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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

BAZI KECIBOYNUZU(Ceratonia siliqua L.) GENOTIPLERININ SSRs (BASIT
DiZi TEKRARLARI)’A DAYALI GENETIiK KARAKTERIZASYONU

lyas KARAHAN

Atatiirk Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Bahge Bitkileri Anabilim Dali
Meyve Yetistirme ve Islaht Bilim Dali

Danisman: Prof. Dr. Sezai ERCISLI

Kegiboynuzu (Ceratonia siliqua), baklagiller (Fabaceae) familyasindan olup Akdeniz
ikliminin hiikiim siirdiigii yerlerde dogal olarak yetisen ve baklalar1 (meyveleri) yenen,
herdem yesil cali ya da aga¢ formunda olan bir bitki tiiriidiir. Bu ¢calismada Hirvatistan,
Tiirkiye ve Kuzey Kibris Tiirk Cumhuriyeti’nden temin edilen 50 adet keciboynuzu
(Ceratonia siliqgua L.) genotipinin genetik iliskileri arastirilmis ve tartisilmistir.
Calismada SSR (Simple Sequence Repeat) markirlari kullanilmigtir. SSR analizlerinde
keciboynuzu genotipleri i¢in gelistirilmis toplam 5 SSR primeri ¢alisilmistir. SSR
analizleri i¢in PCR reaksiyonlar1 gerceklestirilmis ve PCR iirlinleri poliakrilamid jel
elektroforezinde goriintiilenmistir. SSR analizleri sonucunda elde edilen toplam allel
sayis1t 16 olarak tespit edilmistir. Elde edilen 16 allelin tamaminin polimorfik sonuglar
verdigi gozlenerek polimorfizm oraninin %100 oldugu tespit edilmistir. SSR analizleri
sonucu olusturulan dendrogram incelendiginde, genotipler arasindaki genetik benzerlik
oraninin 0,46 ile 1,00 arasinda degistigi goriilmiistiir. Dendrogram iki ana gruba
ayrilmisg ve bu ana kollarin birinde Adana-Kozan’dan temin edilen bir genotip ile ve
Kuzey Kibris Tiitk Cumhuriyetinden elde edilen Kalkanli 4 genotipi yer almistir. Diger
ana kolda ise ¢aligmada kullanilan diger tiim genotipler kiimelenmistir. Bu iki ana kolun
birbirine olan yakinlig1 yaklagik olarak %46 oraninda tespit edilmistir. Calismada
kullanilan degisik orjinli genotiplerin birbirinden tam olarak ayrilmadigi tespit
edilmistir.

2014, 35 sayfa

Anahtar Kelimeler: Keg¢iboynuzu, SSR, Molekiiler karakterizasyon



ABSTRACT

Master Thesis

GENETIC CHARACTERIZATION OF SOME CAROB (Ceratonia siliqua L.)
GENOTYPES BY USING SSRs (SIMPLE SEQUENCE REPEATS) MARKERS

lyas KARAHAN

Ataturk University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Horticulture
Fruit Cultivation and Breeding Department

Supervisor: Prof. Dr. Sezai ERCISLI

Carob (Ceratonia siliqua) belongs to Fabaceae family is an evergreen shrub or tree
naturally found in Mediterranean climate areas produced for its fruits. In the study,
genetic relationships among 50 carob (Ceratonia siliqua L.) genotypes sampled from
Turkey, Croatia and Turkish Republic of Northern Cyprus were investigated. In the
study a total 5 SSR markers that developed specially for carob has been used. In SSR
studies, PCR reactions done and PCR products has been visualized on polyacrylamide
gel electrophoresis. According to SSR analyze results, a total 16 allels were determined.
All 16 alleles were found to be polymorphic and polymorphism ratio was 100% for all
markers. A dendrogram was obtained based on SSR analysis and similarity ratio was
between 0,46 and 1,00 among genotypes. On the dendrogram, the genotypes were
placed on two main clusters, and one cluster included two genotypes sampled from
Adana-Kozan and Turkish Republic of Northern Cyprus (Kalkanlt 4 genotype). The
other cluster included the other 48 genotypes sampled from Turkey, Croatia and Turkish
Republic of Northern Cyprus. The similarity ratio between two main clusters was 46%.
The results also showed that there is no geographical isolation among countries in terms
of carob genotypes used.

2014, 35 Pages

Keywords: Carob, SSR, Molecular Characterization
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1. GIRIS

Insanlik var oldugundan beri, sayilar1 yaklasik 6 000’i bulan ve ekonomik degeri olan
bitki tirlerini ¢esitli amaglarla beslenmede kullanmislardir. Bununla birlikte bu
tiirlerden ¢ok az1 temel gida zincirinde yer almis ve temel bitkisel iirliin olarak
adlandirilmigtir (bugday, msir, vb.). Diger yandan gida olarak kullanimi diisiik olsa da,
tiretim miktar1 ve cografik dagilimi sinirlt olan tiirler de gida zincirine 6nemli katkilar

saglamislardir (Chaudhury et al. 2014).

Diinya’da ozellikle gelismis llkelerde tarimsal arastirmalar geleneksel olarak temel
bitkisel trilinler tizerinde yogunlagsmis, ozellikle az bilinen veya ihmal edilen diger
triinli  bitkiler aragtirmalarda olduk¢ca ihmal edilmisler ve {iretimleri dogal
populasyonlarla sinirli kalmistir. Az bilinen iiriinli bitkiler bu tilkelerdeki yaygin ulusal

ve uluslararasi destek imkanlarindan da mahrum birakilmislardir.

Bir¢ok temel iiriinlii bitkinin aksine, {iretim ve aragtirmada ihmal edilmis bu tiirlerin
cogu olduk¢a marjinal yetistirme alanlarinda (yiiksek rakimli alanlar, kurak alanlar,
tuzlu alanlar vb.) yasam sans1 bulmakta ve iklim degisikligi olgusuna kars1 adeta bir
emniyet subabi olarak karsimiza c¢ikmaktadirlar (Chen and Murato 2011). Ustelik,
diinyada global olarak ihmal edilmis olan tiirler aslinda ulusal veya bolgesel bazda
temel iiriin olarak ta karsimiza ¢ikabilmektedir. Ulkemizde farkli bolgelerde yetistirilen
yenilebilir meyveler ornegin alig, keciboynuzu, musmula, kusburnu, karayemis,
kocayemis, igde bunlara ornek teskil etmektedir. Bu tiirler ulusal veya bolgesel bazda
gida zinciri ve cesitliligine belirli periyotlar i¢in 6nemli katkilar1 bulunmakta yada

dengeli bir diyet olusumunda ¢ok 6nemli rol oynamaktadirlar.

Bu tiirlerin c¢esitli bahge bitkileri 6zellikleri ile ilgili arastirmalarin eksikligi, ilgili
tiirlerin gelisimi ve siirdiiriilebilir korunmasindaki eksiklikte en biiyiik pay sahibidir.
Ozellikle bu tiirlerin germplazmu ile ilgili smirl bilgi ve bu bilgi kaynaklarinin da

bilimsel caligmalara dayanmamasi, farkli yerel dillerde yazilmasi ve ayrica bilgi



kaynaklarina kolayca ulasilamamasi, az bilinen tiirlerle ilgili 6nemli bir simirlayict
faktor olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Bunlara ilave olarak, bu tiirlerin genetik cesitliligi
ile ilgili de bilgi eksikligi yasanmaktadir. Bu durum ihmal edilen tiirler {izerinde
koordineli yapilmayan g¢alismalarin yani sira, bu genetik kaynaklarin korunmasi igin

etkisiz yaklasimlarin bir sonucu olarak da karsimiza ¢ikmaktadir (Ercisli 2004).

Az bilinen tiirlerin kullanim1 ile ilgili kisitlar ve olasi ¢ozlimlerin belirlenmesi,
yetistiriciligi ve bitki 1slah programlar1 i¢in olasi kullanilmayan genetik ¢esitliligin
tanimlanmasi, koruma ve kullanim ile ilgili bosluklarin tespiti bu bitkilerin gelisimi ve

yayginlagmasinda 6nemli katkilar saglayacaktir.

Ulkemiz florasinda mevcut olan ve iilkesel-bolgesel anlamda yiiksek ekonomik degere

sahip olan az bilinen meyve tiirlerinden birisi de ke¢iboynuzu’dur.

