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Pirasa (Allium ampeloprasum var. porrum L.) insan sagligi acisindan 6nemli bir bitki
tiriidiir. Tiirkiye diinya pirasa liretiminde onemli iilkelerden biridir. Tiirkiye’de pirasa
yetistiriciligi genel olarak yerel c¢esitlerle yapilmaktadir. Pirasanin iki yillik yasam
dongiisiine sahip olmasi, %80 oraninda yabanci tozlanmasi, kromozom yapisinin
tetraploit olmasit ve siddetli kendileme depresyonu goriilmesi pirasa 1slahimi
zorlagtirmaktadir. Bununla birlikte pirasanin  genetik  Ozellikleri yeteri kadar
bilinmemektedir. Bu ¢alismada Tiirkiye’nin farkli bolgelerinden temin edilen 16 yerel
pirasa genotipi molekiiler ve morfolojik diizeyde karakterize edilmistir. Belirlenen 12
parametrede 6l¢iim ve gozlemler yapilmistir. Genotip igindeki bitkiler arasinda ciddi bir
morfolojik farklilik gériilmemesine ragmen, genotipler arasinda istatistiksel olarak
onemli farkliliklar bulunmustur. Bursa-Inegol-Alanyurt, Bursa-Karacabey-Tavsanli ve
Balikesir-Bandirma-Yeniyenice bdlgelerinden temin edilen genotiplerin pazarlanabilir
nitelikte oldugu saptanmistir. Molekiiler karakterizasyon i¢in 18 SSR markdrii test
edilmis ve 13 markoriin genotipler arasinda giivenilir ve polimorfik sonuglar verdigi
belirlenmistir. Toplam 69 allel elde edilmis ve bu allellerin 45’1 polimorfik, 24’
monomorfik bulunmustur. Primer basina allel say1s1 2 ile 10 arasinda olup ortalama allel
sayist 5,30°dur. Genotipler arasinda benzerlik katsayr degerleri 0,45 ile 0,85 arasinda
degismistir. PIC degerleri 0,34 ile 0,45 arasindadir ve polimorfik primerler pirasa
genomu icin orta derecede bilgilendirici bulunmustur. Molekiiler ve morfolojik
ozellikleri karakterize edilen 16 yerel pirasa genotipi gelecekteki 1slah ¢aligmalarinda
materyal olarak kullanilabilecek ve bu ¢alismadan elde edilen sonuglar arastirmacilara
katkida bulunabilecektir.

Anahtar Kelimeler: Pirasa, SSR, Polimorfizm, Molekiiler Karakterizasyon, Morfolojik
Karakterizasyon
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MORPHOLOGICAL AND MOLECULAR CHARACTERIZATION OF SOME
LOCAL LEEK GENOTYPES GROWN IN TURKEY
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Leek (Allium ampeloprasum var. porrum L.) is an important plant species for human
health. Turkey is one of the important leek producing country in the world. Leek
cultivation in Turkey is generally done with local varieties. Leek's two-year life cycle,
80% of foreign pollination, tetraploid chromosome structure and severe inbred
depression make leek breeding difficult. Moreover, the genetic characteristics of leeks
are not known very well. In this study, 16 local leek genotypes obtained from different
regions of Turkey were characterized at molecular and morphological level.
Measurements and observations were made on 12 determined parameters. Although no
significant morphological differences were observed among the plants within the
genotype, statistically significant differences were found between the genotypes. The
genotypes obtained from Bursa-Inegol-Alanyurt, Bursa-Karacabey-Tavsanli and
Balikesir-Bandirma-Yeniyenice locations were found to be marketable. 18 SSR markers
were tested for molecular characterization of leek genotypes and 13 markers was found
to be reliable and polymorphic among the genotypes. A total of 69 alleles were
obtained, of which 45 were polymorphic and 24 were monomorphic. The number of
alleles per primer was changed between 2 and 10, with an average of 5.30. The
similarity coefficient values between the genotypes ranged from 0.45 to 0.85 PIC values
ranged from 0.34 to 0.45 and the primers were found to be moderately informative for
leek genome. The 16 local leek genotypes characterized with molecular and
morphological features can be used as plant material for future breeding studies and the
results obtained from this study can contribute to researchers.

