise, RAPD (Gerlach and Stosser, 1998), AFLP (Tavaud vd
2001), SSR (Winsch vd 2004), ISSR (Piagnani vd 2005) ve SNP gibi markérler
gelmektedir.

2.1.1. Hibridizasyona dayali DNA markorler

Bu grupta yer alan markorlerin en Onemlisi RFLP teknigidir. Restriksiyon
endoniikleazlarla kesilen genomik DNA fragmentlerinin (pargaciklarinin), agaroz jel
elektroforezi ile ayrilarak, ‘Southern Blot’ teknigi ile uygun bir membrana aktarilmasi ve
radyoaktif isaretlenmis bir prob ile hibrizasyonunun yapilarak bitki tiir veya ¢esidine 6zgl
restriksiyon bantlarinin  ‘fragmentlerinin’ belirlenmesi, yontemin baslica asamalarini

olusturmaktadir.



2.1.2 PCR (Polymerase Chain Reaction) = PZR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu)’a
dayalh DNA markorler

2.1.2.1 RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) (Rastgele Cogaltilmis DNA
Farkhihgi)

Yontem 9-10 baz uzunlugundaki rastgele primerlerin, kalip (template) DNA’nin iki
iplik¢igi  lizerinde, birbirine  karsit iki  farkli  noktada  tamamlayicilarim
(komplementerlerini) bularak, bu ara bolgenin PCR ¢ogaltilmasini esas alan
polimorfizmden olusmaktadir (Welsh and McClelland 1990). Teknik ucuz ve kolay
uygulanabilir olmakla birlikle sonug tekrarlanabilirligi diisiik bir tekniktir.

2.1.2.2 AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism) (Cogaltilan Parca
Uzunlugu Farkhhgi)

Vos vd (1995) tarafindan gelistirilen teknikte yontem, iki farkli enzim sistemi ile kesim
(Pstl-Msel veya EcoRI-Msel), kesim bdlgelerine adaptor takilmasi ve bu bdélgelerin
cogaltilmasi asamalarindan olugmaktadir. Polimorfizm orani yiiksek olan teknik ayn1 bitki

tiirlerine ait sinonim ve klonlarin ayriminda 6nemli avantajlar saglamaktadir.

2.1.2.3 Mikrosatelitler (SSR, Simple Sequence Repeats)

SSR markoérler (mikrosatellit), bitki genomu boyunca rasgele dagilmis penta-, tetra-, tri-,
ve diniikleotit gibi kisa tekrar dizileridir. Okarydtik genoma ozgiinliik gdsteren
mikrosatellitlerin, ko-dominant, yiksek polimorfizm gdstermesi, her lokus igin ¢ok sayida
allel retebilir olmasi, tekrar edilebilir olmasi, ayni cinse ait tiirler ve ayni familyaya ait
cinsler arasinda transfer edilebilir olmasi, uluslar arasi veri tabanlarinin karsilagtirmasina

olanak saglamasi gibi 6zellikleri bulunmaktadir. SSR markérlerin bu avantajlari, bitki
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tanimlamada diger DNA markorlere (RFLP, RAPD, AFLP vb) gore daha g¢ok tercih

edilmesini saglamistir.

DNA markorler (RFLP, RAPD, AFLP vb) kiraz dahil Prunus tirlerinde; evrimsel
analizlerde, gesit, anag, ekotip, klon vd. tanimlanmasi, sinonim ve homonimlerin tespit
edilmesi, hibrit bitki tanisi, markor yardimi ile seleksiyon gibi degisik amaglara yonelik
olarak kullanilmaktadir. Kiraz ve Prunus tiirlerinin tanimlanmalarinda kullanilan DNA

markorlerin bazi 6zellikleri Cizelge 2.1°de sunulmustur.

Cizelge 2.1 Kiraz ve Prunus tirlerinin tanimlanmalarinda kullanilan molekiiler

markorlerin bazi 6zellikleri

DNA markor PCR kullanim1 | Polimorfizm tespit | Kalitim
derecesi

RFLP - Disiik-Orta Kodominant
RAPD + Orta-Yuksek Dominant
SSR + Yiksek Kodominant
ISSR + Yuksek Dominant
AFLP + Yiksek Dominant
Protein/izoenzim - Diistik Kodominant
STS + Yuksek Kodominant
SNP + Yiksek Kodominant
SCARS/CAPS + Yiksek Kodominant




3. KAYNAK OZETLERI

3.1. Kiraz Genetik Tamimlamasima Yonelik SSR ve Diger DNA Markorlerle

Yiiriitillen Arastirmalar

Boritzki vd (2000), 13 SSR primeri ve 10 AFLP primer ¢ifti kombinasyonlarini
Neighbour— Joining analiz metodu kullanilarak toplanan 128 kiraz genotipinin genetik
karakterizasyonlarini belirlemek i¢in kullanmiglardir. Analiz sonucunda kullanilan AFLP

lokuslarinda 5-26 arasinda farkl: allel sayilar1 belirlenmistir.

Downey and Lezzoni (2000), ABD, Meksika ve Ekvator bolgelerine ait Kara Kiraz
genetik kaynaklarina ait 66 Kara Kiraz ¢esidini 8 SSR primeri ile taramiglardir. Caligmada

8 SSR markdrden 4’iinde basarili cogaltim saglanmis ve toplamda 54 allel bulunmustur.

Struss vd (2002) tarafindan yapilan ¢alismada, Gl-4, GI-5, GI-6, GI-7, GI-8, GI-12,
195/20 ve 148/13 olmak Uzere toplam 8 Giessen anaci 14 DNA primer ¢ifti ile taranmig ve
sadece 2 anag¢ (PMS 13, PMS 18 ve PMS 30 primerleri ile) birbirinden ayirt edilebilmistir.

Zhou vd (2002), 67 kiraz genotipi arasinda genetik uzaklik ve iligkileri bulmak amaci ile
farkli primer kombinasyonlarina sahip 6 AFLP primeri ile taramistir. Bulunan 118

polimorfik DNA fragmentine bagl filogenetik benzerlikler bulunmustur.

Clarke and Tobutt (2003), Napolyon kiraz ¢esidinden izole edilen 21 mikrosatellite
gelistirmislerdir. Gelistirilen 21 SSR markdr 14 kiraz g¢esidinde denenmis ve 3 SSR
primerinin (EMPA 014-015 ve 018) yuksek oranda ayrim yaptigi belirtilmistir.



Struss vd (2003) 15 SSR ve 4 AFLP (EcoRI-Msel) markor kullanarak 12 farkli ‘Bing’
kiraz cesidini de iceren genotiplerde yaptiklari ¢aligmada; sayilar1 1-5 arasinda degisen
toplam 48 SSR alleli bulmuslardir. AFLP analizleri sonucunda ise toplam 63 (%21)
polimorfik lokus tespit edilmistir. Calisma sonucunda SSR ve AFLP molekiler
markorlerinin pomolojik ¢alismalarin tamamlayicisi olarak kiraz gesitlerinin tanimlanmasi

ve gruplanmasinda kullanilabilecegini gostermistir.

Vaughan and Russell (2004) 14 SSR primeri kullanarak 16 yabani kirazda yaptiklari
calismada, 4 SSR lokusunun monomorfik oldugunu belirlemislerdir. Cesitler arasindaki
go6zlenen heterozigotluk degeri 0,00-0,81 (ort. 0,61), beklenen heterozigotluk degeri 0,22—
0,75 (ort.0,60) ve lokuslara ait ayrim degerlerinin ise 0,22-0,87 (ort. 0,69) arasinda

PO

degistigi belirlenmistir.

Gulen vd (2005) tarafindan Tirkiye’ de yapilan ¢alismada, yerli ve yabanci toplam 22
kiraz genotipinin 4 EcoRIl ve Msel primer kombinasyonu ile AFLP markor teknigi

kullanarak molekiiler diizeyde genotipler aras1 karakterizasyon yapilmistir.

Kacar vd (2006), Kuzey ile Dogu Avrupa iilkeleri ve Rusya’dan toplanan germplazmlarin
Turkiye’den toplananlar ile birlikte genetik iliskilerini karsilastirmak icin visne (Prunus
cerasus) ve P. fruticosa Pall. iceren 81 tetraploid kiraz seleksiyonunu 5 SSR primeri
kullanilarak karsilagtirmislardir. Arastiricilar her primer ¢iftinde 5-20 farkli olas1 allel ile
yuksek seviyede polimorfizm elde etmislerdir. Kirazdan izole edilen PMS 49 primeri, 20
olasi allel ile en yiiksek seviyede polimorfizm gostermistir. Bu ¢alisma bir germplazm
koleksiyonu olustururken visnenin anavatani olan Tiirkiye’deki germplazmi da dahil

etmenin dnemini ortaya koymustur.

