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OZET

IGDIR’DA YETISEN YEREL SEFTALI GENOTIPLERININ GENETIK
CESITLILIGININ BELIRLENMESI

DEMIREL, Serap
Yiiksek Lisans Tezi, Bahge Bitkileri Anabilim Dali
1. Tez Danismant: Dr. Ogr. Uyesi Miicahit PEHLUVAN
2. Tez Danigmani: Prof. Dr. Rafet ASLANTAS

Temmuz 2018, 66 sayfa

Bu calismada, Igdir ilinin Zeferan ve Agseftali isimleri ile bilinen yerel seftali
genotipleri arasindaki genetik farkliliklarin ISSR molekiiler mrkorleri yardimiyla ortaya
konmustur. 54 adet seftali genotipi 32 polimorfik ISSR primeri ile amplifikasyona tabi
tutulmustur. En yiiksek polimorfizm degeri UBC-813, UBC-814, UBC-825, UBC-844,
UBC-857, UBC-866 ve UBC-868 primerlerinden (%100) elde edilirken, en diisiik
polimorfizm degeri UBC-819 ve UBC-847 primerlerinden (% 33,3) clde edilmistir.
Genotipler arasindaki Jaccard benzerlik katsayisi 0,40 ile 0,89 arasinda hesaplanmustir.
Molekiiler veriler ile gerceklestirilen UPGMA ve PCA analizleri sonucunda genetik
acidan birbirine en uzak genotiplerin Zaferan 6 ve Agseftali 18, birbirine en yakin
genotiplerin ise Agseftali 6 ve Agseftali 16 oldugu belirlenmistir. Ayrica
gerceklestirilen molekiiler analizler sonucunda Igdir ili yerel genotipleri olan Agseftali
ve Zaferan arasinda genetik farklilik bakimindan belirgin bir ayrim olmadigi ortaya
konmustur. Agseftali ve Zaferan seftali genotiplerinden genetik benzerlik olarak
birbirinden farkli olanlarin yapilacak olan 1slah c¢aligmalarinda ebeveyn olarak
kullanilabilecegi, ayrica gerceklestirilecek olan germplasm koruma g¢alismalarina bilgi
saglayabilcegi kanisina varilmistir.

Anahtar kelimeler: Igdir, seftali, molekiiler markor, ISSR, genetik cesitlilik



ABSTRACT

IDENTIFICATION OF GENETIC DIVERSITY OF LOCAL PEACH
GENOTYPES IN THE IGDIR

DEMIREL, Serap

Master Thesis, Horticulture Main Discipline
Thesis Advisors: Assist. Prof. Miicahit PEHLUV AN
Prof. Dr. Rafet ASLANTAS
August 2018, 66 pages

In this study, genetic diversities between local peach genotypes which is known
as Zeferan and Agseftali in Igdir province were detected as ISSR molecular markers. 54
peach genotype were subjected to amplification with 32 polymorphic ISSR primers.
UBC-813, UBC-814, UBC-825, UBC-844, UBC-857, UBC-866 and UBC-868 primers
have the highest polymorphism values (100%). However, the lowest polymorphism
values were obtained from UBC-819 and UBC-847 primers (33,3%). The coefficient of
Jaccard similarity among genotypes was calculated between 0,40 and 0,89. In
consequence of UPGMA and PCA analyzes performed with molecular data, One
another most distant genotypes were genetically identified as Zaferan 6 and Agseftali
18, but the closest genotypes were identified as Agseftali 6 and Agseftali 16. In
addition, the molecular analyzes carried out has been revealed that there is no
significant difference in terms of genetic diversity between Agseftali and Zaferan which
are local genotypes of Igdir Province. It is suggest that those are different from each
other in terms of genetic similarities from Agseftali and Zaferan genotypes will use as
parent in the future breeding studies and will also provide information in future
germplasm conservation studies.

Key words: lgdir, peach, molecular marker, ISSR, genetic diversity



ONSOZ Ve TESEKKUR

Igdir ilinde seftali yetistiriciligi meyvecilikte 6nemli bir yere sahiptir. Bu
caligma Igdir’da Zaferan ve Agseftali isimleri ile bilinen yerel seftalileri molekiiler
diizeyde tanimlamak amaciyla yiiriitilmiistiir. Genetik olarak birbine uzak ve yakin
seftali genotiplerinin belirlenmesi gergeklestirilecek olan 1slah galismalart igin kayda

deger bilgi saglayacaktir.

Bu caligmada bana her tiirlii kolaylig1 ve yardimi saglayan danigman hocam
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1. GIRIS

Seftali (Prunus persica L.) iliman iklim kusagindan subtropik ve tropikal
bolgelere kadar yetisen, 430’ dan fazla tiir iceren ve diploid yapida olan Prunus cinsine
ait bir meyve tiiriidiir (Redher, 1940). Seftali genellikle 35° ve 45° enlemleri arasinda
her iki yarim kiirede yetisen ve tomurcuklarin dormansisi i¢in soguklanma ihtiyact

duyan bir meyve tiiriidiir (Scorza and Sherman, 1996).

Prunus cinsinin en yaygin kabul edilmis siniflandirmasi Rehder tarafindan 1940
da gerceklestilirmis olup, Prunus cinsinin 5 alt cinsten olustugu kabul edilmektedir;
Amygdalus, Cerasus, Prunus, Laurocerasus and Padus. Prunus cinsinin biitiin tyeleri
gibi seftali bazi haploid hatlar1 gelistirilmis olsa da diploid tiirlerdir (Toyama, 1974).

Prunus sistemetigi asagidaki gibidir;
Alem : Bitki
Sube : Magnoliophyta
Sinif : Magnoliopsida
Takim : Rosales
Familya : Rosaceae
Alt familya : Amygdaloideae
Cins : Prunus
Alt Cins : Amygdalus

Prunus cinsi ekonomik olarak onemli sert c¢ekirdekli ve sert kabuklu meyve
agaclarini igeren kisin yaprak doken yada her daim yesil aga¢ ve g¢alilardan olusan
200’tn tzerinde tir igermektedir. Kayist (Prunus armeniaca (L)), erik (Prunus
domestica (L.)), Japon erigi ( Prunus salivina (Lindl.)), visne (Prunus cerasus (L.)) ve
kiraz (Prunus avium (L.)) 6nemli sert ¢ekirdekli meyvelerdendir (Chen et al., 2013).

Seftaliye ilk kez Linne tarafindan, anavataninin Persia (Iran) oldugu
distintilerek, Amygdalus persica ismi verilmis, ancak yazili kaynaklar ve arkeolojik
bilgiler g6z Oniine alinarak anavataninin Cin oldugu, giiniimiizden en az 4000 yil 6nce

muhtemelen Kun Lun daglarinin kuzey tarim havzasinda kiiltiire alinmis ve hala burada
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bliylik bir genetik ¢esitliligin mevcut oldugu belirtilmistir. Cinden rapor edilen bilgilere
gore Mao Tao adi ile bilinen yabani seftalinin en eski seftali formu olabilecegi ve
bugiinkii kiiltiir seftalilarinin atas1 olabilecegi belirtilmistir (Rieger, 2006). Batiya
seftalinin yayilimi milattan énce birinci ve ikinci yiizyil siiresince Cin’den Iran’a ipek
Yolu ticareti boyunca devam etmistir (Hedrick et al., 1917). Daha sonra seftali Iran’dan
Akdeniz havzasina seyahat etmistir. Millattan once 1. yiizyilda seftalinin Italya’ ya
ulagmis oldugu ve o donemlerle es zamanl olarak Danube nehri ve Karadeniz bolgesi
boyunca Fransaya ulasmis oldugu diisiiniilmektedir (Werneck, 1956). Suriye’nin isgali
siresince Romalilar Akdeniz Bolgesi’ne seftalinin girigini saglamis, bunu takiben
Seftali Fransa ve italya’dan Dogu ve Bat1 Avrupa’ya yayilmustir. 1500’ lerin ikinci yarist
civarinda Seftali Avrupa’dan Ispanyol sdmiirgeciler tarafindan Giiney Amerika’ya
tasinmig ve yetistiriciligi Meksika bolgesine hizla yayilmistir. 1600’li  yillarin
sonlarinda seftali girigleri Florida’da ve Giiney Amerika’nin dogu ve bati kiyilarinda da
gergeklesmistir (Faust and Timon, 1995) . Kuzey Bat1 Amerika’ya seftalinin ikinci bir
girisi bir kag seftali ¢esidinin 1850’lerin ortalarinda Cin’den direkt olarak getirilmesiyle
olmustur (Chin et al., 2014). Bunlardan biri mevcut ticari seftali gesitlerininin atasi
olarak kabul edilen Chinese Cling isimli ¢esittir (Scorza ve Sherman, 1996). Chinese
Cling isimli ¢esit, Elberta isimli ¢esidin orijini olan fakat ismi bilinmeyen bir gesit
tarafindan agik tozlanmistir (Faust and Timon, 1995). Elberta ¢esidi iri meyvesi ve
meyve kalitesi ile ve ayn1 zamanda standart verimi ile ABD’de ve seftali yetistiriciligi
onemli olan bir ¢ok iilkede popiiler cesit olmaya baslamistir. Bu seftali ¢esidi 1slah
programlarinda ebeveyn hatti olarak yogun bir sekilde kullanmilmistir. Islah
programlarinda bir kag progenitoriin yogun olarak kullanilmasi ve seftalinin kendine
uyusur olmasiyla birlikte batida seftali genetik cesitliligin diisiik seviyede olmasi
sebebiyle bir darbogaz olustugu gozlenmistir. Ayrica seftalinin kendine tozlanan bir tiir
olmasi yiiksek derecede homozigotluk géstermesine neden olmustur. (Baird et al.,
1996). 1991-2001 yillar1 siiresince seftali ve nektarin gesitleri %43-61 kontrolli
melezlemelerle, %15-21 agik tozlasma ile, %4-5’i tomurcuk mutasyonu ve geriye kalani
ise tiirler arasit melezlemeler ile olusturulmustur (Infante et al., 2008). Diger Prunus
tiirleri ile karsilastirildiginda kendine tozlanabilir olmasindan ve kiiltiire alma siiresince
gergeklestirilen secilimden dolayr seftalide tiim genom diizeyinde ve hatta baz1 spesifik

allellerde genetik c¢esitlilik diisiik seviyededir (Glemin et al., 2006; Doebley et al.,
2



2006). Yeni 1slah metodlarinin gelismesi iizerinde Mendel kanunlarinin etkisinden
sonra, Kuzey Amerikali 1slahgilar yeni c¢esitler liretmeye baslamistir. Son zamanlarda
Cin seftali genetik kaynaklariin ve yerel gesitlerinin 1slah programlari ig¢in varyasyon

olusturulabilmesi adina temel kaynak olabilecegi diisiiniilmektedir. (Xie et al., 2010).

Rus botanikgi ve bitki 1slahgis1 Nikolai I. Vavilov (1887-1942) bir tiiriin genetik
cesitliliginin en yiiksek seviyesinin bitkilerin merkezi orijinlerinin bulundugu yerde
oldugunu gostermistir. Stirdiirebilirlilik ve verimliligi garanti altina almaya yardim eden
biyogesitlilik 6zellikle tarimda 6nemlidir. Boylece gelecek 1slah projeleri i¢in genetik
cesitliligin karakterize edilmesi ve korunmasi 6nemli bir konu olmustur. Prunus tiirleri
Kuzey Cin’e 0zgii olmakla birlikte buradan Asya araciligiyla Avrupa’ya ve daha sonra
Amerika kitasina yayilmistir. Bu siire¢ icerisinde sert ¢ekirdekli meyve tiirleri yerel
iklim sartlarina adapte olmus, ancak genetik ¢esitlilik ise erozyona ugramistir. Yerel
olarak adapte olmus genotiplerin genetik ¢esitliligini belirlemek ve hem yabani
akrabalart hem de 1slah programlarindan ortaya ¢ikan cesitler ile iliskileri ortaya
cikarmak icin birgok c¢alisma yapilmistir. Giiniimiizde, Prunus cinsine ait tiirlerin
orijinine ait birincil ve ikincil merkezlerde bulunan ve yiiksek genetik ¢esitlilik
seviyesine sahip olan cesitlerin 1slah programlarinda kullanilmasiyla genetik havuzun

zenginlestirilmesi amaci lizerinde durulmaktadir (Aranzana et al., 2012).

Seftali farkli ekolojik kosullara kolaylikla adaptasyon saglamasi, kisa siirede
meyveye yatmasi, hasat periyodunun uzun olmasi ve degisik tiiketim sekillerinin
olmasindan dolay: diinya iizerinde genis bir alana yayilmistir (Ozgagiran ve ark., 2004).
Seftali tiirti farkli aragtirmacilar tarafindan; yuvarlak ve tiiyli (P. persica var. vulgaris
Maxim), yuvarlak ve tiiysiiz (P. persica var. nectarina Maxim) ve basik meyveli (P.
persica var. platycarpa L.H. Bailey) olarak farkli gruplara ayrilmaktadir (LaRue, 1989;
Cheng et al., 2001). Nektarin ayr1 bir tiir olmayip, Prunus persica tiirii igindeki {i¢ ayr1
kiiltiir formundan tiiysiiz seftaliler icerisinde yer almaktadir. Nektarinlerin seftalilerden
spontan tomurcuk mutasyonu sonucunda ortaya ¢iktig1 bildirilmektedir (Ozgagiran ve

ark., 2004).

Seftali diger meyveler ile karsilastirildiginda diinya toplam iiretimi bakimindan
8. sirada yer almaktadir (Sekil 1.1). Diinya seftali ve nektarin iiretimi bir 6nceki yillara

gore artarak 2016 yilinda 24,9 milyon tona ulagmistir. 2016 FAO verilerine gore;
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diinyada yaklasik 800 milyon ton meyve iiretilmis olup, tilkemizde ise yaklasik olarak
18 milyon ton (diinya iiretiminin %2,25°1) tretilmistir. 2017 yili seftali ve nektarin
{iretimimiz 771 bin 459 ton civaridadir (Anonymous, 2018). 2010 yil1 TUIK verilerine
gore lilkemizde seftali iiretim alaninin ve tiretim miktarinin neredeyse yarist Marmara
Bolgesi’nde gergeklestirilmektedir. Marmara Bolgesi icerisinde en fazla tiretim 123,802
ton ile Bursa ilinde ger¢eklesmektedir ve bunu sirasiyla Mersin, Canakkale, Izmir,
Adana, Bilecik ve Aydn illerimiz izlemektedir (Anonim, 2010). Ancak 2016 yilinda;
Tiirkiye 674 bin ton seftali liretmis ve bu iiretimin yaklasik olarak 118 bin tonu Adana-
Mersin illeri, 104 bin tonu Bursa-Eskisehir-Bilecik illeri tarafindan saglanmistir
(Anonim, 2016).