Key words: Leek, SSR, Polymorphism, Molecular Characterization, Morphological
Characterization

2022, viii + 61 pages.
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1. GIRIS

Insanoglu, yasaminin devamliligi igin yeterli ve saglikli beslenmek zorundadir.
Hayvansal besinlerin yaninda bitkisel besinlerin tiikketimi de dengeli beslenmenin temel
sartidir (Onur ve digerleri, 2017). Ozellikle sebzeler insan saglig1 agisindan son derece
onemlidir (Sezgin, 2014). Sebzeler vitamin ve mineral zenginligi bakimindan bir¢ok
saglik problemini 6nleme ve tedavi etme fonksiyonlarina sahiptir (Eris ve Yanmaz

1979).

Pirasa (Allium ampeloprasum var. porrum L.), sogan (Allium cepa) ve sarimsak (Allium
sativum) gibi Allium cinsine ait yenilebilir tiirler hem besinsel &zellikleri hem de
biyolojik aktiviteleri bakimindan diinyada en ¢ok tiiketilen sebze tiirleri arasindadir
(Bernaert ve digerleri, 2013; Golubkina ve digerleri, 2019). Bu tiirler genel olarak Asya,
Avrupa, Kuzey Amerika ve Kuzey Afrika gibi diinyanin kuzey yarim kiiresine dahil
olan bolgelerde genis gapta yayilis gostermistir (Atik ve Diraman, 2009). Her ne kadar
ticari olarak yenilebilir tiirlere odaklanilsa da taksonomik arastirmalar Allium cinsinin

yaklasik 700 tiir igerdigini gostermektedir (Dubouzet ve Shinoda, 1999).

Pirasa (Allium ampeloprasum var. porrum L.), Liliopsida smifinda, Asparagales
takimma dahil olan, Alliaceae familyasi altinda smiflandirilan Allium cinsine ait bir
sebze tiiridiir (Sar1 ve digerleri, 2020). Pirasanin kiiltiire alinma siirecine dair ayrintili
bilgi bulunmamaktadir. Ancak milattan 6nce 3000’den giiniimiize kadar yetistirilip
tikketildigi bildirilmistir. Allium ampeloprasum, pirasanin yabani atasi olarak kabul
edilmektedir (H. B. C. 1860; Kik ve digerleri, 1997). Allium ampeloprasum
kompleksinin yabani pirasa, Avrupa pirasa gesitleri, Misir kurrat ve bilyiik bash
sarimsak (Elephant Garlic) olmak tizere dort gen havuzundan olustugu bilinmektedir
(Guenaoui ve digerleri, 2013). Pirasanin kiiltiire alinmig ilk cesitlerinin Akdeniz
bolgesinde ortaya ¢iktigi tahmin edilmektedir (Gilreath ve digerleri, 2008). Daha sonra
Tirkiye’nin de dahil oldugu Akdeniz iilkelerini kapsayan bolge basta olmak iizere;
Akdeniz adalari, Afrika’nin kuzeyi, Asya’nin gilineybatisi ve Avrupa’nin giliney
bolgelerine kadar uzanan genis bir cografyada yayilis gosterdigi bildirilmistir (Guenaoui

ve digerleri, 2013; Garcia-Herrera ve digerleri, 2014). Giin uzunluguna olan



duyarsizligi, diinyanin bir¢ok yerinde yetistirilmesine olanak saglamaktadir (Alan ve

digerleri, 2016).

