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In Turkey, 2,6 milion tons apples were produced, while 75,4 milion tons apple were produced
in the world. Turkey ranked fourth in the world's a total apple production. Karaman province
produced 17,3 % of Turkey's total apple plays major role and ranked second. Karaman
province has a rich apple genetic diversity. Identification of apple landraces for apple
breeding and production. In this study, genetic variability of 23 local and 3 registered
cultivars were determined using 11 microsatellite markers collected from village and towns of
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1. GIRIS

Diinya capinda onemli bir meyve tiirli olan elmanin tarihi insanlik tarihi kadar eskidir.
Anavatan1 Kafkasya ve Hazar denizi kiyilaridir. Glinlimiizde kiiltiir elmasi diinyanin
ilman iklime sahip hemen hemen tiim bélgelerinde yetistirilmektedir (Ozbek, 1978;
Giileryiiz, 1979; Deveci, 2000). FAO’nun 2011 yili verilerine gore diinyada tiretilen
75,4 milyon ton elmanin 2,6 milyon tonu iilkemizde iiretilmektedir. Tiirkiye elma
tiretiminde diinyada Cin, ABD ve Hindistan'dan sonra dordiincii sirada yer almaktadir

(Anonim, 2013a).

Tiirkiye’de 2008 yilinda iiretilen 2,5 milyon ton elmanin 373,000 tonu Karaman'da
tiretilmis ve bu iiretim miktarryla Karaman Isparta ilinden sonra iilke iiretiminde ikinci
sirada yer almistir. Ulkemiz 2008 yili elma iiretiminin % 21,3' i Isparta, % 14,9' u
Karaman, % 9,6' s1 Nigde, % 7,9' u Denizli ve % 7.4' i Antalya illerinden
karsilanmistir (Anonim, 2008). Karaman, yetistirme alan1 ve iiretim potansiyelinin yani
sira zengin bir elma genetik ¢esitliligine de sahiptir. Dogal seleksiyonla, yabani
formlardan kiiltiir bitkilerinin gelisimi ve daha sonraki asamalarda kiiltiir bitkileri
arasindaki yabanci tozlanma ve melezlemeler, elma genomuna yiiksek oranda bir
heterozigotluk kazandirnmistir (Ozbek, 1978). Bélgedeki elma gesitliliginin bir sonucu
olarak, ayni ¢esidin farkli adlarla yetistirilmesi, farkli bazi cesitlere ayni adlarin
verilmesi, heniiz tanimlanmamis ya da isimlendirilmemis ¢esitlerin varligi ve gesit igi
varyasyonlar c¢esit konusunda karmasaya neden olmaktadir. Bu nedenle, yerel elma
cesitlerinin hizli ve giivenilir bir sekilde tanimlanmasi elma yetistiriciligi, 1slahi,

endiistrisi ve uluslararasi veri paylagimi agisindan biiylik 6nem tagimaktadir.

Bu arastirmanin temel amaci; DNA markor teknolojisinden yararlanilarak Karaman’da
yaygin olarak yetistirilen ve bolge kosullarina adapte olmus bazi yerel elma cesitlerinin
molekiiler  karakterizasyonlarmin  yapilarak, aralarindaki  genetik  ¢esitliligin

belirlenmesidir.

Bu calisma ile mikrosatellit markorleri (SSR) kullanilarak Karaman Tarmm 1l
Miidiirliigii elma koleksiyonundan, Karaman Elma Ureticileri Birligi’nden, Karaman

iline baglh koy ve ilgelerdeki elma yetistiricilerinden temin edilen 23 adet yerel ve 3



adet tescilli elma gesidinin 11 adet SSR markorii kullanilarak genetik karakterizasyonu
yapilmigtir. Genetik analizler sonucu SSR primerlerinden elde edilen amplifikasyon
tirtinlerinde 8-14 allel sayis1 arasinda degisen ortalama 11,2 allel olmak tizere toplam 59
allel belirlenmistir. Molekiiler tarama sonuglarindan elde edilen dendograma gore elma
genotipleri temel olarak iki ana gruba ayrilmistir. Kokulu Misket yerel ¢esidi tek basina

bir ana dal olustururken, diger elma genotipleri de ikinci ana dali olusturmustur.

Calismada incelenen elma genotiplerinde yapilan SSR taramalarindan elde edilen
benzerlik indeksine gore, en yiiksek benzerlik oram1 (% 55) Baskisla ile Can Atan
cesitleri arasinda gozlenirken, ikinci en yakin grubu % 50,5 ’lik degerle Kumpanya ile
Pomajin elmalar1 olusturmustur. En uzak akraba gesitlerin ise 0,038 benzerlik ve 0,962

farklilik indeksi ile Starking Delicious ile Kara Mustafa genotipleri oldugu saptanmistir.

Polimorfik bilgi icerigi (PIC) degerleri dikkate alindiginda en diisiik polimorfizm degeri
0,79 ile GD 103 primeri, en yiiksek polimorfizm degeri ise 0,90 ile CHO04e03
primerinde saptanmistir. Calismada incelenen primerler bakimindan ortalama PIC
degerinin 0,85 oldugu belirlenmistir. Bu veriler SSR’larin elma genotiplerinin genetik
cesitliliginin belirlenmesinde basariyla kullanilabilecek etkili ve kullanigh birer markor

oldugunu gostermistir.

Karaman ili yerel elma ¢esitlerinin SSR diizeyinde tanimlanmasina yonelik
gerceklestirilen bu c¢alisma bulgulan, ileride yiiriitillecek diger calismalara 6n veri
olusturacaktir. Ayni1 zamanda, bu calisma sonuclarinin elma gen kaynaklarinin
belirlenmesi ve korunmasi, elma 1slahi (1slahta kullanilacak olan ebeveynlerin genetik
benzerliklerinin belirlenmesi, se¢imi vb) ve yetistiriciligi alanlarinda da katkilar

saglayacag diistiniilmektedir.



2. KURAMSAL TEMELLER VE KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Elma Uretimi

Tiirkiye, ekolojisi ve iklim ¢esitliligi nedeniyle bir¢ok bitki tiirli agisindan son derece
zengin bir gen potansiyeline sahiptir. Ekonomik 6neme sahip olan bitkiler iginde
yetistirme alanlari, liretim miktar1 ve ihracattaki payr ile elma dikkat ¢ekmektedir.
Rosacae (giilgiller) familyasinin Pomoidae (Maloideae) alt familyasinda yer alan elma,
Malus cinsine aittir (Malus x domestica Borkh). Genis yayilim alanlar1 gosterdigi ve
degisik ekolojilerde iiretimi yapilabildigi i¢in elma Onemli bir meyve tiiriidiir. Elma
2010 verilerine gore diinya ¢apinda yetistirilen meyveler arasinda 69,6 milyon tonluk

tiretimiyle (Cizelge 2.1) muzdan sonra ikinci sirada yer almistir (Anonim, 2012a).

Cizelge 2.1. Diinya yas meyve tiretiminde ilk on {irtin (ton) (Anonim, 2012a)

Sira Uriin Ad1 2009 2010 Degisim (%)

1 Muz 95,816,627 102,114,819 6,57
2 Elma 70,516,242 69,567,526 -1,35
3 Portakal 67,594,523 69,507,617 2,83
4 Uziim 67,901,744 68,350,535 0,66
5 Mango 35,617,696 38,673,116 8,58
6 Plantamn (Hint Muzu) 36,719,005 36,561,851 -0,43
7 Armut 22,480,320 22,638,098 0,70
8 Mandalina 21,967,158 21,317,592 -2,96
9 Seftali 20,389,575 20,278,439 -0,55
10 | Ananas 19,099,017 19,418,306 1,67

Genel Toplam 595,555,679 609,369,083 2,32

Elma, Tirkiye’de 2012 yil1 verilerine gore yaklasik 2,9 milyon tonluk tretimiyle

(Cizelge 2.2) iiztimden sonra ikinci siradadir (Anonim, 2012b).




Cizelge 2.2. Tiirkiye yas meyve iiretimindeki tiriinler (ton) (Anonim, 2012b)

Meyveler, icecek ve baharat| Uretim (ton) | Pay | Uretim (ton) | Pay |Degisim
bitkileri 2011 (%) 2012 (%) (%)
Uziim 4296351 24,99 4195469| 23,35 -2,3
Elma 2680075| 1559 2872 885 0,01 -1,9
Muz 206 501 1,20 206 347 1,15 -0,1
Incir 260 508 1,52 274 179 1,53 5,2
Kivi 29 231 0,17 37 409 0,21 28,0
Avakado 1316 0,01 1463 0,01 11,2
Turunggiller (toplam) 3613766| 21,02 3453385| 19,22 -4.4
Portakal 1730146| 10,06 1647 683 9,17 -4,8
Mandalina 872 251 5,07 874 731 4,87 0,3
Limon 790 211 4,60 702 104 3,91 -11,1
Greyfurt (altintop) 218 988 1,27 226 738 1,26 3,5
Turung 2170 0,01 2129| 36,89 10,8
Diger meyveler (toplam) 5980455| 34,78 6 627 661| 15,99 7,2
Armut 386 382 2,25 441 423 2,46 14,2
Ayva 127 767 0,74 136 070 0,76 6,5
Yenidiinya 12 093 0,07 12 103 0,07 0,1
Musmula 4323 0,03 4 590 0,03 6,2
Tas ¢ekirdekli meyveler (toplam) 2128852 12,38 2369459| 13,19 11,3
Toplam 17194 626 | 100,00 17 967 97

2010 yili FAO verilerine gore; yas meyve lretiminde Cin, yaklasik % 20’lik pay ve
122,2 milyon tonluk iiretim ile ilk sirada yer alirken bu iilkeyi sirasiyla Hindistan (84,8
milyon ton), Brezilya (39,3 milyon ton), ABD (25,4 milyon ton) ve italya (16,9 milyon
ton) izlemistir. Ulkemiz yaklasik 14,2 milyon tonluk yas meyve iiretimi ile diinya
tiretiminde onuncu sirada yer almig ve kiiresel tretimde % 2,3’liikk pay almistir

(Anonim, 2012c).

FAO’nun 2010 yil1 verilerine gore; diinyada yaklagik 4,7 milyon hektarlik alanda elma
tiretimi yapilmaktadir (Anonim, 2012c). 2011 yilinda diinya elma tiretimi 75,4 milyon
ton olarak gergeklesmistir. Cin, 35,9 milyon tonluk {iretim hacmiyle diinya iiretiminde
% 47,6’lik pay almistir. Bu iilkeyi sirasiyla ABD (4,2 milyon ton), Hindistan (2,8
milyon ton) ve Tiirkiye (2,6 milyon ton) takip etmistir. Ulkemizin énemli meyve
cesitlerinden biri olan elma iiretiminde Tiirkiye, diinya elma iireticileri i¢inde dordiincii
sirada yer almaktadir. Diinyada tiretilen elmanin biiyiik bir boliimii iiretici lilkelerde yas

olarak tiiketilmekte ve isleme sanayinde kullanilmaktadir. Diinyada {iretilen elma ¢esidi




6,500 civarinda olup, bilinen en verimli ¢esitler Starking, Golden, Starkrimson, Granny

Smith ve Amasya’dir (Anonim, 2013a).

Insanlik tarihinin ilk meyvesi sayilan elma, saglik agisindan ve beslenme ydniinden
oldukg¢a yararhidir. Kiiltiir elmas: (Malus domestica) yetistiriciligi Tirkiye genelinde
yapilmaktadir, fakat en uygun kiiltiir merkezleri yabanisinin yetisme yerlerine paralel
olarak Kuzey Anadolu’da bulunmaktadir. Bilesiminde % 85 su, % 12 seker, pektin,
organik asitler, soda, fosfor, tanen, potasyum ile ¢esitli vitaminler (A, B1, B2, C, E) ve
mineraller (P, K, Ca, Na, Mg, Fe) bulunmaktadir (Anonim, 2003; Kii¢iikyumuk, 2007).

Elmanin igerdigi vitaminler, mineraller ve diger besinler insan saglig1 agisindan biiyiik
onem tasimaktadir. Son olarak Amerika’da yapilan aragtirmalar, her giin yenilen
elmanin kanser ve kalp rahatsizliklar1 gibi hastaliklara yakalanmaya kars1 korunmada
yardimci oldugunu goéstermis ve bununla birlikte elmanin kolay soluk almayi, dis
sagligini, kolay kilo kaybmi ve kadinlarin menopoz donemleri boyunca Ostrojen
hormonu salgilamasini olumlu yonde etkiledigini gostermistir (Anonim, 2010). Elma, C
vitamini agisindan oldukg¢a zengin olup 100 g meyve eti yaklasik olarak 13 mg askorbik
asit kapsamaktadir (Atesalp ve Isik, 1978).

2.2. Elma Yetistiriciligi

Insanlar elma yetistiriciligine milattan 6nce baslamislardir. Elmanin ilk olarak Kuzey
Anadolu’da, Rusya'nin giiney batisindaki bolgelerde, Giiney Kafkaslar ve Orta Asya
(Kazakistan'n dogusu) dolaylarinda ortaya c¢iktig1 sanilmaktadir, diinyaya Orta
Asya'dan yayilmistir (Anonim, 2011a).

Kiiltiir elmas1 (Malus communis L.) yetistiriciligi iilkemiz genelinde yapilmaktadir,
fakat en uygun kiiltiir merkezleri yabanisinin yayilma alanlarina paralel olarak Kuzey
Anadolu’da bulunmaktadir. Kuzey Anadolu, Karadeniz Kiy1 Bolgesi ile i¢ Anadolu ve
Dogu Anadolu yaylalar1 arasindaki gecit bolgeleri ve son yillarda Giineyde Goller

Bolgesi elmanin 6nemli yetistiricilik alanlarini olusturmaktadir (Anonim, 2013Db).



Elma iliman, 6zellikle soguk iliman iklim meyvesidir. Genellikle diinyada 30°-50°
enlemlerde yetismektedir. Tiirkiye’de Ege Bolgesi’nde 500 metre, Akdeniz ve
Gilineydogu Anadolu Bolgesi’nin sicak ve kurak yerlerindeki 800 metreden daha yukari
yerlerde yetismektedir. Yiiksek 151k yogunlugu elmada ¢ok iyi renk olusumunu saglar.
Elma agaci diisiik sicakliklarin oldugu sert kiglara dayaniklidir. Kis dinlenmesi sirasinda
odun kisimlart -35°C ile —40°C’ye, agmis ¢icekler —2.2°C ile —2.3°C ve kii¢iik
meyveler ise —1.1°C ile —2.2°C’ye dayanirlar (Anonim, 2013b).

