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OZET

Kayis1 (Prunus armeniaca), bir erkek determinant (F-box proteinleri; SFB'ler) ve bir
disi determinant (riboniikleaz, S-RNaz) olmak iizere, ¢ok lokuslu ve cok alleli
gametofitik kendine uyusmazlik (GSI) sergiler. Tiirkiye kayisilarinin S lokus niikleotid
dizileri ise heniiz belirlenmemistir. Yapilan bu ¢alismasinda Erciyes iiniversitesi Ulusal
Kayis1 Genetik Kaynaklar1 Parselinde yer alan 241 kayisi cesidin S allel profili
cikartilmis ve Ordubatbenzeri, Stark Early Orange ve Zard kayis1 cesitlerinin yiiksek
kapasiteli DNA dizisi elde edilmis, Hacihaliloglu genomunu referans alinarak S-RNase
ve SFB gen dizileri belirlenmis, filogenetik analizler yapilmistir. PCR ¢alismasi ile
belirlenen alleler, S-RNaz ve SFB gen dizileri iizerinde belirlenmis, polimorfirmizm

kaynaklar1 bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: Genetik cesitlilik, kendine uyusmazlik (Self Incompatibility),
kendine uyusurluk (Self compatibility).
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STARK EARLY ORANGE (SEO), ZARD, ORDUBAT-LIKE APRICOT TYPES
HIGH CAPACITY DNA SEQUENCE ANALYSIS

Muhammed Ali KOSE
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ABSTRACT

Apricot (Prunus armeniaca) exhibits multi-locus and multi-allele gametophytic self-
incompatibility (GSI), including a male determinant (F-box proteins; SFBs) and a
female determinant (ribonuclease, S-RNase). The S locus nucleotide sequences of
Turkish apricots have not yet been determined. In this study, S allele profile of 241
apricot accessions in Erciyes University National Apricot Genetic Resources Parcel was
determined and high capacity DNA sequence of Ordubat-like, Stark Early Orange and
Zard apricot varieties were obtained and S-RNase and SFB gene sequences were
determined by maping the sequence reads to reference to Hacihaliloglu genome, and
finally phylogenetic analysis were performed. Alleles determined by PCR were found in

S-RNase and SFB gene sequences and polymorphic sites were detected.

Keywords: Genetic diversity, Self Incompatibility, Self compatibility.
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GIRiS

Tiirkiye, diinya iizerinde hem meyve tiir ve ¢esit sayis1 hem de tiretim miktar1 agisindan
onemli meyve lreticisi tilkeleri arasinda yer almaktadir. Bu meyve tiirleri igerisinde
renk, tat, aroma bakimindan tercih edilen meyvelerden birisi de kayisidir. Ulkemiz de
Dogu Karadeniz Bolgesi ile Dogu Anadolu’nun ¢ok yiiksek kesimleri disinda hemen
hemen her bolgesinde iklimsel Ozellikleri yoniinden kayisi yetistiriciligi i¢in uygun
alanlar bulunmaktadir.

Diinyada yilda toplam 4.257.241 ton taze kayis iiretilmekte olup, bu miktarin 985.000
tonu Tirkiye tarafindan iiretilmektedir. Bu iiretim miktariyla Tiirkiye, diinya kayisi
iiretiminde yaklasik %23.14 “liik payla birinci siradadir. Tiirkiye'yi Ozbekistan, italya,
Cezayir ve Iran takip etmektedir. Kayisi iiretiminin ¢ogunlugu kurutmalik olarak
degerlendirilmete, 90 iilkeye her yil 100 bin tonu askin kuru kayis1 ihracatiyla 300-350
milyon dolar doviz elde edilmektedir [1,2].

Tiirkiye de kayisi iiretimi son yillarda artis gostermis olmakla birlikte halen yeterli
seviyeye ulasamamustir. Kayisi yetistiriciliginde her yil diizenli ve iyi diizeyde iiriin elde
edilmesi temel amactir. Eseysel uyusmazlik meyve tiirlerinin ¢cogunda goriilen, diizenli
meyve verimin diisiiren onemli sorunlardan birisidir. Meyvelerde tozlasma ve meyve
tutumunun randimanli gerceklesmesi icin erkek ve disi ¢igeklerin olusumlarini normal
seviyede tamamlamalari, tozlanan ve tozlayici gesitler arasinda eseysel bir uyusmazligin

var olmamasi gerekmektedir [3].

Kendi kendine tozlasmayr engelleyen ve karsilikli tozlasmayr zorlayan uyusmazlik
hermafrodit bitkilerde bulunan genetiksel bir mekanizmadir [4]. Uyusmazlik polende ve
pistilde mevcut S allelleri tarafindan yonetilmektedir. Bir ¢esitte uyusmazlik alellerinin
tanimlanmasi1 1slahgilar tarafindan yapilan kontrollii tozlasma denemeleriyle ortaya
cikarilabilmektedir. Ancak ciceklenme doneminde siirenin kisitli olmasi nedeniyle ve

hava sartlarinin olumsuz oldugu durumlarda bu yontemden sonu¢ alinamamaktadir [6].



Yapilan calismalarla uyusmazligin basit bir multiallelik S lokusu tarafindan kontrol
edildigi tespit edilmistir. S lokusu Pistilde korunmus (C1, C2, C3, RC4, C5) ve yiiksek
degisken (RHV) bolgelerinden olugmaktadir. Polende ise F-box, degisken bdolge
(V1,V2) ve yiiksek degisken bolge (HVa, HVb) olmak iizere 5 bélgeden olusmaktadir.

S lokusu Pistilde iki intron ile kesintiye ugramaktadir. Romero ve arkadaslar1 (2004)’ de
yaptiklar1 ¢calismada birinci intron bolgesini belirlemek i¢in SRc-F/ SRc-R, Sutherland
ve arkadaslar1 (2004) ‘de ikinci intron bolgesini belirlemek i¢in EM-PC2consFD/ EM-
PC3consRD primerlerini gelistirmislerdir. Sonneveld (2003), Halasz(2010) ‘da
gelistirdikleri PaConsl-F/ AprSC8R primerler ile SC/S8 allelerini belirlemislerdir.
Halasz ve arkadaslar1 (2010)’da yaptiklar1 caligmalada polende ifade edilen kendine
uyusmaz S8 aleli ile kendine uyusur SC allelini birbirinden ayiramadigindan
bahsetmislerdir. Arastirmacilar bu sorunu asmak ig¢in AprFBCS8-F/ AprFBC8-R
primerlerini gelistirmislerdir. Uyusmaz genotipler stilusta riboniikleaz analizleri disinda

bu dort primer cifti kullanilarak S allelleri spesifik PCR ile belirlenebilmektedir [2,5,7,].

Bircok meyve tiiriinde tiim genom fiziksel haritalar1 tamamlanip, genom analizleri
yapilmistir. Tiim genom dizisi cikarilan canlilarda molekiiler ve 1slah calismalarin
Olcegi biiyiimiistiir. Bu calismada 241 kayisi ¢esit ve tipinde kendine uyusmazlik elleleri
belirlenmistir. 4 kayis1 ¢esidi (Hacihaliloglu, Ordubatbenzeri, Stark Early Orange
(SEO), Zard) tim genomu DNA okumlar1 iretilmistir. SEO kendine uyusur,
Hacihaliloglu, Ordubatbenzeri ve Zard kendine uyusmaz cesittir. Genbank’ta kayitl S-
RNaz ve SFB genleri ile Hacihaliloglu cesidi tiim genomu okumlar1 eslestirilmistir.
Hacihaliloglu cesidi i¢in elde edilen S-RNaz ve SFB genleri ile diger ii¢ ¢esit i¢cin ayr1
ayr1 S-RNaz ve SFB lokuslar1 belirlenmistir. GenBank’ta kayith kayis1 S-RNaz ve SFB
genleri ile bu ¢calismada elde edilen gen bolgeleri niikleotid seviyesinde karsilastirilmig

ve filogenetik analiz yapilmistir.



1. BOLUM
GENEL BILGILER ve LITERATUR CALISMASI

1.1. Kayis1 Hakkinda Genel Bilgiler
1.1.1. Kayisinin Sistematigi

Takim : Rosales

Familya : Rosaceae ( Giilgiller)

Alt Familya : Prunoidae

Cins : Prunus

Alt Cins  : Prunophora

Tiir : Prunus armeniaca L

Rosaceae, iliman iklim kusaginda yetisen en Onemli bitki ailelerinden birisidir.
Rosaceae ailesi elma, seftali, erik, badem, armut ve kiraz gibi ekonomik olarak dnemli
meyveleri biinyesinde bulundurmaktadir [8,9].

Prunus cinsinde 230 tiir bulunur. Bu tiirlerin biiyiik bir cogunlugu 1liman iklim kusagina
adapte olmussa da 35 tiirii eski diinya tropik kusagma ve 25 tiirii ise yenidiinya tropik
kusagina endemiktir. Prunus cinsinde yer alan kayist bu aile icinde ekonomik olarak
onemli ve iyi calisilmis agac tiirlerinden biridir. Tiirkiye, kayisi, kiraz ve visne
tiretiminde diinya lideridir.(Tablo1.1). Badem de ise ilk dort iilke icinde yer almaktadir.
(FAO, 2017).



Tablo 1.1. runus cinsi meyve tiirlerinde iilkelerin tiretim degerleri (FAO 2017)

Kayisi Kiraz - Visne Badem
Ulkeler Uretim(ton) | Ulkeler Uretim(ton) | Ulkeler Uretim(ton)
Tiirkiye 985.000 Tiirkiye 672.132 ABD 1.029.655
Ozbekistan.  532.565 ABD 398.140 Ispanya 255.503
Italya 266.372 Iran 140.081 Iran 111.845
Cezayir 256.890 Ozbekistan  136.609 Tiirkiye 90.000
Iran 239.712 Sili 126.642 Italya 79.599
Pakistan 178.957 Italya 118.259 Avustralya 75.373
Ispanya 162.872 Ispanya 114.433 Tunus 67.000
Fransa 148.500 Yunanistan 89.600 Cezayir 61.943
Afganistan 131.816 Ukrayna 70.860 Cin 47.875
Yunanistan 106.600 Romanya  55.490 Libya 34.404

Son yillarda yapilan arastirmalar kayisida uyusmazlik durumunun tahmin edildiginden
daha karmasik oldugunu gostermektedir. Ticari iiretimi yapilan bazi kayisi ¢esitlerin
mevcut uyusmazlik durumlarinm bilinmemesi ciddi ekonomik kayiplara neden
olmaktadir. Kendine uyusmazlik; cesidin kendi poleniyle meyve baglamasmi

engelledigi i¢in yetistiricilikte tercih edilmez [1].

1.1.2. Kayisinin Dollenme Biyolojisi

Kayisinin her bir c¢icek tomurcugundan bir adet c¢icek meydana gelir. Cicek
tomurcuklar1 saf haldedir. Bunlarda sadece cicek meydana gelir. Kayis1 hermafrodit
(erselik) cicek yapisina sahip olup erkek ve disi organ ayni cicek lizerinde yer
almaktadir. Cicekler bes ¢anak, bes ta¢ yaprak, 20-35 erkek (stamen) organ ve bir disi
(pistil) organdan bulunur. Bazi ciceklerde iki disi orgam goriilebilir. Pistil stigma, stilus
ve ovaryumdan olugmaktadir [2,10].

Disi organ (pistil), tohum taslaklarini koruyan bir veya daha fazla karpelden meydana
gelmistir. Karpelin kapali bir cukur meydana getirdigi yer yumurtalik (ovaryum), ince
bir kolon olarak gelistigi yer boyuncuk (stilus), genisledigi iist yiizey tepecik (stigma)
olarak adlandirilmaktadir. Prunus L. cinsinin ¢iceklerinde stigmanm iizeri, tek sirali

papilla hiicrelerinden meydana gelmistir. Bu papilla hiicreleri tam ciceklenme




zamaninda turgor durumundadirlar. Bunlar tam c¢iceklenmeden bir iki giin sonra
biiziilme belirtileri gdstermekte ve ii¢, dort giin sonra da turgorunu kaybetmektedir.
Tepecik (stigma) tam ¢iceklenme sirasinda bir sivi salgilamakta ve bu yiizden nemli ve
parlak goriinmektedir. Gerek Prunuslarda ve gerekse Malus Mill., Pyrus L. ve Ribes L.
cinslerinde stigmalar 1slaktir [11,12]. Buna karsilik Juglans L. ve Rubus L. cinslerinin
stigmalar1 kurudur [13]. Polenler stigma iizerinde bulunan bu sivi1 tarafindan
tutulmaktadir. Aym1 zamanda stigma iizerinde bulunan bu s1v1 polenlerin ¢imlenmesini
de kolaylastirmaktadir. Ovaryum ic¢inde i¢ duvara tutunmus ovuller (tohum taslaklar1)
bulunmaktadir. Kayis1 ciceginde diger Prunus tiirlerinin ¢igeklerinde oldugu gibi
genellikle tek tohum iiretilmesine ragmen iki ovul mevcuttur [14]. Bunlardan biri
dollenecek ve tohum olusturacak olan primer ovul, digeri ise genellikle 6len sekonder
ovuldiir [15]. Ovuller embriyo kesesinin degismesi sonucu meydana gelmektedirler. Bir
ovul ii¢ kisstmdan meydana gelir. Bunlar; besin dokusu (nusellus), besi dokuyu bir kilif
gibi orten iki zar (integiimentler), ovulii plasentaya baglayan ince uzun bir sap
(funikulus)’dir. integiimentlerin ucundaki agiklik mikropil olarak adlandirilmaktadir.
Ovuliin ¢cok erken gelisme fazinda besin dokusu igerisinde biiyilk bir hiicre
belirmektedir. Diploid olan bu hiicre makrospor ana hiicresidir. Makrospor ana hiicresi
mayoz boliinme ile dort hiicre (gon) meydana getirir. Bu gonlarin ii¢ tanesi kaybolur, bir
tanesi kalir. Bu hiicreye makrospor denir c¢iinkii embriyoyu bu hiicre meydana
getirmektedir. Makrospor mitoz boliinmeyle iki hiicre meydana getirir. Bu hiicrelerden
biri asag1 digeri yukar1 kutba gider. Bu hiicreler iki kere mitoz boliinme gecirerek dorder
hiicre meydana getirirler. Dortlii gruplardan birer nukleus orta kisma gelerek birlesip
embriyo kesesi sekonder diploid nukleusunu meydana getirirler. Geri kalan ticer
nukleus birer zarla cevrilerek hiicre haline gecerler. Bu iicerli gruplardan mikropile
yakin olanlardan iki tanesi sinerjit, ortadaki ise yumurtadir. Diger kutuptakiler antipod
hiicreleridir. Boylece embriyo kesesi dollenmeye hazir duruma gelmistir [10,16,17].
Doéllenmeden sonra karpeller meyveye, ovuller ise tohuma doniismektedir.

Stamen, anter ve flamentlerden meydana gelmektedir. Erkek organlar olgunlasmca
anterlerdeki polen keselerinde polen ana hiicreleri olusmaktadir. Polen ana hiicrelerinin
nukleuslar1 (2n) mayoz bolinme ile dort adet hiicre (n) (mikrospor) meydana
getirmektedirler [18]. Bu hiicrelere polen adi verilmektedir. Polenler tozlasmada gorev

almaktadir. Polen keseleri olgunlasinca patlar ve polenler etrafa dagilir [19].



Olgunlagmis polen tanesi ¢eperi genellikle bir i¢ duvar (intin), bir dis tabaka (ekzin) ve
cimlenme yarigindan (kolpus) olusmaktadir. Intin polen ceperinin en degismez elemani
olup biitiin tiirlerin polen tanesinde mevcuttur ve polisakkaritlerden ibarettir [17]. Bir
polen tanesinde biri kiiciik biri biiyiik olmak iizere iki hiicre bulunur. Bunlardan biiyiik
olanma vejetatif, kiiciik olanina generatif hiicre denir [10,16].

Polenin generatif hiicresinin mitoz boliinmesi ile olusan iki sperm hiicresinden birisi
yumurta hiicresini dolleyerek embriyoyu, digeri ise diploid embriyo kesesi sekonder
nukleusu ile birleserek endospermi olusturur. Boylece c¢ifte dollenme olayr meydana
gelir ve olusan yap1 daha sonra tohumu meydana getirir.

Tozlagma olayr kisaca, polenin anterden stigmaya tasinmasidir. Kayisi ¢iceklerinin
tozlanmasinda boceklerin rolii % 5-10 arasinda degigsmektedir. Kayisi ¢igeklerinin renkli
olmasi1 nedeniyle basta arilar olmak tizere diger bocekleri kendine ¢ekmektedir. Kayisi
ciceklerinin bocekleri kendine ¢eken diger ozellikleri ise kokulu olmasi1 ve nektar ihtiva
etmesidir [2].

Stigma iizerine tasmman polen stigma yiizeyinde bulunan sivi yardimiyla ¢imlenir.
Cimlenen polende ¢im porlarindan digariya dogru bir ¢ikinti (polen tiipii) meydana gelir
[15]. Polen tiipiiniin sadece u¢ kisminda canli sitoplazma vardir [20]. Polen tiipiiniin i¢
duvarlarinda kalloz vardir. Polen tiipii gelisip polen igerigi bu tiipiin i¢ine aktiktan sonra
kallozlar tiip icinde yer yer kiimelesip tiipii tikarlar. Boylece kalloz tipalar olusur.
Gelismesini tamamlamig bir polen tiipliniin u¢ kisminda da kalloz tipa vardir [21].
Stigma ve stilusta polen tiipii gelismesi hiicreler arasinda ilerleme seklinde olmaktadir.
Polen tiipliniin tohum taslagina dogru gelisme nedeninin kimyasal, elektriksel,
hidrotropik ya da plasentada Ca igeriginin artmasi oldugu belirlenmistir. Iletim dokusu
icerisinde genis hiicreler aras1 bosluklar bulunmaktadir. Ozellikle bu bosluklarda pektik
bir madde bulunmamaktadir. Ciinkii bu madde, polen tiipiiniin biiyiimesi sirasinda
parcalanmaktadir. Iletim dokusunda mevcut olan nisasta, antezisten birka¢ giin sonra
hidrolize olmaktadir [22].

Polenin stigma iizerinde c¢imlenmesi ve polen tiipiiniin stilus icinde ilerleyisi hava
sicaklig1 ile yakindan iliskilidir. Polen stigma iizerinde cimlendikten sonra hava

sicaklhigina bagl olarak 2-6 giin icerisinde mikropile ulagmaktadir [2].



1.1.4.Eseysel Uyusmazhk

Esey organlar1 ve gametler normal yapida olduklar1 ve canli déllenmis tohum olusturma
yeteneginde bulunduklar1 halde, genetik yapi nedeniyle, polen ve stilus arasindaki
etkilesim sonucu polenin ¢imlenememesi veya polen tiipiiniin stilus i¢indeki gelisiminin
engellenmesine eseysel uyusmazhk (incompatibility) denir.
Bir bitkinin polenleri fonksiyonel olmalarma ragmen, ayni bitkinin yumurtasini veya
aynt ceside ait diger bitkilerin yumurtalarmi dolleyemiyorsa bu olaya kendine
uyusmazhk (self-incompatibility ) olarak tanimlanmaktadir. Bir bitkinin fonksiyonel
polenlerinin aym tiir igindeki diger cesitlerin yumurtalarini dolleyememesi ise
birbiriyle uyusmazhk (cross-incompatibility) olarak tanimlanmaktadir. Kendine
uyusmazlik hermafrodit bitkilerde bulunan genetiksel bir mekanizmadir [17]. Karsilikli
tozlagsmaya zorlayan ve kendilemeyi engelleyen faktorlerden en 6nemlisi uyusmazliktir.
Uyusmazlik 2° ye ayrilir;
1) Heteromorfik uyusmazlik;
Anter ve stilusun farkli uzunlukta olmasmdan kaynaklanan uyusmazliga heteromorfik
uyusmazlik denir [23]. Heteromorfik uyusmazligin Pin ve Thrum tipi olmak iizere 2 tipi
bulunmaktadir (Sekil 1.1.).

a) Thrum; anterin stigmadan daha yiiksek oldugu pozisyon,

b) Pin; stigmanin anterden daha yiiksekte oldugu duruma denir.
Bu karakter iki aleli (S, s) bulunan basit bir S lokusunun kontrolii altindadir [24]. Pin

tiplerinde genotip ss, Thrum tiplerinde ise Ss olup S geni s genine tam dominanttir [25].
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Sekil 1.1. Heteromorfik Uyusmazlik (Pin ve Thrum Tipi Uyusmazliklar)

2) Homomorfik uyusmazlik; Anter ve stilus ayni uzunluktadir. Homomorfik uyusmazlik
tamamen genetiksel kaynakli olup, sayilar1 her bitki icin degisebilen bir seri
allelomorfik uyusmazhik genleri (S1, S2, S3,...,Sn) tarafindan kontrol edilmektedir.
Somatik hiicreler diploid 6zellikte oldugundan; 2 adet S uyusmazlik geni icerir. Birisi
ana, Oteki ise baba bireyden gelir. Esey hiicreleri ise haploid 6zellikte oldugundan, 1
adet S geni igerirler. Tozlanma olay1 gerceklestikten sonra stigmaya ulasan cicek
tozundaki 1 adet S geni ile disicik borusundaki somatik hiicrelerde bulunan 2 adet S
genlerinden birinin benzesmesi durumunda (Ornegin; S1 ve S1S2) uyusmazlik goriiliir.
Cicek tozundaki S geni ile disicik borusunun somatik hiicrelerindeki S genlerinin
tamamen farkl tipte olmas: durumunda (Ornegin; S1 ve S2S3) ise ¢cim borusu normal

biiylimesine devam ederek, baska bir sorunda yoksa dollenme olaymi gergeklestirir
[26].



Homomorfik uyusmazlik 2 farkh sekilde gerceklesebilir:
a) Gametofitik Uyusmazhik b) Sporofitik Uyusmazlik

Gametofitik uyusmazlik 1925 ‘de East ve Magelsdorf tarafindan Nicotiana sanderea’da
bulunmustur. Daha sonra bircok kiiltiir bitkisinde gametofitik uyusmazlik bulundugu
belirlenmistir. Gametofitik kendine uyusmazligin en yaygin uyusmazlik tipi oldugu ve

60-90 familyada bu tip uyusmazliga rastlandig: bildirilmektedir [4,27].