Kegiboynuzu (Ceratonia siliqua L.), Akdeniz ikliminin hakim oldugu yerlerde, bu
iklime bagli olarak yayilis gosteren baklagiller (Fabaceae) familyasindan maki
formunun en tipik taniticis1 olan bir meyve tiiridiir. Son yiizyillarda artan tagimacilik
faaliyetleri ile birlikte diinyanin ¢ok degisik yerlerinde de bu bitkiye rastlanmaktadir.
Bu nedenle, Keciboynuzu Giiney Amerika kitasinda Sili’den Akdeniz’de yer alan
Kuzey Kibris Tiirk Cumhuriyetine, Orta Amerika’da bulunan Meksika’dan Okyanusya
kitasinda yer alan Avustralya’ya kadar Akdeniz iklimine benzer sartlar ihtiva eden
yerlerde, maki formunu andiran tiirlerle birlikte goriilmektedir. Bununla birlikte basta
Bati Akdeniz olmak iizere Gliney Afrika ve Kaliforniya’da ticari plantasyon benzeri
bahgeler tahsis edilerek kiiltiire alinmaya baslanmistir. Keciboynuzu tarim, endiistri ve

slis bitkisi olarak bu iilkelerde yetistirilmektedir (Batlle and Tous 1997).

Keciboynuzu tarihi ¢aglardan beri Akdeniz bolgesinde genellikle fakir topraklari iceren
kurak alanlar da yetismektedir. Yunan uygarligi doneminde degeri anlasilmis ve dogal
yetisme alami olan Orta Dogu’dan Yunanistan ve Italya’ya tasimislardir. Daha sonra
Araplar tarafindan Kuzey Afrika sahili boyunca yayginlastirilmis ve yayginlastirma

Portekiz ve Ispanya’y1 da igerisine almistir. Daha sonra Akdeniz iklimine benzer



ozellikler tastyan Kaliforniya, Arizona, Meksika, Sili ve Arjantin’e ispanyol kolonistler
tarafindan taginmistir. Avustralya kitasina Akdenizli gd¢menler tarafindan, Giiney
Afrika ve Hindistan’a ise Ingiliz misyonerler tarafindan gotiiriilmiistiir (Battle and Tous

1997).

Carob output in 2006 shown as a
percentage of the top producer
(Spain - 70,000 tonnes)

Sekil 1.1. Kegiboynuzu bitkisinin diinyada dagilim alanlar1 (Anonymous 2014a).



Sekil 1.2. Kegiboynuzu bitkisi (Anonymous 2014a).

Genis tagli yapiya sahip kegiboynuzu agaglari, Akdeniz ikliminin sert kosullarina uyum
saglayacak sekilde herdem yesil, sert ve tiiylii yaprak yapisina sahiptir. Herdem yesil
olan yapraklarinin uzunlugu tiplere ve ekolojiye gore degismekle birlikte 30-50 mm
dolayinda olup; agacin yesil, kiigiik ¢icekleri vardir ve bu cicekler 50-60’l1 gruplar

halinde salkimlar olusturmaktadir.

Meyveleri baslangigta parlak yesil olup olgunlastik¢a kahverengine doniisen koseleye
benzer bir yapi sergiler. Yabani tiplerin meyveleri ince ve mat olup, kiiltiire alinmig
tiplerde yapraklar parlak, daha uzun ve siyaha yakin bir renk almaya bagslar. Meyveleri
kavisli, diiz, sikisik tohumlu olabilir, uzunluklar1 ise 10 ila 20 cm arasinda degisim

gosterir (Giinal 1999).



Kegiboynuzu agacinin meyveleri, Haziran-Temmuz aylarina dogru olgunlasmaya baslar
ve hasat Eyliil ayindan Kasim aymin sonuna kadar devam eder. Meyvelerin uzun
sopalarla vurarak toplanmasi ertesi yilin verimini biiyiik oranda etkiler. Zira zeytinde
oldugu gibi sopalar vasitasiyla meyveleri toplarken geng siirgiin ve filizlerin de
kirtlmasi tiretim miktarinda yillar arasinda 6nemli 6lgiide degismelere sebebiyet verir.
Keg¢iboynuzu 5-10 yaslarinda meyve vermeye baslarken, 15 yasinda da ticari olgunluga
erisir (Ozkaya ve Tunalioglu 2003). Bitkinin bir 6zelligi de her gecen y1l meyve verimi
ve Kalitesinin artmasidir (Alexander and Shepperd 1974). Bir kegiboynuzu agacinin
omrii 300 ila 400 y1l kadar olup, yillik ortalama verimi 90-115 kg arasinda degismekte,
bitkinin i¢inde bulundugu iklim ve toprak kosullarina bagl olarak bu deger 300 kg’a
kadar ¢ikabilmektedir (Ghrabi 2005).

Sekil 1.3. Kegiboynuzu bitkisinin aga¢ ve meyvesi (Davidson 2013).



Sekil 1.4. Kegiboynuzu bitkisinin meyve ve tohumu (Davidson 2013).

Diinya uygarliklarinin besigi olan Akdeniz havzasi ayn1 zamanda pek ¢ok bitkinin ilk
olarak kiiltiire alindig1 bir yerdir. M.O. 4000-5000 yillarindan beri bilindigi saptanan ve
ilk olarak Misir’da kullanilmaya baslandigi tahmin edilen kegiboynuzu insanlik
tarihinde adindan sik¢a sz ettirmis bir bitkidir (Demirtas 2007). Cok uzun bir kiiltiirel
geemise sahip olan kegiboynuzu, bugiin de ¢ok ¢esitli kullanim alanlariyla ekonomik
acidan onemini korumaktadir. Meyvesinden, kabugundan ve c¢ekirdeklerinden ayr1 ayri
yararlanilan keg¢iboynuzunun farkli {ilkelerin geleneksel ({irlinlerinde oldugu gibi

birtakim endiistri kollarinda da tiikketimi s6z konusudur.

Keg¢iboynuzu’nun yillik ortalama sicaklik istegi ortalama 24°C olup, 6zellikle 30-45°C
arasinda en iyi gelisimi sergilemektedir. Bugiin i¢in ke¢iboynuzunun yayilis gosterdigi
alanlarin genelinde yillik ortalama sicaklik 20°C’nin altina diismemektedir. Kuzey
yarim kiirede, meyvenin olgunlasmaya baslamasi (Haziran-Temmuz) aylarinda ve
sicakliklarin ortalama 26-35°C olmakta, giiney yarim kiiresinde ise ayni durum (Ocak-
Subat) aylarinda ve 29-30°C’de gergeklesmektedir (Grados and Cruz 1996; Giinal



1999). Bitki dona kars1 oldukga duyarlidir ve bu durum verime yansimaktadir. Sicaklik
ve 1sik istegi yiiksek olan bitkinin meyvesi, ideal sicaklik kosullarmma kavustugu
yerlerde o derece iyi kaliteye sahip olmaktadir. Bu kapsamda, Tiirkiye’de kuzeye dogru
gidildik¢e Izmir civarinda ¢ali formunu almakta (Giinal 1999), Hirvatistan’in Adriyatik
kiyilarindan uzaklastik¢a ise meyveler kiigiilmektedir. Kegiboynuzu yiiksek sicakliklara
kars1 toleranslidir. Bitki, kurakliga karsi olduk¢a dayanikli olup, oldukga derinlere inen
(20-25 m) kok sistemine sahiptir. Bu sayede siddetli kurakliklarin yasandigi dénemlerde
bile meyve verebilmektedir. Yillik ortalama su istegi bakimindan 500-600 mm yagis
ideal olmakla birlikte 100 mm’lik yagislarla da idare edebilmektedir (Grados and Cruz
1996; Demirtag 2007). Tiirkiye’de c¢esitli merkezlerden alinan 2008 yilina ait iklim
verilerine baktigimizda ortalama yillik yagis degeri Anamur’da 907 6 mm, Gazipasa’da
832 8 mm, Finike’de 872 mm, Silifke’de 549 mm ve Koycegiz’de 1 061 mm’yi
bulmaktadir. Ke¢iboynuzu mineral bakimindan zengin topraklardan hoslanmaz; fakir
topraklar bitkinin gelismesi igin ideal olup, noétr, asit diizeyi diisiik ve hafif biinyeli
topraklar bu bakimdan olduk¢a uygundur. Nemli topraklari da sevmeyen bitki,
cogunlukla tuzlu, kumlu ve aliivyal topraklardan hoslanir. Bilindigi tizere, Akdeniz
Bolgesi’nde genis bir yayilima sahip olan terra-rossa tipi topraklar bu bitkinin gelismesi
icin en uygun zemini olustururlar. Yine, cesitli etkenler nedeniyle yikanmaya bagli
olarak kirecten arman kirmizi topraklart seven kegiboynuzu rendzinalar ve regosol
topraklar {izerinde de gelisebilmektedirler. Kegiboynuzunun 1sik isteginin yiiksek
olmasi, bulutlu giin sayisinin az olmasma baglidir. Bunu baglh olarak su ihtiyacim
karsiladig1 yagish giinlerin kisalig1 ise olduk¢a 6nemlidir. Nitekim yagish giin sayisi,
Mersin’de 72.2, Antalya’da 77.3, Mugla’da 96.3 ve Adana’da 81.6 giin olarak

belirlenmistir.