Elma kis dinlenmesine en fazla ihtiya¢ duyan meyve tiiridiir. Yapilan denemelerde
elmalarin soguklama ihtiyacini karsilayabilmesi i¢in + 7.2°C’nin altinda ¢esitlere bagh
olarak 2322-3648 saat kalmasi gerekir. 0°C’nin altinda ise 1081-2094 saat soguklamaya
ithtiyact vardir. Yetersiz soguklama sonucu ¢iceklerin bir kismi 6liir, geriye kalan
cigeklerin agilmasi da normale gore hem diizensiz, hem de daha geg¢ olur. Boylece geg
acan ¢igekler dollenme yetersizligine bagl olarak dokiiliir. Soguklamasini giderememis
elma agaclarinda yaprak gozleri siirmez ve aga¢ c¢iplak kalir. Elma yiliksek yaz
sicagindan da hoslanmaz. Sicaklik 40°C’nin {izerine ¢iktig1 zaman biiyiime durur, daha

yiiksek sicakliklarda ise zarar gormeye baslar (Anonim, 2013b).

Elma c¢ogunlukla birgok toprak tipinde basarili sonug¢ verir. Bahge kurulacak yerin alt
toprak yapis1 dnemlidir. Alt toprak, bitki kokleri higbir zaman su i¢inde kalmayacak ve
koklerin yayilmasini kolaylastiracak sekilde drene edilmelidir. Sert ve suyu tutan alt
toprak gelismeye engel olur, agacin biiylimesini ve bunun sonucu olarak da omriinii
olumsuz yonde etkiler. En 1yisi alt topragin ¢akilli-tinli olmasidir. Toprak derinliginin 2
metre veya daha fazla olmasi istenir. Elma yetistiriciligi i¢in en iyi topraklar optimal
olarak 6.0-6.5 pH ve igerisinde normal kireci ve yeteri kadar humus ve nemi bulunan

tinl1, tinli-kumlu veya kumlu-tinli gegirgen topraklardir (Anonim, 2013b).

Ulkemiz bag bahge tarimi agisindan son derece elverisli iklim &zelliklerine sahip oldugu
icin tarimsal alanlarin % 12’sinde meyvecilik yapilmaktadir. Ekolojik sartlarin uygun
olmas1 dolayistyla yurdumuzun her yerinde elma yetistirilmesine ragmen son yillarda
belirli bolgelerde yogunlagmis ve bu bolgelerde ciftgilerin 6nemli tarimsal ugraslarindan

biri olmustur.



Diinyada ve iilkemizde elma dikili alanlardaki son 40 yil boyunca iiretim ve verimdeki
gelismeler dikkate alindiginda; elma iiretimindeki artis gdze carpmaktadir. TUIK
verilerine gore 2012 yilinda meyve iirlinlerinin liretim miktarinin bir 6nceki yila kiyasla
% 4,5 oraninda artarak yaklasik 17,9 milyon ton oldugu tahmin edilmektedir. Meyveler
icinde Onemli trlinlerin liretim miktarlarina bakildiginda elma, 2011 yilinda % 15,59
pay oraniyla 2,680,075 ton liretilirken, 2012 yilinda % 15,99 pay oraniyla 2,872,885 ton
tiretilip bir 6nceki yila gére % 7,2 oraninda bir artis olmustur (Anonim, 2012b).

Tiirkiye’de elma tiretiminin bdlgelere gore dagiliminda, Marmara Bolgesi (Balikesir,
Bursa ve Canakkale illeri); Karadeniz-I¢ Anadolu gegit bolgesi (Kocaeli, Amasya,
Kastamonu, Tokat illeri); Akdeniz-i¢ Anadolu gegit bdlgesi (Isparta, Denizli, Burdur
illeri) ve kurak iklim kosullarina sahip I¢ Anadolu Bélgesi (Karaman, Nevsehir, Nigde,
Konya illeri) elma yetistiriciliginin yogun yapildigi merkezlerdir (Oz¢agiran ve ark.,

2004).

2.3. Karaman’in Elma Yetistiriciligindeki Onemi

Karaman, yurdumuzun I¢ Anadolu bélgesinde 37°-11° kuzey enlemi; 33°-13° dogu
boylamlar1 arasinda yer almakta olup, gilineyinde Mersin ve Antalya, bati, kuzey ve
dogusunda Konya ili ile ¢evrilidir. Karaman ilinin yiiz6l¢iimii 8,851 km? ve il
merkezinin denizden yiiksekligi 1,033 m’dir. Biri merkez ilge olmak {izere toplam alt1
ilgesi, 10 kasabas1 ve 154 koyli bulunmaktadir. Karaman ili topraklarimin kuzey kesimi
step bitkileri, gliney kesimi ise orman Ortiisii ile kaplidir. Topraklarinin 2/3’i dagliktir.
Il merkezi ovada kurulmus, hemen giineyinde Toroslarin uzantilar1 yer almaktadir

(Anonim, 2013b).

Karaman ili toplam arazilerinin % 39’unu tarim arazileri, % 27’sini orman arazileri,

% 23’Uinii ¢ayir mera arazileri ve % 11’ini diger alanlar kaplamaktadir (Cizelge 2.3).



Cizelge 2.3. Karaman ili arazi varlig1 ve dagilim: (Anonim, 2013b)

Tarim Alam Orman ve Cayir ve Mera Diger Alan Toplam
(ha) Fundalik (ha) (ha) (ha) (ha)
346,848 241,152 201,363 95,737 885,100

Karaman’in 346,848 ha’lik alaninda bitkisel iiretim yapilmaktadir. Bitkisel iiretim
yapilan bu alanlarin % 80°i tarla bitkilerine tahsis edilmistir. Nadas alanlart % 6,7°1ik
paya sahiptir. Tarim arazilerinin % 7,7’sinde meyvecilik, % 1,3’linde bagcilik ve

% 3,5’inde sebzecilik yapilmaktadir (Cizelge 2.4).

Cizelge 2.4. Karaman ili tarim alanlarinin kullanim amaglarina gére dagilimi (Anonim, 2013b)

Sebzelikler | Meyvelikler | Baglar Tarla Alam Kullanilmayan Toplam
(ha) (ha) (ha) Alan (ha) Tarim Alam
Ekilen | Nadas
(ha)
(ha) (ha)
12,578 26,749 4,560 | 278,387 | 23,404 1,170 346,848

Ulkemizde yilda yaklasik 2,9 milyon ton elma iiretimi gergeklestirilirken bunun 350-
450 bin tonu Karaman’da iiretilmekte ve bu da Tiirkiye {iretiminin yaklasik altida birine
denk gelmektedir (Anonim, 2013b). Ulkemiz elma ihracati 80 bin tondur ve ilimizin
ihracati ise 5,500 tondur (Anonim, 2012d).

Karaman, yetistirme sahasi ve iiretim potansiyelinin yaninda, zengin bir elma genetik
cesitliligine de sahiptir. Dogal seleksiyonla, yabani formlardan Kkiiltlir bitkilerinin
gelisimi ve sonraki asamalarda kiiltiir bitkileri arasindaki yabanci tozlanma ve
melezlemeler, elma genomuna yiiksek oranda bir heterozigotluk kazandirmistir (Ozbek,
1978). Karaman’da 1960’11 yillarda baslayan elmacilik ¢ogiir iizerine asili Starking,
Golden ve Amasya cesitleri ile 1980’li yillarin basina kadar devam etmistir. Elma
cesitliligi klon anaglar izerine asili cesitler ve yerel cesitler ile zenginlesmistir. Tarim Il
Miidiirliigii verilerine gore Karaman'da 1976 yilinda toplam 252,000 adet elma agaci
dikili iken, bu rakam 2008 yilinda 5,339,920 adet elma agacina, 2009 yili verilerine



gore 21 bin 273 hektar alanda tespit edilebilen yaklasik 5,8 milyon elma agacina
ulagsmustir (Cizelge 2.5).

Cizelge 2.5. Karaman ilinin 6nemli meyve {iriinlerinin agag sayisi ve iiretim durumu (Anonim,

2013b)

Meyveler Agacg Sayisi Ekilis (ha) Uretim (Ton) | Verim (Kg/Agac)
Elma 5,841,849 21,273 190,291 33

Kiraz 358,012 14,791 9,071 25

Ceviz 143,663 9,876 3,570 24,8
Badem 97,192 5,519 1,402 14,4
Uziim - 4,561 36,337 796 (kg/da)

Karaman ilindeki elma bahgeleri Starking, Starkrimson, Golden, Starkspur Golden,
Granny Smith ve Amasya cesitleri ile son yillarda Vista Bella, Summer Red, Jerseymac,
Gala, Elstar, Redchief, Scarlet Spur, Topred, Jonagold, Braeburn ve Fuji ¢esitlerinden
olugmaktadir. Bu cesitlerin yani sira Karaman’da 6zellikle MM-106 ve M-9 anaglari
izerine asil1 Vistabella, Jerseymac, Summerred, Gala, Redchief, Topred, Pinova, Elstar,
Jonagold, Braeburn ve Fuji gibi ¢esitlerde yetistirilmektedir (Anonim, 2011b; Anonim,
2013b).

2.4. Yerel Cesit

Avrupa lilkelerinde 203 familyaya iliskin 2,500’1 endemik, 12,000 tiir bulunmasina
karsin Tiirkiye florasinda 163 familyaya bagl 1,225 cins ve 9,000 tiir bulunmakta ve
bunlarin 3,000 tiirii endemik niteliktedir (Ozgen ve ark., 2000). Sayisal istatistikler,
Tiirkiye’nin bitkisel gen kaynaklar1 bakimindan ne kadar zengin bir iilke oldugunu
gostermektedir. Bu nedenle, genetik materyallerin korunmasi ve kullanilmasina iliskin

yapilan ¢alismalarin 6nemi iilkemiz acisindan oldukca biiytiktiir.

Bitkisel gen kaynaklarindan dogrudan ya da genitdr olarak giliniimiize kadar cesitli
sekillerde yararlanilmistir. Bunun yan1 sira gen kaynaklarinin ¢ogu, genetik yapilarinin

tam olarak aragtirllmamasi ve 6zelliklerinin bilinmemesi sebebiyle 1slah ¢aligmalarinda
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yeterince kullanilamamaktadir (Ozgen ve ark., 2005). Ayrica gen kaynaklarinin
cogunun yurtdigina gotiiriilerek baska {ilkeler adina tescil edilmeleri nedeniyle
bunlardan elde edilebilecek ekonomik vyarar ¢ogu zaman saglanamamaktadir.
Ulkemizdeki gen kaynaklarimin yeteri kadar tanimlanmamus ve tescil edilmemis olmasi,

bu materyallerin korunmasini da zorlagtirmaktadir.

Giliniimiizde yerel elma cesitlerinin genetik tanimlanmasi yapilmadigi i¢in, bu gesitler
arasindaki genetik varyasyon bilinmemekte ve bir ¢ok yerel ¢esit yok olma tehlikesiyle
kars1 karsiya kalmaktadir (Dreisigacker ve ark., 2004). Bundan dolay1 yerel ¢esitlerden

siirh sekillerde faydalanilmaktadir.

Bolgedeki elma ¢esitliliginin bir sonucu olarak, ayn1 ¢esidin farkli adlarla yetistirilmesi,
farkli bazi cesitlere ayn1 adlarin verilmesi, heniliz tanimlanmamis ve adlandirilmamis
cesitlerin varlig1 ve g¢esit i¢i varyasyonlar ¢esit konusunda karmasaya neden olmaktadir.
Bunun yani sira yetistiricilikte ticari bazi elma cesitlerinin 6n plana ¢ikmasi sonucu,
bolge kosullarina adapte olmus yerel ¢esitlerin giderek kaybolma riski bulunmaktadir.
Bu nedenlerle, yerel elma cesitlerinin hizli ve giivenilir bir sekilde tanimlanmasi elma
yetistiriciligi, 1slahi, endiistrisi ve uluslararas1 veri paylasimi agisindan biliyiik 6nem

tasimaktadir.

Yerel gesitler arasinda genetik varyasyonun belirlenmesi, herhangi bir tiiriin genetik
kaynaklarinin korunmast ve kullanimi agisindan ¢ok Onemlidir. Eskiden yerel
cesitlerdeki genetik cesitlilik yalmzca fenotipik Ozelliklere bakilarak belirlenmeye
calisiliyordu. Ancak, morfolojik karakterlerin ¢evresel faktorlerden fazla etkilenmeleri
ve tanilarinin giic olmasi bu tanimlamalarin giivenirliligini azaltmistir. 1960’11 yillar ve
daha sonralar1 daha gilivenilir bir yontem olan cevreden etkilenmeyen, bitkinin
olgunlagmasinin beklenmesine gereksinim gostermeden, bitkilerin gelisme devrelerinin
her asamasinda faydalanilabilen ve genis bir varyasyon gosteren molekiiler DNA

markdérleri gelistirilmistir (Ozcan ve ark., 2001; Akar, 2002; Parmaksiz, 2004).
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2.5. Molekiiler Markorler

Bitki genetik kaynaklarinin karakterizasyonu i¢in biyokimyasal markorler, morfolojik
markdrler ve molekiiler markorler kullanilmaktadir. Biyokimyasal markdrlerin sayilari
az oldugu i¢in kullanimlar1 smirlidir. Morfolojik markorler de smirli sayida
olduklarindan ve ¢evre kosullarmin etkisi altinda kalabildikleri i¢in az kullanilirlar.
Molekiiler markorler genotiplere ait DNA’nin niikleik asit dizilis farkliligni cesitli
sekillerde gosterirler. Bu belirleyicilerin polimorfizm oranit morfolojik ve biyokimyasal

markorlerden ok daha fazladir (Ozcan ve ark., 2001).

Polimorfizm, kullanilan bir markoriin farkli genotipleri ayirt edebilmesidir. Markdrlerin
haritalamada kullanilabilmeleri i¢in polimorfik olmalar1 zorunludur. Yani; bir
melezleme sonucu olusan yavrularda inceleme yapilabilmesi i¢in alternatif formlarinin
bulunmasi gerekir. Polimorfizm DNA dizisinde yaklasik her 300 veya 500 niikleotidde
bir olusan varyasyonlardir. Herhangi bir 6zelligi kodlayan diziler (ekzonlar) icerisinde
olusan varyasyonlar gozle goriilebilir fiziksel degisikliklere (tohum rengi, bitki boyu,
hastaliga kars1 dayaniklilik vb.) neden olurlar. Oysa varyasyonlarin ¢ogu herhangi bir
ozelligi kodlamayan diziler (intronlar) igerisinde gerceklesir ve bir organizmanin
fiziksel goriiniisii veya fonksiyonu iizerinde higbir etkisi yoktur. Ancak, bunlar DNA
diizeyinde belirlenebilir ve markdr olarak kullanilirlar. Markorlerin farklilik gosterme
oranlar1 kullanilan bitki tiiriine ve markdr tipine gore farklilik gostermektedir (Ozcan ve

ark., 2001).