Gametofitik uyusmazlikta cicek tozu stigma lizerinde ¢imlendikten sonra, olusan ¢im
borusu stigmayi delerek uzamaya baglar. Biinyesinde bulunan besin maddelerini
kullanan ¢icek tozu ancak belirli bir uzunlukta ¢im borusunu olusturabilir. S genlerinin
ayn1 yapida olmasi halinde ¢cim borusunun, disicik borusundan difiizyon yoluyla su ve
besin maddesi alim ile ilgili biyokimyasal reaksiyonlar1 katalizleyen enzimler
sentezlenemez. Bu durumda, ¢im borusu biiylimesi disicik borusu i¢inde belirli bir

noktada durur. Yani, engelleme olayi, disicik borusu icinde gerceklesir [26].

Eseysel uyusmazlik gametofitik tipte olup ¢cogunlukla stilusta olugsmaktadir [28]. Sekil
1.2’da goriildigu gibi Stilusta ilerleyen polen tiipleri uyusmazlik durumunda bir siire

ilerledikten sonra ya uclar1 sismekte veya boru ucu patlamaktadir [3,29].

Sekil 1.2. Stilusta ilerleyen polen tiiplerinin uclar1 sismekte veya boru ucu patlamaktadir
[44].
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Sekil 1.3. Gametofitik Kendiyle Uyusmazligin Bitkide Genetik Yapisi

1) A Seklin de S1 ve S, alleli tagiyan polenle S1 ve S, alleli tasiyan pistil karsilagmis

uyusmazlik olugsmustur.
2) B Seklin de S; allelleri karsilagmis uyusmazlik olmustur.

3) C Seklin de polen ve pistilin tagidiklar1 S allelleri tamamen birbirinden farkhidir

uyusmazlik durumu olusmamastir.

Sporofitik uyusmazlikta ise polenin uyusmazlik Ozelligi polenin {iretildigi bitki
tarafindan belirlenmektedir. Gametofitik uyusmazliktaki gibi tek bir lokustaki allel gen
serisi tarafindan yoOnetilmektedir. Burada alleller dominans veya bagimsiz etki
gosterebilmektedirler. Sporofitik uyusmazlik gametofitik uyusmazliga gére daha nadir
goriilmektedir. Sporofitik uyusmazligi olan bitkilerde polen stigma yiizeyinde
cimlenemezken gametofitik uyusmazlikta bazen ¢imlenir ve stilus icerisine girer ancak

polen tiipii biiytimesi belli noktalarda durur [30].

S lokusunun pistilde riboniikleaz aktivitesine sahip glikoproteinleri (S-RNases)
kodlayan bir gen icerdigi tespit edilmistir [31, 1]. Riboniikleaz aktivitesine sahip
glikoproteinler pistilde S 0zgiilligiinii tamimlar. Her S haploidi bir S RNaz kodlar.
Stilusta polen tiipiiniin ilerledigi yolda S RNazlar bulundugundan oviile dogru stigmada
ve stilus boyunca tiipiin biiylimesi dogrudan S RNazlarla iliskilidir [32 1]. Uyusmazlik

varsa RNazlar polen tiipiiniin biiyiimesini engellemektedirler. Polende rRNA genleri
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transkribe edilememekte ve polen tiipiiniin gelisememesine neden olmaktadir. Ornegin;
Si1 RNazlar S; poleninde yikilmaya neden olurken diger genotiplerde yikim yapmaz
[27,1]. Kendine uyusur ¢esitlerde RNaz miktar1 kendine uyusmaz c¢esitlere oranla daha
az miktarda RNaz bulundugu tespit edilmistir [31,1].

Prunus S RNaz kodlayici bolgesi 2 intron ile kesintiye ugramaktadir. Bu 6zellik S allel
analizlerini hizlandirmak i¢in Onemli fayda saglamaktadir [33,34,1]. S allel
tanimlanmas1 PCR amplifikasyonu ve amplifiye olan S RNaz geninin iki intronunun
bant biiyiikliiklerinin belirlenmesi ile gerceklestirilmektedir [35,1]. Iki intronun
allellerinin dizisi ve uzunluklar1 Sekil 1.4.’de oldugu gibi birbirinden farklidir. Fakat
ayn1 intron biiyiikliigiine sahip farkl alleller S allel spesifik PCR veya sekans analizleri
gibi metotlarla belirlenebilmektedir [36,1]. Farkli S allellerinin aminoasit dizileri
karsilastirildiginda niikleotid bilesimlerinde ¢ok kiiciik farkliliklar oldugu goriilmiistiir
[37, 1].

Kendine uyusmazlik sistemleri stilusta riboniikleaz kodlayan S lokusu bdlgesi disinda
polende F Box proteinlerinin kontrolii altindadir [38]. S RNazlar pistilde, F Box
genlerinin polende ifade edildigi saptanmis ve yapilan ¢aligmalarla her iki gene de
uygun primerler dizayn edilerek markir destekli seleksiyon uygulamalarin da

kullanilmaktadir [39, 1].

SR SReR EM-PC2consFD EM-PC3consRD

O
il 1 Ir2 ,
-~C1 02| RH ] (3] R4 CH—-{ Foox | (V1 V2| Va) [V
— : - — —
PaConsF ASCAR AFBCE  ApFACHR

S-RNase SFB

Sekil 1.4. Kendiyle Uyusmazlik Kaynaklari. Ayni intron biiyiikliigiine sahip alleller
allele 6zgii primerler kullanilarak boliimlere ayrilmistir [3, 40].
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Sc (Self compatibility) alleli, ST (Self incompatibility) allellerine dominanttir. Kendine
uyusur bireyler genelde kendine uyusmaz tiirlerde meydana gelen mutasyonlar
sonucunda olusmaktadir. Bu mutasyon spontan olabilir veya X 1smlarinin etkisiyle de
meydana getirilebilir [41,42,1]. Yapilan caligmalar neticesinde Sc haplotipinin, S8
haploitinin kismi polen mutant1 oldugu ve bir insersiyon mutasyonu sonucunda ortaya

ciktigr tespit edilmistir [43,44, 1].

1.1.5. Yiiksek kapasiteli DNA dizileme (High-Throughput Sequencing - HTS)

DNA dizileme, bir DNA 6rnegindeki niikleotit bazlarinin (A, G, C ve T) diziliminin
eksiksiz ve dogru olarak belirlenmesidir. Gen yapist ve genetik kontrol mekanizmalar1
hakkinda bir¢ok bilgi edinmemizi saglamistir. Giiniimiiz teknolojisi sayensin de yiiksek

kapasiteli DNA dizileme yontemiyle DNA dizileme olduk¢a biiyiik yollar kaydetmistir.

yiiksek kapasiteli DNA dizileme teknolojilerinin yiiksek dogruluk ve ultra hizli olarak
dizileme yapabilme kapasiteleri sayesinde; daha az maliyet ve daha kisa bir siire i¢cinde
derin okuma seviyesine ulagsmakta olup, dizileme sistemlerinin daha da gelismesi ile

ortaya ¢ikan bir yenilik olarak kabul edilmektedir [45].

Insan genom projesinin tamamlanmasindan sonra, yiiksek kapasiteli DNA dizileme
olarak adlandirilan dizileme yontemleri gelistirilmeye baslanmustir. Ik olarak 2005
yilinda, 454 platformu Life Sciences tarafindan piyasaya siiriilmiistiir. 2011 yilinda ise 3
major YND platformu daha gelistirilmistir: Zon Torrent’s PGM, Pacific Biosciences’

RS (Pac Bio) ve the Illumina MiSeq [46)].

Giintimiizde en ¢ok kullanilan yiiksek kapasiteli DNA dizileme platformlarindan biri
Illumina sistemidir. Bu platformlarin temel basamaklari; taslak (template) hazirlama,

dizileme, goriintiileme ve elde edilen verilerin analiz edilmesidir [47].

yilksek kapasiteli DNA dizileme yoOntemi, bir Ornekten elde edilen DNA’nin
milyonlarca fragmaninin es zamanli olarak dizilenmesi esasina dayanan yiiksek sayida
dizileme yOntemidir. Bu teknoloji sayesinde, organizmanin DNA dizisine iligkin

milyarlarca niikleotid dizisi birkag¢ giin icinde belirlenebilmektedir [48].
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1.1.6. LITERATUR CALISMASI

Askin (1989), Ege Bolgesi’nde yetisen Tokaloglu ve Sam kayisi ¢esitlerinde yapmis
oldugu calismada kendine uyusmaz oldugunu belirlemistir. Arastirmacit bu kayisi
cesitlerinin ¢icek tozu ¢im borularmin normal siirecte gelistigi ancak yumurtalik i¢inde
dallanma ve kivrilmalar olustugunu bdylelikle tohum taslagina ulasamadigini
bildirmistir. Tokaloglu ve Sam kayis1 cesitlerinin kendilenmesi sonucu meyve

tutumunun % 0.46 - % 0.65 arasinda oldugu saptanmistir [49,50].

Burgos ve ark., (1998), 9 kayis1 ¢esidi (“Goldrich”, “Hargrand”, “Lambertin”,“Harcot”,
“Sunglo”, “Pepito”, “Gitano”, “Moniqui”, “Colorao”) arasinda yapilan melezlemelerden
elde edilen yavrularin kendine uyusmazlik durumlarini belirlemek icin kendileme ve
polen tiipii biiylime testleri yapmuslardir. Sonug¢ olarak “Colorao cesidinde ScS35,
“Gitano”da S5, “Pepito’da ScS2, “Moniqui’de S2S6, “Harcot”ta S1S4,“Sunglo”da
S2S3, “Goldrich”de S2S1, “Hargrand”da S2S1 ve “Lambertin”de S2S1 alellerinin
varligi saptanmistir. “Pepito” kendine uyusan bir cesitken “Gitano” ve “Monigui”

9 <

kendine uyusmamaktadir. “Gitano” x “Pepito” * dan olusan yavrularin % 50’ si kendine
uyusmaz oldugu, “Moniqui” X “Pepito” yavrularmmin ise % 100’0 kendine uyusur

oldugu tespit edilmistir [49,51].

.Bolat ve ark (1994) , Erzincan’da yetistirilen “Hasan bey” kayisi ¢esidinde yaptig1 bir
calismada serbest tozlanmanin, kendilemenin ve bazi ¢esitlerle yapilan melezlemenin
meyve tutum etkisine bakilmistir. Bu ¢calismayla “Hasan bey” ¢esidinin kendine uyusur
ve kendine uyusmaz tipler tespit edilmistir. Melezlemenin kendileme ve serbest

tozlagmalara nazaran meyve tutum yilizdesinin daha yiiksek oldugu belirlenmistir [52].

Karyiannis ve ark., (1999), “Bebeco” ( kendine uyusur ) X “Veecot” (kendine uyusmaz)
X “Sunglo’nun resiprokal ¢caprazlanmasindan elde edilen yavrular arasinda uyusmazlik
durumu incelenmistir. Sonuclara gore “Bebeco” c¢esidinin Sc aleli bakimindan
heterozigot oldugunu tespit etmislerdir. “Sunglo” ve “Veecot” ¢esitlerinde var olan
uyusmazlik alellerinin “Bebeco” ¢esidinde olmadigi ve farkli alleller tasidigi tespit

edilmistir [53].

Badanes ve ark., (2000)’ma gore molekiiler tekniklerle kayisida yapilan seleksiyon
calismalarini hizlandirip zaman kazandirdigi ortaya konulmustur. Bu amacla yapilan
caligmalarla, ¢ogiirlerde kendine uyusmazlikla ilgili primerlerin taranmasi sonucu Sc

(kendiyle uyusma) alelleriyle iliskili 2 marker saptanmustir. Belirlenen markirlarla
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kendine uyusmaz genotiplerin belirlenmesi i¢in uzun siire beklemeden tespit edilecegi

bildirilmistir [54].

Tao ve ark., (2000), yaptiklar1 bir arastrmada kendine uyusur ve kendine uyusmaz
kayis1t DNA’larinin S-RNaz genine 0zgii gelistirilen oligoniikleotitler ile PCR yapilarak
cogaltilmistir. Sonug¢ olarak kendiyle uyusur olanlar 1500 bp biiyiikliigiinde bir bant
elde edildigi, kendiyle uyusmaz kayisi cesitlerinde ise bu bandin olugsmadigi

saptanmustir [55].

Tao ve ark., (2002), Japon kayisilarinin melezlemesiyle elde edilen yirmi alti yavru
bireylerin kendileme, polen tiipii biiyiime testi ve S allel spesifik PCR uygulamasi
yapmislardir. “1 KO-26" genotipi hari¢ Sc aleline tasimayan biitiin genotiplerde meyve
olusmadigini belirlemislerdir. “Koshinoume” (S3Sc) X “Benisashi” (S7Sc) melezlemesi
sonucu, S3S7 alellerine sahip ve Sc aleli icermeyen “1 KO0-26" cesidin kendileme
sonucu meyve tuttugu ve ebeveynleri gibi polen tiipii bilyiime testlerinde uygun gelisim
gosterdigi saptanmustir. “1K0-26" ¢esidinde bulanan S3 veya S7 haplotiplerinin polen S
alellerinin Sc haploidine degisebilecegi ve kendine uyusur hale gelmis olabilecegi

onerilmektedir [56]

Alburquerque ve ark., (2002 ) , On kayis1 cesidi “Canino”, “Priana”, “Beliana”,
“Currot”, “Mauricio V-4”, “Goldrich”, “Harcot”,*Sunglo”, “Pepito” ve “Colorao” ile
yapilan bir arastirmada kayisilarin S alelleri molekiiler metotlarla tanimlanmistir.
“Goldrich”, “Harcot” , “Sunglo” kuzey Amerika , “Pepito” ve “Colorao” Ispanya
cesitlerinde S1, S2,S3, S4, S5 ve Sc allelleri icin kontrol kullanilarak c¢aligmay1
gerceklestirmisler. On kayisida kendine uyusma durumunu belirlemek amaciyla
caprazlama yapilarak, meyve tutma orani ve stilusta polen tiipii biiylimesi incelenmistir.
Nonequilibrium pH gradient electrofocusing (NEpHGE) metoduyla kayisi ¢esitlerinde S
alellerini belirlemislerdir. Sonu¢ olarak “Goldrich” cesidinde S1S2, “Harcot” S1S4,
“Sunglo” S1S4,“Pepito” ScS2, “Colorao” ScS5, “Priana” S2S7, “Beliana” ScS7,
“Mauricio” ScS1, “V4”ScSc, “Canino” ScS2, “Currot” ScSc allelleri var oldugunu

bulmuslar [57].

S. Vilanova ve ark (2003) , yaptiklar1 calismada kayisida AFLP ve SSR markirlari
kullanilarak genetik baglant1 haritast olusturmuslardir. Haritada , “Stark Early Orange”
X “Tyrinthos” melezlemesinden elde edilen F1 (“Lito”) 'nun kendiyle tozlagmasmdan

olusan 76 adet F2 popiilasyonundan olusturulmustur. “Lito” kendine uyusmaz bir ¢esit
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ozelligi gostermektedir. Toplamda 211 markir kullanilarak ( 180 AFLP, 29 SSR )
yapilan calismada PPV’ye dayanikli 6zelligi, G1 baglanti grubunda ve kendine
uyusmazlik 6zelligi ise G6 baglant1 grubunda oldugunu ortaya ¢ikarmislardir [58].

Yamane ve ark., (2003), (“Erdi Botermo”, “Rheinische Schattenmorelle”) 2 kiraz ¢esidi
olan bu cesitlerin melez bitkilerinde mutasyona gecirmis olan S6 haploidinin S lokus
bolgesinin incelendigi bir arastirmada S-RNaz ifadesinin analizi i¢in Real Time PCR
yontemi kullanilmis ve dizi analizleri gerceklestirilmistir. S6 mutant haploidinde
farklilig1 ortaya ¢ikarmak i¢cin S6 ile mutant S6 haplotiplerinin S lokus bdolgelerini
kiyaslamiglardir. Sonug olarak ¢alismada mutant S6 haploidinde S6 RNaz bolgesinde -
797 pozisyonunda yaklasik olarak 2600 bp’lik insersiyon bulundugu saptanmistir [59].

Sutherland ve ark., (2004), Daha o©nce yapilan calismalarda uyusmazlik allelleri
belirlenen bazi kayisi, badem ve kiraz cesitlerinde yeni 2 primer kombinasyonu
kullanilarak S allel spesifik PCR yontemi gerceklestirilmistir. Caligma sonucunda bu
primerlerin 7 S alelini (S1, S2, S3, S4, S5, S6, Sc) cogalttig1 gosterilmistir. Kullanilan
bu primerlerin Prunus genotiplerine uygun oldugu, yeni S alellerinin ortaya
cikarilmasinda, popiilasyon genetigi calismalarinda ayrica S allel bazli gen akisi

caligmalarinda kullanilabilecegi onerilmislerdir [60].

Ikeda ve ark., (2004), Yaptiklar1 calismada SFB genini, Prunus'ta (Rosaceae) S-RNaz
bazli gametofitik kendine uyusmazlik (GSI) reaksiyonunda polen determinanti olarak
uygun S-haplotip spesifik varyasyona sahip bir F-box proteinini kodladigini
bildirmislerdir. Prunus SFB'yi daha iyi karakterize edebilmek i¢in, tath kirazdan (P.
avium), SFB1, SFB2, SFB4 ve SFBS5'i allellerini klonlayip dizilemislerdir. Sonug olarak
bu alleller, klonlanan diger dokuz SFB aleline benzer sekilde oldugunu gostermislerdir.
Dort yeni klonlanmis aleli iceren Prunus SBF’lerin bir amino asit dizisinde, 384
bolgeden 121'1 korunmus ve 65 inde ise kiiciik degisikler oldugu goézlemlenmistir.
SBF’lerdeki amino asit benzerligi % 66.0 ile % 82.5 arasinda degistigini rapor
etmislerdir. Norm degiskenlik endekslerine (NVI) dayanarak, korunmayan alanlarin
34t oldukca degisken olarak kabul edilmistir. Degisken bolgelerin ¢ogu C-terminal
bolgesinde yer aldig: bildirilerek elde ettikleri NVI grafiginde, iki degisken ve iki hiper
degisken bolge oldugunu gostermislerdir [61].

Romero ve ark.,(2004) , Rosaceae'deki gametofitik kendi kendine uyumsuzluk (GSI)

sistemi, S-lokusunda yer alan iki gen tarafindan kontrol edildigi 6ne siiriilmiistiir. Biri
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S-RNaz ve yakin zamanda tanimlanan bir polende ekspres edilmis S-haplotip spesifik
Fbox (SFB) genidir. Ancak, kayisindaki (Prunus armeniaca L.) bu genler heniiz
tanimlanmamustir.  Yaptiklar1 bu c¢alismada 3 farkli kayisida toplam 21 kb’lik S-
haploidinde S-lokus bolgesi sekansini elde etmislerdir. Bu parcalar, diger Prunus
tirlerinde bulunan S-RNaz ve F-box genlerine homolog olan, temel gen yapi
Ozelliklerini ve tamimlanmis amino asit alanlarim koruyan genleri icerdigini
gostermislerdir. Sonug¢ olarak F-box ve S-RNaz genleri arasindaki fiziksel mesafe tam
olarak S2-haplotipte (2.9 kb) belirlemisler ve bu genlerin baglandigini dogrulayan
yaklasik olarak (<49 kb) biiyiikliigiinde S1-haplotipinde ¢ikarmislardir. 5° bolgelerin
sekans analizi sonucunda S-RNaz geninde varsayilan korunmus bir TATA box bolgesi
oldugunu gostermislerdir. Tanimlanan ii¢ S-RNaz alleli (S1, S2 ve S4), yiiksek bir allel
sekans (% 75.3 amino asit) cesitliligine sahip oldugu ve kayis1 F-box alelik varyantlar1
(SFB1, SFB2 ve SFB4) (79.4). % amino asit) olduk¢a haplotip spesifik bir yapida
oldugunu bildirmislerdir. Yaptiklar1 Organ spesifik ekspresyonu ¢alismasinda S1 ve S2-
RNazlar polen ve yaprakta ekspres edildigini SFB1 ve SFB2’nin ise sadece polende

edildigini sonuglarma eklemislerdir [62].

Vilanova ve ark., (2005), 16 kayis1 genotipi ile yaptiklar1 bir calismada 2 primer
kombinasyonu kullanarak S allel spesifik PCR uygulamasi gerceklestirmislerdir.
Yapilan PCR ve dizileme islemlerinden sonra sonug¢ olarak kayist genomunda C1 ve

C2 S RNaz korunmus bolgelerinin oldugunu gozlemislerdir [33].

Halasz ve ark., (2005), gerceklestirdigi caliijmada NEpHGE ve PCR ile stilus
ribonukleazlarini analiz ederek 27 kayis1 genotipi kullanilarak S alellerinin belirlendigi
bir calismada 2 primer ¢ifti kullanilmistir. Caligma sonucunda “Hargrand” cesidinde
S10S11, “Harcot”’da S1S4, “Goldrich”de S1S2, “Voski”de S11S13, “Kechpshar” da
S2S15, “Zard”da S15S16, “Korai zamatos”ta S12S13, “Hybrid 8”de S13,“NJA8”de Sc
veya S8 alellerini belirlemislerdir [63].

Jie ve ark., (2005), (“Badan”, “Hongyu”, “Katy”,“Hongfeng”, “Xinshiji” ve
“Honghebao™) 6 kayisida gergeklestirdikleri bir ¢calismada 9 S alelini belirlemislerdir.
Yaklasik olarak 420 bp’da S1, 740 bp’da S2, 350 bp’da S3, 800 bp’da S4, 390 bp’da
S5, 900 bp’da S6, 460 bp’da S7, 300 bp’da S8 ve 850 bp’da S9 alelleri
tanimlamiglardir. Elde edilen verilere gore “Badan” ¢esidinde S1S2, “Hongyu”da S3S4,
“Katy”de S5S6, “Hongfeng” ve “Xinshiji”’de S7S8, “Honghebao”da S8S9 alel ciftlerini
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ortaya koymuslardir. Bu ¢esitlerin uyusma durumlar1 yapilan kendileme ve melezleme
deneyleriyle de desteklenmistir. “Badan”, “Hongyu”, “Hongfeng”, “Xinshiji’,
“Honghebao” bu bes ¢esidin tozlasmadan sonra meyve tutma oranlarina bakildiginda %
0 ile %0.6 arasinda oldugundan, kendine uyusmaz cesitler olarak kaydetmislerdir. %
17.6 “Katy” cesidinin meyve tutma yiizdesiyle kendine uyusur oldugu bildirmislerdir

[9].