Ke¢iboynuzunun anavatani hakkinda kesin bir bilgi olmamakla birlikte cogu arastirmaci
tarafindan Akdeniz havzasinin dogusu isaret edilmektedir. De Candolle (1883) ve
Vavilov (1951) Tirkiye ve Suriye’yi bitkinin anavatani olarak nitelendirmisler;
Schweinfurth (1894) bitkinin Yemen’in yiiksek yaylalarindan diinyaya yayildigini
belirtmis; Zohary (1996) ise delice, defne ve mersin gibi tiirlerle birlikte alan1 daha da

genisleterek tiim Arap Yarimadasini merkez olarak addetmistir. Tiim bu gorislerle



birlikte bugiinde basta Tiirkiye olmak iizere bitkinin yabani tiirlerinin siklikla karsimiza
ciktig1 yerleri esas ekolojik alani olarak nitelendirebilir. Tirkiye, Kibris adasmin
tamami, Suriye, Liibnan, Israil, Misir, Urdiin’iin giineyi keciboynuzunun asil yayilim
alan1 igerisinde degerlendirilebilmektedir. Bununla birlikte bugiin tim Kuzey Afrika
boyunca yayilim gosteren kegiboynuzu Tunus, Libya ve Cezayir’in kuzeyi ile Fas’in
kuzeyi ve Atlas okyanusu boyunca gilineyine dogru olan sahaya Araplar tarafindan

getirilmis ve bu bolgelere oldukca iyi uyum saglamistir.

Tiirkiye’deki yayilimina bakildiginda ise Izmir’de gali formundaki kegiboynuzu Utrla
yarimadasindan baglayarak tiim Ege ve Akdeniz sahil seridi boyunca Erdemli’ye kadar
devam eder, Toros Daglarmin giineye bakan yamagclari boyunca yer yer ormanlar
olusturarak yayilan bitki Hatay-Samandag’a kadar uzanir. Tiirkiye’de en genis yayilma
alan1 Antalya-Silifke ve Antalya-Alanya arasindaki kusaktir. Kozan (Adana)’da 90
km’ye kadar i¢ kesimlere sokuldugu gozlenmistir. Kizilgam (Pinus brutia), fisttkgami
(Pinus pinea) ve Servi (Cupressus sempervirens var. horizontalis)’nin tahribi ve yer yer
ortadan kalkmas1 sonucu bunlarin yerlerini ke¢iboynuzu almaktadir. Suriye’de Ansariye
Daglari’nin batiya bakan yamaglar1 boyunca yayilisina devam eden kegiboynuzu
giineye dogru Liibnan ve Israil’in kiyr kusag1i boyunca deniz diizeyi ile 300-400 m
arasinda Misir’a kadar uzanir (Zohary 1996). Nadiren de olsa, Liibnan’da 700 m ye
kadar ¢ikan keg¢iboynuzu Tiirkiye’de gelisimi i¢in optimum kosullar1 bulmasindan Gtiirii

800-1 000 m’ye kadar yiikselebilmektedir (Giinal 1999).

Akdeniz havzasi disindaki beseri faaliyetler sonucundaki yayilimi ise daha lokaldir.
Araplar tarafindan Kuzey Afrika boyunca tasman kegiboynuzu Ispanya ve Portekiz’e
oradan Italya (&zellikle Sicilya)’ya, Balear Adalara, Hirvatistan ve Yunanistan’a kadar
yayllma gostermistir. Ispanyol ve Portekizliler Amerika'min kesfinin ardindan gidip
yerlestikleri Gliney Amerika’ya keciboynuzunu gotiirmiislerdir. Bitki, 6zellikle Sili’nin
merkezi kesimlerinde ve baskent Santiago’da uygun yetisme alani bulmus ve bugiine
kadar ulagmistir. Bitki, ayn1 donemlerde Yeni Diinya’nin ¢esitli yerlerine gotiiriilmiis,
bunlardan Kaliforniya, Arizona, Meksika ile Arjantin’de uygun yetisme kosullari

bulmus ve baz1 yerlerde bahgeler kurularak kiiltiire alinmstir. Ingilizler ise Hindistan,



Giiney Afrika Cumhuriyeti ve Avustralya’ya kegiboynuzunu gotiirmis ve bitki
buralarda da uygun iklim ve toprak kosullarinda yayilma olanagi yakalamistir (Yildiz
1995).

Avustralya, Giiney Afrika ve Hawaii ile birlikte Akdeniz iklimine benzer iklim
kosullarinin gorildigi lokal bolgelerde “scrub, scrubland, brush” gibi adlarla anilan
maki formasyonunu olusturan tiirlere benzeyen bitkilerin olusturdugu topluluklara
rastlanmaktadir. Tiir ve topluluklarina bagli olarak bdlgelere gore farkli adlarla da
anilan bu birliklerle beraber keciboynuzu da yayilma olanagi bulabilmektedir. Giiney
Afrika’nin batisi, Orta Sili ve Avustralya’nin giineybatisi tipik “Akdeniz scrub”

(Mediterranean scrublands) alani olarak bilinmektedir.

Maki formasyonunun karakteristik elemani olan kegiboynuzu kizilgam (Pinus brutia),
fisttkgam1 (Pinus pinea), Halep c¢ami (Pinus halepensis), Finike ardici (Juniperus
phoenica) ve Servi (Cupressus sempervirens var. horizontalis)’nin ormanlar
olusturdugu yerlerde agaggik formunda olup (3-4 m) bu tiirlerin tahrip edildigi alanlarda
hakim duruma gec¢ip 10-12 m’ye kadar boylanabilen ve yer yer ormanlar olusturan bir

goriiniime sahiptir (Giinal 1999).

Ekonomik agidan diinyada kegiboynuzu iretiminin dagilisina baktigimizda en biiyiik
liretici ve ayn1 zamanda ihracat¢1 konumundaki Ispanya’da Valencia, Katalonya, Balear
Adalar1 ve Murcia; Portekiz’de Algarve (%60°1), Faro; Italya’da Sicilya Adasi, Apulia
ve Campania; Fas’ta Fas, Marakes ve Agadir; Avustralya’da Yeni Giiney Galler ve
Victoria’da; Gliney Afrika’da bati kiyilar1 onemli lretim merkezleridir (Anonymous

2014b).



Cizelge 1.1. Yillar
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itibariyle tilkelere gore kegiboynuzu iiretimi (Ton) (Anonymous

2014b)

Ulkeler 2000 2005 2010 2011 2012
Ispanya 93 863 59 900 56 286 38 380 40 000
Italya 38079 31 665 25 337 44 749 30 841
Portekiz 19 238 13902 22 452 23 000 23 000
Yunanistan 20192 14 815 15 105 20 901 22 000
Fas 18 356 25 000 20 000 20 500 20 500
Tiirkiye 14 000 12 000 14 000 14 172 14 218
Kibris Adasi 7 300 6 942 10 560 10 560 5186
Cezayir 3952 3003 2829 2 865 3136
Tunus 1 000 1 000 858 860 855
Hirvatistan 572 413 400 553 500
Israil 200 200 185 190 190
Toplam 236 229 193 830 168 012 166 730 161 708

Tiirkiye’de ekonomik anlamda kegiboynuzu tiretimi 5 ilde yapilmaktadir. Bunlar 2013

yil1 tiretim miktar1 bakimindan sirasiyla Mersin (7 775 ton), Antalya (5 074 ton), Adana
(1 098 ton), Mugla (242 ton) ve Burdur (72 ton) illeridir. 2013 y1l1 itibariyle Tiirkiye’de
toplam 377 749 agagtan 299 925’u meyve verecek yas grubunda olup ayni yil 14 261

ton {irlin elde edilmistir. Agag basina verim ise 48 kg olarak gerceklesmistir (Anonim

2014).