Kuzeydogu Anadolu Bolgesinin verimli ovalarindan birisine sahip olan ve tarim
potansiyeli yiiksek olan Igdir ili 640.218 da tarim arazisine sahiptir. Igdir’da genel
olarak sert ve yumusak ¢ekirdekli meyve tiirleri yetistirilmektedir. Bolgede yetistirilen
meyveler yerel ve ticari ¢esitlerinden meydana gelmektedir. Aras Havzasi ve 1gdir ¢ok
eski tarihlerde (12. ylizy1l) ticaret ve go¢ yollar1 iizeride bulunmasindan dolay1
(Eskikurt, 2014) ve sahip oldugu mikro-klima nedeni ile meyve genetik kaynaklari
bakimindan incelenmesi gereken bir yoredir. ilde yaygin olarak yetististiricigili yapilan

meyveler kayisi, elma, seftali, armut, kiraz, visne ve eriktir.
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Seftali, tim genom sekansinin bulunmasi, bir¢ok genin genomda pozisyonunun
bilinmesi, genomik fiziksel haritalarinin olmasi gibi 6zellikleri bakimindan genetik
olarak iyi karakterize edilmis Rosaceae familyasi icerisindeki tiirlerden birisidir (Arus et
al., 2012). Seftali diploid bir genoma sahip meyve tiridiir. Seftali genomu 8 cift
koromozom igermektedir (2n=2x=16) (Jelenkovic and Harrington, 1972). Fragaria
vesca (dag ¢ilegi) (Shulaev et al., 2011), Malus x domestica (elma) (Velasco et al.,
2010) ve son zamanlarda genomu sekanslanmis olan Prunus mume (Japon kayisisi)
(Zhang et al., 2012) gibi meyve tiirleri ile karsilagtirildiginda seftali genomunun kiigiik
oldugu (=227Mb) (Verde et al., 2013), ancak Arabidopsis thaliana ile
karsilastirildiginda yaklasik iki kat biiyiik genoma sahip oldugu belirlenmistir. Haploid
seftali genomu yaklasik 265.000.000 - 295.000.000 bg¢ iken, elmanin 799.000.000 ve
misirin 2.716.000.000 bg biiyiikliigiinde genoma sahip olmasi seftali genomunun
kiigiikliigiinii karsilastirmak agisindan énemlidir (Scorza and Sherman, 1996).Verde et
al (2013), tarafindan yayinlanan referans seftali genomu hem bu tiir i¢in hem de diger

akraba tiirleri i¢in genetik ¢aligmalarin ilerlemesinde kayda deger bir ara¢ olmustur.

Seftalinin diger onemli bir 6zelligi kendine uyusur (self-compatible) bir tiir
olmasindan dolay1 islahg¢ilar igin yeni genetik varyasyonlar ortaya ¢ikarilmasinda
melezlemelere uygun olmasidir (Byrne, 1990). Cogu meyve tiirii ile karsilastirildiginda
seftali 2-3 yil gibi kisa bir genglik kisirligi periyoduna sahiptir. Tim bu sebeplerden
dolay1 seftalide 6nemli bir ¢ok genin kalitim durumu belirlenmistir (Monet et al., 1996).

Bitkilerdeki genetik cesitlilik Onceleri gorsel olarak tanimlanmaktaydi.
Morfolojik karekterizasyonlarin kayda deger sekilde fazla olmasina ragmen, meyve
genetik koleksiyonlarinin genis miktarda olmasi ve yeni ¢esitlerin sayisinin hizli artmasi
genetik ¢esitliligin belirlenmesinde yeni tekniklerin kullanilmasina yol agmustir. Bitki
genomunda fazla bulunmasi ve daha dogru sonuglar vermesinden dolayr bitki
koleksiyonlarindaki ¢esitliligi daha hizli ve etkili analiz etmek molekiiler markorler ile
miimkiin olmustur. Molekiiler markorler yabani ve kiiltlirii yapilan tiirler ile yakin
akraba tiirler arasindaki iligkiyi analiz etmek i¢in ve genetik koleksiyonlarda farklilig

tanimlamak ve g¢esitlerin belirlenmesi i¢in genis 6l¢lide kullanilmaktadir.

Bitki 1slahinda kullanilan ilk molekiiler markor teknigi izoenzimler {izerine

dayanmaktadir (Tanksley et al., 1983). Izoenzimler Katalitik aktiviteye sahip fakat
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elektiriksel bir alanda molekiiler agirlik ve hareketlilik bakimindan orijinalinden
farklilik gosteren enzimin yapisal ¢esitleridir. Hareketlilik farkliliklar bir geni kodlayan
dizilimde polimorfizmden kaynaklanabilir. Izoenzimler ilk olarak 1957°de (Hunter and
Markert, 1957) tanimlanmis, ancak 1966’da (Brewbacker, 1966) bitkilerde ve 1985’ de
sert ¢ekirdekli meyvelerde (Parfitt et al., 1985 ) ilk kez molekiiler markor olarak
kullamlmigtir. Izoenzimler giivenilir ve tekrar iiretilebilir ko-dominant markérlerdir,
ancak tiirlerde sinirli sayida disiik polimorfizme sahip olmalari dezavantajidir.
Gegmiste izoenzimler genetik c¢esitlilik c¢alismalarinda genis Olglide kullanilan
molekiiler markorler arasinda yer almaktaydi. Sert cekirdekli meyve tiirlerinde
giniimiize kadar kullanilan ¢alismalar; Kayisi’da (Prunus armeniaca): Badenes et al.,
(1996), Battistini and Sansavini (1991); Manganaris et al., (1995); Milotavic et al., (
2009), Kiraz ve visne populasyolarinda: Beaver et al., (1995); Mariette et al., (1997);
Pashkoulov et al., (2000); Gomary and Paule (2001), Seftalide (Prunus persica):
Durham et al., (1987); Messequer et al., (1987); Iba et al., (1993); Monet et al., (1994)
tarafindan yapilmistir. izozimlerin kullamm Restriction fragment length polymorphism
(Sinirlayict Enzim Parca Uzunlugu Cesitliligi=RFLP) (Dettori et al., 2000), Random
Amplified Polymorphic DNA (Rastgele Cogaltilmis Polimorfik DNA=RAPD) (Ortiz et
al., 1997), Amplified Fragment Length Polymorphism (Niceliksel &zellik
lokusu=AFLP) (Aranzana et al., 2003) gibi daha biiyiik polimorfizm oranina sahip olan
daha bilgi verici DNA markérleri tarafindan kisa siirede baskilanmistir, ancak hala
diistik genetik cesitlilik seviyesini tanimlamak amaciyla kolay ve ucuz olmasi

bakimindan kullanilmaktadir (Aranzana et al., 2012).

Molekiiler markorlerin kullanimi tarimsal biyoteknoloji, bitki biyolojisi,
yetistiriciligi ve 1slaht konularinda c¢alisanlar agisindan olduk¢a genis bir alana
yayilmistir. Son 20 yilda gelistirilen molekiiler markérlerin diinyada ve tilkemizde
kullanim alanlari arasinda en yaygin olarak kullanimi bitki tiir ve ¢esit isimlerinin
dogrulugunun arastirilmasi amaci ile yiiriitiilen ¢alismalar da olmustur (Ergil, 2000).
1960’11 yillardan sonra DNA yap1 ve isleyisinin ortaya c¢ikarilmasiyla hizla gelismeye
baglayan molekiiler biyoloji ve molekiiller markdr teknolojileri, bitkilerin genetik
yapilarinin aydinlatilmasi, molekiiler karakterizasyon, filogenetik calismalar, gen

haritalamalar1 ve markor destekli seleksiyon (MAS) teknikleriyle, diger alanlarda



oldugu gibi tarimda da yeni bir donem baslatmistir. Ayrica canlilarin genetik yapisinda,
geleneksel 1slah metotlariyla ve dogal lireme-¢ogalma siirecleriyle elde edilemeyen

degisiklikler yapilmasi da miimkiin hale gelmistir (Gilingéren, 2012).

1990’larin  sonlarindan beri SSR (Simple Sequence Repeats (Basit Dizi
Tekrarlar1)) genetik ¢esitlik ¢alismalari i¢in popiiler markér olmustur. Bu markorler
genomda daginik halde bulunan iki ile dort niikleotit sekans motiflerinin yliksek
derecede polimorfik rastgele tekrarlarimi igeren genetik bdlgelerin Polimeraz Zincir
Reaksiyonu ile (Polymerase Chain Reaction=PCR) amplifikasyonu iizerine dayali
markorlerdir. Bu markorler diisiik cesitlilik  gosteren tiirlerde bile oldukca
polimorfiktirler. Sert ¢ekirdekli meyvelerde SSR primerlerinin gelisimi ilk kez Ciprinai
et al., (1999) tarafindan yayinland: ve takibinde Sosinski et al., (2000); Testolin et al.,
(2000); Aranzana et al., (2002); Dirlewanger et al., (2002) SSR primerlerini gelistirdi.
Bu markorler baslangi¢ olarak seftali genomik sekanslarindan gelistirildi ve kisa siire
sonra P. avium (Cantini et al., 2001; Clarke and Tobutt 2003) , P. cerasus ( Downey
and lezzoni 2000; Cantini et al., 2001) P. domestica (Decroocq et al., 2004) ve P.
armeniaca (Lopes et al., 2002; Hagen et al., 2004; Messina et al., 2004; Vilanova et al.,
2006) gibi diger Prunus tiirlerinde de gelistirilmistir. SSR’lar kiiltiir ve yabani tiirler
arasindaki 1iliski caligmalarinin yani sira sert ¢ekirdekli meyve kiiltiir genetik
koleksiyonlarinda cesitlerin tanimlamasi ve farkliliklart belirleme calismalari i¢in de
genis Ol¢iide kullamlmaktadir. Baslangigtaki esas handikap sekans bilgisinin gerekli
olmasiydi. Sekans bilgisi saglandiktan sonra SSR’lar hem SSR Kkiitiiphanesinin

gelismesi hem de Expressed Sequence Tags (EST) sekanslama ile kesfedilmistir.

Sekanslama teknolojisindeki son gelismeler ve maliyetteki siirekli azalis SSR
larin hizli bir sekilde kesfine izin veren sekanslarin kitlesel {iretimine neden olmustur.
Ornegin; Seftali tiim genom sekansi son zamanlarda yaymlanmis ve rastgele tekrar
desenlerini tanimlamak i¢in Tandem Repeat Finder gibi online araglar dizayn edilmistir.
Ayrica yeni nesil sekanslama olarak bilinen kitlesel sekanslama teknolojileri genis
miktardaki Tek Niikleotit Polimorfizm’inin (Single Nucleotide Polymorphism=SNP)
tanimlanmasina neden olmustur. Bu polimorfizmler genom boyunca dagilmis olarak
bulunmaktadir ve genetik varyasyonun esasi olarak rapor edilmistir. Glinlimiizde SNP

markorleri hayvan ve insan genom analizlerinde genis Olgiide kullanilmaktadir.



Bitkilerdeki kullanimi, 6zellikle sert ¢ekirdekli meyve tiirlerindeki kullanimi baslangig
donemlerinde yer almaktadir. Seftali igin ESTree ve Rosacea i¢in genomik GDR, veri
tabanlar1 glinimiizde gesitlilik analizleri ve haritalama i¢in kullanigli olan simdiye kadar
calisilmis binlerce SNP icermektedir. Son zamanlarda seftali genom sekansinin serbest
birakilmasi binlerce SNP’in kesfine izin veren seftali yeniden sekanslama stratejilerinin
dizaynin tetiklemistir. Uluslararasi bir girisim g¢er¢evesinde 9000 SNP’in bir seti iki
uluslar arasi projenin (RoSBREED and FruitBreedomics) pargasi olarak seftali genetik
cesitliligi, baglant1 haritast ve iligki harita analizleri i¢in bir genotipleme ¢ipine dahil
edilmek iizere sec¢ilmistir. Seftali model bir Rosaceae tiiriidiir, dolayisiyla sonuglarin
diger yakin akraba sert ¢ekirdekli meyvelere transfer edilebilecegi beklenmektedir

(Verde et al., 2012).

RAPD; sentetik olarak firetilen primerlerin yardimiyla (genelde 10 baz
uzunlugunda) PCR islemiyle tesadiifi DNA parcasi ¢ogaltimini saglayan molekiiler
markorlerdir. Kullanilan primerler hem ileri (forward) hem de geri (reverse) primer
gorevi goriir ve ¢ogaltilan DNA pargaciklarinin biiyiikliigii genelde 0.5-5 kilo baz (kb)
arasinda degigmektedir. Polimorfizm, primerlerin baglanma boélgelerinin gesitliligine ve
buna bagl olarak olusan farkli uzunluktaki DNA pargaciklarina baghdir (Williams et
al., 1990). RAPD markor sisteminin avantaji diisik miktarda DNA’ya gereksinim
duymasi, zaman tiiketiminin az olmasi, primer tasariminin kolay olmasi, RAPD
markdrlerinin genomda dagilimlarinin bol ve biitiin genoma dagilmig olmasidir. Ancak
RAPD makaér sisteminin dezavantaji ise tekrarlanabilirliginin az olmasi ve bilgilendirme

giicliniin diisiik olmasidir.

ISSR (Inter Simple Sequence Repeat= Basit Dizi Tekrarlar1 Arasi) markorleri,
ikili, ti¢ld, dortlii ve besli tekrarlanan niikleotitlere sahip primerlerdir ve bu primerler ile
iki mikrosatellit aras1 bolge ¢ogaltilmaktadir (Zietkiewiczet al., 1994). ISSR markorleri
ile genomik lokuslar farkli bant biiyiikliiklerinde ¢ogaltilmakta, primerler genelde 3’
veya 5’ uglarimin sonlarindaki mikrosatellit bolgelerine uzanan 1-4 dejenere niikleotit
icermekte ve uzunluklar1 genellikle 15-30 niikleotit arasinda degismektedir. ISSR
primerlerindeki GC oraninin fazla olmasi baglanma sicakliginin (annealing temparature)
yiiksek olmasina yol agarken, ayrica genoma kararl bir sekilde baglanmasina da neden

olmaktadir. Bu nedenle her bir primerin DNA’ya yapisma sicakligl igerigindeki baz



kompozisyonuna gore belirlenir. Cogaltilmig PCR iiriinleri genelde 200—2000 baz ¢ifti
(b¢) arasi uzunluktadir. ISSR, dominant bir markordiir ve sekans bilgisine ihtiyag
duyulmadan primer dizayni yapilabilmesi 6nemli bir avantajidir (Joshi et al., 2000).
Yiiksek polimorfizm ve iiretkenlik gostermesi ISSR analizlerini genetik benzerlik, gen
haritalama ve taksonomi ¢alismalarinda uygulanabilir kilmaktadir (Gupta et al., 1994;
Zietkiewicz et al., 1994). ISSR markorlerinin polimorfizm seviyesi genellikle yiiksek
olmasina ragmen kullanilan yonteme gore de degiskenlik gostermektedir (Kojima et al.,
1998). ISSR markor sisteminde de RAPD markor sisteminde oldugu gibi
tekrarlanabilirlik disiiktiir ve benzer biiyiiklikte g¢ogaltilan DNA pargaciklarinin
homolog olmamas: ise dezavantajlaridir (Kesawat and Das, 2009). ISSR molekiiler
markdrleri ¢esitlerin tanimlanmasi, germplasm karekterizasyonu, filogenetik iligki
analizi, genetik cesitlilik calismaslari, genetik baglanti haritast olusturma, dogal
populasyon ¢esitliliginin degerlendirilmesi ve markor yardimli seleksiyon (MAS) gibi
farkli amaglar i¢in zeytin (Terzopoulos et al., 2005), erik (Lisek et al., 2007), limon
(Shahsavar et al., 2007), ve dut (Vijayan and Chatterjee, 2003; Vijayan et al., 2006a,
2006b) gibi farkli meyve tiirlerinde kullanilmistir.