Pirasa uzun, silindirik sekildeki yalanci gévdesi ve yapraklari i¢in yetistirilir (Bernaert
ve digerleri, 2021). Yalanci govdesi tiiketim i¢in daha kullanishi iken yapraklart daha az
tercih edilmektedir. Ancak son zamanlar da laktik asit fermantasyonu uygulamasi,
yapraklarin degerlendirilmesi konusunda potansiyel bir isleme yoOntemi olarak
goriilmektedir (Bernaert ve digerleri, 2013). Pirasanin birden fazla kullanim alam
vardir. Genel olarak pisirilerek veya haglanarak tiiketilmektedir. Bununla birlikte
salatalarda taze olarak da tercih edilmektedir. Ayn1 zamanda kurutularak baharat
formunda degerlendirilmekte ve ¢orba ve yemeklere tat vermek igin kullanilmaktadir
(Burt ve digerleri, 1999; Garcia-Herrera ve digerleri, 2014). Pirasa sadece gida olarak
degil ayn1 zamanda ila¢ olarak da kullanilir. Ezilmis dokularindan elde edilen 6ziin
tiketilmesi ile Oksiiriikk, mukus salgis1 ve bogaz agris1 gibi rahatsizliklarin tedavi

edildigi bildirilmistir (Addo ve digerleri, 2011).

Pirasa insan sagligi acisindan 6nemli bir bitki tiiriidiir. Yiiksek antioksidan kapasitesi ve
icerdigi organik kiikiirtlii bilesikleri sayesinde hastaliklara karsi koruyucu islev
kazanmistir (Golubkina ve digerleri, 2019). Diizenli tiiketiminin prostat kanseri, mide
kanseri ve meme kanseri gibi bir¢ok kanser tiirliniin riskini azalttig1 ve kardiyovaskiiler
hastaliklarin gelisimini 6nledigi bildirilmistir (Bianchini ve Vainio, 2001; Kratchanova
ve digerleri, 2010; Atik ve Diraman, 2019). Tiim Allium tiirlerinde oldugu gibi pirasada
onemli seviyede B-karoten, lutein, E vitamini ve C vitamini igermektedir (Bernaert ve
digerleri, 2013). Aym zamanda pirasa iyi bir iniilin kaynagidir. Iniilin, sindirim
sistemindeki islevi sayesinde prebiyotik olarak bilinmektedir. Koruyucu ve tedavi edici
bir¢ok fonksiyona sahiptir. Karaciger yaglanmasini azaltir. Bagisiklik sistemini ve kan
sekerini diizenler. Diisiik kalori icerigine sahip olmasi sebebiyle diyet iirlinlerinde de
yaygin olarak tercih edilmektedir. 100 g pirasa ortalama 6,5 g iniilin icermektedir
(Yabanci, 2010). Pirasa uzun yillar enflamatuar semptomlarin tedavisinde ilag olarak
kullanilmistir. Sindirim sistemi hastaliklarinda, o6zellikle midede meydana gelen

sorunlarda tedavi edicidir.



Glinlimiizde kullanilan sentetik ilaglarin yan etkileri dikkate alindiginda yiiksek
antioksidan kapasitesi ile birlikte bagisiklik sistemini giiglendirici ve antienflamatuar
etkileri sebebiyle pirasa tiiketiminin 6nemi daha iyi anlagilmaktadir. Pirasanin 100 g't

ortalama 35 kcal olup besin igerigi Cizelge 1.1' de verilmistir (Dey ve Khaled, 2015).

Cizelge 1.1. Pirasanin (100 g) besin igerigi (Dey ve Khaled, 2015)

Bilesikler Miktar (g) Mineraller Miktar (mg) Vitaminler Miktar (mg)
Su 86,00 Sodyum 9,00 Tiamin (B1) 0,10

Lif 3,30 Potasyum 310,00 Riboflavin (B2) 0,05

Protein 1,90 Kalsiyum 63,00 Niasin (B3) 0,60
Toplamyag 0,40 Magnezyum 10,00 B6 Vitamini 0,25
Karbonhidrat 5,90 Demir 1,10 C Vitamini 18,00