S. Vilanova ve ark., (2006) Prunus'un kendiyle uyusur mutasyonlardaki polen-S
fonksiyonunun kaybi, son zamanlarda S-haploidine 6zgii F-box (SFB) genlerindeki
delesyon veya insersiyonlarla oldugunu iliskilendirmislerdir. Bu c¢alismada; Currot
(SCSC) ve Canino (S2SC) olarak kendine uyusur iki kayisi c¢esidini caligmislardir.
Yaptiklar1 dizi analizi, SC-RNaz'in degismemesine ragmen, SFBC geninde 358-bp'lik
bir insersiyonun bulundugunu bildirmislerdir. Prunus SFB proteinlerine (yaklasik% 62)
sekans benzerligine sahip onceden karakterize edilmemis bir proteini sifreleyen yeni bir

F-box gen sinifim1 bu ¢aligmada tanimlamislardir [44].

Pedryc ve ark., (2006), kokenleri farkli kayisi cesitleriyle 2 primer kullanarak
gerceklestirdikleri S alel spesifik PCR uygulamalar: sonucunda ; Amerika, Orta Asya
ve Avrupa kokenli cesitlerde kesfedilen yeni 3 S aleli (S17, S18, S19) ortaya
cikarmiglardir. Sonug olarak Cin orijinli kayis1 ¢esitlerinde en fazla s allel varyasyonu
goriilmiistiir. Arastirmacilar 7 aleli (S9, S10, S12, S13, S15, S17 ve SI18)
klonlamiglardir [64].

Chen ve ark., (2006), “Katy” X ‘“Xinshiji”, “Katy” X “Hongfeng” ve “Katy” X
“Taianshuixing” melez kombinasyonlarma ait sirasiyla 52, 21, 34’den olusan melez
bitkiler de kendileme ve izolasyon caligmalar1 gergeklestirerek uyusmazlik
mekanizmasinin kalitimini tespit etmislerdir. Tozlasmadan sonra meyve doneminde
yapilan sayimlarma gore “Katy” cesidinin kendine uyusur, “Xinshiji”, “Hongfeng” ve
“Taianshuixing” cesitlerinin kendine uyusmaz olduklar1 bildirilmigtir. “Katy”
“Hongfeng” kombinasyonunun SC:SI oranmin 9:12, “Katy” “Taianshuixing”
kombinasyonunun 13:21, “Katy”*“Xinshiji” kombinasyonunun 27:25, oldugu
saptanmustir. Ayni1 zamanda “Katy” X “Xinshiji”’de melezlemesi sonucunda olusan 21
melezinde S alel spesifik PCR uygulamalar1 gerceklestirerek S alellerini
belirlemislerdir. “Katy” c¢esidinde yaklasik olarak 700 bp’da S8 aleli bulunmustur, bu

allelin olmamasi1 durumunda Sc alelinin bulundugu tespit edilmistir. “Xinshiji”
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cesidinde 750 bp’da S9, 300 bp’da S10 alellerinin bulundugu saptanmistir. Sonug olarak
F1 bitkilerinde (ScS9, ScS10, S8S9, S8510) olusan 4 farkli S genotipinin bu bitkilerinde
goriilme oranmin 10:6:4:7 oldugu belirlenerek Sc alelinin SI aleline dominantlig1 ortaya

cikarmiglardir [65].

Halasz ve ark., (2007), 39 kayisi c¢esidi ve melezi lizerinde yaptiklar1 bir caligmada
kendileme, polen tiipii biiyiime testleri, S-RNaz’1n dizi analizleri, SFB alellerinin kesfi
ve S alel spesifik PCR uygulamalar1 gerceklestirmislerdir. 24 cesitte Sc (2800 bp), S2
(700 bp), S8 (2800 bp) ve S9 (500 bp) allellerini belirlemek i¢cin 2 primer ¢ifti
kullanmislardir. S8 haplotipinde meydana gelen polen kismi mutasyonu sonucunda Sc
haplotipinin olustugunu belirlemislerdir. Sc ve S8 alellerinin PCR {iriinlerinin fragment
biiyiikliiklerinin esit ve ilk intronlarmin dizilerinin aynmi oldugu saptanmistir. Bu nedenle
kullanilan primerlerle iki alelin birbirinden ayirt edilmesinin ¢ok zor oldugunu tespit
ederek yeni kullandiklar1 primer ciftleriyle Sc haplotipini ortaya ¢ikardigmi
bildirmislerdir [43].

Pedryc ve ark., (2008), Macaristan’da yaptig1 caligmalarda 12 yeni S allelini
belirlemistir. Arastirmaci kayisilarda kendiyle uyusmanin orijini ve mekanizmasini

anlamak i¢in bircok arastirmacinin calistigini da vurgulamistir [66].

Halasz ve ark., (2008), Kendine uyusur cesit ile ( “Cegledi arany” (ScS9)) kendine
uyusmaz (“Cegledi orias” (S8S9)) cesidi kendileme ve ¢apraz tozlama islemleri yaparak
bu c¢esitlerinin caprazlanmasi sonucunda % 0 ve % 2.9 arasinda meyve tutumu
gozlenirken, resiprokal caprazinda % 40 meyve tutumu oldugu gozlenmistir. Bunun
sonucunda S8 alelinin polen fonksiyonundaki bir kayiptan ileri geldigi belirlenmistir. Sc
ve S8 alellerinin cDNA’lar1 klonlanip ve dizilenerek kodlayic1 bdolgelerini
karsilagtirmiglardir. SFB8 (S haplotip spesifik F Box) alelinin Prunus cinsinde ve
kayisida dogal olarak meydana gelen Sc alelinin bilinen ilk progenitdr aleli oldugu
saptanmustir. Filogenetik analizler Sc haplotipinin S8SI genotipli bir cesitten
evrimlestigZi ve SI'nmin tamimlanmamis bir uyusmazlik aleli oldugu bildirilmistir.
Calismanin sonucu olarak, uyusma alelinin (Sc) uyusmazlik allelinden degisimler

nedeniyle meydana geldigi bildirilmistir [67].

Yilmaz ve ark., (2008), 96 yerli Tiirkiye kayisisinda, kendiyle uyusma (Sc) alelini
tespit emek icin S alel spesifik PCR uygulamalar1 gerceklestirmistir. Arastirma
sonucunda 96 genotipten 33 tanesinde (“07-K-117, “07-K-09”, “07-K-01”, “Abuzer
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Giilen”, “07-K-157, “07-K-14”, “12-Kadioglu”, “Seftalioglu”, “Tokaloglu Yalova”,
“Turfanda Eski Malatya”, “GU-13”, “Kayseri (PA)”, “DPmrahor”, “GU-8", “92-58-01",
“Mektep”, “Ethembey”, “Turfanda [zmir”, “Alioglu-49”, “Adilcevaz-17, “Alyanak”,
“Cologlu”, “Tevfik Yildirim”, “Karacabey”, “Yerli Dzmir”, “GU-50", “Mehmet Yiiksel
18607, “Cekirge 527, “Kayis1 Erigi”, “Hacikiz”, %92-58-02”, “Yegen Eski
Malatya”,“Canakkale’) 353 bp’lik Sc alelini gosteren bant elde etmislerdir [49].

Zhang ve ark. (2008), Cin’de yetistirilen 16 kayis1 ¢esidinin S genotipleri Rosaceae S
RNaz genlerinin korunmus C2 ve C3 bolgelerini temel alan bir primer kombinasyonu
kullanilarak S alel spesifik PCR yontemiyle saptanmustir. Arastiricilar bu primer
kombinasyonlarini kullanilarak 12 S RNaz aleli belirlemislerdir. Buna gore genotiplerde
647 bp S9, 266 bp S10, 464 bp S11, 360 bp S12, 401 bp S13, 492 bp S14, 469 bp S15,
481 bp S16, 487 bp S17,1337 bp S 18, 546 bp S19, 1934 bp S20 alellerinin varhig: tespit
edilmistir. Yapilan DNA dizileme islemleri neticesinde elde edilen baz dizileri gen
bankasmda taranmis ve S11 ile S20 arasindaki 10 alelin yeni S alelleri oldugu tespit
edilmistir [68].

Wu ve ark., (2009) , (Prunus armeniaca L.), Rosaceae familyasindaki diger meyve
tiirlerinde oldugu gibi, en az iki baglantili gen (S-RNase geni ve polenle eksprese edilen
SFB (veya SLF) ) iceren tek bir lokus tarafindan kontrol edilen gametofitik kendine
uyusmazligi (GSI) gostermektedir. Yaptiklar: bu ¢calismada 14 yerli Cin kayis1 ¢esidinin
S-genotiplerini belirlemek i¢in, Prunus S-RNase ve SFB konsensiis dizilerinden
tasarladiklar1 ~ primerler  kullanilarak PCR  yapmislardir. PCR  iiriinlerinin
klonlanmasindan ve sekanslanmasmdan sonra, 14 kayist cesidinin hepsinin S-
genotipleri belirlemisler ve sekiz S-RNaz aleli ve dokuz SFB aleli tanimlamislardir.
Sekiz yeni S-RNase aleli i¢in ¢ikarilan amino asit dizisi P. armeniaca'da % 66.4 - 100

iken, SFB alellerinin benzerligi% 73.7 - 98.6 oldugunu rapor etmislerdir [69].

Feng ve ark., (2009), “Katy” (Sc) ve “Xinshiji” (SI) ebeveynleri ve bunlarin alt1 melez
bitkisi ile yapilan bir calismada S alel spesifik PCR uygulamalar1 gerceklestirilerek
melez bitkilerin uyusmazlik durumlar1 ve uyusmazlik mekanizmasmin kalitimi
incelenmistir. Calismada Rosaceae familyasindaki S RNaz genlerinin C1 ve C5
korunmus bolgelerine gore dizayn edilen bir cift primer kullanilmasi ile “Katy”
cesidinde 928 bp biiyiikliigiinde 1 (S8), “Xinshiji” c¢esidinde 992 bp ve 583 bp
biiytikliiklerinde 2 (S9, S10) bant goriilmiistiir [70].
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Marti ve ark., (2010), ispanyol yerel badem ¢esitleri olan ve kendine uyusur olduklari
bilinen “Vivot” ve “Blanquerna” cesitlerinde kendileme, izolasyon ve polen tiipii
gelisim testleri gerceklestirerek uyusmazlik durumlarmi incelemislerdir. “Vivot”
cesidinin  S23Sc genotipine sahip oldugu bilinmekte ve kendine uyusur olmasi
beklenmektedir. Ancak “Vivot” badem c¢esidinde kendilemeden sonra polen tiipii
biiylimesinin stilusun ortalarinda durdugu ve polen tiipliniin stilus tabanina
erisemedigi,“Blanquerna” c¢esidinde ise kendilemeden sonra polen tiipiiniin stilus
tabanma eristigi ve bircok cicekte ovaryuma girdigi tespit edilmistir. Yapilan izolasyon
caligmalarinin da kendileme sonuglarini dogruladigi rapor edilmistir. “Blanquerna”
cesidinde yiiksek meyve tutma orani (% 20.5) bu ¢esidin Sc aleli tasidigini ve kendine
uyusur oldugunu gosterdigi, “Vivot” ¢esidinde ise meyve tutma oraninin yaklasik % 0.8
oldugu ve bu cesidin kendine uyusmaz oldugu tespit edilmistir. “Vivot” ¢esidinin Sc
aleli tasimasina ragmen uyusmaz olmasi Sc alelinin aktif ve inaktif olmak iizere iki
formu oldugunu ve bu cesitte inaktif halde bulundugunu ortaya c¢ikarmistir. Sc alelinin
inaktif hale gecmesine C2 ve C5 korunmus bolgelerde meydana gelen mutasyonlarin

neden oldugu tespit edilmistir [71].

Halasz ve ark., (2010), Malatya bolgesinden elde ettikleri 55 yerli kayis1 ¢esidinde
gerceklestirdikleri S alel spesifik PCR uygulamalarinda dort primer kombinasyonu
kullanmiglardir. Calismada S alelleri bilinen alti Macar kayis1 ¢esidi kontrol grubu
olarak yer almistir. Yerli cesitler alelleri bilinen kontrol cesitleriyle karsilastirildiginda
11 ¢esitte 900 bp uzunlugunda S2 aleli, 7 ¢esitte 310 bp uzunlugunda S3 aleli, 13 cesitte
1300 bp uzunlugunda S6 aleli, 8 ¢esitte 820 bp uzunlugunda S7 aleli, 5 ¢esitte 1700 bp
uzunlugunda S11 aleli, 9 cesitte 1250 bp uzunlugunda S13 aleli, 9 cesitte 1980 bg
uzunlugunda S19 aleli bulundugu belirlenmistir. Calismada ge¢ olgunlasma 6zelligine
sahip olan “Levent” genotipinde S6S19 alellerinin bulundugu ve bu kayis1 genotipinin

kendine uyusmaz oldugu bildirilmistir [72].

Xu ve ark., (2010), Cin’de yetisen 24 Prunus mume c¢esidinde S alellerini belirlemek
icin yaptiklar1 bir caligmada alel spesifik PCR ve DNA dizileme teknikleri
kullanmiglardir. Calismada 340 bp ve 2200 bp arasinda baz biiyiikliigiine sahip olan ve
10 tanesi yeni olan 17 adet S RNaz aleli belirlenmis ve S17, S18, S19, S20, S21, S22,
S23, S24, S25 ve S26 alelleri yeni aleller olarak tespit edilerek gen bankasina
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kaydedilmistir. Calisma sonucunda Prunus mume tiiriinde S RNaz’in yiiksek oranda

polimorfik oldugu rapor edilmistir [73].

Halasz ve ark., (2010) bu durumu, bazi genotiplerin kendine verimlilik alleli Sc’yi
tastmamasma ragmen, kendine verimli genotipler gibi davranmasi halinde, bu
genotiplerde fonksiyonsuz S-lokuslaria sebep olan bir mutasyon olabilecegi seklinde
aciklamiglardir. Bassi ve ark. (2006) ise meydana gelen bu olayin cicekte pistil
icerisindeki riboniikleaz enzimi konsantrasyonuna bagli oldugunu belirtmislerdir.
Aragstiricilar beslenme ve sicaklik gibi cevre faktorlerine bagh olarak riboniikleaz
sentezinin bloke edilerek, aktif haldeki uyusmazlik geninin inaktif hale doniisiip, tohum
taslaklarinin dollenmesine miisaade edildigini ve boylece uyusmazlik durumunun gegici
olarak ortadan kalktigini bildirmislerdir.Ayrica Halasz ve ark., (2010) kayisilarda
cesitler aras1 uyusmazlik kombinasyonlar: oldugunu bildirmisler ve bu kombinasyon

sayilarinin zamanla artabilecegini de ifade etmislerdir [9,65,72,74 ].

Wu ve ark. (2011), (“Harcot” (S1S4), “Katy” (S8Sx), “Jiguang” (S8S9)) 3 kayis1 ¢esidi
ve bu cesitlerden caprazlamalarla elde edilmis olan 5 kombinasyonda (“Katy” X
“Harcot”, “Harcot” X “Katy”, “Katy” X “Jiguang”, “Jiguang” X “Katy” ve “Katy” X
“Katy”) uyusmazlik durumunu belirlemek amaciyla bir ¢alisma yapilmustir. “Katy”
cesidinin arazi caligmalar1 sonucunda kendine uyusur olarak bilinen bir ¢esit oldugu ve
Cin’de 1slah programlarinda uyusmazlik diizeyinin azaltilmasi amaciyla kullanildig:
bildirilmistir. Arastirmacilar “Katy” cesidinin kredilenmesi neticesinde meyve tutma
oranimm1 % 7.41 olarak kaydetmisler ve daha Onceki calismalarda “Katy” cesidinin bir
aleli S8 olarak belirlenirken ikinci aleli tespit edilememistir. Bu calismada “Katy”
cesidinin ikinci aleli S1 olarak belirlenmistir. Bir cift uyusmazlik aleli tasimasina
ragmen “Katy” cesidinin kendine uyusur bir cesit olmasi cesitteki uyusmazlik
mekanizmasinin duraksadig1 ve polende S aktivitesinde bir kayip meydana geldigi tespit
edilmistir. Kayisida S lokusun disinda bazi modifiyeli faktorlerin  gametofitik

uyusmazlik mekanizmasini etkiledigi belirlenmistir [75].

Gu ve ark., (2012), calismasinda S24-RNase ve SFB24 allelleri Prunus armeniaca cv.
Chuanzhihong (Cin kayis1) elde edilen amino asit dizilerinin karsilastirilarak, P.
armeniaca S24-haplotipinin farkli SFB allellerine sahip oldugunu, ancak P. armeniaca
S4-haplotip ile tek bir S-RNase alelini paylastigi tespit etmisler. P. armeniaca S24-
RNaz haplotipinin sirasiyla S1-RNase P. tenella (ciice badem) ve S1-RNase P. mira
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(puiriizsiiz cukur seftali) ile tek ve ti¢ farkli allelleri oldugu belirlenerek SFB24 ve
SFB4'iin islevselligi polen tiipii biiyiimesi ve P. tenella ve P.mira'nin kontrollii arazi
testlerinde gosterilmis ve bu Iki melezlemenin genetik analizi, yavrularinda 1:1 iki S-
genotip smiflarina ayrildigini, yar1 uyusurluk i¢in beklenen oranlarin dogru oldugunu
gostermislerdir. Sonug olarak, S24-haplotipinin allelik fonksiyonunun, kendine uyusur
olmamas1 durumunda S4-haplotipininki ile ayni oldugunu gostermisler. Boylece, bu iki
Prunus S haplotipi aslinda ayni S-haplotipinin iki notr varyantlar1 oldugunu ortaya

cikarmiglardir [76].

Ossama ve ark., (2013), Fas'taki farkli ekosistemlerinden yerel kayisilarin (Prunus
armeniaca L.) S-lokusundaki genetik ¢esitlilik ve S-allellerinin diger bdlgelerle goriilme
siklig1 karsilastirilmig, sonucunda 55 kayisi cesitlerinin s genotiplerine bakilarak 37
tanesinin kendine uyusur oldugu belirlenmisler burada en sik goriilen SC allei oldugu
daha sonra S13, S7, S11, S2, S20, S8, ve S6 olarak tespit etmisler. Bu allellerden S8,
S11, S13 ve S20, daha once sadece Iran Kafkasya’ da tespit edilmis ve Avrupa'da

bulunmamustir [77].

Pei-Pei ver ark., (2013), Kendisiyle tozlagsmasi saglanarak "Zaohong" un SC allellini
belirlemisler. Capraz tozlasma denemeleri ile , ‘“Zaohong” un SC'sinin polen
fonksiyonunun kaybindan kaynaklandigimi, dolayisiyla ‘“Zaohong” un S-genotipinin
S2S15 oldugunu tespit etmisler. Ayrica S-lokus genlerinin RT- PCR’a dayanan
ekspresyon analizi, ‘Xiyeqing’ ile karsilastirildiginda transkript seviyesinde herhangi bir
farklilik ortaya koymamis ayni S haplotipleri ile kendine uyumlu bir ¢esit oldugu
belirlenmis ve S-lokus genleri hari¢, daha 6nceden tanimlanmamus bir proteini kodlayan
yeni bir F-box gen tipi, yiiksek dizi benzerligine sahip (% 61.03-64.65), Prunus SFB

genlerine tanimlanmiglardir [78].

Murathan ve ark., (2016), calismasinda, Fransiz yerel ¢esitlerinden biri olan Paviot'tan
tiiretilmis 77 tane F1’lerin S-alelleri ve Tiirkiye kayis1 cesitlerinden biri olan Kabaasi,
S-RNaz intron bolgeleri polimeraz zincir reaksiyonu ile tanimlanmis ve Paviot disi
ebeveyninin ScS2 genotipine sahip oldugunu ve Kabaas1 erkek ebeveyni S1S9
allellerine sahip oldugunu ortaya c¢ikarmiglardir. F1’lerin kirk iicii, SCS9 veya ScS1
allellerini gostererek kendiyle uyusur allellerini tasidiklarini tespit etmisler ve geriye

kalan otuz dordii, S2S1 veya S2S9 allellerini gostererek kendiyle uyusmaz olduklarini,
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allel oranlarmi ise SCS1% 31.2, S1S2% 27.3, ScS9% 24.7 ve S2S9% 16.8 olarak
belirlemislerdir [79].

Giircan ve ark., (2016) ,da yaptig1 ¢alismasinda 90 tane kayisi ¢esidinin 85 tanesinde
Avrupa kayislarinda da tamimli 9 adet S alleli belirlenmis, Tokalog™lu’’ ve ‘‘Tokalog™lu
Erzincan’’ ¢esitlerinde ise daha once tamimlanmami 1200 bp biiyiikliigiinde agaroz jelde
bir goriintii elde etmislerdir. Yapilan bu ¢aligmada kendine uyusmazlik S8 aleli ve S8
allelin kismi mutant1 olan SC allelini belirlemek i¢in kullanilan AprSC8 primer ciftini
kullanarak 42 kayisi ¢esidinde 550 bp, 12 tanesinde 400 bp ve 3 tanesin de ise 600 bp

biiytikliigiinde bant goriintiisii elde etmislerdir [80].

Sara ve ark., (2018), Bu ¢alismada, farkl iireme programlarindan ve iilkelerden gelen
geleneksel ve yeni gelistirilen cesitler dahil olmak iizere 92 kayis1 cesidinin bir
grubunun tozlasma durumlarini ve c¢esitler arasindaki uyumsuzluk iligkileri S-
allellerinin PCR analizi ile belirlenmis. Sonug olarak 68 kayisi ¢esidinin kendine (in)
uyusurlugu ve 74 cesitlik S-RNaz genotipi ilk kez burada bildirilmis ve Cesitlerin
yaklasik yarist (47) kendine uyusur ve diger 45 kendiyle uyusmaz ol
belirlemislerdir [81].



2. BOLUM
YONTEM VE MATERYAL

2.1. Bitkisel Materyal

Tez galismasi 2016-2019 yillar1 arasinda Erciyes Universitesi Genom ve Kok Hiicre
Merkezi Bitki Biyoteknolojisi laboratuvarmda yiiriitiilmiistiir. Bitkisel materyal olarak
Erciyes Universitesi Kayis1 Koleksiyon Bahcesinde bulunan 241 cesit ve tip
calisilmistir. Bitkilerden alinan taze yaprak ornekleri azot tanklarina konularak Erciyes
Universitesi Genom ve Kok Hiicre Merkezi Bitki Biyoteknolojisi Laboratuvari’na
getirilmistir.