Molekiiler markorler; bitkilerde genetik materyalin karakterizasyonu, bitkilerin DNA
parmak izlerinin ¢ikarilmasi, ¢esit tanimlamasi, transformantlarin karakterize edilmesi
ve filogenetik analizlerde yaygin bir bigimde kullanilmaktadirlar (Rafalski ve ark.,
1996; Ates Sonmezoglu, 2006). Tescile sunulan ¢esit adaylarinin parmak izi analizleri
kullanilarak genetik 6zellikleri saptanabildigi gibi ¢esit adaymnin elde edilmesinde
kullanilan anaglarda belirlenebilmektedir. Markérler, ekonomik acidan 6nemli gen
kaynaklarinin belirlenmesi ve Tiirkiye gibi birgok bitkinin gen merkezi durumunda olan
tilkelerde yabani ve yerel gen kaynaklarmnin korunmasi agisindan da biiylik 6neme
sahiptir (Yildirim, 1999).
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Molekiiler DNA markorlerinden en Onemlilerini  hibridizasyona dayalt olan
siirlandirilmis  parga uzunlugu polimorfizmi (RFLP) (Bolstein ve ark., 1980),
polimeraz zincir reaksiyonuna (PZR) dayali olan; basit dizi tekrarlar1 (mikrosatelitler
veya SSR) (Hamada ve ark., 1982), rastgele cogaltilmis polimorfik DNA (RAPD)
(Welsh ve McClelland, 1990), dizisi etiketlenmis alanlar (STS) (Talbert ve ark., 1994)
ve cogaltilmis par¢a uzunlugu polimorfizmi (AFLP) (Vos ve ark., 1995) gibi

belirleyiciler olusturmaktadir.

DNA belirleyicileri bitki ve hayvan tiirlerinde ¢ok ¢esitli alanlarda kullanilmaktadir. En
onemlileri; genetik ve fiziksel kromozom haritalari, bir belirleyici yardimiyla 1slah, gen
klonlama, tohum saflig1 testleri ve saflik tayinidir (Ayres ve Thomas, 1990; Brown ve
ark., 1996; Yildirirm ve ark., 2004). Bu belirleyiciler kullanilarak genetik cesitlilik
aragtirtlmakta ve tiirlerin taksonomik tanimlamasi yapilarak, filogenetik akrabaliklar

bulunabilmektedir (Lowe ve ark., 1996).

Giliniimiizde elmada genetik c¢esitliligin saptanmasinda; AFLP (Cao ve Chao, 2002;
Coart ve ark., 2003; Kenis ve Keulemans, 2004), RAPD (Goulao ve ark., 2001; Royo ve
Itoiz, 2004; Ertiirk ve Akgay, 2010), STS (Naik ve ark., 2006), RFLP (Antanaviciute ve
ark., 2013) ve SSR (Farrokhi ve ark., 2011; Fu ve Ma, 2012; Jin ve ark., 2012; Potts ve
ark., 2012; Reim ve ark., 2012; Urrestarazu ve ark., 2012) belirleyicileri

kullanilmaktadir.

2.5.1. Mikrosatellitler

Mikrosatellitler; basit dizi tekrarlar1 (Simple Sequence Repeats, SSR) ya da kisa ard
arda tekrarlar (Short Tandem Repeats, STR) olarak da isimlendirilirler. Mikrosatellitler
okaryotik genomlar boyunca dagilmis bulunan 2-6 niikleotid uzunlugunda kisa,
tekrarlanan ve polimorfik 6zellikteki DNA dizileridir. Bu diziler (AT)n, (GT)n, (ATT)n
veya (GACA)n seklinde gosterilir ve n ardisik tekrar sayisini belirtir (Gupta ve ark.,
1994). Ardisik SSR tekrarlarinin sayisindaki farklilik PZR sonucunda farkli uzunlukta
parga gogaltimi ile sonuglanir (Yildirim ve Kandemir, 2001). Mikrosatellitlerin yiiksek

derecede polimorfik olmasinin nedeni; tekrar birimlerinin sayisindaki degisimden
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dolayidir. Polimorfikligin seviyesi tekrar tinitelerinin uzunlugu ile orantilidir (Saghai
Maroof ve ark., 1994). Uzunluk polimorfizmleri yiiksek ¢oziiniirliiliige sahip jellerde
kolaylikla tespit edilebilir. SSR’lar yiiksek polimorfizm seviyelerinden dolay1 birgok
organizma i¢in populasyon genetigi ve gen haritalamada kullanilabilecek bol bulunan

bir genetik markor kaynagidirlar (Holton, 2001).

Mikrosatellitlerin, ko-dominant ve tekrarlanabilir olmalari, dolayisiyla daha ¢ok bilgi
iiretebilmeleri PZR’ye dayali diger belirleyicilere gore baslica avantajlaridir. RFLP
belirleyicileri mikrosatellitler gibi ko-dominant olmalarina ragmen mikrosatellitler
kadar polimorfizm gostermemekte ve bu yiizden calisilan {iriin hakkinda daha az bilgi
vermektedirler. Mikrosatellit kullanimi1 daha az miktarda DNA’ya ihtiya¢ duyulmasi,
otomasyona uygunlugu ve verdigi yliksek polimorfizm orani nedeniyle RFLP’den daha
kolaydir. RAPD’ler ise dominant belirleyicilerdir. SSR analizleri RAPD’den daha
giivenilir ve AFLP’ye gore daha transfer edilebilirdir (Akkaya ve Akin, 1996; Holton,
2001).

SSR markorleri glintimiizde genotiplerin tanimlanmasi (Kotoda ve ark., 2010), kantitatif
karakter lokuslarinin (QTL) saptanmasi (Dyk ve ark., 2010) ve haritalanmasi1 (Wang ve
ark., 2010; Antanaviciute ve ark., 2013) ile genetik c¢esitlilik (Fu ve Ma, 2012; Jin ve
ark., 2012; Potts ve ark., 2012; Reim ve ark., 2012; Urrestarazu ve ark., 2012)

arastirmalarinda sik¢a kullanilmaktadir.

SSR markorlerinin polimorfik yapilart ve frekanslar bitkilerde ilk kez Akkaya ve ark.
(1992) tarafindan incelenmistir. Akkaya ve ark., SSR’lar1 soya fasulyesi cesitlerinde
polimorfizm saptamada kullanmislar, SSR’larin bitki tirlerinde bol miktarda
bulundugunu, yiiksek derecede polimorfik oldugunu ve genis bir dagilim gosterdigini
belirtmislerdir. Bu g¢alismanin ardindan SSR belirleyicileri, agronomik ag¢idan 6nemli
karakterlerin markor destekli seleksiyonu, genotiplerin ayirt edilmesi ve genom

haritalama gibi genomla ilgili pek ¢ok ¢alismada kullanilmistir (Réder ve ark., 1998).

SSR markorleri, kayisi (Romero ve ark., 2003), elma (Akpinar, 2009; Jin ve ark., 2012;
Potts ve ark., 2012; Reim ve ark., 2012; Urrestarazu ve ark., 2012), armut (Monte-
Corvo ve ark., 2001; Hemmat ve ark., 2003; Brini ve ark., 2008), seftali (Dirlewanger
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ve ark., 2003), fistik (Pazouki ve ark., 2010), yaban mersini (Boches ve ark., 2006), muz
(Ning ve ark., 2007) ve visne (Lacis ve ark., 2009) gibi meyve tiirlerinde genetik
cesitliligin belirlenmesinde ve genetik haritalamada kullanilan faydali ve etkili bir

aractir.

2.5.1.1. Elma Cesitlerinin Mikrosatelitler Kullanilarak Genetik Karakterizasyonu

Giliniimiizde farkli bitki tiirlerinde yapilan genetik calismalar sonucunda elde edilen
veriler, ¢alisilan tiir i¢in maksimum allelik varyasyonu iceren bir koruma stratejisi
gelistirilmesinin yani1 sira 0zel calismalara yonelik uygun fonksiyonel allellerin
belirlenmesine de yardimci olmaktadir. Elma gibi tiirlerde etkin ve seri aragtirmaya
imkan saglayan molekiiler belirteglerin kullanilmasi olduk¢a Onemlidir. Elmada
kullanilan molekiiler markorlerin en Onemlilerinden biri mikrosatellit markorleridir
(Pereira-Lorenzo ve ark., 2008; Akpmar, 2009; Kiraly ve ark., 2012; Patzak ve ark.,
2012; Sikorskaite ve ark., 2012).

Mikrosatellit markdrleri basta genetik tanimlama olmak iizere, elmada bir¢ok amacla
(genetik haritalama, molekiiler evrim gibi) kullanilmistir (Hokanson ve ark., 2002;
Oraguzie ve ark., 2005; Jin ve ark., 2012; Potts ve ark., 2012; Reim ve ark., 2012;
Urrestarazu ve ark., 2012). Elmada, SSR markorlerinin  kullanildigi  genetik

karakterizasyon arastirmalarina ait bazi kaynak 6zetleri asagida sunulmustur.

Silfverberg-Dilworth ve ark. (2006), haritalama ve genetik analizler {izerine
yogunlastirdiklar1 arastirmalarinda; GA, GT, AAG, AAC ve ATC’ce zenginlestirilmis
kiitiiphanelerinden ve 31 EST bolgesinden toplam 148 adet SSR lokusu belirlemisler ve
elma SSR veritaban1 (database) olarak “http://www.hidras.unimi.it” web adresinde

kullanima sunmuslardir.

Tirkiye, Atatiirk Bahge Kiiltiirleri Arastirma Enstitiisii-Yalova elma koleksiyonundan
almman 35 yerli ve 2 referans elma genotipiyle yapilan arastirmada, 17 SSR markori
kullanilarak genetik tanimlama yapilmistir (Akpinar, 2009). Elde edilen verilerde farkli

isimlerle adlandirilan ancak genetik agidan ayni olan bireylere yani sinonim genotiplere
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rastlanmamustir. Tavsanbasi, Tokat, Yaz Elmasi ve Demir gruplarinda homonim durum
tespit edilmistir. Yani bu gruplarin ayni isimle adlandirilirken genetik agidan farklilik
gosterdikleri belirlenmistir. Calisma sonucunda kullanilan SSR markdrlerinden elma
genotiplerini tanimlamada CHO1d08 lokusunun tanimlama olasilig1 en yiiksek lokus

oldugu ve genotipler arasi en yiiksek benzerlik oraninin % 94 oldugu tespit edilmistir.

Urrestarazu ve ark. (2012)’1mn Kuzeydogu Ispanya’da korunan ii¢ elma genotipini ve
eski Ispanyol ve uluslararasi gesitleri igeren 45 farkli elma genotipini kullandig
calismada, yerel ve eski c¢esit aksesyonlarindan olmak {iizere toplam 493 elma
genotipinde 16 SSR markorii kullanilarak genetik tanimlama yapmuislardir. Faktoriyel
iliski ve molekiiler farkliligin incelendigi Bayesian analizi sonuglar1 dogrultusunda 6 alt
grup ve 2 ana grup arasindaki farkliliklari ortaya ¢ikarmislardir. Calisma sonucunda,
kiiltiire alinan elma genotipleri icerisindeki genetik cesitlilik tiirler igerisinde var olan
kiigiik fraksiyonlar1 ortaya ¢ikarmis ve Avrupa meyve bahgelerindeki esas ¢esitlerdeki

genetik farkliliklara giizel bir 6rnek olusturdugu ifade edilmistir.

Guilford ve ark. (1997), elma genomik kiitiiphanesini (GA)15 ve (GT)15 tekrarlar
acisindan taramislar, daha sonra da (GA)-zenginlestirilmis kiitiiphanelerini kullanarak
14 SSR lokusu saptamislardir. Sonug¢ olarak elde ettikleri lokuslarin polimorfizm
oranlarinin yiiksek oldugunu ve bunlardan i¢iiniin 21 elma genotipini tanimlamada

kullanilabilecegini belirtmislerdir.

Goulao ve Oliveira (2001) yaptiklar1 ¢alismada, Guilford ve ark. (1997) tarafindan
gelistirilen SSR lokuslarini kullanarak SSR teknigini, AFLP teknigi ile karsilastirmali
olarak elma genotiplerinde uygulamiglardir. 41 adet ticari elma ¢esidi arasindaki genetik
benzerlik ve farkliligin arastirildigi bu ¢alismada; kullanilan SSR markoérlerinin elmada
polimorfizm oranminin yiiksek, giivenilirliginin ise AFLP markdrlerinden daha fazla

oldugunu tespit etmislerdir.

Gianfranceschi ve ark. (1998), gelistirdikleri 16 SSR markoriinden faydalanarak 19
elma genotipini tanimlamiglar ve bu markdorlerden ikisinin Starking ve Red Delicious
cesitleri hari¢ calismada kullanilan diger tiim genotipleri tanimlamak igin yeterli

oldugunu bildirmislerdir.
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Farkli bolgelerden elde edilen 66 adet elma anacinin genetik tanimlamalarina yonelik
yapilan arastirmada yedi SSR lokusu kullanilmis ve Aotea40) ve Aoteal(06 anaglar
disindaki biitiin genotiplerde tam olarak genetik ayrim saglandigr bildirilmistir

(Oraguzie ve ark., 2005).

Amerika’da yapilan bir ¢alismada ise farkli arastirmacilar tarafindan elma igin tespit
edilen SSR markarleri kullanilarak 142 elma genotipi tanimlanmistir (Hokanson ve ark.,
2002). Arastirmacilar, lokus basina polimorfizm oraninin ortalama 26,4 allel oldugunu
belirlemis ve kullanilan primerlerden sadece sekiz tanesinin tanimlama igin yeterli

oldugunu ifade etmislerdir.

Fransa’da Laurens ve ark. (2004) tarafindan yapilan calismada, 142 yerel elma
¢esidinde dokuz SSR lokusu kullanilarak tanimlama yapilmistir. Bu ¢esitlerden 122’si
monomorfik allelik profille tanimlanmistir. Bes ¢esidin sinonim oldugu, yedi ¢esidin ise
genetik acidan ayni oldugu belirtilmistir. Calisma sonucunda 139 polimorfik allel
bulundugu, ortalama polimorfizm oraninin 15,3, heterozigotluk oranlarinin ise 0.68 ile

0.95 arasinda oldugu saptanmuistir.

Alt1 SSR lokusu kullanilarak 66 adet ticari elma ¢esidinin tanimlandig1 bir ¢alismada ise
(Galli ve ark., 2005), aragtirmacilar ortalama polimorfizm orani 9,2 allel olmak tizere
toplam 55 polimorfik allel tespit etmisler ve mutant gesitler disindaki genotiplerin
temel olarak dort SSR primeri (CH03g07, CH04e03, CHO05d11 ve CHO05¢e03) ile ayirt
edilebildigini belirtmislerdir.