Kiil 1,00 Cinko 0,40 E Vitamini 0,92

Pirasa, diinyada ticari olarak en ¢ok iiretilen sebzeler arasindadir (Ozgur ve digerleri,
2011). Gida ve Tarim Orgiitii (FAO)' niin 2020 yilina ait kaynaklarinda diinyadaki
pirasa {iretimine dair sayisal veriler diger soganl bitkilerin tiretim verileri ile birlikte
kaydedilmistir. Bu bilgilere gore pirasanin diinya ¢apinda iiretimi incelendiginde 133
553 hektar alandan 2 119 948 ton verim elde edildigi goriilmektedir. Bu iiretim
miktarinin %97’°si Asya ve Avrupa kitalarinda gerceklesmektedir. Endonezya, Tiirkiye,
Belgika, Fransa ve Giiney Kore pirasa ve diger soganli sebzelerin iiretiminde dnemli
iilkelerdir (FAO, 2020). Tiirkiye Istatistik Kurumu (TUIK)nun verilerine gore
Tiirkiye’de 2020 yilinda 70 958 dekar alandan 225 480 ton iiriin elde edilmistir. Izmir
(44 341 ton), Bursa (39 437 ton), Samsun (25 707 ton), Mersin (20 025 ton) ve Balikesir
(11 202 ton) Tiirkiye’de pirasa yetistiriciliginin en fazla yapildigi illerdir (TUIK, 2020).

Pirasanin gelisimi i¢in optimum sicaklik seviyesi 15-25°C arasinda olmalidir. Sicak ve
nemli bolgeler pirasa yetistiriciligi i¢in uygun degildir (Burt ve digerleri, 1999; Shelke
ve digerleri, 2020). Pirasa diger Allium tiirlerine gore soguk havaya karsi daha
toleranslidir (Bernaert ve digerleri, 2012). Gelisimi 2-3 °C 'ye kadar devam eder ancak 0
°C'de durur (Kocakaya, 2019). Pirasa her toprak tipinde yetismekle birlikte humuslu, iyi
drene edilmis nétr veya hafif alkali topraklarda verim ve kalite artmaktadir (Burt ve
digerleri, 1999; Kocakaya, 2019). Toprak tuzluluguna orta derecede duyarhidir (Kiremit
ve Arslan, 2016).



Pirasa yetistiriciligi ortiialtinda ve acikta yapilmaktadir. Yaz, sonbahar ve kis hasatlari
ile birlikte y1l boyunca taze olarak pazara sunulmaktadir (Kolota ve Adamczewska-
Sowinska, 2007). Yazlik, sonbaharlik ve kislik olarak ayrilan pirasa ¢esitlerinin
morfolojilerinde bir takim farkliliklar mevcuttur. Yazlik c¢esitlerin yaprak renkleri
sarimtrak yesildir ve yalanci govdeleri uzundur. Cok hizli gelisim gosterirler ancak
dona karsi duyarhdirlar. Sonbahar cesitlerinin yaprak rengi soluk yesildir. Yalanci
govde uzunluklar yazlik ve kislik cesitlere kiyasla ortadir. Hizli gelisim gosterirler ve
dona kars1 yazlik gesitlere gore biraz daha toleranshidirlar. Kiglik ¢esitlerin yaprak rengi
ise mavimtrak yesil renktedir. Genelde kislik gesitlerin yalanci gévde uzunlugu yazlik
ve sonbahar c¢esitlerine gore daha kisadir. Yavas gelisim gosterirler ancak dona karsi
dayaniklidirlar (De Clercq ve digerleri, 1999). Pirasalarin dona karsi dayaniklilig:
plastik film, saman veya kagit gibi materyallerle malglama yapilarak arttirildigi
bildirilmistir (Kolota ve Adamczewska-Sowinska, 2007). Yapraklar yalancit govdeden
daha giiclii antioksidan kapasitesine sahiptir. Antioksidan kapasitesi, toplam fenol ve
askorbat icerigi en yiiksek seviyede olan cesitler kislik cesitlerdir. En diisiik seviyede

olan ¢esitler ise sonbahar ¢esitleridir (Bernaert ve digerleri, 2012).