Cizelge 1.2. Tirkiye’de yillar itibariyle keciboynuzu iiretim miktart (Ton) (Anonim

2014)
Toplu Uretim Agac Meyve Meyve Toplam
Meyveliklerin (Ton) Basina Veren  Vermeyen Agac
Yillar Alam Ortalama Yasta Yasta Sayisi
(dekar) Verim Agag Agac
(Kg) Sayisi Sayisi
2000 2150 14 000 45 308 000 51 000 359 000
2005 3040 12 000 43 282 000 58 000 340 000
2009 2714 14 003 49 284 933 38714 323 647
2010 3323 14 172 55 256 855 48 457 305 312
2011 4 940 13978 48 291 354 97 802 389 156
2012 5449 14 166 45 311 889 77783 389672
2013 5119 14 261 48 299 925 77 824 377 749
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Cizelge 1.3. Tiirkiye’de 2012-2013 yillan itibariyle ke¢iboynuzu iiretimi yapilan 6nemli
iller ve liretim miktarlart (Anonim 2014)

Yil Iller Toplu Uretim Agac Meyve Meyve | Toplam

meyveliklerin|  (ton) basina veren | vermeyen agac

alam ortalama | yasta | yastaaga¢ | sayisi

(dekar) verim agac sayisl
(kg) sayisi

2012 | Mersin 2 645 7631 56 136 402 19 072 82 006
Antalya 282 4 930 45 109 102 17 825 126 927

Adana 2522 1099 27 41 250 40 756 23615
Mugla 0 434 18 23535 80 155 474

Burdur 0 72 45 1600 50 1650
2013 Mersin 2118 7775 58 133012 15072 148 084
Antalya 297 5074 45 111 922 16 870 128 792

Adana 2704 1098 27 41 250 45 606 86 856

Mugla 0 242 20 12 141 226 12 367

Burdur 0 72 45 1600 50 1650

Kegiboynuzu son derece saglikli ve kullanim alani bir o kadar genis bir {iriin olmasina
karsilik, diinya genelinde {iiretimi siirekli azalmaktadir (Anonymous 2014b). 1945
yilinda 650 000 ton civarinda olan iiretim 1961°de 656 877 ton olarak gergeklesmis ve
bu yildan itibaren 2013 yilina kadar stirekli olarak azalmistir. 2010 yilindaki 154 012
tonluk iretimin ardindan yaklasik %6°lik bir artigla 2011 yilinda 162 558 tonluk bir
tiretim gerceklesmistir. Toplam iiretimin yaklasik %30’luk kismi Ispanya tarafindan
temin edilmistir. Ispanya tarih boyunca en biiyiik keciboynuzu iireticisi olmus buna
ragmen ilkenin tiretimi de her gegen yil gerileme gdstermistir. 1970°te 299 600 tonluk
tiretimin ardindan 1980’de 197 000 tona kadar gerileyen iiretim 2012°te 161 708 ton
olarak gergeklesmistir (Anonymous 2014b).

Modern anlamda 6zel bahgeler tesis edilmek suretiyle kegiboynuzu yetistiriciligi
yapilmaya baslansa da bu sahalarin miktar1 olduk¢a diisiiktiir. Uretimin biiyiik
cogunlugu dogal ortamdaki agaglardan temin edilmektedir. Uretimde oldugu gibi 2012
yilinda kegiboynuzu elde edilen sahalarmin genisligin de ispanya 43 000 hektarla ilk
sirada yer almakta olup onu sirastyla Portekiz (9 800 ha), Fas (9 750 ha), italya (5 672
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ha) ve Yunanistan (5 600 ha) takip etmektedir. Tiirkiye ise 3 110 hektarla 6. sirada yer
almaktadir (Anonymous 2014b).

Cizelge 1.4. Yillar itibariyle kegiboynuzu elde edilen alanlarin iilkelere gore dagilimi
(ha) (Anonymous 2014b)

Yillar 2000 2005 2010 2011 2012
Ulkeler

Ispanya 66 981 61 600 46 243 43 883 43 000
Portekiz 5213 4 415 9033 9 800 9800
Fas 11 000 12 000 9700 9750 9750
Italya 16 816 8 704 10 823 9183 5672
Yunanistan 9762 4 861 5769 5284 5600
Tiirkiye 3080 2820 2570 2910 3110

Insanlarin basta gida olmak iizere temel ihtiyaglarii karsilamasinda vazgecilmez bir
yeri olan canli kaynaklarm temeli biyolojik gesitliliktir. Uretimi yapilan tiim tarim
cesitlerinin, yani kiiltiire alinmis bitki ve hayvan tiirlerinin, temeli dogada bulunan

yabani akrabalarina dayanir.

Giliniimiizde de yeni gesitler elde etmek veya mevcut olanlar1 insanlarin ihtiyaglarina

gore iyilestirmek (1slah etmek) i¢in yabani tlirlerden yararlanilmaktadir.

Ekosistemler de yabani tiirlerin varliklarini siirdiirmesi, g¢esitlenmesi ve yeni genetik
ozellikler kazanmasi i¢in canli ve cansiz varliklarin birbirleriyle ve kendi iclerinde
etkilesimleri sonucu, ¢evresel sartlara da bagli olarak karmasik ve her biri digerinden

farkli yapilar ve islevler kazanmaistir.

Gida ve tarim i¢in Onem tastyan ve giderek azalan canli kaynaklar, bu giin bir iilkenin

sahip olabilecegi O©Onemli avantajlar arasinda sayilmaktadir. Diinyanin tarim

yapilabilecek nitelikteki alanlar1 ve su kaynaklar1 hizla kirlenmekte ve yok olmaktadir.
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Bilim adamlar1 yakin gelecekte insanlarin ciddi bir gida sorunu ile kars1 karsiya kalacagi

goriistindedir.

Bu gelismeler 1s18inda, iilkelerin sahip oldugu biyolojik ¢esitlilik, 6zellikle genetik
kaynaklar anlaminda biiyiik bir glic durumuna gelmektedir.

Diinyada oldugu gibi tlilkemizde de meyve tiirlerine ait gen kaynaklarinin belirlenmesi
amac1 ile koleksiyon olusturma ve bunlar igerisinden daha {istiin 6zellikli bireylerin

seleksiyonuna yonelik ¢alismalar uzun yillardir yapilmaktadir.

Bitki gen kaynaklarimizin zenginligi kadar, tanimlanmasi ve korunmasi da biiylik 6nem
tagimaktadir. Son yillarda biyoteknolojide goriilen hizli gelismeler, bitki genetik
kaynaklarina ait ¢aligma alanlarinin tiimiinde, 6zellikle genetik ¢esitliligin muhafazasi,
iiretimi, yenilenmesi, karakterizasyonu, 1slah ve g¢esit gelistirme gibi amaglar

dogrultusunda kullaniminda dogrudan ve ¢ok biiyiik katkilar saglamistir.

Genetik kaynaklar meyve 1slahi agisindan 6nem tasiyan genleri icermektedir. Bu genlerin
farkli kombinasyonlar1 yapilacak olan bitki 1slahi ¢aligmalari i¢in son derece 6énemli olan

genetik cesitliligin olusumunu saglamaktadir.

Meyvecilikte seleksiyonla secilen tiplerin birbiriyle akrabalik diizeyinin belirlenmesinde
fenotipik gozlemler ve morfolojik olgiimler yeterli sonuglar vermemektedir. Ciinki
fenotipik oOzellikler iizerine cevre sartlarinin 6nemli etkisi bulunmaktadir. Akrabalik
diizeyinin belirlenmesinde son yillarda genetik analizler basarili bir sekilde
kullanilmaktadir (Kafkas et al. 2005; Thomas et al. 2006; Ercisli et al. 2008; Kafkas et
al. 2008; Halasz et al. 2010; Turkoglu et al. 2010).

Ulkemizde son yillarda biyoteknoloji konusundaki ¢alismalar hiz kazanmakta ve 6nem
arz etmektedir. Bitki genetik kaynaklar ile ilgili caligma alanlarinda, 6zellikle genetik

cesitliligin muhafazasi, iiretimi, yenilenmesi, karakterizasyonu, 1slah ve gesit gelistirme
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gibi amaglar da gelisen biyoteknolojik yontemlerin kullanilmasi biiyiik katki saglamistir
(Tan vd. 2005).

Farkl1 yerlerden toplanip getirilen ve degisik yoresel isimlere sahip belki de birbirinin
ayni olan cesitleri (sinonim) ayirmak zordur. Gen kaynaklarindaki genetik varyasyonu
anlamada ve gen kaynaklarin1 tanimlamada molekiiller markdrler ¢ok OSnemlidir.
Ozellikle koleksiyonda tekrarlanan bitkilerin tespiti ve ¢esitlerin dogrulanmasi

bakimindan yararhdir (Kagar 2004).