Italya’nin Campania bolgesinde yetistirilen 48 eski elma ¢esidi ile 6 referans cesidin,
dokuz SSR lokusu kullanilarak tanimlandig: arastirmada, 95 polimorfik allel saptandig
bildirilmistir (Guarino ve ark., 2006). Lokuslarin heterozigotluk oranlarinin 0.148 ile
0.926 arasinda oldugu ve kullanilan lokuslarin her bir ¢esidin ayriminda etkin oldugu

bildirilmistir.

Ispanya’da 2008 yilinda yapilan bir calismada, 10 SSR lokusu kullanilarak 27 adet La
Palma ve 66 adet Ispanyol elma ¢esidi incelenmistir (Pereira-Lorenzo ve ark., 2008).

16



Ispanyol elmalar igin toplam 122, La Palma elmalari igin ise 75 polimorfik allel elde
edilmistir. Her iki bolge icin lokuslarda belirlenen beklenen ve gézlenen heterozigotluk
degerlerinin benzer oldugu gorilmiis, degerlerin sirasiyla 0,28-0,86 ve 0,11-0,93

arasinda degistigi belirtilmistir.

Garkava-Gustavson ve ark. (2008)’n Isve¢’te yaptigi arastirmada ise, 68 yerel elma
cesidi 10 SSR lokusu kullanilarak tanimlanmistir. Calismada toplam 113 polimorfik
allel tespit edilmis, polimorfizm oraninin ortalama 10,27 oldugu, lokuslarin
heterozigotluk oranlarinin  ise 0,36 ile 0,88 arasinda oldugu bildirilmistir.
Arastirmacilar, ¢alisma sonucunda SSR’larin elma c¢esitleri arasindaki genetik

tanimlamada basariyla kullanilabilecegini bildirmislerdir.

Reim ve ark. (2012), Avrupa’ya 6zgi nesli tikkenen yabani elma tiirlerini uzun dénemde
korunmasi ve koruma aktivitelerinin uygulanmasi amactyla, bu ¢esitlerin hibridizasyonu
ve genetik farkliliklarii arastirmiglardir. Yapilan ¢alismada; 284 adet M. sylvestris
elma agaci ve 13 eski elma cesidinde 12 mikrosatellit markorii kullanilmistir. Dogru
tipin M. sylvestris popiilasyonundaki genetik gesitliligi yiiksektir. Ancak birkag SSR
lokusunun M. sylvestris’ daki bir veya birkag allele sabitlendiginden dolayr genetik
farkliligin M. sylvestris da yiiksek diger elma gesitlerinde daha diisik oldugu tespit
edilmistir. Boylece M. sylvestris ve farklilasan c¢esitler arasinda agik bir ayrim

yapilabildigini saptamislardir.

ABD’nin Illiouis Universitesinde muhafaza edilen elma kolleksiyonlarindan 164 adet
aksesyonun genetik akrabalik ve genetik farkliliginin incelenmesi amaciyla SSR
markorleri kullanilmistir (Potts ve ark., 2012). Aksesyondan her biri elmada 17 farkl
baglanti grubunun her birinden bir giiclii SSR markdérii kullanilip genotiplendirilmistir.
Bu kolleksiyonda yiiksek oranda ¢esitlilik ve daha 6nce rapor edilenlerden daha yiiksek
allelik farklilik gézlenmistir.

Bodur, yar1 bodur ve erken ciceklenen 41 elma anacinda genetik farkliligin belirlenmesi
i¢cin yapilan bir aragtirmada da ¢oklu olusturulan SSR primerlerinin 112 ¢iftinin 42’s1
oOlgiilebilir fragmentlerdir (Jin ve ark., 2012). % 22 - 68 araliginda polimorfizm frekansi
ve 737 allelindeki % 58,5°lik anlam degeriyle skorlanan toplam bant sayis1 4138’dir. Ug

17



bilesene dayali SSR bilgilerine gore incelenen genotipler bes gruba ayrilmistir. Sonug
olarak, arastirmacilar bu elma anaglarinda karmasik bir genetik ge¢mis ve genetik
farklilik oldugunu belirlemislerdir. Kullanilan 41 elma anacinda SSR markérleriyle
prensip olarak {li¢ bilesene dayanan bes grup bulmuslardir. Arastirmacilar biiyilik
gruplardan ziyade gen kaynaklarmmin bu bes grup arasinda daha giiclii anaglarla

melezleme yapilirsa 1slahta biiyiik bir performans elde edilebilecegini gostermiglerdir.

Patzak ve ark. (2012), 33 adet Cek elma ¢esidi ve yabanci 97 referans gesitte 10 SSR
primeri kullanmis, 89 polimorfik allel ¢ogaltmis ve lokus basina allel sayisinin 4-14
arasinda degistigini rapor etmislerdir. SSR verilerinden elde edilen dendogram
sonucunda kullanilan elma gesitlerinin {i¢ ana gruba ayrildigi ve kiimelenmenin elma
cesitlerinin soy ve kokenine bagl oldugu saptanmistir. Arastirmacilar, bu ¢alisma ile
mikrosatellit belirteglerinin elmada ¢esit saptamasinda, genetik tanimlamada ve gen

kaynaklariin degerlendirilmesinde yararlt oldugunu tespit etmislerdir.

Yakin zamanda {ilkemizde bazi meyve tiirlerinin genetik tanimlama g¢aligmalarina
baglanmasina karsin (Ayanoglu ve ark., 2007; Bayazit ve ark., 2007), elma gen
kaynaklarinin incelenmesine ve tanimlanmasina yonelik bilimsel arastirmalar smirl

sayidadir (Akpinar, 2009).

Bu arastirmada SSR markor teknolojisinden yararlanilarak Karaman’da yaygin olarak
yetistirilen ve farkli bolge kosullarina adapte olmus bazi yerel elma cesitlerinin

molekiiler karakterizasyonlar1 yapilarak, aralarindaki genetik ¢esitlilik belirlenmistir.

Karaman ili yerel elma gesitlerinin SSR diizeyinde tanimlanmasina yonelik
gerceklestirilen bu c¢alisma bulgulan, ileride yiiriitillecek diger ¢alismalara 6n veri
olusturacaktir. Ayn1 zamanda, bitki genetigi (genetik haritalama, gen klonlama vb),
1slah1 (1slahta kullanilacak olan ebeveynlerin se¢imi ve genetik benzerliklerinin

belirlenmesi vb) ve yetistiriciligi alanlarinda da katkilar saglayacagi diistiniilmektedir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Bitki Materyali

Bu c¢alismada materyal olarak Karaman Tarim Il Miidiirliigii elma koleksiyonu ile
Karaman Elma Ureticileri Birligi ve Karaman iline baglh kdy ve ilgelerdeki elma
yetistiricilerinden temin edilen 23 adet yerel elma ¢esidi (Cizelge 3.1) ve 3 adet referans
cesit (Golden Delicious, Granny Smith ve Starking Delicious) kullanilmstir.

Cizelge 3.1. Arastirmada kullanilan yerel elma cesitleri

No Yerel Cesit Adi
1 Altin Cekirdek
2 Amasya
3 Arap Kiz1
4 Bagkisla (Manyan)
5 Can Atan
6 Dag Elmas1
7 Dalda Bir
8 Gocer Elmasi
9 Gonen Elmasi
10 Hanim Teni
11 Kaba Elma
12 Kara Mustafa
13 Kokulu Misket
14 Koras Elmasi
15 Kumpanya
16 Pomajin
17 Safran
18 Seker Elmast
19 Cekirdek
20 EKin Elmasi
21 Boyaci1 Elmast
22 Yaz Elmasi
23 Tavsan Basi

Yerel cesitlere ait geng yapraklar 2012 yili Eyliil ayinda alinmis, Sekil 3.1°de gortildigii

gibi tasniflenmis ve DNA izolasyonunda kullanilmistir.
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Sekil 3.1. DNA izolasyonu i¢in hazirlanmis yaprak 6rnekleri

Caligmada elma genotiplerinin SSR markorleriyle genetik karakterizasyonu her bir

cesitte iki tekerriirlii olarak yapilmistir.

3.2. DNA izolasyonu

Bu calismada kullanilan elma genotiplerine ait agaglardan alinan gen¢ yapraklar ile
yapilan DNA izolasyonu DNeasy Plant Mini Kit kullanilarak asagida agiklanan

protokolle yapilmistir (Sekil 3.2). DNA izolasyonunda kullanilan yaprak ornekleri

agacin en geng yapraklarindan alinmastir.
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Sekil 3.2. DNA izolasyonu yaparken bir goriintii

DNA izolasyonu protokolii (DNeasy Plant Mini Kit) asamalar1 agagida verilmistir.

1.

© o N o

Geng yaprak veya siirglin ucu siv1 azotla ezilir,

2. Ogiitiilen her bir drnekten 100 mg alinarak 2 ml’lik ependorf tiiplere aktarilir,

3. Tiplerin iizerine 400 pl Buffer API ve 4 pul RNase A soliisyonu eklenir,

4.

5. Ornekler oda sicakligma geldiginde, 130 pl Buffer P3 eklenerek, 5 dk buz

65 °C su banyosunda ara sira karistirilarak 10 dk bekletilir,

tizerinde bekletilir,

Oda sicakliginda, 14,000 rpm’de 5 dk santrifiij edilir,

Ust s1v1 temiz bir QIA shredder spin kolon tiipiine aktarilir,

Oda sicakliginda, 14,000 rpm’de 2 dk santrifiij edilir,

Alttaki s1vi1 yeni bir ependorf tiipe aktarilip, izerine 1,5 hacim Buffer AW1 eklenir

ve pipetleme ile karigtirilir,

10. DNeasy mini spin kolon i¢ine karigimdan 650 ul alinir,

11. Ornekler oda sicakliginda, 8,000 rpm’de 1 dk santrifiij edilir ve alttaki s1v1 atilir,

12. Kalan karigtm DNeasy mini spin kolon i¢ine aktarilir,

13. Oda sicakliginda, 8,000 rpm’de 1 dk santrifiij edilir,
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14. Spin kolon, yeni bir toplama tlipline aktarilarak, lizerine 500 pl Buffer AW2
eklenir,

15. Oda sicakliginda, 8,000 rpm’de 2 dk santrifiij edilir,

16. Alttaki s1v1 uzaklastirilir, tizerine 500 pl Buffer AW2 eklenir,

17. Oda sicakliginda, 14,000 rpm’de 2 dk santrifiij edilir,

18. Spin kolon, yeni bir mikrosantrifiij tiipline aktarilir,

19. Eritme i¢in iizerine 100 pl Buffer AE eklenerek, oda sicakliginda 5 dk bekletilir,

20. Ornekler oda sicakliginda 8,000 rpm’de 1 dk santrifiij edilir.

izole edilen DNA’lar % 1’lik agaroz jelde kosulmus ve goriintiilenmistir (Sekil 3.3).

DNA miktar1 ya da kalitesi yetersiz olan gesitlerde izolasyon islemi tekrarlanmistir.

Sekil 3.3. Agaroz jelde kosulan DNA’ lar

Bu c¢alismada izole edilen DNA o6rnekleri Sekil 3.4°deki agaroz jel elektroforezinde
yiiriitiilerek kontrol edilmistir. Orneklerin yiiklendigi % 1°lik agaroz jel; 2,25 gr agaroz,
44 ml 5 x TBE buffer ve 176 ml ddH,0O’dan olusmaktadir.
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Sekil 3.4. Orneklerin agaroz jel elektroforezi

Genomik DNA’nin miktarim1 ve safligini belirlemek i¢in spektrofotometre (Optizen
32200V, Kore) ile 6rneklerin absorbans (A260 /A280) degerleri dlgiilmiistiir (Cizelge
3.2).

Cizelge 3.2. Calismada kullanilan genomik DNA’larin spektrofotometre 6lgiimleri

(")rnek No Ao NM Asgg NM Ageo/ Ao Aus0*50*50
11 0,019 0,013 1,462 47,500
1-2 0,022 0,016 1,375 55,000
2-1 0,028 0,019 1,474 70,000
2-2 0,035 0,023 1,522 87,500
3-1 0,039 0,024 1,625 97,500
3-2 0,033 0,020 1,650 82,500
4-1 0,020 0,013 1,538 50,000
4-2 0,023 0,014 1,643 57,500
5-1 0,018 0,011 1,636 45,000
5-2 0,014 0,009 1,556 35,000
6-1 0,026 0,016 1,655 65,000
6-2 0,053 0,014 1,643 57,500
7-1 0,017 0,010 1,700 42,500
7-2 0,021 0,014 1,500 52,500
8-1 0,028 0,017 1,647 70,000
8-2 0,021 0,013 1,615 52,500
9-1 0,014 0,009 1,556 35,000
9-2 0,013 0,009 1,444 32,500
10-1 0,013 0,007 1,857 32,500
10-2 0,010 0,006 1,667 25,000
11-1 0,008 0,004 2,000 20,000
11-2 0,008 0,005 1,600 20,000
12-1 0,012 0,008 1,500 30,000
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Cizelge 3.2°nin devamm

(")rnek No A260 nm Azgo nm A250/ Azgo A250*50*50
12-2 0,018 0,014 1,286 45,000
13-1 0,012 0,007 1,714 30,000
13-2 0,017 0,011 1,455 40,000
14-1 0,013 0,007 1,857 32,500
14-2 0,014 0,008 1,750 35,000
15-1 0,013 0,009 1,444 32,500
15-2 0,013 0,009 1,444 32,500
16-1 0,020 0,015 1,333 50,000
16-2 0,019 0,014 1,357 47,500
17-1 0,017 0,012 1,417 42,500
17-2 0,016 0,012 1,333 40,000
18-1 0,013 0,010 1,300 32,500
18-2 0,014 0,010 1,400 35,000
19-1 0,011 0,006 1,833 27,500
19-2 0,020 0,016 1,250 50,000
20-1 0,017 0,013 1,308 42,500
20-2 0,015 0,012 1,250 37,500
21-1 0,017 0,012 1,417 42,500
21-2 0,022 0,017 1,294 55,000
22-1 0,017 0,010 1,700 42,500
22-2 0,013 0,008 1,623 32,500
23-1 0,014 0,009 1,556 35,000
23-2 0,014 0,010 1,400 25,000
Referans Ceslt Ao NM Aygg NM Aoeol Asgo Ars0*50*50
Goldend. -1 0,012 0,008 1,500 30,000
Golden d. -2 0,016 0,012 1,333 40,000
Granny s. -1 0,011 0,006 1,833 27,500
Granny s. -2 0,012 0,007 1,714 30,000
Starking d. -1 0,011 0,007 1,571 27,500
Starking d. -2 0,021 0,015 1,400 52,500