2.1.1. Calismada Tiim Genom Analizi Yapilan Kayis1 Cesitleri Hakkinda Bilgiler

Hacihaliloglu, kayisis1 kendine uyusmaz olup Tiirkiye’nin en 6nemli kurutmalik
cesididir. Ulkemizde i¢ Anadolu bolgesinin Malatya sehrinde iiretimi yapilan kayisi
agaclarmin yaklasik % 73’nii olusturmaktadir. Agac tipi uzun boylu, dik, dallar1 yayvan,
cok kuvvetli ve hizli biiyiir. Meyve verimi orta diizeyde, dona, yaz kuragmna ve
hastaliklara (monilya ve ¢il) kars1 hassastir. Meyveleri 25 - 35 g agirhikta ve orta
iriliktedir. Meyvesi az sulu, ¢ok tath, aromali, pH 4.5 - 4.8, Suda ¢oziiniir kuru madde

miktar1 (SCKM) % 24 - 28 ve toplam asitlik % 0.20 - 0.40°d1r.

Ordubatbenzeri, cesidi kendine uyusmazdir. Tam ciceklenme 31 Mart-6 Nisan
tarihleri arasinda, meyve olgunlagsma ise 20 Haziran-25 Temmuz tarihleri arasindadir.
Kendileme sonucunda meyve tutumu % 05-35.4 oraninda, serbest tozlagsmada ise %
19.2-34.2 oranindadir. Meyvelerinin ortalama agirhiklart 24.9-62.1 g arasinda
degismektedir ayrica bu cesidin suda ¢oziiniir kuru madde miktar: (S.C.K.M.) % 135-
18.3, ve asit miktarlar1 % 0.32-122, degerleri arasindadir.

Stark Early Orange (SEO) kendine uyusur bir Amerikan cesididir. Agag tipi kiigiik,
genis, dik yaprakli bir meyve agacidir (5-7 m, 4-6 m genisliginde). Cigeklenme donemi
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Mart-Nisan. Meyveleri yuvarlak, orta biiyiiklikkte (5-6 cm), yumusak tiiylii, kabuk

turuncu, kismen kirmizi, turuncu, sulu, tathdir.

Zard, adi verilen Orta Asya cesidi Farsca'da "sar1" anlamina gelmektedir, su anda
koleksiyonumuzdaki ge¢ cicek acan ve gec olgunlasan kayisilardan biridir. Zard'in dona
kars1 daha toleransh oldugu ve diger kayisilara gore daha yiiksek bir 1s1 gereksinimine
ihtiyag duydugu bilinmektedir. Meyveleri kiiciik, 3.5 ila 4.0 cm ve yumusak
olgunlastiginda yesil-sar1 renktedir. Etli kisimlar1 yumusak, sulu ve % 22-24 arasinda

kat1 madde orani icerir ve bu kayis1 ¢esidi kendine uyusmazdir.
Cahsmada secilen kayisi cesitlerinde;

i. 241 kayis1 ¢esit ve tipinde kendine uyusmazlik durumlarinin belirlenmesi ve 4
cesitte (Hacthaliloglu, SEO, Ordubatbenzeri, Zard) tiim genomun dizilenmesini
saglamak icin CTAP yontemi kullanilarak DNA izolasyon islemi
gergeklestirilmistir [96,97].

ii. 214 O 400’nolu proje kapsaminda elde edilmis olan Hacihaliloglu kayis1 verileri
calismada kullanilmigtir.

iiil.  Belirtilen cesitlerin ham genom dizileri ile Hacihaliloglu’nun S-RNaz ve SFB
genleri kiyaslanmis ve bu ¢esirlerin S-RNaz ve SFB genleri belirlenmigtir.
iv.  Genbank ‘ta kayith Prunus armeniaca S-RNaz ve SFB genleri ile niikleotid

analizi ve filogenetik siniflandirma yapilmistir.

2.2. Orneklerden CTAB yontemi ile DNA izolasyonu;

a) Bu CTAB yonteminde; 0.5 mg geng¢ yaprak Ornegi, icerisinde sivi azot bulunan
havanda iyice ezilerek 1.5 mililitrelik eppendorf tiiptine alinmustir.

b) Eppendorf tiipiiniin icerisine 0.7 ml CTAB tampon ¢6zeltisi (100 mM Tris-HCI,
1.4 M NaCl, 20 mM EDTA, %2 CTAB, %2 PVP, B-mercaptoethanol, % 0.1
Na2S205) ilave edilerek sicakligi 65C’de olan su banyosuna konulmustur.

¢) Su banyosundan ¢ikarilan drnekler oda sicakliginda 5-10 dk bekletilmistir.

d) Her bir eppendorf tiip igerisine, ekstraksiyon tamponu (CTAB) ile esit oranda,0.7
ml kloroform:isoamyl alkol (24 : 1) ilave edilmistir.
e) Tipler buzun icine alinarak oda kosullarinda 15 dk. tutulduktan sonra 14.000

rpm’de 15 dk. siire ile santrifiij edilmistir.
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f) Ustteki faz yeni bir eppendorf tiibe aktarilmis ve icerisine 1 ml soguk (-20C’de
bekletilmis) isopropanol ilave edilerek tiip yavasca gevrilip DNA’nin ¢okelmesi
saglanmustir.

g) Daha iyi bir ¢cokelme saglamak icin Ornekler 2 saat =70 0C’de veya 1 gece —20
0C’de bekletilmistir.

h) Daha sonra tiipler 10.000 rpm’de 10 dk siire ile santrifiij edilerek tiip icerisindeki
isopropanol bosaltilmistir.

i) Tipiin igerisine, icerisinde 10 mM amonyum asetat bulunan, 0.5 ml %76’ ik etanol
yikama tampon ¢o6zeltisi ilave edilir ve 1-2 saat +4 °C’de bekletilir.

J)  Yikanan DNA 1-2 saat oda sicakliginda bekletilerek alkol uzaklagtirilir ve saf

suda ¢Ozdiiriilmiistiir.
2.3. Dna Konsantrasyonunun Belirlenmesi

Izole edilen DNA’nin miktar1, konsantrasyonu belli jel-elektroforez yontemiyle UV
altinda karsilastirilarak belirlenmistir. DNA konsantrasyonu i¢in toplam hacmi 20 pl
olacak sekilde 2 pl stok DNA, 4 pul jel yiikleme boyasit ve 14 pl saf su konularak
ornekler hazirlanmistir. Hazirlanan Ornekler % 0.8 konsantrasyondaki agaroz jel
tizerindeki kurucuklara yerlestirilmis ve 1 xXTBE tampon ¢ozeltisi (89 mM Tris-Cl, 89
mM borik asit, 20 mM EDTA) icerisinde elektroforeze tabi tutularak 90 voltta 60
dakika kosturma islemi gerceklestirilmistir.

2.4. Qubit Analizi

DNA’lar izole edildikten sonra miktarinin 6l¢iimii i¢in nanodrop (Thermo, Multiscan
Go) kullanilmis ve DNA kalitesi A260/A280 oranlarina gore belirlenmistir. Daha sonra
DNA saflig1 Ol¢iimii Qubit cihazinda Qubit protokolii uygulamasiyal belirlenmistir.
Protokol su sekildedir; ilk olarak 199 pl Qubit buffer ve 1 pl Qubit reagent eklenerek
mix hazirlanip, Qubit dl¢ciim tiiplerine 198 pl paylastirilarak ve 2 pl DNA eklenerek 2
dk oda sicakliginda ve karanlikta bekletilmistir. Daha sonra Ornekler cihazda okutulup
degerler ng/ul cinsinden cihaz tarafindan hesaplanarak DNA saflik sonuclari elde

edilmistir.
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2.5. S Allel Spesifik PCR Uygulamalan

Stark Early Orange, Zard, Ordubatbenzeri ve Hacihaliloglu kayisi genotiplerde S
alellerinin belirlenmesi amaciyla Sonneveld ve ark. (2003), Romero ve ark. (2004),
Sutherland ber ark. (2004) ve Halasz ver ark. (2007,2010)’ da gelistirdigi primer ¢iftleri
kullanilarak PCR uygulamalar1 gerceklestirilmistir. DNA Orneklerinde kullanilan
primerler Tablo 2.1’de verilmistir [ 98,99].

Tablo 2.1. S-alellerinin belirlenmesin de kullanilan primerler

TCACMATYCATGGCCTATGG

AWSTRCCRTGYTTGTTCCATTC

CTC GCT TTC CTTGTT CTT GC3

GGC CAT TGT TGC ACA AAT TG

C/A)CT TGT TCT TG(C/G) TTT (T/C)GC TTT CTT C

CTAATAACTAAATGCTAAAGAGCA

CATGGAAAAAGCTGACTTATGG

GCCTCTAATGTCATCTACTCTTAG

Reaksiyon karigiminm nihai hacmi 25pL olup, 75 mM Tris-HC1 (pH=8.8), 20 mM
(NH4)2SOs4, 2 mM MgCl,, % 0.1 Tween 20, 100 mM her bir ANTP’s, 0.2 mM her bir
primer, 1.0 U Tag DNA polimeraz ve 30 ng DNA 1X PCR ya sahip bir tampon
icermektedir. PCR reaksiyon kosullar1 su sekildedir: Baslangi¢ periyodu 94 °C 2 dakika
ve 35 devir 94 °C 10 saniye, 58 °C 2 dakika ve 68 °C 2 dakika, her devirde 10 saniyelik

artis.
2.6. Orneklerin Fragman Analizi

241 kaywis1 c¢esit ve tipin S-RNaz geninde birinci intronunda bulunan baz
biiyiikliiklerinin  belirlenmesi i¢in SRc-F/  SRc-R  primerleri  kullanilarak PCR
yapilmistir. PCR 6rnekleri ABI 3500 Genetik analiz cihazina yiiklenerek belirlenmistr.

Orneklerin ABI 3500 Genetik analiz cihazina yiikeleme asamalar;

1) SRc-R (5’-GGC CATTGT TGC ACA AAT TG-3’) e SRc-F (5’-CTC GCT
TTC CTT GTT CTT GC-3’) primerlerini kullanarak S allerini belirmek icin
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SRc-F primerinin 5 ucuna 19 bazlik (CACGACGTTGTAAAACGAC) M13

primeri eklenmistir.

2) M13 eklenmis olan primerler ve VIC-NED-PET-FAM boya primerleri ile
yukarida belirtilen dongiide PCR uygulamasi yapilmistir.

3) PCR iirtininden 1 pL alinip ddH20 ( steril safsu ) 1/50 oraninda

seyreltilmistir.

4) Her bir 6rnek icin HiD1i bufferdan 8.8 puL, LIZ (standart) 0.2 uL eklenip 1/50
oraninda seyreltilmig PCR {iriiniinden 1 pL yiikleme tabaklarina konulduktan
sonra 3-5 defa pipetaj yapilmustir.

5) Hazirlanan tabaktaki hava kabarciklarmi almak i¢in 1000 rpm de 10 saniye

santrifiij yapilmustir.

6) DNA cift sarmalinin ayrilmasi i¢in 95 C ‘de 5 dk. PCR cihazinda tutularak

ayrigmast saglanmistir.

7) PCR cihazindan ¢iktig1 andan itibaren direk 3-5 dk buz igerisinde bekletirek
DNA c¢ift sarmalinin birlesmesi Onlenmistir. Daha sonra sonuglar

Genemapper programina yiikleyip baz uzunluklar: belirlenmistir.
2.7. Yiiksek kapasiteli DNA dizileme (High-Throughput Sequencing - HTS)

Bu tez ¢alismasinda 6ncelikle 214 O 400 nolu projede Dog. Dr. Kahraman GURCAN 1
yiirlitiictiliigii ile gerceklestirilen ve projeden elde edilen Hacihaliloglu cesidinin tiim
genom okumlar1 kullanilmistir. Hacihaliloglu cesidinin genomu ile Genbank’ta kayitl
S-Rnaz (DQ422947) ve SFB (DQA422946) genleri karsilastirmasiyla Hacihaliloglunda
bu genlerin dizileri elde edilmistir. Calismada Ordubatbenzeri, SEO ve Zard cesitlerinin
okumlar1 elde edilmistir bu okumlarda Hacihaliloglunun S-Rnaz ve SFB genleri ile

eslestirilerek her dort gesitte gen dizileri elde edilmistir.
2.7.1 HTS Verilerinin Geneious Programina Aktarilmasi

NGS dizileme sonucunda olusan veriler Illumina okumalarini (fastq.) formatinda ileri
(forward) ve geri (reverse) olarak iki farkli sekilde elde edilmistir. Genellikle standart
Illumina adaptorleri, islemi gerceklestirenler tarafinda kesilmis olmaktadir. Caliymada
ham verilerin birlestirilmesi, temizlemesi ve filtrelemesi islemler Sekil 2.1°de gosterilen

basamaklar takip edilerek gerceklestirilmistir.
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Sekil 2.1. Verileri birlestirme, filtreleme ve temizleme islemi basamaklar1
2.7.2.HTS Verilerinin Geneious Programinda Birlestirilmesi Islemi

Geneious 10 programina verilerin aktarilmasi isleminden sonra bu verilerin
birlestirilmesi basamagina gecilmistir. Verilerin birlestirilmesi i¢in ‘Sequence — Set

paired reads’ basamagi secilerek standart belirlenen algoritmalar ile yapilmistir.
2.7.3.HTS Verilerinin Geneious Programinda Filtrelenmesi ve Temizlenmesi

Genomun birlestirilmesinden sonra dizi uglarindaki hatal, diisiik kaliteli okumalar
diizgiin bir genom dizilemesini Onlemektedir. Bunun i¢in okumalarin diizeltilmesi
onemli olmaktadir. Geneious 10 programinda BBDuk diizeltme araci bulunmaktadir.
BBDuk aracmda bir “Q” degeri bulunmakta ve bu Phred puam olarak bilinmektedir
(degistirilmis Mott algoritmasi). Illumina okumalar i¢cin minimum Q degerinin 20’ye
ayarlanmasint 6nermektedir. Geneious 10 programinda Annotate & Predict — Trim

meniisii kullanilarak calismadaki ham veriler analiz edilmistir.
2.7.4.Yeni S-RNaz, SFB Genlerinin Kesfedilmesi ve Filogenetik Siniflandirilma

Illumina ile dizilenmis olan kayis1 genomlari, Geneious programi kullanilarak filtrelenip
temizlendikten sonra Geneious 10 programi kullanilarak, Genbank’tan indirdigimiz S-
Rnaz (DQ422947) ve SFB (DQ422946) genleri ile Hacihaliloglu'nun genomu
eslestirilerek referans dizileri elde edilmistir. Ardindan diger ii¢ ¢esitde S-Rnaz ve SFB
genleri belirlenerek Bioedit programinda eslestirilmesiyle primer bolgeleri tespit

edilmistir. GenBank’ta kayith Prunus armeniaca S genleri ve elde ettigimiz S-RNase ve
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SFB genleri ile Mega 6 programinda Neighbor-joining (NJ) secilerek filogenetik

smiflandirma elde edilmistir.



3. BOLUM
BULGULAR

3.1.Bitkisel Materyal

Bu tez calismasinda Erciyes tiniversitesi Ulusal Kayis1 Genetik Kaynaklar1 Bahgesinden
toplanan 241 cesit ve tipin kendine uyusmazlik durumlart molekiiler markorler

kullanilarak belirlenmistir.
3.2.DNA Kalitesi ve Saflig1 Belirlenmesi

Calismada kullanilan orneklerden yiiksek kalitede DNA dizileri elde etmek i¢in daha
onceden bahsedildigi gibi CTAB yontemi ile DNA izolasyonu gergeklestirilmistir. Elde
edilen DNA’nin konsantrasyonu, kalitesi ve saflig1 belirlenmistir. DNA’larin jel ve

konsantrasyon sonuclar1 gosterilmistir.

Sekil.3.1. Dort kayis1 ornegin DNA jel goriintiisii

DNA konsantrasyonu ve kalitesi spektrofotometrik ile ng/ul olarak olgiilerek (protein
molekiilleri, polisakkaritler ve fenoller gibi farkli kontaminasyonlar ) DNA'nm saflig1

Sekil 3.2°de gosterilmistir.
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Sekil 3.2. Dort kayist DNA’nin spektrofotometrik 6l¢ciim sonucu OD260/280 degeri
1.8/2.00, OD260/230 degeri 1.3/1.6 arasinda kaliteli DNA elde edilmistir.

Geriye kalan 237 cesit kayisidan aymi kalitede DNA miktarlar1 elde edilerek daha
onceki caligmalarda tanimlanan S allelerine gore sonuglar elde edilmistir. S-RNase
geninin birinci ve ikinci intron bolgesindeki SRc- F / SRc-R, EM-PC2consFD/ EM-
PC3consRD primerlerini kullanirak belirlenen S allellerin uzunluklar1 verilmistir

[62,60].

Tablo 3.1. S-RNase geninin birinci ve ikinci intron bolgesindeki SRc- F / SRe-R, EM-
PC2consFD/ EM-PC3consRD primerlerinin yaklasik uzunluklar:

EM-PC2consFD/ EM-PC3consRD SRc-R / SRc-F

S3 ~310 ~268

Si2 ~370 ~262

Sg veya Sy ~500 ~204
Sy ~820 ~222

S» ~900 ~402

Si3 ~1250 ~332

Se ~1300 ~378

NIt ~1700 ~424

Si9 ~1980 ~304

Ss veya Sc ~2800 ~334
Sx ~1270 ~353
~236
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3.2.1. Uyusmazhk Durumlarinin Belirlenmesi

241 genotipte yapilan S allel spesifik PCR sonucunda cesit ve tiplerin uyusmazlik

durumlar1 belirlenmistir. PCR sonucunda elde edilen bantlar ve bu bantlara denk gelen

S alleli 6rnek jel goriintiileri Sekil 3.3’de sunulmusgtur.

Sekil 3.3. EM-PC2consFD ve EM-PC3consRD primeri ile cogaltilan S-RNase geninin
ikinci intronu

Sekil 3.3. SRc-F - SRc-R primeri iler cogaltilan S-RNase geninin ikinci intronu. Allel
uzunluklarinin dogru elde edilmesi i¢cin okumlara kapilar elotroforezde
gergeklestirilmigtir.

- ey e Ee v - e @ $% e - 5c ScRVase

Sekil 3.3. AprSC8R- PaConsl F primer ¢ifti ile cogaltilan SC/S8-RNase alleli
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Sekil 3.3. AprFBCS8-F -AprFBC8-R primer ¢ifti ile ¢cogaltilan, SFBC/8 allelerini
ayirmada kullanilan HVb bolgesi

PCR da kullanilan primer kombinasyonlar1 ile kendiyle uyusur kayisi cesitlerinde
yaklasik 354 bp biiyiikliigiinde bantlar elde edilerek tiim 6rneklerin baz biiyiikliikleri
Tablo.3.2’de verilmistir.

