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OZET

VAN iLINDE DOGAL OLARAK YETISEN Rosa canina L. GENOTIPLERININ
TOPLAM FENOLIK ICERIKLERI iLE MOLEKULER ACIDAN AKRABALIK
ILISKILERININ INCELENMESI

PARLAR, Cagla
Yiiksek Lisans Tezi, Bah¢e Bitkileri Anabilim Dal1
Tez Danismant: Dog. Dr. Ferit CELIK
Ocak 2015, 73 sayfa

Bu calisma, 2014 yilinda Van merkezde yetisen 22 adet kusburnu genotipleri
tizerinde yiritilmiistiir. Toplam fenolik, renk tayini (meyve, yaprak, c¢icek) ve SRAP
yontemi ile molekiiler akrabalik iliskileri belirlenmistir. Toplam fenolik maddeler
1511,42-1864,76 mg GAE/100g degerler arasinda bulunmustur. Renk degerleri L*
(29.40-33.92), a* (25.82-34.84), b* (17.31-27.61), Chroma (31.25-39.61), Hue
(30.51-37.00) degerleri belirlenmistir. Genotiplerin genetik analizlerinde polimorfizm
oranlar1 % 50-100 degerler arasinda degigsmektedir. SRAP analizi sonucunda
genotiplerde 3 farkli gruplar olusmus en yakin 0.0928 benzerlik oranlar1 ile VMR9-
VMRI15, en uzak 0.7463 benzerlik oranlar1 ile VMR17-VMR21 genotiplerinde ortaya
¢ikmigtir. Ortalama polimorfizm igerigi (PIC) 0.086-0.495 degerleri arasinda degisim

gosterdigi saptanmigtir.

Anahtar kelimeler: Van, Rosa canina, toplam fenolik, SRAP



ABSTRACT

STUDY ON RELATIONSHIPS WITH REGARD TO MOLECULAR AND
TOTAL PHENOLIC CONTENTS OF Rosa canina L. GENOTYPES NATURALY
GROWING IN VAN PROVINCE

PARLAR, Cagla
M. Sc., Horticulture Department
Supervisor : Assoc. Prof. Dr. Ferit CELIK
January 2015, 73 pages

In this study, it was studied on 22 genotypes of rosehip grown in the center of
Van in 2014. Molecular relationships were determined with total phenolic, color
identification (from fruit, leaf and flower) and SRAP method. Total phonelic substances
were found between the values of 1511,42 and 1864,76 mg GAE/100g. Color values
were determined for L* (29.40-33.92), a* (25.82-34.84), b* (17.31-27.61), Chroma
(31.25-39.61) and Hue (30.51-37.00). Polymorphism rates in the genetic analysis of
genotypes range from 50 % to 100 %. As a result of the SRAP analysis, 3 different
groups were formed to genotypes; the lowest similarity level was found 0.0928 between
VMR9 and VMR-15 genotypes, while the highest one for VMR17 and VMR21
genotypes with 0.7463. It was determined that average polymorphism content (PIC)
ranged from 0.086 to 0.495.

Key words: Van, Rosa canina, total phenolic, SRAP
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1. GIRIS

Kusburnu giilgiller familyasinda yer almakta olup, Rosaceae familyasi
Rosaideae alt familyas1 Rosa cinsine ait ¢ok yillik bir bitkidir. Halk arasinda yaban
giilii, giil burnu, giil elmas1 gibi isimlerle de bilinmektedir. Bitki tag ytliksekligi tiirlere
bagli olarak 1-3 m arasinda degisen dikenli bir cali olup ¢evre kosullarina karsi
dayaniklilik gostermektedir. Meyve olugsmadan Once gilizel kokulu pembe ve beyaz
cicekler meydana gelmektedir. Bu gigeklerin eksenlerinin etlenmesiyle birlikte meyve
olusum siireci baglamaktadir. Cogunlukla kizilciga benzeyen meyvesinin i¢i tiiylii olup,
cok sayida sert ¢ekirdek icermektedir. Her tiirlii cevre sartlarina uyum saglayabildigi
icin vadilerde, bahge citlerinde, yol kenarlarinda ve mezarliklarda goriilebilmektedir
(Yamankaradeniz, 1983a).

Diinyada kusburnu, basta Almanya olmak {izere Rusya, Tiirk Cumhuriyetleri,
Isvigre, Polonya ve Finlandiya gibi pek ¢cok Avrupa iilkesinde besin ve ila¢ sanayisinde
tercih edilen degerli bir hammaddedir (Yamankaradeniz, 1983b). Bu iilkelerde
kusburnu; baslica bebek gidasi, meyve suyu, meyve jolesi ve ¢ay gibi gida sektorlerinde
kullanilmaktadir. Tirkiye gida sanayisinde ise kusburnunun ticari olarak
degerlendirilmesi olduk¢a yeni olup kusburnu meyvesinden pulp, nektar ve marmelat
iiretimi ile birlikte kusburnu ¢ay1 ve son zamanlarda kusburnu igecegi ve nektar1 da
tiretilmektedir. Ticari anlamda bilinen iirlinlerinin yan1 sira bolgesel olarak iiretilip
tilkketilen pek cok iirtinti bulunmaktadir (Délek, 2013).

Kusburnu, aslinda Anadolu’da c¢ok bilinen ve tiiketilen bir meyve olup
Tiirkiye’nin her yerinde 6zellikle Karadeniz bolgesinin Tokat, Giimiishane ve Amasya
cevresinde yetismektedir. Kusburnu, iilkemiz florasinda yabani olarak yetisen ancak
Onemi her gecen giin biraz daha iyi anlagilmaya baslayan bir meyve tiiriimiizdiir. Bu
onemine paralel olarak kusburnu populasyonlarinin yogun oldugu ydrelerimizde bazi
seleksiyon (seleksiyon I ve/veya seleksiyon II) ¢caligsmalar1 yapilmis veya yapilmaktadir
(Ercisli, 1996; Giines, 1997; Misirh ve ark., 1999; Kazankaya ve ark., 1999; Kizilci,
2005; Dolek, 2008). Cesit adayi, limitvar genotiplerin tescil caligmalar1 Tokat ve
Erzincan illerinde yiiriitiilen seleksiyon ¢alismalar1 belli bir asamaya gelmis ve siire¢

devam etmektedir. Kiiltiire alma g¢alismalar1 heniiz baslangi¢ asamasinda olmasina



karsin kusburnu, b6lgemizde gida sanayisinin 6nemli bir hammaddesidir. Tescil edilmis
cesitlerin yayginlagsmast veya bahgelerinin kurulmasiyla birlikte daha fazla kusburnu
meyvesinin toplanmasi ve islenmesi s6z konusu olabilecektir.

Cogunlukla yapragimi doken ya da nadiren herdem yesil ¢ali seklinde odunsu
bitkiler icerisinde yer alan giil (Rosa sp.) tiirleri gosterilen sistematik siniflandirmada

yer alir (Ansin, 1996).

Boliim : Spermatophyta
Alt Boliim  : Angiospermae
Sinif : Magnoliatae
Alt Simf : Rosidae
Takim : Rosalae
Familya : Rosaceae

Alt Familya : Rosaoidae
Cins : Rosa

Ulkemizde kusburnunda toplam fenolik madde igeriklerinin, renk degerlerinin
belirlenmesi ve molekiiler ¢calismalar sinirli diizeyde kalmistir. Bu calisma sonucunda
kusburnu meyvesinde toplam fenolik bilesik igeriklerinin degisimi, renk degerlerinin
belirlenerek molekiiler diizeyde tanimlamanin ortaya konulmasi amaglanmaistir.

Molekiiler markirlarin  hizli  gelisimi  biyoteknolojinin  hizli bir sekilde
ilerlemesine olanak saglamistir. Molekiiler markir kullanim1 bu siirecin ilk basamagini
olusturmaktadir; bu nedenle biiyiik 6neme sahiptir. Rekombinant DNA teknolojisi ile
DNA’ya istenilen parcalarin eklenmesi ya da ¢ikarilmasi gergeklestirilmis; bu da yeni
uriinlerin elde edilmesine olanak saglamistir. Mendel genetigine dayanan klasik 1slah
caligmalarinin yerine molekiiler markirlarin kesfi ile istenilen 6zelliklerin yerlerinin
tespiti ve bulunan genlerin direkt aktarimi sonucu daha kesin sonuglar elde edilmis,

klasik 1slahin dezavantaj1 olan istenmeyen genlerin kalitimi bu sekilde engellenmistir.



2. LITERATUR BILDIRISLERI

Celik (2007), R. canina L. ¢esidinde yaptig1 seleksiyon ¢aligmasinda, bu ¢esidin
oldukca poliformik bir tiir, 1,5-3,5 m yiiksekliginde, dallarinin ¢ogunlukla geriye kivrik
tirmanici bazen dik calilar oldugunu vurgulamistir. Diken yapis1 oldukc¢a kaba, genis ve
geriye kivriktir. Yapraklar soluk veya koyu yesildir. Yaprakeiklar 5-7 adet olup; dar
eliptikten, genis yumurtamsi sekle kadar degisir. Cigekler tek veya 2-15 tanesi bir
aradadir. Canak yapraklar biitlin veya tiiylii loblara sahip olup; ¢ogunlukla geri kivrik ve
ciceklenmeden sonra dokiiliirler. Tag yapraklar, beyaz, agik pembe veya nadiren koyu
pembeye kadar degisir. Meyve, yumurta bigiminden kiire sekline kadar degisen, 1-3 cm
uzunlugunda sarimsi kirmizi veya koyu pembe olup; ge¢ olgunlasir. Cigeklenme zamani
5-7. aylardir. 30-2500 m'lerde orman agikliklarinda ve kayalik yamaglarda yaygin
oldugunu ve Tiirkiye' nin hemen her tarafinda bulundugunu ifade etmistir.

R. canina L. meyvesi insan sagligina faydali bilesenlerce zengin bir bitkinin
sahip oldugu genetik ¢esitliligin belirlenmesi ve koruma altina alinmas1 gerekmektedir.
Yabani olarak yetisen ve meyvesi insan sagligina faydalar1 arastirmalar ile ortaya
konmus antioksidan bilesikler ve vitaminlerce zengin bu bitkinin genetik potansiyelinin
anlasilmasi1 ve programli sekilde kiiltiire alinmasi, bitkinin gen kaynaklarinin oncelikli
olarak tespit edilmesi ile miimkiin olacaktir.

Davis (1972)’e gore R. canina L. son derece taksonomik olarak problemli bir tiir olup
cesitli varyasyon gosteren formlari vardir. Tirkiye florasinda yaprak ve pedisellerindeki
tily Ortilistine gore 3 gruba ayrilmaktadir. Bu grup 6zellikleri asagida verilmistir

A) Yaprakgiklar ¢iplak, pedisel diiz

B) Yaprakgiklar ¢iplak, pediseller sert salgi tiiyli

C) Yaprakgiklar kaplayict tiiylii, en azindan yaprak alti, pediseller piiriizsiiz.

Kusburnu, mayis ve haziran aylarinda ¢icek agmakta, temmuz, agustos ve eyliil
aylarinda meyve vermektedir. Her tiirlii ortamda, hem golgeli, nemli hem de agik,
giinesli, kuru topraklarda yetisir. Kayalikli yamaglar, caliliklar, hendek igleri, yol
kenarlari, orman kenarlar1 ve agliklari, tarla kenarlari, dere kenarlari, kirecli kayalar
tizerinde yetismektedir. 5-1700 (2500) m'ler arasinda yetismektedir. Arastirma alaninda

genis bir yayilis gdstermektedir. Ulkemiz igin kozmopolittir. Diinya iizerinde Kafkasya,



Avrupa, Tiirkiye, Kuzey ve Bati iran, Orta Asya, Kuzey Bati Afrika, iskandinav
tilkeleri, Avrasya, Kuzey Afganistan, Liibnan, Kuzeydogu Irak, Kuzey Pakistan,
Kasmir® de yayilis gostermektedir (Celik, 2007).

Pawlosky ve ark., (1996); Simopoulos ve Salem (1996), makro besinler disinda
fitokimyasallar, organik asitler ve bitki kaynakli tabii bilesiklerin dneminin yeni yeni
anlasilmaya baglandigin1 ve fitokimyasallarin serbest radikal denen viicudumuzdaki
hiicrelere saldiran molekiilleri zararsiz hale getiren antioksidan Ozellige sahip
olduklarin1 ~ vurgulamiglardir. Kusburnu, mineraller, karotenoitler, tokoferol,
bioflavonoidler, meyve asitleri, tanenler, pektinler, aminoasitler ve 6nemli yaglari
biinyesinde barindirmaktadir (Cmar ve Colakoglu, 2005). Mineral maddeler insan
bilinyesi i¢in vazgecilmez bir besin §gesidir. Kusburnu fosfor ve potasyum elementleri
bakimindan oldukc¢a zengin olmakla birlikte, mangan, kalsiyum ve magnezyum
acisindan da faydalanilabilecek kaynak niteligindedir (Dogan ve ark., 2006). Ozrenk ve
ark. (2012), tiiketici istekleri ve isleme teknolojisinin gelismesi sayesinde kusburnu
meyvesine olan talep giderek artacagini belirtmislerdir.

Besleyici 6zelligi ve ¢ok genis kullanim alanlaria sahip olan kusburnu hakkinda
yapilan yogun ve kapsamli bilimsel aragtirmalar, diinyada oldugu gibi, iilkemizde de
etkisi goriilmiis ve kusburnu meyvesine olan ilgiyi artirmistir. Bu ilgi kusburnu
meyvesinin tliketimini artirmig buna paralel olarak son yillarda kusburnu mamiilleri
tireten gida sanayi kuruluslarinin sayisin1 da artmigtir. Kusburnu meyvesine olan talep
dogadan toplanarak karsilanmaktadir (Celik, 2007).

Bunun yaninda Tiirkiye’de kusburnu bitkisi ise, erozyon Onlemede, peyzaj
caligmalarinda, park, bah¢e ve karayollar1 agaglandirmalarinda, kirag ve verimsiz
arazilerin degerlendirilmesinde kullanimi giindeme gelmektedir (Baktir ve Yilmaz,
1995; Yilmaz ve ark., 1996; Arslan ve ark., 1996). Van golii ve cevresinde, 6zellikle
kirsal bolgelerde yakacak ve erozyon dnlemede degerlendirilmektedir (Celik, 2007).

Kusburnu iilkemiz florasinda dogal olarak yetisen ve kiiltiire alma caligmalari
devam eden bir meyve tiirimiizdiir. Heniliz standart bir kiiltiir olmamasina karsin
kusburnu, diger kullanim alanlarinin yaninda, meyve ve diger bitki kisimlarmin birgok
mineral ve vitaminlerce zengin icerigiyle besin maddesi olarak da degerlendirilmektedir

(Dogan ve ark., 2006).



Optimal hasat zamaninin belirlenmesi amaciyla; tilkemizde, kusburnu tiirlerinin
farkli olum asamalarindaki meyvelerinin fitokimyasal igerikleriyle ilgili c¢aligmalar
Yamankaradeniz (1982, 1983a) tarafindan yiiriitilmistiir. Yapilan ¢alismada, farkli
tiirlere ait kusburnularin 3 farkli asamadaki (ham, yar1 olgun ve teknolojik olum)
meyvelerinin bazi fiziksel ve kimyasal Ozellikleri incelenmistir. (Yamankaradeniz,
1983a).

Tiirkben ve ark. (2010)’nin yapmis oldugu ¢alismada, Rosa canina tiiriine ait
kusburnular iki farkli olgunluk siirecinde (kirmizi-turuncu ve kirmizi dénem) hasat
edildigini bildirmislerdir. Hasat edilen meyvelerin bir kismi geleneksel yontemle
kurutulularak, diger bir kismi ise taze olarak marmelata islenmis ve sivi
kromatografisinde fenolik bilesik, askorbik asit ve flavanol igeriklerine bakilmaistir.

Optimal hasat zamanin belirlemede en 6nemli ¢alismay1 Uggla (2004), farkl bir
kusburnu tiirti (Rosa spinosissima) ile yapmustir. Bu ¢alismada, olgunlagsma asamasinda
kusburnunda meyve kalitesi ve kopma direnci degisimini incelemistir. Arastirmaci
calismada yaz sonu-giiz basina denk gelen 6 haftalik siire igerisinde hasatlar yapmuis,
meyvelerin fiziksel ve kimyasal o6zelliklerini analiz etmistir. Incelenen kimyasal
ozelliklerden antosiyaninler ilk haftalarda ylikselmis ve daha sonra stabil hale gelmistir.
Toplam kuru madde ise ayni siire igerisinde % 18,8’den % 23,4’e ¢ikmistir. Toplam

asitlilik 6nce artmis daha sonra ise azalmistir.
2.1.  Fenolik Bilesikler

Fenolik maddeler bitkisel kaynakli besinlerin lezzetine 6zellikle agizda buruk bir
tat birakma yonilinde ve rengine etki eden, meyve ve sebzelerde genellikle ¢ok az
miktarlarda bulunmaktadir. Fenolikler onemli olan bir madde grubudur. Fenolik
maddeler aromatik halkasinda bir veya daha fazla hidroksil grubu iceren bilesiklerdir
(Shahidi ve Naczk, 1995). Bu bakimdan en basit fenolik maddenin bir tane hidroksil
grubu iceren benzen yani fenol oldugu ve diger fenolik maddelerin bundan tiiredigi
bilinmektedir (Cemeroglu ve Acar, 1986).

Bugiine kadar en az 5000 tane fenolik madde tanimlanmis olup bunlarin
2000’den fazlas1 dogal flavonoidlerdir. Genelde bitkilerin yaprak, ¢i¢ek, meyve gibi

canli dokularinda glikozitler seklinde, odunsu dokularinda aglikonlar seklinde,



¢ekirdeklerinde ise her iki formda da bulunabilmektedirler (Shahidi ve Naczk, 1995).
Bitkiler aleminde fenolik madde igerigi en zengin olan bitkinin Camellia sinensis
oldugu bildirilmektedir (Wilson ve Clifford, 1995). Meyvelerdeki fenolik madde
miktar1 sebzelerdeki fenolik madde bakimindan daha zengin oldugu bilinmektedir.
Ancak fenolik maddeler bitkiler aleminde o kadar yaygindir ki hemen her meyve ve
sebzede az ya da ¢cok miktarda bulunmaktadir.

Fenolik bilesikler fenilpropanoid metabolik yolu ara iiriinlerindendir (Dixon ve
Paiva, 1995). Bu metabolik yolda polifenollerin de sentezlendigi bir metabolik yoldur.
Enzimlerin aktivitesinin degigsmesiyle bu bilesiklerin sentezi degisim gostermektedir.
Enzim aktiviteleri birgok faktorler tarafindan etkilenmektedir. Sekonder metabolitlerin
sentezi; genetik, pH, iyonik siddet, allelopatik etkiler, 1sik, sicaklik, klimatik
degisiklikler vb etkenlerde etkilenmektedir.