Pirasa otsu bir bitkidir. Yapraklar: hizli ve kuvvetli gelisim gosterir. Yaprak, yaprak kini
ve ayasindan olusur. Taze yapraklar daima en i¢ kisimda meydana gelir. Birbiri i¢inden
¢ikan yapraklarin kinlari yalanci gévdeyi olusturur (Kaska, 2013). Pirasa ayn1 zamanda
iki yillik bir tiirdiir. Ik y1l vejetatif gelisimini tamamlar. Ikinci yilda ise ¢igek sapi
meydana getirir. Cicek sapi, tlizerinde onlarca ¢igek igeren semsiye seklindeki ¢icek
topunu olusturur. Cigek semsiyesi ilk zamanlarda bir zar ile gevrilidir. Zamanla bu zar
acilir ve ¢igek semsiyesi serbest kalarak cicekler faaliyete baslar (Akgiin, 2018).
Cigeklerin renkleri beyaz, pembe ve mor renklerin tirevleridir (Kaska, 2013).
Hermofrodit ¢igek yapisina sahiptir (Sivritepe, 2017) ve ¢iceklerde genellikle protandri
goriilir (Kaska ve digerleri, 2016). Pirasa yaklasik %80 oraninda yabanci, %20
oraninda da kendine tozlanan bir tirdiir (Khazanehdari ve Jones, 1997). Haziran,
Temmuz ve Agustos aylar ¢icek agma donemleridir. Eylil ve Ekim aylarinda ise

tohumlar olgunlasmaktadir (Kocakaya, 2019). Tozlasma bocekler tarafindan



gerceklestirilir. Tozlasma ve dollenme sonucu olusan tohumlarin rengi siyahtir ve

tohumlarin burusuk bir goriintiisii vardir (Akgiin, 2018).

Pirasa biiyiik bir genoma sahiptir (50.27 pg/2C) (Arumuganathan ve Earle, 1991). Ayni
zamanda tetraploid bir tiirdiir ve 32 kromozomu vardir. (2n= 4x = 32). Birgok otorite
tarafindan autotetraploid olarak kabul edilir (Smith ve Crowther, 1995; Khazanehdari ve
Jones, 1997). Pirasada kendileme ¢alismalari, siddetli kendileme depresyonu ile
sonuglanir (De Clercq ve digerleri, 2003). Kendileme depresyonu, homozigot hatlarin
gelistirilmesinin 6niinde biiylik bir engeldir (Alan ve digerleri, 2016). Yabanci tozlanma
sebebiyle pirasa bitkilerinde yiiksek oranda heterozigotluk goriilmektedir. Pirasada agik
tozlanan standart cesitler hala yaygin olarak yetistirilmesine ragmen hibrit ¢esitler yavas
yavag standart ¢esitlerin yerini almaktadir (De Clercq ve digerleri, 2003). Pirasada ilk
hibrit c¢esitler sitoplazmik erkek kisirligint indiikleyen genin, sogandan pirasaya
aktarilmasi sonrasi sitoplazmik erkek kisirligin pirasada da kullanilmasi ile tiretilmistir
(Peterka ve digerleri, 2002). Hibrit pirasalar, standart gesitlere gére daha homojendir ve
onemli Ol¢iide daha yiiksek verime sahiptir (Cebeci ve Hanci, 2014). Pirasa islah
programlarinin ana hedefi pazarlamasi kolay tekdiize bitkiler elde etmektir. Ayni
zamanda yiiksek verime sahip hastalik ve zararlilara dayanikli ¢esitler arzu edilir
(Khazanehdari ve Jones, 1997). Ancak yerel popiilasyonlarin yerini zamanla hibrit
cesitlerin almasi bu kaynaklarin yok olma siirecini hizlandirmaktadir (Bilir, 2016). Bu
nedenle iilkemizdeki yerel pirasa genotiplerinin ivedilikle toplanarak koruma altina
alimmas1 gerekmektedir. Yerel popiilasyonlar bitki gen kaynaklarmin onemli bir
parcasidir. Ayrica yerel popiilasyonlar, gosterdigi varyasyonlar sayesinde olagandisi
ekolojik gelismelere kars1 yiiksek adaptasyon yetenegine sahiplerdir. Yerel
popiilasyonlarda meydana gelen varyasyonlarin molekiiler ve morfolojik olarak
karakterize edilmesi, genetik kaynaklarin korunmasi hususunda onem arz etmektedir

(Gebologlu ve digerleri, 2017).