Biyoteknoloji alanindaki gelismeler son 20 yilda markoérler konusunda da yeni bir ¢ag
acmustir. Oncelikle birbirinden ayrilabilir formlar1 olan enzimlerin (izoenzimler) veya
depo proteinlerinin markdr olarak kullanilabilecegi ortaya konmustur. Daha sonra
DNA’nin kendisinin dogrudan olarak kullanilma fikri ortaya ¢ikmigtir. DNA markorleri,
teorik olarak genomun her noktasini temsil etme yetenegine sahiptirler ve sonsuz
sayidadirlar. Giintimiizde molekiiler DNA markérleri ile yapilan baglanti haritalar1 bir¢ok
kiiltiir bitkisi i¢in gelistirilmis olup, arzulanan genlerin dogrudan takibi ve seleksiyonu
miimkiin olmaktadir. Cevrenin baskisindan bagimsiz olan bu islem genlerin kolayca takip
edilebilen markorlerle baglanti durumlart incelenerek yapilabilmektedir. Molekiiler DNA

markorleri tekniklerinin bitki 1slahinda kullanimai:

1) Arzulanan genlerin gesitler veya tiirler arasindaki hareketini hizlandirmas,

2) Akraba yabani tiirlerden yeni genlerin aktarilmasina izin vermis,

3) Cok gen tarafindan idare edilen karmasik karakterlerin analizini miimkiin kilmus,

4) Genlerin klonlanmasi ¢aligmalarini kolaylastirarak hizlandirmus,

5) Birbiriyle ¢aprazlanamayan bitkiler arasindaki genetik iligkileri agiga ¢ikarmistir

(Yildirim ve Kandemir 2001).

Bu amagla kullanilan metotlar dikkate alindi§inda; bunlarin genetik yapisinin
degismeyen kalip materyali DNA’y1 baz alan teknikler oldugu goriilmektedir. DNA
markorler olarak adlandirilan bu teknikler ise genel olarak; RFLP (Restriction Fragment

Lenght Polymorphism), RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA), SSR (Simple



15

Sequence Repeats), AFLP (Amplified Fragment Lenght Polymorphism), SNP (Single
Nucleotide Polymorphism) seklinde gruplandirilmaktadir.

Bu calisma da Hirvatistan, Tirkiye ve Kuzey Kibris Tiirk Cumhuriyeti’nden temin
edilen kegiboynuzu genotipleri arasindaki genetik iliski SSR markorleri kullanilarak

arastirilmistir.
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2. KAYNAK OZETLERI

Barracosa et al. (2008), Portekiz’de yiriittikleri bir c¢alismada kegiboynuzu
genotiplerini morfolojik ve molekiiler markorler kullanarak karakterize etmeye
calismiglardir. Morfolojik calismada genotipler 31 adet meyve ve tohum 6zellikleri géz
Oniline alarak, molekiiler ¢aligmada ise 68 genotip RAPD ve AFLP markorleri
kullanilarak da molekiiler olarak degerlendirilmistir. Calismada kullanilan segilmis 18
adet RAPD primerlerinin 68 genotip lizerinde kullanilmasiyla toplam 235 adet fragment
elde edilmistir. Bu fragmentlerin boyutlar1 200 ile 2000 bp arasinda degismis olup
polimorfizm oran1 %40 olarak elde edilmistir. Calismada kullanilan 4 adet segilmis
AFLP enzim-primer kombinasyonu kullanilmis ve toplam 346 adet fragment elde
edilmis olup bu fragmentlerin 110 adeti polimorfik bulunmustur. 4 AFLP enzim-primer
kombinasyonu %31,8 oraninda polimorfizm olusturmustur. Calismada RAPD ve
AFLP’nin uygulanmasi sonucu olusan soy agaclari birbirleriyle benzerlik gostermis ve
ayrica morfolojik 6zelliklerden yararlanilarak hazirlanan soy agaci molekiiler markdrler

ile elde edilen soy agaci ile de benzerlik tagimistir.

Konate et al. (2009), Fas’ta yetistirilen 10 kegiboynuzu genotipi tizerinde yiiriittiikleri
calismada genotipleri ISSR markérleri yardimiyla molekiiler olarak karakterize etmeye
calismiglardir. Calismada kullanilan 16 ISSR primeri toplam 176 bant olusturmus olup,
polimorfizm oram1 %77,27 olarak elde edilmistir. Biitiin primerler (F3 harig) yiiksek
polimorfizm saglamistir. Caligmada ISSR markorleri genotipleri cografik olarak da

siniflandirabilmistir.

Konate et al. (2007), Fas’ta yaptiklar1 bir ¢alismada 10 adet keg¢iboynuzu genotipini
RAPD markorleriyle karakterize etmislerdir. Calismada toplam 67 adet RAPD primeri
kullanmislar ve bunlardan 52 tanesi tekrarlanabilir bantlar olusturmustur. RAPD analizi
genotipler arasinda yiiksek oranda genetik cesitlilik oldugunu ortaya koymustur. Ayrica
morfolojik degerlendirme sonucu olusan dendogram RAPD markérleriyle olusan
dendogramdan tamamen farklilik gostermistir. RAPD analizi genotipler arasinda

cografik izolasyon olmadigini da ortaya koymustur.
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La Malfa et al. (2014), Italya’da yapilan bir ¢alismada italya, Malta ve Ispanya’dan
toplanan 72 adet kegiboynuzu g¢esidi EST-SSR markorleriyle degerlendirilmistir. 20
markdrden 9 tanesi polimorfizm olusturmus, lokus basina allel sayis1 2 ila 7 arasinda
degismis yine lokus basina genotip 3 ila 13 arasinda degismistir. 9 EST-SSR markori
analiz edilen genotiplerin ¢ogunu birbirinden ayirt etmeyi bagarmistir. Ancak ¢alismada
bazi homonomi gruplari da belirlenmistir. Olusturulan dendogramda {i¢ ana kol olugmus
ancak farkli iilkeleri genotipleri ii¢ ana kola rastgele dagilmislardir. Bununla birlikte
baz1 iilkelerde ayn1 cografik alanlarda alinan Orneklerde ortaya g¢ikan yiiksek genetik

benzerlik bu genotiplerin vejetatif olarak ¢ogaltildigini ortaya koymustur.

Afif et al. (2008), Tunus’un farkli yerlerinde bulunan 10 adet kegiboynuzu
popiilasyonlarindan 6rnekler alarak RAPD markérleriyle molekiiler karakterizasyon
calismas1 yiirlitmislerdir. Popiilasyonlar arasinda oldukca yiiksek oranda genetik
cesitlilik ortaya cikmistir. Rakimi yiiksek yari kurak kosullardan alinan Ornekler
arasinda daha yiiksek varyasyon elde edilmistir. Calismada elde edilen dendogramda 2
ana grup ortaya cikmistir. Ik ana kolda ki genotipler kendi aralarinda iki alt gruba
ayrilmistir. Birinci ana kol yliksek rakimdaki genotipleri ikinci ana kol ise algcak

rakimdaki genotipleri igermistir.
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3. MATERYAL ve METOD

3.1. Bitkisel Materyal

Tez ¢alismasinda kullanilan bitkisel materyaller Hirvatistan, Tirkiye ve Kuzey Kibris
Tirk Cumhuriyeti’nden temin edilen kegiboynuzu genotipleridir. Hirvatistan’dan temin
edilen Dbitkisel materyaller direk olarak DNA izole edilmis sekilde tarafimiza
ulagtirilmistir.  Tiirkiye ve Kuzey Kibris Tiirk Cumbhuriyeti’nden temin edilen
keciboynuzu genotiplerine ait yapraklardan DNA izolasyonu tarafimizdan
gerceklestirilmistir. Tez ¢alismasinda kullanilan bitkisel materyallere ait bilgiler Cizelge

3.1’de sunulmustur.

Cizelge 3.1. Denemede kullanilan kegiboynuzu genotipleri ile alindiklar1 yerler

No | Genotip Alindig Ulke No Genotip Alindig Ulke
1 8ko Hirvatistan 26 10pe Hirvatistan
2 10-1ko “ 27 8pe ¢

3 3pe ¢ 28 12pe “

4 7po “ 29 3ko o

5 9ko “ 30 10dr ¢

6 10-2ko “ 31 1dr ¢

7 13pe “ 32 10v ¢

8 9pe ¢ 33 3v ¢

9 1po ¢ 34 8br “

10 1pe ¢ 35 16ko ¢

11 8v “ 36 2du ¢

12 18pe ¢ 37 7pe ¢

13 14pe - 38 Cayirova 1 KKTC
14 15ko “ 39 Cayirova 2 ¢

15 15pe ¢ 40 Cayirova 3 “
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16 Spe Hirvatistan 41 Cayirova 5 KKTC
17 17pe - 42 Cayirova 6 -
18 4pe - 43 Kalkanl1 1 N
19 11pe - 44 Kalkanli 2 -
20 | 20pe “ 45 Kalkanli 3 -
21 5ko - 46 Kalkanli 4 -
22 19ko N 47 Kalkanlt 5 -
23 2pe ‘¢ 48 Adana Tiirkiye
24 | ldu h 49 Kozan (Adana) -
25 6pe “ 50 Mugla ¢
3.2. DNA izolasyonu

DNA izolasyonu i¢in bitkisel materyallere ait yapraklar saf su altinda yikanmus,

aliminyum folyo ile sarilmis ve ardindan 6rnekler sivi azot igerisine batirilmistir. Her

genotipe ait Ornekler porselen havan igerisinde sivi azot ile 6gitiilerek 0,1 g olacak

sekilde 1,5 mI’lik santrifiij tiiplerine yerlestirilmistir.