Enzimlerin aktivitesi bitkinin gelisim siirecindeki biiylime ve gelismeden de
degisiklik gosterebilmektedir. Bu baglamda, kusburnu meyvesindeki olum asamalarina
bagli olarak enzim aktiviteleri de degisebilmektedir. Bu degisimden dolay1 da sekonder

metabolitlerin iiretiminde degisiklik meydana gelebilir.
2.1.1. Fenolik maddelerin insan saghgi iizerine etkileri

Fenolik maddelerin en &nemli biyolojik ozelligi, antioksidatif etkiye sahip
olmalar1 gosterilmektedir. Oksijen radikalleri ve lipid peroksidasyonunun; kalp damar
hastaliklari, kanser ve kronik iltithaplanma gibi hastaliklarin en 6nemli etkenleri oldugu,
flavonoidlerin bir¢ogunun lipid peroksidasyonunu baglatan radikallerin ve lipid peroksi
radikallerinin olusumunu engelledigi, yapisindaki bazi gruplarin flavanoid radikallerinin
stabilitesini ve boylece antioksidan kapasitesini artirabildigi, flavonoidlerin bunlarin
disinda metal iyonlarin1 baglayarak lipidlerin oksidasyonunu onleyebildigi ve
radikallerin olusumunda gorev yapan enzim sistemlerini inhibe edebildigi belirlenmistir
(Karakaya ve El, 1997). Fenolik maddelerin saglikla iligkisinde toplam fenolik miktari
veya flavonol, flavon gibi alt gruplarin miktarindan ¢ok bu maddelerin tiirevleri ve her
birinin miktarinin énemli oldugu belirtilmistir (Cemeroglu ve Cemeroglu, 1998).

Fenolik maddelerin kalp sagligi {tzerine de olumlu etkilerinin oldugu

bildirilmektedir. Ornegin, siyah ¢ay, sogan ve elmadaki flavonoidlerin yiiksek



miktarlarda alinmasinin yaslilarda kalp hastaliklarina bagl oliimleri azaltmada etkili
oldugu bildirilmistir (Langseth, 1995). Biyolojik etkili flavonoidler (bioflavonoidler)
vitamin P maddeleri olarak da bilinmektedir. Bu bilesiklerin kilcal damarlarda kanama
ve catlamalar1 engelleyici etkileri oldugu ve flavonoidlerin diger maddelerin
oksidasyonunu yavaglatici etki gosterdikleri bildirilmektedir (Schobinger, 1988).
Kanser, kalp hastaliklar1 ve beyin damarlarina bagl hastaliklarda 6liim oran1 ve
tiimor olusumunun diyetteki meyve ve sebzelerin miktariyla ters orantili oldugu
belirtilmistir. Bol miktarda meyve ve sebze tiiketenlerde kan basmncinin da diistiigii,
meyve ve sebzelerin bu etkiyi yapilarinda bulunan antioksidanlarla sagladiklari, bu
antioksidan etkinin ise C ve E vitamini ile a-karotenden ¢ok fenolik maddelerden
kaynaklandig1 kaydedilmistir (Hertog, 1993; Wang ve ark., 1996; Wetherilt, 1996).
Aktif oksijen ve radikaller insan viicudunda pek c¢ok hastaliga ve dokularin zarar
gormesine neden oldugu iddia edilmektedir. Aktif oksijenin siiperoksit, hidrojen
peroksit ve hidroksil radikalleri seklinde bulundugu, aktif oksijen ve serbest
radikallerin, kanser yapicilar tarafindan {iretildigi ve kanser olusumunda rol aldigi,
hidrojen peroksitin ise farelerde deri tiimorleri olusumuna neden oldugu saptanmistir
(Cerutti, 1985; Slaga ve ark., 1982). Viicutta hiicre i¢i ve disindaki oksidasyon
islemlerini azaltan antioksidan maddeler cilt sagligi acisindan da Onemlidir. Bu
maddeler cilde elastikiyet kazandirip, parlak, renkli ve saglikli bir gériinim vermekte,
Herpes simplex viriisiiniin yol actig1 deri yaralarini da bir 6l¢lide dnlemektedir. Boylece

bir yerde deri kanserine kars1 da koruyucu etki géstermektedir (Wetherilt, 1996).
2.2. Renk Tayini

Kusburnunda olgunlagma sirasinda alti haftalik renk ve seker degisiminin
incelendigi ayni calismada renk ol¢iimlerinde a* degerinde biiyiik bir artig, L* ve b*
degerlerinde bir azalis gozlenmistir. Seker icerigi ilk {i¢ hafta hizli, sonraki haftalarda
ise daha kiigtik ytikseligler sergilemistir (Uggla ve ark, 2005).

Kusburnular da alti farkli hasat tarihinde R. dumalis ve R. rubiginosa da
gerceklestirilen renk Ol¢timleri sonucunda elde edilen L* degeri azalis (50,07-39,03),
Chroma degeri artis (36,90-56,00) ve Hue agis1 degeri azalis (104,00-30,60)
gostermistir (Uggla, 2004).



Kusburnu (Rosa canina L.) L*,a*,b* renk 6l¢iim degerleri sirasiyla 38,02 (L*),
34,72 (a*), 23,69(b*) olarak belirlenmistir (Egea ve ark., 2010).

Tokat yoresinde yapilan bir ¢alismada, kusburnu (Rosa sp.) tiirlerinde renk
degerleri belirlenmistir. MR-12, MR-15, MR-26, MR-46 ve MR-84 genotiplerinin renk
doniisiimleri belirlenmistir. Olgiim yapilan her ii¢ bdlgede de L* (parlaklik) degerinin
her iki yil i¢cinde azaldigi, a* (+kirmizi;-yesil) degerinin yani kirmizi rengin 2010 ve
2011 wyillarinda arttig1 ve b* (+sar1;-mavi) degerinin iki yilda da 6n yiizde azalis s6z
konusu iken, arka yiiz ve sap tarafinda Once kiigiik bir artis ve ardindan azalig
sergiledigi gorlilmiistiir. Her iki yilda da renk degisimleri arasindaki fark Snemli

bulunmustur (Doélek, 2013).
2.3. Molekiiler

PCR tekniginin 1990’larda bulunmasindan bu yana DNA’y1 molekiiler diizeyde
incelememizi saglayan bircok markir sistemi ortaya ¢ikmistir. Bu sistemlerle genom

haritalart olusturulmus ve birgok hastaligin nedeni ortaya ¢ikartilmistir (Tamam, 2008).
2.3.1. DNA dizisinin belirlenmesi

Kalitim sekilleri, morfolojik (¢igek rengi gibi), biyokimyasal (izoenzimler gibi)
ve DNA diizeyinde (molekiiler markirlar) izlenebilen karakterlere, genetik markirlar ad1
verilir. Molekiiler markirlar, DNA’nin aktif bolgelerinden (genler) veya herhangi bir
genetik kodlama fonksiyonuna sahip olmayan DNA dizilerinden gelistirilebilir. Genetik
markir kavrami yeni bir kavram degildir. Mendel’in 19. ylizyilin sonlarinda kalitim
biliminin temellerini ortaya koymasindan sonra bazi karakterlerin nesilden nesile
birlikte aktarildiklar1 ve Mendel’in rasgele acilim ilkesine uymadigr gozlenmistir
(Yildirnm ve Kandemir, 2001). Kalitatif acilim gosteren karakterlerin kantitatif a¢ilim
gosteren karakterlerle baglantisi, yani gercek anlamda markir anlayisi, Sax’in (1923)
fasulye tohum pigmentasyonu ile tohum iriligi arasindaki baglantiyr gozlemesiyle

sekillenmistir (Tamam, 2008).

DNA markirlar1 birgok farkli mutasyon siniflarinin bir sonucu olarak ortaya
cikarlar, bunun en basit 6rnegi iki genotipi birbirinden ayiran tek niikleotidin (bazin) yer

degistirmesi kadar kiiciik bir farkliliktir (Paterson, 1996). Tek bir bazin yer degistirerek



bir enzimin kesim noktasini degistirmesi, DNA parcasinin uzunlugunu degistirerek ilgili
gozlem metodunda direkt olarak bir bireyin genotipini temsil eden farkli bir markir
ortaya c¢ikarir (Yildirim ve Kandemir, 2001).

Her biri 6karyotik DNA’daki 6zelliklere dayali olarak tasarlanan ve kalitsal
olarak izlenebilen molekiiler markirlar, glinlimiizde bitki molekiiler biyolojisi alaninda
yogun bir sekilde kullanilmaktadir. Molekiiler markirlarin bitki molekiiler biyolojisinde
kullanildig1 alanlara 6rnek olarak genetik karakterizasyon, bitki genom haritalanmasi,
markirlar yardimiyla 1slah (marker-assisted breeding), gen klonlama, tohum safligi
testleri ve saflik tayini verilebilir (Brown ve ark., 1996; Ayres ve ark., 1997; Roder ve
ark., 1995).

Tiim yiiksek yapili organizmalarin genomlarindaki bir veya daha fazla 6zelligin
karakterizasyonu DNA bantlarinin ortaya koyulmasiyla olur. Farkli biyiikliikteki ve
farkli sayidaki DNA bantlarinin ortaya koyulmasti ile her birey icin DNA parmakizi elde
edilmis olur.

DNA profilinin ¢ikarilmasi ve spesifik DNA parmakizlerinin elde edilmesinde
izlenen yollar asagidaki gibidir (Sekil 2.1).

¢ Bitkisel materyalin saglanmasi,
o Bitkisel materyallerden DNA izolasyonu,
e Kullanilacak yonteme gore, genetik materyalin ¢ogaltilmasi ve ortaya koyulmasi

(PCR),

e Bireyler arasindaki polimorfizimin farkli molekiiler markir teknikleri ile
belirlenmesi (RFLP, RAPD, AFLP, ISSR, SRAP),
o DNA profilinin spesifik bir programda analiz edilmesidir (Aka-Kagar, 2001).

. «‘;T Y o

Sekil 2.1. DNA’nin analiz asamalari
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2.3.1.1. Bitkisel materyalin saglanmasi ve DNA izolasyonu

Bitki dokularindan saf DNA izolasyonu olduk¢a zordur. Bitki dokularinin
polisakkaritler, polifenoller ve karbonhidratlarca zengin olmasi DNA izolasyonunu
giiclestirir. DNA yeterince saf degilse PCR sonucunda amplifikasyon gerceklesmez
(Luro, 1992).

Bu sorunun iistesinden gelmek i¢in alternatif ekstraksiyon buffer
kullanilmaktadir. Ekstraksiyon bufferlar1 hiicre i¢indeki DNA disindaki bilesiklerin
uzaklastirilmas1 esasina dayanmaktadir. Ekstraksiyon bufferi’'nin pH’s1 ve spesifik
koruyucu maddeler veya deterjanlar belirli tiirler icin optimize edilmelidir. Ozellikle
DNA’y1 pargalayan enzimler i¢in optimum olan pH diizeyinden kac¢inilmalidir. Ornegin
DNazlarin ¢alisma pH’s1 7,0 civarindadir (Dunham ve Brayant, 1983). Bu durumda
DNazlarin ¢alismasini ve DNA’y1 pargalamasini Onlemek igin bitki ekstraksiyon
bufferinin pH 8,0 hatta pH 9,0 civarinda olmasi gerekmektedir (Tamam, 2008).

Fenolik bilesiklerden tamamen temizlenmemis DNA’da kahverengilesme
meydana gelmektedir. Bunu onlemek amaciyla 5-10 mM B-mercaptoethanol (BME)
kullanilmaktadir (Deng ve ark., 1995).

Orijinal dokunun toplanmasi ve ekstraksiyondan once korunmast DNA’nin
kalite ve kantitesini ¢ok etkilemektedir (Pyle ve Adams, 1989). Genel olarak en iyi doku
taze olan dokudur. Ciinkii taze dokularda yasli dokularda gozlenen fenolik bilesik
olusumu gozlenmemektedir. Bu durumun en Onemli nedeni bitkinin dinlenme
zamanlarinda fenolik bilesik iiretmesidir. Fenolik bilesik olusumu saf DNA elde
etmemizi zorlagtirabileceginden bitkinin aktif oldugu siirgiinlerin olusum dénemlerinde
bitki materyalinin toplanmasi tercih edilmelidir. Toplanan yaprak 6rnekleri canliliklarini
korumalarin1 saglamak amaciyla soguk ve nemli bir ortamda saklanmalidir. Bitkisel
materyalin en iyi sekilde saklanmasi dondurularak ya da kurutularak gergeklesir (Liston
ve ark., 1990).

Bitkilerden DNA izolasyonunda basarida, DNA’nin miktari, kalitesi ve
kullanighigr ©nemlidir. DNA hiicrede serbest bir molekiil halinde degildir. Bazi
proteinler (histonlar, histon olmayan proteinler, HMG proteinleri) RNA ile bir
kompleks halinde bulunur. Iyi bir DNA izolasyonu gerceklestirmek igin hiicre iginde

hiicre duvarinin pargalanmasi, proteinlerin ve RNA’nin uzaklastirilmasi1 gerekmektedir.
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DNA izolasyonu degisik organizma gruplarinda faklilik gosterse de temelde hepsinde

ayni agamalar meydana gelir (Goksel, 1999).

Basaril1 bir DNA izolasyonu i¢in asagidaki kosullarin ger¢eklesmesi gerekmektedir;

[k olarak hiicre duvari pargalanmalidir. Bu amagla bitki materyali siirgiin uglar:
pargalanip falcon tiipler igerisine konulur.

Hiicre membrani pargalanir; bitki materyali CTAB adi1 verilen ekstraksiyon
bufferi ile muamele edilir. CTAB ¢ozeltisi icinde bulunan SDS protein yapilarini
bozar, NaCl polisakkaritleri ortadan kaldirir, PVP polifenolleri ortadan kaldirir,
EDTA (Etilendiamin tetra asetik asit) DNA’ y1 riboniikleaz aktivitesinden korur,
B-mercaptaethanol proteinleri denatiire eder, bdylece hiicre zar1 parcalanmis
olur.

Ayrica buffer/doku karigimima kloroform ve/veya fenol karisimi eklenerek
DNA’dan proteinlerin ayrilmasi saglanir, temiz DNA elde etmek icin
kloroformla yikama asamasi iki kez tekrarlanabilir.

Son olarak yikamasi gerceklestirilen DNA’y1 ¢oktiirmek i¢in izopropanol
kullanilir.

Dondurulmus dokunun o&giitiilmesi ile ekstraksiyon buffer1 ile muamelesi
arasindaki siire DNAnin niikleotik degregasyonunu engellemek amaciyla en aza

indirilmelidir (Aka Kagar, 2001).

2.3.1.2. DNA’nin analizi

Niikleik asitlerin nanogram veya mikrogram diizeyindeki miktarinin

belirlenmesi, molekiiler biyoloji alaninda calisan arastiricilar icin temel noktalardan

biridir. Genellikle izole edilen DNA’larin miktar tayininde absorbsiyon temeline

dayanan spektrofotometrik yontemler kullanilir (Temizkan ve Arda, 2004 ).

2.3.1.2.1. Spektral yontemler

Niikleotidlerin heterosiklik halkalar1 260 nm dalga boyunda maksimum
absorbsiyon oOzelligi gosterir. Bu nedenle 260 nm’de olgiilen absorbsiyon
degerleri (A260) oldukca saf olarak izole edilen niikleik asitlerin mikrogram

diizeyinde miktarinin belirlenmesinde kullanilir.
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e Cift zincirli DNA molekiilleri i¢in, 1 optik dansitenin (OD) 50 pg/ml’ye karsilik
geldigi bilinmektedir. Buna gore ¢ift zincirli DNA i¢in miktar belirlenmesinde

asagidaki formiil kullanilir:
e DNA (pg/ml) = A260 x sulandirma orani x 50

A260’daki degerler DNA ve RNA’ y1 birbirinden tam olarak ayirt etmeye
yetmez. Bununla beraber 260 ve 280 nm dalga boylarinda okunan degerler arasindaki
oran niikleik asitlerin safligi hakkinda bilgi vermektedir. Saflastinlmis DNA’da
A260/A280 orani yaklasik 1,75-1,82 arasinda olmalidir. 325 nm’de 6l¢iilen deger DNA
¢ozeltisinde partikiil bulundugunu veya dlgiimde kullanilan kiivetin kirli oldugunu; 230
nm’deki deger ise niikleik asit ¢ozeltisinde peptitlerin veya fenoliin bulundugunu

gosterir (Temizkan ve Arda, 2004).
2.3.1.3. Agaroz jel elektroforezi

Agaroz, bir kirmizi alg tlirii olan Agar Agar’dan izole edilen dogrusal bir
polisakkarittir. Agaroz sicak suda ¢oziiniir ve sogutuldugu zaman polimerde kargilikli
hidrojen baglarinin olusumu ile jel yapist olusur. Bu olusum geri doniisiimliidiir.

Agaroz konsantrasyonu % 0,5-2 arasinda degistirilerek jelin por ¢ap1
ayarlanabilir. Boylece kiigiik DNA fragmentleri i¢in yiiksek, biiyilk DNA fragmentleri
icin diisiik agaroz konsantrasyonu kullanilarak DNA’nin jelde en uygun sekilde
yiiriimesi saglanir.

DNA’nin jelde goriiniir hale gelmesi igin ethidium bromidin DNA baglar
arasina baglanarak 300-360 nm dalga boyunda 15181 absorbe etmesi sonucu floresan etki
gostermesi ile olur. Izole edilen DNA genomik DNA ise keskin bir bant ve yukari dogru

biraz yayilan bir goriintii verir (Temizkan ve Arda, 2004).
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2.3.1.4. PCR (Polymerase Chain Reaction=Polimeraz Zincir Reaksiyonu )

PCR’da genetik materyalin ¢ogaltilmast ve ortaya koyulmasi esastir.
DNA’nin istenilen bir par¢asinin in vitro kosullarda 15-20 niikleotit uzunluktaki
oligoniikleotit dizileri kullanilarak, sicakliga dayanikli Tag DNA polimeraz enzimi

yardimiyla ¢ogaltilmasina dayanan bir yontemdir.
PCR’1n temel birlesenleri

Kalp DNA: PCR’da genomik DNA’lar faj, plazmid, gesitli genler ve hatta
herhangi bir DNA pargasi kalip olarak kullanilabilir (Aka-Kagar, 2008).

Polimerazlar: DNA polimeraz enzimleri kalip iplige tamamlayict bir DNA
ipligi meydana getirmek {izere orijinal kalip iplikteki baz bilgisi kullanilarak dort cesit
deoksiriboniikleozid trifosfattan uzun poliniikleozid zincirinin sentezini kataliz eder. Bu
enzimler sentezi baslatmak i¢in kalip molekiildeki tamamlayici diziye baglanan kisa
DNA pargalarina (primerlere) gerek duyarlar.

Sentezin yonii 5' ugtan 3' uca dogru olup primerin serbest 3' hidroksil ucuna
ortamdaki dNTP’lerin etkisi ile fosfodiester baglarinin katalizi ve yeni DNA ipliginin
polimerasyonu saglanir.