Tablo 3.2. Kullanilan Primere Gore Baz Cifti Boyutu ve S-Genotip Degerleri

AprSC8 | AprFBCS8-
R F
. SRe-F/ EM-PC2consFD EM- S-
NO Genotipler SRe-R PC3consRD Pa C?nsl Aprl;BC8- genotip
1 23 332354 900/- 550/~ | 500500 | S2SC
2 | Ethembey | 354/354 : SS0/- | 150/500 | SC/S8
3 Hact Kiz 3541354 : SS0/- | 150/500 | SC/S8
4 Polinois 2041204 500/500 | 15500 | sors9
5 5101 268/424 31071300 | 150500 | S3/6
6 | SilisteRona | 378/378 1250/- - | 150500 | S13/513
7 1346 3541354 : 550/~ | 150/500 | SC/S8
8 Giiz-103 268/- 310/820 550 | 150/150 | S3/S7
9 | Castelbrite 332/- 900/1980 | 150500 | s2/s19
10 Tyinthe 3541354 : S50/~ | 500500 | SCI-
1 | Ordubat 424/- 1300/1980 - | 1505500 | s6/519
Benzeri
12 Tekeler 2201424 1980/- .| 1sors0 | 520X
13 Paviot 354/- 900/- 550/~ | 5005500 | SC/s2
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14 4203 268/304 310/1700 - 150/500 | S3/S11
15 Gii-52 200/424 500/1300 - 150/500 | S9/S6
16 Zard 332/332 - - 150/150 | S2/-
17 Markulesti 378/378 - 550/- | 500/500 | S13/-
18 Aurora 402/- 820/- 600/~ | 150/500 | S7/-
19 K3812 268/354 310/- 550/- | 150/150 | S3/SC
20 1342 268/424 310/1980 - 150/500 | S3/SX1
21 69k 354/378 1250/ 550/- | 150/150 | SC/S13
22 14 354/354 - 550/~ | 150/500 | SC/S8
23 Y6 354/354 - 550/- | 150/500 | SC/S8
24 | Kuru Kabuk 200/402 500/820 - 150/500 | S7/S9
25 YT1 f(ﬁljn 268/354 310/ 550/- | 150/150 | S3/SC
26 Giil-50 200/354 500/- 550/~ | 150/150 | S9/SC
27 iribitingen 200/378 500/1250 - - S9/S13
28 Turfanda 354/402 820/- 550/- | 150/150 | SC/S7
29 1292 354/354 - 550/- | 150/150 | SC/S8
30 62-K 328/354 900- 550/- | 150/150 | S2/S8
31 Fracasso 354/402 - 550/- 500/500 SC/S7
32 Canakkale 354/354 - 550/- | 500/500 | SC/-
33 67-K 354/378 1250/- 550/- | 500/500 | SC/S13
34 Ak‘?ad;gc’ﬁ“e 268/354 280/- 550/- | 150/150 | S3/S8
35 | Ziraat Okulu 328/354 900/- 550/- | 150/150 | S2/S8
36 | Casno Dren 268/354 280/- 550- | 150/150 | S3/S8
37 X1 Zerdali 268/268 310/- - 150/500 |  S3/-
38 | Hungry Best 268/354 280- 550/- | 150/500 | S3/SC
39 Cologlu 200/354 500/- 550/- | 150/150 | S9/S8
40 | Pasamismisi 200/222 500/- - 150/500 | $9/522
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41 64-K 354/378 -/1250 550/- 150/500 | SC/S13
42 4202 354/354 - 550/- 150/500 | SC/S8
43 Eb 304/378 1700/1250 - 150/500 | S11/S13
44 3803 268/424 280/- - 150/500 S3/S6
45 Sefer Coban 424/- -/1250 - 150/500 | S6/S13
46 92.23.01 354/354 1980/- 550/- 500/500 | SC/S19
47 Erivan 354/354 1980/- 550/- 150/150 | S8/S19
48 Seo 354/- - 550/- 150/500 SC/-
49 1345 354/354 - 550/- 500/500 SC/-
50 11 - 820/900 600/- 150/500 S7/S2
51 63-K - 900/- 550/- 500/500 S2/-
52 Royal 354/354 2800/- 550/- 150/150 | S8/SC
53 Paviot - 900/- 550/- 500/500 S2/-
54 Soganci - 900/- 550/- 500/500 S2/-
55 Gii-13 200/354 500/- 550/- 150/150 S9/S8
56 Cekirge 52 354/354 - 550/- 150/500 | SC/S8
57 Hasanbey - 900/- - 500/500 S2/-
58 K-3811 - 1700/900 450/- 500/500 | S11/S2
59 Kayisi1 Erigi 304/354 1700/- 450/- 500/500 | S11/SC
60 Gii-100 260/- 370/1300 - 500/500 | S12/S6
61 692-K 354/378 1250/- 550/- 500/500 | SC/S13
62 Palumella 354/402 - 550/- 500/500 | SC/S7
63 Kayisi Erigi 2 268/354 280/- 550/- 150/150 S3/S8
64 6 354/402 820/- 550/- 500/500 | SC/S7
65 615 260/- 370/1300 - 150/500 | S12/S6
66 1294 402/- 820/- - 150/500 S7/-
67 Wilson D 354/354 - 550/- 150/500 | SC/S8
68 Bebeco 354/402 820/- 550- - SC/S7
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69 10 402/- 820/1980 600/- 150/500 | S7/S19
70 Mektep 354/354 - 550/- 150/500 SC/S8
71 66-K 354/402 820/- 550/- 500/500 SC/S7
72 Seftalicioglu 200/354 500/- 550/- 150/150 S9/S8
73 2244 260/- 370/- - 150/500 S12/-
74 2619 - 900/- - 150/500 S2/-
75 7 - 900/- 550/- 500/500 S2/-
76 2254 - 900/- - 150/500 S2/-
77 3808 354/- 2800/- 550/- 150/500 SC/S8
78 Proyma 402/402 820/1980 - 150/500 | S7/S19
79 1032 354/378 -/1250 550/- 500/500 | SC/S13
80 | 2240-sekerpare 378/- -/1980 - 150/500 | S13/S19
81 93,22,02 260/260 370/1980 - 150/500 | S12/S19
82 12 402/402 820/1700 - 150/500 | S7/S11
83 Ninfa 354/402 -/820 550/- 500/500 SC/S7
84 Levent 424/424 1300/1700 - 500/500 | S6/S11
85 Kirmiz 260/-- 370/- - 150/500 S12/-
86 5 260/- 370/- - - S12/-
87 6/-1 200/- 500 - 500/500 S9/-
88 3 354/402 -/820 550/- 150/150 S8/S7
89 2241 200/- 500/- 400/- 150/150 S9/-
90 Cafona 354/402 - 550/- 500/500 SC/S7
91 Rakowsky - 900/- 550/- 500/500 S2/-
92 1343 italya 354/- 2800/- 550/- 500/500 SC/-
93 K5104 220/260 -/370 - 150/500 | S20/S12
94 1298 354/354 - 550/- 150/500 SC/S8
95 Sakit 4 424/- 1300/1980 - 150/500 | S6/S19
96 22--3 304/354 1700/- 550/- 150/150 S11/-
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97 Gii-2 378/402 1250/820 550/- | 150/150 | S13/S7
98 K691 200/260 500/370 550/~ | 500/500 | S9/S12
99 2250 424/424 1300/1300 : 150/150 |  S6/-
100 5103 268/424 280/1980 550/- : $3/5X1
101 Canino : 900/- : 500/500 | S2/-
102 1296 402/424 820/1980 : 500/500 | S7/SX1
103 61k 3541424 1980/- : 150/150 | S8/SX1
104 K3813 354/354 : : 500/500 | SC/-
105 Sm“da}dKayls 236/378 1250/- ; 500/500 SX? S1
106 | X3-Zerdali 200/220 500/- : 500/500 | S9/520
107 | X2-Zerdali : 370/- : 500/500 | S12/-
108 68k 262/304 370/- . 500/500 | S12/S11
109 ) : 820/1980 600/~ | 500/500 | S7/S19
110 17 i 900/- 550~ | 500/500 |  S2/-
11 1860 354/354 : 550/- | 500/500 | SC/-
12 Y-1 : 820/900 : 500/500 | S7/52
113 K5002 : 900/- 550/~ | 150/150 |  S2/-
114 11/1-2p : 820/900 : 500/500 | S7/52
115 Zerdali : 900/- 550~ | 500/500 | S2/-
116 K3812 268/354 280/- 550/- | 150/150 | S3/S8
117 | Gz Erigi 424/424 1300/1980 : 500/500 | S6/SX1
118 | Yerli fzmir 354/402 820/- 550/- | 500/500 | SC/S7
119 Gii-8 260/378 370/1250 : 150/150 | S12/S13
120 | Adilcevaz-3 | 222/354 500/- 550/~ | 500/500 | S20/SC
121 A Erik 260/378 820/1250 : s00/500 | SX35
12p | TokalogluYal | 550,35, 900/- 550/~ | 500/500 | S2/SC

ova
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123 Alkaya 200/200 500/- - 150/150 | S9/-
124 22-6 268/378 280/1250 - 500/500 | S3/513
125 K4204 260/378 370/1250 - 500/500 | S12/513
126 Mahmut 200/378 500/1250 - 500/500 | S9/S13
Olmez

127 K5105 304/328 1700/900 - 500/500 | S11/S2
128 693k 328/354 900/- 550/~ | 500/500 | S2/SC
129 K0613 222/328 -/900 - 500/500 | S20/S2
130 Y-11 328/424 900/- - 500/500 | S2/S6
131 1299 268/424 280/- - 150/150 | S3/56
132 Luizet 354/354 - - 150/500 | SC/S8
133 Y-12 304/- 1700/- - 500/500 | S11/-
134 | Alioglu-49 262/354 370/- 550/~ | 500/500 | S12/-
135 8 202/262 500/370 - 150/500 | S9/S12
136 1343 354/354 - 550/~ | 150/500 | SC/S8
137 | Ismiailoglu /304 370/1700 - 150/500 | S12/11
138 143813 354/354 - 550/~ | 500/500 | SC/-
139 5001 262/424 370/1980 - 500/500 5121/ S
140 1295 236/328 1250/900 550/~ | 500/500 | SX2/S2
141 | Abuzer Giilen 1402 1250/820 - 500/500 | S13/S7
142 1342 268/424 280/1980 - 150/500 | S3/SX1
143 T“fagﬂi‘f;km 354/402 /820 550/~ | 150/500 | SC/S7
144 Kabaast 200/378 500/1250 - 150/500 | S9/S13
145 imprahor 268/424 280/1980 - 500/500 | S3/SX1
146 1297 354/354 - 550/~ | 150/150 | S8/
147 Y4 328/378 900/1250 - 500/500 | S2/513
14y | Sckerpare 268/424 280/1300 - 500/500 | S3/S6

Benzeri
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149 92,58,02 222/354 500/- 550/~ | 150/500 | S20/SC
150 2256 202/354 500/- 550/- | 500/500 | S9/SC
151 Y-3 328/378 900/1250 - 500/500 | S2/S13
152 | 1297 Alanya 354/354 - 550/- | 150/150 | S8/-
153 Harcot /402 310/- - 150/150 | S3/S7
154 31k03 268/378 310/- - 150/500 | S3/S12
155 1302 268/424 280/1980 - 150/500 | S3/SX1
156 | 12 Tokalioglu |  268/424 280/1980 - 500/500 | S3/SX1
157 Yel\%[‘;‘; tyEaSkl 304/354 1700/- 550/~ | 500/500 | S11/SC
158 2252 378/402 -/820 - 150/150 | S13/S7
159 2234 268/424 280/1300 - 500/500 | S3/S6
160 6--4 268/- 310/820 - 150/150 | S3/S7
161 1293 354/354 - 550/~ | 150/150 | S8/-
162 Ordubat 268/- 310/820 - 150/500 | S3/S7
163 | Geg Aprikoz -/304 1300/1700 - 150/500 | S6/S11
164 1346 354/354 - 550/~ | 150/500 | SC/S8
165 01.K.13 328/424 900/1980 - 500/500 | S2/SX1
166 Tokaloglu 402/- 820/1300 - 500/500 | S7/S6
167 Selfge;frare 268/- 280/1300 - 500/500 | S3/S6
168 | No:l Zerdali 304/328 1700/900 - 500/500 | S11/S2
Okul

169 K4207 354/354 - 550/- | 150/150 | S8/S8
170 Sam 354/402 -/820 550/~ | 150/500 | SC/S7
171 K618 328/424 900/1300 - 150/500 | S2/6
172 | Mahmut Erigi | 378/424 1250/- - 500/500 | S13/S6
173 1364 268/402 280/820 - 150/500 | S3/S7
174 2251 268/424 28071980 - 500/500 | S3/SX1
175 | Adilcevaz-4 378/424 1250/ - 500/500 | S13/S6
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176 | Adilcevaz-2 262/268 370/280 - 150/500 | S12/S3
177 Sakit-7 354/424 1980/- 550/- | 150/500 | SC/SX1
178 Sekerpare 268/424 280/1300 - 150/500 | S3/S6
179 Y5 354/354 - 550/- | 150/500 | SC/S8
180 | Kayseri(Pa) 268/354 280/- 550/- | 500/500 | S3/SC
181 imrahor 268/424 28071980 - 150/500 | S3/SX1
182 Mektep 8 354/354 2800/- 550/- | 150/500 | SC/S8
183 Cataloglu 200/424 500/- - 150/150 | S9/S6
184 Apligoz 328/378 900/1250 - 150/500 | S2/S13
185 Toll(iifglu 354/354 - 550/- | 150/500 | SC/S8
186 31.K.05 262/- -/310 - 150/500 | S12/S3
187 2437 354/354 ’ 550/- | 150/500 | SC/S8
188 23 202/354 500/ 550/- | 150/500 | S9/-
189 1344 354/402 820/- 550/- | 150/500 | SC/S7
190 K4205 354/354 - 550/- | 150/500 | SC/S8
191 K691 262/354 370/- 550/- | 150/150 | S12/SC
192 2246 304/- 1700/900 550/- | 500/500 | S11/S2
193 | Karacabey 200/- -/310 550/- | 500/500 | S9/S3
194 Roxana 354/354 500/- 550/- | 500/500 | SC/-
195 07.K.11 202/260 500/- - 500/500 | S9/S12
196 07.K.15 236/402 1250/- 550/- | 500/500 | SX2/S7
197 1344 354/354 1300/1980 550/- | 150/500 | S6/S19
198 Sakit-1 268/- -/820 - 150/500 | S3/S7
199 13 328/- -/1300 - - S2/86
200 Perfection 354/354 - 550/- - SC/-
201 | ZerdaliColakh 260/- -/900 - 500/500 | S2/S12
Izmir
202 1860 328/354 - 550/- | 500/500 | S2/SC
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203 2242 328/354 370/500 - | 1505500 | scCrss
204 2620 354/354 820/1300 - | 1s0m150 | s
205 2249 354/402 1300/- 550/~ | 150150 | S8/-
206 | Sivas(Pa) - 1424 280/1980 . - | susxi
207 K621 /378 900/- 550/- . $2/813
208 2239 200/354 . 550/~ | 150/500 | S9/SC
209 2257 268/424 280/- - | 150500 | S3/s6
210 Sakit 3 268/424 280/1980 - | 1505500 | S3/8X1
211 K0617 304/328 1700/900 - | 150150 | s1us2
212 K0616 328/354 900/- 550/~ | 150/150 | S2/S8
213 2243 268/402 280/- . . $3/87
214 | Kofte Kayist | 2201268 500/- - | 500i500 | $20/83
215 | XxZerdali | 200/220 . 550/~ | 500/500 | $9/520
216 | 1260 Mehmet |  354/354 1250/1700 - | 500500 | S13/11
217 K3860 304/424 /500 - | 1505500 | se/sii
218 | Hachalilogln |  200/424 280/- - | 150500 | S9/S6
219 K3811 200/424 900/- . . $9/36
220 1344 304/328 . - | 150150 | s1us2
21 | 925801 354/402 . 550/~ | 150/150 | S8/S7
222 K4206 220/354 500/- - | 1507150 | s20/88
223 Ambrossia 202/222 500/- - - S9/520
224 Y10 354/354 . 550/~ | 150/500 | SC/S8
225 K5104 2221262 1370 - | 1501150 | s20i812
226 | Erkanoglu Erik |  354/402 820/- 550/~ | 150/500 | SC/S7
227 | 1298 Ankara |  354/354 . 550/~ | 500500 | SC/-
228 22%5&;3‘” 202/222 500/- 400/- . $9/520
220 | Adilcevaz-5 | 200/378 500/1250 - | 500500 | s9/813
230 236/402 1250/820 . - | sxws

Tokaloglu
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Erzincan
231 Aprigoz-2 304/378 -/1250 - - S11/S13
232 92.58.03 200/236 500/1250 - 150/150 | S9/SX2
233 8 Zerdali 200/354 500/- 550/- 150/150 S9/S8
234 | 1296 Datea 402/424 820/1980 - - $7/SX1
Giizeli

235 2236 268/424 310/1300 - 500/500 S3/S6
236 1346 354/354 - 550/- 150/150 S8/-
237 65k 328/424 -/1980 - - S2 /SX1
238 Cataloglu-2 328/424 - - - S2/S6
239 Palsteyn 200/424 - - - S9/S6
240 Priona 328/402 - - - S2/87
241 P.Colomer 402/402 - - 500/500 S7/-

SX1: bilinmeyen allel SX2: bilinmeyen allel

Tablo 3.3 241 kayis1 genotipine de bulunan S allellerinin sayis1 SX1: bilinmeyen allel

80
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S2 S3

Alleller ve tolpam sayilari

S7

SX2: bilinmeyen allel

S11  S12 S13  S19

SX1

SC
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Tablo 3.4 241 kayis1 genotipine de bulunan S allellerinin yiizdesi SX1: bilinmeyen allel
SX2: bilinmeyen allel

Allel yuizdesi

16
14
12

10

S2 S3 S6 S7 S9 S11 S12 S13 S19 S20 S22 SX1  SX2  sc S8

Bu c¢alismada kayis1 cesit ve tiplerinde kendine uyusurluk ve uyusmazlik durumlari
belirlenmistir. Belirlenen primer kombinasyonlariyla yapilan PCR c¢aligmalar:
sonucunda elde edilen PCR iiriinleri elektroforez isleminden gegirilerek jel goriintiileri
allmmis ve bant biiyiikliikkleri markorlerle karsilastirilarak tespit edilmistir. Jel
goriintiilerinde mevcut bantlar daha Onceki yapilan calismalarla karsilastirilarak S
allelleri belirlenmistir ve PCR iiriinleri ABI cihazina yiiklenerek de allellerin bp
biiytikliikleri ortaya cikartilmistir. Bu calisma sonuglara gore kendiyle uyusurluk,
kendine uyusmazlik durumu ve yeni belirlenen S alleli tasiyan kayisi cesitleri tablo

3.5.” de verilmistir.
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Tablo 3.5: Erciyes iiniversitesi Ulusal Kayis1 Genetik Kaynaklar1 Parselinde yer alan
kayisilarin kendiyle uyusurluk uyusmazlik durumlar:

Kendiyle Kendiylee Uyusmaz | Kendiylee Uyusmaz | Yeni Belirlenen S
Uyusur 1) 2) Alleli Tastyanlar

23a, Ethembey Polinois, Iribitingen | 11/1-2p, K4204 Tekeler

Haci1 Kiz, 1346 5101, Gii-52 Zerdali, 2, 17, Y-1 | 1342

Tyinthe, Paviot Silistre Rona K3812, Giu-8 5103

K3812, 64k, 14, | Giiz-103, 6--4 Giiz Erigi, 1299 1296

Y6

Teyfik Yildirim Castelbrite, K5105, K0613 61k
Tokaloglu

Giil-50,Tufanda Ordubat Benzeri Y-12, 1302 Sinirdaki Kayisi

1292,Fracasso Tekeler, Aurora Alioglu-49, 5001 Giiz Erigi

Canakkale Zard, 4203 Ismiailoglu, 8 A Erik

Akcgadag Giiney | Markulesti, Abuzer Giilen, Y- 5001
Cataloglu 3,2234

Hungry Best A Erik, 22-6, Alkaya | 1342, 01.K.13 1295

64-K, 4202, Mahmut Olmez, Y- Imprahor, 1295 1342

92.23.01 11

Seo,1345 62-K, 1342, Kuru 12,971,342 Imprahor
Kabuk

Cekirge52, Royal | Ziraat Okulu Sekerpare Benzeri 1302

Kayis1 Erigi Casno Dren, Erivan | Cataloglu-2, 12 Tokalioglu

P.Colomer

692-K, 6, 66-K X1 Zerdali, Y4, 1297 Alanya,12 01.K.13
2252 Tokalioglu

Palumella Cologlu, 3803, Eb Harcot, 31k03 2251

Wilson D Pasamismisi Palsteyn, Priona Sakat-7

Bebeco, Mektep | Sekerpare Igdir 1293, Ordubat Imrahor

3808, 1032.Ninfa | Sefer Coban, Gecg Aprikoz 07.K.15
93.22.02

Cafona No:1 Zerdali Okul K4207, 1364 Sivas(Pa)

1343 italya 63-K, 11, Paviot K618, 2251 Sakit 3

1298, K3813, Sekerpare , Imrahor | Mahmut Erigi Tokaloglu

1860 Erzincan

Yerli [zmir Soganci, 2244 Adilcevaz-4 92.58.03

Adilcevaz-3 Gii-13, 615, Adilcevaz-2 1296 Datca
Aprigoz-2 Giizeli

Tokalioglu Hasanbey, 2619 2236, 65k, 1346 65k

Yalova

693k, 1343 K-3811, 1294 Apligoz, 31.K.05

Luizet, Sakit-7 Gu-100, 10, Karacabey
2235hac1 Kaya

143813, Kabaasi | Kayis1 Erigi 07.K.11, 23

2,Adilcevaz-5
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Tufanda Eski Seftalicioglu, 7 07.K.15, 2246
Malatya
92, 58, 02 Proyma, 2254 Sakit-1, 13
2256, Sam, 2437 | 2240-Sekerpare, 12 | Zerdali Colakli [zmir
Yegen Eski Tokaloglu Erzincan | Sivas(Pa) , 1344
Maltya
1346, Y5, 1344 Levent, 5, K5002 K621, 2257
Kayseri(Pa) Kirmizi, 3, K0617, Sakit 3, 2249
2620
Mektep 8 Rakowsky, 2241 8 Zerdali, 92.58.03
1295 Tokaloglu K5104, 6/1, Kofte 1296 Datca Giizeli
Kayisi
K4205, 1860 Sakat 4, 22-3 Xx Zerdali, KO616
K691.2242 Canino, 1296, 61k 1260 Mehmet
Perfection Sinirdaki Kayisi K3860, 2243
Y10, 2239, X3-Zerdali, Gii-2 Hacihaliloglu
Roxana
Erkanoglu Erik X2-Zerdali, K691 K3811, 1344, K4206
1298 Ankara 68k, 2250, 5103 92.58.01, K5104

3.2.2. Yiiksek kapasiteli dizileme (High-Throughput Sequencing - HTS) Sonuclarn

Tez calismasinda HTS ile elde edilen ham veriler birlestirilmeden 6nce Geneious

programina iki dosya halinde yiiklenmistir. SEO icin 51.925.278, Ordubatbenzeri i¢in
62.931.347, Zard i¢in 62.649.448 c¢ift yonlii okumalar elde edilmistir.

Tablo 3.6. SEO, Ordubatbenzeri, Zard ¢esitlerinin ileri ve geri okuma Verileri

Ornek isimleri

SEOQ_ileri okuma sayisi

SEO_geri okuma sayisi

Ordubatbezeri_ileri okuma sayisi

Ordubatbezeri_geri okuma sayisi

Zard_ ileri okuma sayisi

Zard_ geri okuma sayisi

Okuma Sayis1 % GC
51.925.278 % 39.1
51.925.278 % 39.3
62.931.347 % 38.7
62.931.347 % 39.0
62.649.448 % 39.0
62.649.448 % 39.3

Niikleotid Sayisi

13.033.244.778

13.033.244.778

15.795.768.097

15.795.768.097

15.725.011.448

15.725.011.448
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3.2.3. HTS Verilerinin Birlestirilmesi Sonuclar

Geneious 10 programinda verilerin birlestirilmesi sonucunda SEO c¢esidi i¢in 251
niikleotidden olusan 103.850.556 kaliteli okuma elde edilmistir. Okumanin GC orani
39.2 ve niikleotid sayis1 26.066.489.556’dir. Ordubatbenzeri’nde 251 niikleotidden
olusan 125.862.694 kaliteli okuma elde edilmistir. GC oran1 38.9 ve toplam niikleotid
say1s1 31.591.536.194°diir. Zard cesidi i¢in ise 251 niikleotidden olusan 125.298.896
okuma sayist elde edilmistir. GC oran1 39.2 ve niikleotid sayis1 31.450.022.896°dir
(Tablo 3.2.3).

Tablo 3.7. Birlestirme Islemi sonucunda Elde edilen okumalarin Verileri

Ornek Adi Okuma sayisi GC Orani(%) Niikleotid Sayisi
SEO 103.850.556 39.2 % 26.066.489.556
Ordubatbenzeri 125.862.694 38.9 % 31.591.536.194
Zard 125.298.896 39.2 % 31.450.022.896

3.2.4.Hts Sonras1 Orneklerin Filtreleme, Temizleme islemi Sonuclar1 S-RNaz Ve

SFB Allellerinin Belirlenmesi

Genom siralamasindan sonra dizi ug¢larindaki hatali, diisiik kaliteli okumalar diizgiin bir
genom dizilemesini Onlemektedir. Bunun i¢in okumalarm diizeltilmesi Onemli
olmaktadir. Geneious 10 programinda BBDuk diizeltme aracinda uygun algoritmalar:

kullanarak temizleme islemleri gerceklestirilmistir.