3.2.1. DNA izolasyonu icin gerekli soliisyonlarin hazirlanmasi

Bu ¢aligmada MiniPrep DNA izolasyon yontemi kullanilmigtir (Dellaporta et al. 1983).

DNA izolasyonu asamasinda kullanilan tampon ¢6zeltinin igerigi Cizelge 3.2°de

gosterilmistir.

Izolasyon  sirasinda

ekstraksiyon  tampon

cozeltiler disinda

kloroform:izoamilalkol (24:1 oraninda), Tris-EDTA (Tris 1 M pH:8, EDTA: 0.5 M
pH:8), RNase A (10 mg/ml) soliisyonu, izopropanol ve etil alkol (%99) kullanilmistir.
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Cizelge 3.2. DNA izolasyon yonteminde kullanilan tampon ¢6zeltisinin i¢erigi

Soliisyon Konsantrasyon
CTAB %2,0
NaCl (5 M) 14M
EDTA (0,5 M) pH 8,0 02 M
TRIS-HCI (1 M) pH 8,0 0,1 M

DNA izolasyon Asamalari;

Hazirlanmis olan ekstraksiyon soliisyonundan her tiipe 396ul ve 4ul -merkaptoetanol

eklenmistir.

» Bir pipet araciligryla tiipler homojenlik saglanana kadar karigtirilmistir. Daha sonra
tiipler 65°C’de 20 dakika bekletilmistir ve iki defa karistirilmistir.

» Her tlipe 400ul kloroform:izoamilalkol eklenmis ve 15 dakika karistirict yardimiyla
karistirilmastir.

» Tipler 5 dakika 13 000 devirde santrifiij edilmistir. Bekleme sirasinda her 6rnek igin
yeni temiz bir santrifiij tliipi hazirlanip etiketlenmistir ve her birinin i¢ine 400 pl soguk
(-20°C) izopropanol eklenmistir.

» Santrifiij tamamlandiginda tiiplerin tist kismindaki sivi kisim steril pipet araciligiyla
400 mikrolitre soguk (-20°C) izopropanol igeren santrifiij tiiplerine aktarilmistir. Tiipler
dikkatli bir sekilde karigtirilarak 1 saat siireyle —20°C’de bekletilmistir.

» Bir saatin ardindan tiipler 5 dakika 13 000 devirde santrifiij edilmistir.

» Siipernatant dikkatli bir sekilde dokiilmiistiir. Pelletin kurumasi i¢in tiipler ters
birakilarak bekletilmistir (bu islem 10-15 dakika siirebiliyor).

» Kuruyan Pellet 100 pl TE (Tris-EDTA) igerisinde ¢ozilmiistiir. Her tiipe 4 pl
RNAase A eklenmistir ve 15 dakika oda sicakliginda tiipler bekletilmistir.

» Her tiipe 500 ul soguk EtOH (%100) (buzluktan ¢ikmis) eklenmistir ve tiipler
dikkatli bir sekilde karigtirilarak 1 saat siireyle —20°C’de bekletilmistir.

» 5dakika 13 000 devirde santrifiij edilmistir.
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» Siipernatant dikkatli bir sekilde dokiilmiistiir ve pelletin kurumasi igin tiipler ters
cevirilmistir (yaklasik 10 dakika).

» Pellet 100 ul TE (Tris-EDTA) igerisinde ¢ozilmiistiir.

> Ommnekler —20°C’de saklanmistir.

3.2.2. DNA kalitesi ve kantitesinin belirlenmesi

izolasyonu gerceklestirilen DNA’larin kalitesi ve miktarlar1 spektrofotometre ile

(NanoDrop ND 100) 6l¢timler yapilarak belirlenmistir.

3.3. SSR (Simple Sequence Repeats-Basit Dizi Tekrarlar1) Markorlar: ile
Molekiiler Calismalar

SSR markirlart 1-4 arasinda tekrarlanmakta olan niikleotid desenlerini icermektedir.
Olusan bu bolgeler “Mikrosatellit” olarak adlandirilmaktadir (Aka Kagar 2001). Bu
gruplar (AT)n veya (GT)n seklinde gosterilebilmekte ve buradaki “n” ardisik tekrar
sayisii igaret etmektedir (Yildirim vd 2001). SSR, biyolojik c¢esitliligin tespit edilmesi
caligmalarinda genetik haritalama ve kantitatif lokuslarin belirlenmesi g¢alismalarinda
bagvurulan molekiiler markirlardan bir tanesidir (Ovesena et al. 2002). SSR yontemine
basvurulma sebepleri arasinda yiiksek oranda bilgi icermesi ve kodominant olmalari
gelmektedir. Ayrica, PCR yontemiyle kolayca tespit edilebilmeleri tercih edilme
nedenleri arasindadir. Yontemin smirlayict etkisi ise zaman alict ve fazla isgiicli
gerektirmesi ile bir tiire ait yeni mikrosatellitlerin elde edilmesidir (Biyiikiinal Bal
2003). SSR Analizlerinde ki asamalar; DNA Izolasyonu, DNA Amplifikasyonu,

Poliakrilamide Jel Elektroforez asamalar1 seklinde gergeklestirilmistir.
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3.3.1. SSR- PCR Kosullari

Bitkisel materyallere ait DNA’lar ve sentetik olarak tasarlanan SSR primerleri ile PCR
reaksiyonlar1 gerceklestirilmistir. Calismada kullanilan PCR protokol ve PCR dongii
kosullar1 asagida belirtilmistir.

PCR reaksiyon kosullari;

Kullanilan Kimyasallar Her ornek icin kullanilan miktar (pl)
ddH,0 5,00
PCR Master Mix 2X 8,00
MqCl, 0,50
M13 primer (Forward & Reverse) 0,50
F + R primer 1,00
DNA (5ng) 5,00
Toplam Hacim 20 ul

Toplam hacim: 20 pl olacak sekilde asagida verilen kosullarda reaksiyon

gerceklestirilmistir.

PCR Dongii Program

95°C 5dk on “denaturation”

95°C 1dk DNA’nin gift iplik¢iginin ayrilmasi “denaturation”
55*°C 30sn primer baglanmasi “annealing”

72°C 1dk yeni iplik¢igin yazilimi “extension”

35 dongii,

72°C 6 dk son yazilim

4°C oo

* Her primer i¢in annealing sicaklig1 ayr1 ayr1 belirlenmigtir.

3.2.2. SSR Primerlerinin Belirlenmesi

Tez calismasinda toplam olarak 5 farkli SSR primeri ile ¢alisilmis ve SSR primerlerine

ait bilgiler Cizelge 3.3.’da sunulmustur.
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Cizelge 3.3. SSR primerleri

Pfiffer Repeat Sequence
cei1 | (o, | E] SO AT ATAGTTA
cei 7| m | IATACTOSSCCTICTITSCTT
ceiats| .| TTEICSTOSCEARACTS
Ces98 | (BCTh g CCTAGRAGCAGBAGCAGBAG.
ceia7 | T | AARTCCRACAACATEACACE

3.3.3. Li-Cor i¢in poliakrilamide jel hazirhg

Laboratuvar calismasi sonucunda elde edilen PCR fiiriinlerini kogsmak amaciyla %6.5
poliakrilamide jel hazirlanmistir. Bu jelin hazirlanmasi da kullanilan kimyasallarin

listesi ve kullanilan miktarlar1 asagidaki gibidir;

Ure 844
%50 Long Ranger Akrilamide 2.6 ml
10X TBE Buffer 2.0ml
TEMED 15 ul

Amonyum Persulfat (APS-%10) 150 pl

3.3.4. Li-cor elektroforez kosullari

Jel polimerizasyonu tamamlandiktan sonra aparat Li-Cor Elektroforez cihazina
yerlestirilmistir. Cihazda ¢alisma degerleri; 1000 V, 35 mA, 25 W 45°C’de yaklasik 30
dk. 6n 1sitma yapilarak ardindan esit miktarda formamide yiikleme buffer1 eklenmistir
ve PCR’da 95°C’de 4 dk denatiire edilen 6rneklerden 1 pl jel’e pipet yardimiyla
yiiklenmistir (Sekil 3.1). Daha sonra cihaz ¢alisma sartlart olan 1500 V, 35 mA, 50 W
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48°C’de jel kosullarinda 1.5 saat kosturulmustur. Amplifiye edilmis tiriinler 50-350bp
uzunlugundaki DNA markdér (MWG Biotech AG, Ebersberg, Germany) kullanilarak
hesaplanmustir (Sekil 3.2).