Thermus aquaticus’dan elde edilen Tag DNA polimeraz enzimi en yogun olarak
kullanilan polimerazdir. Bu enzimin kullanilmasiin temel nedeni yiiksek sicakliklara
dayanabilmesidir. PCR isleminin denatiirasyon asamasinda DNA ¢ift zincirini tek
zincire  doniistirebilmek i¢in  gerekli olan 90-92 °C’de ki sicakliklara
dayanabilmektedir. Tag DNA polimerazin baz1 6zellikleri arasinda optimum sicaklikta
(70-80 °C) saniyede 35-100 niikleotidin polimerizasyonunu yapmasi ve 5'-3'
endoniikleaz aktivitesine sahip olmasi gelmektedir (Aka-Kacar, 2008).

Primerler:  Oligoniikleotid primerler, primer sentezi yapan laboratuvarlardan
yada ticari olarak elde edilebilirler. Bir ¢ift PCR primerinin her biri yaklasik 18-30
niikleotit uzunluga ve benzer G+S igerigine sahip olmasi gereklidir. Boylece primerler
benzer sicakliklarda tamamlayici sekanslara tutunabilir. Kisa oligoniikleotitler (<25 nt)
i¢in annealing sicakligi (°C), Tm= 2(A+T) + 4(G+C) formiilii kullanilarak hesaplanir.
Primerler hedef sekansin zit zincirlere tutunmasi amaciyla tasarlanir; dolayisiyla 3'

uclarina niikleotitlerin eklenmesiyle uzatilirlar (Aka-Kagar, 2008).
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dNTP: Deoksiriboniikleozid trifosfatlar yiiksek saflikta ya tek tek yada dortli
karistim halinde ticari olarak saglanir. Tag DNA polimeraz diisiik dNTP
konsantrasyonlarinda kaliba uygun dogru bazlar1 se¢gmede daha basarili olmakla birlikte
normal kosullarda 100 pM dNTP konsantrasyonu kullanilir (Aka-Kagar, 2008).

Tamponlar ve MgCl;: PCR igin ¢esitli tamponlar kullanilmakla beraber en ¢ok
kullanilan Taqg enzimine uygun tampondur ve 10x konsantrasyonunda hazirlanir. MgCl,
iyonlar1 ANTP’ler ile ¢6ziinebilir kompleksler olusturur, polimeraz aktivitesini stimiile
eder ve primer kalip etkilesimini saglarlar (Aka-Kagar, 2008).

PCR kiiciik hacimler halinde hazirlanir;

e Hedef DNA sekanslar1 (50-500 ng),

e Tek veya iki tiir spesifik oligoniikleotid primerleri (0,1-0,5 mp),

e Termostabil DNA polimeraz (Taq polimeraz veya digerleri )(0,5-25 tinite),

e Dort tiir ANTP (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) bulunur (100-500 ml).
Reaksiyon,

o Hedef

e DNA’nin denatiirasyonu (95 °C)

e Primer DNA’larinin baglanmasi (37-50 °C)

e Polimerizasyon (70-72 °C) islemlerini igermektedir.

Tiip i¢inde bulunan karigim birinci dongiide, 95 °C’de yaklasik 60 saniye yiiksek
sicaklik uygulamasi ile hedef DNA iki iplige ayrilir. Primerlerin kalip DNA’ya
tutunmas icin sicaklik 50 °C (yaklasik 30 saniye i¢in) civarina diisliriiliir. Gergek
sicaklik primer uzunluklarina ve sekanslarina baglhdir. Primerin yapismasindan sonra,
Mg+2’a gereksinim duyan ve reaksiyon karisimindaki dNTP’leri kullanan optimal
polimerizasyon icin sicaklik 72 °C’ye (60-90 sn igin) ¢ikarilir. ilk polimerizasyon
basamaginda, her bir hedef molekiill primer bdlgelerinden farkli uzunluklarda
kopyalanir. Bu islem, reaksiyon sicakliginin tekrar 95 °C’ye ¢ikarilip, yeni sentezlenmis
molekiilleri denatiire eden ikinci dongii basina kadar devam eder. Ikinci annegling
basamaginda, diger bir primer yeni sentezlenmis zincire baglanir ve polimerizasyon
stiresince ilk primerin ucunun ulagtigt yere kadar kopyalanabilir. Takip eden
dongiilerde, kisa siirede degisik uzunluktaki molekiiller sayilamayacak hale gelir ve her

bir dongiide iki kat artar (Konuk, 2004) (Sekil 2.2).
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Sekil 2.2. PCR reaksiyonu ve asamalar1 (Anonim, 2015a, 2015b)

2.3.1.5. Markr tipleri
2.3.1.5.1. Morfolojik markirlar

Morfolojik  ozellikler tek genle kontrol edilebilen kantitatif 6zellik
gostermelerinden Otiirli  gorsel olarak degerlendirilebilen markirlardir. Morfolojik
testlerin, genellikle karmasik ekipmanlar ile hazirlayict prosediirlere gereksinimi
bulunmaktadir. Baglica avantajlari, basit olmalarindan ve masraflarinin diisiik
olmasindan kaynaklanmaktadir. Bu yaklagimim en biiylik dezavantaji, sahip olunan
normal fenotipin garantisinin olmamasidir. Ayrica bu degisimlerden ¢ogunun resesif
olmast nedeniyle heterozigot formlardaki bitkiler kendilenmeden ve melez bireyler

incelenmeden gozilkmemektedir (Khang ve Spor, 2001).

2.3.1.5.2. Biyokimyasal markirlar

Biyokimyasal markirlar genlerin {irettikleri proteinlerdir. Izoenzimler farkli
olarak yiiklenmis proteinlerdir. Elektroforez teknigi kullanilarak kolayca ayrilabilirler.
Enzimler spesifik biyokimyasal reaksiyonlar: katalizler. Belirli enzimlerin substrat ve

kofaktorleri eklenerek jel iizerinde goriilmesi saglanir ve enzimatik reaksiyonlarin
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tirtinleri renkli olarak iiretilir. Renkli iiriinler jel tizerinde goriliir bantlar olusturur. Bu
bantlar genetik temellere sahiptir ve kodominant markir olarak genetik bilgi saglar.
Bununla birlikte morfolojik karakterlere gore ¢ok daha yaygin kullanilmakla birlikte
izoenzim lokuslarinin azlig1 ve bazi enzim sistemlerinin ¢evre kosullarindan etkileniyor

olmasi kullanimlarini sinirlar (Aka-Kagar, 2001).

2.3.1.5.3. DNA markirlarn

Molekiiler markirlarin yararliligi, morfolojik markirlardan kendilerini ayr1 kilan
bes Ozellikten kaynaklanmaktadir (Khang ve Spor, 2001):

1. Pek ¢ok morfolojik markirin fenotipi, yalnizca tim bitki seviyesinde teshis
edilebilir. Oysa, molekiiler lokuslar, tiim bitki, doku ve hiicre seviyesinde
denenebilirler.

2. Allel frekansi, morfolojik markirlarla karsilastirildiginda molekiiler lokuslarda
daha yiiksek olma egilimindedir.

3. Morfolojik mutantlar, istenilmeyen fenolojik etkilerle bir arada olmaya
meyillidirler.

4. Morfolojik lokustaki alleller, heterozigot genotiplerin tanimlanmasini sinirlayan
bir dominant -resesif tarzinda birbirini etkiler.

5. Molekiiler lokuslar, bir acilim populasyonundaki bireylerin genotiplerinin

belirlenmesine izin veren bir ko-dominant tarz sergilerler.

Tek bir molekiiler markir, biitiin bu ihtiyaclar1 karsilayamamaktadir. Cesitli

molekiiler markirlar DNA seviyesinde polimorfizmi ortaya ¢ikartmaya elverislidirler.

DNA Markirinda Bulunmasi Istenen Ozellikler
Giivenilir olmasi,

Ko-dominant olmasi,

Yiiksek polimorfizim gostermesi,

Bircok bilgi igcermesi,

Sonuglarin tekrarlanabilir olmasi,

Analizinin kolay ve basit olmasi,

N o o a s~ w D E

Otomasyona uygun olmasidir.
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Polimorfizim (Farklihlk Gosterme): Kullanilan bir markirin farkli genotipleri ayirt
edebilme yetenegidir. Markirlarin farklilik gosterme oranlart markir tipine ve bitki
tiirtine gore bliyiik dlgiide degismektedir (Yildirim ve ark., 2001). Polimorfizim, 300 ile
500 niikleotitte bir olusan varyasyonlardir. Ekzon bolgelerinde gozlenen varyasyonlar
morfolojik diizeyde gozlenebilirken (tohum rengi, bitki boyu vb.), intron bdlgelerindeki

varyasyonlar morfolojik diizeyde gbzlenememektedir.

Giivenilirlik: Ayn1 genetik materyal iizerinde yapilan bir markir analizinin her
zaman ve her kosulda ayni sonuglar1 vermesidir. Giivenilirlik, markir tipine gore

degismektedir (Yildirim ve ark., 2001).

Esbaskinlik (ko-dominanthk): Markirlarin esbaskin olmasi, yani her iki allelinde ayirt

edilebilmesidir. Bu durum bize ebeveynler hakkinda saglikli bilgiler vermektedir.

Molekiiler markirlarin uygulama alanlari;

. Genotipik tanimlama,

. Cesit tescili,

. Islah hatlarimin tanimlanmasi ve tohum saflik testleri,
. Hibrit ¢esit saflik testleri,

. Cinsiyet belirleme, genetik ¢esitliligin belirlenmesi,

. Gen kaynaklarmin genetik kokeninin belirlenmesidir.

Gen kaynaklariin genetik kokeninin belirlenmesi,

. Genetik kaynagin yapisin1 anlamak,

. Duplike olan genotipleri belirlemek,

. Orjini bilinmeyen genetik materyalleri belirlemek,

. Islah programinda kullanilacak ebeveynleri belirlemek amaciyla kullanilir.

Molekiiler markirlardan en 6nemlilerini hibridizasyona dayali olan restriksiyon parca
uzunlugu polimorfizmi (RFLP) belirleyicileri ile Polimeraz Zincir Reaksiyonuna (PCR)
dayali olan rastgele ¢ogaltilmis polimorfik DNA (RAPD), basit dizilim DNA tekrarlar
(SSR), ¢ogaltilmis parca uzunlugu polimorfizmi (AFLP), sekansa bagli cogaltilmis
polimorfizm (SRAP) gibi belirleyiciler olusturmaktadir (Aka-Kagar, 2001; Li ve
Quiros, 2001).

RFLP (Restriction Fragment Lenght polymorphism): RFLP (Restriction
Fragment Lenght polymorphism markirlari) (Bostein ve ark., 1980), dokulardan izole
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edilen genomik DNA’nin niikleik asit dizilislerini tantyan DNA kesim enzimlerince
spesifik olarak kesilmesi ve olusan DNA parcalarinin elektroforezde ayrildiktan sonra
naylon veya nitroseliiloz membrana transfer edilerek DNA proplariyla etiketlenmesi

esasina dayanir.

RFLP markirlar ile tiirler arasindaki ve i¢indeki farklilik kolayca belirlenir. Giivenilir,
esbaskin (co-dominant) &zellikte olup polimorfizm orani orta diizeydedir (Ozcan ve
ark., 2001). En 6nemli dezavantaji1 ise analizlerinin pahali olmasi, fazla zaman, isgiicii
gerektirmesi ile fazla miktarda ve yiiksek kalitede DNA’ya gereksinim duyulmasidir
(Walton, 1993).

RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA): Williams ve ark. (1990)
tarafindan gelistirilen RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) teknigi basit ve
kisa oligoniikleotid primerler kullanilarak genomik DNA’nin rastgele bolgelerinin
cogaltilmasidir (Kagar, 2001). RAPD markirlart RFLP’nin tersine diisiik kalitede ve
miktarda DNA’ya gereksinim duyulmasi, zaman ve maliyet yoniinden olumlu olmasina
ragmen dominant markir (Corazza-Nunes ve ark.,, 2002) olmalar1 nedeni ile
yorumlanmasinin zorlugu, giivenilirliginin ¢ok smirli olmasi, tekrarlanamamasi
olumsuz yonleridir (Lavi ve ark., 1994). Teknigin diger dezavantajlarinin arasinda
dominant 6zellikte markir verilmesi ve bu yolla elde edilen markirlarin diger haritalara

transfer edilememesi gelmektedir (Walton, 1993).

AFLP (Amplified Fragment Lenght Polymorphism): AFLP (Amplified
Fragment Lenght Polymorphism) teknigi RAPD tekniginin dezavantajlarmi gidermek
lizere gelistirilmistir (Ozcan ve ark., 2001). Bu teknikte ilk olarak genomik DNA &nce
birisi 6, digeri 4 taban taniyan 2 kesim enzimi tarafindan kesildikten sonra
(EcoRI/Msel), bunlara ait adaptorler eklenmekte ve bu adaptorlere uygun primerler
kullanilarak secici bir sekilde c¢ogaltilmaktadir. Segici sekilde ¢ogaltilan pargalar
arasindaki polimorfizm PAGE ile belirlenir (Ergiil, 2000). Polimorfizm orani ¢ok
yiiksektir. Uygulanabilirligi, RAPD teknigine goére kolay olmasa da RFLP teknigine
gore cok kolaydir. Kurulug asamasinda maliyet gerektirir. Masraf, is giicli gereksinimi

ve giivenilirligi RAPD ve RFLP arasinda yer alir (Maughan ve ark., 1995).
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ISSR (Inter-Simple Sequence Repeats): RAPD ile maliyeti hemen ayni olan
ISSR (Inter-Simple Sequence Repeats) (Zietjiewicz ve ark., 1994) teknigi RAPD’e gore
oldukca giivenilir, tekrarlanabilirlik oran1 yiiksek ve PCR kosullarindan ¢ok
etkilenmeyen bir tekniktir. Bu teknik genetik cesitlilik, siniflandirma, molekiiler markir
bulma caligmalari, evrim ve genom haritast olusturma calismalarinda son yillarda

yaygin olarak kullanilmaktadir (Fang ve Roose, 1997).

SSR (Simple Sequence Repeat): SSR (Simple Sequence Repeat) markirlari
Okaryotik genomlar boyunca dagilmis bulunan ve ardisik olarak tekrarlanmakta olan 2-6
niikleotid gruplarindan olusmaktadir (Hamada ve ark., 1982; Weber, 1990). Bu tekrarlar
cok yakin tiir ve ¢esitler nedeni ile oldukg¢a polimorfiktir (Gupta ve ark., 1994).

Mikrosatellitler kodominant kalitim 6zelligi gostermeleri, lokusa 6zgili olmalari,
yiiksek bilgi i¢erigine sahip olmalar1 ve PCR ile kolayca tespit edilebilmeleri gibi bircok
ozellikleri ile tercih edilen bir molekiiler belirleyici grubudur. Mikrosatellitler ile ilgili
en belirgin dezavantaj ise bir tiire ait yeni mikrosatellitlerin elde edilmesidir. Bu iglem

cogunlukla zaman alici olup fazla miktarda emek gerektirir (Biiyiikiinal Bal, 2003).

SRAP (Sequence Relatad Amplified Polimorphism): SRAP, Li ve Quiros
tarafindan 2001 yilinda ORFs denilen ¢ekirdek sekanslari baz alinarak uygulanan bir
tekniktir. Son yillarda bu tanimlama teknigi kullanilarak yapilan galismalar artis
gostermektedir. Teknik genomun kodlanan bdlgelerinin secilmesi esasina dayanir.
SRAP, RAPD benzeri bir yontemdir. Polimorfik, otomasyona uygun, uygulanmasi
kolay, giivenirligi ve tekrarlanabilirligi yliksektir. RAPD’e gore daha spesifik bolgeleri
taramaktadir. Elde edilen fragmentlerin jellerden izolasyonu kolaydir. Dezavantajlari

RAPD’in aksine 6zel primer dizilimi istemesidir.

SRAP PCR teknigi, DNA’daki a¢ik okuma bolgeleri dedigimiz (ORFs)
bolgelerinin ¢ogaltilmas1 esasina dayanir. SRAP primerleri gelistiritken ilk Once
cekirdekte CCGG bazlarin1 kullanarak (ORF) bolgelerindeki eksonlar hedef alinir.
Forward primeri 17 niikleotit, Reverse primeri 18 niikleotit uzunlugundadir. Reverse
primerleri DNA’nin intron ve promoter bdlgelerini, Forward primeri ise DNA’nin ekson
bolgelerini amplifiye eder. Forwart primerlerinde 5’ ucundaki 14, Reverse primerlerinde

15 niikleotit aymidir, 3’ucuna yakin olan ii¢ niikleotit tesadiifi secilim sonucu
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olusturulmustur. Primerin basindaki 10 veya 11 niikleotitten sonra gelen dort niikleotit
dizini Forward primerinde CCGG dizinine; Reverse primerinde AATT primer dizinine

sahiptir.
Forward primeri

Mel, 5’-TGAGTCCAAACCGGATA-3’ Me2, 5’-TGAGTCCAAACCGGAGC-3’
Reverse primeri
Eml, 5 GACTGCGTACGAATTAAT-3 * Em2, S’GACTGCGTACGAATTTGC-3’

SRAP markirlarinin % 20’si co-dominant markir 6zelligi tasimaktadir. Bu teknik
Brassica oleracea’ya ait rekombinant hatlar ile di-haploid hatlar {izerinde ¢alisilmistir.
Jelden izole edilen bantlarin % 45’1 dizilim analizinden sonra Gen bankasinda bulunan
bilinen genler ile eslesmis oldugu bildirilmistir. Dizilim SRAP ile Brassica’da bulunan

glucosinolate desaturation genini (BoGLS-ALK) isaretlediklerini belirtmislerdir.

PCR Dongii Kosullar

94°C — 5dk

94°C — 1dk

3B5°C —» 1dk 5dongii
72°C —» 2dk

50°C — annealing— 35 dongii
72°C — 2dk

SRAP’mn PCR dongii programinda ilk dnce primerlerin yapigma sicakligi olan
35 °C’de 40 dongii gerceklestirilmis ama istenilen oranda keskin bantlar elde
edilememistir. Arastiricilar daha sonraki denemelerinde 35 °C’de 5 déngii sonucunda
primerin DNA’ya yapistigina emin olduktan sonra sicakligi 50 °C’ye ¢ikartarak bu
sekilde 35 dongii gerceklestirmislerdir. Bu PCR protokolii sonucunda istenilen oranda
keskin bantlar elde edilmistir. PCR iiriinleri Poliakrilamid jel veya konsantrasyonu
yiiksek agaroz jelde goriintiilenebilmektedir (Li ve Quiros, 2001).

DNA markirlar1 kullanilarak genetik cesitlilik arastirilabilir. Ornegin birbirine
cok yakin olan kiiltiir ¢esitleri ayrilabilir ve tanimlanabilir. Tirlerin taksonomik

tanimlanmasi yapilabilir ve filogenetik akrabaliklar1 bulunabilir (Lowe ve ark., 1996).
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DNA teknolojilerinde molekiiler markirlarin kullanim1 diinyada oldugu gibi iilkemizde
de hizla gelisme gostermektedir. Molekiiler markirlarin kullanim alanlarinin basinda
bitki 1slahi, gen kaynaklarin karakterizasyonu, bitki tiir, ¢esit ve tiplerinin genetik olarak

ismine uygunlugunun arastirilmasi ¢alismalar1 gelmektedir.