Pedersen (2006) kiraz ve visne olmak iizere 51 genotipte 10 PCR lokus ¢ifti kullanilarak

genotipler arasi farkliliklar belirlenmeye c¢aligilmistir. Arastirmada kullanilan lokuslar 14
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ile 40 allel sayis1 gostermis olup, genotipler aras1 ayrim giicleri ise 0,480-0,967 arasinda

PO

degistigi tespit edilmistir.

Oz vd (2007), Dogu Anadolu gen kaynaklarindan secilen 18 erik (Prunus domestica L.) ve
17 kiraz (Prunus avium L.) genotipi, DNA genetik kimliklerinin aragtirilmasi amaci ile
SSR analizleri gergeklestirilmis ve arastirma sonucunda kiraz ve erik arasinda ve gesitlerin

kendi aralarindaki benzerlikler dendogram diizeyinde degerlendirilmistir.

Cai vd (2007) tarafindan Cin’ de yapilan ¢alismada 23 kiraz ¢esidi arasindaki genetik
yakinlik iligkileri RAPD markorleri kullanilarak aragtirilmig ve %68 oraninda polimorfizm

bulunmustur.

Demirsoy vd ( 2008) tarafindan yapilan ¢alismada 14 kiraz ¢esidinin RAPD markér ile

analizi yapilmistir. Calisma sonucunda %64 oraninda polimorfizim elde edilmistir

Lacis vd (2009) tarafindan yapilan ¢alismada 2 farkli germplazm koleksiyonlarinda
bulunan (Isve¢ Universitesi Ziraat Fakiiltesi Genetik ve Bitki Islah1 Bolimii koleksiyonu
ve Letonya Meyve Yetistiriciligi Enstitlisii koleksiyonu) toplam 126 kiraz ¢esidinin
genetik benzerliklerini karsilastirmak amaciyla 3 SSR primeri ile hizli ve giivenilir bir
sekilde taranmistir. Caligma sonucunda her 2 koleksiyonda da ayni allel profili ile 16 ayni
grup belirlenmistir.

Winsch (2009b), 10 Prunus turtunde (P. persica, P.dulcis, P. armeniaca, P. domestica, P.
insititia, P. salicina, P. cerasifera, P. avium, P. Cerasus, P. mahaleb) 6nceki ¢alismalarda
polimorfik oldugu bildirilen 13 SSR primerini kullanmistir. Primerlere ait ¢cogalma araligi,
polimorfizm ve g¢esitlilik degerleri tespit edilmistir. Arastirict bu c¢alismanin Prunus
germplazm kaynaklarmin korunmasinin yani sira Prunus tiirlerine ait genetik ¢alismalarda

da yararli olabilecegini bildirmistir.

Jing-Yong vd (2009), 15 SSR markdr ile 11 kiraz gesidinin genetik benzerliklerini

hesaplamiglardir. 15 SSR primerinden 10 tanesinde saglikli ¢ogalma gdzlemlenmistir.10
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SSR lokusuna gore bulunan genetik parametrelerden heterozigoluk 0.6584 ile 0.8413
arasinda degiskenlik gostermistir. Genetik benzerlik ise 0.5625 ve 0.8636 arasinda

bulunmustur. UPGMA cluster analizi sonucunda ise 11 kiraz genotipi 3 gruba ayrilmistir.

3.2. Prunus Tiirlerinin Genetik Tanimlanmalarinda SSR Markorlerin Tiirler arasi

Gegiskenligine (Cross-Transferable) Yonelik Calismalar

PCR’a dayali genetik markorlerin kullanimi polimorfik markdrlerin elde edilmesini
saglamistir. RAPD markorleri, uygulanmasindaki kolaylik, sentetik oligoniikleotidlerin ¢ok
fazla sayida bulunmasi ve kolay olmasi, diisiik miktarda ve diisiik kalitede DNA’ya
gereksinim duyulmasi gibi nedenlerden 6tirt tercih edilen markorlerdir. SSR markarleri
ise yiksek oranda polimorfizm gostermesi, arastirmacilar arasinda primer degisiminin
kolay olmasi, Prunus tiirleri arasinda primer bolgelerinin korunmus olmasi ve hatta Malus
ve Prunus tiirleri arasinda gen kaynaklarimin tanimlanmasi i¢in ayni primerlerin sonug

verebilmesi nedeniyle yaygin olarak kullanilmaya baglamistir (Cipriani vd 1999).

Diger taraftan Prunus tiirleri genis bir aileyi (seftali, erik, kayis1 vd.) olusturmakta olup her
bir tiir icin SSR markorii gelistirme ¢abalar1 ayni oranda gergeklestirilmemistir, bu nedenle
bir tiirde bulunan SSR markorlerin  diger Prunus tiirlerinde kullanimi  (cross-

transferable=geciskenligi) bazi arastirmalarda 6n plana ¢ikmaktadir.

Cipriani vd (1999), SSR markdrlerinin yiksek oranda polimorfizm gosterdigini ve SSR
lokuslarimin korunmus boélgeler olduklari i¢in yakinlik gdsteren Prunus tiirleri arasinda

transferlerinin rahatlikla yapilabilecegini agiklamistir.

Sosinski vd (2000), seftalinin (Prunus persica (L.) Batsch) genetik c¢aligmalarinda
kullanmak icin mikrosatellit potansiyelini degerlendirmislerdir. Calismada seftalide

mikrosatellit veritabani1 taramalarinin yani sira mikrosatellit i¢in primer dizileri Rosaceae
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tirlerinden elma (Malus domestica) ve visnede (Prunus cerasus L.) test edilmistir. cDNA
kituphanesinde (CT)n- ve (CA)n- igeren klonlarda, CT, CA ve AGG genomik kituphane
tekrarlari taranmistir. Mikrosatellit frekans tahminleri genomik kitiiphanede belirlenmis ve
seftali genomunda her 100kb’de CT, her 420 kb’de CA ve her 700 kb’de AGG
tekrarlandig1 goriilmistiir. Arastirmada 28 seftali ¢esidinde her primer ciftinde 1-4 allel

arasinda olan mikrosatellit polimorfizm seviyesi incelenmistir.

Cantini vd (2001), yaptiklar1 ¢alismada, visne cesitlerinden (P.cerasus L.), P. fruticosa
Pall. ¢esidi ve bunlarin hibritlerinin de bulundugu toplam 75 genotipin genetik
tanimlanmasini yapmak amaci ile kiraz, visne ve seftali genomlarindan elde edilmis 10
SSR markor ile taramiglardir. Calisma sonunda her SSR lokusunda 4-16 arasinda allel

sayilar elde edilirken SSR verileri baz alinarak DNA parmak izi analizleri de yapilmustir.

Wiunsch and Hormaza (2002), 76 kiraz genotipini, daha once seftalide gelistirilmis 34
mikrosatellit primer cifti ile taramislardir. Arastirmada kullanilan 34 SSR primerin 24
tanesinde SSR bdlgelerinin ¢ogaltimi yapilmis ve bu primerlerden ise 14 tanesinde yliksek

oranda polimorfizm gozlemlenmistir.

Dirlewanger vd (2002) tarafindan yapilan ¢alismada seftaliden elde edilen mikrosatellit
markorlerin polimorfizmi basta kiraz olmak {izere bir¢ok yakin tiirde denenmis (Prunus
avium L. (sweet cherry and mazzard), Prunus cerasus L. (sour cherry), Prunus domestica
L. (European plum), Prunus amygdalus Batsch. (almond), Prunus armeniaca L. (apricot),
Prunus cerasifera Ehrh. (Myrobalan plum)) ve yakin tirler arast SSR markdorlerin

kullanilabilecegi agiklanmistir.

Wiinsch vd (2004) tarafindan yapilan ¢alismada seftaliden gelistirilmis 9 SSR markorii,
Kirazda anac¢ olarak kullanilan P. avium, P. cerasifera, P. cerasus ve P. mahaleb’i
kapsayan 17 genotip ve tiirler arasi hibritler olan, P. mahaleb x P. avium, P. avium x P.

pseudocerasus, ve P. cerasus x P. canescens’in tanimlanmasinda kullanmigslardir.
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Arastirmada caligilan tiim genotipler elde edilen 62 allel kombinasyonu ile net bir bigimde

ayirt edilmistir.