Sekil 3.1. A. poliakrilamide jelin dokiilecegi camlar B. poliakrilamide jelin dokiilmesi C. jel
polimerize olduktan sonra taragin jel icerisine yerlestirilmesi D. yiiklemenin yapilmasi
(Orijinal).
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— 255
— 230
= 204, 200
— 175

= 145

= 120
= 105, 100
= o4

- 75

Sekil 3.2. 50-350 bp uzunlugundaki DNA marker (MWG Biotech AG, Ebersberg,
Germany)

3.4. Veri Analizi

SSR markirlari ile yapilan molekiiler analizler sonucunda elde edilen jel goriintiilerine
bakilmis ve bant varli§i durumunda (1), yoklugu durumunda (0) ve amplifikasyonun
olmadigr durumlarda (9) degerleri verilerek ikili (binary) matriks veri dosyasi
hazirlanmistir.  Bantlardan  sadece  giivenilir  olanlar1  degerlendirilmistir.
Dendrogramlarin olusturulmasinda NTSYS (Numerical Taksonomy and Multivariate
Analysis System Version 2.0) paket programi kullanilmistir (Rohlf 1998). Oncelikle
Jaccard (1908) yontemi kullanilarak bir benzerlik matriksi olusturulmustur. Bu matriks
kullanilarak UPGMA (Unweighted Pair Group Method using Arithmetic Average)

metodu ile kiimeleme (Cluster) analizleri yapilmis ve dendrogramlar elde edilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

Tez ¢alismasinda Hirvatistan, Tiirkiye ve Kuzey Kibris Tirk Cumhuriyeti’nden temin
edilen kegiboynuzu genotipleri ile SSR ¢alismalar1 yiiriitiilmiis ve genotiplerin genetik
iliskileri arastirilmistir. SSR analizlerinde keg¢iboynuzu genotipleri icin gelistirilmis
toplam 5 SSR primeri kullanilmistir. SSR analizleri sonucunda elde edilen toplam allel
sayist 16 olarak tespit edilmistir. Elde edilen 16 allelin tamaminin polimorfik sonuglar

verdigi gozlenerek polimorfizm oraninin %100 oldugu tespit edilmistir (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1. SSR analizleri sonucunda elde edilen toplam DNA bant sayisi, polimorfik
DNA bant sayis1 ve polimorfizm orant

Bant Toplam ) ) ] ]
SSR Tekrar Polimorfik DNA | Polimorfizm
_ | Bityiikliigii | DNA Bant
Primer Motifi Bant Sayis1 orani
(bp) Sayisi
Cesi-21 | (CTTT); | 182-186 2 2 100
Cesi-187 | (AT)1s 158-175 5 5 100
Cesi-1187 | (AT)g 165-170 4 4 100
Cesi-98 | (GCT)s | 180-195 3 3 100
Cesi-17 | (TTA); | 193-195 2 2 100
Total 16 16 100

Benzerlik indeksinden yararlanilarak UPGMA (Unweighted Pair Group Method Using
Arithmetic Average) metodu ile kiimeleme (Cluster) analizleri yapilmis ve dendrogram

(Sekil 4.1) elde edilmistir.
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8ko
_4 10-1ko
3pe
1
| 9ko
10-2ko
13pe
9pe
1po
|1pe
I8v
\ 18pe
14pe
15ko

15pe
4,—:5pe
17pe
r____________ﬁ 4pe
‘ 11pe

20pe

5ko
4,—{ Cayirova 1

Mugla
(------419ko
2pe
1du
6pe
— e
8pe
Cayirova 2
Cayirova 5
Kalkanh 5
Kalkanh 3
Kalkanh 2
Kalkanh 1
3ko
10dr
——1dr
10v
—av
(- 8br
16ko
___% 2du
7pe
1 Adana
Cayirova 3
| Cayirova 6

Kalkanh 4
i Kozan (Adana)

| ! ] !
0.46 0.60 073 0.87 1.00

Sekil 4.1. SSR Analizleri sonucu olusturulan dendrogram
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SSR analizleri sonucu olusturulan benzerlik matriksinde genotipler arasindaki genetik
benzerlik oraninin 0,46 ile 1,00 arasinda degistigi gortilmiistir. Dendrogramda
genotipler iki ana gruba ayrilmis ve bu ana kollarin birinde Adana-Kozan’dan temin
edilen bir genotip ile Kuzey Kibris Tiirk Cumhuriyetinden elde edilen Kalkanhh 4
genotipi yer almistir. Diger ana kolda ise ¢alismada kullanilan diger tiim genotipler
kiimelenmistir. Calismada kullanilan ve farkli iilkelerden Orneklenen genotiplerin
birbirinden tam olarak ayrilarak grup olusturmadiklar tespit edilmistir. Fakat Kuzey
Kibris Tiirk Cumhuriyetinden temin edilen Cayirova 2 ile Cayirova 5 ve Kalkanli 1, 2, 3
ve 5 no’lu genotiplerin birbirinden genetik olarak ayrilamadigi tespit edilmistir.

Hirvatistan’dan temin edilen genotiplerin ise farkli gruplar igerisinde dar bir genetik

cesitlilik gosterdigi tespit edilmistir.

Farkli meyve tiirleri iizerinde daha 6nce yapilan molekiiler ¢aligmalarda RAPD, AFLP,
SRAP, ISSR ve SSR (mikrosatelitler) markorlerinin tiirlere ait c¢esit ve genotipleri
birbirlerinden ayirmada ve genetik ¢esitliligi belirlemede yiiksek tekrarlanabilirlik ve
multipleks orani nedeniyle basarili bir sekilde kullanildig: tespit edilmistir (Ercisli et al.
2007; Zamani et al. 2007; Kafkas et al. 2008; Yilmaz et al. 2010; Gulen et al. 2010;
Pinar et al. 2013).

Meyve tiirlerinde genetik c¢esitlilik ve akrabalik iligkilerinin  belirlenmesinde
mikrosatelitler (SSR markorleri) 6zel bir yere ve 6neme sahiptir. Her tiir i¢in gelistirilen
mikrosatelitler tiir i¢i genetik cesitlilik ve akrabaligi daha objektif bir sekilde tespit
edebilmektedir. Ayrica bir tiir i¢in gelistirilen mikrosatelitler yakin akraba tiirler i¢in de
transfer edilebilir veya kullamilabilir 6zelliktedir. Ornegin Prunus cinsinde seftali icin

gelistirilen bir SSR markdrii diger tiirler (kayisi, erik, kiraz vs.) i¢cinde kullanilmaktadir
(Mnejja et al. 2005; Nas et al. 2011).

Calismamizda kullanilan 5 SSR markoriiniin tez kapsamindaki genotipler agisindan
polimorfik sonuclar verdigi gozlenmistir. Fakat bazi genotipler arasinda tespit edilen
polimorfizm tiim genotiplerin birbirinden ayirt etmek igin yeterli olmamigtir. Tez

calismasinda Kuzey Kibris Tiitk Cumhuriyetinden temin edilen Cayirova 2 ile Cayirova
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5 ve Kalkanli 1, 2, 3 ve 5 no’lu genotiplerin %100 benzerlik gostermesi bunlarin benzer
veya ortak genetik gecmise sahip olduklarint ve bu genotiplerin tek bir kaynaktan
vejetatif metotlarla ¢ogaltilarak Kuzey Kibris Tiirk Cumbhuriyeti’nde farkli yerlere
tasindigin1  diisindiirmektedir. Bu genotipler arasinda tek niikleotid diizeyinde
farkliliginin olup olmadig1 kegiboynuzunda daha fazla SSR markdrlerinin gelistirilip
kullanilmasi ile veya tek niikleotit diizeyinde farklilig1 ortaya koyan SNP markorlerinin
kullanimu ile ancak miimkiin olabilecektir. Caruso et al. (2009) and La Malfa et al.
(2014) Italya’ da kegiboynuzlar iizerinde yaptiklar1 molekiiler ¢alismada kullandiklar
SSR ve AFLP markdrlerinin bazi1 genotipleri ayirmada yetersiz kaldigi, baz1 genotipleri
ise birbirlerinden kesin hatlarla ayirt ettiklerini ifade etmislerdir. Bununla birlikte ii¢
iilkeden alinan kegiboynuzu genetik kaynaklar1 (Tirkiye, Kuzey Kibris Tiirk
Cumhuriyeti ve Hirvatistan) iizerinde yiriittiiglimiiz SSR analizinde, SSR markdrleri
genotipleri birbirlerinden kesin sinirlarla ayiramamis olmasi bunlarin benzer kaynaktan

gelmis olabilecegi fikrini de ortaya koymaktadir.