3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Calismamizda kullanilacak olan materyal, Van yoresinde ayni arazi sartlarinda
yetisen Rosa canina L. tiiriine ait 21 genotip ile bir adet Rosa dumalis L. tiiriinden
olusmaktadir. Calismada, toplam fenolik madde, renk degerleri ve molekiiler 6zellikleri

acisindan akrabalik iligkileri belirlenmistir (Cizelge 4.18).

3.2. Yontem

Tez ¢alismas1 kapsaminda bazi kusburnu gesitlerinde toplam fenolik ve
molekiiler karakterizasyon c¢aligmalar1 gerceklestirilmistir. Yapilan c¢alismalar ayri

basliklar altinda asagida belirtilmistir.
3.2.1. Toplam fenolik bilesikler ve renk tayini i¢in ekstrelerin hazirlanmasi
3.2.1.1. Toplam fenolik bilesiklerin belirlenmesi

Meyvenin ¢ekirdekleri ¢ikarildiktan sonra 5 g tartilarak {izerine 15 mL (metanol)
organik ¢oziicii eklenmis ve vortekslenmistir. 12-15 saat 4 °C’de karanlik kosullarda
bekletildikten sonra santrifiij edilip (7000 devir/dak hizda 30 dakika), iist kisim falcon
tiiplere alinarak analiz yapilincaya kadar agizlar1 aliiminyum folyo ile parafinlenerek
buzdolabinda muhafaza edilmistir. Meyvelerin toplam fenolik madde igerigini
belirlemek i¢in hazirlanan ektraksiyondan 150 pl alinmigtir. Alinan bu 6rnekler 13x100
tiiplere konulmus tizerine 2400 pl saf su eklenmistir. Daha sonra 150 pl Folin-Ciocalteu
reaktifi eklenmistir. Bundan sonrada 300 pl sodyum karbonat (% 2’lik) eklenmis ve
vortekslenmistir. 40 dakika sonra 725 nm dalga boyunda absorbanslar
spektrofotometrede Ol¢iilmiistiir. Kontrol i¢in su kullanilmistir. Standart olarak gallik

asit kullanilmis ve sonuglar mg GAE/100g seklinde hesaplanmistir.



Sekil 3.1. Toplam fenolik
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3.2.1.2. Renk tayini

Meyve rengi (L*,a*,b*): Toplanan meyvelerden 3 tekerriirde rastgele segilen
3’ser meyvenin rengi renk 6l¢me cihazi (Minolta Co., model CR-400, Tokyo, Japonya)
ile belirlenmistir. Meyvelerin 6n (giines goren) ve arka yanaklar (glines gérmeyen) ile
cicek sap1 kismindan Olclimler gergeklestirilmis, meyve rengi L*, a*, b* cinsinden
belirlenmistir. L*, a*, b* renk 6lgme yOntemi insan goziiniin rengi algilayis bicimine
gore degerler vermektedir. L*, rengin parlakliginda meydana gelen degisimleri
gostermektedir. L* degeri 100’e yaklastikga maksimum degerini almakta ve bu renk
beyaz renge gonderilen 15181 %100 {iniin yansimasi esasina dayanmaktadir. a* degeri
yesilden kirmiziya, b* degeri ise saridan maviye renk degisimini gostermektedir. b*’nin
negatif degerleri mavi rengi, pozitif degerleri sar1 rengi, a* nin pozitif degerleri kirmiz
rengi negatif degerleri ise yesil rengi ifade etmektedir. Degerlerin artan bigimde negatif

veya pozitif olmalari rengin koyulasmasi anlamina gelmektedir.

White
Lt

A Yellow
+b*

Groon . o e FRed

+a

Black

Sekil 3.3. L*, a*, b* renk degisimleri (Anonim, 2015c)
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3.2.2. Molekiiler karakterizasyon ¢calismalari
3.2.2.1. DNA ekstraksiyonu

Van ili Iskele mahallesinden alman kusburnu yaprak orneklerinden DNA
izolasyonu, IYTE Genetik Miihendisligi Boliimii, Molekiiler Biyoloji laboratuvarinda
gerceklestirilmistir.

DNA izolasyonlarin1 gergeklestirmek amaciyla polifenollerin ve DNA’y1
kontamine eden diger bilesiklerin nispeten az bulundugu taze yapraklar alinmistir. DNA
izolasyonu i¢in alinan &rnekler aliiminyum folyoya sarilarak -85 °C’de muhafaza
edilmistir. DNA izolasyonunda CTAB DNA izolasyon protokolii kullamlmustir. izole
edilen DNA’lar -20 °C’de muhafaza edilmistir.

Kullanilan malzemeler

. 2 ml ependorf tiipler
. Cimbiz
. Santrifiij cihazi

. PCR cihazlar1 (ABI)
. DNA analiz sistemi (Beckman CEQ8800)

. Liquithandlingsystem, (kimyasal kullaniminda zehirlenmemek i¢in kullanilan
kapali kabin )
. Elektroforez ve gii¢ kaynaklari, jel goriintiileme sistemi

. Ekstraksiyon buffer: 100 mM Tris-HCI (pH 8.0), 1,5 mM NaCl, 50 mM EDTA
(pH 8.0), % 0,5 mercaptoethanol, %1,5 (w/v) CTAB

. Chloroform-isoamyl alcohol (24%: 1)

. Phenol-chloroform-isoamyl alcohol (25:24:1)

. TE buffer (pH 8.0): 10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA

. 10 mg/mL RNase A (free of DNase)

. Ethanol

. 5 M NaCl

. 70 % ethanol



10-
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DNA izolasyon protokolii

Yaprak siirgiinlerinin uglarindan ufak parcalar alinarak 2 ml’lik ependorf tiiplere
eklenir (Sekil 3.7 A).

Her bir tiipiin icerisine 700 uL. CTAB ekstraksiyon buffer1 eklenir (700uL. CTAB
ekstraksiyon bufferin igerisinde 693 pL CTAB, 7 uL P-mercaptoetanol
bulunmaktadir) (Sekil 3.7. B C).

Epandorf tiiplere metal toplar eklenir.

TissueLyser 11 (QIAGEN) cihazina konuluyor 10 dakika bekletiliyor (amacimiz
DNA’y1 daha kisa siirede ayristirmak) ( Sekil 3.7 D).

Ayristirma islemi bittikten sonra 60 °C’de 60 dk inkiibe edilir. Bu iglem sirasinda
tiipler ara ara karigtirllmaya devam edilir.

Inkiibasyon sonunda her bir tiipiin icerisine 550 upL kloroform:izoamilalkol
(25:24:1) gozeltisi eklenir, 15 dk karistiricida calkalanir ve 14000 rpm’de 10 dk
santriflij edilir (Sekil 3.7 E).

Yeni temiz ependorf tiiplere 200’er pL soguk (-20 °C) izopropanol eklenir ve
santrifiijden sonra tiiplerin i¢indeki slipernatant kisim bir pipet yardimiyla dikkatle
cekilir ve iginde izopropanol bulunan tiiplere konur.

Ornekler 1 saat siireyle -20 °C’de bekletilir.

Bir saat sonra -20 °C’den ¢ikartilan tiipler 10000 rpm’de 10 dk santrifiij edilir
(Sekil 3.7 E, F).

Santrifiij sonucunda siipernatant kismu dikkatli bir sekilde dokiiliir, tiiplerin
dibinde kalan pelletin kurumasi igin tiipler ters gevrilir.

Tiiplerin igerisine 100 pL TE buffer konularak pellet ¢ozdiiriiliir ve bu islemin
hemen ardindan her tiipe 1 pL. RNase eklenir,

Tiipler hafifge karistirilir, 15 dk oda sicakliginda bekletilir,

Her tiipe 100 pL (-20 °C) soguk % 70 ethanol eklenir,

Tipler hafif¢e karistirilarak 1 saat -20 °C’de bekletilir,

Bir saat sonra -20 °C’den ¢ikartilan tiipler 10000 rpm’de 10 dk santrifiij edilir,
Tiipler agz1 acik sekilde 3-4 dakika 60 °C’deki dolapta bekletilir,

Tiiplerin igerisine 100 uL. dH20 eklendi, 4°C’deki dolabta 1-2 saat bekletilir,
Ornekler PCR’da kullanilmak iizere -20 °C’de saklanur.
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Sekil 3.4. DNA izolasyon asamalari
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3.2.2.2. SRAP analizleri

SRAP Analizleri, Li ve Quiros (2001)’e gore yapilmistir. Calismada, 10 adet
forward ve 9 adet reverse primerinin farkli kombinasyonlar1 kullanilmistir. Arastirmada
kullanilan primerlere ait bilgiler Cizelge 3.3 ve 3.4°de belirtilmistir.

Bu ¢alismada yukarda belirtilen Forward ve Reverse primerlerinin Mel1l/Em17,
Mel3/Em17, Me5/Em17, Me6/Em17, Meld/Em17, Me7/Em10, Mel4/Em13,
Mel2/Em14, Me7/Em14, Me3/Em13, Me2/Em13, Me6/Em4, Me7/Em12, Me8/Em12,
Me3/Em1l, Mel4/Em2, Me6/Em6 olmak iizere 17 SRAP primer kombinasyonu
kullanilmistir.

Cizelge 3.1. SRAP analiz asamasinda kullanilan reverse primerleri

Primer Adi Reverse Primer Baz Uzunlugu
Em2 GACTGCGTACGAATTTGC 18
Em4 GACTGCGTACGAATTTGA 18
Em 6 GACTGCGTACGAATTTGA 18
Em 10 GACTGCGTACGAATTTAG 18
Em 11 GACTGCGTACGAATTTCG 18
Em12 GACTGCGTACGAATTGTC 18
Em 13 GACTGCGTACGAATTGGT 18
Em 14 GACTGCGTACGAATTCAG 18
Em 17 GACTGCGTACGAATTCCA 18

Cizelge 3.2. SRAP analiz asamasinda kullanilan forward primerleri

Primer Adi Forward Primer Baz Uzunlugu
Me 2 TGAGTCCAAACCGGAGC 17
Me 3 TGAGTCCAAACCGGAAT 17
Me 5 TGAGTCCAAACCGGAAG 17
Me 6 TGAGTCCAAACCGGTAG 17
Me 7 TGAGTCCAAACCGGTTG 17
Me 8 TGAGTCCAAACCGGTGT 17
Me 11 TGAGTCCAAACCGGACA 17
Me 12 TGAGTCCAAACCGGGAT 17
Me 13 TGAGTCCAAACCGGTAA 17

Me 14 TGAGTCCAAACCGGGCT 17
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SRAP PCR protokolii: SRAP PCR protokolii modifiye edilerek asagida
belirtildigi sekilde uygulanmistir.

Cizelge 3.3. SRAP PCR protokolii

Kullanilan Kimyasallar Her Ornek i¢in Kullamlan Miktar (ul)
ddH20 9.25
10X 2.00
MgCI2 2.00
Taq DNA Polimeraz (1 iinite) 1.00
EM 2.00
ME 2.00
dNTP 0.75
DNA (50 ns) 1.00
Toplam Hacim 20 pl

Sekil 3.5. PCR cihazlar

SRAP Agaroz Jel Elektroforezi: Elde edilen PCR iiriinlerinden 5 ul ¢ekilerek
tizerine 2 pul yiikkleme buffer1 eklenerek ve % 2’lik agaroz jel i¢erisinde 1XTAE (Trizma
Base, Glacial Asetic Asit, EDTA (Na,.EDTA.H,0) buffer eklenerek 120 voltuk elektrik
akimi altinda 1,5 saat siireyle kosulmustur. Elektroforez isleminden sonra % 0,1’lik
ethidium bromide ile boyanmis UV 15181 altinda fotograflar1 ¢ekilmistir (Sekil 3.9 A-B-
C-D-E).
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Elde edilen DNA bantlarinin biiyiikliikklerini belirlemede 100 bp’lik markir
kullanilmistir. Bu DNA’lar da bant biiyiikliikleri sirasiyla 100, 200, 300, 400, 500, 600,
700, 800, 900, 1000 bp olarak sekillenmektedir.

Sekil 3.6. Agaroz jel asamalari
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3.3.  Sonuclarin Degerlendirilmesi
3.3.1. Toplam fenolik bilesiklerin ve renk tayininin belirlenmesi

Uzerinde durulan ézellikler i¢in tanimlayic istatistikler; ortalama, standart hata,
minimum ve maksimum deger olarak ifade edilmistir. Bu o6zellikler bakimindan
genotipleri karsilastirmada tek yonlii varyans analizi yapilmistir. Varyans analizini
takiben farkli genotipleri belirlemede Duncan g¢oklu karsilastirma testi kullanilmistir.
Ele alinan ozellikler bakimindan, varyetler aras1 benzerlikleri belirlemede Kiimeleme
Analizi kullanilmistir. Kiimeleme analizinde baglanti yontemi olarak tekli baglanti
yontemi, uzaklik 6l¢iisii olarak, 6klid uzakligi kullanilmistir. Hesaplamalarda istatistik
anlamlilik diizeyi % 5 olarak alinmig ve hesaplamalar i¢in SPSS ve MINITAB istatistik

paket programi kullanilmistir.
3.3.2. DNA kalite ve kantitesinin belirlenmesi

DNA izolasyonu sonucu elde edilen DNA’lar TE ¢ozeltisi igerisinde 1:50
oraninda sulandirilarak DNA’larin konsantrasyonu ve saflik derecesi spektrofotometre
(Nanodrop) adi1 verilen alet yardimiyla 260 ve 280 nm’deki dalga boylar1 okunarak

belirlenmistir.
3.3.3. Primerlerin polimorfizim oranlarinin belirlenmesi

Calismada kullanilan SRAP primerlerinin polimorfizim orani asagidaki formiile
gore bulunmustur.

Polimorfizm Orani (%) = (Polimorfik bant sayisi / Toplam bant sayis1) x100
3.3.4. Benzerlik indeksleri ve dendogramlarin olusturulmasi

Akrabalik iligkisini analiz etmek iizere SRAP markdrleri belirlenen kusburnu
popiilasyonuna uygulanmis ve agaroz jel elektroforezinde yiirtitiilmiistiir. Polimorfik
bantlar skorlanmis ve skorlama dosyasi populasyon igerisindeki c¢esitliligi belirlemek
tizere DarWin programinda analiz edilmistir. Dice yontemi kullanilarak analizlere
baslanmis her bir markdr icin PIC degerleri hesap edilmis ve UnweigtedNeigbourjoinin

yontemi ile agacg cizilmistir.



4. BULGULAR VE TARTISMA

Uziimsii bir meyve olan kusburnu gesitleri arasindaki genetik iliskileri saptamak
amaciyla Van Tuspa il¢esininde kendiliginden yetisen kusburnu cesitleri icerisinden
belirlenen 22 genotip tizerinde c¢alisilmistir. Arastirma bulgular1 toplam fenolik
bilesikler, renk tayini ¢alismalar1 ve 24 SRAP primeri kullanilarak molekiiler diizeyde
arastirilmistir. Calismalar ayr1 bagliklar altinda asagida belirtilmistir.

4.1. Toplam Fenolik Bilesikler ve Renk Tayinine Ait Bulgular
4.1.1. Toplam fenolik

Fenolik maddeler giiclii antioksidan o6zellikleri nedeniyle insan sagligini
koruyucu kimyasal bilesenler igerisinde yer almaktadir. Bu &zelliklerinden dolayr son
yillarda birgok c¢alismaya konu olmuslardir. Calismamizda kusburnu genotiplerinde
toplam fenolik madde miktarlar tespit edilmistir. Genotiplerin toplam fenolik madde
miktarlar1 Cizelge 4.1 de sunulmustur. Toplam fenolik madde miktar1 bakimindan
VMR12 nolu genotip yapilan analizler sonucunda; 1864,76 mg GAE/ 100 g deger
alarak caligilan genotipler arasinda en zengin bulunmustur. Bunu VMR21 (1802,86 mg
GAE/ 100 g ), VMR15 (1763,81 mg GAE/ 100 g), VMR10 (1752,38 mg GAE/ 100 g),
VMR3 (1750,48 mg GAE/ 100 g) nolu genotipler takip etmistir.

Meyve ve sebzelerde toplam fenolik bilesiklerin iceriklerini etkileyen faktorlerin
arastirildigr caligmalarda; cileklerde daha yiliksek biliylime sicakliklarinin (gece ve
giindiiz) flavonol ve antosiyanin igerigini arttirdigi (Wang ve Zheng, 2001), CO;
seviyesinin  artisinin,  ¢ileklerde antioksidan kapasiteyi ve fenolik bilesik
konsantrasyonunun yiikselmesine yol ac¢tig1 (Wang ve ark., 2003), toprak nem iceriginin
artmasinin, ¢ayda fenolik bilesik sentezini azalttig1, yiiksek azotlu giibreleme ile belirli
bazi fenolikleri azaldig1 bildirilmistir (Keinaen et al., 1999). Kumlu topraklarda yetisen
cileklerin, killi topraklarda yetisenlere gore daha yiiksek fenolik bilesik igerdikleri
(Pincemail ve ark., 2012), biyoaktif bilesik birikimlerinde yillara gore meydana gelen
farkliliklarin, solar radyasyon, hava sicakligi (Olsson ve ark., 2004), su durumu ve
verimlilik asamasma erken gelme gibi sebeplerden kaynaklanabildigi bildirilmistir

(Pincemail ve ark., 2012). S6z konusu arastirmalarda ortaya konulan bu cok farkli
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sonuglar, toplam fenolik madde igeriginin meyve tiiriine, yetistirildigi bolgenin toprak
ve iklim ozellikleri ve kiiltiirel uygulamalar gibi bir¢ok biyotik ve abiyotik stres

faktoriine bagl olarak biiyiik oranlarda degisim gosterdigini diisiindiirtmektedir.

Cizelge 4.1. Genotiplerin toplam fenolik madde miktarlar1 (mg GAE/ 100 gr)

Genotipler Ort. St. Hata Min. Mak.