3.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Izolasyonu yapilan tiim DNA’lar, genetik benzerlik ve farkliliklarin tespit edilmesi
amaciyla Cizelge 3.3’de verilen SSR markérleriyle taranmistir. Arastirmada 15 adet
SSR lokusu (Hokanson ve ark., 1998; Liebhard ve ark., 2002) denenmis ve bu

primerlerden en polimorfik ve belirleyici olan 11 tanesi belirlenip ¢alismada

kullanilmistir.
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Cizelge 3.3. Calismada kullanilan SSR primerleri, sekans ve tekrar dizileri

SSR 5' Primer Sekansi 3' Primer Sekansi Tekrar
Primeri Dizisi

GD 12 ttgaggtgtttctcccattgga ctaacgaagccgccatttcttt (CT)s2
GD 96 cggcggaaagcaatcacct gccagccctctatggttccaga (TC)22
GD 100 acagcaaggtgttgggtaagaaggt | tgcggacaaaggaaaaaaaaaagtg (GA)12
GD 103 cggcgagaaaaaaaaacaatg ggataaccgtccccctcttc (GA)20
GD 142 ggcacccaagcccctaa ggaacctacgacagcaaagttaca (TC)g
GD 147 tcccgccatttetetge aaaccgctgctgctgaac (AG);
GD 162 gaggcaagtgacaaagaaagatg | aaaatgtaacaacccgtccaagtg (GA)23
GD 15 cgaaagtgagcaacgaactcc actccatcatcgggtggtg (AGC)s
CHO02b03b | ataaggatacaaaaaccctacacag | gacatgtttggttgaaaacttg -
CHO02d11 agcgtccagagcaacagc aacaaaagcagatccgtt -
CHO02f06 ccctcttcagacctgcatatg actgtttccaagcgatcagg -

CHO03g07 aataagcattcaaagcaatccg tttttccaaatcgagtttcgtt -

CHO04e03 ttgaagatgtttggctgtgc tgcatgtctgtctcctccat -

CH04g10 | caaagatgtggtgtgaagagga ggaggcaaaaagagtgaacct -

CHO01h10 tgcaaagataggtagatatatgcca | aggagggattgtttgtgcac -

PZR igin her bir reaksiyon; 1,5 ul DNA, 4 pul 10 x PZR tamponu, 3,2 ul MgCl, (25
mM), 3,2 pul ANTP (10 mM), her primerden (10 pmol/ul) 1 pl, 0,1 pl Taqg DNA
polimeraz (Promega 5 iinite/ pl) ve 26 pl ddH,O kullanilarak toplam 40 pl hacimde
yapilmistir.

PZR dongiisii farkli primerler i¢in, Hokanson ve ark. (1998) ile Liebhard ve ark.
(2002)"in ¢alismalarinda belirttigi sartlara gore gergeklestirilmistir. GD 12, GD 15, GD
100, GD 103 ve CH04g10 primerleri i¢in Cizelge 3.4’de verilen PZR dongii kosullar

kullanilmistir.
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Cizelge 3.4. GD 12, GD 15, GD 100, GD 103 ve CHO04g10 primerleri igin kullanmilan PZR

dongii kosullari

Program No Islem Sicakhk Siire Dongii
(°C) Sayisi
1 On denatiirasyon 94 4 dk 1
2.1 Denatiirasyon 94 1dk
2.2 Primerin DNA’ya 60 1dk 35
yapisma safhasi
2.3 Uzama sathasi 72 2 dk
3 Son uzama safhasi 72 10 dk 1

CHO01h10, CHO2F06, CHO2b03b ve CHO04¢03 primerleri i¢in uygulanan PZR dongii

kosullar1 Cizelge 3.5’de verilmistir.

Cizelge 3.5. CH01h10, CHO2F06, CH02b03b ve CHO04¢03 primerleri i¢in kullanilan PZR

dongii kosullari
Program No Islem Sicakhk Siire Dongii
(°O) Sayisi
1 On denatiirasyon 94 4 dk 1
2.1 Denatiirasyon 94 1dk
2.2 Primerin DNA’ya 55 1,5 dk 35
yapisma safhasi
2.3 Uzama sathasi 72 2 dk
3 Son uzama safhasi 72 10 dk 1

CHO03g07, CH02d11, GD 96, GD 142, GD 147 ve GD 162 primerleri i¢in kullanilan

dongii kosullar1 Cizelge 3.6’da verilmistir.
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Cizelge 3.6. CH03g07, CH02d11, GD 96, GD 142, GD 147 ve GD 162 primerleri i¢in
kullanilan PZR doéngii kosullart

Program No Islem Sicakhk Siire Dongii
(°C) Sayisi
1 On denatiirasyon 94 3dk 1
2.1 Denatiirasyon 94 1dk
2.2 Primerin DNA’ya 65 30 sn 30
yapigma safhasi
2.3 Uzama sathasi 72 1dk
3 Son uzama safhasi 72 10 dk 1

PZR iiriinleri; 6,75 gr metaphore agaroz, 44 ml 5 x TBE buffer ve 176 ml ddH,0O’dan
olusan % 3’lik metaphore agaroz jelde yiiriitiilmiistiir. Jeller ethidium bromiir (10
mg/ml) ile boyanmis ve jel imaj sisteminde (Biorad ChemiDoc MP) goriintiilenerek

polimorfizm &zellikleri belirlenmistir (Sekil 3.5).

K

ChemiDoc MP

Sekil 3.5. Elektroforez goriintiileme cihazi
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Arastirmada kullanilan yerel ve referans elma ¢esitlerinin PZR {iriinlerinin tiim jellerde

kosulma siras1 Cizelge 3.7’deki gibi diizenlenmistir.

Cizelge 3.7. PZR’de kullanilan elma genotiplerinin jele yiiklenme sirasi

1. Sira No Cesit Ad1

Ladder

Starking Delicious*
Altin Cekirdek
Amasya

Arap Kiz1

Bagkisla (Manyan)
Can Atan

Dag Elmast

Dalda Bir

Gocer Elmasi
Gonen Elmasi
Hanim Teni

Kaba Elma

Kara Mustafa
Golden Delicious *

R RR Rk e
SR lRmIRIRIBlolo|~Nooglsw|N-

16 Granny Smith *
2. Sira No Cesit Ad1
1 Starking Delicious*
2 Kokulu Misket
3 Korag Elmast
4 Kumpanya
5 Pomajin
6 Safran
7 Seker Elmasi
8 Cekirdek
9 Ekin Elmasi
10 Boyaci Elmast
11 Yaz Elmasi
12 Tavsan Basi
13 Golden Delicious*
14 Granny Smith*
15 N.K.
16 Ladder
*Referans gesit N.K.: Negatif Kontrol

Jel imaj sisteminde goriintiilenen jellere ait fotograflar Biorad ChemiDoc MP

programinda agildiktan sonra kuyucuklar (lane) isaretlenmistir (Sekil 3.6).
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Sekil 3.6. Kuyucuklar1 isaretlenmis jel fotografi

“Detect bants” imgesi ile bantlar otomatik olarak isaretlenmistir (Sekil 3.7).

Sekil 3.7. Bantlar isaretlenmis jel fotografi

Ladder’in baz ¢ifti (b¢) bakimindan bant biiytikliikleri ve bulundugu kuyucuk numarasi
girilmistir (Sekil 3.8).

Sekil 3.8. Ladder’lan isaretlenmis jel fotografi
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Programin “Reports” imgesi kullanilarak bantlarin gruplandirilmis tablosu elde
edilmistir (Cizelge 3.8). Bant biiyiikliiklerinin belirlenmesinde jelden kaynaklanan
hatalarin 6niline gecebilmek i¢in biitiin jeller resimler iizerinde manuel olarak iki farkli
arastirmact tarafindan gozle de skorlanmistir. Boylece tiim bu skorlamalar
karsilastirilarak yanlis okumalarin Oniine gegilmeye calisilmistir. Analizler bant
biiyiikliikleri tiim primerlerin bantlarin1 iceren tabloya yazildiktan sonra yapilmistir.

Bant biiyiikliikleri tabloya yazilirken yoksa 0 varsa 1 yazilmistir.

S

250 ~===s

200 =l s

150 —

100 —

Sekil 3.9. Bant biiyiikliikleri gdsterilmis jel fotografi

Cizelge 3.8. Program tarafindan skorlanan bir jelin bant biiyiikliikleri

BNaQt Lane 1 Lane 2 Lane 3 Lane 4 Lane 5
Baz ¢ifti (bg) Baz ¢ifti (bg) Baz ¢ifti (bg) Baz cifti (b¢) | Bazifti (bg)
1 50.0 201.2 196.3 183.4 190.5
2 100.0 2153 198.9 217.0
3 150.0
4 200.0
5 250.0
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3.4. Verilerin Degerlendirilmesi

Tim primerlerin bantlarin1 igeren tabloya skorlamalar sonucu elde edilen baz gifti
birimindeki bant buyiikliikleri yazilmistir. Dendogram tablosu hazirlanirken olan bant
biiytiklikleri yerine 1, olmayan bant biiyikliikleri yerine 0 yazilmistir. Genotip
analizlerde UPGMA dendogramlarinin olusturulmasinda dendro-UPGMA (Unweighted
Pair Group of Arithmatic mean) programi kullanilmistir (http://genomes.urv.es/
UPGMA/). Incelenen genotipler arasindaki genetik benzerlik ve uzakliklar Jaccard
(1908)’1in genetik benzerlik indeksi kullanilarak hesaplanmistir. Polimorfizm bilgi

icerigi (PIC) Anderson ve ark. (1992) gore hesaplanmustir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Yerel ve tescilli gesitler arasindaki genetik iliskinin saptanmasi amaciyla 15 adet primer
denenmis ve molekiiler taramalarda polimorfizm géstermeyen dort primer (CHO1h10,
CHO04g10, GD 15, GD 96) haricindeki 11 adet primer (CH02b03b, CH02d11, CHO2f06,
CHO03g07, CHO04e03, GD 12, GD 100, GD 103, GD 142, GD 147, GD 162) ¢alismada
kullanilmistir. Molekiiler taramalarda polimorfizm gostermeyen CHO01h10, CH04g10
GD 15 ve GD 96 primerlerine ait jel goriintiileri Sekil 4.1 - 4.4’de verilmistir.

S Y - —

Sekil 4.1. CH01h10 primeri ile yapilan molekiiler taramalara ait jel goriintiisii
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Sekil 4.2. CH04g10 primeri ile yapilan molekiiler taramalara ait jel goriintiisii
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Sekil 4.3. GD 15 primeri ile yapilan molekiiler taramalara ait jel goriintiisii
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Sekil 4.4. GD 96 primeri ile yapilan molekiiler taramalara ait jel goriintiisii

Yerel cesitler arasinda polimorfizm gosteren ve c¢alismada kullanilan SSR
primerlerinden (CH02b03b, CH02d11, CH02f06, CH03g07, CH04e03, GD 12, GD 100,
GD 103, GD 142, GD 147, GD 162) elde edilen PZR iiriinlerinin % 3’liik metaphore

agaroz jelde yiiriitiilmesinden elde edilen goriintiiler Sekil 4.5 - 4.15°de verilmistir.
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Sekil 4.5. CH02b03b primeri ile yapilan molekiiler taramalara ait jel goriintiisi

Calismada kullanilan yerel ve referans elma ¢esitleri, CHO2b03b primeri ile elde edilen
PZR iiriinlerine gore, 70-110 b¢ arasinda degisen bant profilleri ile 10 ana grupta

toplanmustir.

Incelenen primer bulgularma ait sonuglara gore Arap Kizi, Baskisla (Manyan), Can
Atan, Dalda Bir, Gocer elmasi ve Kara Mustafa ile Amasya, Kokulu Misket, Koras
elmasi, Pomajin, Safran ve Cekirdek elma genotiplerininde benzer bant biiyiikliiklerine

sahip oldugu gozlenmistir (Sekil 4.5).
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Sekil 4.6. CH02d11 primeri ile yapilan molekiiler taramalara ait jel goriintisii

Calismada kullanilan yerel ve referans elma gesitleri, CH02d11 primeri ile elde edilen
PZR iiriinlerine gore, 122-160 bg¢ arasinda degisen bant profilleri ile 10 ana grupta

toplanmistir.

Bu primer ile yapilan molekiiler taramalar sonucunda Dag Elmasi, Kara Mustafa,
Kumpanya ve Safran elma genotiplerinin tekli bant, Starking Delicious, Altin Cekirdek,
Amasya, Arap Kizi, Baskisla (Manyan), Can Atan, Dalda Bir, Gocer Elmasi, Gonen
Elmasi, Hanim Teni, Kaba Elma, Golden Delicious, Granny Smith, Kokulu Misket,
Koras Elmasi, Pomajin, Seker elmasi, Cekirdek, Ekin elmasi, Boyaci Elmasi, Yaz

Elmas1 ve Tavsan Basi genotiplerinin ise ¢ift bant profili verdigi saptanmistir (Sekil
4.7).
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Sekil 4.6. CH02f06 primeri ile yapilan molekiiler taramalara ait jel goriintiisii

Calismada kullanilan yerel ve referans elma ¢esitleri, Ch02f06 primeri ile
gerceklestirilen PZR {irlinlerine gore, 134-164 bg arasinda degisen bant profilleri ile 10
ana grupta toplanmustir.

Bu primere gore, Altin Cekirdek, Amasya, Gocer elmasi, Gonen elmasi, Kara Mustafa,
Kokulu Misket, Kumpanya, Pomajin, Cekirdek genotipleri tekli bant verirken, Starking
Delicious, Arap Kizi, Bagkisla (Manyan), Can Atan, Dag elmasi, Dalda Bir, Hanim
Teni, Kaba elma, Golden Delicious, Granny Smith, Koras elmasi, Safran, Seker elmasi,

Ekin elmasi, Boyaci elmasi, Yaz elmasi, Tavsan Basi genotipleri ise ¢ift bant vermistir

(Sekil 4.6).
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Sekil 4.8. CH03g07 primeri ile yapilan molekiiler taramalara ait jel goriintiisii

Calismada kullanilan elma genotipleri, CH03g07 primeri ile elde edilen PZR iiriinlerine

gore, 122-200 bg arasinda degisen bant profilleri ile 9 ana grupta toplanmastir.