Igdir yoresindeki seftali genetik cesitliliginin siirdiiriilebilir standart {iretim ve
farkli genetik kaynaklarin korunabilmesi i¢in molekiiler karekterizasyon onemlidir.
Altay (2016), tarafindan Igdir’da seftali genotiplerinin morfolojik tanimlamalar
yapilmistir. Ancak, Igdir ilinde yetistirilen yerel seftali genotiplerinde molekiiler
calismalarin yok denecek kadar az olmasi bizim g¢alismamizin Gnemini ortaya

koymaktadir.

Bu ¢alisma ile Igdir ekolojik kosullarinda yetistirilen yerel seftalilerin ISSR
molekiiler markorleri araciligr ile genomik DNA seviyesinde ¢esitliligin ve benzerlik
iligkisinin ortaya konulmasi amaglanmistir. Bu bilgiler 1s1ginda gelecekte I1gdir yerel
seftalilerinin 1slah ¢alismalar1 i¢in arastirmacilara potansiyel bir i1slah materyali olup

olmayacaginin tespiti mevcut ¢alisma kapsaminda ayrica hedeflenmistir.



2. KAYNAK OZETLERIi

Bitki 1slah¢ilart ve arastirmacilar giincel pazar ihtiyacim1 karsilayan cesitler
gelistirmenin yani sira abiyotik ve biyotik strese dayanikli ¢esitlerin gelistirilmesi i¢in
stirekli olarak farkli bir gen havuzuna ihtiya¢ duymaktadir. Genetik ¢esitliligin yetersiz
oldugu durumda, genetik ¢esitliligi arttirmak i¢in farkli ve yeni 6rneklerin gen havuzuna
eklenmesi gereklidir. Molekiiler markorler ile yapilan genetik ¢alismalar mevcut genetik
farklilig1 ya da genetik benzerligi ortaya koymak ve yeni genotipleri tanimlamak ig¢in

kritik adimdir (Aksu, 2015).

Seftalide farkli genetik ¢esitlilik ¢alismalart mevcut olan genetik kaynaklari
korumak, genetik varyasyonu ortaya ¢ikaramak ve bitki 1slahgilari igin bilgi ve materyal
saglamak amaciyla gergeklestirilmistir. Seftalinin kendine uyusur olmasindan (Byrne et
al., 2012) ve 1slah programlarinda kullanilan ebeveyn materyalin az sayida olmasindan
dolayr hem Bati (Aranzana et al., 2003a, Aranzana et al., 2010) hem de Dogu seftali
koleksiyonlarinda (Cao et al., 2012; Li et al., 2013) gergeklestirilen genetik ¢esitlilik
calismalan ticari ¢esitlerde genetik c¢esitliligin az oldugunu ortaya c¢ikarmistir. Ticari
cesitlerde her bir SSR lokusunun allel sayist1 2,9 ile 7,3 arasinda, gozlenen
heterozigotluk seviyesinin (H,) ise 0,21 ile 0,45 degerleri arasinda oldugu belirlenmistir.
Erik ve kirazda ise lokus basina 4,1-12,1 ortalama allel sayis1 elde edilmis,
heterozigotluk %53-74 degerleri arasinda degismistir. Diger Prunus tiirlerine goére
seftalide elde edilen diisiik heterozigotluk degerlerinin seftalinin kendine uyusur

olmasindan kaynaklandigi bildirilmistir (Carrasco et al., 2013).

Warburton et al (1996), RAPD markorlerini kullanarak Amerika Birlesik
Devletleri, Latin Amerika, Hindistan, Pakistan, Rusya, Japon ve Cin’e 6zgii seftali
cesitleri arasindaki genetik iliskiyi ortaya koymak icin ¢aligmislardir. Arastirmacilar
calismalarinda cesitliligin smirli seviyede oldugunu bulmuslar ve genetik cesitliligi

genisletmek i¢in Asya’ya 6zgli materyallerin kullanilmasi gerektigini 6ne stirmiislerdir.
Rangjin et al (2010), Cin’in Zhejiang eyaletinden 94 seftali Ornegini 34
polimorfik SSR markorii ile analiz etmislerdir. Genetik ¢esitlilik analizi sonucu 6rnekler

iki ana kiimede toplanmistir. Lokus basina allel sayis1 ortalama 2,85 olarak

bulunmustur. Gozlenen heterozigotluk degeri 0,05 ve 0,84 aralifinda degisirken,
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ortalama degeri 0,48 olarak tespit edilmistir. Bu c¢alismada analiz edilen seftali
orneklerinin %94 oranda benzer oldugu, Fenghua yerel ¢esitlerinin Sahanghaishuimi

den koken aldig1 ortaya konmustur.

Cheng and Huang (2009), tarafindan Cin’den toplanan yerel ve ticari seftaliden
olusan toplam 32 6rnek genetik cesitlilik ve akrabaligi degerlendirmek amaciyla 7 SSR
markorii kullanilarak analiz edilmistir. 7 primer ¢ifti 8 lokus ¢ogaltmis olup ortalama
allel sayis1 3,12 iken ortalama beklenen heterozigotluk (He) 0,450 olarak bulunmustur.
Ayrica yerel ve ticari seftali 6rnekleri arasinda Shannon index’i 0,728 olarak tespit
edilmistir. Genetik c¢esitliligin bu seviyesinin kayisi, kiraz gibi Prunus tiirleri ile
karsilastirlildiginda daha diisiik oldugu belirtilmistir. Kiimeleme analizinde UPGMA
agacinda 32 Ornegin pedigri bilgisiyle uyumlu olarak iki ana grupta toplandigi
goriilmistiir. Kullanilan molekiiler markorlerin  molekiiler karekterizasyon icin

uygulanabilir oldugu goriilmiistiir.

Dirlewanger et al (2002), tarafindan gergeklestirilen bir ¢alismada 27 seftali ve
21 kiraz ¢esidi SSR markorleri ile analiz edilmistir. PCR amplifikasyonu sonucunda
kullanilan biitiin SSR primerleri ¢alismada kullanilan seftali ve kiraz 6rneklerinin
DNA’larint ¢ogaltmistir. Seftali ve kiraz DNA’sin1 ¢ogaltan 33 SSR markoriiniin 13
tanesi hem seftali hem de kirazda polimorfizm gosterirken, 19 SSR markorii sadece
seftalide ve 1 SSR markorii da kirazda polimorfizm gostermistir. Seftalide lokus basina
allel sayis1 1 ile 9 araliginda ve ortalama allel sayist 4,2 iken, kiraz da ortalama allel
sayist 2,8 ve her bir lokus bagina allel sayis1 1 ile 9 araliginda bulunmustur. SSR
markorlerinin, Prunus cinsinde sinteni analizlerinde gili¢lii markor sistemi oldugu

belirtilmistir.

Xu et al (2006), AFLP molekiiler markorlerini atast olarak bilinen (yerel) Japon
seftali cesitlerinin genetik cesitliligini ve genetik iliskisini ortaya koymak amaciyla
kullanmislardir. 16 AFLP primer kombinasyonu ile toplam 837 bant ve %17,5
polimorfizm ile 164 polimorfik bant elde edilmistir. Arastirmacilar ¢alisma sonucunda
kiimeleme analizi ‘Kiyomi’ ve ‘Jichigethsuto’ cesitleri hari¢ tiim ticari seftali
cesitlerinin 3 alt grubu igeren ana bir grup olusturdugunu ve 6 yerel ¢esitin 4 tanesinin

ticari Japon seftali g¢esitlerinden genetik olarak uzak oldugunu ortaya koymuslardir.
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AFLP sonuglarinin pedigri sonuglar1 ile birlestirildiginde Japon seftali cesitleri

arasindaki genetik iligkinin daha iyi anlasilabilecegi one stirtilmiistiir.

Wiinsch et al (2006), tarafindan Ispanya’ya ait yerel seftali cesitlerinin genetik
cesitliliginin ortaya kondugu calismada 85 6rnek 42 SSR markdrii kullanilmistir. Bu
SSR markoérleri arasindan 10 tanesi seftali cesitlerini tanimlamak ve onlar arasinda
genetik benzerligi hesaplamak i¢in secilmistir. Secilen SSR markorleri 35 farkli DNA
pargasini ¢cogaltmistir. Elde edilen molekiiler verilerden hesaplanan genetik benzerlik
analizi sonucunda diiz ve beyaz etli seftalilerin geriye kalanlardan agikg¢a ayrildigi rapor
edilmistir. Elde edilen molekiiler sonuglarin ispanya’ya ait koleksiyonlarin siirdiiriilmesi

ve muhafazasi agisindan 6nem tasidigi belirtilmistir.

Yilmaz et al (2009), tarafindan gergeklestirilen bir ¢alismada Prunus cinsine ait
16 genotipin genetik cesitliligi ve aralarindaki filogenetik iliskiyi arastirmak amaciyla
ISSR markdrlerini kullanmiglardir. 20 ISSR markdriiyle PCR sonucunda polimorfizm
orant %57 ile %100 arasinda olan 180 polimorfik ISSR bandi elde edilmistir. Jaccard
benzerlik indeksi kullanilarak UPGMA (unweighted pair group method with arithmetic
mean) analizi ve temel bilesen analizi (principal coordinate analysis=PcoA)
gerceklestirilmis olup, analizler sonucunda kayisi genotiplerinin daha diisiik genetik
varyasyon gosterdigi, kayisi ve erik melezi olan Plumcot’un kayisidan ziyade erige daha

yakin oldugu ortaya konmustur.

Aranzana et al (2002), 14 seftali ve 11 nektarinden olusan 25 genotipte 35 SSR
markoriinii  kullanmig, bu markdrlerden 24  tanesinin  polimorfik  oldugunu
belirtmislerdir. Polimorfik SSR markoérler ile toplam 82 allel bulunmus ve ortalama
%37 oraninda heterozigotluk gdzlenmistir. Sping Lady ve Queencrest disindaki tim
cesitler kullanilan markorler ile ayr1 ayr1 tanimlanabilmistir. Sadece 3 SSR markoriiniin
bir genotip hari¢ 24 genotipi tanimlayabilmek i¢in yeterli oldugu belirtilmistir.
Kiimeleme analizi tiim nektarinleri tek grupta toplamistir. Seftaliler, 82 allelin igindeki
75 allel ile nektarinlerden daha degisken bulunmustur. Seftali 1slah1 ve genetiginde
mikrosatellitlerin giiglii ve giivenilir markorler oldugu arastirmacilar tarafindan rapor

edilmistir.
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Zhebentyayeva et al (2003), seftali igin gelistirilen 12 SSR molekiiler markoriinii
kullanarak Avrupa, Cin ve Orta Asya kokenli kayisi genotiplerini tanimlamislardir.
Aragtirmacilar UPGMA’ya dayali dendogram sonucu kayisinin kiiltiire alinmasi ile
ilgili farkli bdlgelerin bulundugunu, incelenen genotiplerin saglandigi bdolge ile
iliskilerinin az oldugunu ortaya koymustur. Ayrica ¢alismada Cin kdkenli genotiplerin

Prunus armeniaca var. ansu Maxim alt tiiriinde yer aldig1 rapor edilmistir.

Carrasco et al (2012), 35 ISSR ve 27 SSR markdrleri ile toplam 97 SSR alleli ve
232 binary ISSR lokusundan elde edilen molekiiler veriler ile 29 Japon erik ¢esidinin
genetik karakterizasyonunu analiz etmislerdir. Japon erikleri giiglii bir saporofitik
kendine uyusmaz sisteme sahip ¢apraz tozlanan tiirlerdir (Okie and Weinberg, 1996).
Dolayisiyla diger Prunus tiirleri ile karsilastirildiginda Japon erik ¢esitlerinde yiiksek
genetik cesitlilik gdzlendigi rapor edilmistir.

Chalak et al (2006), tarafindan Liibnan’in farkli bolgelerinde yayilis gosteren 27
seftali ¢esidinin molekiiler ve morfolojik karekterizasyonu gerceklestirilmistir. Bazi
cesitlere ait DNA kalitesi iyi olmadigindan dolayr molekiiler analizlerde 20 cesit
kullanilmis ve DNA analizleri 16 SSR markdrleri ile gerceklestirilmis olup lokus basina
ortalama allel sayis1 4,5 olarak bulunmustur. Hem kalitatif hem de SSR verileri lizerine
dayali gerceklestirilen analizler sonucunda olusturulan dendrogram seftalileri baslica 5
ana grupta toplamistir. Bir birine en yakin cesit Abi ve Moukhmali ¢esitleri olup,
Beccogue ¢esidi tiim gesitlere en uzak olarak dendogramda kiimelenmistir. Liibnan
seftali ¢esitleinin karekterizasyonunun ilk raporu olan bu c¢alismada kullanilan
markorlerin daha 6nceki ¢alismalar (Testolin et al., 2000; Aranzana et al., 2002;

Dirlewanger et al., 2002) ile tutarli sonuglar verdigi ortaya konmustur.

Seftalide gergeklestirilen bir gen haritalama ¢alismasinda ¢ok yillik bitkilerde
pratik olarak kullanilabilen, ekonomik acidan O©nemli agronomik 6zelliklerin
belirlenmesi amaciyla molekiiler markorler kullanilmistir. Calismada, Ferjalou Jalousia
ve Fantasia melezi (F x J) olan bir F1 bitkisinden kendileme yapilarak elde edilen F2
populasyonu kullanilmigtir. 4 farkli agronomik karakter (polen kisirligi, seftali/nektarin,
yasst/yuvarlak meyve, asitli/asitsiz meyve) 270 markor kullanilarak Mendel agilimi
belirlenmeye calisilmistir. Calismada 50 RFLP, 115 AFLP, 92 RAPD, 8 IMA (inter-

microsatellite amplification) ve 1 izoenzim markéri kullanilmistir. Calisma sonunda
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elde edilen haritanin seftalide QTL (Quantitative Trait Locus) ¢alismalarinda, 6zellikle
de meyvenin kuru madde igerigi ve asit igeriginin belirlenmesinde kullanilabilecegi

bildirilmistir (Dirlewanger et al., 1998).