VMR1 1519.04800 147.619000 1371.429 1814.286
VMR2 1619.04767 213.823652 1191.429 1837.143
VMR3 1750.47633 184.791360 1434.286 2074.286
VMR4 1683.80933 61.041436 1577.143 1788.571
VMR5 1500.95233 259.970396 1005.714 1885.714
VMR6 1747.61900 66.605461 1668.571 1880.000
VMR7 1604.76200 167.286012 1340.000 1914.286
VMR8 1511.42867 184.523707 1285.714 1877.143
VMR9 1739.04767 69.836239 1600.000 1820.000
VMR10 1752.38067 144.272498 1588.571 2040.000
VMR11 1715.23800 69.445494 1600.000 1840.000
VMR12 1864.76200 117.829994 1637.143 2031.429
VMR13 1538.09533 230.068682 1085.714 1837.143
VMR14 1705.71433 85.332312 1574.286 1865.714
VMR15 1763.80933 33.899979 1702.857 1820.000
VMR16 1594.28600 52.085658 1491.429 1660.000
VMR17 1675.23833 83.533079 1551.429 1834.286
VMR18 1726.66667 20.387265 1417.143 2125.714
VMR19 1659.04800 236.806044 1311.429 2111.429
VMR20 1671.42867 85.188978 1502.857 1777.143
VMR21 1802.85700 115.505393 1605.714 2005.714
VMR22 1687.61933 124.554480 1451.429 1874.286

Fenolik bilesikler onemli degiskenlikler gosterebilmektedirler. Bu degiskenlik
temelde genetik olmakla birlikte, bitkinin biyotik ve abiyotik stres faktorlerine kars
gelistirmek zorunda oldugu savunma mekanizmasiyla da biiylik oranda iligkilidir. Stres
faktor veya faktorlerinin siddeti fenolik bilesik oran ya da miktarini da biiyiikk oranda
etkilemektedir. Bu noktadan hareketle fenolik bilesiklerin en yiiksek oldugu bir
zamandan bahsetmek dogru olmasa da, olgunluga bagh olarak arttigini ifade etmek
yanlig olmayacaktir.

Tokat yoresinde yapilan bir ¢alismada (Dolek, 2013) toplam fenolik bilesik
icerikleri degerlendirilmis ve kusburnularda toplam fenolik bilesiklerin olgunlagsmaya
bagli olarak degisimleri tespit edilmistir. 2010 yilinda MR-12, MR-15, MR-26, MR-46
ve MR-84 genotiplerinde en yiiksek toplam fenolik madde degerleri, sirastyla 381,33
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(H-2), mg 937,54 (H-5), 479,49 (H-5), 511,39 (H-2) ve 538,38 mg/100g (H-4) olarak
tespit edilmistir. 2011 yilinda ise yine sirayla 538,84 (H-5), 1510,57 (H-6), 817,49 (H-
6), 643.54 (H-4) ve 965,81 mg/100g (H-6) olarak belirlenmistir. Diger yapilmis
caligmalarda bulunan toplam fenolik madde miktarlar1 73-96 mg GAE/g (Ercisli, 2007),
3217,28 mg GAE/100g (Jablonska-Rys ve ark., 2009), 124,3 mg catechin esdeger/L
(Kiliggiin ve Altiner, 2010), 609,19 mg GAE/100g (Egea ve ark., 2010) ; 63,76-424,6
mg GAE/g (Montazeri ve ark., 2011), bulundugu ifade edilmektedir. Bizim buldugumuz
degerler daha oOnce yapilan c¢alismalarla uyumlu oldugu yukarida belirtilen
literatiirlerdeki elde edilen degerlerden daha yiiksek oldugu gézlemlenmistir. Nedeni
olarakta yukarida belirtilen fenolik madde iizerine etkili faktdrlerden Van yoresi
acisindan stres faktor veya faktorlerinin siddeti fenolik bilesik oran ya da miktarini da

biiyiik oranda etkiledigi diisiiniilmektedir.
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Sekil 4.1. Toplam fenolik ve renk tayini dendogrami
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Renk degerleri ve toplam fenolik maddeler birlikte ele alinarak yapilan
kiimeleme analizi sonuglar1 Cizelge 4.2 ’de ve buna ait dendogram Sekilde 4.1 ’de
sunulmustur. Sekil 4.1 ve Cizelge 4.2 birlikte incelendiginde; % 98,52 benzerlik orani
ile en yiiksek benzerlik VMR3-VMR10 genotipleri arasinda goriilmektedir. Benzer
sekilde, bir sonraki en yiiksek benzerlik oranit VMR11-VMR18 gruplarinda (% 95,87)
goriilmektedir. VMR12 no’lu genotipte ise % 82,64 benzerlik orani ile diger genotiplere
katilan genotip olmustur. Diger bir ifade ile bu genotiple 22 genotiple arasinda yaklasik
% 82,64 oraninda benzerlik bulunurken, bu 6zellikler bakimindan genotipler arasi
varyasyon % 17,36 olarak bulunmustur. Genotiplere iligskin yapilacak olan seleksiyon
ve 1slah caligmalarinda varyasyonun yiiksek olmasi arzulanan bir durumdur. Buna gore
yaklasik % 17’lik varyasyonun bu genotipler igin yapilacak seleksiyon galismalarinda
diisiik bir varyasyon oldugu diisiiniilebilir. Bu baglamda genotipler arasi varyasyonu

arttiracak caligmalara yonelinmesinin faydali olacagi diigiiniilebilir.

Cizelge 4.2. Toplam fenolik ve renk degerleri kiimeleme analiz sonuglari

Adim Kiime sayist Benzerlik Birlesen Yeni Kiimedeki
Orani Gruplar Kiime Grup Sayis1
1 21 98.5230 3-10 3 2
2 20 95.8685 11-18 11 2
3 19 95.7764 3-9 3 3
4 18 95.7598 3-11 3 5
5 17 95.2149 17-20 17 2
6 16 95.0344 5-8 5 2
7 15 94.9961 17-22 17 3
8 14 94.9112 4-17 4 4
9 13 94.7710 4-19 4 5
10 12 93.5894 3-15 3 6
11 11 93.5378 3-14 3 7
12 10 93.2851 3-6 3 8
13 9 92.8195 3-4 3 13
14 8 92.7421 2-16 2 2
15 7 91.4349 1-5 1 3
16 6 91.1936 1-13 1 4
17 5 91.0421 2-7 2 3
18 4 88.5410 2-3 2 16
19 3 87.9016 2-21 2 17
20 2 84.3649 1-2 1 21
21 1 82.6357 1-12 1 22
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4.1.2. Renk tayini

Yapilan ¢alismada genotiplerden meyve, yaprak ve ¢igek ornekleri alinmistir.
Bunlar metoda belirtildigi sekliyle renkleri belirlenmistir. Meyvede, yaprakta ve
cicekteki renk degisimleri istatistiksel olarak yorumlanmustir.

Kusburnu hasadinda dikkate alinmas1 gereken gozle goriilebilir ve belirleyici en
onemli hasat kriterlerinden bir tanesi de meyve rengidir. Renklerin belirlenmesinde
goreceli kavramlardan ziyade somut hata yapilabilirligi diisiik metod tercih edilmistir.
Tespitlerin somut ve net say1 degerleri ile okunmasi gozle yapilan hatalar1 elimine ettigi
distiniilmektedir.

Olgiimlerde meyvelerin L*, a*, b* degerleri belirlenmistir. L*, rengin
parlakliginda meydana gelen degisimleri ifade etmekte olup, 100’e yaklastikca
maksimum degerini almakta ve beyaz renge gonderilen 15181n %100’{iniin yansimasi
esasina dayanmaktadir ki calismamizda farkli genotipler agisindan bu degerler genel
anlamda birbirine yakin degerler aldig1 gorilmistiir. a* degeri yesilden kirmiziya dogru
olan degisimi; a*’nin pozitif degerleri kirmizi rengi, negatif degerleri ise yesil rengi
ifade etmektedir. Calismamizda a* degeri VMR20 25,82 sayisi ile en diisiik degeri
almis, VMRS 34,84 sayisi ile en yliksek degere sahip olmustur. b* degeri ise saridan
maviye renk degisimini ifade eder. b* degeri VMRI13 17,31 sayisi ile en diisiik degeri
almig, VMRS 27,61 sayisti ile en yliksek degere sahip olmustur. Calismada meyvelerin
parlakliklarin1 (L* degeri) biitiin yiizeylerde olgunlasmaya bagl olarak kaybettiklerini
ancak meyvenin arka yanak ve sap tarafinin 6n yanaga gore daha parlak oldugu,
meyvenin biitiin yilizeyinde kirmizi renge (a*) dogru bir degisim gergeklestigi fakat bu
degisim On ve arka yanakta hemen hemen ayni oranda iken meyve sapi tarafinda daha
az meydana geldigi ve meyvede sar1 renk (b*) olusumunun arka ve meyvenin sap
kisminda daha yiiksek oldugu, 6n yanak kisminda ise daha az hakim oldugu
gorilmiistiir. Kugsburnu meyvesinde renk 6l¢iimii yapilan iki ¢alismaya rastlanilmigtir.
Bu ¢alismalardan iilkemizde yapilan ¢alismada elde edilen degerler 48,6-52,02 (L¥*),
40,69-43,31 (a*) ve 39,39-47,73 (b*) (Ercisli, 2007) ile karsilagtirildiginda farklilik
gosterirken; yurt digindaki calismada elde edilen degerler 38,02 (L*), 34,72 (a*),
23,69(b*) (Egea ve ark., 2010) ile sonuglar paralellik géstermistir. Olgunlasmaya bagli
olarak gergeklestirilen tek calismada Uggla (2004), Hue agis1i, Chroma ve L* degerleri
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tizerinde durulmustur. 1996 yilinda elde edilen 47,4-39,3 ve 50,7- 46,5(L*) ve 1997
yilinda elde edilen 47,4-40,1 ve 51,3-39,7(L*) degerleri, calismamizda tespit ettigimiz
degerlerden yiiksek bulunmustur. Nedeni olarakta meyve hasadini en yliksek olgunluga
eristiginde yapilmasi nedeniyle oldugu diisiiniilmektedir. Olgunlastikca parlakligin

kirmizi renge dogru devinimde bulundugu sdylenebilir.
4.1.2.1. Meyvede renk

Cizelge 4.3. Meyvede L* degeri icin genotiplere gore tanimlayici istatistikler ve
karsilastirma sonuglari

Genoatipler Ort. St. Hata Min. Mak.

VMR1 33.9233 a 0.64705 33.16 35.21
VMR2 31.7300 bcd 0.74333 30.69 33.17
VMR3 32.2433 abcd 0.57750 31.55 33.39
VMR4 31.3467 bede 0.40834 30.56 31.93
VMR5 31.1233 bede 0.92762 29.40 32.58
VMR6 30.8300 bcde 0.43405 30.05 31.55
VMR7 31.0500 bcde 0.78475 29.55 32.20
VMRS 32.2467 abcd 0.62376 31.36 33.45
VMR9 31.8100 abcd 0.60506 31.19 33.02
VMR10 30.9067 bcde 0.09207 30.73 31.04
VMR11 32.6767 abc 0.64167 32.03 33.96
VMR12 29.4067 e 0.46563 28.84 30.33
VMR13 30.6100 bcde 0.65597 29.64 31.86
VMR14 30.3667 de 1.32369 27.81 32.24
VMR15 30.5600 cde 0.64094 29.86 31.84
VMR16 31.0433 bede 1.11887 29.30 33.13
VMR17 31.1633 bede 0.46677 30.49 32.06
VMR18 31.7300 bed 0.54501 31.18 32.82
VMR19 32.8400 ab 0.51391 32.17 33.85
VMR20 30.6433 bede 0.22244 30.25 31.02
VMR21 32.4867 abcd 0.32416 31.95 33.07
VMR22 314333 bede 0.42997 30.94 32.29

Karsilagtirma sonuglarina bakildiginda genotip gruplar arasinda istatistik olarak
onemli (anlamli) bir fark oldugu goriiliir (p<0,05). Farkli gruplar1 belirlemede yapilan
Duncan testi sonuglarina gore, ortak harf iceren grup ortalamalar1 aras1 fark onemli
degilken, farkli harfleri alan gruplar arast fark istatistik olarak Onemlidir.
VMR1-VMR2, VMR12-VMR21, VMR11-VMR 14 genotiplerin benzer harf igermemesi
bunlar arasinda 6nemli farklilik oldugunu gosterdi. VMR1-VMR9, VMR8- VMR21,
VMR13- VMR20 genotipleri arasinda énemli farklilik yoktur (Cizelge 4.3).
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Cizelge 4.4. Meyvede a* degeri icin genotiplere gore tamimlayici istatistikler ve
karsilastirma sonuglari

Genotipler Ort. St. Hata Min. Mak.

VMR1 32.2767 abcd 0.95900 31.12 34.18
VMR2 31.1333 bedef 0.76701 29.60 31.94
VMR3 28.4733 efghi 1.36199 25.98 30.67
VMR4 31.8100 abcde 0.63516 30.92 33.04
VMRS 31.2600 bedef 0.32604 30.89 31.91
VMR6 33.7000 ab 1.07093 32.44 35.83
VMR7 33.1667 abc 0.49680 32.29 34.01
VMR8 34.8467 a 3.36797 30.16 41.38
VMR9 30.3500 bedefg 0.41477 29.76 31.15
VMR10 30.4300 bedefg 0.54991 29.35 31.15
VMR11 30.9467 bcdef 1.23672 29.69 33.42
VMR12 28.6467 efghi 0.07333 28.50 28.72
VMR13 26.1300 hi 0.40596 25.33 26.65
VMR14 30.0033 cdefg 0.94109 28.37 31.63
VMRI15 28.0300 fghi 0.55669 27.40 29.14
VMR16 29.3900 defgh 0.72021 28.64 30.83
VMR17 27.1400 ghi 1.35399 24.71 29.39
VMR18 28.9267 defghi 0.25208 28.59 29.42
VMR19 26.2000 hi 0.80214 24.61 27.18
VMR20 25.8200 | 0.28618 25.49 26.39
VMR21 29.0100 defghi 0.69000 28.32 30.39
VMR22 27.4033 ghi 0.73768 25.95 28.35

Karsilastirma sonuglarina bakildiginda genotip gruplar1 arasinda istatistik olarak
onemli (anlamli) bir fark oldugu goriiliir (p<0,05). VMR8-VMR13, VMR7-VMR12,
VMR8-VMR22 genotiplerin benzer harf icermemesi bunlar arasinda énemli farklilik
oldugunu gésterdi. VMR 14-VMR16, VMR21- VMR22, VMR1- VMR?2 genotipleri ise
benzer harf igerdigi icin bunlar arasinda 6nemli farklilik yoktur (Cizelge 4.4).

Kargilagtirma sonuglarina bakildiginda genotip gruplar arasinda istatistik olarak
onemli (anlamli) bir fark oldugu gorilir (p<0,05). VMR1-VMRS8, VMR11-VMR20,
VMR4-VMR13 genotiplerin benzer harf igermemesi bunlar arasinda énemli farklilik
oldugunu gésterdi. VMR22-VMR9, VMRG6- VMRY7 genotipleri ise benzer harf icerdigi

i¢cin bunlar arasinda 6nemli farklilik yoktur (Cizelge 4.5).
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Cizelge 4.5. Meyvede b* degeri igin genotiplere goére tanimlayici istatistikler ve
karsilastirma sonuglari

Genotipler Ort. St. Hata Min. Mak.

VMR1 22.5867 b 0.95837 21.21 2443

VMR2 18.6533 bcd 0.74604 17.80 20.14
VMR3 19.7700 bcd 0.23544 19.51 20.24
VMR4 22.3633 b 0.68062 21.11 23.45
VMR5 21.9333 bc 1.32255 19.36 23.75
VMR6 19.7633 bcd 0.46045 18.86 20.37
VMR7 20.6333 bcd 0.60691 19.42 21.27
VMR8 27.6133 a 454337 23.04 36.70
VMR9 22.4200 b 0.50922 21.69 23.40
VMR10 20.8633 bcd 0.63839 20.21 22.14
VMR11 22.1700 b 0.68646 21.10 23.45
VMR12 20.3933 bcd 0.10269 20.20 20.55
VMR13 17.3133d 1.00426 15.31 18.44
VMR14 21.6933 bcd 0.93269 20.16 23.38
VMR15 19.2500 bcd 0.44287 18.55 20.07
VMR16 20.9567 bcd 1.96808 18.72 24.88
VMR17 19.4900 bcd 1.58207 16.77 22.25
VMR18 20.6833 bcd 1.19834 19.48 23.08
VMR19 20.4733 bcd 0.61358 19.54 21.63
VMR20 17.4433 cd 0.13860 17.18 17.65
VMR21 19.5600 bcd 0.62193 18.34 20.38
VMR22 20.9033 bcd 1.37061 18.17 22.45

Cizelge 4.6. Meyvede Chroma degeri igin genotiplere gore tanimlayici istatistikler ve
karsilastirma sonuglari

Genotipler Ort. St. Hata Min. Mak.

VMR1 39.6133 a 1.33867 37.94 4226

VMR2 36.3900 abcdefg 0.93963 34.68 37.92
VMR3 34.9000 defgh 0.94707 33.24 36.52
VMR4 38.9933 abc 0.91843 37.52 40.68
VMR5 38.3300 abcd 0.98975 36.55 39.97
VMR6 39.2133 ab 1.01742 37.97 41.23
VMR7 39.2533 ab 0.52492 38.55 40.28
VMR8 37.1600 abcdefg 2.15131 33.06 40.34
VMR9 37.9900 abcde 0.11676 37.76 38.14
VMR10 37.0833 abcdefg 0.75722 35.81 38.43
VMR11 38.9600 abc 1.13450 37.15 41.05
VMR12 35.2867 cdefg 0.09821 35.16 35.48
VMR13 31.4600 hi 0.57361 30.55 32.52
VMR14 37.2067 abcdef 1.23629 35.11 39.39
VMR15 34.0633 fghi 0.69247 33.11 35.41
VMR16 36.3433 abcdefg 1.78593 34.28 39.90
VMR17 33.4533 fghi 2.02996 29.89 36.92
VMR18 35.6333 bedefg 0.91481 34.63 37.46
VMR19 33.4067 ghi 0.32544 32.96 34.04
VMR20 31.2533 1 0.26610 30.81 31.73
VMR21 35.1567 defgy 0.82788 33.97 36.75

VMR22 34.3267 efghi 1.65653 31.03 36.26
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Karsilastirma sonuglarina bakildiginda genotip gruplar1 arasinda istatistik olarak
onemli (anlamli) bir fark oldugu gorilir (p<0,05). VMR1-VMR21, VMR9-VMR20,
VMR6-VMR21 genotiplerin benzer harf icermemesi bunlar arasinda 6énemli farklilik
oldugunu gosterdi. VMR14-VMR18, VMR21-VMR22, VMR4-VMR16 genotipleri ise
benzer harf igerdigi icin bunlar arasinda 6nemli farklilik yoktur (Cizelge 4.6).

Karsilastirma sonuglarina bakildiginda genotip gruplar1 arasinda istatistik olarak
onemli (anlamli) bir fark oldugu gorilir (p<0,05). VMR4-VMR6, VMR19-VMRS,
VMR2-VMRI1 genotiplerin benzer harf igermemesi bunlar arasinda onemli farklilik
oldugunu gosterdi. VMR15-VMR20, VMR14-VMR10, VMR8-VMR12 genotipleri ise

benzer harf igerdigi icin bunlar arasinda 6nemli farklilik yoktur (Cizelge 4.7).

Cizelge 4.7. Meyvede Hue degeri i¢in genotiplere gore tanimlayici istatistikler ve
karsilastirma sonuglari

Genotipler Ort. St. Hata Min. Mak.