Kagar vd (2005), Tirkiye’de yetisen 7 kiraz ¢esidinde, kiraz (P. avium), visne (P. cerasus)
ve seftali (P. persica)’den izole edilen 13 SSR primeri kullanarak genetik benzerligi
arastirmiglardir. 8 SSR primerinin hepsinde polimorfik bantlarinin olustugunu tespit
etmiglerdir. Her primerde 1-6 arasinda allel ve toplamda 38 allel elde edildigini

bildirmislerdir.

Ohta vd (2005), cigeklenmis kirazlar (Prunus subgenus cerasus) arasindaki genetik
cesitliligi seftali, kiraz ve visneden gelistirilen 85 SSR markorii ile 144 bireyde karakterize
etmiglerdir. Arastiricilar SSR’larin % 29’unun c¢iceklenmis kirazlara tasinabilecegini ve 85

SSR markoérunden 25’inin tim orneklerde ¢ogaldigini belirlemislerdir.

Clarke and Tobutt (2009), 5’i Prunus avium ve 3’0 akraba tirden olmak (zere toplam 8
genotipte kiraz genomunu kapsamli bir sekilde tarayan, polimorfik farkli Prunus turlerine
ait 16 SSR primeri kullanarak yaptiklari ¢alismada, CPPCT006- 022 ve EMPAQ02- 017
primerlerinin Prunus igindeki tiirler arasinda biylk oranda transfer edilebilecek evrensel

primerler olduklarini bildirmislerdir.

Wiinsch (2009a), bazi Prunus tirlerinde polimorfik olan bir grup aday mikrosatellit
markorl P. persica, P.dulcis, P. armeniaca, P. cerasifera, P. domestica, P. salicina, P.
insititia, P. avium, P.cerasus, P. mahaleb olmak Uizere 10 Prunus tiiriinde test etmistir. Bu
calismada test edilen tiirlerdeki polimorfik SSR markdr grubu se¢ilmis ve bu markoérlerin

Prunus cinsindeki genetik ¢aligmalarda kullanilabilirlik durumu tartigilmistir.

Demir vd (2010) yaptiklart ¢alismada Giresun ilinden selekte edilmis 44 kiraz c¢esidi,

seftali ve kiraz kaynakli 10 SSR markor kullanilarak genetik karakterizasyonlari
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tanimlamiglardir. Kullanilan SSR  primeri tiim genotiplerde diizenli bir ¢ogalma
gostermemis olup, geriye kalan 4 SSR primerinde ise 7 ile 11 allel sayilar1 arasinda
toplamda 33 allel gézlenmistir. Analiz sonucunda 44 ¢esit arasindaki benzerlik orani 0.32

ile 0.98 arasinda bulunmustur.

Tiirkoglu vd (2010) tarafindan yapilan ¢alismada, Prunus’lardan gelistirilmis 10 SSR
lokusu ile P. avium, P. cerasus, P. mahaleb, P. angustifolia’ ya ait 23 anag¢ arasindaki
genetik benzerligi aragtirmislardir. Arastirmada her SSR lokusunda 8 ile 112 arasinda allel
bulunurken genetik benzerliklerine dayali ¢izilen dendogramda ise, P.avium’un P.cerasus

ile en yakin genetik iligkiye sahip bulunmustur.

Ercisli vd (2011) Coruh vadisinden elde edilmis yabani kiraz agaglarina (Prunus avium L.)
ait 18 kiraz cesidini 10 SSR primeri ile analiz ederek toplamda 46 allel bulmuslardir.
Calismada en yiiksek polimorfizmi PSAI2A02 primeri, en diisiik polimorfizmi ise
CPSCTO010, UDAp-404 primerleri gostermistir. Morfolojik ve fenolojik 6zelliklere gore
net bir ayrim gostermeyen 18 kiraz ¢esidine ait ¢izilen dendogramda 7 farkli dallanma

gbzlenmistir.

Turet-Sayar vd (2012) Tirkiye’de yetistirilen ¢esitler de dahil olmak Uzere toplam 31
Kiraz genotipini 23 SSR markérinde analiz ederek polimorfizm gosteren 9 SSR primerinde
toplam 56 allel bulunmustur. 4 SSR primerinde ise (Pchgms 3, UDP97-401, UDP97-405
and UDP98-409) monomorfik Ozellik g0zlenmistir. En disiik allel sayilar1 PMS2 ve
PceGAS9 lokuslarinda, en yiiksek allel sayis1 ise PSA12A02 lokusunda gdzlenmistir.
Benzerlik indekslerine gore Turkiye’de yetistirilen 7 kiraz genotipinin genetik ¢esitliligi

diisiik bulunmus ve dendogramda bu ¢esitler birbirine yakin olarak konumlanmaistir.
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3.3 Kiraz ve Prunus Tiirlerine Yonelik Genetik Haritalama Calismalari

Prunus’ larda genom haritalamalarina, genis cografik yayilim ve ekonomik 6nemi nedeni
ile seftali (Prunus persica L. Batsch) ile baslanmistir (Mowrey vd 1990). Agag sekli,
meyve et rengi, c¢icek sekli, petal sayis1 ve rengini kontrol eden genler iizerine yapilan
genetik haritalama calismasinda ise (Rajapakse vd 1995) Newdlersey Pillar x KV 77119
gesitlerinin melezlenmesiyle elde edilmis olan F1 bireylerinden kendileme yaparak elde
ettikleri 71 F2 bireyi ile segregasyon analizleri yapmislardir. Populasyon i¢in yapilan
haritalamada RFLP ve RAPD markérleri kullanilmig 47 baglanti markorii ve 8 baglanti
grubu bulunmustur. Arastirma sonucunda dikine biiyiimeyi kontrol eden genler ile petal
sayisint kontrol eden genlerin baglanti grubu {izerinde 17.6 c¢cM uzaklikta oldugu

belirlenmistir.

Diger bir haritalama calismasinda ise, seftalide meyve kalitesi ve soguga dayamiklilik gen
Ozelliklerinin arastirtlmasi yapilmistir. Baird (1996) tarafindan yapilan bu arastirmada
“Sun Crest” ve “Bailey” arasinda yapilan melezlemelerden elde edilmis olan F1
bireylerinin kendine melezlemesinden olusturulan 200 F2 bireyi kullanilarak, cDNA
klonlari, RFLP ve RAPD markorlerini iceren 80 markor tanimlanmistir. cDNA klonlar
prob olarak kullanarak genomik klonlarla karsilastirildiklarinda % 15 ile % 20 arasinda

polimorfik bulunmustur.

Prunus’ larda Avrupa Prunus haritalama grubu (Arus vd 1994a), Giiney Carolina ve
California haritalama gruplarinin ¢calismalarinda kullandiklar1 problar1 (Rajapakse vd 1994;
Bliss vd 1994) kullanarak visnelerde RFLP haritasi olusturmuslardir (Wang and lezzoni,
1996).

Bliss vd (2002), tarafindan badem (Prunus dulcis D.A. Webb) ve seftalinin (Prunus
persica L. Batsch) F2 melezlerinde meyve 6zellikleriyle ilgili genetik haritalama yapilmis
ve bunun igin SSR, RAPD ve CAPS markorleri kullanilmis ve bunlardan 4 SSR, 1 RAPD
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ve 1 CAPS bandi aranan gen bolgeleri ile iligkili bulunmustur. Ayrica; seftali BAC
kituphanesi kullanarak AFLP markdrleri ile gen haritasini olusturan ve Prunus tiirleri i¢in
bu verilere dayali SSR markorleri gelistiren Wang vd (2000), ¢alismalarinda kayis1 dahil
diger Prunus tiirlerinde kullanilabilecek degisik tekrar motiflerini i¢ceren ((TG)13 (AG)22,
(GA)9 vb.) 17 SSR lokusu tespit etmiglerdir.

Prunus tiirlerinde baglant1 haritalama calismalarina bakilacak olursa; baglant1 haritalama
calismalar1 yogun olarak seftali (P. persica), badem (P. amgdalus, syn. P. dulcis), seftali x
badem tiirleraras1 melez populasyonlarinda gergeklestirilmistir (Aras vd 1994b, Chapparo
vd 1994, Dirlevanger and Bodo 1995, Rajapakse vd 1994, Viruel vd 1995, Bliss vd 2002;
Dirlewanger vd 2002, Arus vd 2005). Foolad vd (1995) tarafindan yapilan ¢alismada,
seftali melezlerinde 107 markor igeren genetik baglanti haritasi oOlusturulmustur.
Dirlewanger vd (1998) tarafindan yapilan diger bir seftali baglanti haritas1 ¢aligmasinda
ise; 50 RFLP markart ile birlikte izoenzim, RAPD, AFLP markoérlerden yararlanilarak 11
baglanti grubu olusturulmus ve markor ciftleri arasindaki ortalama uzaklik 4,5 cM

bulunmustur. Prunus tiirlerinde yapilan diger baglanti haritalar1 ¢alismalarinda ise;

Joobeur vd (2000) bademlerde yapilan ¢alismada RAPD markorleri yardimiyla genetik
baglant1 haritalar1 olusturulmustur. Aragtirmada 325 primer kullanilmis olup, RAPD

markdrlerinin polimorfizmi yiiksek oranda buldugu kanisina varilmstir.