Temizleme islemlerinden sonra, SEO 0rnegi i¢in 94.975.040 temiz okuma sayisi elde
edilmistir ve GC oran1 38.6’dir. Toplam niikleotid sayis1 ise 19.806.141.708’dir.
Ordubatbenzeri i¢in 116.835.356 ile GC orani 38.3 olan temiz okuma elde edilmistir.
Toplam niikleotid sayist ise 24.656.268.363’tiir. Zard cesidinden ise toplam
113.792.588 temiz okuma sayisi ile GC oram 38.5 olarak tespit edilmis ve toplam
niikleotid sayis1 ise 23.863.224.916 elde edilmistir (Tablo 3.8).
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Tablo 3.8. Geneious programu ile filtreleme ve temizleme islemi sayisal verileri

Ornek Adi Okuma sayisi GC Orani(%) Niikleotid Sayisi
94.975.040 38.6 % 19.806.141.708
116.835.356 38.3 % 24.656.268.363
113.792.588 38.5 % 23.863.224.916

Hacihaliloglu'nda elde edilen 354.411.380 temiz okuma sayisi ile S-RNaz ve SFB
dizileri ile karsilastirilmistir. 353.660.646 eslestirilmis kullanilmayan okuma GC orani
38.7, 362.252 eslestirlmemis kullanilmayan okuma ile GC oram 31.6, 750.734
kullanilan okumlardan da GC oranin 27.4 olarak belirlenmistir. Kullanilan okumalardan
18.541 tanesi S-RNaz ile 269.943 tanesi de SFB ile eslestirilmistir. S-RNaz ve SFB
dizileri sirasiyla 5.227, 3.150 niikleotid uzunlugunda ve GC oranlar1 28.7, 28.3 olarak

belirlenmistir.

SEO 0rnegi i¢in 94.975.040 temiz okuma sayis1 ile S-RNaz ve SFB dizileri ile
karsilastirilma sonucunda 94.771.490 eslestirilmis kullanilmayan okuma GC oram 38.6,
97.836 eslestirlmemis kullanilmayan okuma ile GC oran1 32.00, 203.550 kullanilan
okumlardan da GC oranin 27.7 olarak belirlenmistir. Kullanilan okumalardan 32.615
tanesi S-RNaz ile ve 73.101 tanesi de SFB ile eslestirilmistir. S-RNaz ve SFB dizileri
sirastyla 5.230, 3.150 niikleotid uzunlugunda ve GC oranlar1 29.9, 28.5 olarak

belirlenmistir.

Ordubatbenzeri i¢in 116.835.356 temiz okuma sayist ile S-RNaz ve SFB dizileri ile
kargilastirilma sonucunda 116.589.456 eslestirilmis kullanilmayan okuma GC orami
38.3, 119.008 eslestirlmemis kullanilmayan okuma ile GC oram1 31.8, 245.900
kullanilan okumlardan da GC oranin 27.6 olarak belirlenmistir. Kullanilan okumalardan
39.066 tanesi S-RNaz ile ve 87.828 tanesi de SFB ile eslestirilmistir. S-RNaz ve SFB
dizileri swrasiyla 5.191, 3.152 niikleotid uzunlugunda ve GC oranlar1 30.5, 28.7 olarak

belirlenmistir.

Zard cesidinden ise toplam 113.792.588 temiz okuma sayis1 ile S-RNaz ve SFB dizileri
ile karsilastirilma sonucunda 113.555.110 eslestirilmis kullanilmayan okuma GC orani

38.6, 115.268 eslestirlmemis kullanilmayan okuma ile GC orami1 32.00, 237.478
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kullanilan okumlardan da GC oranin 27.7 olarak belirlenmistir. Kullanilan okumalardan
37.948 tanesi S-RNaz ile ve 84.264 tanesi de SFB ile eslestirilmistir. S-RNaz ve SFB
dizileri sirasiyla 5.221, 3.164 niikleotid uzunlugunda ve GC oranlar1 30.00, 28.9 olarak

belirlenmistir.

3.3. S-RNaz Geninin Dizi Analizi ve filogenetik siniflandirma

Elde edilen S-RNaz niikleotid dizileri, Rosaceae'deki S-RNaz’ larin tipik birincil
yapisini temsil ettigini ortaya koymustur. Bes korunmus bolge (C1,C2, C3, RC4 ve C5)
ve bir hipervariable (HV) bolgesi sekil 3.5.’de gosterilmistir. Hacihaliloglu, Stark Early
Orange, Zard ve Ordubatbenzeri kayisi cesitlerinde belirlenen S-RNazlar yeni S

allellerini ayirt edebilecek derece uzunlukta, yiiksek polimorfizm gostermislerdir.

Bu kayisi cesitlerinin S-RNaz’larmi1 NCBI (Ulusal Biyoteknoloji Bilgi Merkezi ) veri
bankasinda Prunus armeniaca S-RNaz genleriyle karsilastirdigimizda en diisiik

%79.98 en yiiksek 94.55 arasindan benzerlik gosterdigini tespit edilmistir.

Tablo 3.9. S-RNaz geninin Prunus armeniaca’lar arasinda en yiiksek ve en diisiik

benzerlikleri
KF951503.2 90.63
EU516388.1 82.41
EU570210.1 91.16
DQ422947.2 79.98
KF951503.2 91.35
AYS587564.1 81.98
EF173401.1 94.55
DQ422947.2 81.61
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S-RNaz niikleotidinin SEO kayisi cesidi ile karsilastirlmasi sonucunda primer bolgeleri

Sekil 3.4‘de gosterilmistir.

SRc-F / SRC-R

PaConsl-F 4prSC8-R

3,623

=
o
N
w
s |
*

Sekil 3.4. S-RNaz niikleotidinin SEO kayis1 ¢esidi ile karsilastirlmas1 sonucunda primer
bolgeleri

NCBI (Ulusal Biyoteknoloji Bilgi Merkezi

)y’da GU586228.1, KF951503.2,
KF975455.2, HQ615602.1 ve DQ422947.2 accession numaralar1 ile kayith S-RNaz

genleri ile eslestirme sonucunda RHV bolgesi ile C3 bolgesi arasinda bu 4 cesitte

(Hacthaliloglu(HH), Ordubatbenzeri (OB), Stark Early Orange (SEO) ve Zard)
niikleotid dizileri belirlenememistir.
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DQ422947.2 Prmoms ar@sniass S- C--ATTTIT--—GTTTTTTAAAACCATTTCTT TAAGGRAAAAGCTTGGT TCATCCTCAATCT TGAGGAGGAATTCCTCCTTACAATTAATCTGGTTTTAA 2125
HH-SRRAS C-=ATTTT--—-KTTTTTTAAAACAATT TIENTAAGGAAAAAGCTTGGC TC - ~-RCT TAAAAT TGAGGAGGARYTCCTCCTTACAAYCAATGTGGTTTTGA 2144
SED-SRNAS CAAAAATTGAATTTTTT AAACTA TTGGCTC--TCTTAAAATT TCCTCCTTACAAYCAATGTGGTTTTGA 2134
OB-SRRAS CCGAATTT-———~ AAAACCATATCTTAAAGGAAAAAGCTTGGCTC--NCTTAAAN ACAAYCAATGTGGTTTTGA 2115
SARD-SRMAS CTTAN TTTCTNAAAGGAAAAAGCTTGGCTC-~-NCTTAARATT TCCTCCTTACAAYCAATGTGGTTTTGA 2147
2210 2220 2230 2240 2250 2260 2270 2280 2290 2300
1 i N PR P -1 1 1 e ERET I 1
GUS86228.1 ]
KF951503.2 ]
KF975455.2 }
HO615602.1 ]
DQ422947.2 ] CACATGTCAAA T T AT T T TAATAT TAT T T T T T ICT T T T TG T TGAAAC TTTGTCAATGTTGC TGGAAT TTGACAAGTGTCAAAACCACATTGATTTTAAGGA.
HH-SRRAS CACRTGT AT TWT T T TAATAT M T T T T T Y Y T T T T TG T TGAAAC TTTCTCAATGTTGC TKGAAT TTGACAAGTGTCAAAAYCCCATTCGGTTTTAAGGA.
SEO-SRNAS CACRTGT Y AT TWT T T TAATAT TMT T T T T TYY T T T T TG T TGAAAC TTTGCTCAATGTTGC TRGAAT TTGACAAGTGTCAARAYCCCATTGGTTTTAAGGA
OB-SRRAS CACRTGT AT TWT T T TAATAT M T T T T TY Y T T T T TG T TGAAAC T T TGTCAATGTTGC TKGAAT TTGACAAGTGTCAARAYCCCATTGGTTTTAAGGA
SARD-SRNAS CACRTGTY AAATTWT T T TAATATTMT T T T T TYY T T T TTGTTGAAACTTTGTCAN TTTGACAAGTGTCAARAYCACATTGGTTTTAAGGA
2310 2320 2330 2340 2350 2360 2370 2380 2390 2400
Wisisefeniilosnils Soilasi el df i Bl sles e hami lam el teallednclsifnld bl soilissal
GUS86228.1 Prunns apmeniacs S3, i
KF951503.2 Prprus ammeniacs S 1
KF975455.2 Prenus apmenisca S- 1
BQ615602.1 Prpnns ammeniass S- 1
DQ422947.2 Prunms apmeniacs S- GAAACTCCTCCTCAATCTTAAGGAGTCAAGCCATGCTCATATGAAAAACAATTAATTT-ATTATATTATCTCATCTAATGAATAGTTTACTAATGAGGTG 2324
HN-SRKAS GGARCTCCTCCTTAATTTTAAGGAGCCAAGCCATGC TCATATRARAARGIWRTAXYWW-ATGT TTTKATW- 2343
SEO-SRNAS GGARCTCCTCCTTAATTTTAAGGAGCCAAGCCATGC TCATTTKARANMGART TAYWW-GTGTT- 2333
OB-SRNAS GGARCTCCTCCTTAATTTTAAGGAGCCAAGCCATGCTCATTTRARTAWGART TAYWWATGTTTAATATIA 2318
SARD-SRNAS GGAKCTCCTCCTCAATTTTAAGGAGCCAAGCCA' ANWWTATTGT- 2347
2410 2420 2430 2440 2450 2460 2470 2480 2490 2500
(RN Ty L WP (ST RN et O | OSUIL PO 00 Gt Jowis Y FPOD [N (B e | el PR Pyl |
GUS86228.1 Prponz armeniass S3, 1
KF951503.2 ammeniaca S 1
KF975455.2 aFmeniacs S- 1
HQ615602.1 apmeRiass S- 1
DQ422947.2 Prppus apmeniacs S-  TTAGTTGGATTGAACCAGGCCTTTGGTATGCTCTCAAATGGTCATGGGTTCAAGTCCTTATGATACTCGTGTGTGAATTTCCCCATCTCTTTCCTARTTT 2424
HH-SRRAS ARTTT 2443
SEO-SRNAS CA 2432
OB-SRRAS 2418
SARD-SRNAS CACCA 2447
2520 2520 2530 2540 2550 2560 2570 2560 2590 2600
Lo lenelovs st ot ilass sl sl duptecsilsnailonpalostic e ssallosi e s) ot tdlome IEs S edllics 2ol
GUS86226.1 Prerws apmeniaca S3, 1
KF951503.2 Prpnus apmeniass S L
KF975455.2 Prpons ammeniass S- i
HQ615602.1 Prunus ammeRiacs S- -
DQ422947.2 Prunus ap@eniacs S-  TGGCCCCAAAMAACAAGTCTAATAMACAATTACATTTTTTAATATTATGAAGGGCTTTTTATGAATAGGCTCA \TGACATATTATACAAGTAT 2524
HH-SRNAS TATCACATTARAACKMRWCTA' TTWTWRAGGGCTTTTCAYRAATAGGCYCATTCTAACATGACATATTATACANWWAY 2542
SEO-SRNAS TGAACAATT. Y TWARMMTWKGRATHWWAT /MRAT TWTKWAGGGCT TTTCAYRAATAGGCYCA' \TGACATATTATACAAWWAY 2523
OB-SRRAS ~ m—ee—- ATTAGAACKYRWC TAKTKARRY TRKKRA THWWKT TWRAT TRTWRAGGGCT TTTCAYWAATAGGCYCATTCTAACATGACATATTATACAAWWAT 2515
SARD-SRNAS TGAACAATTAAAACKMRWC TAYTRANMMTHRRRATHWWATHMWRAT TWTWRAGGGCT TTTCAYWAATAGGCYCATT TTAACATGACATATTATACAAWWAT 2547
2610 2620 2630 2640 2650 2660 2670 2680 2690 2700
fisaunls U5 PO TR FERPOR JRIS] U R Dot DO (SOUR IR (O il TRt ¢ FIu R O |
GUS86228.1 Prmons armeniass S3 1
KF951503.2 Prunus apmesiacs S ATGGCGATGTTGAAATCGTCACTCOGTTATCTTGIT 36
KF975455.2 Prunws apmeniass S- 1
HQ615602.1 Prppnz SymeRisss S- 1
DQ422947.2 Prunus armesines S- CCATATAGAGAAATC----mmmmmmmmm CAARACTAGCCACTTGTCATTTTCTAATTGGTTCTTAGAAMATTTTAACACACTAAARACCAATTAMANA 2608



GU586228.1 ameniaca S
KF951503.2 ammeniace S
KF975455.2 ammeniace S-
HQ615602.1 smmeniaca S-

DQ422947.2 Prunus a¥ReRiass S-
HH-SRNAS

GUS86228.1 Pypous ammeniass S
KF951503.2 Pypous ammenisss S
KF975455.2 Prpous ammesiass S-
BQ615602.1 Prppys apmeniass S-

DQ422947.2 Pxppye ammeniass S-
HH-SRRAS

GU586228.1 Prmnus axmeniass S
KF951503.2 Prunus apmeniacs S
KF975455.2 Prunys ammenioss S-
HO615602.1 isca S-

DQ422947.2 Pxppns apmeniass S-
HN-SRRAS

GU586228.1 Prpns SXReRiass S
KF951503.2 Prpons apmesiass S
KF975455.2 Pyupns ammenisss S-
HQE15602.1 Prmpus ammeniacs S-
DQ422947.2 Prupns ammeniscs S-
HN-SRRAS

GU586228.1 Pruous AFmeRiasa S

KF951503.2 Prunys ammeniass S
KF975455.2 Prmpws Srpmeniass S-
HQ615602.1 Prppns apm@sRiass S-
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1
CTTGCTTTTGCT T TCTTCT TGTGT T TCAT TATGAGCACTGGTGATGGTGAGT TGCATTACAATCTT TTGCTCCTTATT T TCTATATGCATATAATTAGCA 136
1

1
AGAACAAGTGGCTAGT TTTGGGTTTT TTT TCTTCTTCAAATAGGCTCTATATGGGTATTTATATAATATGTCATGCAAAAATGGACTTTTTTATTAAAAA 2708

Afmmmm----mnmcmanmmnmm \YWAARAA 2742
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1

TTGCATTTTTGTAATT TTATGT TATGT T TAGAGAAATGT TGTGTGTGT TCGATGATATATATAGGTAATGGAGGACTTGATCTAACGCACAACTTICTTT 23€
1

1
TAATGCTCCTC 2808

- et CALT? e e Ter GATAZ @ q
- W TWSWE 1 SWRY D IBAGAATAATGCTACTC 283%
C X WK ] < D IPAGAATAATGCTACTC 2829
C Y (W] [RWWD IAAGAATAATGCTACTC 2810
! x (KWARTKWEKWR YRS q IPAGAATAATGCTACTC 2342
KHV
2910 2920 2930 2940 2950 2960 2970 2980 2990 3000
RS PPN PR PO P P PSS PR PRT PR FE R PR Pl RIS PN [l PRI PR PR |
1
GGATGAGTAACTATTTGGGAACTTTT TAGTCTGCACGGTTTCTTTCGTT TACTCTGATAGTTGTTGCAATAAGTGCAGTATTCATTATTGGTAGCTACAA 336
1
1
TTATCATAT T TATATACCACATCTTTATACCCTCTTATATGGCAGT TGAGGTGAACACACCACATCAAT TAAAATTATGTAATATTTTCTTTTCTTTTAT 2508
TTACCACATTTGTATACCACATCYTTATACCATCTTA AGC' GACANNCCACATCAATTAAAATTATTTAATATTTTCTTTTCTTTTAT 283§
TTACCACATTTGTATACCACATCY TTATACCATCTTATGTGGCAGC TGACGTGGACANNCCACATCAATTAAAATTATTTAATATTTTCTTTTCTTTTAT 2528
TTACCACATTTGTATACCACATCY TTATACCATCTTATGTGGCAGC TGAGGTGGACANNCCACATCAATTAAAATTATTTAATATTTTCTTTTCTTTTAT 2510
TTACCACATTTGTATACCACATCY TTATACCATCTTATGTGGCAGC TGAGGTGGACANNCCACATCAATTAAAATTATTTAATATTTTCTTTTCTTTTAT 2542
3010 3020 3030 3040 3050 3060 3080 3090 3100
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1
TTATGTTCT TTATACATCAAATCCTACTTATT TAAGATACCATCAACCT TCTCACAATTATT T TGGCAGGATCTTATGTCTATTT TCAATTTGTGCAACA 43€
1

1
GATTTATTCCAGTAT T TAT TTT TCTAATTATC T TAATTAAAATACACTTCATCGAT TTAATTGATG TGACATATAATATGGACATGTCACATCATGTGGT 3008
GATTTATTCCAGTATTTGT TTT TCTAATTGTCT TAATTAAAATACACTTCATTGAT TTAATTGATGTGRCATATAATATGGACATGCCACATCATGTGGT 3038
GATTTATTCCAGTATTTGT TTT TCTAATTGTCT TAATTAAAATACACTTCATTGAT TTAATTGATGTGRCATATAATATGGACATGCCACATCATGTGGT 3028
GATTTATTCCAGTATTTGT TTT TCTAATTGTCTTAATTAAAATACACTTCATTGAT TTAATTGATGTGRCATATAATATGGACATGCCACATCATGTGGT 3010

GATTTATTCCAGTATTTGT TT T TCTAATTGTC T TAATTAAAATACACTTCATTGATTTAATTGATGTGRCATATAATATGGACATGCCACATCATGTGGT 3042

3160 3170 3180
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1

ATGGCCACCGATCACCTGCAGAT TTAGCCGGAAACC TTCCCACAAACACCGGCCATTACAAAATT TCACTATCCATGGCCTATGGCCAAGTAACTATTCA S3€
1

1
ATAGAAATGTGGGATAAAAATGTGGTAAGTGTAGCATTACTCT TAGCTAAATAAAGGTCCACAATT TTGTACTTATG-TGTATATATATATATATATATA 3108

HH-SRRAS ATAGAAATGTGGGATAAMAATGTCGTARGTCTAGCATTACTCT TWNWWIAA TRWWWWNWW YWWWNWWR TWAW TATR-TRTATATATATATATATATATA 3134
SED-SRNAS ATAGAAN TAAAN ATTACTCTT TRWWRWWRRWWNWWNWWRTWYWTATR-TRTATATATATATATATATATA 2128
OB-SRNAS ATAGAAATGTGGGATAARAATGTGGTAAGTGTAGCATTACTCT TWNWWIRAA TRWWINWWNWW T RWWWWWR TWWN TATR- TRTATATATATATATATATATA 3108
SARD-SRMAS ATAGAAATGTGGGATAAAAATGTGGTAAGTGTAGCATT: TRWWRAWRRWWRWWNWWR TWNN TATW-TRTATATATATATATATATATA 2141
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GU586228.1 Prmowmz arpmeniass S3 1
KF951503.2 Prmnns apmeniass S AACCCATGGAAGCCCAGTAACTGCACTGGGACGCAATTTAAACAATTGGTATGCATTGTGTTCATTTTTATTT TCACTTGCTTTTTAGCACTAGATTGAL €36
KF975455.2 Prunus apmeniacs S- TCCCATTCTGTTGTATTTCTTGTTGCT 28
BQ615602.1 Pympms apmenisss S- 1
DQ422947.2 Prupus apmeniscs S- TATATATATCACAMATATIGTATCTATTGARATGACCARARGCATTTGACAAA AAAATCAATTTCAATTTAAGATCATCTCCTATAGAG 3208
HH-SRRAS TATATATATRATATAT-NIRTATMTATTKAAATRWYMAAAAKMATWTRA--AATAARAATC. 3231
SEO-SRNAS TATATATATRATATAT-NIRTATMTATTKAAATRIR R AAAAKYATWTRACAAA 2227
OB-SRRAS TATATATATRATATAT-NIRTATMTATTKAAXN A WTRACT- 3208
SARD-SRNAZ TATATATATRATATAT-T-{RTATMTATTKAAATRITAAARKOTWTRA -AATTAAAA 2238
RHV
3310 3320 3330 3340 3350 3360 3370 3380 3390 3400
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GU586228.1 Prppus ammenissa S i
KE951503.2 Prunus ampmeniacs S CACATTTAGCTGATTTTTGARAGCTATGTCATTTAAAATAGCCACTTGTGTTTATATTGCTTTAATAACCTT TTATGAATCTAGGTTCATTAATATTCGG 736
KF975455.2 Prunuz ampeniacs S- TTAGTAATCTCTAAGTATGGGGATGT TGAAATCGTCACTCGCTGTCCTTGTTCTTGCGTTTGCTTTCTTCTTTTGTTTCGTTATGAGCACTGGTGGGTTG 128
HQ615602.1 JFRETAAGA S- 1
DQ422947.2 Prenus SFReRiass S- ATGCCAATTTAGAAACATCTAATTTTTATTGAATGGTTTAGT TGGAAATTTGACATCTTTGCCTAAATCCCCTACCACCGGATGTTTTAAATATTTTAGT 2308
HH-SRRAS 2331
SED-SRNAS 3327
OB-SRRAS 3308
SARD-SRMAS 3338
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GU586228.1 Pypnws ammenisss S
KF951503.2 Prppus apmeniass S
KF975455.2 Prapus ammeniaca S-
HQ615602.1 Prpnus SERGRI0SR S-
DQ422947.2 Prpnus SEReRiass S-
HH-SRRAS

GUS86226.1 Prupns apmeRissa S

KF951503.2 Pyppus Smmenissa S

KF975455.2 Prunus aymeniacs S-

HQ615602.1 Prenuz SFmsRisss S-

DQ422947.2 Prpnns SFReRiess S-
SRRAS

GU586228.1 Pypnns ammenissa S
KF951503.2 Pypnws ammeniass S
KF975455.2 Prppus ammeniacs S-
HQ615602.1 Prunus SFRGRAASA S-

DQ422947.2 Prpnus SER6Riess S-
HH-SRRAS
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TATCGAATTTTCACATTCCCTATTTTCTCTGCT TGACTTCOGTCTTCTTCTTGATCTT TGTAATTCCCTGTCCCTCATCCATGGCTATTCATATGAATCA 236
AT TACAATCTT T TG T T T TACAAA TAT TGCGT T T TTC TACT TGTAT T TTT TGT TCACAGAAACTATTGTGTGTGTTTGATGATATATCACTTGACATG 228