VMR1 35.0233 abcde 0.44333 34.16 35.63
VMR2 30.9533 ef 0.88958 29.25 32.25
VMR3 34.5367 abcdef 1.38498 32.33 37.09
VMR4 35.2167 abcde 0.40068 34.42 35.69
VMR5 35.0433 abcde 1.42709 32.19 36.53
VMR6 30.5167 f 0.84282 29.37 32.16
VMR7 31.8033 def 0.85764 30.34 33.31
VMR8 32.4500 cdef 4.00659 24.57 37.65
VMR9 36.4233 abc 0.93249 34.82 38.05
VMR10 34.4800 abcdef 0.54418 33.50 35.38
VMR11 35.7333 abcd 0.48320 35.01 36.65
VMR12 35.2367 abcde 0.08686 35.14 35.41
VMR13 33.5100 bcdef 1.76102 30.05 35.81
VMR14 36.0233 abcd 0.32271 35.43 36.54
VMR15 34.6433 abcdef 0.26283 34.18 35.09
VMR16 35.0833 abcde 1.87337 33.19 38.83
VMR17 35.5300 abcd 0.87231 34.05 37.07
VMR18 35.5367 abcd 1.33362 34.08 38.20
VMR19 38.0533 a 1.57819 36.18 41.19
VMR20 34.0533 abcdef 0.24030 33.62 34.45
VMR21 34.2067 abcdef 0.60927 33.27 35.35
VMR22 37.0033 ab 1.02387 34.97 38.23

4.1.2.2. Yaprakta renk

Karsilastirma sonuglarina bakildiginda genotip gruplar1 arasinda istatistik olarak
onemli (anlamli) bir fark oldugu goriiliir (p<0,05). VMR7-VMR8, VMR4-VMRY7,
VMR14-VMR15 genotiplerin benzer harf icermemesi bunlar arasinda 6nemli farklilik
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oldugunu gosterdi. VMR1-VMR2, VMR3-VMR5, VMR16-VMR18 genotipleri ise

benzer harf igerdigi icin bunlar arasinda 6nemli farklilik yoktur (Cizelge 4.8).

Cizelge 4.8. Yaprakta L* degeri igin genotiplere gore tanimlayici istatistikler ve
karsilastirma sonuglari

Genotipler Ort. St. Hata Min. Mak.

VMR1 39.6800 b 0.51884 38.68 40.42
VMR2 38.5433 bc 0.08876 38.44 38.72
VMR3 35.8700 ef 0.92813 34.36 37.56
VMR4 39.3933 b 0.43758 38.81 40.25
VMR5 36.2133 def 0.57359 35.61 37.36
VMR6 37.1733 cde 0.16954 36.91 37.49
VMR7 42.5033 a 1.41982 39.76 44,51
VMR8 34.9400 f 0.16166 34.62 35.14
VMR9 36.0767 ef 0.36361 35.65 36.80
VMR10 36.6433 def 0.49212 35.83 37.53
VMR11 37.5733 cde 0.68180 36.42 38.78
VMR12 36.2167 def 0.37777 35.79 36.97
VMR13 36.5800 def 0.23438 36.14 36.94
VMR14 36.5067 def 0.06386 36.39 36.61
VMR15 38.0067 bed 1.23653 36.30 40.41
VMR16 37.1333 cde 0.21858 36.70 37.40
VMR17 36.8400 cde 0.16197 36.57 37.13
VMR18 36.9100 cde 0.25942 36.54 37.41
VMR19 36.2300 def 0.20502 35.87 36.58
VMR20 36.9333 cde 0.37333 36.56 37.68
VMR21 36.3733 def 0.22259 35.93 36.63
VMR22 37.1500 cde 0.25239 36.65 37.46

Karsilastirma sonuglarina bakildiginda genotip gruplar1 arasinda istatistik olarak
onemli (anlamli) bir fark oldugu goriiliir (p<0,05). VMR1-VMR16, VMR4-VMR12,
VMR5-VMRI15 genotiplerin benzer harf icermemesi bunlar arasinda énemli farklilik
oldugunu gésterdi. VMR2-VMR17, VMR5- VMR11, VMR19- VMR22 genotipleri ise
benzer harf igerdigi i¢in bunlar arasinda 6nemli farklilik yoktur (Cizelge 4.9).
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Cizelge 4.9. Yaprakta a* degeri i¢in genotiplere gore tamimlayici istatistikler ve
karsilastirma sonuglari

Genotipler Ort. St. Hata Min. Mak.
VMR1 -10.4900 g 0.28572 -11.02 -10.04
VMR2 -9.2600 def 0.37647 -9.94 -8.64
VMR3 -7.9967 ab 0.51979 -8.91 -7.11
VMR4 -12.4833 h 0.47646 -13.32 -11.67
VMR5 -9.6367 efg 0.34070 -10.22 -9.04
VMR6 -9.7633 fg 0.10682 -9.95 -9.58
VMR7 -13.7233 1 0.21835 -14.07 -13.32
VMR8 -7.9267 ab 0.20899 -8.33 -7.63
VMR9 -8.1267 ab 0.19877 -8.40 -7.74
VMR10 -8.6900 bcde 0.13577 -8.96 -8.53
VMR11 -8.9100 bcdef 0.38039 -9.67 -8.50
VMR12 -7.4867 a 0.21458 -7.90 -7.18
VMR13 -8.3900 abcd 0.15948 -8.70 -8.17
VMR14 -8.0100 ab 0.05568 -8.12 -7.94
VMR15 -8.2533 abc 0.50782 -9.18 -7.43
VMR16 -9.1333 cdef 0.37118 -9.60 -8.40
VMR17 -9.3867 ef 0.12347 -9.52 -9.14
VMR18 -8.0400 ab 0.26633 -8.48 -7.56
VMR19 -8.1467 ab 0.10477 -8.34 -7.98
VMR20 -8.0067 ab 0.48691 -8.91 -7.24
VMR21 -7.9467 ab 0.23398 -8.21 -7.48
VMR22 -8.0633 ab 0.26194 -8.48 -7.58

Cizelge 4.10. Yaprakta b* degeri i¢in genotiplere gore tamimlayici istatistikler ve
karsilastirma sonuglari

Genotipler Ort. St. Hata Min. Mak.

VMR1 15.2233 ¢ 0.82238 13.93 16.75
VMR2 12.1000 ef 0.18339 11.83 12.45
VMR3 9.9567 gh 1.10274 8.05 11.87
VMR4 18.7267 b 1.27795 16.41 20.82
VMR5 12.9433 de 0.51174 12.19 13.92
VMR6 14.0767 cd 0.10667 13.97 14.29
VMR7 23.1233 a 0.75909 21.98 24.56
VMR8 10.1800 fgh 0.21221 9.88 10.59
VMR9 10.2100 fgh 0.19502 9.85 10.52
VMR10 11.5067 efgh 0.31466 10.88 11.87
VMR11 11.3333 efgh 0.35333 10.98 12.04
VMR12 9.7000 h 0.15695 9.40 9.93

VMR13 10.7267 fgh 0.25392 10.35 11,21
VMR14 10.0600 gh 0.37112 9.64 10.80
VMR15 14.4167 cd 1.07117 13.18 16.55
VMR16 11.3833 efgh 0.33706 10.75 11.90
VMR17 12.0400 ef 0.22338 11.61 12.36
VMR18 10.3600 fgh 0.33262 9.86 10.99
VMR19 10.5067 fgh 0.37551 9.97 11.23
VMR20 11.5400 efgh 0.06557 11.41 11.62
VMR21 11.8333 efg 0.54260 10.75 12.43

VMR22 14.9833 c 0.67677 13.63 15.68
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Karsilastirma sonuglarina bakildiginda genotip gruplar1 arasinda istatistik olarak
onemli (anlamli) bir fark oldugu gériilir (p<0,05). VMR1-VMR16, VMR14-VMR17,
VMR3-VMR?7 genotiplerin benzer harf icermemesi bunlar arasinda énemli farklilik
oldugunu gosterdi. VMR10-VMR11, VMR13- VMR19, VMR15- VMR22 genotipleri

ise benzer harf icerdigi i¢in bunlar arasinda 6nemli farklilik yoktur. (Cizelge 4.10).

Cizelge 4.11. Yaprakta Chroma degeri i¢in genotiplere gore tamimlayici istatistikler ve
karsilastirma sonuglari

Genotipler Ort. St. Hata Min. Mak.

VMR1 18.5133 ¢ 0.85452 17.17 20.10
VMR2 15.2400 defg 0.37287 14.65 15.93
VMR3 12.7867 h 1.18942 10.74 14.86
VMR4 225167 b 1.32497 20.14 24.72
VMR5 16.1433 de 0.61238 15.18 17.28
VMR6 17.1533 cd 0.05925 17.04 17.24
VMR7 26.9200 a 0.71473 25.97 28.32
VMR8 12.9133 h 0.28357 12.61 13.48
VMR9 13.0567 gh 0.27907 12.53 13.48
VMR10 14.4400 efgh 0.30105 13.86 14.87
VMR11 14.4167 efgh 0.51174 13.89 15.44
VMR12 12.2600 h 0.25120 11.83 12.70
VMR13 13.6233 fgh 0.29627 13.19 14.19
VMR14 12.8667 h 0.32794 12.49 13.52
VMR15 16.6267 cd 1.17225 15.14 18.94
VMR16 14.5167 efgh 0.57182 13.39 15.25
VMR17 15.2900 def 0.17954 15.02 15.63
VMR18 13.7133 fgh 0.79896 12.86 15.31
VMR19 12.4933 h 0.35507 11.79 12.93
VMR20 13.5767 fgh 0.97750 12.53 15.53
VMR21 13.1300 fgh 0.06928 13.01 13.25
VMR22 14.1700 efgh 0.72037 12.73 14.93

Karsilastirma sonuglarina bakildiginda genotip gruplar1 arasinda istatistik olarak
onemli (anlamli) bir fark oldugu goriiliir (p<0,05). VMR1-VMR3, VMR4-VMRY7,
VMR6-VMR11 genotiplerin benzer harf igermemesi bunlar arasinda énemli farklilik
oldugunu gosterdi. VMR1-VMR15, VMR16- VMR18, VMR2- VMR22 genotipleri ise
benzer harf igerdigi i¢in bunlar arasinda 6nemli farklilik yoktur (Cizelge 4.11).

Karsilagtirma sonuglarina bakildiginda genotip gruplar arasinda istatistik olarak
onemli (anlamli) bir fark oldugu gorilir (p<0,05). VMR3-VMR4, VMR7-VMR12,
VMR9-VMRI15 genotiplerin benzer harf icermemesi bunlar arasinda 6énemli farklilik
oldugunu gosterdi. VMR1-VMR6, VMR10- VMR21, VMR7- VMR18 genotipleri ise
benzer harf i¢erdigi i¢in bunlar arasinda 6nemli farklilik yoktur (Cizelge 4.12).



44

Cizelge 4.12. Yaprakta Hue degeri igin genotiplere gore tanimlayici istatistikler ve
karsilastirma sonuglari

Genotipler Ort. St. Hata Min. Mak.

VMR1 124.9267 bcde 0.54596 123.91 125.78
VMR2 127.4700 abc 0.70444 126.24 128.68
VMR3 129.1567 a 1.30282 126.95 131.46
VMR4 123.8600 def 0.82706 122.67 125.45
VMR5 126.7333 abcd 0.25751 126.40 127.24
VMR6 124.9267 bcde 0.42081 124.13 125.56
VMR7 120.8733 fg 0.72310 119.85 122.27
VMR8 127.9833 ab 0.40671 127.17 128.40
VMR9 128.5933 ab 0.24727 128.10 128.87
VMR10 127.4567 abc 0.44408 126.88 128.33
VMR11 128.2333 ab 0.33498 127.79 128.89
VMR12 127.6567 abc 0.40449 127.09 128.44
VMR13 128.1433 ab 0.13445 127.98 128.41
VMR14 128.5700 ab 0.85757 126.86 129.54
VMR15 119.9833 g 0.57156 119.31 121.12
VMR16 128.5067 ab 0.19221 128.14 128.79
VMR17 128.1200 ab 0.76775 126.86 129.51
VMR18 121.1367 fg 1.37042 118.63 123.35
VMR19 124.3000 cdef 2.50089 119.42 127.69
VMR20 123.5567 def 2.67538 119.59 128.65
VMR21 125.9500 abcd 0.80988 124.64 127.43
VMR22 122.2133 efg 1.84468 119.56 125.76

4.1.2.3. Cigekte renk

Karsilastirma sonuglarina bakildiginda genotip gruplar1 arasinda istatistik olarak
onemli (anlamli) bir fark oldugu goriilir (p<0,05). VMR1-VMRS8, VMR14-VMR15,
VMR7-VMR20 genotiplerin benzer harf icermemesi bunlar arasinda énemli farklilik
oldugunu gosterdi. VMR4-VMR19, VMR16-VMR22, VMR2-VMR13 genotipleri ise
benzer harf igerdigi i¢in bunlar arasinda 6nemli farklilik yoktur. (Cizelge 4.13).

Kargilagtirma sonuglarina bakildiginda genotip gruplar arasinda istatistik olarak
onemli (anlamli) bir fark oldugu gorilir (p<0,05). VMR2-VMR7, VMR15-VMR18,
VMR17-VMR20 genotiplerin benzer harf icermemesi bunlar arasinda énemli farklilik
oldugunu gosterdi. VMR6-VMR7, VMR10-VMR12, VMR20-VMR22 genotipleri ise
benzer harf igerdigi icin bunlar arasinda 6nemli farklilik yoktur (Cizelge 4.14).

Karsilastirma sonuglarina bakildiginda genotip gruplar1 arasinda istatistik olarak
onemli (anlamli) bir fark oldugu goriiliir (p<0,05). VMR1-VMR3, VMR9-VMR15,
VMR12-VMR17 genotiplerin benzer harf igermemesi bunlar arasinda 6nemli farklilik
oldugunu gosterdi. VMR2-VMR3, VMR7-VMR11, VMR14-VMR16 genotipleri ise

benzer harf igerdigi i¢in bunlar arasinda 6nemli farklilik yoktur (Cizelge 4.15).
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Cizelge 4.13. Cicekte L* degeri icin genotiplere gore tamimlayici istatistikler ve
karsilastirma sonuglari

Genotipler Ort. St. Hata Min. Mak.

VMR1 64.6133 gh 0.79356 63.45 66.13
VMR2 69.8133 cdefg 1.45959 67.06 72.03
VMR3 70.4500 bcde 0.49729 69.72 71.40
VMR4 70.6600 abcde 1.04773 68.58 71.92
VMR5 69.1167 defg 0.92398 67.27 70.10
VMR6 74.7800 abc 1.00848 73.63 76.79
VMR7 75.0567 ab 0.38834 74.45 75.78
VMR8 75.6667 a 1.35271 73.56 78.19
VMR9 70.1967 bcdef 2.39715 67.17 74.93
VMR10 71.6633 abcde 0.44905 70.83 72.37
VMR11 68.8300 defg 2.26752 64.30 71.28
VMR12 73.2300 abcd 1.37971 71.17 75.85
VMR13 69.7433 cdefg 1.08253 67.67 71.32
VMR14 72.0067 abcde 0.58093 70.85 72.68
VMR15 63.6067 h 0.29214 63.12 64.13
VMR16 67.7700 efgh 1.42205 65.43 70.34
VMR17 72.3567 abcde 1.34470 70.50 74.97
VMR18 67.4500 efgh 2.07964 64.23 71.34
VMR19 69.2000 defg 0.70216 67.85 70.21
VMR20 67.0867 efgh 3.25507 62.32 73.31
VMR21 65.0167 fgh 2.90201 61.42 70.76
VMR22 67.6033 efgh 1.63559 65.48 70.82

Cizelge 4.14. Cigekte a* degeri icin genotiplere gore tanimlayici istatistikler ve
karsilastirma sonuglari

Genotipler Ort. St. Hata Min. Mak.

VMR1 24.0567 a 2.04165 20.96 27.91
VMR2 10.2667 cde 0.99534 8.38 11.76
VMR3 12.6767 bc 1.73653 9.25 14.88
VMR4 11.0400 bcd 1.04800 9.21 12.84
VMR5 9.0167 def 0.46052 8.15 9.72

VMR6 4.8167 g 1.20584 2.43 6.31

VMR7 4.9067 g 0.65915 3.65 5.88

VMR8 7.6100 efg 1.28508 5.67 10.04
VMR9 9.6867 cde 1.05963 7.73 11.37
VMR10 11.4700 bcd 0.73014 10.03 12.40
VMR11 13.5767 b 0.76336 12.37 14.99
VMR12 11.8367 bcd 1.47042 9.16 14.23
VMR13 11.2933 bcd 0.26959 10.93 11.82
VMR14 12.1367 bed 0.77945 10.78 13.48
VMR15 22.0333 a 0.55430 21.08 23.00
VMR16 11.1000 bcd 0.49662 10.12 11.73
VMR17 6.1967 fg 0.35263 5.80 6.90

VMR18 11.3833 bcd 0.32763 10.76 11.87
VMR19 12.7333 bc 0.60916 11.67 13.78
VMR20 11.6600 bcd 0.62804 10.53 12.70
VMR21 10.8033 bcd 0.20366 10.58 11.21

VMR22 12.9100 bc 0.57472 11.98 13.96
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Cizelge 4.15. Cicekte b* degeri igin genotiplere gore tamimlayici istatistikler ve
karsilastirma sonuglari

Genotipler Ort. St. Hata Min. Mak.
VMR1 1.6400 gh 0.27099 1.33 2.18
VMR2 3.5233 bcedef 0.66834 2.85 4.86
VMR3 3.6533 bedef 0.53080 2.79 4.62
VMR4 2.7800 efg 0.18583 2.48 3.12
VMR5 2.5867 efgh 0.22191 2.24 3.00
VMR6 4.8767 ab 0.16128 4.63 5.18
VMR7 4.1567 abcde 0.41794 3.48 4.92
VMR8 3.1267 cdefg 0.75092 1.85 4.45
VMR9 4.5800 abc 1.12811 331 6.83
VMR10 3.7533 bedef 0.27425 3.28 4.23
VMR11 4.4333 abcd 0.31751 3.80 4.79
VMR12 3.0067 cdefg 0.67459 1.79 4,12
VMR13 2.8667 defg 0.41370 2.05 3.39
VMR14 2.2333 fgh 0.49841 1.33 3.05
VMR15 1.1500 h 0.46199 0.34 1.94
VMR16 2.2200 fgh 0.37634 1.47 2.65
VMR17 5.3733 a 0.45230 4.52 6.06
VMR18 3.9267 abcde 0.47806 3.32 4.87
VMR19 3.9100 abcde 0.11790 3.68 4.07
VMR20 3.6900 bcdef 0.38436 3.21 4.45
VMR21 4.1800 abcde 0.34771 3.76 4.87
VMR22 3.9167 abcde 0.30223 3.52 4.51

Cizelge 4.16. Cicekte Chroma degeri igin genotiplere gore tanimlayici istatistikler ve
karsilastirma sonuglari

Genotipler Ort. St. Hata Min. Mak.