Ozellikle Hirvatistan® dan alinan érnekler arasinda ortaya ¢ikan diisiik genetik cesitlilik
yine bunlarin ayni1 kaynaktan gelmis olabilecegini, ayrica kegiboynuzunun ilgili tiirlerle
hibridizasyon eksikligini ortaya koymaktadir. Diisiik genetik ¢esitlilik diger tiirlerle
hibridizasyon eksikligi yasayan Prunus spp., Vitis spp. ve Citrus spp. de so6z konusudur.
Bu calisma kegiboynuzunun taksonomik olarak izole edilmis bir tiir oldugunu da ifade

etmektedir.

Calismamizda dendogramda 2 ana kol olusmustur. Afif et al. (2008), Tunus’ ta 10 adet
kegiboynuzunu popiilasyonlarindan 6rnekler alarak RAPD markorleriyle molekiiler
karakterizasyon c¢aligsmasi yiirlitmiisler ve RAPD markorlerinin oldukga yiiksek
polimorfizm oranma sahip oldugunu ve ayrica dendogramda 2 ana grup olustugunu

belirlemislerdir.

Italya’da yapilan bir calismada ise Italya, Malta ve Ispanya’dan toplanan 72 adet
kegiboynuzu ¢esidi EST-SSR markorleriyle degerlendirilmis, 20 markdrden 9 tanesi

polimorfizm olusturmus lokus basina allel sayis1 2 ila 7 arasinda degismis yine lokus
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basina genotip sayisi 3 ila 13 arasinda degismistir. Calismada bazi homonomi gruplari
da belirlenmistir. Olusturulan dendogramda {i¢ ana kol olusmus ancak farkli tlkeleri
genotipleri li¢ ana kola rastgele dagilmislardir. Ancak bazi iilkelerde aymi cografik
alanlarda alinan orneklerde ortaya cikan yiiksek genetik benzerlik bu genotiplerin
vejetatif olarak ¢ogaltildigini ortaya koymustur (La Malfa et al. 2014). Yiriitillen tez
caligmasinda da 3 farkli iilkeden temin ettigimiz keciboynuzu genotiplerinin dar bir
genetik cesitlilik gosterdigi tespit edilmistir. Ayrica lilke bazinda net bir gruplasma
olmadigi tespit edilmistir. Bu yoniiyle ¢alisma bulgulari La Malfa et al. (2014) ile uyum

gostermektedir.

Konate et al. (2007), Fas’ta yaptiklar1 bir ¢alismada 10 adet keg¢iboynuzu genotipini
RAPD markorleriyle karakterize etmislerdir. Arastiricilar calismada toplam 67 adet
RAPD primeri kullanmiglar ve bunlardan 52 tanesinin tekrarlanabilir bantlar
olusturdugunu tespit etmiglerdir. RAPD analizi genotipler arasinda cografik izolasyon
olmadigini da ortaya koymustur. RAPD markoérleri PCR’a dayali ilk markor sistemidir
ve bazi sonuglari tekrarlanabilir olamamaktadir. Bu yoniiyle SSR markoérleri ile
karsilastirildiklarinda dezavantajlar1 s6z konusudur. Tez calismasinda kullandigimiz
SSR markdrleri tekrarlanabilir sonuglar iiretmektedir. SSR markarleri ile elde ettigimiz
sonuglar Konate et al. (2007) nin bildirdigi gibi genotipler arasinda kesin bir cografik

izolasyon olmadig1 yoniindedir.
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5. SONUC

Kegiboynuzu (Ceratonia siliqua L.), Akdeniz ikliminin goriildiigii yerlerde, bu iklime
bagl olarak yayilis gdsteren baklagiller (Fabaceae) familyasinda yer alan bir tlirdiir.
Ulkemizde dogal olarak yetisen 6nemli bir tiirdiir. Birgok alanda tiiketim imkan1 vardir.
Ulkemiz i¢in énemli genetik kaynaklar arasinda yer alan Kegiboynuzu genotiplerinin
molekiiler karakterizasyonu SSR markorleri ile gergeklestirilmistir. Calismada

Hirvatistan, Kuzey Kibris ve Tiirkiye’den temin edilmis genotipler kullanilmistir.

Ulkemizde son yillarda gerek iiniversitelerde ve gerckse arastirma enstitiilerinde
biyoteknoloji konusundaki ¢alismalar hiz kazanmistir. Bitki genetik kaynaklar ile ilgili
calisma alanlarinda, 6zellikle genetik ¢esitliligin belirlenmesi, genetik haritalama gibi
amaglar incelenen konularin basinda gelmektedir. Son yillarda meyve tiirlerine ait
cesitler arasindaki akrabalik iliskilerinin belirlenmesinde molekiiler belirleyiciler

(markdrler) basarili bir sekilde kullanilmaktadir (Dogan 2011).

Arastirmada kullandigimiz SSR markorlerinden elde ettigimiz polimorfizm oranlari
oldukca yiiksek bulunmakla beraber sozii edilen polimorfizm tiim genotiplerin
birbirinden ayirt etmek icin yeterli olmamistir. Ulkemiz kegiboynuzunun genetik
cesitlilik merkezidir. Genotiplerin akrabalik derecelerinin  belirlenmesi  genetik

markirlardan faydalanilarak belirlenmeye caligilmistir.

Calismada kullanilan degisik orjinli genotiplerin birbirinden tam olarak ayrilmadigi
tespit edilmistir. Kuzey Kibris Tiirk Cumhuriyetinden temin edilen Cayirova 2 ve 5 ile
Kalkanli 1, 2, 3 ve 5 no’lu genotiplerin birbirinden genetik olarak ayrilamadig: tespit
edilmistir. Hirvatistan’dan temin edilen 6rneklerden ise 8ko ve 10-1ko, 1pe ve 8v, 19ko
ve 2pe, 10dr ve 1dr, 10v ve 3v genotiplerinin de birbirinden genetik olarak ayrilmadigi
tespit edilmistir. Adana-Kozan’dan temin edilen genotip ile Kuzey Kibris Tiirk
Cumhuriyetinden elde edilen Kalkanli 4 genotipi ilk ana kolda yer alarak diger

genotiplerden ayrilmistir.
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SSR analizlerinde keciboynuzu genotipleri i¢in gelistirilmis toplam 5 SSR primeri
calisgtlmigtir. SSR analizleri sonucunda elde edilen toplam allel sayis1 16 olarak tespit
edilmistir. Elde edilen 16 allelin tamaminin polimorfik sonuglar verdigi gozlenerek

polimorfizm oraninin %100 oldugu tespit edilmistir.

Kegiboynuzu ile yapilan biyokimyasal ¢alismalar sonucunda da 6nemli farkliliklarin
tespit edilemedigi dar bir genetik cesitliligin oldugu goézlenmistir. Keg¢iboynuzu
genotiplerinin diisiik bir genetik cesitlilige sahip olmalar1 ve bu genetik ¢esitliligin
oldugu DNA bolgelerinin ¢ogaltilamamis olmasit da sOylenebilir. Ancak bu tez
caligmasinda Hirvatistan, Tiirkiye ve Kuzey Kibris Tiirk Cumhuriyeti’nden temin edilen
kegiboynuzu genotipleri ayni cografik alanlarda alinan 6rneklerde ortaya ¢ikan yiiksek

genetik benzerlik bu genotiplerin vejetatif olarak ¢ogaltildigini sdyleyebiliriz.

Bu tez calismasindan ¢ikan sonuglara dayali olarak; kullanilan keg¢iboynuzu
genotiplerinde bazi polimorfizmler tespit edildigi goriilmiis fakat cografik anlamda bir
ayrimin s6z konusu olmadig1 belirlenmistir. Bu kesin ayrimi yapabilmek i¢in daha fazla
SSR markirmin gelistirilmesi ve kullanilmasi1 gerekmektedir. SSR markorleri ile birlikte

farkli markdr sistemlerinin kullanilmasi da 6nemli avantajlar saglayacaktir.
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