Jun vd (2002) tek bir gen bolgesi ile kontrol edilen bir 6zellik olan seftalilerde meyve
etinin ¢ekirdege yapisiklik durumu ile ilgili bir calismada RAPD analizleriyle bu genle
iliskili markorler bulunmaya caligilmistir. Calisma neticesinde aranilan 6zelligin takibi i¢in
4 RAPD markori elde edilmistir. Boylece yapilan arastirmada bulunan markdrlerin
markdre dayali seleksiyon (MAS) yontemlerinin gelistirilmesinde yararli olacagi kanisina

varilmgtir.
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Hurtado vd (2006) tarafindan yapilan c¢alismada AFLP ve RAPD markorlerden
faydalanilarak, Goldrich ve Valenciano kayisi ¢esitlerinin ¢aprazlanmasi sonucunda elde
edilen 81 F1 bireyi iizerinde genetik baglanti haritalar1 olusturulmaya c¢alisilmistir.

Calismada, RAPD markorleriyle %9 ve AFLP markorleriyle %17 oraninda pargaciklarda

farklilik bulunmustur.
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4, MATERYAL VE YONTEM

Bu calisma, 2011-2012 yillar1 arasinda Ankara Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisii

Merkez Laboratuarinda gerceklestirilmistir.

4.1. Materyal

Aragtirmada bitkisel materyal olarak; lilkemiz kiraz gen kaynaklarina ait 42 kiraz ¢esidi ile
birlikte 3 adet referans ¢esit (Lapins, Bing, Rainer) olmak (izere toplam 45 genotip
kullanilmistir. Aragtirmada kullanilan 42 kiraz ¢esidi ve 3 referans c¢eside ait geng
yapraklar Isparta- Egirdir Meyvecilik Arastirma Istasyonu’ ndan temin edilmistir. Calisilan

kiraz cesitlerleri ve referans cesitler Cizelge 4.1’de sunulmustur.

Cizelge 4.1 Aragtirmada kullanilan kiraz ¢esitleri ve referans gesitler

No | Cesit Ad1 No | Cesit Adx

1 | 0898 Bademli 24 | Aydin Siyahi

2 | 0895 Kamangayir1 25 | Edirne

3 | 0913 Trakana 26 | 0881 Erkenci Napolyonu
4 | Tabanh 27 | Kazancioglu

5 | 0893 Kara Zeydali 28 | Karakiraz (2)

6 | Kirdar 29 | Sapikisa

7 | 0905 Ziraat 30 | 0888 Karaturani

8 | Karabodur 31 | 0849 Beyaz Turani
9 | Siyah Goziime 32 | Aksehir Napolyonu
10 | 0906 Seyitali 33 | Sultani

11 | 0878 Kadi 34 | Turfanda Kara (2)
12 | M.Kemal Pasa Napolyonu | 35 | Turfanda

13 | 0912 Tezce 36 | Turfanda Kara

14 | 0922 Acikara 37 | Elifli

15 | Deregine Napolyonu 38 | Karagevrek
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16 | 0885 Erice 39 | 0900 Ziraat
17 | Karakiraz 40 | Nigde

18 | Yalanci Napolyon 41 | Omerli

19 | Gilli 42 | Uluborlu
20 | Halil Efendi 43 | Lapins

21 | Allah Diyen 44 | Bing

22 | Sekerpare 45 | Rainer

23 | Dalbasti

4.2. Ydontem

Aragtirmada kullanilan yontem temel olarak 4 asamadan olugmaktadir:
e DNA izolasyonu
e SSR allel bolgelerinin PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu) ile ¢ogaltilmasi
e PCR urunlerinin kapiller elektroforezi

e SSR lokuslarina ait allel verilerinin belirlenmesi ve genetik analizler

Kapilleri elektroforez yontemi uygulama asamalarinin genel goriiniimii, Sekil 4.1’ de

gosterilmistir.

20



NanoDrop

ND-1000 Thermocycler Beckman CEQ 8000
Spektrofotometre

= mp

B P

o0 AG
——{ &

! n TLE

L w L%

[ [ Lo o SSR
L0 HACL
— a

1) AGLIL
FR=11
bl AGLE
T e
1m0 3 %{? i o Wi‘lﬁ*
Lo~ agin L2
ANRI 199 08 jL
Bioinformatik VATAWS
analizler sten s

- (7 =
=
W Sum-
i
CR ,

E——

Sekil 4.1 Tezde uygulanan yontem asamalarinin genel goriiniimii

4.2.1. DNA izolasyonu ve élgimleri

Arastirmada kullanilan 45 genotipe ait geng yapraklar soguk ortamda Ankara Universitesi

Merkez Laboratuarma getirilerek -80°C’ de muhafaza edilmistir. Genotiplere ait DNA

izolasyonlar1 Lefort vd (1998) yontemine gore yapilmistir. Bu yonteme gore;

e Geng yapraklar sivi azotla ezildi,

e Toz haline gelen yaprak orneklerinden yaklagik 100mg alinarak 2 pl ependorf
tiiplere aktarildi,
e Tiplerin Gzerine 1 ml DNA ekstraksiyon soliisyonu (6rnek basina 10 ul 2-

Merkaptoethanol icerir) eklendi,
e 65°C’de ara sira ¢alkalanarak 15 dk bekletildi,

e 0,5 ml kloroform/isoamil alkol (24:1) karigsimi eklenerek, 30 dk buz
uzerinde bekletildi,
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e (da sicakliginda, 14.000 rpm’de 5 dk santrifiij edildi,
e Ust s1vi, temiz bir ependorf tiipe aktarild: ve {izerine 0,8 ml isopropanol eklendi,
e Ornekler, 15-20 dk buz lizerinde tutularak 14.000 rpm’de 1 dk santrifj

edildi,

e Ust sivi tekrar yeni bir ependorf tiipe aktarildi,
e Pellet (alt kat1) tizerine 1 ml % 70’lik ethanol eklenerek, 14.000 rpm’de 2 dk

santrifiij edildi,

e DNA, 50-100 pl H20’da ¢6ziildd,
e Her 100 pl i¢in 1 pl RNase-A(Applichem; 100mg/ml) eklenerek, 37°C’de 15 dk
bekletilerek, RNA uzaklastirildi.

DNA ekstraksivon soliisyonunun icerigi (50 ml i¢in):

2 ml TRIS (50 mM, pH 8,0)
4 ml EDTA (50 mM, pH 8,0)
10 ml LiCl (4M)

19 CTAB (% 1)

2 g PVP (% 2)

0,5 ml TWEEN 20 (% 0,5)
%0,2 B-Mercapto Ethanol

DNA izolasyonu sonucunda elde edilen DNA’larin, saflik ve miktar degerleri 6nce

%1’lik agaroz jelde kontrol edililip, daha sonra NanoDrop ND-1000 spektrofotometre

kullanilarak belirlenmistir.
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4.2.2. SSR allel bolgelerinin PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu) ile cogaltilmasi

PCR ile SSR bélgelerinin gogaltilmasi; 15-200 ng DNA, 5 pmol ileri (forward) primer, 5
pmol floresan isaretlemis ters (revers) primer, 0.5 mM toplam dNTP, 0.5 {inite Go Taq
DNA Polymerase (Promega, Madison, WI) (1,5 mM MgCI2 igermekte), 3 ul buffer (5x
buffer) olmak iizere 10 pl PCR karisimi ile gergeklestirilmistir. PCR reaksiyonu igin

kullanilan PCR programu ise:

1. 94 °C’ de 3 dk,

2.94 °C’ de 1 dk

3.55-60 °C’de 1 dk

4.72°C’ de 2 dk

5.72°C’ de 10 dk 2-4. basamaklar 34 tekrar olmak iizere toplam 35 dongii olacak sekilde

uygulanmigtir.

PCR sonras1 SSR lokuslarina ait PCR Urunleri %2’lik agaroz jel elektroforezinde kontrol
edildikten sonra, amplifikasyonu gergeklesmis orneklerde kapilleri elektroforez asamasi

gerceklestirilmistir.