VMR1 24.4867 a 1.81440 21.84 27.96
VMR2 11.0933 def 0.71880 9.85 12.34
VMR3 13.4500 bcd 1.55653 10.45 15.67
VMR4 11.4733 de 1.03932 9.66 13.26
VMR5 9.4733 efg 0.46438 8.58 10.14
VMR6 7.2467 g 0.67058 5.91 8.01

VMR7 7.0000 g 0.67357 5.66 7.79

VMR8 8.6033 fg 0.92272 7.34 10.40
VMR9 11.2000 def 0.59102 10.55 12.38
VMR10 12.2133 cde 0.60765 11.00 12.88
VMR11 14.8500 bc 0.86504 13.97 16.58
VMR12 12.5333 cd 1.16537 10.63 14.65
VMR13 12.1767 cde 0.02603 12.13 12.22
VMR14 12.4867 cd 0.66479 11.37 13.67
VMR15 22.1633 a 0.53533 21.31 23.15
VMR16 13.6700 bcd 0.64086 12.56 14.78
VMR17 8.6500 fg 0.60797 7.68 9.77

VMR18 11.9733 de 0.38168 11.21 12.36
VMR19 12.1767 cde 0.33398 11.54 12.67
VMR20 11.7733 de 0.60034 10.87 12.91
VMR21 15.5533 b 1.20457 13.98 17.92

VMR22 13.7567 bcd 0.57097 12.98 14.87
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Karsilastirma sonuglarina bakildiginda genotip gruplar1 arasinda istatistik olarak
onemli (anlamli) bir fark oldugu gorilir (p<0,05). VMR1-VMR6, VMR8-VMR21,
VMR15-VMR22 genotiplerin benzer harf icermemesi bunlar arasinda 6nemli farklilik
oldugunu gosterdi. VMR2-VMR9, VMR10-VMR14, VMR16-VMR19 genotipleri ise
benzer harf igerdigi i¢in bunlar arasinda dnemli farklilik yoktur (Cizelge 4.16).

Karsilastirma sonuglarina bakildiginda genotip gruplar1 arasinda istatistik olarak
o6nemli (anlamli) bir fark oldugu goriiliir (p<0,05). VMR1-VMR6, VMR17-VMR19,
VMR1-VMRI17 genotiplerin benzer harf icermemesi bunlar arasinda 6nemli farklilik
oldugunu gosterdi. VMR4-VMR5, VMR10-VMR11, VMR21-VMR22 genotipleri ise
benzer harf i¢erdigi i¢in bunlar arasinda 6nemli farklilik yoktur. (Cizelge 4.17).

Cizelge 4.17. Cigekte Hue degeri icin genotiplere gore tanimlayici istatistikler ve
karsilastirma sonuglari

Genoatipler Ort. St. Hata Min. Mak.
VMR1 4743 e 1.2460 3.0 7.2

VMR2 22.043 abcde 4.8221 15.8 31.5
VMR3 19.023 cde 4.3050 12.4 27.1
VMR4 14.473 de 0.5997 13.6 15.6
VMR5 16.303 de 0.9567 14.8 18.1
VMR6 46.107 a 7.4994 35.9 60.7
VMRY7 42.800 abc 5.3536 325 50.4
VMR8 25.907 abcde 7.8394 12.2 39.3
VMR9 27.170 abcde 7.1501 19.2 41.4
VMR10 19.360 bcde 2.6705 14.4 23.6
VMR11 21.893 abcde 3.7328 17.7 29.3
VMR12 17.950 cde 6.3434 10.1 30.5
VMR13 20.210 bede 2.2563 15.7 22.6
VMR14 42.487 abc 28.0616 11.3 98.5
VMR15 12.830 de 3.7280 6.3 19.2
VMR16 15.613 de 2.6773 10.3 19.0
VMR17 44.227 ab 2.7121 39.1 48.2
VMR18 24.880 abcde 7.1402 15.9 39.0
VMR19 17.990 cde 3.0592 11.9 21.5
VMR20 30.833 abcd 2.5563 27.0 35.7
VMR21 25.850 abcde 0.5601 24.9 26.8

VMR22 26.787 abcde 1.1414 24.8 28.7
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4.1.3. Cahsilan genotiplerin botanik tanimlanmasi

Yiiziincii Y1l Universitesi Biyoloji Anabilim Dali Laboratuvarinda calisilan
genotiplerin teshisleri yapilmis ¢izelge 4.18 verilmistir. Kusburnu tanimlamalarinda
dort formdan bahsedebiliriz. Bu form ve 6zellikleri;

Form (Grup) a. Yaprakgiklar ve pediseller tiiysiiz.

Form (Grup) b. Yaprkaciklar tiiysiiz, pedisellerglandular-hispid.

Form (Grup) c. Yaprakgiklar en azindan alt ylizeydepubeskent, pedisellertiiysiiz.

Form (Grup) d. Yaprakciklar pubeskent tiiylii, pedisellerglandularhispid.

Cizelge 4.18. Kugburnu tiirlerinin 6zellikleri

Form Genotipler (VMR) Tiir Ozellikleri

1,2 4,5 8,9 10, 11, Yaprakgiklar pubeskent

12,13, 14, 15 16,18, Rosa canina L. Tiirii tiiyl, pediseller
glandularhispid

Grup d

19, 21, 22
Rosa dumalis Bechst. Yaprakgiklar ve yaprak sapi
6,7 subsp. Boissierii (pediseller) ¢ok yogun tiiylii
(Crepin) O. Nilsson var. ( pubeskent)
Boissierii

Bu &rnekler ise Yapraksapt hem tiiylii, hem

3,17, 20 yukaridaki iki tiiriin de bazen glandular
hibriti olabilir.
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Sekil 4.2. Yirmiiki kusburnu genotipine ait ¢i¢ek ve yaprak resimleri
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Sekil 4.2. Yirmiiki kugburnu genotipine ait ¢i¢ek ve yaprak resimleri (devami)
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4.1.4. Molekiiler ¢alismalara ait bulgular
4.1.4.1. SRAP analizi sonuglari

Tez calismasi kapsaminda 24 adet SRAP primer kombinasyonu denenmis
bunlarin 17 tanesi istenilen amplifikasyonu gdstermistir. Ilerleme gdzlemlenmeyen
SRAP primer kombinasyonlart (Mel/Em17, Me3/Em5, Me3/Em17, Me5/Em15,
Me9/Em17, Mel12/Em10, Mel4/Em5) degerlendirmeye alinmamistir. PCR sonucu elde
edilen saglikli okunabilir bantlarin varlig1 (1) ve yoklugu (0) olarak degerlendirilmistir.
Bu degerlendirme sonucunda elde edilen toplam bant sayisi, monomorfik bant sayisi,
polimorfik bant sayisi, polimorfizm oran1 ve PIC degerleri Cizelge 4,2’de sunulmustur.

17 adet SRAP primer kombinasyonuyla yapilan ¢aligmada; toplam 40 bant elde
edilmis bu bantlardan 10 adedi monomorfik, 30 adedi polimorfik bulunmustur. Bu
sonuclar dogrultusunda polimorfizm oraninin % 75,00 ve elde edilen bant araliginin
100-900 bp arasinda oldugu saptanmistir. Elde edilen bant sayisina bakildiginda
Mel4/Em17 ve Me7/Em12 primer kombinasyonlar1 en diisik sayida (1 bant/primer)
olusturmus olup, Mel2/Em14, Mel4/Em13 primer kombinasyonlarinda en yiiksek
(4 bant/primer) oldugu saptanmistir. Me7/Em14, Me6/Em4, Me3/Em1l, Meld/Em2
primer kombinasyonlarinda 1 adet polimorfik, 1 adet monomorfik bant varliginda % 50
polimorfizm oraniyla en diisiik polimorfizm degerine sahip primerler oldugu
belirlenmistir. En yiikksek polimorfizm Mell/Em17, Mel3/Em17, Me5/Em17,
Me6/Em17 ve Mel4/Em17, Me7/Em12, Me6/Em6 primer kombinasyonlarinda
gbzlenmistir (% 100).

Me2/Em13 : Me2 Forward ve Em13 Reverse primerleri kullanilan SRAP
primerinde 100, 200, 500 bp olmak {izere toplam 3 bant gézlenmistir. Materyal yontem
kisminda belirtilmis olan SRAP protokolii uygulanmis ve istenen oranda polimorfik
bantlar elde edilmistir. Gozlenen bant araligi 100-500 bp arasindadir. Bir adet
monomorfik bantta rastlanmistir. Cizelge 4.18’de goriildiigii gibi primerin polimorfizm
orani % 66,66 dir. Her genotip i¢in en az bir en ¢ok ii¢ bant elde edilmistir. VMR1,
VMR2, VMR5, VMR6, VMR10, VMR12, VMR14, VMR16, VMR17 genotiplerinde
100 bp uzunlugunda bir bant, VMR3, VMR4 genotiplerinde 200 bp uzunlugunda iki
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bant diger genotiplerde 100, 200, 500 bp uzunlugunda ti¢ bant elde edilmistir (Sekil
4.6).

Me3/Em1l : Me3 Forward ve Emll Reverse primerleri kullanilan SRAP
primerinde 300, 400 bp olmak {izere toplam 2 bant gézlenmistir. Materyal yontem
kisminda belirtilmis olan SRAP protokolii uygulanmis ve istenen oranda polimorfik
bantlar elde edilmistir. Bir adet monomorfik bantta bir adette polimorfik bantta
rastlanmigtir. Cizelge 4.18°de goriildiigii gibi primerin polimorfizm oran1 % 50’ dir.

Me3/Em13: Me3 Forward ve Em13 Reverse primerleri kullanilan SRAP
primerinde 100, 300, 400 bp olmak iizere toplam 3 bant gdzlenmistir. Materyal yontem
kisminda belirtilmis olan SRAP protokolii uygulanmis ve istenen oranda polimorfik
bantlar elde edilmistir. Gozlenen bant araligi 100-400 bp arasindadir. Bir adet
monomorfik bantta rastlanmistir. Cizelge 4.18°de goriildiigii gibi primerin polimorfizm
orant % 66,66°d1r.

Me5/Em17: Me5 Forward ve Em17 Reverse primerleri kullanilan SRAP
primerinde 100, 200 bp olmak iizere toplam 2 bant gézlenmistir. Materyal yontem
kisminda belirtilmis olan SRAP protokolii uygulanmis ve istenen oranda polimorfik
bantlar elde edilmistir. Monomorfik bantlara rastlanmamistir. Cizelge 4.18°de
gorildiigli gibi primerin polimorfizm oran1 % 100’ddir.

Me6/Em4: Me6 Forward ve Em4 Reverse primerleri kullanilan SRAP
primerinde 100, 200 bp olmak iizere toplam 2 bant gozlenmistir. Materyal yontem
kisminda belirtilmis olan SRAP protokolii uygulanmis ve istenen oranda polimorfik
bantlar elde edilmistir. Bir adet monomorfik bantta bir adette polimorfik bantta
rastlanmistir. Cizelge 4.18°de goriildiigi gibi primerin polimorfizm orani % 50°dir.

Me6/Em6: Me6 Forward ve Em6 Reverse primerleri kullanilan SRAP
primerinde 400, 500 bp olmak iizere toplam 2 bant gozlenmistir. Gézlenen bant aralig1
400-500 bp arasindadir. Monomorfik bantlara rastlanmamistir. Cizelge 4.18’de
goriildiigii gibi primerin polimorfizm oranm1 % 100’diir. VMR16, VMR17 ve VMR21
genotiplerinde ilerleme goriilmemistir. VMR14, VMR20, VMR22 genotiplerinde 400
bp uzunlugunda bir bant elde edilmistir. Diger 16 genotiplerde 400, 500 bp
uzunlugunda iki bant elde edilmistir (Sekil 4.3).

Me6/Em17: Me6 Forward ve Eml7 Reverse primerleri kullanilan SRAP

primerinde 100, 500 bp olmak iizere toplam 2 bant gdzlenmistir. Materyal yontem
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kisminda belirtilmis olan SRAP protokolii uygulanmis ve istenen oranda polimorfik
bantlar elde edilmistir. Monomorfik bantlara rastlanmamstir. Cizelge 4.2°de gorildiigi
gibi primerin polimorfizm oran1 % 100°diir.

Me7/Em10: Me6 Forward ve Em10 Reverse primerleri kullanilan SRAP
primerinde 100, 400, 900 bp olmak iizere toplam 3 bant gézlenmistir. Materyal yontem
kisminda belirtilmis olan SRAP protokolii uygulanmis ve istenen oranda polimorfik
bantlar elde edilmistir. Gozlenen bant araligi 100-900 bp arasindadir.100 bp
uzunlugunda bir adet monomorfik banda raslanmustir. Cizelge 4.2°de gortldigi gibi
primerin polimorfizm orant % 66,66’dir. Her genotip i¢in en az bir en ¢ok ii¢ bant elde
edilmistir. VMR21 genotipinde 100 bp uzunlugunda bir adet bant elde edilmistir.
VMR3, VMR4, VMR5, VMR9, VMR13, VMR15, VMR20 genotiplerinde 100, 400,
900 bp uzunlugunda ii¢ adet bant elde edilmistir. Diger 14 genotipten iki adet bant elde
edilmistir (Sekil 4.4).

Me7/Em12: Me7 Forward ve Eml2 Reverse primerleri kullanilan SRAP
primerinde 300 bp olmak iizere toplam 1 bant gézlenmistir. Materyal yontem kisminda
belirtilmis olan SRAP protokolii uygulanmis ve istenen oranda polimorfik bantlar elde
edilmistir. Monomorfik bantlara rastlanmamistir. Cizelge 4.18°de gorildigi gibi
primerin polimorfizm oran1 % 100°diir.

Me7/Em14: me7 Forward ve eml4 Reverse primerleri kullanilan SRAP
primerinde 100, 400 bp olmak iizere toplam 2 bant gozlenmistir. Materyal yontem
kisminda belirtilmis olan SRAP protokolii uygulanmis ve istenen oranda polimorfik
bantlar elde edilmistir. Bir adet monomorfik bantta bir adette polimorfik bantta
rastlanmistir. Cizelge 4.18°de goriildiigi gibi primerin polimorfizm orani % 50°dir.

Me8/Em12: me8 Forward ve eml12 Reverse primerleri kullanilan SRAP
primerinde 200, 400, 500 bp olmak iizere toplam 3 bant gozlenmistir. Materyal yontem
kisminda belirtilmis olan SRAP protokolii uygulanmis ve istenen oranda polimorfik
bantlar elde edilmistir. Gozlenen bant araligi 200-500 bp arasindadir. 200 bp
uzunlugunda bir adet monomorfik banda raslanmistir. Cizelge 4.18°de goriildiigii gibi
primerin polimorfizm orant % 66,66’dir. Her genotip i¢in en az bir en ¢ok ii¢ bant elde
edilmistir. VMR8, VMR10, VMR13, VMR14, VMR16, VMR17, VMR19, VMR20
genotipinde 200 bp uzunlugunda bir adet bant elde edilmistir. VMR1, VMR2, VMRG6,
VMR7, VMR9, VMR11, VMR15, VMR18, VMR21, VMR22 genotiplerinde 200, 400,
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500 bp uzunlugunda ii¢ adet bant elde edilmistir. Diger 4 genotipten iki adet bant elde
edilmistir (Sekil 4.5).

Mell/Em17: Mell Forward ve Em17 Reverse primerleri kullanilan SRAP
primerinde 100, 300 bp olmak iizere toplam 2 bant gozlenmistir. Materyal yontem
kisminda belirtilmis olan SRAP protokolii uygulanmis ve istenen oranda polimorfik
bantlar elde edilmistir. Gozlenen bant araligi 100-300 bp arasindadir. Monomorfik
bantlara rastlanmamistir. Cizelge 4.18’de goriildiigii gibi primerin polimorfizm orani %
100°dir. VMRY9, VMR10, VMR16, VMR17, VMR19, VMR20 genotiplerinde ilerleme
goriilmemistir. VMR3, VMRS, VMR22 genotiplerinde 100 bp uzunlugunda bir adet
bant elde edilmistir. Diger 13 genotiplerden iki adet bant elde edilmistir (Sekil 4.8).

Mel2/Em14: Mel2 Forward ve Em14 Reverse primerleri kullanilan SRAP
primerinde 100, 300, 600, 700 bp olmak iizere toplam 4 bant gbzlenmistir. Materyal
yontem kisminda belirtilmis olan SRAP protokolii uygulanmis ve istenen oranda
polimorfik bantlar elde edilmistir. Gozlenen bant araligi 100-700 bp arasindadir. 100 bp
uzunlugunda bir adet monomorfik banda raslanmistir. Cizelge 4.18°de goriildiigii gibi
primerin polimorfizm oran1 % 75’tir. Her genotip i¢in en az bir en ¢ok dort bant elde
edilmistir. VMR 14, VMR17, VMR22 genotiplerinde 100 bp uzunlugunda bir adet bant
elde edilmistir. VMR1, VMR2, VMR3, VMR4, VMR8, VMR9, VMR11 genotiplerinde
100, 300, 600, 700 bp uzunlugunda dort adet bant elde edilmistir (Sekil 4.7).

Mel3/Em17: Mel3 Forward ve Em17 Reverse primerleri kullanilan SRAP
primerinde 100, 200 bp olmak {iizere toplam 2 bant gdzlenmistir. Materyal yontem
kisminda belirtilmis olan SRAP protokolii uygulanmis ve istenen oranda polimorfik
bantlar elde edilmistir. Monomorfik bantlara rastlanmamistir. Cizelge 4.18°de
goriildiigl gibi primerin polimorfizm orani % 100°djir.

Mel4/Em2: Meld Forward ve Em2 Reverse primerleri kullanilan SRAP
primerinde 100, 400 bp olmak iizere toplam 2 bant gézlenmistir. Materyal yontem
kisminda belirtilmis olan SRAP protokolii uygulanmis ve istenen oranda polimorfik
bantlar elde edilmistir. Bir adet monomorfik bantta bir adette polimorfik bantta
rastlanmistir. Cizelge 4.18°de goriildiigli gibi primerin polimorfizm oran1 % 50°dir.

Mel4/Em13: Meld Forward ve Em13 Reverse primerleri kullanilan SRAP
primerinde 100, 200, 400, 500 bp olmak {izere toplam 4 bant gozlenmistir. Materyal

yontem kisminda belirtilmis olan SRAP protokolii uygulanmis ve istenen oranda
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polimorfik bantlar elde edilmistir. G6ézlenen bant araligi 100-500 bp arasindadir. Bir
adet monomorfik bantta rastlanmistir. Cizelge 4.18’de goriildiigli gibi primerin
polimorfizm oran1 % 75’tir.

Mel4/Em17: Meld Forward ve Em17 Reverse primerleri kullanilan SRAP
primerinde 300 bp olmak {izere toplam 1 bant gdzlenmistir. Materyal yontem kisminda
belirtilmis olan SRAP protokolii uygulanmis ve istenen oranda polimorfik bantlar elde
edilmistir. Monomorfik bantlara rastlanmamistir. Cizelge 4.18°de gorildigi gibi
primerin polimorfizm oran1 % 100°diir.