Yamamoto et al (2001), Akame ve Juseitou seftali ¢esitlerini melezleyerek F2
populasyonunda genetik harita olusturarak 13 morfolojik karakteri analiz etmislerdir.
Calismada yaklagik 1020 ¢cM’1 (centimorgan) kapsayan 9 morfolojik ve 83 DNA temelli
olmak tizere 92 markor ve 11 SSR markdrii haritalanmistir. Bu 13 morfolojik karakter
ile iligkili olan c¢esitli DNA markorleri tespit edilmis ve bu markdrlerin MAS

seleksiyonunda kullanilabilecegi belirlenmistir.

Yamamoto et al (2005), Akame ve Juseito seftali gesitlerinin melezlenmesiyle
elde edile 126 F2 populasyonunda 94 SSR, 14 STSs, 34 AFLP, 24 RAPDs, 3 ISSR ve
dokuz fenotipik 6zelligi kullanilarak bir haritalama g¢aligmasi yiiriitmiistiir. Bu harita,
sekiz baglantt grubunda yer alan 178 markdrden olusmustur. Kok ur nematoduna
dayaniklilik, cicek rengi (Fc) ve ete yapisiklik (F) gibi 6zelliklerin haritada baglanti
noktalari ortaya konmustur. Morfolojik 6zellikler ile iligkili genlerle baglantili bulunan

markorlerin, markor yardimli seleksiyonda (MAS) kullanilabilecegi vurgulanmastir.

Yoon et al (2006), Cin, Japonya, Kuzey Amerika ve Giiney Kore’ nin farkli
ekocografik bolgesinden orijinlenen 96 seftali ve nektarin genotipi arasindaki genetik
iligskiyi incelemistir. Calismada seftali ve kiraz i¢in daha 6nce gelistirilmis olan 108 SSR
markori taranmis ve 33 tanesi analizler i¢in se¢ilmistir. Secilen 33 SSR markori 96
genotipte polimorfizm gostermis olup lokus basina ortalama 8,6 allel sayisi ile toplam
283 allel g¢ogaltilmigtir. Nei’ nin (1972) genetik farkliligi tizerine dayali UPGMA
kiimeleme analizi sonucu genotipler ekocografik orijinlerine karsilik gelen 6 grupta
toplanmustir. Grup-1 Kuzey ve Kuzey-Bati Cine ait yerel gesitlerin oldugu iki alt gruba
ayrilmistir. Cin’in giineyi, Japonya ve Kuzey Amerika genotiplerinin yer aldigi grup-I1I
4 alt gruba ayrilmistir. Kuzey ve Kuzey-Bat1 Cin yerel ¢esitleri Giiney Cin’in yerel
cesitlerinden daha fazla farlilik gostererek birlikte gruplanmislardir. Ayrica Japon ve
Kuzey-Amerikan genotiplerinin Giiney-Cin’in yerel cesitleri ile yakin filogenetik

iligkiye sahip oldugu ortaya konmustur.
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Son zamanlarda Cin’e 06zgili seftali genetik koleksiyonlarinda farkli gesitlilik
calismalan yiriitilmektedir. Cin’e 0zgii ticari ¢esitlerde ¢esitlilik diisiik seviyede
olmasina ragmen, yerel cesitler analiz edildiginde ¢esitlilik seviyesinin kayda deger
oranda arttig1 gozlenmektedir. Li et al (2008), calismalarinda 51 Grnegi icine alan P.
perisca ya ait bir koleksiyonu kullanarak geleneksel Cin adlandirmasi ile meyve
karakteristiklerine gore seftali gesitlerini 6 gruba ayirmis ve Ornekleri daha ayrintili
olarak SSR analizleri ile incelemislerdir. 22 polimorfik SSR primeri toplam 111 allel
iretmistir. Lokus bagina ortalama allel sayist 5 olarak belirlenmistir. UPGMA
dendrograminda cesitler 5 grupta tuplanmistir. Geleneksel Cin adlandirilmasina gore
ayni guruba ait ¢esitler UPGMA dendrograminda farkli gruplarda kiimelenirken farkli
gruba ait cesitler ise dendrogramda ayni grupta kiimelenmistir. Genetik c¢esitlilik

seviyesi Cin’e ait yerel ¢esitlerde daha fazla bulunmustur.
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3. MATERYAL Ve METOT

3.1. Bitki Materyali

Igdir tarim agisindan 6nemli olan ilkbahar yagislarinin fazla, yazlarin sicak
kislarin soguk oldugu karasal iklime sahip olmasinin yaninda, kendine 6zgli mikro
klimaya sahiptir (Karaoglu, 2011). Calismada kullanilan seftali materyalleri Igdir ili
Merkez ve Karakoyunlu il¢elerinden yore halkina ait bahgelerden toplanmistir. 2016
yilinda Igdir’da yiiriitiilen ¢alisma esas alinarak ornekler toplanmistir (Altay, 2016).
Igdir’da yetistirilen yerel seftali popiilasyonlar icerisinde farkli tiir ve form olup
olmadig1 ve farkl tipteki genotiplerin tespiti ve bu tespit edilen genotiplerden DNA
materyalini igeren yaprak orneklerini toplamak amaciyla arazi ¢alismalar1 2016 Agustos
ayinda gerceklestirilmistir. Arazi g¢alismalarinda genotiplerin bulundugu rakim ve
koordinatlar GPS ile kaydedilmis ve seftali genotiplerine farkli kodlar verilmistir.
Calismada 28 adet Zaferan seftali genotipi, 24 Adet Agseftali genotipi ve 2 adet standart
cesit (Rich lady ve Royal glory) olmak tizere 54 genotip kullamlmistir. Calismada
kullanilan Rich lady ve Royal glory standart ¢esitleri yore halkinin en fazla kullandig:
cesit oldugu icin segilmistir. Kullanilan bitki materyali hakkinda mevcut bilgi Cizelge
3.1’de verilmistir. Toplanan Bitki materyalleri Erciyes Universitesi Genom ve Kok
Hiicre Merkezi Tarimsal Biyoteknoloji Laboratuarina transfer edilmis ve kullanilincaya

kadar -20 °C’de saklanmustir.

3.1.1. Genomik DNA izolasyonu
Genetik materyalin izole edilmesinde Giilsen et al (2005), tarafindan modifiye
edilen Doyle and Doyle (1990), CTAB toplam DNA extraksiyon protokolii asagidaki

adimlar ile uygulanmistir.

1. Daha once kullanilincaya kadar -20 °C’de bulunan seftali yapraklarindan

yaklagik olarak 100 mg tartilmistir

2. 100 mg bitki dokusu havan igerisine alinmis lizerine 1 ml CTAB DNA izolasyon

¢Ozeltisi eklenmistir
3. Homojenizasyon islemi igin havan eli yardimiyla bitki dokulart ezilmistir

4. Homojenat 2 ml’lik eppendorf tiiplere aktarilmustir.
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9.

10.

11.

12.

13.

14.

Tiipler 65 °C’de 60 dakika su banyosunda birakilmistir.

Su banyosunda esnasinda tiipler ters diiz edilerek her 15 dakikada bir hafifce

calkalanmstir.

60 dk sonunda tiipler, oda sicakliginda yaklasik 10-15 dk kadar sogumaya

birakilmistir.

Daha sonra tiiplerin iizerine 0,4 ml kloroform:izoamil alkol karigimi (24:1)

eklenmistir.
Tiipler tekrar ters diiz edilerek yaklasik 10 dk nazikge karigtirilmistir.
Daha sonra tiipler 7 dk 14000 rpm’de santrifiije tabi tutulmustur.

Santrifiij sonrasinda tiiplerin list kismi (slipernatant) alimip, 1,5 ml’lik yeni

eppendorf tliplere transfer edilmistir.

Tiiplerin tizerine 500 ul soguk isopropanol ilave edilmis ve hamojen hale

getirilecek sekilde karigtirilmistir.

Sonrasinda tiipler 3 dk siire ile 14000 rpm’de santrifijje tabi tutulmus ve

DNA’nin ¢okmesi saglanmstir.

Pellet (DNA) dipte kalacak sekilde listte kalan sivi uzaklastirilmistir.

15. Pellet iizerine igerisinde 10 mM amonyum asetat bulunan % 76°lik etil alkol

eklenerek yikama iglemi gerceklestirilmistir.

16. Tekrar 10 mM amonyum asetat bulunan % 76’lik etil alkol eklenerek tiipler +4

°C derecede bir gece bekletilmistir.

17. Bekletilen tiipler 3 dk’da 14000 rpm’de santrifiije tabi tutularak yikama islemi

18.

19.

20.

gerceklestirilmistir.
Son yikama igleminin ardindan siipernatant uzaklastirilmistir

Tiipler DNA’nin kurumas: i¢in yaklasik yarim saat oda sicaklifinda ters

cevrilerek bekletilmistir.

Elde edilen pellet (DNA ¢okeltisi) tizerine 100 ul TE (pH:8) ilave edilmistir.
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21.Son olarak, tiipler pellet coziinene kadar oda sicakliginda gece boyunca

bekletilmistir. Ardindan ortamda bulunan RNA’y1 uzaklastirmak i¢in 1mg/ml
Rnase’ dan 5 pl eklenerek tiipler 37 °C’de 30 dk bekletilmistir.

Cizelge 3.1. Bu ¢alismada kullanilan seftali genotiplerine ait mevcut bilgiler

No Genotip ad1 iige Koy/Mah Kisi

1 Zaferanl0 Merkez Necefali Erkut ZOR

2 Agseftali7 Merkez Necefali Erkut ZOR

3 AgseftalilO Merkez Necefali Erkut ZOR

4 Agseftalis Merkez Necefali Erkut ZOR

5 Agseftalil6 Merkez Necefali Erkut ZOR

6 Agseftalil7 Merkez Necefali Erkut ZOR

7 Agseftali6 Merkez Necefali Erkut ZOR

8 Agseftalil8 Merkez Necefali Erkut ZOR

9 Agseftalil9 Merkez Necefali Erkut ZOR

10  Agseftali8 Merkez Necefali Erkut ZOR

11 Agseftali20 Merkez Necefali Erkut ZOR

12 Agseftalil4 Merkez Necefali Erkut ZOR

13 Agseftalil3 Merkez Necefali Erkut ZOR

14 Zaferan 8 Merkez Necefali Erkut ZOR

15  Agseftalill Merkez Necefali Erkut ZOR

16  Agseftalil5 Merkez Necefali Erkut ZOR

17  Agseftalil2 Merkez Necefali Erkut ZOR

18  Agseftali2l Merkez Melekli Tugay BAGRI

19  Zaferan9 Merkez Melekli Tugay BAGRI

20  Zaferan18 Merkez Melekli Tugay BAGRI

21  Zaferan20 Merkez Melekli Tugay BAGRI

22 Agseftali22 Merkez Melekli Tugay BAGRI

23 Agseftali23 Merkez Melekli Tugay BAGRI

24 Agseftali2 Merkez Kiilliik Latif YURTSEVEN
25  Zaferanl Merkez Killik Latif YURTSEVEN
26  Agseftali3 Merkez Kiilliik Latif YURTSEVEN

18



Cizelge 3.1’in devam

No  Genotip ad1 Tige Koy/Mah Kisi

27 Zaferanl6 Merkez Akyumak Abbas ARAT

28 Zaferanl3 Merkez Akyumak Abbas ARAT

29 Zaferanl5 Merkez Akyumak Abbas ARAT

30 Zaferanl4 Merkez Akyumak Abbas ARAT

31 Zaferanll Merkez Akyumak Abbas ARAT

32 Zaferan12 Merkez Akyumak Abbas ARAT

33 Zaferan26 Merkez Kiilliik Siileyman CATAK
34 Zaferan27 Merkez Kiillik Siileyman CATAK
35 Zaferan28 Merkez Killiik Siileyman CATAK
36 Agseftalil Merkez Kiilliik Siileyman CATAK
37 Zaferan24 Karakoyunlu Zilfikar Ercan KARACA
38 Agseftali9 Karakoyunlu Zilfikar Ercan KARACA
39 Zaferan29 Karakoyunlu Ziilfikar Ercan KARACA
40 Zaferanl7 Karakoyunlu Zilfikar Ercan KARACA
41 Zaferan30 Karakoyunlu Ziilfikar Ercan KARACA
42 Agseftali24 Karakoyunlu Ziilfikar Ercan KARACA
43 Zaferan22 Karakoyunlu Zilfikar Ercan KARACA
44 Zaferanl9 Karakoyunlu Zilfikar Ercan KARACA
45 Zaferan25 Karakoyunlu Ziilfikar Ercan KARACA
46 Zaferan6 Merkez Kiilliik Ali OKTAY

47 Zaferan5 Merkez Kiillik Ali OKTAY

48 Zaferan3 Merkez Kiilliik Ali OKTAY

49 Zaferan7 Merkez Killik Ali OKTAY

50 Zaferan4 Merkez Kiilliik Ali OKTAY

51 Zaferan2 Merkez Killiik Ali OKTAY

52 Agseftali4 Merkez Kiillik Ali OKTAY

53 Royal glory Karakoyunlu Tasburun Servet KULU

54 Rich lady Merkez Necafali Mehmet AYDIN
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3.1.2. DNA yogunlugunun belirlenmesi

Molekiiler ¢aligmalarda, calismada kullanilacak olan materyale ait DNA’nin
kalitesi ve yogunlugu calismanin gidisatini biiyilk oranda etkilemektedir. DNA
yogunlugunun yapilacak ¢alismaya uygun olup olmadigr ve DNA’ nin kirlilik derecesi
calismanin sonucunu etkileyeceginden dolayt DNA yogunlugunun ve Kkalitesinin
molekiiler caligmalara baglamadan once tespit edilmesi gereken bir parametrelerdir.
DNA yogunlugunun belirlenmesi amaciyla BioSpec-nono Shimadzu Biotech
spectrofotometre cihazi kullanilmistir Cihaza g¢alismada kullanilacak her bir 6rnegin
DNA solusyonundan 1 pl eklenmis ve DNA safligi ve yogunlugu ile ilgili bilgi veren
260 ve 280 nm dalga boylarindaki absorbans degerleri Sl¢iilmiistiir. 260 ve 280 nm
dalga boylarindaki absorbans oraninin yaklasik olarak 1.8 nm olmasi beklenmektedir
(William et al., 1997). A260 ve A280 degerleri Olgiildiikten sonra orneklerin DNA
yogunluguna gore oOrneklere ait DNA konsantrasyonu 20 ng/ul olacak sekilde
sulandirilarak g¢alisma sollisyonu hazirlanmistir (Cizelge 3.2). Stok DNA o6rnekleri ise

tekrar kullanilincaya kadar -20 °C’de muhafaza edilmistir.