4.2.2.1. SSR lokuslarina ait primerler

Calismada; UDAp-401, Pchgmsl, UDP96-005, UCD-CH13, UCD-CH17, UCD-CH21,
UCD-CH31, PSA12A02 ve CPSCTO010 olmak iizere toplam 9 SSR primeri kullanilmistir.
Her SSR lokusuna ait ileri (forward) primer D4 (mavi), D3 (yesil) ve D2 (siyah) renklerde
floresan isaretlenmis olup primerlere ait baz dizileri, kullanilan floresan boya (isaretleme

boyasi) ve Tm (°C) degerleri Cizelge 4.2°de verilmistir.
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Cizelge 4.2 SSR lokuslarina ait primerlerin baz dizileri, isaretleme boyast ve Tm (°C)

degerleri.
No | Lokus Adi Primer Dizileri (5°..3") Floresan Tm
boya rengi (°C)

UDAp-401 F** aaa ccc tag ccg cca taa ct

1 D3 (Yesil) 60
UDAp-401 R gct aaa ggc ctt ccg ata cc
Pchgmsl F** 0gg taa ata tgc cca ttg tgc aat ¢

2 D2 (Siyah) 55
Pchgmsl R gga tca ttg aac tac gtc aat cct c
UDP96-005 F** | gta acg ctc gct acc aca aa .

3 D3 (Yesil) 55
UDP96-005 R Cct gca tat cac cac cca g
UCD-CH13 F** | acc cgc tta ctc agc tga ac

4 D3 (Yesil) 58
UCD-CH13 R tta gca cta agc ctt tgc tgc
UCD-CH17 F** | tgg act tca ctc att tca gag a ]

5 D4 (Mavi) 58
UCD-CH17 R act gca gag aat ttc cac aac ca
UCD-CH21 F** | ttg ttg acc atc gaa tat gaa g )

6 D2 (Siyah) 58
UCD-CH21 R gaa ggt aca tgg cgt gcc
UCD-CH31 F** | tcc gct tct ctg tga gtg tg

7 D3 (Yesil) 58
UCD-CH31 R cga tag ttt cct tcc cag acc
PSA12A02 F** gcc acc aat ggt tct tcc ]

8 D4 (Mavi) 55
PSA12A02 R agc acc aga tgc acc tga
CPSCTO010 F** ttg ggt aaa tac ttt atc att tcc )

9 D4 (Mavi) 60
CPSCTO10R tcc ctg aat aag ggt tgt gc

**. Floresan isaretli
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4.2.3 PCR urunlerinin kapiller elektroforezi

Amplifikasyonu gergeklesen SSR lokuslarina ait PCR iiriinleri isaretlemede kullanilan
floresan boyalar (Proligo, Wellred, Fransa) esas alinarak uygun oranlarda (20ul) SLS
(Sample Loading Solution) ile seyreltildikten sonra (zerlerine, Genomelab DNA Size
Standard Kit-400 (0.4ul) eklenmistir. Orneklere ait karisimlar CEQ™ 8000 Genetik Analiz
Sistemi’nde elektroforez edilmistir. SSR lokuslara ait pik blydklikleri sisteme ait
fragment analizi yazilimlari ile belirlenerek, her bir lokusa ait pikler; tipleri ve renkleri g6z
Oniine almarak heterozigot ve homozigot olarak goriintiilenmistir. Arastirmada Lapins,
Bing ve Rainer cesitleri referans c¢esit olarak kullanilmis olup, piklere ait verilerin

dogrulugundan emin olmak i¢in reaksiyonlar 2 tekrarli olarak gerceklestirilmistir.

4.2.4 Genetik analizler

Arastirmada, genetik parametreler olarak; allel sayisi (n), allel frekansi (%), beklenen (He)
ve gozlenen heterozigotluk (Ho), tahmin edilen sessiz allel (null) frekansi (r) ve tespit
olasilig1 (PI) degerleri belirlenmistir. Beklenen heterozigotluk l-lei2 seklinde hesaplanarak
genetik farklilik Ol¢timii yapilmistir. Buradaki p; degeri, calisilan Grnekteki ‘i’ ninci
allelin frekansint gostermektedir (Nei 1987). Gozlenen heterozigotluk ise, heterozigot
genotiplerle analiz edilen toplam genotip arasindaki orandir. Null allel varliginin tahmini,
(He - Ho)/(1+ He) seklinde hesaplanmistir (Brookfield 1996). Tespit olasiligi (PI) iki
rastgele secilmis bireylerin aynt SSR profile sahip olma olasiligini ifade etmektedir
(Paetkau vd 1995). Bu deger, Zpi* + = 2(2pipj)2 seklinde hesaplanir. Burada p; ve p;,
sirastyla “1” ve ‘97 allellerinin frekansini1 gostermektedir. Sonraki basamak olarak ise,
genotipler aras1 benzerlik indeksleri belirlenerek, genetik iliski dendogrami
olusturulmustur. Incelenen parametrelere gore kullanilan programlar ise su sekilde

siralanabilir:
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Genetik parametreler: Her lokusa ait allel sayisi, allel frekansi, beklenen ve
gbzlenen heterozigotluk orani, sessiz (null) allel frekanst ve tespit olasiligt (PI,

Probability of Identity) IDENTITY 1.0 (Wagner and Sefc 1999) programu ile,
Benzerlik oram indeksi: Microsat (Minch vd 1995) programu ile,
Dendogram: UPGMA (Unweighted Pair-Group Method using Arithmetic means)

yontemi kullanilarak NTSYS (versiyon 2.02g, Exeter Software, Setauket, NY)
programi (Rohlf 2004) ile belirlenmistir.
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5. ARASTIRMA BULGULARI

5.1. DNA Izolasyonu

Arastirmada kullanilan gesitlere ait DNA’larin %1°lik agaroz jel elektroforezi goriintiileri
Sekil 5.1°de, spektrofotometrik Olcimleri (NanoDrop ND-1000) ise Cizelge 5.1’ de
verilmistir. Spektrofotometrik dlgiimlerde A260 degeri DNA miktarini, A260/280 orani ise
DNA’nin safligint belirlemede kullanilmakta olup, oramin 1.8-2.1 arasinda olmasi

DNA’nin PCR reaksiyonlari i¢in kullanilabilecek diizeyde olmasini ifade etmektedir.

Sekil 5.1 Arastirmada kullanilan bazi ¢esitlere ait DNA’larin %1 °lik agaroz jel

elektroforez gorinimi
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Cizelge 5.1 Arastirmada kullanilan gesitlere ait DNA’larin spektrofotometrik degerleri

Saflik
No Miktar ng/pl A260 A280
A260/280

1701,77 34,035 17,084 1,99
1

1759,85 35,197 17,997 1,96

1794,94 35,899 19,412 1,85
2

1804,34 36,087 19,606 1,84

783,13 15,663 7,941 1,97
3

453,01 9,06 4,706 1,93

1050,48 21,01 11,054 1,9
4

1053,96 21,079 11 1,92

1732,73 34,655 17,581 1,97
5

1700,25 34,005 17,25 1,97

495,39 9,908 5,265 1,88
6

504,05 10,081 5,427 1,86

1499,38 29,988 15,751 1,9
7

147212 29,442 15,411 191
8 1425,62 28,512 14,705 1,94

1420,99 28,42 14,64 1,94

1732,73 34,655 17,581 1,97
9

1700,25 34,005 17,25 1,97

2374,04 47,481 23,303 2,04
10

2376,57 47,531 23,358 2,03
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Cizelge 5.1 (devam)

Safhik
No Miktar ng/pl A260 A280
A260/280
2325,25 46,505 22,623 2,06
11
2336,26 46,725 22,824 2,05
482,74 9,655 5,65 1,71
12
475,07 9,501 5,501 1,73
2796,47 55,929 28,061 1,99
13
2802,09 56,042 28,171 1,99
809,37 16,187 8,902 1,82
14
705,92 14,118 7,376 1,91
327,74 6,555 3,348 1,96
15
340,5 6,81 3,593 1,9
1733,58 34,672 17,519 1,98
16
1739,6 34,792 17,523 1,99
2087,87 41,757 21,471 1,94
17
2133,35 42,667 21,881 1,95
2546,15 50,923 26,116 1,95
18
25477 50,954 25,981 1,96
143,04 2,861 1,689 1,69
19
141,53 2,831 1,653 1,71
2426,27 48,525 24,525 1,98
20
2366,57 47,331 23,578 2,01
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Cizelge 5.1 (devam)