1
TATTTTTATCATAAACTACTAATAAAGTACACT TATAAAAGAGTAAAAGGCAACTC TCTAATATCGCTTGAATTTATTTTTTTATTTTAAAAAAAGCAAL 3408
3431
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3408
3438
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1
AATTGTCATCAGGGATAACAACCCAAAT! TGGTGATACCCATAGGTATCAGCTCCCCTTAAGTTTTGATCTAGAACCCTACATAAATT 836
CGCTGTATTGAATGCACGCACGTAT T TTTCAT T TAATCTAATGCTCAAC TTTCTTTGGATGAGTAAGTATTTGGGGATTGTTT--~~-TCCTGCATGTCCT 224
1
AGATTTTGTCCCTAAAACAAGTGGGCCAATATAATT TATCTATATATATAAAGGTAGAATGTT TTAAAAGTGAAAACATTCAAAATCACACAACTCCCCT 3508
TATATATATATATATATATATATTAAGGCATAATAAGTTCTTAAAATGAAGCATTCAARATCCTTATAACT 3531
3527
3508
3538
3610 3620 3630 3640 3650 3660 3670 3660 3690 3700
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GCTTGGA’ \TTGGGTTTTTCATTGTAGA’

CT T T T ATT T TCATCTGCAGTCTATCATAATAATT T TCGCAGGATC TTATGACTAT TTTCAATTCGTGCAACAATGGCCACCGACCACCTGCAATGCTCC 424
GCCTCTCCCATTCTGTTGTATTTC 24

TGGGTAATGAAAATACTAAAATATATACATTTCATTAAATACGGATAACATGGTACATTCATAAATTATTTAAATCAAAATAAATTTAAAAAGAGCATGT 3€08
CCTCTTGGT TCATGAAAATACTAAAA TAT TAAACAT TTCATTAAATAAGGATAAAA TAT TATATTCACAATT TAT TTAAATTA - - = === = == m e 3631
3€27
3608
3€3e
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3720 3730 3740 3750 3760 3770 3780 3790

GU586228.1 Prppns SFRERiSsa S
KF951503.2

KF975455.2 Prepus o¥menisss S-

HQ615602.1 armeniaca S-

DQ422947.2 Pyppns axmenisss S-
SRNAS

GU566226.1 Prppus SFRERinsa S

KF951503.2
KF975455.2 arpeniacs S-
HQ615602.1 agmeniacs S-

DQ422947.2 Prapnz aymeniass S-

GU586225.1 Pyppns apmenisss S
KF951503.2 Pruons afmesisss S
KF975455.2 Prepus apmeniass S-
HQ615602.1 Pyppys SERERAESR S-
DQ422947.2 Pyppns SFReniass S-

SEO-SRNAS

OB-SRRAS

SARD-SRNAS

GU586226.1 Prpnus SFRSRisss S.
KF951503.2 Pypnus apmeaisss S
KF975455.2 Prprus axmenisss S-
HQ615602.1 Prpnus a¥msRiscs S-
DQ422947.2 Expnns SFR6RAesa S-
HH-SRRAS

SEO-SRNAS

OB-SRRAS

SARD-SRMAS

GU586228.1 Prppus SFR6RAS6R S,
KF951503.2 Pyppms SER6RA6R S
KF975455.2 Prppus S¥6Riscs S-
BQ615602.1 Prerus a¥meniscs S-
DQ422947.2 Pyppus S¥R6Riscs S-
HH-SRRAS

SEO-SRNAS

OB-SRRAS

ZARD-SRMAS

KF951503.2

KE975455.2 Pyppns ammeniass S-
HQ615602.1 Prmpys aymenissa S-

DQ422947.2 Prponz ammenisea S-
HH-SRRAS

GUS86228.1 Pymons SFReioss S
ammeniacs S

GU586228.1 Pranuz axmeniacs S3
KF951503.2 Pyppus ammeniacs S
KF975455.2 Pyppus axmeniass S-
BQ615602.1 Pyponz armeniass S-

DQ422947.2 Prppns apmeniacs S-
HH-SRRAS

GUS86228.1 Prupns ammeniass S3

KF951503.2 Prupns ammeniass S
KF975455.2

HQ615602.1
DQ422947.2 Prppuz ammeniacs S-
HH-SRRAS

SEO-SRNAS

OB-SRRAS

SARD-SRMAS

AATATAGTTATCCATAAAATTAGGAGAAGTTGTCCATAAAAACCGGAGAAAGTGAAACATGTA -mmmmm 370¢

3728
3728
A--AAGGTAGAAGGCTTTAAAAGTGAAACATTCAAMAA 3708
3736
3810 3820 3830 3840 3850 3860 3870 3880 3890 3900
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AAGAACTAGTAAATCTGCATTTCTTATATGAAT TGTCGATGTCGGCATGGAAGGAAATACT T TATTTATT TTCATTATGGATTGTCATATAAGGGAGAAA 1236
AATTGC-AATGGGTC-GCAX’ ATTGTTTCATTA' \TTGCATGTATGTTGCATATTAAA €10
~GCATTACAATCTTTTGC TCT TTATATCCTATACGCTAATTAGCATGCATTGCATTTTCCTACT -~~~ TATATTTTATGTTTAG 202
CCCTCAAAATGCCCTTTTATTTATAAAGACCCTCAAART ATTTAT \TACAA 3806
3829
382s
CCCTGAAAATACTCATGCT- 3806
3836
3910 3920 3930 3940 3950 3960 3970 3980 3990 4000
FERY PR PN | PR PP PR PR FEPR PR PRPR FRRR PRSI P PR PR PR P P |
1
ACCAATGTCATAGGCTGTAATAACCATGCGTGAGTGAGT TGCAGAGA' 1326
TCTACTAACATA---TTTAATGAATGCAATCCAACGACTGATATTAGAAATATGTAACTAATCCTTAACTTAAATACTTAT -~ -~ ~GGGAGAATCTCTCA 702
AGAAATACTGTG---TGTATTGGATGATACAGGTGACATGCGC TG TATTGAAT TAGCAT TAATCTTCTCACAATAATTT TG~ -~ ~GCAGGA'! TGT 254
TAATTTAATATAATGAGGGGAAAATAGTAAAAGT TTAAT TCCTAAA TTATGAAAATAAAAAAA TAAAAAAN \TTCCACCTAMATAATTATATAGAAG 3508
====CATAATCTAATATAATAAGGGTAAAATAGTATACATTAATTTAAAATTATAAAN’ TTCCACCTAAATAATTAYATGRARGAGTY 2828
3928
3508
353¢
4020 4030 4040 4050 4060 4070 4080 4090 4100
s lasssPetnalscasllatimnloncllsisilss sl | l....1 N PR EEER Preey preey | -1
CAACAATGGCCACCGGCCACCTGCAT: ~ACACCG--~-GGCCTTACAAAATTTCACCATCCA 80
TATTAATTAGCCGAAAATTTATAAAATGTAATTAAAGCAATATAAACACAAATGGAARAAAAAARTGACATGGT 1436
TCATTTGAAGATAATATACTTTT TTGAATAAACC--TTGGGTGC-TAGGTAAAATT TTGGTGGTGG-TCCTCT TTTAGGCATATTAATTTTTITTTTGTC 788
CTATTTTCAX \TGGCCACCGGCCACCTGCATACGTAGCAAGAAACCTTGCTCCAA-ACACCG--~-GGCCTTACAAAATTTCACCATCCA 250
CAATTACTCCCCACCGCGTGAACATTCCTCTAATTTTACCCTCCACTCCACCCACATCCCTCTCTTTTTTGTTATATTTTTAGTTTTTATTTAATGAAAA 4006
ACTCCCCWAYTCTATCCACATTCCTCTTTTTACTCCCCCTCCATTTCACCCATAT: 4029
4028
400€
4036
4120 4120 4130 4140 4150 4160 4170 4180 4190 4200
- loacclaeaead B R P s D R P T CETTI FRre Frrey Prees FRrey Freey Prr Frrrs perel |
-ATWWWA—WM--Aﬂ--WAmAm 173
CAGC-TAAGGTAATATTTT TGCTCACTATTTTAAGGTGTACTC TCACTACAAT TCTCAACACT TTT-ATGAATTTATAGAC- - ~~GCATTTCAATAAGGT 1530
AAACCT-TAGGCACATTATTTTGAAA-ATGTACCTATGTAGGTATATATATT TATATCCCAATTCGTATGGATCTGATCATCTAAGAAAAGGACTGCCAT ESE
TGGCCTATGGCCAAGCAAT TATTCAA-ATCCAACGAGGCCCAGTAATTGCGT TGGGTCGCATTTTA-ACGAAAGTAA--ATT--~GGTATGTATTGTTTC 483
GACAACARGACAAGTTGCTATCAATT TTGACAGCAAAGTCTCAGCC TTCATT TCCGCGTAGGAATGGGC TGCTGTGTTGGAAAAAATTATGCTGCCATTT 4106
4129
----------------- GTGTCAATT TTGACAGCAAAGTCTCAGCCTTTATT TTCACCTAGTAATAGGTT 4128
410€
413¢
4210 4220 4230 4240 4250 4260 4270 4280 4290 4300
Joaealo-sal afescalecislacialoccalaccalosmallonccloanclosaclazacoccafocialoccalaccclecaalaneaal
~=ATTTTG--TAAAAAAAAATATATTA-CAAAATGATAGGTATTTT T TCAAT T - — - - - -ACTTTATCCAAAAT-TGAA 2€2
CCCACCTCAATGAATACTCAGAT TTAATGCGAAAAAATTATTAACCACTAACGAAAATCTAATTATCCCTTAATCTTTTACTTTTTACTCAAAATATGTC 1630
TTTATACTT TCGTATATTTAAAC T-ATTGTACT TAATGAAAGGGCCAAAATCARAGTTAAATTTAATACTCAGATTTA-ATGAATTATCCAAAAC--GAA 852

GCAAACGTTGGAACTTCACGTGGCAT TTTAATATCTCGGTTCAAGATACTCTAAAACCAAAGT TTAATGAAAATT TTGTCCAAAAATTAARATATTGTTT 4206
4229

4228

4206

423¢

4310 4320 4330 4340 4350 4360 4370 4380 4390 4400
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ACTTTTTCTCAAAAAATGTATATATTGCTTGGAT-~GTCTCAGTCCCCTCAATTGATATCCAAATTGAGGATAT 258

TATA'I'I’WI’TTM ~TTTTTACTCARAATATCTCTATATTGCT T TAAT-~-GTCTCAGTCCCCTCAN ARAGATAT 1727

AAGTTAACTATC--CCTTACGTTTAC-'

TATCTAACCATA--GCTTGAGTTTCTACT TTTTCTCAAAAAATGTATATATTGCTTGGAT -
GTTTTTGGACGAATTATTTAAAGACTAAATCTACGTCAT-TGAAGT TTTCACTTTTGGAT-
TACTCAAAWATGT---THTATATTGCTTKGAT-

TTCTCCWAT-TAYGTMTATTTTGCTTGGAT-
=CT T T TTCTCAAAATATT TATANATATAYATKTATCTTGONTGGAT -

4430 4440 4450

4520 4530 4540 4550

L R R
X

CTTCSAGCGATCCTWCGCAATGTGGAKRTCGYACAATA AAAAACGCTTCAA TGGAMSTACTCS | 4522
CTTCGAGAGATCCYACRIMTA TCCTTAAAAACGCTTCAATCGTACCACATCCGACAMAAACATGGARST. 4503
CTTCGAGCGATCCTACGCAATGTGGATGTCGTACAATAT TACAGAAATACTTAAAAACGCTTCAATCGTACCACATCCGACAAAAACATGGAAGTACTCG | 4534
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4610 4620 4630 4640 4650 4660 4670 4680 4690 4700
GU586228.1 Prunns SF@SRiesa S X , d
KF951503.2 Prmnus apmeniass S TTAAAAGAACACCTCTCCTTCGTTGCAAACGTGA
KF975455.2 Prupns arpmeniscs S- GACATAGTATCACCCATTAAAACAGCGACTGGAAGAACGCCCCTCCTTCGTTGCAAACCTCA' 1388
HQ615602.1 Prunus arpmeniscs S- GACATAGTTTCAGCCATTAAGAGTAAAACTCAAAGAACACCCCTCGTTCGTTGCAAACGTGATCCA--GCACCGAATAAG-~~ ===~ -AATGCGCCA-- 955
DQ422947.2 Pranus apmenisca S- TAT AGKCHC TCCTTCGTT GT- GATCCAGC ACAGCCG-- 4578
HH-SRRAS TAGTATCACCCATTMAAAMAGCAACTGAAAGAACACCYCTCCTTCGTTGCAAALGTG ATAARAGC ACCCG-- 4600
SED-SRNAS TAGTATCAGCCATTMAAAMAGCAAC TCAAAGAACACCYC TCCTTCGTTGCAAALGTGATMMAGCACR SN IR~ - — = = ===~ -MRNCCG-- 4608
OB-SRRAS TAGTATCACCCATTMAAAMAGCAAC TRAAAGAACACCYCTCCTTCGTTGCAAALGT: -GATAAAGC - 457
ZARD-SRMAS TAGTAGCACCCATTMAANMAGCCAC TGGAAGAACACCYC TCCTCCGTTGCAAAT ~GGAATTAC- AATA----- 4604

RCZ
4710 4720 4730 4740 4750 4760 4770 4760 4790 4800
B B R R PRl ERET) EEET] CREES PRrr PEPRY PEesd Prret PRTP) PRER PRER PPPR] PERR PP PRRRY B 1

GU586228.1 Preows axmeniaca S3, AACTCTCATTTGT TACATGAAGTGGT: 77

KF951503.2 Prppns ammeRissa S
KF975455.2 Preons ammeniasa S-
HQ615602.1 Prppus Srmeniasa S-

DQ422947.2 Pruous SFR6RA0SR S-
RH-SRRAS

TGTTCAGTGGT TACATGAAGT TGTATT T TG T TATGAAT TTAATGCGT TAAAGCAGAT TGACTGTAATCGAAC
CCAAGTCTCAGCCTAATAGCCAGGCCAAT TCTCAGT TGT TACATGAAGTGGTATTT TG T TATGATTATGATGCGCTAGTACT TATTGACTGTAATCGAAC
-AACTCTCAGT TGCTACATGAAGTGGTATTT TGT TATGAATATAAAGCAAAAAAGCAGATTGACTGTAATCGAAC
AACTCTCAGT TTT TACAT

SEO-SRNAS TGAAGTTGTATTTTGTTATGAATATAATGCGTTAAAGCAGAT TGACTGTAATCGAAC
OB-SRRAS TGAAGTTGTATTTTGTTATGAATTTAATGCGT TAAAGCAGAT TGACTGTAATCGAAC
SARD-SRMAS ATCAGT TGT TACATGAAGTGGTATT T TGTTATGAGTATAAGGCAMARAMAGCAGATTGACTGTAATCGAAC | 4674
T5
4810 4820 4830 4840 4850 4860 4870 4880 4890 4900

soselescelocaclesoclenas lesoalsoclasse bossaloseclosss lesosbenes Jeseeloese)oscoatoens lesoeleaasleassal
GUS86228.1 Prepns ammenisss S, 77
KF951503.2 Prunus apmeniscs S AGCGOGATGCTGGAATAATGTTGACATCAAGTTTGAATAA 2116

HQ615602.1 Prmnus AGCAGGATGCTGGAATAATGTTGACATCAAGTTTCCTCCCTAA 1072
DQ422947.2 Prpnws apmeniacs S- ~TCATAATAAA-GTAGTATAATTTAG--TACGGTGCTAGT 4741
HH-SRNAS RNCATAATAAANGTAGTRYGGTTTAG--TATTGTAATAGC 4772
SEO-SRNAZS N ---ms-MTnTm-mmmﬂ)\-mArmm 777
OB-SRRAS IGCGGGATGCTGGAATAATGTTGACATCAAGT T TGAATAAAATAATAG! TAATAAAAGTAGTRWGGTTTAG--TATTGTAATAGC 4750
EZARD-SRNAE IGCAGGATGCTGGAATAATGTTGACATCAAGT TTCAGTAAAATTAT] TARS-TCATAATAAA-GTAGTRYGGTTTAGCATATGGTACAGAT 4772
(&)
4910 4920 4930 4940 4950 4960 4970 4950 4990 5000
FERTLETES PR PEPRY PREPRY PRre | PR EEET PRTR PRPRL TR PEPT PEPTY PR PR B R B L ET T PR |
GUS86228.1 Prmnns armeniass S3, 677
KF951503.2 Prmows armeniacs S 2118
KF975455.2 Prpons apmeniacs S- AG 158¢
HQ615602.1 Prpons armsnisca S- 1072
DQ422947.2 Prppns SFReRiacs S- GTAATAAAACAAATTGAATGG---TTGCACTTACAATTTGATTTGTATGCCATTTT TACGAGAAAT TATAGAATGATACCGTATTAC---~--CAGTCGGT 4232
HH-SRRAS GTAATAAA----AC-GAATGA-~--TTGCACTTACAATTTGGGTAGTCCGCCYT TTTCYSRAGAAATTATAGAATGATACSGTACYACTAYGTCAGCCGGT 42864
SEO-SRNAS GTAATAAACCRNNN-GAATGA-~-~TTGCACTTACAATTTGGGTAGTCTGCCYGTAT TYSRAGAAAT TATAGAATGATACKGTA' 4873
OB-SRRAS GTAATAAA----AC-GAATGA---TTGCACTTACAX' TTATAGAATGATACKGTA' 4842
SARD-SRNAS GTAATAAAAACAGA-AAATGAATATTGCACTTACAATTTGGGAAGTCTGCCYTTTT TKSRAGAAAT TATAGAATGATACSGTACYACCAMGTCRNG--GT 4268
5010 5020 5030
PEETY EEREI EETR FRPR PRERY PR | Y
GU586228.1 Prunus apmeniacs S3, 77
KF951503.2 Prppns armeniacs S 211¢
KF975455.2 Prpons Srmeniscs S- 158¢€
HQ615602.1 Prppns ammeniscs S- 1072

DQ422947.2 Prapus a¥RsRiass S-
HN-SRNAS

49872
45802

SEO-SRNAS RATAYTCYCACTYAAAATTTRASATGTRNA--ACWTTTT 4810
OB-SRRAS RATAYTCYCACTYAAAATTTRASATGTNTA-AACWTTTT 4820
SARD-SRMAS RATAYTCYCACTYAAAATTTRASATGTNTAYAACWTTTT 4802

Sekill 3.5. Genbankta kayith GU586228.1, KF951503.2, KF975455.2, HQ615602.1 ve
DQ422947.2 accession numaralar1 ile karlislastirma sonucunda Hacihaliloglu(HH),
Ordubatbenzeri (OB), Stark Early Orange (SEO) ve Zard kayis1 cesitlerin S-
RNaz’larinnda belirlenen primerler ve (C1,C2, RHV C3, RC4,C5) bolgeleri
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Tablo 3.10. Hacihaliloglu(HH),Ordubatbenzeri(OB) Stark Early Orange (SEO) ve Zard
kayisi ¢esitlerin S-RNaz’larin primir bolgelerinde belirlenen baz biiyiikliikleri

Ornekler | SRcF EMPC2consFD/EMPC3cons | PaConslF | AprFBCSF/A
RD AprSC8R | prFBCSR
SRc-R
HH 266 1655 461 507
SEO 334 1414 528 507
OB 343 1354 537 507
ZARD 344 1334 540 507

Bu 4 kayis1 cesitleri ile Genbankta kayith GUS586228.1, KF951503.2, KF975455.2,
HQ615602.1, DQ422947.2 accession numaralart Prunus armeniaca’larla elde edilen
filogenetik smiflandirmada Hacihaliloglu(HH) , Ordubatbenzeri (Ob) ayn1 Stark Early
Orange (Seo),ve Zard cesidi ise farkli grubta grupta yer almigtir.

HH-SRNase
_: OB-SRNase
SEO-SRNase
ZARD-SRNase

KF951503.2 Prunus ameniaca S locus S-RNase 52 (S-RNase) gene complete cds

(GU586228.1 Prunus armeniaca S38-RNase gene complete cds

DQ422947.2 Prunus armeniaca S-locus S-RNase ¢ (S-RNase) gene complete cds

KF975455.2 Prunus armeniaca S-RNase 53 (S-RNase) gene complete cds

HQ615602.1 Prunus armeniaca S-locus associated ribonuclease (S-RNase) gene S-RNase-S24 allele complete cds

05

Sekil 3.6. Hacihaliloglu(HH), Ordubatbenzeri (OB), Stark Early Orange (SEO) ve Zard
kayis1 cesitlerinden elde edilen S-RNaz dizileri ile NCBI (ulusal biyoteknoloji bilgi
merkezi ) veri bankasinda kayitll Prunus armeniaca S-lokus S-RNazlar1 ile elde edilen
filogenetik siniflandirma
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3.4. SFB Geninin Dizi Analizi

Prunus'taki diger SFB genlerinde oldugu gibi, kayis1 genotiplerimiz de bulanan N-
terminal bolgesinde yer alan bir F-box alani, iki degisken bolge ( V1, V2) ve iki HV
bolgesi ( HVa, HVb) gosterilmistir.

Dort cesitte Elde edilen SFB genlerini NCBI (Ulusal Biyoteknoloji Bilgi Merkezi ) veri
bankasmda karsilastirdigimizda Prunus armeniaca SFB genlerine genlerine en diisiik

%84.61 en yiiksek 92.35 arasindan benzerlik gosterdigini tespit edilmistir.

Bu 4 cesitte ortak olarak en yiiksek benzerlik Genbankta KP938528.2 accession
numarasi ile kayith gene benzerlik gostermstir. HH, SEO ve Zard ¢esidi referans olarak
aldigimiz DQ422946.1 accession numarali SFB genine en diisiik benzerlik gostermistir.
OB kayis1 ¢esidi ise bu 3 kayisidan farkli AY587565.1 accession numarali gene en
diisiik benzerligi gostermistir. (Tablo 3.11.).

Tablo 3.11. SFB geninin Prunus armeniaca’lar arasinda en yiiksek ve en diisiik

benzerlikleri

KP938528.2 92.11
DQ422946.1 84.81
KP938528.2 92.14
DQ422946.1 85.12
KP938528.2 92.35
AY587565.1 84.61
KP938528.2 89.35
DQ422946.1 85.03
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SFB niikleotidinin SEO kayis1 ¢esidi ile karsilastirlmasi sonucunda primer bolgeleri
Sekil 3.7 ‘da gosterilmistir. Bu 4 cesit i¢cin (Hacihaliloglu(HH), Ordubatbenzeri (OB),
Stark Early Orange (SEO) ve Zard) AprFBCS8-F/ AprFBC8-R primerinde baz biiyiiligii
ayni1 sekilde tespit edilmistir.(Tablo 3.10.)