SRAP primerlerinde polimorfizm bilgi igerigi (PIC) bakimindan en yiiksek
degerin ME8/EM12 kombinasyonundan elde edildigi belirlenmistir. En diisik PIC
degeri ise ME14/EM2 kombinasyonunda saptanmuistir.

Cizelge 4.19. Kusburnu cesitlerinde kullanilan 17 srap primer kombinasyonun
istatistiksel verileri

Primer Adi TBS BA(bp) MBS PBS PY(%) PIC
ME2/EM13 3 100-500 1 2 66.66 0.4943
ME3/EM11 2 100-400 1 1 50 0.2355
ME3/EM13 3 100-400 1 2 66.66 0.2004
MES/EM17 2 100-200 0 2 100 0.4917
ME6/EM4 2 100-200 1 1 50 0.1652
ME6/EM6 2 400-500 0 2 100 0.3161
ME6/EM17 2 100-500 0 2 100 0.4769
ME7/EM10 3 100-900 1 2 66.66 0.4250
ME7/EM12 1 300 0 1 100 0.1107
ME7/EM14 2 100-400 1 1 50 0.1800
MES/EM12 3 200-500 1 2 66.66 0.4958
ME11/EM17 2 100-300 0 2 100 0.4400
ME12/EM14 4 100-700 1 3 75.0 0.4393
ME13/EM17 2 100-200 0 2 100 0.4338
ME14/EM2 2 100-400 1 1 50 0.0867
ME14/EM13 4 100-500 1 3 75.0 0.2782
ME14/EM17 1 300 0 1 100 0.4081
Toplam 40 100-900 10 30 Ort: 75.0

TBS: Toplam Bant Sayisi,BA (bp): Bant Araligi, MBS: Monomorfik Bant Sayis1 , PBS: Polimorfik Bant

Sayisi, PY (%): Polimorfizm Yiizdesi, PIC: Polimorphic Information Content
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Sekil 4.3. Em6-Me6 SRAP primer kombinasyonlarina ait bant profilleri
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Sekil 4.4. Em10-Me7 SRAP primer kombinasyonlarina ait bant profilleri
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Sekil 4.5. Em12-Me8 SRAP primer kombinasyonlarina ait bant profilleri
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Sekil 4.6. Em13-Me2 SRAP primer kombinasyonlarina ait bant profilleri
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Sekil 4.7. Em14-Me12 SRAP primer kombinasyonlarina ait bant profilleri
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Sekil 4.8. Em17-Mell SRAP primer kombinasyonlarina ait bant profilleri
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4.1.4.2. SRAP analizleri sonucu elde edilen dendogramin degerlendirilmesi

SRAP analizi sonucunda elde edilen dendogramda iizerinde calisilan kusburnu
genotipleri ii¢ ana dala ayrilmistir. SRAP analizi sonucunda olusturulan dendogram
(Sekil 4.9) tizerinde A, B ve C olarak gruplanmanin oldugu gozlemlenmistir. A
kiimesinin i¢inde 2 adet alt kiime mevcuttur ve bu kiimeler A1 ve A2 olarak
adlandirilmistir. A kiimesi VMR1, VMR2, VMR4, VMR6, VMR7, VMRS, VMR9,
VMRI11, VMR13, VMR15, VMR18, VMR21 numarali genotiplerden olugsmaktadir. A1l
kiimesi; VMR1, VMR6, VMR7, VMRS, VMR11, VMR15, VMR18, VMR21 numarali
genotiplerden, A2 kiimesi; VMR4, VMR13 numarali genotiplerden olusmaktadir. Al
kiimesindeki VMR 11-VMRI18 genotipleri arasindaki 0,0948 benzerlik orani ile birbirine
en yakin genotipler oldugu gorilmiistiir. VMR1-VMR15 benzerlik orani agisindan
0,1110 degeri ile bunu takip etmektedir. VMR6-VMR21 genotipleri ise 0,2755
benzerlik orani ile birbirine en uzak genotipler oldugu saptanmistir. A2 kiimesindeki
VMR4-VMR13 genotipleri 0,1064 benzerlik orani ile aldigi oran dogrultusunda
birbirine benzerdir.

Genel olarak A kiimesinde VMR13-VMR15 ve genotipleri 0,1018 benzerlik
oranlar1 ile birbirine yakin, VMR4-VMR21 genotipleri 0,2945 benzerlik oranlar ile
birbirine en uzak genotipler oldugu tespit edilmistir. B kiimesinin i¢inde 2 adet alt kiime
mevcuttur ve bu kiimeler Bl ve B2 olarak adlandirilmistir. B kiimesinin igeriginde
bulunan VMR3, VMR5, VMRI10, VMR16, VMR17, VMR19, VMR20, numaral
genotipler B1 alt kiimesini olusturmaktadir. B2 kiimesi ise VMR12, VMR14, VMR22
numarali genotiplerden olugmaktadir. B kiimesi A kiimesinden daha farklidir ¢iinki
benzerlik oranlart birbirine daha uzaktir. B1 kiimesindeki VMR19-VMR20 genotipleri
0,1589 benzerlik orani ile en yakin geneotiplerdir. Bu genotipleri takip eden 0,1709
benzerlik orani ile VMR5-VMR19 genotipleri olmustur. VMR3-VMR17 genotipleri ise
0,5697 benzerlik oran1 ile Bl kiimesindeki birbirine en uzak genotiplerdir. B2
kiimesindeki VMR12-VMR14 genotipleri 0,1892 benzerlik orani ile birbirine en yakin
genotipler oldugu belirlenmistir. VMR14-VMR22 genotipleri 0,2604 benzerlik orani ile
birbirine en uzak genotiplerdir. Genel olarak B kiimesinde genetik yakinlik bakimindan
VMR17-VMR22 0,7113 benzerlik orani ile en uzak genotipler oldugunu ifade
edebiliriz. B grubu igerisinde genetik yakinlik acisindan VMR2-VMR3 genotipleri
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0,1741 benzerlik orani ile en yakin degeri aldig1 gozlemlenmistir. C kiimesinin iginde 1
adet genotip vardir VMRO genotip yer almistir

A kiimesi, populasyon igerisinde bulunan 10 genotipi, B kiimesi 11 genotipi
barindirmaktadir. En kiigiik kiime 1 adet bireyden olusan C kiimesi oldugu
goriilmektedir. A kiimesi ve B kiimesi goz oniinde bulunduruldugunda bu iki kiime
icerisindeki bireylerin birbirleri ile olan karsilikli karsilagtirmalari sonucunda birbirine
genetik olarak en uzak ve en yakin bireyleri temsil ettikleri gériilmektedir.

Kusburnu iizerinde yapilan genetik tamimlama calismalarinda farkli metodlar
kullanilmistir. Lihai ve ark., (2002) yaptiklar1 ¢alismada; giil genetik ¢esitlilik analizini
RAPD teknigi kullanilarak incelenmislerdir. Analiz etmisler, 30 genotip lizerinde 12
RAPD primerleri kullanarak 65 RAPD bantalari bulmuslardir. Bunlardan biri SKAR
markirma doniistiriilmiistir. 30 genotipin akrabalik iliskileri UPGMA yontemi ile
yapilan filogenetik agacina gore diizenlenmistir.

Rosa x hybrida iizerine yapilan SSR c¢alismasinda (Hong ve ark., 2013), 69
Rosax x hybrida ¢esitlilik tanimlamasi i¢in basit dizi tekrar1 belirteglerin uygunlugunu
degerlendirmislerdir. Degerlendirimede 112 SSR primeri kullanilmistir. Elde edilen
bantlarda 43 primer giftlerinde bir dizi 12 g¢esit polimorfizm goéstermistir. 43 primer
ciftleri iizerinden yirmi iki primer giftleri polimorfizm ve tekrarlanabilirlik yiiksek
diizeyde bulunmustur. 69 gesit genetik iliski 22 SSR primerine gore genotipler analiz
edilmistir. 114 polimorfik bant elde edilmistir. Ortalama polimorfizm bilgi icerigi (PIC)
0,211-0,813 arasinda degismistir. PIC degeri optimum 0,621 bulunmustur. Kiime
analizi 69 ¢esit giil bu SSR isaretleyici setleri ile her genotipin durumu ortaya
koymustur. SSR markorler giil ¢esitlirinin belirlenmesinde pratik uygulama yelpazesi

sundugunu ve bunun kullanilabilirligini bildirmektedirler.
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Sekil 4.9. 22 Kusburnu genotipine SRAP tekniginin uygulanmasi sonucu elde edilen dendogram
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Cizelge 4.20. 22 Kusburnu genotipine SRAP tekniginin uygulanmasi sonucu elde edilen benzerlik indeksi

VMRl VMRZ VMR3 VMR4 VMRS VMR6 VMR? VMRS VMRS VMRICO VMRI1 VMRIZ VMREI3 VMRI4 VMRIS VMRI6 VMRI7 VMRIS VMRI9 VMR20 VMR21 VMR22

VMR2Z 01774 0

VMR3 02092 0.1741 0

VMR4 01749 0.1865 02213 0

VMRS 02331 01980 0.1761 02452 0

VMRG6 02165 02748 03065 02722 03304 0

VMR? 01523 02105 02423 02079 02662 02068 0

VMRE 01196 01779 02097 01753 02335 02036 01394 0

VMRS 01386 01411 01728 01507 0.1967 02359 01717 0.1391 0

VMRIO 04800 04449 04231 04921 04173 05773 05131 04805 04436 0

VMEI1 01540 02122 02440 02097 02679 01500 01443 0.1411 01734 05148 0

VMRIZ 02501 0.1895 02468 02622 02707 03475 02832 02506 02138 05176 02850 0

VMRI3 01476 0.1623 01941 0.1064 02179 02449 01807 0.1481 01234 04648 01824 02350 0

VMRI4 02366 0.1960 02532 02687 02771 03539 02897 02570 02202 05240 02914 01862 02414 0
VME15 01110 01316 01634 0.1290 01873 02083 01441 01115 - 04342 01458 02043 - 02108 0
VMRI6 03144 02793 02575 03265 02518 04118 03475 03149 02781 03307 03493 03520 02993 03585 02686 0

19

VMRI? 06266 05915 05697 06387 05639 - 06597 06271 05903 04667 06614 06642 06115 06707 05808 04774 0

VMEIS 01206 01788 02106 01762 02345 01573 01109 01077 0.1400 04814 - 02515 01490 02579 01124 03158 056280 0

VMRIS 02336 01985 0.1766 02457 01706 03309 02667 02340 01972 03537 02684 02712 02184 02776 01878 0.1881 05003 02349 0

VME20 02853 02502 02283 02974 02226 03826 03184 02857 02489 03488 03201 03229 02701 03293 02395 01832 04954 02867 0.1589 0

VMRE21 02388 02971 03288 02945 03527 02755 02291 02259 02582 05996 02130 03698 02672 03762 02306 04341 - 01795 03532 04049 0

VME22 02972 02366 02939 03093 03178 03946 03303 02977 02609 05647 03321 02539 02821 02604 02514 03992 ! 02986 03183 03700 04169 0

Orfalama 02244 02232 02410 02451 02559 03002 02461 02218 02085 ! 02434 02832 02203 02890 01930 03062 ! 02148 02447 02840 03223 n
@ Dice katsayisma gore birbirine en uzak olan genotipler @ Dice katsayisina gore birbirine en yakin olan genotipler

@ Toplamda diger genotiplerle genetik benzerligi en diisiik olan genotipler Toplamda diger genotiplerle genetik benzerligi en yiiksek olan genotipler




62

Calislan genotiplerde DarWin programi ile elde edilen matriks sonucunda;
kusburnu genotipleri arasindaki benzerlik indeksinin 0,093-0,746 arasinda degisim
gosterdigi saptanmustir. Calisilan kusburnu genotipleri toplamda degerlendirildiginde
aralarinda birbirine genetik akrabalik agisindan 0,7463 Dice katsayis1 degeri ile
VMR21-VMR17 genotipleri birbirine en uzak olduklari anlasilmistir. Bu gesitleri,
VMR6-VMR17 (0,7240) Dice katsayisi ile VMR17-VMR22 (0,7113) Dice katsayisi
degerleri ile uzaklik agisindan kusburnu genotipleri takip etmistir. Birbirine en yakin
genotipler ise VMR9-VMR15 Dice katsayisi degeri (0,0928) olurken, VMR11-VMR18
(0,0948) Dice katsayisi degeri ile VMR13-VMR15 (0,1018) Dice katsayis1 alarak
akrabalik a¢isinda en yakin genotipler oldugu saptanmistir.

Calisilan tiim genotipler arasinda diger genotiplerle genetik benzerligin en diisiik
olarak gozlemlenen genotipin (0,5820) Dice katsayisi ile VMR17 oldugu, VMR10 ile
VMR22 genotiplerinin (0,4487 ve 0,3271) Dice katsayir degerleri ile bunu izledigi
goriilmiistiir. Genetik benzerligi en yiiksek genotipin ise (0,1930) Dice katsayis1 degeri
VMR15 genotipinin oldugunu bize ifade etmektedir. VMR9 ve VMR18 genotiplerinin
bunu tiim genotipler agisindan Dice katsayis1 degeri ile (0,2085 ve 0,2148) takip ettigi
tespit edilmistir. Genel anlamda populasyon igerisindeki VMR17 ve VMR6 nolu
genotipler arasinda en biiyiik genetik uzaklik hesaplanmistir (0,7240) ayn1 zamanda
fenotipik gozlemler sonucu bu iki bireyin birbirinden farkli olduklar1 hatta farkli tiir
olduklari distiniilmiistir. VMR11 ve VMRI18 nolu bireyler arasindaki uzaklik (0,095)
olarak Ol¢iilmiis bu durum populasyon iceresindeki en kiiciik uzakliktir. Ve bu iki birey
icin identical denebilir. A kiimesi, populasyon igerisinde bulunan 10 genotipi, B kiimesi
11 genotipi barindirmaktadir. En kii¢iik kiime 1 adet bireyden olusan C kiimesi oldugu
goriilmektedir. Eger molekiiler saati goz Oniine almaksizin ve populasyon igerigini
homojen kabul eder isek bu kiime igerisindeki bireylerin populasyon yapisi olarak diger

iki kiimenin bileseni olabilecegini diisiinebiliriz.



5. SONUC VE ONERILER

Yirmiiki adet kusburnu genotipinin renk degerleri ve toplam fenolik madde
icerikleri belirlenmistir. Elde edilen verilerin literatiir bilgileriyle uyustugu gorilmiistiir.
Toplam fenolik madde igeriklerinin farkli bolgelerde yapilan ¢alismalarda elde edilen
degerlerden daha yiiksek sonuglar elde edilmistir. Bunun nedeni olarak fenolik
bilesikler onemli degiskenlikler gosterebilmektedirler. Bu degiskenlik temelde genetik
olmakla birlikte, bitkinin biyotik ve abiyotik stres faktorlerine kars1 gelistirmek zorunda
oldugu savunma mekanizmasiyla da biiyiikk oranda iliskilidir. Stres faktér veya
faktorlerinin siddeti fenolik bilesik oran ya da miktarin1 da biiyilk oranda
etkilemektedir. Bu noktadan hareketle fenolik bilesiklerin en yiiksek oldugu bir
zamandan bahsetmek dogru olmasa da, olgunluga bagli olarak arttigini ifade etmek
yanlis olmayacaktir. Calismanin yapildigi bolge itibariyle ekolojik faktorler
olumsuzlugu ve stres faktorlerinin fazlaligi toplam fenolik maddelerin artisina neden
oldugu diistiniilmektedir.

Fenolik maddeler gii¢lii antioksidan Ozellikleri nedeniyle insan sagligini
koruyucu kimyasal bilesenler icerisinde yer almaktadir. Bu 6zelliklerinden dolay1 son
yillarda birgok c¢alismaya konu olmuslardir. Calismamizda toplam fenolik madde
miktar1 bakimindan VMR12 nolu genotip yapilan analizler sonucunda; 1864,76 mg
GAE/ 100 g deger alarak galisilan genotipler arasinda en zengin bulunmustur. Diger
genotipler bu degere paralel degerler vermislerdir. Calisma yapilan yoremizdeki
kusburnularda toplam fenolik madde miktarlar1 zengin bulunmus olmasi 6nemli
gorilmiistiir.

Yaptigimiz ¢alisma sonucunda kusburnu genotiplerinin renk degerleri ile toplam
fenolik madde igerikleri arasinda birbirine yakin degerler gosterdigi, molekiiler diizeyde
ise baz1 genotiplerde ayrilma olmadig1 goriilmiistiir. Genotiplerin elde edilen
dendogramlarda irklara ait kiimelerin varligindan s6z edilebilir. VMR6 ve VMR7
genotiplerin Rose dumalis Bechst. Subspp. Boissierii (Crépin) O. Nilson var boisseierii
tiir tanimlamalar1 yapilmistir. Elde edilen SRAP dendograminda A kiimesi igerisinde
Al alt kiimesinde yer almistir. VMR3, VMR17 ve VMR20’nin Rosa canina ile Rosa
dumalis’in hibriti olabilecegi tanimlamasi yapilmistir (Cizelge 4.18). Elde edilen SRAP
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dendograminda B kiimesi igerisinde B1 alt kiimesinde yer almig olmasi ayn1 zamanda
hibrit olabilecegi disiiniilen VMR17’nin de ayni grup igerisinde bulunmasi 6nemli
bulunmustur. Bu durumu agiklamada morfolojik veriler yardimeci olmustur. Bu tiir
karakterizasyon c¢alismalarinda molekiiler ve morfolojik verilerin  birbirini
tamamlayarak daha dogru sonuglara ulagilmasi saglanmalidir.

SRAP primerlerinin polimorfizm oranit (0,75) oldugu goriilmiistir. Bu durum
bize SRAP primerlerinin polimorfizmi saptamada % 75 ayirt edici oldugunu
gostermekdir. SRAP primerlerinden Em17/Me5, Em6/Me6, Em17/Me6, Em12/Me7,
Em17/Mell, Em17/mel3, Em17/meld gibi yiiksek polimorfizm (% 100) degerine
sahip primer kombinasyonlarinin bundan sonra yapilacak baska kusburnu haritalama
veya tanimlama ¢alismalarinda ¢aligmalarinda da kullanilabilecegi onerilmektedir.

Elde ettigimiz sonuglar molekiiler markirlarla elde edilen bilgilerin
karakterizasyonuna pomolojik ve fenolojik 6zelliklerle molekiiler verilerin kombine
edilmesi gerektigini gostermektedir. Ayrica kullanilan primer sayisinin arttirilmasi ve
farkli markir sistemlerinin kullanilmasi ile genomda daha fazla boélgenin taranmasi
saglanacaktir.

Sonu¢ olarak; bu calismada daha once calisilmamis kusburnu genotipleri
calisiimis ve ilk kez kusburnunda SRAP markirlar1 ile molekiiler karakterizasyon

gerceklestirilerek karsilastirma yapilmistir.
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