3.2. PCR Reaksiyonu ve Agaroz Jel Elektroforezi
3.2.1. ISSR PCR reaksiyonu

Seftali genomik DNA’s1 kalip DNA olarak kullanilmis ve ISSR molekiiler
markorii ile PCR islemi gerceklestirilerek DNA parcalar ¢ogaltilmistir. PCR tiipleri
igerisinde ISSR Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) bilesenleri 7.6 ul dH,O, 1 pl
primer (10 pmol), 2 ul 10X PCR buffer , 1 pl MgCl; (25 mM), 1.5 pl ANTP (2 mM), 0.4
ul Tag DNA polymerase (5 U/ul) ve 1.5 pl DNA (20 ng/ul) olmak iizere toplam hacim
15 pl olacak sekilde hazirlanmistir. Reaksiyon bilesenlerini PCR tiiplerinin alt kisminda
toplamak icin santrifiij yapilmistir. Reaksiyon karigiminin bulundugu tiipler PCR
reaksiyonunu gergeklestiren 1s1 dongiisii saglayan thermal cycler adi verilen cihaza

yerlestirilmistir. Cizelge 3.3’de ki dongiiler izlenerek PCR iiriinleri elde edilmistir.
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Cizelge 3.2. Calismada kullanilan seftali Orneklerinin DNA yogunlugunu gosteren

nanodrop sonuglari

O;‘(‘)ek Ornek ismi koﬁ;‘;‘}‘;‘r';s“‘;;;u OD260/280  OD260/230
1 Zaferan10 456.33 2.01 1.58
2 Agscftali7 300.36 1.99 1.86
3 Agscftalil0 402.47 203 1.75
4 Agsefialis 361.14 201 1.92
5  Agscftalil6 535.48 2,02 1.96
6  Agscfialil? 147.77 1.87 1.23
7 Agseftali6 327.92 1.97 1.91
8  Agsefialil8 633.89 1.95 1.69
9  Apscftalil9 187.90 2.05 181
10 Asseftalis 109.09 210 1.65
11 Agseftali20 246.76 2.06 1.77
12 Agsefialil4 204.07 1.93 1.79
13 Agseftalil3 274,54 1.85 1.99
14 Zaferan 8 385.65 1.89 117
15 Agseftalill 327.98 215 1.24
16 Agseftalil 150.00 201 1.28
17 Agscfialil2 466.57 1.99 1.68
18 Agsefiali2] 1031.48 2,04 1.32
19 Zaferang 259.43 1.92 175
20 Zaferan18 327.89 1.88 1.69
21 Zaferan20 507.68 2,00 1.03
22 Apsefiali2? 161.88 1.98 1.95
23 Apseftali23 564.56 1.85 175
2 Agseftali2 600.92 1.99 1.19
25 Zaferanl 809.25 2.06 157
26 Agseftali3 28259 2,02 1.38
27 Zaferanl6 649.26 1.78 1.33
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Cizelge 3.2°nin devam

Omek ™ Srnek ismi koﬁ;‘:r‘]‘;‘rg;;;tnu OD260/280  OD260/230
28 Zaferanl3 532.65 1.98 1.74
29 Zaferanl5 425.58 1.86 1.45
30 Zaferanl4 253.55 1.88 1.32
31 Zaferanll 258.25 2.00 1.50
32 Zaferanl2 221.09 2.08 1.57
33 Zaferan26 227.02 2.10 1.33
34 Zaferan27 805.43 1.87 0.88
35 Zaferan28 328.90 1.98 1.72
36 Agseftalil 643.08 1.82 1.05
37 Zaferan24 205.80 1.92 1.31
38 Agseftali9 210.34 1.85 1.07
39 Zaferan29 344.10 2.01 1.72
40 Zaferanl7 271.58 1.81 0.96
41 Zaferan30 364.87 2.08 1.68
42 Agseftali24 772.32 1.99 1.23
43 Zaferan22 243.70 1.76 0.91
44 Zaferan19 365.04 1.96 1.15
45 Zaferan25 248.33 2.06 1.09
46 Zaferan6 594.36 1.95 1.67
47 Zaferan5 148.29 1.90 0.92
48 Zaferan3 540.52 1.99 1.07
49 Zaferan7 345.23 1.97 0.98
50 Zaferan4 459.10 1.85 0.96
51 Zaferan2 447.14 1.85 1.18
52 Agseftali4 254.96 1.85 0.88
53 Royal glory 477.98 1.91 0.86
54 Rich lady 269.75 2.01 1.93

Calismada ilk olarak 8 farkli seftali genotipinde ISSR primerleri ile PCR
reaksiyonlart gerceklestirilmis olup bu primerler arasindan en iyi amplifikasyonu ve
polimorfizmi veren primerler belirlenerek tiim seftali genotiplerinin DNA’sin1
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cogaltmada kullanilmistir. Calismada kullanilan tiim ISSR markdrlerine ait bilgiler

Cizelge 3.4’de verilmistir.

Cizelge 3.3. Analizlerde kulanilan ISSR primerleri i¢in PCR dongii kosullar

PCR Asamalari S'Eﬁ‘é‘)hk S(;‘r‘]’)e PCR Dingii Sayisi
On Bozulma (Denatiirasyon) 95 5 1
On Bozulma (Denatiirasyon) 92 115 1
On Bozulma (Denatiirasyon) 95 30 45
Bozulma (Denatiirasyon) 92 30 45
Yapigma (Annealing) X 60 45
Uzama (Extension) 72 120 45
Son Uzama 72 420 1

3.2.2. Agaroz jel elektroforezi

PCR igleminin ardindan elde edilen PCR iiriinlerinin molekiiler boyutlarina gore
ayrilmasi i¢in elektroforez islemi uygulanmistir. ISSR primerleriyle c¢ogaltilan
DNA’larin bulundugu PCR tiiplerine brom fenol blue eklenmis, pipetleme yapilarak
boyanin iyice karigmasi saglanmistir. Sonra ¢oklu mikropipet yardimi ile PCR {iriinii
etidium bromid igeren 1X TBE Tampon igerisinde % 3’liikk agaroz jel iizerindeki
kuyucuklara yiiklenmigtir. PCR dirlinleri 120 volt gerilimde 4 saat siireyle
biyiikliikklerine gore ayrilmis, ardindan UV 1sin altinda jel goriintiileme sistemi ile
fotograflar1 ¢ekilmistir. PCR {irlinlerinin biiyiikliiklerini tahmin etmek igin GeneRuler
100 bg plus DNA Markorii (M) kullanilmistir. Bantlar arasindan sadece giivenilir ve

skorlanabilir olanlar1 molekiiler analizler igin segilmistir.
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Cizelge 3.4. Caligmada kullanilan ISSR molekiiler markdrleri

Primer Primer Primer Sekansi Amplifikasyon Referanslar
Numarast  Adi [ —— 3’

1 UBC-807 AGAGAGAGAGAGAGAGT + Duta-Cornescu et al., 2017
2 UBC-810 GAGAGAGAGAGAGAGAT + Tian et al., 2015

3 UBC-811 GAGAGAGAGAGAGAGAC + Najafzadeh et al., 2014
4 UBC-812 GAGAGAGAGAGAGAGAA - Javalera et al., 2016

5 UBC-813 CTCTCTCTCTCTCTCTT + Shahi-Gharahlar et al., 2011
6 UBC-814 CTCTCTCTCTCTCTCTA + Yilmaz et al., 2009

7 UBC-815 CTCTCTCTCTCTCTCTG + Yilmaz et al., 2009

8 UBC-818 CACACACACACACACAG + Yilmaz et al., 2009

9 UBC-819 GTGTGTGTGTGTGTGTA + Ranaet al., 2014

10 UBC-820 GTGTGTGTGTGTGTGTC + Bagda. 2017

11 UBC-821 GTGTGTGTGTGTGTGTT + Levi et al., 2004

12 UBC-822 TCTCTCTCTCTCTCTCA + Levi et al., 2004

13 UBC-823 TCTCTCTCTCTCTCTCC + Duta-Cornescu et al., 2017
14 UBC-824 TCTCTCTCTCTCTCTCG + Ranaetal., 2014

15 UBC-825 ACACACACACACACACT + Tian et al., 2015

16 UBC-826 ACACACACACACACACC + Najafzadeh et al., 2014
17 UBC-828 TGTGTGTGTGTGTGTGA + Javalera et al., 2016

18 UBC-830 TGTGTGTGTGTGTGTGG + Leelambika et al., 2016
19 UBC-834 AGAGAGAGAGAGAGAGYT - Najafzadeh et al., 2014
20 UBC-836 AGAGAGAGAGAGAGAGYA + Thummar et al., 2015
21 UBC-840 GAGAGAGAGAGAGAGAYT + Yilmaz et al., 2009

22 UBC-841 GAGAGAGAGAGAGAGAYC + Yilmaz et al., 2009

23 UBC-842 GAGAGAGAGAGAGAGAYG + Najafzadeh et al., 2014
24 UBC-843 CTCTCTCTCTCTCTCTRA + Yilmaz et al., 2009

25 UBC-844 CTCTCTCTCTCTCTCTRC + Levi et al., 2004

26 UBC-845 CTCTCTCTCTCTCTCTRG + Najafzadeh et al., 2014
27 UBC-846 CACACACACACACACART - Tian etal., 2015

28 UBC-847 CACACACACACACACARC + Yilmaz et al., 2009

29 UBC-852 TCTCTCTCTCTCTCTCRA + Casasoli et al., 2001

30 UBC-851 GTGTGTGTGTGTGTGTYG - El Fattah et al., 2015
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Cizelge 3.4’iin devamu

Primer Primer Primer Sekansi Amplifikasyon Polimorfizm Referanslar

Numaras1  Adi [ — 3°

31 UBC-850 GTGTGTGTGTGTGTGTYC + + Shahi-Gharahlar et al., 2011

32 UBC-848 CACACACACACACACARG - - Etminan et all., 2016

33 UBC-855 ACACACACACACACACYT + + Leelambika et al., 2016

34 UBC-856 ACACACACACACACACYA - - Leelambika et al., 2016

35 UBC-857 ACACACACACACACACYG + + Najafzadeh et al., 2014

36 UBC-858 TGTGTGTGTGTGTGTGRT + - Casasoli et al., 2001

37 UBC-859 TGTGTGTGTGTGTGTGRC + - Wang et al., 2009

38 UBC-860 TGTGTGTGTGTGTGTGRA - - Idrees et al., 2017

39 UBC-866 CTCCTCCTCCTCCTCCTC + + Shahi-Gharahlar et al., 2011

40 UBC-887 DVDTCTCTCTCTCTCTC + + Zarek, 2016

41 UBC-888 BDBCACACACACACACA - - Yilmaz et al., 2009

42 UBC-889 DBDACACACACACACAC + + Najafzadeh et al., 2014

43 UBC-890 VHVGTGTGTGTGTGTGT + - Yilmaz et al., 2009

44 UBC-891 HVHTGTGTGTGTGTGTG - - Yilmaz et al., 2009

45 ISSR-7 ACACACACACACACACACT + - Patel et al., 2015

46 ISSR-9 ACACACACACACACACCG + - Sai Rekha et al., 2015

47 ISSR-16 TCCTCCTCCTCCTCCRY - - Leelambika et al., 2016

48 ISSR-21 TGTGTGTGTGTGTGTGC - - Yilmaz et al., 2009

49 ISSR-22 HVHCACACACACACACAT - - Sekerci et al., 2017

50 ISSR-28 AGAAAGAAAGAAAGAAAG - - Vidal et al., 2014

51 ISSR-43 GATCCGGCGGCGGCGGCGG + + Gore et al., 2015
CGGCGGCGG

52 ISSR-47 AGAGAGAGAGAGAGAGY - - Daneshmand et al., 2017

53 UBC-808 AGAGAGAGAGAGAGAGC + + Ranaetal., 2014

54 UBC-809 AGAGAGAGAGAGAGAGG + - Tian etal., 2015

55 UBC-816 CACACACACACACACAT - - Shahi-Gharahlar et al., 2011

56 uBC-827 ACACACACACACACACG + + Yilmaz et al., 2009

57 UBC-868 GAAGAAGAAGAAGAAGAA + + Shahi-Gharahlar et al., 2011
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3.3. Molekiiler ve Istatiksel Analizler
Calismada kullanilan ISSR molekiiller markdrlerinin  polimorfizm oranlari,
primerlerden elde edilen toplam polimorfik bant sayisinin, toplam bant sayisina

boliinerek 100 ile ¢arpilmasi sonucu asagida belirtilen formdil ile belirlenmistir:
Polimorfizm Orani (%) = (Polimorfik bant sayis1 / Toplam bant sayis1) x 100

DNA bantlarinin var olmast durumunda “1” ve yoklugu durumunda ise “0”
olarak degerlendirilerek bir veri dosyasi hazirlanmistir. PCR veya herhangi bir deneme
hatasi nedeniyle ¢ogalmadigi diisiiniilen DNA bantlari ise kayip veri yani “9” olarak
degerlendirilmistir. ISSR molekiiler markorlerinden elde edilen DNA verileri dosyasi
NTSYS (Numerical Taxonomy Multivariate Analysis System. NTSYS-pc version 2.1.
Exeter Software. Setauket. N.Y. USA) paket programina yiiklenmis olup UPGMA
dendrograminin (cluster) olusturulmasinda benzerlik indeksinin hesaplanmasinda ve
PCA (temel bilesenler analizi) analizinde bu veri dosyasi kullanilmistir. Jaccard
benzerlik katsayist NTSYS programu ile a/(a + b + ¢) formiiliine gore (a; y ve z ¢esitleri
arasindaki ortak bant sayisi, b; y ¢esidinde olan fakat z ¢esidinde olmayan bantlarin
sayist ve c¢; z cesidinde olan fakat y c¢esidinde olmayan bantlarin sayisidir)

hesaplanmaktadir (Akbulut, 2011).
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4. BULGULAR Ve TARTISMA

4.1. ISSR Markorlerinin Degerlendirilmesi

Igdir ilinde yetistirilen yerel seftali genotiplerini karakterize etmek ve
aralarindaki genetik cesitliligi tanimlamak amactyla ISSR molekiiler markori ile PCR
teknigi kullamlmistir. Bu teknikte seftali genotiplerinde 57 adet ISSR primeri
kullanilmis ve bu primerlerden 15 tanesi amplifikasyon saglamamistir. PCR reaksiyonu
sonucu seftali genomik DNA’sin1 ¢ogaltan 42 ISSR primerinden 32 tanesi polimorfik
olup molekiiler veri dosyasi olusturmak i¢in skorlamalarda kullanilmistir. ISSR-PCR
analizleri sonucuna gore 32 adet ISSR primeri ile toplam 213 bant elde edilmis, bu
bantlarin 154 adedinin polimorfik oldugu saptanmistir. Calismada kullanilan polimorfik

ISSR primerlerine ait 6zellikler Cizelge 4.1’ de verilmistir.