AprFBC8-F/AprFBC8-R
1 500 1,000 1,500 2,500 3,000 3,500 4,000 5,000 5.789

Sekil 3.7. SFB niikleotidinin SEO kayisi ¢esidi ile karsilastirlmasi sonucunda primer
bolgesi

NCBI (Ulusal Biyoteknoloji Bilgi Merkezi )’da FJ377727.1, DQ887488.1,
HQ615603.1, EU652887.1, EU652885.1, EU652884.1 ve DQ422946.1  accession
numaralart ile kayith SFB genleri ile eslestirme sonucunda primer baglanma
bolgesinden sonra yaklasik olarak 500 bp Lk bdlgede bu 4 cesit ic¢in
(Hacthaliloglu(HH), Ordubatbenzeri (OB), Stark Early Orange (SEO) ve Zard)

niikleotid dizileri belirlenememistir.
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B PRPTLETTR] PEPR PSR PEPR FRSR FEPRI FER PR PRPRLETER FREP] PEPR] PRSP BEPRY PRER PRERL EPER PP |
F9377727.1 Pyppus SFRERiass SR SRR A
DQ387488.1 Pruons ammeniacs S, TT-GGCTATTRTCAACCGCAAAAGTGAGTCGTT 232
HQ615603.1 aEpmeniaca S- TTTCCCATTATCAACCGCAAMAGTAA 26
EU652887.1 aEmeniaca S- 1
EU652885.1 apmeniacs S- 1
EU652884.1 apeeniacs S- 1
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DQ422946.1 Prppns apmenisss S- TGCATGTGCCAATTGGTTTTCTTTTTTCTTTTATTTTTAGTATTAAGAAAAGATAACATGGGTAGT TATGTTCCATAAAAGTATGACTTATTATCTGATT 287
HR-SFB \TAAAAGT:

SEO-SFB
QOB-SFB
SARD-SFB

FJ377727.1 Prupns SFR6RissR SR
DQ867488.1 Prunns SFRSRiasa Si,
HQ615603.1 Prupys axmeniass S-
EU652887.1 Prunys axmeniaca S-

EU652884.1 Prunys axmeniasa S-

DQ422946.1 Prmous Sxmeniasa S-
RH-SFB

Sekil 3.8. Genbankta kayith FJ377727.1, DQ887488.1, HQ615603.1, EU652887.1,
EU652885.1, EU652884.1 ve DQ422946.1 accession numaralar1 ile karlislastirma
sonucunda Hacihaliloglu(HH), Ordubatbenzeri (OB), Stark Early Orange (SEO) ve
Zard kayis1 cesitlerin SFB’lerinin tespit edilen bolgeleri.
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NCBI (ulusal biyoteknoloji bilgi merkezi ) veri bankasinda kayith Prunus armeniaca S-
lokus SFB’leri ile 4 kayisi cesidinde elde ettigimiz SFB dizileri ile olusturulan
filogenetik smiflandirma iki gruba ayrilarak Hacihaliloglu(HH), Stark Early Orange
(SEO) Ordubatbenzeri (OB), ve Zard ayn1 grupta yer almistir.

EU652887.1 Prunus armeniaca S-locus F-box protein 26 (SFB26) gene complete cds
|_[ EU652884.1 Prunus armeniaca S-locus F-box protein 11 (SFB11) gene complete cds

I EU652885.1 Prunus ameniaca S-locus F-box protein 17 (SFB17) gene complete cds

FJ377727.1 Prunus armeniaca cultivar Xianhebao S-locus F-box protein 23 (SFB23) gene complete cds
—I DQ422946.1 Prunus armeniaca S-locus SFBc (SFB) gene complete cds
,7 DQ887488.1 Prunus armeniaca S14 F-box protein gene complete cds
HQ615603.1 Prunus armeniaca S-haplotype-specific F-box protein (SFB) gene SFB24 allele complete cds
— HH-SFB
SEO-SFB

ZARD-SFB

05

Sekil 3.9. Hacihaliloglu (HH), Ordubatbenzeri (OB), Stark Early Orange (SEO) ve Zard
kayis1 cesitlerinden elde edilen SFB dizileri ile NCBI (ulusal biyoteknoloji bilgi
merkezi) veri bankasinda kayith Prunus armeniaca S-lokus SFB’leri ile elde edilen
filogenetik siniflandirma



4. BOLUM
TARTISMA-SONUC ve ONERILER

4.1.Tartisma

Ticari olarak meyve yetistiricilikte her yil diizenli iiriin allmnmasi temel amactir.
Ulkemizde, kayis1 yetistiriciliginde ekolojik ve cevresel faktorle disinda uyusmazlik
gibi biyolojik faktorler de kayis1 verimini olumsuz etkilemektedir. Meyve olusumunda
tozlagsma ve dollenme biiyiik onem arz etmektedir. Bundan dolay1 da oncelikle disi ve
erkek ciceklerin olgunlasmalarini normal olarak tamamlamalari, tozlayici ve tozlanan

cesitler arasinda eseysel uyusmazligin olmamasi gerekmektedir [3].

Bu calismada Erciyes {tniversitesi Ulusal Kayisi Genetik Kaynaklar1 Parselinden
toplanan 241 cesit ve tipten uygun kalitede DNA elde edilip S allel spesifik PCR
uygulamasi yapilarak eseysel uyusmazlik durumu belirlenmistir. Tiim genom dizilemesi
yapilan Hacihaliloglu ile birlikte Stark Early Orange, Zard, Ordubatbenzeri kayisilarinin
disi determinantlar1 (S-RNaz) ve erkek determinantlar1 (SFB) belirlenmistir. PCR
calismalrinda belirlenen 4 cesit i¢in (Hacihaliloglu, Stark Early Orange, Ordubatbenzeri
ve Zard ) kullamilan primerlerde baz uzunluklar1 ile DNA dizilemesi yapilan bu
cesitlerde tespit edilen baz biiyiikliikleri arasidaki farklar gézlemlenmistir bunun sebebi
kullanilan ~ primerlerin ~ baglanma  bdlgelerinde  polimorfilik  gdstermesinden

kaynaklandigi tespit edilmistir. Tablo 4.1 ‘de bp uzunluklar1 fark: verilmistir.



Tablo 4.1. Hacihaliloglu , Stark Early Orange, Ordubatbenzeri ve Zard cesitlerinin
niikleotidleri iizerinde belirlenen baz uzunluklar1 ve PCR sonucunda belirlenen baz

uzunluklar:
.. SRE: PaConslF AprFBCS-
Ornekler F/Sliic- EMPC2consFD/EMPC3consRD AprSCSR  F/AprFBCSR
R 200 165 S N
ESEON 14 SEE N
e 354 S N
DZERDIN 344 1334 540 507

IEET 2007424 280 . 150/500
ISEGOT 354 - 550 150/150
GBI 424 1300/1980 . 150/500
DZARDI 332 - - 150/500

Abaci (2011) ,Yaptigi Calismasinda “Paviot”, “Levent” ebeveynleri ve bunlarin 89 F1
bireyinde yapilan S allel spesifik PCR uygulamalar1 sonucunda bireylerin uyusmazlik
durumlar1 ve uyusmazlign kaltimimi ortaya ¢ikartmiglardir. “Paviot” cesidinde Sc
uyusurluk aleli bulundugu ve cesidin kendine uyusur oldugu ancak ‘“Levent”
genotipinin Sc aleli tasimadigi ve kendine uyusmaz oldugu tespit ederek “Levent”
genotipinde S52Sx alellerinin varligi belirlemislerdir. Calismada yer alan 89 Fl1
bireyinin 33 tanesinde Sc aleli bulundugu ve bu bitkilerin kendine uyusur oldugunu
belirlenmislerdir. Yaptigimiz ¢calismada “Paviot” un birinci intronunda 354 bp ikinci
intronunda 900 bp biiyiikliigiinde bantlar elde edilerek SCS2 allelleri belirlenmistir.
“Levent” c¢esidinde ise PCR iiriinlerinin elektroforez islemi sonucunda elde ettigimiz
bantlara ve  PCR iriinlerini ABI3500 cihazmna yiikleyerek elde ettigimiz pik
biiyiikliiklerine bakarak birinci intronunda 424 bp ikinci intronunda 1300/1700 bp lar
elde edilerek bu genotipinde S6S11 alelleri tespit edilmistir. Caliyma sonucunda
“Paviot” SCS2 allelini ayn1 sekilde belirlendigi ancak “Levent” ¢esidin de ise belirlenen
S52 ve belirlenemeyen SX allellerin de rastlanmamistir bu da kendine uyusma

durumunun kayisilarda olduk¢a karmasik oldugunu gostermektedir.

Yilmaz (2008) yaptig1 calismada Tiirkiye’de yetistiriciligi yapilan 96 kayisi genotipinde
uyusma (Sc) alelini belirlemek amaciyla S allel spesifik PCR uygulamalarinin
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gerceklestirildigi bir ¢calismada 96 genotipten 33 tanesinde (“07-K-117, “07-K-09”, “07-
K-017, “Abuzer Giilen”, “07-K-15”, “07-K-14”, “12-Kadioglu”, *“Seftalioglu”,
“Tokaloglu Yalova”, “Turfanda Eski Malatya”, “GU-137, “Kayseri (PA)”, “Imrahor”,
“GU-8”, “92-58-017, “Mektep”, “Ethembey”, “Turfanda [zmir”, “Alioglu-49”,
“Adilcevaz-17, “Alyanak™, “Cologlu”, “Tevfik Yildirim”, “Karacabey”, “Yerli [zmir”,
“GU-50", “Mehmet Yiiksel 18607, “Cekirge 52, “Kayis1 Erigi”, “Hacikiz”, “92-58-
027, “Yegen Eski Malatya”, “Canakkale”) Sc tespit edildigi bildirilmistir.

Yaklasik 15-20 yil Oncesine kadar kayisida 3-5 cesidin kendine uyusmaz oldugu
bilinmekle birlikte son yillarda yapilan arastirmalarda kayisida uyusmazlik durumunun
sanildigindan ¢ok daha fazla ¢esitte var oldugu yapilan molekiiler caligmalarda ortaya

konmustur.

Pedryc ve ark., (2006), kokenleri farkli kayisi cesitleriyle 2 primer kullanarak
gerceklestirdikleri S allel spesifik PCR uygulamalar1 sonucunda ; Amerika, Orta Asya
ve Avrupa kokenli cesitlerde kesfedilen yeni 3 S aleli (S17, S18, S19) ortaya
cikarmiglardir. Sonug olarak Cin orijinli kayis1 ¢esitlerinde en fazla s allel varyasyonu
goriilmiistiir. Arastirmacilar 7 aleli (S9, S10, S12, S13, S15, S17 ve SI18)
klonlamislardir. Yaptigimiz bu calismada kesfedilen yeni 3 (S17, S18, S19) S allelinden
sadece S19 allelini (“’Castelbrite’’, *’Ordubat Benzeri’’ , °92.23.01"" , “Erivan’’,
10, “Proyma’’, “2240-Sekerpare’’, <°93.22.02”,”’Sakit 4°°, 2 “ve “1344”’) 11
cesitte tespit edilmistir.

Zhang ve ark. (2008), Cin’de yetistirilen 16 kayis1 ¢esidinin S genotipleri Rosaceae S
RNaz genlerinin korunmus C2 ve C3 bolgelerini temel alan bir primer kombinasyonu
kullanilarak S alel spesifik PCR yontemiyle saptanmustir. Arastiricilar bu primer
kombinasyonlarini kullanilarak 12 S RNaz aleli belirlemislerdir. Buna gore genotiplerde
647 bp S9, 266 bp S10, 464 bp S11, 360 bp S12, 401 bp S13, 492 bp S14, 469 bp S15,
481 bp S16, 487 bp S17,1337 bp S 18, 546 bp S19, 1934 bp S20 alellerinin varhig: tespit
edilmistir. Yapilan DNA dizileme islemleri neticesinde elde edilen baz dizileri gen
bankasmda taranmis ve S11 ile S20 arasindaki 10 alelin yeni S alelleri oldugu tespit
edilmistir.

241 kayist gesit ve tipte belirledigimiz S alellerine bakarak belirlenen bu 12 S allellerin
den S9 (%7), S11 (%5), S12 (%5), S13 (%7) ,S19 (%3) ve S20 (%3) oraninda



68

bulundugu tespit edilmistir. Ancak S10, S14 , S15, S16 ,S17 , S18 allellerinin varligi

calistigimiz 241 kayisi ¢esit ve tipte rastlanmamustir.

Xu ve ark., (2010), Cin’de yetisen 24 Prunus mume ¢esidinde S allellerini belirlemek
icin yaptiklar1 bir calismada allel spesifik PCR ve DNA dizileme teknikleri
kullanmiglardir. Calismada 10 tane yeni S RNaz aleli belirlenmis ve S17, S18, S19,
S20, S21, S22, S23, S24, S25 ve S26 allelleri gen bankasma kaydedilmistir. Calisma
sonucunda Prunus mume tiirinde S RNaz’m yiiksek oranda polimorfik oldugu rapor
edilmistir. Yaptigimiz bu calismada 241 cesit ve tipte sadece S19,S20,S22 allerine

sirastyla 11, 12, ve 1 tane belirlenmistir.

Ossama ve ark., (2013), Fas'taki farkli ekosistemlerinden yerel kayisilarin (Prunus
armeniaca L.) S-lokusun da ki genetik cesitlilik ve S-allellerinin diger bdlgelerle
goriilme sikligr karsilastirilmis, sonucunda 55 kayisi gesitlerinin S genotiplerine
bakilarak 37 tanesinin kendine uyusur oldugu belirlenmislerdir. Burada en sik goriilen
SC aleli oldugu daha sonra S13, S7, S11, S2, S20, S8 ve S6 olarak tespit etmislerdir.
Yaptigim calismada ise %16 oranindan en yiiksen oranla SC alleli oldugu daha sonra S8

%11, S2 %10, S3 %10, S7 %10 oraninda takip etmekte oldugu belirlenmistir.

Murathan ve ark., (2016), calismasinda, Fransiz yerel ¢esitlerinden biri olan Paviot'tan
tiiretilmis 77 tane F1’lerin S-allelleri ve Tiirkiye kayisi ¢esitlerinden biri olan Kabaasi,
S-RNaz intron bolgeleri polimeraz zincir reaksiyonu ile tanimlanmis ve Paviot disi
ebeveyninin ScS2 genotipine sahip oldugunu ve Kabaasi erkek ebeveyni S1S9 alellerine
sahip oldugunu ortaya ¢ikarmiglardir. S allellerini belirledigimiz bu c¢alismada ise
Kabaasi c¢esidinin birinci intronu 200/378 bp ve ikinci intronunda 500/1250 bp
biiytikliigiin de tespit edilerek Avrupa kayisilarindan tanimlanan S9S13 allelleri

belirlenmistir.

Giircan ve ark., (2016) ,da yaptig1 ¢calismasinda 90 tane kayisi ¢esidinin 85 tanesinde
Avrupa kayislarinda da tamimli 9 adet S alleli belirlenmis, Tokalog™lu’’ ve ‘‘Tokalog™lu
Erzincan’’ ¢esitlerinde ise daha 6nce tanimlanmami 1200 bp biiyiikliigiinde agoroz jelde
bir goriintii elde etmislerdir. Yapilan bu ¢aligmada kendine uyusmazlik S8 aleli ve S8
allelin kismi mutant1 olan SC allelini belirlemek i¢in kullanilan AprSC8 primer ciftini
kullanarak 42 kayisi ¢esidinde 550 bp, 12 tanesinde 400 bp ve 3 tanesin de ise 600 bp

biiytikliiglinde bant goriintiisii elde etmislerdir.
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Sara ve ark., (2018), Bu ¢aligmada, farkl iireme programlarindan ve iilkelerden gelen
geleneksel ve yeni gelistirilen ¢esitler dahil olmak iizere 92 kayis1 ¢esidinin bir
grubunun S-allellerinin PCR analizi ile belirlenmis. Sonug¢ olarak cesitlerin yaklasik

yarist (47) kendine uyusur ve diger 45 kendiyle uyusmaz olarak belirlemislerdir.

Elde edilen sonuclar ile literatiir sonuclar1 karsilastirildiginda calismalar arasinda
farkliliklar oldugu tespit edilmistir. 2010 yilinda Halasz’n yaptig1 bir calismada SC’ nin
S8 allelinin bir mutant1 oldugunu tespit etmislerdir. Kullanilan pirimerlerden SRc-R ve
SRc-F bu iki alleli bir birinden ayirt edemedigini belirlemislerdir. Yapilan ¢aligmlarda
bu sorunu ¢ozmek icin (AprFBCS8) primer ciftinden faydalanmislardir. Jie (2005) ile
Chen (2006) yaptiklar1 calismada bazi kayist genotiplerin uyusmazlik alleli tasimasina
ragmen arazi ¢alismalarinda kendine uyusur bireyler gibi davrandigimi bildirmislerdir.
Kendine uyusur olarak bilenen bazi genotiplerin kendileme caligmalarinda sonug elde
edemediklerini rapor etmislerdir. Kendine uyusma durumunun kayisilarda olduk¢a

komplike oldugu arastirmacilar tarafindan bildirilmistir.
4.1.1. S-Rnase ve SFB Geninin Dizi Analiz Karsilastirilmasi

Bu calismada Hacihaliloglu, Ordubatbenzeri, Stark Early Orange ve Zard kayisi
cesitlerin S-RNaz ve SFB’ leri belirlenmistir. Genotiplerin S-RNaz ve SBF genleri,
diger Prunus da bulunanlarla tipik Ozellikleri gostermislerdir. Romero (2004) yaptigi
caligmasinda kayist S-RNaz genlerinde RHV alanmin yiiksek degiskenlige sahip
oldugunu bildirmistir. F-box motifi N-terminal bolgesinde bulunmus ve tiim Prunus
SFB genleri arasinda korunmustur. Ikeda (2004), Romero (2004) yaptiklar1 bir
calismada belirlenen bolgeler arasinda HVa, HVb’nin C-terminal bdlgesinde yer
aldigmi ve degisken bolgelerin SFB genlerine dagilmis olsa da, degisken alanlarin esas
olarak C-terminal bolgesinde bulundugunu bildirmislerdir. Yaptigimiz bu ¢aligmada S-
Rnase ve SFB’ lerin belirlenmesi dizi ¢esitliligi zenginlestirir ve Rosaceae'deki S-
RNase ve SFB genlerinin daha genis bir filogenetik analizlerin yapilmasma katkida

bulunacaklardir.

Vilanova ve ark., (2005), 16 kayis1 genotipi ile yaptiklari1 bir calismada 2 primer
kombinasyonu kullanarak S alel spesifik PCR uygulamasi gergeklestirmislerdir.
Yapilan PCR ve dizileme islemlerinden sonra sonug olarak kayis1 genomunda C1 ve C2

S RNaz korunmus bolgelerinin oldugunu gézlemislerdir.
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Wu ve ark., (2009) ,yaptiklar1 bu ¢alismada 14 yerli Cin kayis1 ¢esidinin S-genotiplerini
belirlemek icin, Prunus S-RNase ve SFB konsensiis dizilerinden tasarladiklar1 primerler
kullanilarak PCR yapmigslardir. Caligma sonucunda Sekiz yeni S-RNaz aleli i¢in
cikarilan amino asit dizisi P. armeniaca'da % 66.4 - 100 iken, SFB alellerinin benzerligi
% 73.7 - 98.6 oldugunu rapor etmislerdir. Yaptigimiz kaliteli DNA dizi analizinden
sonra Hacihaliloglu, Ordubatbenzeri, Stark Early Orange ve Zard kayisi cesitlerinde
belirlenen S-RNaz ve SFB’ lerin NCBI ‘ da kayitli Prunus armeniaca S-RNaz genlerine
benzerligi en diisiik %79.98 en yiikksek % 94.55 oraninda iken SFB benzerligi en diisiik
%84.61 en yiiksek %92.35 arasinda oldugu tespit edilmistir.

Bu yiiksek lisans tez caliymasinda daha oOncede dizilenmis olan Hacihaliloglu'nu
referans alinarak Ordubatbenzeri, Stark Early Orange ve Zard kay1 cesitlerinin yiiksek
kapasiteli DNA dizileme analizi yapilmistir. Erciyes tiniversitesi Ulusal Kayis1 Genetik
Kaynaklar1 Bahcesinde yer alan 241 kayisi ¢esit ve tipin 69 tanesi kendine uyusur 172
tanesininde kendine uyusmaz olarak belirlenip S allel profilinin ¢ikartilmigtir. 241
kayis1 cesit ve tiplerinde 13 farkli S alleli tespit edilmistir [ SC (%16), S2 (%10), S3
(%10), S6 (%7), ST (%10), S8 (%11), S9 (%7), S11 (%5), S12 (%S), S13 (%7) ,S19
(%3), S20 (%3) ve S22 ( %1)], S allellerinin % 5’1 ise Avrupa kayisilarinda tanimlanan
20 adet S allelinden farkli oldugu i¢in tanimlanamamustir. Bu cesit ve tiplerde SC (71),
S2 (45), S3 (42), S6 (32), S7 (42), S8 (46), S9 (32), S11 (20), S12 23), S13 (30) ,S19
(11), S20 (12) ve S22 ( 1) tane belirlenmistir bunlara ek olarak SX1(19), SX2(6) tane
bilinmeyen allell tespit edilmistir. Yiiksek kapasiteli DNA dizileme analizi yapilan bu 4
cesitde (Hacihaliloglu’nu Ordubatbenzeri, Stark Early Orange ve Zard ) S-RNaz ve
SFB allelleri tanimlanmistir. Bu sonuglara gore S-lokus gen yapismin diger Prunus
tiirlerinde bildirilenlere benzer oldugunu gosterilmistir. Dort cesitte belirlenen niikleotid
dizilerinin uzunluklarindaki allel boylar1 ile PCR calisma sonucunda belirlenen allel
boylar1 arasdikaki farkliliklarmn primerlerin baglanma bolgelerinin  polimorfiklik
gostermesinden kaynaklandig: tespit edilmistir. Kayisidaki S-RNaz ve SFB alellerinin
tanimlanmasi, Prunus'taki gen triinlerinin, primer yapilarinin daha net bir goriintiisiiniin
elde edilmesi ve Prunus cinsindeki GSI bilesenlerinin filogenetik iligkilerinin
derinlemesine ¢alisilmasi i¢in degerli bilgiler sagmaktadir. Dahasi, S-lokus genlerinin
dogru karakterizasyonu, kayisida c¢ok erken asamalarda 1slah calismalarinda
ebeveynlerin belirlenmesinde veya yeni cesitlerin S-genotiplerini belirlemek icin

spesifik PCR primerlerin gelismesine olanak saglayacaktir.
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