CHO03g07 primerine gore Starking Delicious, Amasya, Bagkisla (Manyan), Can Atan,
Dag Elmasi, Dalda Bir, Gocer Elmasi, Kaba Elma, Granny Smith, Kokulu Misket,
Safran, Seker Elmasi ve Yaz Elmas1 genotipleri tekli bant verirken diger cesitler (Altin
Cekirdek, Arap Kizi, Gonen Elmasi, Hanim Teni, Kara Mustafa, Golden Delicious,
Koras Elmasi, Kumpanya, Pomajin, Cekirdek, Ekin Elmasi, Boyaci Elmasi ve Tavsan
Bas1) cift bant profili gostermistir (Sekil 4.8). Bu primer bakimindan Can Atan, Dag

elmasi ve Gocer elmasi ayn1 bant biiyiikliiklerine sahiptir.
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Sekil 4.9. CHO04e03 primeri ile yapilan molekiiler taramalara ait jel goriintiisii

Calismada kullanilan yerel ve referans elma ¢esitleri, CH04e03 primeri ile elde edilen
PZR iirlinlerine gore, 172-222 bg arasinda degisen bant profilleri ile 13 ana grupta

toplanmustir.

CHOA4e03 primerine gore tiim elma gesitlerimiz (Starking Delicious, Altin Cekirdek,
Amasya, Arap Kizi, Baskisla (Manyan), Can Atan, Dag Elmasi, Dalda Bir, Gocer
Elmasi, Gonen Elmasi, Hanim Teni, Kaba Elma, Kara Mustafa, Golden Delicious,
Granny Smith, Kokulu Misket, Koras Elmasi, Kumpanya, Pomajin, Safran, Seker
Elmasi, Cekirdek, Ekin Elmasi, Boyaci Elmasi, Yaz Elmas1 ve Tavsan Basi ¢ift bant
profili gostermektedir. Ayrica Baskigla (Manyan) elma genotipi ile Can atan elmasi ve
Safran elmasi ile Boyaci elmasinin ayn1 bant biiyiikliiklerine sahip oldugu belirlenmistir

(Sekil 4.9).
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Sekil 4.10. GD 12 primeri ile yapilan molekiiler taramalara ait jel goriintiisii

Calismada kullanilan yerel ve referans elma gesitleri, GD 12 primeri ile elde edilen PZR
iriinlerine gore, 148-192 bg¢ arasinda degisen bant profilleri ile 13 ana grupta

toplanmustir.

Bu primer bakimindan Altin Cekirdek, Bagkisla (Manyan), Can atan, Hanim Teni, Kaba
elma, Yaz elmasi ve Tavsan Basi elma genotipleri bant profilleri (bg) bakimindan
aynidir. Ayrica GD 12 primerine gore Starking Delicious, Amasya, Dalda Bir, Gocer
elmasi, Gonen elmasi, Kara Mustafa, Golden Delicious, Granny Smith, Kokulu Misket,
Korag elmasi, Kumpanya, Pomajin, Seker elmasi, Cekirdek cift bant profiline sahipken,
Altin Cekirdek, Arap Kizi, Bagkisla (Manyan), Can Atan, Dag elmasi, Hanim Teni,
Kaba elma, Safran, Ekin elmasi, Boyaci elmasi, Yaz elmasi, Tavsan Basi genotipleri ise

tek bant profiline sahiptir (Sekil 4.10).
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Sekil 4.11. GD 100 primeri ile yapilan molekiiler taramalara ait jel goriintiisii

Calismada kullanilan yerel ve referans elma cesitleri, GD 100 primeri ile elde edilen
PZR fiiriinlerine gore, 210-230 b¢ arasinda degisen bant profilleri ile 8 ana grupta

toplanmustir.

Incelenen primer bakimindan Amasya, Baskisla (Manyan), Can Atan, Dag Elmas,
Dalda Bir, Gocer Elmasi, Kara Mustafa, Golden Delicious, Granny Smith, Kokulu
Misket, Kumpanya, Pomajin, Safran, Seker Elmasi, Cekirdek, Ekin Elmasi, Yaz Elmasi
ve Tavsan Bagi genotiplerinin tekli bant, Starking Delicious, Altin Cekirdek, Arap Kizi,
Gonen Elmasi, Hanim Teni, Kaba elma, Koras Elmas1 ve Boyaci Elmas1 genotiplerinin
ise ¢ift bant profili gosterdikleri saptanmistir. Ayrica GD 100 primeri bant biiytikliikleri
bakimindan Amasya, Baskigla (Manyan), Safran, Ekin Elmasi ve Yaz Elmasi
genotiplerinin benzer oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.12).
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Sekil 4.12. GD 103 primeri ile yapilan molekiiler taramalara ait jel goriintiisii

Calismada kullanilan elma genotipleri, GD 103 primeri ile elde edilen PZR iiriinlerine

gore, 84-144 bg arasinda degisen bant profilleri ile 9 ana grupta toplanmustir.

GD 103 primerine gore Can Atan, Gocer Elmasi, Kara Mustafa, Seker elmasi, Cekirdek,
Ekin elmasi, Boyact Elmasi ve Yaz Elmasi genotipleri tekli bant verirken diger
cesitlerde; Starking Delicious, Altin Cekirdek, Amasya, Arap Kizi, Bagkisla (Manyan),
Dag Elmasi, Dalda Bir, Gonen Elmasi, Hanim Teni, Kaba Elma, Golden Delicious,
Granny Smith, Kokulu Misket, Koras Elmasi, Kumpanya, Pomajin, Safran ve Tavsan

Bas1 genotiplerinde ¢ift bant profili gézlenmistir (Sekil 4.12).

43



2?3 45 6 7 89 10111213 14 15 16

1 2 3 45 67 8 9 10 11 1213 14 1516

Sekil 4.13. GD 142 primeri ile yapilan molekiiler taramalara ait jel goriintiisii

Calismada kullanilan elma genotipleri, GD 142 primeri ile elde edilen PZR iiriinlerine

gore, 118-156 bg arasinda degisen bant profilleri ile 14 ana grupta toplanmustir.

GD 142 primerine gore Gocer Elmasi, Kara Mustafa, Golden Delicious, Safran, Seker
elmasi, Cekirdek, Ekin elmasi ve Tavsan Basi genotipleri tekli bant verirken diger
cesitlerde (Starking Delicious, Altin Cekirdek, Amasya, Arap Kizi, Bagkigla (Manyan),
Can Atan, Dag Elmasi, Dalda Bir, Gonen Elmasi, Hanim Teni, Kaba Elma, Granny
Smith, Kokulu Misket, Koras Elmasi, Kumpanya, Pomajin, Boyact Elmasi ve Yaz

Elmasi) ¢ift bant profili gozlenmistir (Sekil 4.13).
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Sekil 4.14. GD 147 primeri ile yapilan molekiiler taramalara ait jel goriintiisii

Calismada kullanilan yerel ve referans elma cesitleri, GD 147 primeri ile elde edilen
PZR iriinlerine gore, 114-152 bg arasinda degisen bant profilleri ile 14 ana grupta

toplanmustir.

Incelenen primer bakimindan Altin Cekirdek, Dalda Bir, Gocer Elmasi, Gonen Elmasi,
Hanim Teni, Golden Delicious, Kokulu Misket, Koras Elmasi, Kumpanya, Safran, Ekin
elmasi, Boyacit Elmasi ve Tavsan Basi genotipleri haricindeki yerel ve tescilli elma
cesitlerinin (Starking Delicious, Amasya, Arap Kizi, Baskisla (Manyan), Can atan, Dag
Elmasi, Kaba elma, Kara mustafa, Granny Smith, Pomajin, Seker elmasi, Cekirdek ve

Yaz elmasi) ¢ift bant profili gosterdigi gozlenmistir (Sekil 4.14).
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Sekil 4.15. GD 162 primeri ile yapilan molekiiler taramalara ait jel goriintiisii

Calismada kullanilan yerel ve referans elma gesitleri, GD 162 primeri ile elde edilen
PZR iirlinlerine gore, 203-252 bg arasinda degisen bant profilleri ile 14 ana grupta

toplanmistir.

Incelenen primer bulgularina ait sonuglara gére Altin Cekirdek ile Amasya, Baskisla
(Manyan) ile Can atan, Kaba elma ile Kara Mustafa, Koras elmasi ile Kumpanya
genotiplerinin benzer bant biiylikliigline sahip oldugu goézlenmistir. Altin Cekirdek,
Gonen elmasi, Safran, Ekin elmasi ve Boyaci elmasi genotiplerinin ise ayni bant

biiyiikliigiine sahip oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.15).
Jel goriintiileme sisteminde goriintiilenen jeller Biorad ChemiDoc MP programinda

skorlanmigtir. Her bir primerden elde edilen bant biiytiklikleri Cizelge 4.1°de

verilmisgtir.
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Cizelge 4.1. Kullanilan elma genotiplerinin 12 lokustaki allel biiytikliikleri (bg)

Elma Genotipi Ad1 | CH02b03b | CH02d11 CHO02f06 CHO039g07
Starking Delicious* | 110:100 148:138 152:140 140
Altin Cekirdek 96:80 148:122 152 192:134
Amasya 100 138:122 156 134
Arap Kiz1 92 148:122 160:148 138:130
Bagkisla (Manyan) | 92 134:122 164:152 130
Can Atan 92 134:122 164:152 126
Dag Elmas1 96 134 148:138 126
Dalda Bir 92 148:134 144:134 126
Gocer Elmast 92 148:134 144 126
Gonen Elmasi 86:72 144:134 144 138:126
Hanim Teni 72 134:122 148:140 160:134
Kaba Elma 88:70 134:122 152:138 134
Kara Mustafa 92 130 156 126:122
Golden Delicious* | 88:72 144:138 156:140 126:122
Granny Smith* 90:72 148:138 156:144 130
Kokulu Misket 100 148:144 156 134
Koras Elmasi 100:80 160:152 148:138 200:134
Kumpanya 80 152 152 200:140
Pomajin 100 152:138 152 140:130
Safran 100:80 138 156:148 140
Seker Elmasi 96 140:130 164:150 134
Cekirdek 100 144:134 148 138:130
Ekin Elmas1 96 148:130 156:148 200:126
Boyaci Elmast 96 148:138 160:152 134:130
Yaz Elmasi 88:70 138:126 156:140 134
Tavsan Bast 90:72 148:138 144:138 126:122

*: Referans cesit
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Cizelge 4.1’in devanm

Elma Genotipi Ad1 | CH04e03 GD 12 GD 100 GD 103
Starking Delicious* | 214:200 164:152 226:218 114:86
Altin Cekirdek 210:196 152 230:212 114:84
Amasya 200:184 192:152 218 140:86
Arap Kiz1 218:198 156 226:222 122:86
Bagkisla (Manyan) | 198:188 152 222 118:86
Can Atan 198:188 152 218 118
Dag Elmast 222:214 172 218 114:86
Dalda Bir 200:184 184:152 218 114:86
Gocer Elmasi 218:202 180:156 214 84
Gonen Elmast 222:196 176:152 226:222 110:86
Hanim Teni 206:196 152 226:222 140:90
Kaba Elma 220:200 152 230:222 110:86
Kara Mustafa 222:206 180:156 214 84
Golden Delicious* | 214:196 192:148 214 114:84
Granny Smith* 214:198 160:152 210 114:86
Kokulu Misket 218:206 192:162 218 144:84
Korag Elmasi 210:184 170:160 230:222 114:86
Kumpanya 218:206 170:160 230 114:84
Pomajin 200:188 170:160 230 114:84
Safran 210:198 158 218 114:86
Seker Elmasi 214:202 172:160 220 84
Cekirdek 198:172 160:152 218 86
Ekin Elmasi 214:206 188 218 84
Boyaci Elmasi 210:198 156 230:222 84
Yaz Elmast 214:198 152 218 90
Tavsan Basi 210:196 152 218 114:84

*: Referans cesit
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Cizelge 4.1’in devam

Elma Genotipi Ad1 GD 142 GD 147 GD 162
Starking Delicious* 148:140 146:138 252:234
Altin Cekirdek 148:132 138 230:214
Amasya 140:132 148:140 230:214
Arap Kiz1 146:138 146:134 252:234
Bagkisla (Manyan) 150:138 140:126 234:210
Can Atan 150:134 140:126 234:206
Dag Elmast 148:134 148:130 226:206
Dalda Bir 140:134 134 234:206
Gocer Elmasi 138 136 228:218
Gonen Elmasi 140:130 138 230:220
Hanim Teni 130:122 122 228:206
Kaba Elma 140:132 134:122 234:206
Kara Mustafa 134 134:122 228:214
Golden Delicious* 134 122 226:203
Granny Smith* 122:118 118:114 238:222
Kokulu Misket 142:132 144 238:210
Korag Elmasi 144:134 140 238:214
Kumpanya 144:134 140 234:214
Pomajin 156:140 144:138 230:214
Safran 140 138 230:214
Seker Elmasi 144 152:138 234:214
Cekirdek 144 148:140 252:210
Ekin Elmast 140 138 210

Boyaci Elmasi 134:126 138 230

Yaz Elmasi 144:134 144:136 250:206
Tavsan Basi 134 124 230:206

*: Referans ¢esit
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Calismada incelenen 23 adet yerel ve 3 adet referans elma gesidinin 11 SSR lokusu ile
analizi sonucu toplam 59 polimorfik allel belirlenmistir. SSR primerleri ile yapilan PZR
reaksiyonu sonucunda elde edilen amplifikasyon firtinlerinin metaphore agaroz jelde
gozlenen allel sayilarinin primere gore farklilik gostermekle birlikte 8-14 arasinda
degistigi gozlenmistir (Cizelge 4.2). Ortalama allel sayis1 11,2 olarak belirlenmistir.
Primerlerin amplifikasyon iiriinleri incelendiginde, 14 allel ile ortalama allel sayisindan
daha fazla allele sahip 3 primerden GD 142 primerinden elde edilen bant
biyiikliiklerinin  118-156 baz ¢ifti, GD 147 primerinden elde edilen bant
biiytikliklerinin 114-152 b¢ ve GD 162 primerinden elde edilen bant biiyiikliiklerinin
203-252 baz cifti arasinda oldugu saptanmistir. Bununla birlikte 13 allel olusturan
CHO04e03 ve GD 12 primerlerinin bant biiyiikliiklerinin sirayla 172-222 baz ¢ifti ve 148-
192 baz cifti arasinda oldugu belirlenmistir. Ayrica 10 allel ile ortalamanin altinda allel
veren CHO02b03b, CH02d11 ve CHO02f06 primerlerinin bant biiyiikliiklerinin ise
sirasiyla 70-110 bg, 122-160 bg ve 134-164 baz gifti arasinda degistigi gozlenmistir.
Bunlar1 9 allel sayis1 ile CH03g07 (122-200 bg) ve GD 103 (84-144 bg) primerleri takip
etmistir. GD 100 primerinde ise 210-230 bg arasinda bant biiyiikliikleri gosteren 8 allel

tespit edilmistir (Cizelge 4.2).