Polimorfik olarak segilen primerler kendi arasinda degerlendirildiginde primer
basina toplam bant sayisi en fazla olanlar UBC-836 ve UBC-887’dir. En yiiksek
polimorfizm degeri UBC-813, UBC-814, UBC-825, UBC-844, UBC-857, UBC-866 ve
UBC-868 (% 100) primerlerinden elde edilirken, en diisiik polimorfizm degeri UBC-
819 ve UBC-847 (% 33,3) primerlerinden elde edilmistir. Primer basina diisen toplam
bant sayis1 2-12 arasinda degismis ve ortalama toplam bant sayisi ise 6,6 olarak tespit
edilirken, ortalama polimorfik bant sayisi 4,8 ve ortalama polimorfizm oran1 %70 olarak
tespit edilmistir. En biiyiik allel uzunlugu 1500 b¢ ve en kiigiik allel uzunlugu 120 bg
olup, calismada kullanilan primerlerin ¢ogalttigi allel boyutlar1 bu aralikta dagilim

gostermektedir

Polimorfik olarak degerlendirilen bazi ISSR primerlerine ait PCR sonrasi agaroz

jel elektroforez goriintiileri asagidaki sekillerde gosterilmistir (Sekil 4.1 - 4.6).
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Cizelge 4.1. Seftalide polimorfik oldugu tespit edilen ISSR primerlerine ait bant

profilleri
Primer adi  Toplam bant  Polimorfik bant Polimorfizm Allel boyutu
sayisi sayisi orani (%) arahg (bg)
UBC-807 9 8 88.8 930-200
UBC-808 5 3 60 1000-300
UBC-810 9 7 7.7 980-250
UBC-811 6 4 66.6 900-380
UBC-813 6 6 100 920-420
UBC-814 5 5 100 1000-400
UBC-818 4 3 75 900-500
UBC-819 3 1 333 500-340
UBC-820 4 2 50 900-200
UBC-823 4 2 50 900-460
UBC-824 6 4 66.6 700-180
UBC-825 2 2 100 650-600
UBC-826 6 5 83.3 1000-520
UBC-827 9 7 77.7 1000-270
UBC-828 2 1 50 930-900
UBC-830 9 7 77.7 900-180
UBC-836 12 10 83.3 1000-150
UBC-840 8 6 75 980-200
UBC-841 10 6 60 970-130
UBC-843 4 3 75 600-120
UBC-844 10 10 100 1500-300
UBC-845 5 3 60 600-190
UBC-847 6 2 33.3 1200-600
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Cizelge 4.1°in devam

Primer adi  Toplam bant  Polimorfik bant Polimorfizm Allel boyutu
sayisi sayisi orani (%) arahg (bc)
UBC-850 5 5 100 600-200
UBC-852 8 7 87.5 940-300
UBC-855 5 2 40 1000-400
UBC-857 8 8 100 940-420
UBC-866 2 2 100 980-900
UBC-868 8 8 100 900-150
UBC-887 12 5 41.6 1000-260
UBC-889 9 8 88.8 940-280
ISSR-43 3 2 66.6 600-200
Ortalama 6.6 4.8 70

4.2. Jaccard Benzerlik Katsayisina Gore Seftali Genotiplerinin Genetik
Cesitliliginin Tanimlanmasi

Calismada kullanilan 32 adet ISSR primeri ile (Cizelge 3.4) PCR islemi
gergeklestirilmis ve islem sonrasinda olusan iiriinler %3’liikk agaroz jele yiiklenmis ve
elektroforez islemine tabi tutulduktan sonra UV altinda goriintiilenmistir. Goriintiilerden
elde edilen PCR bant profilleri degerlendirilerek molekiiler veri dosyasi
olusturulmustur. Molekiiler veri dosyasindan yararlanilarak NTSYS-pc software version
2.02 (Rohlf. 2000) kullanilarak Jaccard benzerlik katsayr (Jaccard’ similarity

coefficient) olusturulmus ve degerleri Cizelge 4.2°de verilmistir.

Jaccard benzerlik katsayisina gore seftali genotipleri karsilastirildiginda 0,8997
benzerlik katsayisi ile Agseftali6 ve Agseftalil6 birbirlerine en yakin Jaccard benzerlik
katsayisina sahip iken, 0,4000 Jaccard benzerlik katsayisi ile Zaferan6-Agseftalil8
genotipleri birbirine en uzak olanlardir. Ayrica Agseftali genotipleri kendi igerisinde
degerlendirildiginde Agseftali4-Agseftali24, Agseftalil8-Agseftali24 ve Agseftalil-
Agseftalil9 genotipleri Jaccard benzerlik katsayisina gore birbirlerine en uzak
genotiplerken, birbirine en yakin genotipler Agseftali5-Agseftalil6, Agseftalil3-
Agseftalil4 ve Agseftali2-Agseftali23’tiir. Zaferan seftali genotipleri kendi arasinda
degerlendirildiginde Zaferan6 genotipinin Zaferanl18, Zaferanl3, Zaferanl2, Zaferan26,

Zaferan8 ve Zaferan9 genotiplerine en uzak oldugu goriilmektedir. Jaccard benzerlik
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katsayina gore birbirine en yakin Zaferan genotiplerinin Zaferan29, Zaferan27,
Zaferan28 ve Zaferan25 olduklar saptanmistir. Calismada kullanilan kontrol c¢esitler
olan Royal glory ve Rich lady g¢esitleri Jaccard benzerlik katsayisina gore
degerlendirildiginde, Royal glory ve Zaferan2 genotipine en yakin iken (0,6653),
Zaferan6 genotipine en uzak (0,4436) bulunmustur. Ayrica Rich lady genotipi 0,6111
Jaccard benzerlik katsayisi ile Zaferan22 genotipine en yakin iken, 0,4734 Jaccard
benzerlik katsayisi ile Agseftalil8 genotipine en uzak olarak saptanmigtir. Ortalama
Jaccard benzerlik katsayis1 0,6061 olarak bulunmustur. Jaccard benzerlik katsayilar
yorumlandiginda olusturulan UPGMA dendrogrami ile c¢ogunlukla oOrtiistiigi

gorilmektedir.
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50 51 52 53 54

Sekil 4.1. Seftali genotiplerine ait genomik DNA’nin ISSR primerlerinden UBC-827 ile

PCR sonrasi agaroz jel elektroforez goriintiisii

4 5 6y°7 8 9" 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 M

-~

25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 3536 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 M
Wpp—— - - -

49 50 51 52 53 54
- - -

Sekil 4.2. Seftali genotiplerine ait genomik DNA’nin ISSR primerlerinden UBC-844 ile

PCR sonrasi agaroz jel elektroforez goriintiisii
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Sekil 4.3. Seftali genotiplerine ait genomik DNA’nin ISSR primerlerinden UBC-868 ile

PCR sonrasi agaroz jel elektroforez goriintiisii
M 1 23 4 586 78 9 3011318 1415 161718 102021 22 23 24

el -
s e —— — e

M 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48

M 49 50 51 52 53 54

Sekil 4.4. Seftali genotiplerine ait genomik DNA’nin ISSR primerlerinden UBC-840 ile

PCR sonrasi agaroz jel elektroforez goriintiisii

32



11 12 13 14 16 17 18 19 20 21 22 23 24

25 26 27 28 29 30 31 32 33 35 36 37 38 40 41 42 45 46 47 48

— o

49 50 51 52 53 54

Sekil 4.5. Seftali genotiplerine ait genomik DNA’nin ISSR primerlerinden UBC-810 ile

PCR sonrasi agaroz jel elektroforez goriintiisii

22 23 24

M 49 50 51 52 53 54

Sekil 4.6. Seftali genotiplerine ait genomik DNA’nin ISSR primerlerinden UBC-813 ile

PCR sonrasi agaroz jel elektroforez goriintiisii
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4.3. ISSR Molekiiler Verileri ile Olusturulan UPGMA Dendograminin
Degerlendirilmesi

54 adet seftali genotipinden elde edilen molekiiler ISSR markor verileri
kullanilarak Jaccard benzerlik indeksi ile UPGMA metodu ile kiimeleme analizi
yapilmistir ve 54 genotipe ait dendrogram (Sekil 4.7) elde edilmistir. Kiimeleme analizi
sonucu elde edilen dendrogram kullanilarak ultrametrik benzerlik matriksi
olusturulmustur. Olusturulan bu matriks ile Jaccard benzerlik matriksini karsilastirmak
icin Mantel testi gergeklestirilmistir (Mantel, 1967). Mantel testi sonucunda kophenetik
korelasyon degeri (r= 0,821) olarak bulunmustur. Benzerlik indeksleri ile dendrogram
arasindaki korelasyon katsayisinin 0,8’e esit veya biiyiik olmasinin dendrogram ile
benzerlik indeksleri arasinda ¢ok yiiksek bir korelasyonun oldugunu ve dendrogramin

benzerlik indeksini ¢ok iyi temsil ettigini gostermektedir (Mohammadi et al., 2003)

Seftali genotiplerine ait UPGMA dendrogrami incelendiginde benzerlik
diizeyinin 0,40-0,89 arasinda degistigi ve genotipler arasinda genel bir gruplama
olmadig1 goriilmistlir. Zaferan ve Agseftali genotipleri birbiri igerisinde dagilim
gostermistir. Dendogram incelendiginde birbirine en uzak genotiplerin Zaferan6 ve
Agseftalil8 oldugu, en yakin bireylerinde Agseftali6 ve Agseftalil6 oldugu
belirlenmistir. Dendorgram 7 grupta degerlendirilmis olup genotiplerin ¢ogunlukla 7
grupta kiimelendigi gortilmektedir. Calismada Igdir iline ait yerel seftali genotiplerinin
yaninda Rich lady ve Royal glory isimli iki ticari g¢esitte yer almistir. Rich lady ¢esidine
en yakin kiimelenen genotip Agseftalil8 iken, en uzak kiimelenen genotipin Zafaran22
oldugu goriilmektedir. Aynm1 sekilde Royal glory ticari ¢esidine en yakin kiimelenen

genotip Zaferan2 iken, en uzak kiimelenen genotip Zaferan6’dir.
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Cizelge 4.2. Seftali genotiplerine ait Jaccard benzerlik katsayisi

Zaferan10
Agseftali7
Agseftalil0
Agseftali5
Agseftalil6
Agseftalil7
Agseftali6
Agseftalil8
Agseftalil9
Agseftali8
Agseftali20
Agseftalil4
Agseftalil3
Zaferan8
Agseftalil 1
Agseftalil5
Agseftalil2
Agseftali2l
Zaferan9
Zaferanl8
Zaferan20
Agseftali22
Agseftali23
Agseftali2
Zaferanl
Agseftali3
Zaferanl6
Zaferanl3
Zaferanl5
Zaferanl4

Zaferanl0  Agseftali7

1.000
0.6683
0.6111
0.6558
0.6451
0.6273
0.6219
0.4961
0.6063
0.5834
0.5577
0.5945
0.5830
0.5788
0.5671
0.5568
0.5763
0.5500
0.5962
0.6017
0.5980
0.6173
0.6081
0.5923
0.6020
0.5624
0.5793
0.5736
0.6075
0.6325

1.000
0.6018
0.6636
0.6349
0.6533
0.6393
0.5751
0.5755
0.5928
0.5759
0.6214
0.5742
0.5965
0.5679
0.5753
0.5768
0.5317
0.5870
0.6101
0.5885
0.6075
0.6177
0.5830
0.5921
0.6019
0.5615
0.6018
0.5982
0.6318

Agseftalil0

1.000
0.6621
0.6609
0.6861
0.6644
0.6054
0.5788
0.6547
0.6689
0.6729
0.6646
0.6230
0.6305
0.6619
0.6305
0.5834
0.6158
0.6193
0.6364
0.6533
0.6465
0.6304
0.5570
0.6037
0.6000
0.6122
0.6174
0.6230

Agseftali5

1.000
0.8163
0.6851
0.6974
0.5763
0.5707
0.6362
0.6430
0.6632
0.6370
0.6465
0.6240
0.6270
0.6376
0.5721
0.6356
0.6259
0.6349
0.6251
0.6263
0.6018
0.5925
0.5926
0.6158
0.6106
0.6333
0.6341

Agseftalilo  Agseftalil?

1.000
0.7013
0.8997
0.5650
0.5961
0.6384
0.6452
0.6831
0.6214
0.6235
0.6205
0.6170
0.6398
0.5700
0.6407
0.6361
0.6426
0.6416
0.6626
0.6364
0.5714
0.6093
0.6089
0.6125
0.6673
0.6214

1.000
0.8038
0.6036
0.6246
0.6776
0.6502
0.6954
0.6412
0.6537
0.6619
0.6430
0.6201
0.5909
0.6312
0.6492
0.6341
0.6684
0.6545
0.6458
0.6018
0.6288
0.6326
0.6362
0.6670
0.6646

Agseftali6

1.000
0.5982
0.5714
0.6390
0.6374
0.6824
0.6276
0.6327
0.6403
0.6465
0.6319
0.5671
0.6435
0.6287
0.6288
0.6282
0.6571
0.6319
0.5778
0.6054
0.6017
0.6139
0.6448
0.6421
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Cizelge 4.2°nin devam

Zaferanll
Zaferanl2
Zaferan26
Zaferan27
Zaferan28
Agseftalil
Zaferan24
Agseftali9
Zaferan29
Zaferanl?
Zaferan30
Agseftali24
Zaferan22
Zaferanl9
Zaferan25
Zaferan6
Zaferan5
Zaferan3
Zaferan?
Zaferan4
Zaferan2
Agseftali4
Royal glory
Rich lady

Zaferanl0  Agseftali7

0.6091
0.5658
0.6241
0.6282
0.6210

0.5773
0.6304

0.6037
0.6319
0.5926
0.5714
0.5527
0.5658
0.6054
0.5870
0.5273
0.5736
0.5449
0.5418
0.5525
0.5763
0.5596
0.5577
0.5273

0.6178
0.5930
0.6235
0.6448
0.6376

0.5692
0.6035

0.5857
0.6312
0.6108
0.5907
0.5120
0.6106
0.6053
0.5964
0.5182
0.5834
0.5576
0.5339
0.5536
0.5568
0.5524
0.5532
0.5363

Agseftali10
0.5932
0.5950
0.6155
0.6525
0.6374

0.6130
0.6299

0.6559
0.6642
0.5949
0.6018
0.5783
0.6285
0.6235
0.6240
0.4943
0.6035
0.5793
0.5652
0.5306
0.5949
0.5911
0.6230
0.5664

Agseftalis
0.6085
0.6017
0.6745
0.6926
0.6607

0.6443
0.6536

0.6291
0.6631
0.6534
0.6089
0.5065
0.6439
0.6305
0.6225
0.5120
0.6282
0.5923
0.5456
0.5742
0.6462
0.5945
0.6216
0.5273

Agseftalilo  Agseftalil?