Safhik
No Miktar ng/pl A260 A280
A260/280
2936,78 58,736 30,124 1,95
21
2918,27 58,365 30,06 1,94
1678,76 33,575 16,982 1,98
22
1673,79 33,476 16,941 1,98
2382,96 47,659 23,929 1,99
23
2322,67 46,453 23,397 1,99
2779,19 55,584 21,775 2,00
24
2779,46 55,589 27,838 2,00
3016,28 60,326 29,829 2,02
25
3049,96 60,999 29,988 2,03
2931,41 58,628 29,469 1,99
26
2918,36 58,367 29,382 1,99
1550,03 31,001 15,771 1,97
27
1568,49 31,37 15,93 1,97
809,37 16,187 8,902 1,82
28
705,92 14,118 7,376 1,91
760,32 15,206 9,313 1,63
29
739,26 14,785 8,918 1,66
1644,56 32,891 16,331 2,01
30
1650,39 33,008 16,396 2,01
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Cizelge 5.1 (devam)

Safhik
No Miktar ng/pl A260 A280
A260/280
2547,45 50,949 25,388 2,01
31
2579,35 51,587 25,676 2,01
2898,8 57,976 29,098 1,99
32
2892,46 57,849 28,961 2,00
177,99 3,56 1,684 2,11
33
3731,26 74,625 37,342 2,00
2426,27 48,525 24,525 1,98
34
2366,57 47,331 23,578 2,01
127411 25,482 12,699 2,01
35
1276,02 25,52 12,689 2,01
2259,02 45,18 21,958 2,06
36
2318,5 46,37 22,723 2,04
1794,94 35,899 19,412 1,85
37
1804,34 36,087 19,606 1,84
1810,36 36,207 17,765 2,04
38
1817,78 36,356 17,864 2,04
1571,85 31,437 15,868 1,98
39
1555,88 31,118 15,616 1,99
2234,61 44,692 21,881 2,04
40
2305,81 46,116 23,118 1,99
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Cizelge 5.1 (devam)

Safhik
No Miktar ng/pl A260 A280
A260/280
1530,62 30,612 15,431 1,98
41
1549,27 30,985 15,684 1,98
524,31 10,486 5,545 1,89
42
547,49 10,95 5,767 1,9
1810,35 36,207 17,763 2,04
43
1817,78 36,355 17,864 2,04
127411 25,485 12,697 2,01
44
1276 25,51 12,689 2,01
1733,57 34,671 17,513 1,98
45
1739,5 34,793 17,523 1,99
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5.2 SSR lokuslarinin PCR reaksiyonu

Bazi SSR lokuslarina ait PCR sonrasi %1 agaroz jel gorintlleri Sekil 5.2, 5.3’de

verilmigtir.

Sekil 5.3. UCD-CH17 lokusuna ait allelerin PCR sonrasi jel goriintiisii
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5.3 SSR lokuslarina ait allel biiyiikliiklerinin belirlenmesi

Lokus-allel profillerinin kapilleri elektroforezdeki farkli goriiniisleri Sekil 5.4’de

sunulmustur.
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Sekil 5.4. Lokus allel profillerinin kapiller elektroforezindeki genel allel gériinimleri
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Sekil 5.6. CPSCTO010 primeri kapiller elektroforezdeki homozigot allel géruntusu
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5.4 Genetik analizler

Arastirmada 9 SSR lokusuna ait allel bayukltkleri baz ¢ifti (bp, basepair) olarak Cizelge
5.2’de sunulmustur. Ayrica Lapins, Bing ve Rainer ¢esitleride referans gesitler olarak

orneklerle beraber analiz edilmistir.
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Cizelge 5.2. Kiraz gesitlerinin 9 SSR lokusundaki allel buyuklukleri (bp)

No | UCD-CH 31 | Pchgms-1 UCD-CH13 | CPSCTO010 UDAp-401

1 124 |132 130 | 138 122 136 | 178 | 178 260 260
2 124 |132 138 | 138 120 136 | 156 | 178 260 260
3 130 |134 138 | 138 120 | 136 | 178 |182 262 272
4 1124 | 124 130 | 138 122 136 | 178 | 178 262 262
5 124 | 124 138 | 138 120 136 | 162 | 178 262 272
6 |124 |132 130 | 144 120 | 136 | 178 |178 262 262
7 1124 | 124 140 | 140 136 | 136 |1/8 | 178 266 266
8 124 | 124 140 | 184 132 | 136 | 178 | 178 266 266
9 124 |132 138 | 138 120 136 |1/8 | 178 262 272
10 | 124 | 124 138 | 138 120 | 136 | 178 |178 262 272
11 [ 124 | 124 140 | 184 120 | 136 | 178 |178 266 266
12 [ 124 | 142 140 | 184 132 136 |1/8 | 178 266 266
13 | 124 | 134 130 | 138 122 1136 | 178 | 182 262 262
14 130 | 134 130 | 138 120 136 |1/8 | 178 260 260
15 | 142 | 142 138 | 138 120 | 136 | 178 |182 262 266
16 [ 132 | 134 138 | 138 120 136 |1/8 | 178 260 260
17 [ 124 | 132 130 | 138 136 | 136 | 162 | 178 260 260
18 | 124 | 142 140 | 184 132 136 | 178 | 178 266 296
19 [124 | 124 140 | 140 120 136 |1/8 | 178 262 266
20 | 124 | 142 138 | 144 120 | 136 | 176 |176 262 266
21 | 140 | 142 138 | 138 136 | 136 | 1/8 | 182 262 266
22 | 130 | 132 130 | 138 120 | 136 | 178 |178 260 260
23 124 | 124 138 | 138 136 [ 136 | 178 | 178 260 260
24 124 | 132 130 | 130 136 | 136 | 178 |178 260 260
25 | 134 | 142 142 | 140 120 | 136 | 178 | 178 260 266
26 | 124 | 132 138 | 138 136 | 136 | 178 | 178 262 272
27 | 142 | 142 138 | 138 120 | 136 | 178 | 182 262 266
28 | 124 | 132 130 | 130 120 | 136 | 178 | 178 260 260
29 124 | 134 130 | 130 116 [ 136 | 178 | 178 260 260
30 1132 | 134 138 | 138 136 [ 136 | 178 | 178 260 260
31 | 132 | 132 138 | 138 136 | 136 | 178 | 178 260 260
32 | 142 | 142 138 | 138 120 | 136 | 178 | 182 262 262
33 122 | 134 138 | 136 136 | 136 | 178 | 178 260 260
34 1124 | 134 138 | 136 120 | 136 | 178 | 178 296 296
35 | 130 | 134 130 | 130 120 | 136 | 178 | 182 260 272
36 | 130 | 134 130 | 130 136 | 136 | 178 | 182 260 272
37 1124 | 124 138 | 138 132 | 136 | 162 | 178 296 296
38 | 124 | 124 138 | 138 132 |136 | 178 | 178 272 298
39 142 | 142 138 | 138 120 | 136 | 178 | 182 262 266
40 1130 |132 130 | 130 136 | 136 | 178 |178 262 262
41 | 142 | 142 138 | 138 120 | 136 | 178 | 182 262 266
42 | 142 | 142 138 | 138 120 | 136 | 178 | 182 262 266
43 124 | 142 142 | 140 132 | 132 162 |178 260 260
44 | 124 | 124 142 | 140 120 | 136 | 162 | 178 260 266
45 1124 | 132 130 | 130 136 | 136 | 162 |178 260 260
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Cizelge 5.2 (devam)

No | UDP96-005 PSA12A02 UCD-CH17 | UCD-CH21
1 ]115 135 160 | 176 188 | 204 | 109 |111
2 119 137 176 | 176 188 | 202 | 111 | 111
3 137 137 158 | 164 188 | 206 | 111 | 119
4 1119 137 150 | 160 188 | 188 | 111 | 111
5 1119 135 160 | 168 188 | 204 |109 | 111
6 |115 119 160 | 160 194 | 204 | 111 | 117
7 1119 137 160 | 164 190 [ 190 | 109 | 109
8 [119 135 160 | 176 192 | 214 109 |109
9 |115 137 160 | 166 190 | 190 | 109 |109