Genel olarak allelerin lokuslardaki dagilimlarina bakildiginda, her bir primerin en
yiiksek allel frekanslari; GD 12°de 13 adetle 152 baz ¢iftinde, GD 100°de 11 adetle 218
baz ¢iftinde, GD 103’de 11 adetle 84 baz ¢iftinde, GD 142’de 9 adetle 134 baz ¢iftinde,
GD 147°de 8 adetle 138 baz ciftinde, GD 162’de 8’er adetle 214, 230, ve 234 baz
ciftlerinde, CHO02b03b’de 7 adetle 100 baz ciftinde, CH02d11’de 10 adetle 148 baz
ciftinde, CH02f06’da 8’er adetle 152 ve 156 baz giftlerinde, CH03g07’de 9 adetle 134
baz ¢iftinde ve CH04e03’de 8 adetle 198 baz ¢iftinde belirlenmistir (Cizelge 4.1).

Elde edilen sonuglara gére, CHO2b03b primerinde 10 adet allel, 75- 110 baz cifti
arasinda degisen gozlenen iirlin biiyiikligii ve 100 bg’lik en yiiksek allel frekansi
gozlenmistir. Benzer sekilde farkli bir arastirmada da bu lokusta 11 adet allel, 75-109
baz ¢ifti arasinda iiriin biiyiikliigii ve en yiiksek allel frekansinin 95 baz ¢ifti oldugu
belirlenmistir (Akpinar, 2009).
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CHO02d11 lokusunda 10 allel, gbzlenen iiriin biyiikligii 122-160 baz ¢ifti arasinda ve en
yiiksek allel frekans1 148 baz ¢ifti tespit edilirken, Akpinar (2009) tarafindan da benzer
degerler (13 allel, 116-148 baz ¢ifti arasinda degisen iiriin biiyiikliigii) elde edilmistir.

CHO02f06 lokusunda incelenen genotipler igin elde edilen {iriin biiyiikliigiiniin 134-164
baz ¢ifti arasinda degisen 10 adet allel ve en yiiksek allel frekanslarinin ise 152 ve 156
baz ¢iftleri oldugu belirlenmistir. Bir diger arastirmada da ayn1 SSR lokusu i¢in 9 allel,
130- 156 baz cifti arasinda gozlenen iiriin biliyiikliigli ve en yiiksek allel frekansi 156
baz ¢ifti oldugu ifade edilmistir (Akpinar, 2009).

Ypilan ¢alismada CH03g07 lokusunda 9 allel, 122-200 baz gifti arasinda gozlenen firiin
biiytikliigii ve en yiiksek allel frekans1 134 baz ciftinde tespit edilirken, ayni sekilde
Akpmar (2009) da bu lokusta 9 adet allel, 116-180 baz ¢ifti arasinda tespit edilen {iriin
biyiikliigii ve farkli olarak, en yiiksek allel frekansinin 118 baz ciftinde gozlendigini
bildirmistir.

CHO04e03 lokusunda 13 allel, gozlenen tiriin biiyiikliigli 172-22 baz ¢ifti arasinda ve en
yiiksek allel frekansi 198 baz giftinde tespit edilmistir.

Elde ettigimiz sonuglara gére, GD 12 primerinden ortalama allel sayisinin iistiinde 13
adet allel, 148-192 baz cifti arasinda gozlenen iirlin biiyiikligii, en yiiksek allel frekansi
152 baz giftinde tespit edilirken, benzer sekilde farkli arastirmacilarda bu lokusta
saptanan iriin biyiikligiiniin 141-191 baz ¢ifti (Hokanson, 1998) ve 138-198 bag cifti
(Volk ve ark., 2008) oldugunu bildirmislerdir.

GD 100 primerinde ortalama allel sayisinin {istiinde 13 adet allel, gézlenen {iriin
blytikligl 148-192 baz cifti arasinda, en yiiksek allel frekans1 152 baz ¢ifti olarak tespit
edilirken, benzer sekilde ayni primer i¢in Volk ve ark. (2008) 11 allel, Hokanson (1998)
da bu lokusta saptanan firiin biiylikliiglinlin 141-191 baz ¢ifti arasinda oldugunu

belirtmiglerdir.

Yapilan ¢aligma sonucunda, GD 103 primerinden ortalama allel sayisinin altinda 9 adet

allel, 84-144 baz cifti arasinda gozlenen iiriin biiyiikliigl, en yiiksek allel frekans1 84
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baz cifti olarak tespit edilirken, benzer sekilde Hokanson (1998) da yaptigi ¢alismada
bu lokusta saptanan iirlin biyiikliglniin 90-133 baz ¢ifti arasinda oldugunu ifade

etmistir.

Kullanilan primerler igerisinde en fazla allel (14) sayisina sahip 3 primerden biri olan
GD 142 primeri incelendiginde, elde edilen iiriin biiylikligi 118-156 bg ve en yliksek
allel frekans1 9 adetle 134 baz ¢iftinde saptanmistir. Bizim sonuglarimizla paralel olarak
Hokanson (1998) tarafindan yapilan ¢alismada da iiriin bliyiikligli 123-158 bg arasinda,
Volk ve ark. (2008) ¢alismasinda ise {irlin biiytikligii 128-172 bg arasinda bulunmustur.

GD 147 primerinden ortalama allel sayisinin iistiinde 14 adet allel, gozlenen iiriin
biiyiikliigii 114-152 baz cifti arasinda ve en yiiksek allel frekans1 ise 152 baz ¢ifti olarak
tespit edilirken, ayni primer icin farkli ¢aligmalarda saptanan {irtin biiytikligi 124-156
b¢ (Hokanson, 1998) ve 117-173 bg (Volk ve ark., 2008) araliginda degismistir.

Ortalama allel biiyiikliigiiniin tistiinde (14) allel sayisina sahip olan GD 162 primerinden
elde edilen {irtin biiyiikliigii 203-252 baz cifti arasinda ve en yiiksek allel frekansi ise
8'er adetle 214, 230, 234 baz cifti olarak tespit edilirken, aym1 primerin kullanildig:
benzer ¢aligmalarda da sonuglarimizla uyumlu bir sekilde {iriin biiyiikliglintin 215-254
b¢ (Hokanson, 1998) ve 212-268 bg (Volk ve ark., 2008) arasinda oldugu belirlenmistir.
Yaptigimiz c¢alisma ile diger caligmalar arasinda goriilen farkliliklarin, kullanilan
bitkisel materyalin farkli ve siirli (dar) bir bdlgeden toplanmis olmasindan dolay1
genotip farkliligindan kaynaklanabilecegi gibi analiz edilen ¢esit sayisindan da

kaynaklanabilir.

52



Cizelge 4.2. Kullanilan mikrosatellit markorlerinin allel sayisi ve allel biiyiikliikleri

Mikrosatelit Allel Gézlenen Uriin | Beklenen Uriin
Lokusu Sayist | Biiyiikliigii (b¢) | Biiyiikliigii (bg) PIC Degerl
GD 12 13 148-192 141-191 0,81
GD 100 8 210-230 223-242 0,80
GD 103 9 84-144 90-133 0,79
GD 142 14 118-156 123-158 0,88
GD 147 14 114-152 124-156 0,89
GD 162 14 203-252 215-254 0,88
CHO02b03b 10 70-110 75-109 0,87
CHO02d11 10 122-160 116-148 0,85
CHO02f06 10 134-164 130-156 0,86
CHO3g07 9 122-200 116-180 0,85
CHO04e03 13 172-222 185-209 0,90
Ortalama 11,2 0,85

Polimorfizm bilgi igerigi (PIC) degerleri dikkate alindiginda en diisiik polimorfizm
degerleri sirasiyla 0,79 ile GD 103 primerinde, 0,80 ile GD 100 primerinde ve 0,81 ile
GD 12 primerinde belirlenmistir. En yiiksek polimorfizm degeri ise 0,90 ile CH04e03
primerinde saptanirken, bunu takiben en yiiksek degerler GD 147, GD142, GD 162,
CHO02b03b ve CH02f06 primerleri i¢in sirasiyla 0,89, 0,88, 0,88, 0,87 ve 0,86 olarak
belirlenmistir. Sonu¢ olarak, hesaplanan PIC degerlerine gore en diisiik polimorfizm
gosteren primerin GD 103 ve GD 100 oldugu, polimorfizm &zelligi en yiiksek primerin
ise CHO04e03 ve GD 147 oldugu tespit edilmistir. Benzer sekilde ¢alismada kullanilan
SSR primerlerinden elde edilen allel sayilar1 dikkate alindiginda da, 8 allel sayis1 ile GD
100 ve 9 allel sayisi ile GD 103’{in ayrim giicii en diisiik lokuslar oldugu; GD 142, GD
147 ve GD 162’nin ise 14 allel sayisi ile en etkin ayrim giicline sahip lokuslar oldugu

belirlenmistir (Cizelge 4.2).
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Caligmada incelenen elma genotiplerinde yapilan SSR taramalarina dayali dendogram

Sekil 4.16°da verilmistir.

STARKING DELICIOUS

‘ AMASYA

SAFRAN

KORAS ELMASI

KUMPANYA

B POMAIJIN

ARAP KIZI

CEKIRDEK

GRANNY SMITH

BOYACI ELMASI

ALTIN CEKIRDEK

TAVSANBASI

1 GOLDEN DELICIOUS

DAG ELMASI

EKIN ELMASI

B YAZ ELMASI

BASKISLA

CAN ATAN

DALDA BIR

GONEN ELMASI

KABA ELMASI

HANIM TENI

GOCER ELMASI

n KARA MUSTAFA

SEKER ELMASI

KOKULU MIiSKET

Sekil 4.16. Yerel ve tescilli elma gesitleri arasindaki genetik iliskiyi gosteren dendogram
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SSR primerleri kullanilarak yapilan molekiiler tarama sonuglarindan elde edilen
dendograma gore yerel c¢esitler temel olarak iki ana gruba ayrilmistir (Sekil 4.16).
Kokulu Misket yerel ¢esidi tek basina bir ana dal olustururken, diger elma genotipleri 2.
ana dali olusturmustur. Olusan 2. ana dalda kendi i¢inde iki gruba ayrilmistir. Birinci
grupta Gocer elmasi, Kara Mustafa ve Seker Elmasi bulunurken, ikinci grup kendi

icinde tekrar dallanma gostermistir (Sekil 4.16).

Ikinci grubun ilk dallanmasinda Gonen Elmasi, Kaba Elma ve Hanim Teni bulunurken
ikinci dallanmada referans gesitlerinde iglerinde bulundugu 19 elma genotipi vardir. Bu
grubun ilk dallanmasinda Baskisla, Can Atan ve Dalda Bir yerel elma gesitleri; ikinci
dallanmasinda ise iglerinde referans cesit olan Golden Delicious’unda bulundugu 6
elma genotipi ve diger 2 referans ¢esidin i¢inde bulundugu iki alt grup vardir. Birinci alt
grupta; Dag Elmasi, Ekin Elmasi ve Yaz Elmasi1 bir grubu olustururken; Altin Cekirdek,
Tavsanbast ve Golden Delicious ikinci grubu olusturmustur. ikinci alt grup kendi icinde
iki alt alt gruba ayrilmigtir. Birinci grupta Arap Kizi, Cekirdek, Granny Smith ve Boyaci
Elmasi bulunurken, ikinci alt alt grupta Starking Delicious, Amasya, Safran, Koras

Elmasi, Kumpanya ve Pomajin genotiplerinin bulundugu tespit edilmistir.

Sekil 4.16’da verilen dendograma ve Cizelge 4.3’de verilen benzerlik indeksine gore
gore incelenen genotipler arasinda Bagkigla ve Can Atan elma genotiplerinin (0,550
benzerlik degeri ile) incelenen primerler bakimindan birbirleri ile en benzer genotipler
oldugu belirlenmistir. Kumpanya ile Pomajin (0,500 benzerlik indeksi ile), Koras
Elmasi ile Pomajin (0,478 benzerlik indeksi ile) ve Koras ile Kumpanya (0,478
benzerlik indeksi ile) yerel c¢esitlerinin de birbirleri ile yakin akraba oldugu
saptanmistir. Bununla birlikte Koras ile Amasya (aralarindaki benzerlik indeksi 0,458)
ve Ekin Elmasi ile Dag Elmasinin (aralarindaki benzerlik indeksi 0,450) da genetik
acidan benzerlik gosterdigi tespit edilmistir. Aymi1 sekilde Gocer Elmasi ile Kara
Mustafa, Safran ile Amasya yerel g¢esitlerinin de birbirleri ile benzer oldugu

gorilmiistiir.