0.5983
0.5949
0.6509
0.6703
0.6465

0.6382
0.6559

0.6312
0.6908
0.6384
0.6198
0.5739
0.6718
0.6412
0.6333
0.5407
0.6571
0.6000
0.5522
0.5721
0.6472
0.6111
0.6319
0.5810

0.6167
0.6182
0.6390
0.6745
0.6594

0.6193
0.6607

0.6368
0.6862
0.6270
0.6348
0.5885
0.6843
0.6631
0.6305
0.5347
0.6190
0.6075
0.5811
0.5568
0.6186
0.6178
0.6211
0.5814

Agseftali6
0.6033
0.6050
0.6426
0.6780
0.6387

0.6306
0.6395

0.6151
0.6735
0.6390
0.6472
0.5512
0.6714
0.6500
0.6426
0.5282
0.6571
0.6113
0.5500
0.5692
0.6390
0.5857
0.6327
0.5757
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Cizelge 4.2°nin devam

Agseftalil8
Agseftalil9
Agseftali8
Agseftali20
Agseftalil4
Agseftalil3
Zaferan8
Agseftalil 1
Agseftalil5
Agseftalil2
Agseftali21
Zaferan9
Zaferanl8
Zaferan20
Agseftali22
Agseftali23
Agseftali2
Zaferanl
Agseftali3
Zaferanl6
Zaferanl3
Zaferanl5
Zaferanl4
Zaferanll
Zaferanl2
Zaferan26
Zaferan27
Zaferan28
Agseftalil
Zaferan24

Agseftalil8 Agseftalil9

1.000
0.5385
0.5692
0.5965
0.5892
0.5834
0.5565
0.5623
0.5788
0.5354
0.5353
0.5349
0.5542
0.5826
0.5736
0.5624
0.5488
0.4866
0.5087
0.5373
0.5500
0.5373
0.5512
0.5321
0.5434
0.5273
0.5792
0.5468

0.5468
0.5456

1.000
0.5923
0.5778
0.6038
0.5783
0.5442
0.5488
0.5642
0.5692
0.5644
0.5783
0.5727
0.5732
0.6040
0.6063
0.5778
0.5553
0.5772
0.5426
0.5426
0.5586
0.6119
0.6000
0.5075
0.5767
0.5834
0.5798

0.4941
0.5512

Agseftali8

1.000
0.6852
0.6729
0.6522
0.6395
0.6426
0.6117
0.6136
0.5926
0.6106
0.6193
0.6364
0.6533
0.5926
0.5946
0.5850
0.5854
0.6174
0.6297
0.6435
0.6356
0.6101
0.6201
0.6069
0.6525
0.6293

0.6130
0.6299

Agseftali20  Agseftalil4  Agseftalil3

1.000
0.6862
0.6667
0.6458
0.6490
0.6273
0.6374
0.5841
0.6017
0.6571
0.6261
0.6426
0.6053
0.5863
0.5892
0.5686
0.6000
0.6201
0.6167
0.6340
0.6340
0.6112
0.6148
0.6583
0.6359

0.6281
0.6367

1.000
0.8224
0.6653
0.6692
0.6548
0.6487
0.6037
0.6210
0.6446
0.6468
0.6634
0.6311
0.6053
0.5778
0.5964
0.6017
0.6225
0.6276
0.6282
0.6033
0.6299
0.6681
0.6862
0.6710

0.6548
0.6477

1.000
0.6583
0.6609
0.6511
0.6448
0.6224
0.6108
0.6197
0.6333
0.6416
0.6056
0.5873
0.5714
0.5593
0.5876
0.6178
0.6230
0.6235
0.5983
0.6170
0.6384
0.6368
0.6465

0.6299
0.6186

Zaferan8

1.000
0.6443
0.6226
0.6082
0.5699
0.6136
0.6217
0.6210
0.6034
0.5911
0.5811
0.5568
0.5544
0.5782
0.6319
0.6368
0.6376
0.6211
0.6145
0.5934
0.6538
0.6549

0.6235
0.6160
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Cizelge 4.2°nin devam

Agseftalil8 Agseftalil9  Agseftali8  Agseftali20 Agseftalil4 Agseftalil3  Zaferan8
Agseftalio 05444 05981 06136 06293 06319 06139 0.6082
Zaferan29 05739 05628  0.6560  0.6458  0.6898  0.6571 0.6651
Zaferanl7 05421 04957 06034 05951  0.6136  0.5860 0.6230
Zaferang0 05757 05100  0.6106 05932  0.6384  0.6304 0.5966
Agsoftaliza 04526 05821 05415 05196 05729 05647 0.5324
Zaferanz2 05345 05642 06536  0.6273 06797  0.6644 0.6548
Zaferanlg 05378  0.6095  0.6403  0.6226  0.6500  0.6462 0.6421
Zaferanos ~ 0.5636 05476 06240 06395  0.6596  0.6646 0.6099
Zaferang 04000  0.4946 04943 04634 05077  0.4772 0.4567
Zaferans 05315 05228 05860  0.6033  0.6139  0.5857 0.5983
Zaferan3 04869 05128 05867 05692  0.6019  0.6038 0.5854
Zaferan7 04912 05426 05739 05750  0.5672  0.5753 0.5699
Zaferana 05184 05358 05489 05598 05421  0.5407 0.5281
Zaferan? 05534 05282  0.6034  0.6115 05966  0.6139 0.6148
Agscfiali4 05429 05500 05803 05983 06036  0.6037 0.5879
Royalglory 05565 05315 ~ 05901 06142 06163  0.6067 0.6413
Richlady ~ 04734 05553 05488 05511 05700 05596 0.5545
Cizelge 4.2°nin devam
Agseftalill Agseftalil5 Agseftalil2 Agseftali2 1 Zaferan9 Zaferanl8  Zaferan20

Agseftalill 1.000

Agseftalils  0.6548 1.000

Agseftalil2  0.6354  0.6797 1.000

Agseftali2l 05854 05748  0.6128 1.000

Zaferan9 05931  0.6155  0.6210 0.6057 1.000

Zaferanl8  0.6160  0.5953  0.6287 0.5931 0.6512 1.000

Zaferan20  0.6198  0.6178  0.6108 0.5882 0.6037  0.5830 1.000
Agseftali22  0.6370  0.6174  0.6282 0.6462 0.6493  0.6583  0.6626
Agseftali23 05890  0.6416  0.6349 0.6317 0.6462 0.6174  0.6614
Agseftali2 05788  0.6122  0.6230 0.6213 0.6073 0.6452  0.6190
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Cizelge 4.2°nin devam

Zaferanl
Agseftali3
Zaferanl6
Zaferanl3
Zaferanl5
Zaferanl4
Zaferanll
Zaferanl2
Zaferan26
Zaferan27
Zaferan28
Agseftalil
Zaferan24
Agseftali9
Zaferan29
Zaferanl?
Zaferan30

Agseftali24
Zaferan22
Zaferan19
Zaferan25

Zaferan6

Zaferan5

Zaferan3

Zaferan?

Zaferan4

Zaferan2
Agseftali4

Royal glory
Rich lady

Agseftalill AgseftalilS Agseftalil2

0.5628
0.5511
0.6139
0.5826
0.6362
0.6261
0.5950
0.5917
0.6205
0.6571
0.6340

0.6340
0.6182

0.6270
0.6525
0.6085
0.5982
0.5282
0.6333
0.6285
0.6376
0.4495
0.5826
0.5773
0.5586
0.5330
0.6000
0.5892
0.6033
0.5315

0.5523
0.5857
0.5915
0.5949
0.6255
0.6139
0.5934
0.6033
0.6403
0.6514
0.6367

0.6127
0.5967

0.6133
0.6468
0.5866
0.6103
0.5751
0.6361
0.6066
0.6487
0.4701
0.5692
0.5814
0.5745
0.5411
0.6117
0.5753
0.6065
0.5558

0.5814
0.5964
0.6103
0.6398
0.6362
0.6282
0.6033
0.6050
0.6596
0.6537
0.6790

0.6226
0.6395

0.6067
0.6490
0.6051
0.6210
0.5864
0.6382
0.6167
0.6511
0.5010
0.5792
0.5547
0.5845
0.5783
0.6051
0.5857
0.5837
0.5324

Agseftali2 1
0.5716
0.5921
0.6075
0.6113
0.5793
0.6134
0.6091
0.5568
0.5778
0.5841
0.6210

0.5948
0.6036

0.5671
0.6230
0.5281
0.5714
0.5895
0.6378
0.5964
0.6241
0.4705
0.5264
0.5358
0.6075
0.5426
0.5580
0.4927
0.5257
0.5487

Zaferan9
0.5729

0.6169
0.6161
0.6198
0.6036
0.6649
0.6225
0.6103
0.5965
0.6354
0.6619
0.6033
0.5863
0.5948
0.6390
0.6282
0.5636
0.5653
0.6276
0.6139
0.6319
0.4667
0.5748
0.5685
0.6036
0.5418
0.5930
0.5256
0.5966
0.5596

Zaferan18
0.6018

0.6120
0.6408
0.6361
0.6082
0.6333
0.6413
0.6189
0.6145
0.6726
0.6812
0.6429
0.6516
0.6048
0.6682
0.6353
0.6099
0.5523
0.6504
0.6379
0.6468
0.4893
0.6115
0.5822
0.6082
0.5521
0.6032
0.6101
0.6217
0.5699

Zaferan20

0.5800
0.6000
0.5870
0.6093
0.6333
0.6491
0.6072
0.5911
0.6128
0.6348
0.6190
0.6017
0.6106
0.5928
0.6297
0.6091
0.6263
0.5684
0.6444
0.6214
0.6493
0.5039
0.6093
0.5919
0.5222
0.5610
0.6108
0.5943
0.5860
0.5475
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Cizelge 4.2°nin devam

Agseftali22
Agseftali23
Agseftali2
Zaferanl
Agseftali3
Zaferanl6
Zaferanl3
Zaferanl5
Zaferanl4
Zaferanll
Zaferanl2
Zaferan26
Zaferan27
Zaferan28
Agseftalil
Zaferan24
Agseftali9
Zaferan29
Zaferanl?
Zaferan30
Agseftali24
Zaferan22
Zaferan19
Zaferan25
Zaferan6
Zaferan5
Zaferan3
Zaferan?
Zaferan4
Zaferan2
Agseftali4
Royal glory
Rich lady

Agseftali22 Agseftali23

1.000
0.6558
0.6837
0.6000
0.6571
0.6416
0.6545
0.6235
0.6664
0.6246
0.6000
0.6304
0.6511
0.6523
0.6439
0.6362
0.6106
0.6462
0.5911
0.6257
0.5959
0.6435
0.6384
0.6304
0.5065
0.5727
0.5525
0.5964
0.5714
0.6230
0.5664
0.6085
0.5586

1.000
0.8038
0.6182
0.6529
0.6263
0.6341
0.6451
0.6558
0.6455
0.6288
0.6241
0.6356
0.6546
0.5930
0.6089
0.6295
0.6571
0.5907
0.6019
0.6229
0.6482
0.6145
0.6426
0.5614
0.6230
0.6308
0.6131
0.5843
0.6073
0.5707
0.5982
0.6020

Agseftali2

1.000
0.6235
0.6900
0.6364
0.6219
0.6091
0.6241
0.6106
0.5948
0.5982
0.6291
0.6390
0.5797
0.6312
0.5876
0.6240
0.5857
0.6111
0.6163
0.6472
0.6070
0.6251
0.5432
0.5763
0.6000
0.6000
0.5943
0.5965
0.5642
0.5949
0.6020

Zaferanl

1.000
0.6040
0.6134
0.6230
0.5943
0.6155
0.6333
0.5489
0.5981
0.6125
0.6178
0.5257
0.6182
0.5442
0.5838
0.5383
0.5633
0.5527
0.6128
0.5742
0.5793
0.5283
0.5560
0.5579
0.5404
0.5839
0.5196
0.5030
0.5444
0.5150

Agseftali3

1.000
0.6186
0.6131
0.5814
0.6341
0.6018
0.5679
0.5890
0.6384
0.6225
0.5706
0.6142
0.6054
0.6070
0.5671
0.6019
0.5813
0.6304
0.5892
0.6165
0.5528
0.5850
0.5692
0.5907
0.5843
0.5671
0.5343
0.5544
0.5817

Zaferanl6

1.000
0.6711
0.6142
0.6145
0.6069
0.5830
0.6122
0.6417
0.6678
0.6182
0.6523
0.6103
0.6536
0.6087
0.6251
0.5463
0.6426
0.6291
0.6297
0.5128
0.5644
0.5961
0.5699
0.6000
0.6139
0.5706
0.5782
0.5536

Zaferanl3

1.000
0.6533
0.6636
0.6534
0.6462
0.6070
0.6285
0.6880
0.6299
0.6475
0.5879
0.6571
0.6210
0.6198
0.5638
0.6547
0.6326
0.6333
0.4915
0.5857
0.5670
0.5733
0.5757
0.6122
0.5706
0.5731
0.5573
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Cizelge 4.2°nin devam

Zaferanl5
Zaferanl4
Zaferanll
Zaferanl2
Zaferan26
Zaferan27
Zaferan28
Agseftalil
Zaferan24
Agseftali9
Zaferan29
Zaferanl?
Zaferan30
Agscftali24
Zaferan22
Zaferanl9
Zaferan25
Zaferan6
Zaferan5
Zaferan3
Zaferan?
Zaferan4
Zaferan2
Agseftali4
Royal glory
Rich lady

Zaferan15
1.000

0.6649
0.6498
0.6255
0.6472
0.6417
0.6678
0.6182
0.6776
0.6190
0.6787
0.6261
0.6251
0.5960
0.6596
0.6547
0.6384
0.5234
0.6267
0.6406
0.5788
0.5721
0.6522
0.6219
0.6117
0.5500

Zaferan14

1.000
0.6996
0.6348
0.6214
0.6596
0.6692
0.5932
0.6534
0.6106
0.6632
0.6089
0.5982
0.5653
0.6609
0.6384
0.6304
0.5243
0.6091
0.5822
0.6108
0.5867
0.6000
0.5570
0.5692
0.5573

Zaferanll

1.000
0.6430
0.6220
0.6340
0.6675
0.6032
0.6607
0.6201
0.6455
0.5932
0.5739
0.5596
0.6512
0.6216
0.6136
0.5077
0.6017
0.5757
0.5897
0.5838
0.6017
0.5522
0.5805
0.5593

Zaferan12

1.000
0.6067
0.6273
0.6685
0.6367
0.6211
0.5884
0.6468
0.6285
0.5931
0.5238
0.6443
0.5984
0.6319
0.4566
0.5949
0.5963
0.5660
0.5768
0.5866
0.6246
0.5823
0.5130

Zaferan26

1.000
0.6971
0.6653
0.6490
0.6667
0.6255
0.6678
0.6326
0.6496
0.5745
0.6739
0.6523
0.6879
0.4979
0.6070
0.6173
0.5773
0.5798
0.6326
0.6000
0.6182
0.5358

Zaferan27

1.000
0.8063
0.6672
0.6765
0.6780
0.8012
0.6689
0.6523
0.5606
0.6996
0.6790
0.6807
0.5291
0.6285
0.6128
0.6000
0.5773
0.6115
0.6139
0.6458
0.5511