10 | 119 135 160 | 164 188 | 202 | 109 | 111

11 | 119 135 160 | 164 190 | 190 | 109 |109

12 | 119 135 160 | 176 194 | 214 109 | 109

13 | 115 135 158 | 158 200 | 204 |109 |119

14 | 115 137 160 | 176 204 | 204 |111 | 113

15 | 119 131 158 | 158 190 | 204 |109 | 119

16 | 137 115 160 | 168 202 1206 |111 |111

17 | 137 115 166 | 176 188 | 202 | 109 | 111

18 | 119 135 160 | 176 194 | 214 109 |109

19 | 115 135 168 | 176 200 | 206 |119 |119

20 | 115 119 160 | 160 190 [ 190 | 115 |117

21 | 119 137 158 | 158 190 [ 202 | 109 |119

22 | 137 113 156 | 176 188 | 200 | 111 | 113

23 | 119 137 156 | 176 188 | 200 | 109 |111

24 | 115 135 160 | 176 188 | 202 | 109 |111

25 | 135 135 150 | 160 202 | 208 |107 |111

26 | 115 135 160 | 166 190 [ 190 | 109 |109

27 119 135 158 | 158 190 [ 202 | 109 |109

28 | 115 135 160 | 176 188 | 202 | 109 |111

29 | 135 119 168 | 176 188 | 206 | 109 |109

30 | 115 135 176 | 176 188 | 206 | 111 | 111

31 | 115 135 176 | 176 188 | 202 | 111 | 111

32 | 119 131 158 | 158 190 [ 202 | 109 |119

33 131 119 160 | 176 198 | 202 | 111 | 111

34 1135 119 176 | 176 202 | 202 |111 | 111

35 | 119 135 160 | 160 190 | 190 | 111 | 113

36 | 119 137 160 | 160 190 [190 | 111 | 113

37 1135 119 164 | 164 190 [ 214 | 109 |119

38 | 119 135 160 | 176 190 | 214 | 107 |119

39 119 135 158 | 158 190 [ 202 | 109 |119

40 | 137 137 158 | 158 188 | 188 | 107 |111

41 | 119 135 158 | 158 190 | 202 | 109 |119

42 | 119 135 158 | 158 190 [ 202 |109 |111
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43 | 119 135 176 | 176 192 | 214 | 117 | 119

44 | 119 131 164 | 164 190 [ 190 | 109 |109

45 | 115 137 160 | 160 188 | 202 | 109 |111

Calisilan lokuslardaki allel sayilar1 (n), heterozigotluk oranlar1 (He, Ho), tespit olasiligi degeri
(P1) ve sessiz (null) allel frekansi (r) Cizelge 5.3°de sunulmustur.

Cizelge 5.3 Calisilan lokuslardaki allel sayilar1 (n), beklenen heterozigotluk (He), gdzlenen
heterozigotluk (Ho), tespit olasilig1 (PI) degeri ve sessiz (null) allel frekansi

Lokuslar Allel Beklenen Gozlenen Tespit Sessiz
sayilar1 | Heterozigotluk | Heterozigotluk | olasiligi (null) Allel
(n) (He) (Ho) degeri (PI) | Frekansi (1)
UCD-CH31 |7 0.699 0.600 0.241 0.05
Pchgms1 6 0.636 0.466 0.240 0.103
UCD-CH13 |5 0.540 0.711 0.382 -0.110
CPSCTO010 5 0.375 0.400 0.463 -0.018
UDAp-401 6 0.736 0.422 0.198 0.180
UDP96-005 |6 0.758 0.933 0.179 -0.099
PSA12A02 8 0.775 0.533 0.152 0.136
UCD-CH17 |11 0.825 0.733 0.094 0.050
UCD-CH21 |7 0.699 0.600 0.241 0.058
Toplam 61 6.043 5.398 - -
Ortalama 6.77 0.671 0.599 - -

Bulunan genetik parametrelerden, allel sayilarina bakildiginda, en yiiksek allel UCD-CH17
(11 allel) lokusunda elde edilirken bunu 8 allel ile PSA12A02 lokusu ve 7 allel ile UCD-
CH21 ve UCD-CH31 lokuslart izlemektedir. En diisiik allel ise 5 allel ile UCD-CH13 ve
CPSCTO010 lokuslarinda gozlemlenmistir. Geriye kalan SSR lokuslarindaki allel sayilar1 ise
ortalama 6 (UDAp-401, Pchgmsl, UDP96-005) arasinda degiskenlik gdstermistir. 9 SSR

lokusunda toplamda 61 allel bulunmustur.
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Genel heterozigotluk incelendiginde; beklenen heterozigotluk (He) ve g06zlenen
heterozigotluk (Ho) ortalama degerleri sirasi ile 0.67 ve 0.59 olarak bulunmustur. Beklenen
heterozigotluk 0.375 ile 0.825 arasinda bulunurken, gozlenen heterozigotluk 0.40 ile 0.93
arasindadir. UCD-CH31, Pchgmsl, UDAp-401, PSA12A02, UCD-CH17, UCD-CH21
lokuslarinda beklenen heterozigotluk degerleri (He) gozlenen heterozigotluk degerlerine (Ho)
oranla ylksek bulunurken, UCD-CH13, CPSCT010, UDP96-005 lokuslarinda ise g0zlenen
heterozigotluk (Ho) degerleri, beklenen heterozigotluk (He) degerlerine gore daha yiiksek

bulunmustur.

Tespit olasiligi degerlerinin tamami (PI) (Sefc vd 2001) tarafindan belirlenen 0.05 esik
degerinin tizerinde, 0.152 ile 0.463 arasinda bulunmustur. Null allel degerleri 3 lokusta (UCD-
CH13, CPSCTO010, UDP96-005) negatif, diger lokuslarda ise sifira yakin pozitif tespit
edilmistir. Herbir lokusda allel sayilarinin oranlarini gosteren frekans degerleri Cizelge 5.4°de

sunulmustur.
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Cizelge 5.4. SSR lokuslarina ait allel frekanslari

= g g o g
T | | g 2 T 2
Q - £ = Q -
0 © = © )] ©
o (@) = S = O =
p D < a < D <
1 |122 0.01 130 0.15 116 0.01
2 | 124 0.42 136 0.04 120 0.25
3 |130 0.06 138 0.55 122 0.03
4 |132 0.16 140 0.15 132 0.07
5 |134 0.12 144 0.02 136 0.62
6 140 0.11 184 0.06
7 | 142 0.20
Cizelge 5.4. (devam)
9 g = £ 2 E
o = N = i 8
5 = o = 8 i3
o < o a o
o o = a = ) =
p @) < D < D <
1 156 0.01 260 0.37 113 0.01
2 | 162 0.06 262 0.25 115 0.16
3 | 176 0.02 266 0.21 119 0.31
4 | 178 0.77 272 0.08 131 0.04
5 182 0.12 296 0.05 135 0.28
6 298 0.01 137 0.17
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Cizelge 5.4. (devam)

S : S : S :
2 % T % T g
. = & = & =
o| 3 2 S 2 S 2
pd o < ) < -] <
1 ]150 0.02 188 0.20 107 0.03
2 | 156 0.02 190 0.27 109 0.40
3 |158 0.21 192 0.02 111 0.34
4 1160 031 194 0.03 113 0.04
S |164 0.08 198 0.01 115 0.01
6 |166 0.03 200 0.04 117 0.03
7 168 0.04 202 0.20 119 0.13
8 |[176 0.26 204 0.07
9 206 0.05
10 208 0.01
11 214 0.06

Lokuslar itibari ile frekansi en yiiksek olan alleler dikkate alindiginda en yiiksek allel
frekansi;; UCD-CH31’de 124 (0.42), Pchgmsl’de 138 (0.55), UCD-CH13 136 (0.62),
CPSCT010’da 178 (0.77), UDAp-401’ de 260 (0.37), UDP96-005" da 119 (0.31),
PSA12A02’ de 160 (0.31), UCD-CH17’ de 190 (0.27), UCD-CH21’ de 109 (0.40) olarak

tespit edilmistir.

45 genotip icerisinde tespit edilen; ayni genotip (isim ve SSR lokuslarindaki allel
biiyiikliikleri ayni) sinonim (farkli isimle adlandirilan fakat genetik olarak birbiri ile ayni

genotipler) ve homonim (aymi isimle adlandirilan fakat genetik olarak birbirinden farkli

genotipler) durumlar1 Cizelge 5.5°de sunulmustur.
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Cizelge 5.5 Ayni, sinonim ve homonim kiraz ¢esitleri

Homonim Cesitler

M.Kemal Pasa Napolyonu- Deregine Napolyonu- Yalanci Napolyon-0881 Erkenci
Napolyonu- Aksehir Napolyonu

Turfanda Kara (2)- Turfanda- Turfanda Kara

Karakiraz- Karakiraz (2)

0905 Ziraat-0900 Ziraat

0849 Beyaz Turani-0888 Karaturani

Sinonim Cesitler

Omerli-0900Ziraat

Aym Cesitler

Genotiplere ait genetik benzerlik indeksi ve genetik iliski dendogramui sirasi ile ¢izelge 5.6 ve

sekil 5.7°de sunulmustur.
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Cizelge 5.6. Genetik benzerlik indeksi
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Dendogram genel olarak incelendiginde, genel olarak 2 ana dallanma gozlemlenmektedir.
0905 Ziraat, 0878 Kadi, Bing, Karabodur, M.K. Pasa Napolyonu, Yalanci Napolyon, Elifli,
Karagevrek, Gilli, Lapins genotipleri bir grupta yer alirken, geriye kalan 35 6rnek kendi
aralarinda farkli gruplar olusturmustur Referans cesitler kendi iglerinde homojenlik

gostermeyip dendogram boyunca Tiirk gesitleri iginde dagilmis durumdadirlar.
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6. TARTISMA VE SONUC

Ulkemiz kiraz ve visnenin dogal yayilma alanlar1 igerisinde yer almakta ve bu nedenle
zengin bir gen potansiyeline sahiptir. Gen kaynaklarinin ulusal koleksiyonlar olarak
saklanmasi ve tanimlanmasi biiylik bir 6nem arz etmektedir. Bu tez ¢alismasinda; Kiraz
genetik kaynaklarinin belirlenmesi, tanimlanmasi ve korunmasi amaci ile Isparta- Egirdir
Meyvecilik Arastirma Istasyonu’ndan alinan 45 kiraz genotipinin DNA marké&rlerden SSR

(mikrosatellit)’ a dayali genetik karakterizasyonu yapilmistir.