Genetik olarak birbirine en yakin akraba gesitlerin Baskisla ve Can Atan yerel elma
cesitleri oldugu, en uzak akraba cesitlerin ise 0,038 benzerlik ve 0,962 farklilik indeksi
ile Starking Delicious ile Kara Mustafa genotipleri oldugu saptanmistir.
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Cizelge 4.3. EIma genotiplerine ait benzerlik indeksi

Starking | Altin Amas | Arap | Bas |Can | Dag Dalda | Gocer | Gonen | Hanim | Kaba | Kara Golden | Granny | Kokulu | Koras | Kum | Poma | Safran | Seker | Cekir | Ekin | Boyaci | Yaz Tavsan
Delicious | Gekirdek | ya Kizi_ | kigla | Atan | EImasi | Bir Elmasi | Elmasi | Teni Elma | Mustafa | Delicious | Smith | Misket | Elmasi | panya | jin Elmasi | dek | EImasi | EImasi | Elmasi | bag!
Starking Delicious 1]0.185 0.409 | 0.348 | 0.185 | 0.208 | 0.304 0.333 | 0.160 |0.240 |0.160 |0.292 | 0.038 0.231 0222 0115 ]0.360 |0.304 [0.304 [0.381 |0.192 |0.364 | 0.261 |0.115 |0.200 |0.185
Altin Gekirdek 1]0.375 [ 0.138 | 0.214 | 0.192 | 0.280 0.154 [0.192 [0.179 [0.192 |0.222 | 0.160 0.360 0250 [0.240 [0.333 |0.280 [0.231 [0.292 [0.269 |0.185 | 0.240 [0.348 |0.143 | 0417
Amasya 1]0.280 | 0.222 | 0.250 | 0.348 0.318 [ 0.250 [0.231 |0.200 |0.391|0.167 0.320 0259 |0.304 [0458 |0.292 |[0.348 | 0429 |0.185 |0.348 [0.304 |0.250 |0.292 |0.269
Arap Kizi 110.375 | 0.304 | 0.292 0.261 |[0.304 [0.231 |0.304 [0.231]0.273 0.222 0.360 | 0.154 |0.207 |0.148 [0.148 [ 0.250 |0.185 |0.409 [0.200 |0.364 |0.192 |0.179
Baskisla 110.550 | 0.280 0.250 |0.148 |0.320 |0.240 | 0.320 | 0.261 0.172 0346 [0.069 [0.241 |0.143 [0.185 [0.192 [0.320 [0.333 | 0.240 [0.348 |0.231 |0.214
Canatan 110.261 0.421 [0.167 |0.154 |0.273 | 0.250 | 0.238 0.192 0.185 |0.167 [0.138 |0.261 |0.115 | 0.167 |0.200 |0.261 | 0.273 [0.217 |0.318 |0.292
Dag Elmasi 1]0.333 | 0.261 |0.348 |0.261 |0.292 | 0.286 0.280 0269 |0.160 [0.360 |0.304 |[0.250 [0.381 |0.292 |0.364 | 0.450 [0.381 |0.304 |0.333
Dalda Bir 110227 |0.208 |0.174 |0.261]0.190 0.200 0192 [0227 |0.333 |0.400 [0.167 [0.174 [0.160 |0.273 | 0.227 [0.174 |0.273 |0.364
Gocer Elmasi 110154 | 0.167 |0.071 | 0.444 0.292 0231 (0273 [0179 [0.208 [0.261 [0.217 [0.304 |0.261 | 0.333 [0.273 |0.261 |0.240
Gonen Elmasi 110.364 |0.391 | 0.167 0.320 0259 |0.071 [0.296 |0.192 |0.240 | 0.154 |0.280 |0.292 | 0.154 |0.304 |0.240 |0.320
Hanim Teni 110.250 | 0.300 0.292 0.333 0120 [0.222 |0.208 [0.160 | 0.077 |0.200 |0.261 [ 0.167 |0.273 |0.208 |0.348
Kaba Elma 110.167 0.179 0172 [0111 |0.296 |0.292 [0.192 [ 0.154 [0.231 [0.192 | 0.154 [0.200 |0.292 |0.222
Kara Mustafa 110.261 0200 |0.182 |0.107 |0.174 |[0.174 | 0.083 |0.167 |0.080 [ 0.300 |0.300 |0.227 |0.208
Golden Delicious 110296 |0240 [0.241 |0.231 [0.280 [0.240 |0.222 |0.185 [ 0.292 [0.240 |0.333 | 0417
Granny Smith 110185 0423 |0.179 [0.320 | 0.333 |0.214 |0.375 | 0.231 [0.391 |0.269 | 0.346
Kokulu Misket similarity 110222 [0.208 [0.160 | 0.217 |0.111 [0.261 [ 0.273 |0.217 [0.208 |0.292
Korag Elmasi 110478 {0478 | 0435 |0.250 |0417 |0.222 [0.320 |0.214 |0.286
Kumpanya 110500 | 0.261 | 0.348 [0.250 | 0.261 |0.208 | 0.304 |0.333
Pomajin 110318 |0.348 [0.304 | 0.381 |0.318 |0.250 |0.231
Safran 110111 [0.381 | 0.333 [0.273 |0.261 |0.240
Seker Elmasi 110348 [0.250 [0.304 |0.240 |0.179
Cekirdek 110261 [0.381 |0.304 |0.280
Ekin Elmasi 110400 |0.318 |[0.292
Boyaci Elmasi 1]10.261 [0.348
Yaz Elmasi 110.333
Tavsanbasi 1
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Calismadaki en yiiksek benzerlik oran1 % 55 degeri ile Bagkigla ile Can Atan yerel
cesitleri arasinda gozlenirken, bu genotipleri % 50°lik benzerlik degeriyle Kumpanya ile
Pomajin elmalar izlemektedir. Ugiincii en yiiksek benzerlik oran1 ise % 47,8 ile Koras
Elmasi1 ile Kumpanya ve Koras Elmasi ile Pomajin yerel ¢esitlerinde gozlenmistir
(Cizelge 4.3).

Genetik benzerlik indeksine gore c¢alismada kullanilan ii¢ adet referans c¢esidden,
Golden Delicious ¢esidine en yakin benzerlik gosteren yerel ¢esidin Tavsanbasi (%
41,7), Granny Smith ¢esidine en yakin benzerlik gosteren yerel ¢esidin Koras (% 42,3)
ve Boyaci Elmasi1 (% 39,1), Starking Delicious ¢esidine ise en yakin benzerlik gésteren
yerel ¢esitlerin Amasya (% 40) ve Safran (% 38), en farkli olan yerel ¢esitlerin ise Kara
Mustafa (% 3,8) ve Kokulu Misket (% 11,5) oldugu saptanmustir (Cizelge 4.3).

Elde edilen sonuglara gore yerel elma genotiplerinin tanimlama ve siniflandirmalarinin
yapilabilmesi i¢in SSR markdrlerinin kullanilmasinin oldukg¢a yararli ve kullanigh
oldugu saptanmistir. Benzer sekilde, Guilford ve ark. (1997)" de yaptiklar1 ¢alismada
SSR lokuslarinin polimorfizm oranlarinin yiiksek oldugunu ve elma genotipini
tanimlamada kullanilabilecegini belirtmislerdir. Daha sonra Goulao ve Oliveira (2001)
yaptiklar1 ¢alismada, Guilford ve ark. (1997) tarafindan gelistirilen SSR lokuslarini
kullanarak SSR teknigininin elmada polimorfizm oraninin yiiksek, gilivenilirliginin ise
AFLP markorlerinden daha fazla oldugunu tespit etmislerdir. Oraguzie ve ark., (2005)
tarafindan yapilan elma anacinin genetik tanimlamalarina yonelik arastirma sonucunda
ise, Aotea40 ve Aoteal06 anaglar1 disindaki biitiin genotiplerde tam olarak genetik
ayrim saglandigi bildirilmistir. Garkava-Gustavson ve ark. (2008) SSR’larn elma

cesitleri arasindaki genetik tanimlamada basariyla kullanilabilecegini ifade etmislerdir.

Urrestarazu ve ark. (2012) yerel ve eski ¢esit elma aksesyonlarindan olmak iizere
toplam 493 elma genotipinde 16 SSR markdrii kullanilarak genetik tanimlama

yapmislar ve genetik farkliliklar1 tespit etmislerdir.

Akpar (2009), mikrosatelit markorlerini kullarak 35 yerli ve 2 referans elma g¢esidinin
genetik cesitliligini aragtirdigl calismasinda, mikrosatelit markdrlerinin bitki genetigi

(genetik haritalama, gen klonlama v.b.), 1slah1 (kombinasyon 1slahinda kullanilacak olan
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ebeveynlerin genetik benzerliklerinin belirlenmesi, mevcut ¢esitlerde ana-baba-hibrid
olast iliskilerinin ortaya cikarilmasi v.b.) ve yetistiriciligi (bitkilerin tanis1i ve DNA

diizeyinde kontrol v.b.) alanlarinda katkilar saglayacagini belirtmistir.

Galli ve ark. (2005) yaptiklar1 ¢aligmada, incelenen elma genotiplerinde ortalama 9,2
allel olmak iizere toplam 55 polimorfik allel tespit etmislerdri. Laurens ve ark. (2004)
142 yerel elma c¢esidinde dokuz SSR lokusu kullanilarak tanimlama yapmaislar,
incelenen elma gesitlerinde kullanilan SSR primerleri i¢in 139 polimorfik allel tespit
edildigini bildirmislerdir. Guarino ve ark. (2006) 48 eski elma ¢esidi ile 6 referans
cesidin dokuz SSR lokusu kullanilarak tanimlandigi arastirmada, 95 polimorfik allel
saptandigint belirtmiglerdir. Bir diger arastirmada 10 SSR primeri kullanilarak 33 adet
Cek elma cesidi ve 97 referans gesitte, 89 polimorfik allel gézlenmistir (Patzak ve ark.,
2012). Arastirmacilar, mikrosatellit belirteclerinin elmada g¢esit saptamasinda, genetik
tanimlamada ve gen kaynaklarinin degerlendirilmesinde yararli oldugunu tespit

etmislerdir.

Yine bir¢ok arastirmaci tarafindan farkli materyallerle yapilan c¢alismalarda da
genotipler arasindaki genetik akrabalik ve farkliligin belirlenmesinde ¢ok yararl araglar
oldugu konusunda benzer sonuglar bildirilmistir (Gianfranceschi ve ark., 1998;
Hokanson ve ark., 2002; Laurens ve ark., 2004; Galli ve ark., 2005; Guarino ve ark.,
2006; Jin ve ark., 2012; Potts ve ark., 2012; Reim ve ark., 2012).
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5. SONUC

Bitki 1slah1 programlarinda yerel ¢esitlerin etkili bir sekilde kullanilmasi i¢in 6ncelikle
kullanilan materyalde yeteri kadar genetik ¢esitliligin olup olmadigmin saptanmasi
(Akkaya ve Biiyiikiinal, 2004), bu genetik cesitliligin icinden gerekli genlerin
bulunmasi ve ticari gesitlere basarili bir sekilde kisa siirede ve diisiik maliyetle

aktarilmasi (Yildirim ve ark., 2004) gerekmektedir.

Yerel gesitler arasinda genetik varyasyonun belirlenmesi, herhangi bir tiiriin genetik
kaynaklariin korunmasi ve kullanimi agisindan olduk¢a 6nemlidir. Giiniimiizde yerel
elma c¢esitlerinin tam olarak genetik tanimlanmasi yapilmadigi igin, bu g¢esitler
arasindaki genetik varyasyon bilinmemekte ve bir ¢ok yerel ¢esidin yok olma tehlikesi

bulunmaktadir.

Bu ¢alisma Karaman yerel elma cesitlerinin tanimlanmasinin saglanmasi ve bu yerel
cesitler ile ileride yapilacak bazi islah ¢aligmalari i¢in temel teskil etmesi bakimindan
onemlidir. Dolayisiyla elma 1slahi programlarinin temelini olusturan bu g¢alisma, daha
sonra yapilacak olan belirli karakterlere yonelik gen taramalarina onciiliik edecek ve

yerel ¢esitlerin elma 1slahinda kullanimini artiracaktir.

Ulkemizdeki gen kaynaklarinin belirlenip, tescil edilmemis olmasi, bu gen
kaynaklarinin korunmalarini zorlastirmakta, dahasi yurtdisina gotiirtilerek bagka tilkeler
adina tescil edilmeleri ve Tiirkiye’de 1slah amagh kullanilamamalar1 yerel ¢esitlerden
ekonomik ac¢idan fayda saglanmasini engellemektedir (Kiin ve ark., 2005). Bu nedenle
bu calisma, i¢inde O6nemli genleri barindirma olasiligt bulunan ve iilkemiz gen
kaynaklarinin bitki 1slahi1 agisindan en 6nemlilerinden olan yerel g¢esitlerimizin DNA
parmak izlerinin saptanmasi anlamimna da gelmektedir. Bu c¢aligmanin devaminda
yapilacak olan belirli 6zelliklere ve genlere yonelik ¢aligmalar, elde edilen sonuglarin

elma 1slahinda kullanilma olanagini da saglayacaktir.
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Karamanda bulunan 23 adet yerel elma ¢esidi ile ii¢ adet referans elma ¢esidinin 11
SSR primeri ile genetik analizi sonucu toplam 59 polimorfik allel belirlenmistir. En
yiiksel allel sayis1 GD 142, GD 147 ve GD 162 primerlerinden 14 allel olarak elde
edilirken, bu primerleri 13 allelle GD 12 ile CH04e03, 10 allelle CH02b03b, CH02d11
ve CHO02f06 primerleri izlemistir. En az allel sayis1 gézlenen primerlerin ise 8 allelle
GD 100 ve 9 allelle GD 103 ile CH03g07 primerleri oldugu belirlenmistir.

Bu arastirmada; referans gesitler olarak kullanilan Starking Delicious, Golden Delicious
ve Granny Smith cesitlerine ait allel verileri Hokanson ve ark. (1998), Liebhard ve ark.
(2002), Galli ve ark. (2005), Guarino ve ark. (2006), Garkava-Gustavson ve ark. (2008)
ile Akpmar (2009)’in sonuglart ile karsilastirildiginda; GD 103 primeri disindaki
primerlerden elde edilen allel biiyiikliiklerinin 10 bg farka kadar artip azaldigi1 ancak her
bir lokusdaki alleller arasi1 farkin korundugu ve degismedigi goriilmiistiir. Bu durum

sonuc¢larimizin uluslararasi elma SSR verileri ile karsilastirmasina olanak sunmaktadir.

SSR primerleri kullanilarak yapilan molekiiler tarama sonuglarindan elde edilen
dendograma gore yerel cesitler temel olarak iki ana gruba ayrilmistir (Sekil 4.16).
Kokulu Misket yerel ¢esidi tek basina bir ana dal olustururken, diger elma genotipleri
ikinci ana dali olusturmustur. Olusan ikinci ana dal da kendi iginde iki gruba ayrilmistir.
Birinci grupta Gocer elmasi, Kara Mustafa ve Seker Elmasi bulunurken, ikinci grup

kendi i¢inde tekrar dallanma gostermistir.

Calismadaki en yiiksek benzerlik oran1 (% 55) Baskisla ile Can Atan yerel ¢esitleri
arasinda gozlenirken, bu genotipleri % 50°lik benzerlik degeriyle Kumpanya ile
Pomajin elmalar izlemektedir. Ugiincii en yiiksek benzerlik orani ise % 47,8 ile Koras
Elmasi ile Kumpanya ve Koras Elmasi ile Pomajin yerel gesitlerinde gozlenmistir
(Cizelge 4.3).

Genetik olarak birbirine en yakin akraba cesitlerin Bagkisla ve Can Atan yerel elma

cesitleri oldugu, en uzak akraba c¢esitlerin ise 0,038 benzerlik ve 0,962 farklilik indeksi

ile Starking Delicious ile Kara Mustafa genotipleri oldugu saptanmustir.
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Bu caligma sonuglar1 SSR markorlerinin yerel elma genotiplerinin tanimlanmas: ve
siiflandirmalarinin  yapilabilmesi igin olduk¢a yararli ve kullanighh oldugunu
gostermistir. Mikrosatellitlerin elmada gesit saptamasinda, genetik tanimlamada ve gen

kaynaklariin degerlendirilmesinde basariyla kullanilabilecegi saptanmustir.

Sonu¢ olarak; ¢alismadan elde edilen bulgularin elma gen kaynaklarinin
degerlendirilmesi, 1slah1 ve yetistiriciligi gibi tarimsal ve genetik ¢alismalara yardimci
olacagi dusiiniilmektedir. Ayrica elde edilen sonuglar, bu konuda iilkemiz

arastirmacilarinin da faydalanabilecekleri 6n bilgi niteligi tagimaktadir.
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