Zaferan28

1.000
0.6682
0.6854
0.6548
0.8176
0.6699
0.6201
0.6093
0.6845
0.6720
0.6735
0.5059
0.6216
0.5873
0.6017
0.5792
0.6455
0.6240
0.6314
0.5534

41



Cizelge 4.2°nin devam

Agseftalil
Zaferan24
Agseftali9
Zaferan29
Zaferanl7
Zaferan30
Agseftali24
Zaferan22
Zaferan19
Zaferan25
Zaferan6
Zaferan5
Zaferan3
Zaferan?
Zaferan4
Zaferan2
Agscftali4
Royal glory
Rich lady

Agseftalil
1.000
0.6775
0.6468
0.6863
0.6537
0.6452
0.5349
0.6526
0.6320
0.6408
0.4341
0.6050
0.5838
0.5769
0.5100
0.6502
0.5863
0.6235
0.5085

Zaferan24

1.000
0.6560
0.8120
0.6548
0.6632
0.5700
0.8024
0.6490
0.6500
0.5236
0.6136
0.6165
0.6017
0.5965
0.6264
0.6174
0.6000
0.5523

Agseftali9

1.000
0.8061
0.6051
0.5948
0.5512
0.6382
0.6750
0.6426
0.4701
0.5965
0.6073
0.5845
0.5330
0.5881
0.5913
0.6163
0.5512

Zaferan29

1.000
0.6889
0.6644
0.6019
0.7274
0.6826
0.8008
0.5264
0.6487
0.6455
0.6452
0.5807
0.6477
0.6276
0.6492
0.5818

Zaferanl7

1.000
0.6370
0.4897
0.6703
0.6319
0.6755
0.4528
0.6384
0.6476
0.5652
0.5580
0.6426
0.6288
0.6279
0.5204

Zaferan30

1.000
0.5500
0.6793
0.6571
0.6673
0.4774
0.5748
0.6333
0.5803
0.5642
0.6158
0.6056
0.5797
0.5610

Agseftali24

1.000
0.6019
0.5751
0.6039
0.5439
0.5208
0.5500
0.5624
0.5292
0.5415
0.5216
0.5488
0.5872
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Cizelge 4.2°nin devam

Zaferan22 Zaferanl9 Zaferan25 Zaferan6  Zaferan5  Zaferan3 Zaferan?
Zaferan22 ~ 1.000
Zaferan19 ~ 0.5872 1.000
Zaferan2s ~ 0.6992  0.6776 1.000
Zaferan6 0.5374 0.4837 0.5083 1.000
Zaferans 0.6547 0.5897 0.6421 0.5447 1.000
Zaferan3 0.6558 0.6493 0.6517 0.5101 0.6195 1.000
Zaferan? 0.6170 0.5692 0.6122 0.5059 0.5200 0.5729 1.000
Zaferand 0.5946 0.5534 0.6073 0.5416 0.5570 0.5857 0.6093
Zaferan2 0.6452 0.6235 0.6498 0.4632 0.6297 0.6095 0.5965
Agseftalia  0.6194 0.6225 0.6416 0.4740 0.6111 0.6019 0.5671
Royal glory 0.6306 0.6016 0.6430 0.4436 0.6067 0.5982 0.5950
Rich lady 0.6111 0.5907 0.5905 0.4821 0.5633 0.5684 0.5788
Cizelge 4.2°nin devam
Zaferan4 Zaferan2 Agseftali4 Royal glory Rich lady
Zaferan4 1.000
Zaferan2 0.6091 1.000
Agseftali4 0.6558 0.6722 1.000
Royal glory 0.5807 0.6653 0.6435 1.000
Rich lady 0.5817 0.6019 0.5822 0.5545 1.000
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Sekil 4.7. Seftali genotiplerine ait UPGMA dendrogrami



4.4, Temel
Degerlendirilmesi

Bilesenler Analizinin (PCA=

Principal

Component Analysis)

Seftali genotipleri arasindaki genetik farklihigi ortaya koymak icin “Temel

Bilesenler Analizi” (PCA) kullanilmistir. Benzerlik matriksinden elde edilen eigen

degerleri ile iki boyutlu ve ii¢ boyutlu grafikler NTSYS programiyla edilmistir (Sekil

4.8 ve Sekil 4.9).
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Sekil 4.8. Seftali genotiplerinde ISSR markor verileriyle gergeklestirilen temel bilesen

analizi sonucu olusturulan 2-D grafik
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Sekil 4.9. Seftali genotiplerinde ISSR markdr verileriyle gergeklestirilen temel bilesen

analizi sonucu olusturulan 3-D grafik
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Benzerlik matriksi kullanilarak Temel Bilesenler Analizinde iki ve {i¢ boyutlu
grafikler i¢in kiimiilatif olarak ilk {i¢ anabilesenin eigen degerleri toplami. toplam
varyasyonun % 58,20 sini agiklamaktadir (Cizelge 14). Kumiilatif ilk ti¢ eigen
degerinin %50° den biiyilk olmast c¢alismanmin giivenilirligi agisindan 6nem

tasimaktadir.

Cizelge 4.3. PCA sonucu ilk 3 ana bilesenin eigen degerleri

Anabilesenler Eigen degerleri  Yiizde  Kiimiilatif (Eklemeli Toplamlari)

1 6.42293099 51.0777 51.0777
2 0.47043386 3.7411 54.8188
3 0.42525615 3.3818 58.2006

PCA analizi sonucu olusturulan iki ve ii¢ boyutlu grafikler incelendiginde
grafiklerin UPGMA dendrogramu ile biiyiik dl¢iide ortiistiigii, dendogramda birbirine en

yakin ve en uzak genotiplerin grafiklerde de ayn1 sekilde konumlandig goriilmektedir.

Yilmaz et al (2009), 16 Prunus cinsinde (Prunus domestica. Prunus cerasifera.
Prunus salicina, Armeniaca vulgaris, Cerasus prostrata, Plumcot) yaptiklari ¢aligmada
ISSR markérlerinden UBC-807, UBC-825 ve UBC-868’in polimorfizm oraninin %100
oldugunu rapor etmislerdir. Mevcut ¢alismada da ayn1 markorler %100 polimorfizm
gOstermistir. Ortalama genetik benzerlik katsayisinin 0,47 ve kophenetik korelasyon kat
sayisinin (r) ise 0,93 oldugunu rapor etmislerdir. Jaccard benzerlik katsayisi Prunus
cinsleri arasinda diisiik bulunurken, bu c¢alismada orta diizeyde bulunmustur. Jaccard
benzerlik katsayisinin orta diizeyde olmasinin sebebi calismada kullanilan seftali

populasyonunun genisligi ile ilgili olabilir.

Shuxia et al (2011), seftali koleksiyonuna ait 28 seftali genotipi arasindaki
genetik ¢esitliligi ISSR markorleri ile ortaya koymuslardir. 23 ISSR primeri ile toplam
188 bant elde edilmis ve bu bantlarin 96’s1 polimorfik olarak bulunmustur. Ortalama
polimorfizm oran1 %51,06 bulunurken, bizim caligmamizda bu oran daha yiiksek
bulunmugtur. Bu oranin yiiksek ¢ikmasinin nedeni kullanilan ISSR markdrlerinin

faklililigindan kaynaklanabilir.
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Shahi-Gharahlar et al (2011), tarafindan yiiriitilen bir ¢aligmada Cerasus alt
cinsine ait Prunus orneklerinin genetik cesitliligi ISSR markdrleri araciligla ortaya
konmustur. Caligmada 12 ISSR markori ile 151 polimorfik bant elde edilmis ve
polimorfizm orani1 %81,8 ile %100 arasinda degiskenlik gostermistir. Mevcut caligmada
ise 32 ISSR markortii ile 154 polimorfik bant elde edilmis olup polimorfizm %33,3 ile
%100 arasinda degiskenlik gostermektedir. Genotipler arasindaki ortalama benzerlik
katsayist 0,28 bulunurken, bizim g¢alismamizda ortalama benzerlik katsayist 0,6061
olarak bulunmustur. Bu deger bize seftali genotipleri arasinda varyasyonun islah
calismalarinda ebeveyn sec¢imi icin kayda deger oldugunu gostermektedir. Ayrica iki
calisma Jaccard benzerlik katsayis1 agisindan kiyaslandiginda farkli sonuglarin

gozlenmesi ¢alismada farkli Prunus tiirlerinin kullanilmasindan kaynaklanabilir.

Goulao et al (2001), erik genotiplerinde gesitliligi ortaya koymak i¢in AFLP ve
ISSR  markoérlerini  kullanmislardir. 6 AFLP ve 7 ISSR markoérii ile calisma
gergeklestirilmis olup ISSR primerleri i¢in ortalama polimorfizm oran1 %87,4 olarak
belirlenmistir. Bu ¢alisma ile bizim c¢alismamiz kiyaslandiginda ise ortalama

polimorfizm oraninin daha diisiik oldugu goze carpmaktadir.

Najafzadeh et al (2014), iran’in visne genotiplerinde genetik cesitliligi
belirlemis ve degerlendirmislerdir. Calismada 12 visne genotipinin DNA’lar1 23 ISSR
molekiiler markorii ile ¢ogaltilmis olup toplam 489 bant elde dilmis ve bunlarin
482’sinin polimorfik oldugu belirtilmistir. Ortalama polimorfik allel sayis1 20,95 olarak
bulunmusgtur. Mantel testinde Kophenetik korelasyon katsayisi (r) 0,74 olarak
bulunurken, genetik benzerlik katsayisi 0,56 ile 0,77 arasinda degiskenlik gdstermistir.
Najafzadeh et al (2014), farkli bir tiirde ¢alismalarina ragmen, bizim g¢alismamizda
ISSR markdér polimorfizm orami ise bu g¢alismaya kiyasla genel olarak diistik
bulunmustur. Ancak kophenetik korelasyon degeri bizim c¢alismamizda daha yiiksek
bulunmustur. Buda bize genetik veriler ile olusturulan matriksin dendrogrami daha iyi

temsil ettigini ve calismanin giivenirliligini gostermektedir.
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5. SONUCLAR Ve ONERILER

[gdir ili Dogu Anadolu bdlgesinde mikro-klima 06zelligi ile meyve iretimi
bakimindan yiiksek bir potansiyele sahip illerimizdendir. Bu ¢alisma ile Igdir ilinde
yerel isimleri Zaferan ve Agseftali olarak bilinen seftali genotipleri arasinda ISSR
markorleri araciligiyla molekiiler tanimlama gerceklestirilmis olup seftali genotipleri
arasindaki genetik ¢esitlilik ortaya konulmustur. Yerel genotiplerin yaninda Royal glory

ve Rich lady ticari seftali ¢esitleri de calismada referans ¢esit olarak kullanilmistir.

Aragtirmada 54 seftali genotipinin ISSR-PCR yontemi ile aralarindaki genetik
iliskinin ortaya konulmasi hedeflenmistir. PCR islemlerinde ISSR analizi i¢in kullanilan
57 primerden amplifikasyon durumuna gore 42’si ¢alismis ve 32 tanesi polimorfik
olarak secilmistir. Calismada kullanilan bu polimorfik markdrlerden polimorfizm orani
en yiiksek olan (%100) UBC-813, UBC-814, UBC-825, UBC-844, UBC-857, UBC-866
ve UBC-868 ISSR primerleri olarak bulunmustur. Bu primerlerin seftali genotiplerini

molekiiler agidan karakterize etmek amaciyla kullanish olabilecegi sOylenebilir.

ISSR markorlerinden elde edilen molekiiler veriler ile Jaccard benzerlik
katsayis1 hesaplanmis olup; UPGMA dengdrogrami, PCA analizi ve mantel testi
gerceklestirilmigtir. Seftali genotiplerine ait UPGMA dendrograminda benzerlik
diizeyinin 0,40-0,89 arasinda degismekte ve Zaferan ve Agseftali genotiplerinin bir biri
icerisinde karisik olarak kiimelendigi goriilmiistiir. Her ne kadar Igdir ili halka
morfolojilerine dayanarak c¢alismada kullanilan Zaferan ve Agseftali olarak
isimlendirilen bu genotipleri iki grupta siniflandirsa da, mevcut c¢aligmada
gergeklestirilen UPGMA kiimeleme analizinde bdylesine belirgin  bir ayrim
goriilmemektedir. Seftalilerde gbzlenen morfolojik ¢esitlilik ile genom ¢apindaki
cesitlilik ¢ogu zaman tutarli degildir (Xie et al., 2010; Aranzana et al., 2003a; 2003b;
2010).

Mevcut calisma gelecekte gergeklestirilmesi planlanan islah ¢alismalarinda ve
markor destekli seleksiyon uygulamalarinda kullanilma potansiyeli olan ISSR
markorleri hakkinda da kullanish bilgiler sunmaktadir. ISSR verileri temel alinarak

Jaccard benzerlik katsayisi, UPGMA ve PCA analizi sonuglari bir biri ile tutarlt olup
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genetik cesitlilik ve filogenetik iliski kapsaminda degerlendirildiginde Zaferan6 ve
Agseftalil8 genotiplerinin birbirine ve diger genotiplere en uzak oldugu belirlenmistir.
Ayrica Agsefali6 ve Agseftalil6 genotiplerinin de birbirine neredeyse klon derecesinde
benzedigi dolayisiyla bu iki genotipin 1slah c¢aligmalarinda ebeveyn olarak
secilemeyecegi ve birbirine uzak genotiplerin ise ebeveyn olarak kullanilabilacegi
saptanmistir. Bu calisma ile seftali genotiplerinde ortaya konan genetik ¢esitliligin SSR
gibi dominant ozellikte ve spesifik dizileri esas alan teknikler ile de desteklenmesi
ileride 1slah materyali olarak secilen genotiplerin dogrulugu acisindan G6nem

tasimaktadir.

Igdir ili yerel seftalililerinin genetik cesitliliginin belirlendigi bu c¢alismaninin
yaninda. bu genotiplerin Tiirkiye’nin degisik bdlgelerine ait yerel seftali genotipleri ile
genetik iligkisinin belirlenmesinin faydali olacagi kanisina varilmaktadir. Ayrica mevcut
caligmada genetik acidan birbirine uzak olarak bulunan genotiplerin ileride yapilacak
calismalarda 1slah materyali olarak kullanilabilecegi ve yerel seftali genotiplerinde
genetik cesitliligin agiga ¢ikarilmasi ile bu konuda yapilacak calismalara 11k tutmasi

onemlidir.

Seftalide genetik cesitliligin belirlenmesi iizerine yapilan ¢alismalar diinya
genelinde ¢ok sayida olmasina ragmen tlilkemizde daha az rastlanmaktadir. Bu nedenle
bu meyve tiirii ile ilgili yapilan her bir molekiiler markor calismasi, bu meyve tiiriiniin
genetik cesitliliginin ortaya c¢ikarilmasi, bitki 1slahinda kullanilabilecek materyal
potansiyelinin belirlenmesi ve dolayisiyla iilkemiz genetik kaynaklarinin olusturdugu

germplasm koleksiyonlarina eklenmesi bakimindan katki saglayacaktir.
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