Mikrosatellitler kirazda; gen kaynaklarimin karakterizasyonu (Lacis vd 2009), genetik
iliskilendirme (Dirlewanger vd 2002, Winsch vd 2004), ebeveyn tayini (Schueler vd
2003), ¢esit tanimlamas1 (Xuan vd 2009, Gulen vd 2010) ve haritalama ¢alismalarinda
(Olmstead vd 2008) yogun olarak kullanilmaktadir.

Tez cgalismasinda, erikten gelistirilen CPSCT010 (Messina vd 2004, Mnejja vd 2005),
seftaliden gelistirilen Pchgmsl (Sosinski vd 2000), UDP96-005 (Cipriani vd 1999),
kayisidan gelistirilen UDApP-401 (Messina vd 2004), kirazdan gelistirilen UCDCH-13,
UCDCH-17, UCDCH-21, UCDCH-31 (Struss vd 2003) ve PSA12A02 (Sosinski vd 2000)
SSR primerleri 45 kiraz genotipinin molekiiler tanimlanmasinda kullanilmistir. Bu durum
diger arastirmalarda oldugu gibi (Mnejja vd 2005, Winsch and Hormanza 2002,
Dirlewanger vd 2002, Winsch 2009, Ercisli vd 2011, Turet-Sayar vd 2012) SSR

markdrlerin Prunus tiirleri arasi gegiskenligini (cross-amplication) gostermektedir.

Dokuz SSR lokusu kullanilarak 45 genotipde elde edilen toplam allel sayis1 61°dir. En
diistik allel sayis1 5 allel ile UCD-CH13 ve CPSCTO010 lokuslarinda tespit edilirken, en
yiiksek allel sayis1 11 olarak UCD-CH17 lokusunda tespit edilmis, lokuslardaki allel

ortalamasi ise 6.77 olarak bulunmustur.
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Beklenen heterozigotluk (He) ve gozlenen heterozigotluk (Ho) orani ortalamasi sirastyla
0.67 ve 0.59 olarak bulunmustur. UCD-CH13, CPSCT010, UDP96-005 lokuslarinda
g6zlenen heterozigotluk (Ho) yuksek bulunurken, UCD-CH31, Pchgmsl, UDAp-401,
PSA12A02, UCD-CH17, UCD-CH21 lokuslarinda ise beklenen heterozigotluk (He)
yuksek bulunmustur. Bu lokuslarda, null allellerin frekansi (r) pozitif olmakla birlikte

degerlerinin diislik olmasi null allel varlig1 olasiligin1 diistirmektedir (Cizelge 5.3).

Tespit olasilig1 (PI) degeri tiim lokuslarda, Sefc vd (2001)’nin belirtigi 0.05 degerinden
yiiksek bulunmustur. Bu da, bu seg¢ilen mikrosatellit markdrlerin kirazda gercekten yiiksek
derecede polimorfik olduklarini gostermektedir. En diisiik PI degeri UCD-CH17 (0.094)
olup en yiiksek PI degeri ise CPSCT010 (0.463) markorlerinde gézlenmistir. Calismada
kullanilan UCD-CH17 markoéru calisilan mikrosatellit markorler arasinda en fazla bilgi

verici markor olup arastirmamizdaki genotipleri en iyi sekilde ayirt etmistir.

Tespit edilen genetik parametreler (n, He, Ho, vd.) diger arastirmalar ile
karsilastirildiginda; tezde kullanilan Pchgms1 lokusu, seftalide 4 allel verirken (Sosinski
vd 2000), yapilan diger bir kiraz ¢alismasinda ise 2 allel vermistir (Wiinsch and Hormaza
2002). Bizim c¢alismamizda ise 6 allel vermistir. Ayn1 ¢alismada UDP96-005 primeri ise 5

allel verirken (Wunsch and Hormaza 2002) bizim ¢alismamizda ise 6 allel vermistir.

Kullanilan kayis1 kdkenli SSR lokusu UDAp-401 Tiirk kayis1 ¢esitlerinde sirasi ile 7 (Ho:
0.379) ve 10 allel (Ho: 0.568) verirken (Akpimar vd 2010), Turet-Sayar ve ark. (2012)
tarafindan yapilan ¢aligmada 15 kiraz genotipinde monomorfik bulunmustur.Tez

caligmasinda ise 45 kiraz genotipinde 6 allel vererek yeterli bir polimorfizm gostermistir.

Genetik parametrelerden benzerlik indeksine bakildiginda; %100 benzer sinonim gesitlerin
(0900 Ziraat ve Omerli) disinda en yiiksek benzerlik %94 orami ile M.Kemal Pasa

Napolyonu-Yalanct Napolyon, Karakiraz (2)-Aydin Siyahi, Omerli-Kazancioglu,
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Kazanc108lu-0900 Ziraat, Kazancioglu-Uluborlu, Uluborlu-0900 Ziraat, Uluborlu-Omerli
cesitleri arasinda bulunmustur. En diisiik benzerlik; %11 benzerlik orani ile 0913 Trakana
¢esidinin Karabodur - M.Kemal Pasa Napolyonu - Yalanct Napolyon ¢esitlerine olan
benzerligi, Lapins ¢esidinin 0913 Trakana — Siyah Goziime ¢esitlerine olan benzerligi ve

Bing ¢esidinin Nigde ¢esidi ile olan benzerligidir.

Homonim ¢esitler arasindaki benzerlik iliskilerine bakildiginda; %94 M.Kemal Pasa
Napolyonu- Yalanci Napolyon, %88 Derecine Napolyonu- Aksehir Napolyonu,%88
Turfanda- Turfanda Kara, %77 Karakiraz (2)- Karakiraz, %88 0849 Beyaz Turani-0888
Karaturani, %33 0905 Ziraat-0900 Ziraat seklinde benzerlik gozlenmistir. Ayni isimle
adlandirilan homonim ¢esitlerin  birbirine ayni olmamasi yanlhs adlandirmadan
kaynaklanabilecegi gibi her bir ¢esit icerisinde zamanla ortaya ¢ikan varyasyonlari (klon,
tip vb) gostermektedir. 0900 Ziraat ve Omerli genotipleri %100 benzerlik orani ile sinonim

cesitler olarak belirlenmistir.

Referans cesitlere bakildiginda; yapilan bir calismada Lapins ve Bing benzerligi %62
bulunurken (Turet-Sayar vd 2012) bu tezde ise %38 oraninda bulunarak hemen hemen her
iki caligma birbirini destekler niteliktedir. Ayni1 ¢alismada kullanilan 0900 Ziraat cesidi
Lapins c¢esidine %33 ve Bing ¢esidine %37 oraninda benzerlik gostermis olup bizim
calismamizdaki benzerlik oraninda ise 0900 Ziraat ¢esidi Lapins ¢esidine %27 ve Bing

cesidine %38 benzer olarak bulunmustur.

Sonug olarak; lIsparta- Egirdir Meyvecilik Arastirma Istasyonu’dan alinan 45 kiraz
genotipinin kapsamli genetik tanimlanmasina yonelik yapilan bu tezde, cesitler arasi
benzerlik oranlar1 bulunarak, sinonim ve ayni ¢esitler belirlenmistir. Tez bulgularinin,
giinimiizde ve gelecekte yiiriitiillecek benzer kapsamli caligmalara ve diger kiraz

arastirmalarina 1s1k tutacagi timit edilmektedir.
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