Bitkisel gen kaynaklarmin tanimlanmasinda kullanilan morfolojik karakterizasyon
caligmalar1 bitkilerin fenotipinin ¢evre kosullarindan kolayca etkilenmesinden dolay1

yetersiz kalmaktadir. Aynt zamanda uzun zaman ve yogun isgiicii gerektirmektedir.



Morfolojik karakterizasyon ¢alismalarinin, molekiiler karakterizasyon ile desteklenmesi

ile kisa siirede daha giivenilir ve kesin sonuglar alinmaktadir (Sartkamis, 2014).

Yukarida da ifade edildigi gibi pirasa iki yillik yagsam dongiisiine sahiptir. Yaklasik %80
oraninda yabanci tozlanmasi sebebiyle bitkilerde heterozigotluk goriilmektedir. Ayni
zamanda kromozom yapisi tetraploittir ve genomu oldukga biiyliktiir. Kendilendiginde
siddetli kendileme depresyonu meydana gelmektedir. Pirasanin sahip oldugu bu
Ozellikler, klasik metotlarla yapilan 1slah calismalarin1 zorlastirmakta ve c¢ok uzun
stirmesine neden olmaktadir (Peterka ve digerleri, 2002; Kaska, 2013). Bununla birlikte
pirasanin genetik ozellikleri yeteri kadar bilinmemektedir. Genotipler arasinda ortaya
c¢ikan varyasyonlarin morfolojik ve molekiiler diizeyde tespit edilmesi 1slah ¢alismalari
acisindan son derece onemlidir (Filjushin ve digerleri, 2011). Ayrica gen bankalarinda
bulunan pirasa genotiplerinin karakterize edilmesi, koruma altina alinmis pirasa
genotiplerinin 6zelliklerinin ortaya ¢ikarilmasina ve bu tiirde yapilacak arastirmalarin

planlamasina katkida bulunmaktadir.

Molekiiler diizeyde genetik varyasyonun tespiti i¢in farkli Ozellikte bir¢ok
deoksiriboniikleik asit (DNA) markor teknigi olmasina ragmen, son yillarda en ¢ok
tercih edilen markor tekniklerinden birisi mikrosatelit (minisatelit) veya basit dizi
tekrarlar1 (SSR) markor teknigidir. SSR markor teknigi Polimeraz Zincir Reaksiyonu
(PCR) temelli olmasi, es-baskin 6zellikte olmasi, giivenirligi ve polimorfizminin yiiksek
olmasi1 nedenleriyle diger PCR temelli Rastgele Cogaltilmis Polimorfik DNA (RAPD),
Cogaltilmis Parca Uzunluk Polimorfizm (AFLP), Basit Tekrarli Diziler Arasi
Polimorfizm (ISSR) gibi baskin markor tekniklerine gore daha ¢ok kullanilmaktadir.
RAPD, ISSR, AFLP gibi markor teknikleri igin gelistirilen primerler tiim bitki
tiirlerinde kullanilabilirken, SSR markorleri icin her tiire 6zgii primerlerin tasarlanmasi
gerekmektedir. Bu primerler her tiirde basit dizi tekrari iceren DNA bdélgelerinin iki
ucundan tasarlanmakta, bunun i¢in de basit dizi tekrarlar1 tastyan DNA bdlgelerinin
niikleotid dizilerinin belirlenmesi gerekmektedir. Ik zamanlar SSR markérlerinin
gelistirme maliyeti ¢ok yiiksekti. Ik gelistirilen SSR markérleri igin bir tiiriin genomik
kiitiiphaneleri hazirlanmakta ve bu kiitiiphanelerde basit dizi tekrarlar1 bulunan genomik

bolgelerin niikleotid dizleri belirlenmekteydi. Bu nedenle SSR markérlerin gelistirilmesi



olduk¢a maliyetli ve zaman aliciydi. Giinimiizde yeni nesil DNA dizileme
teknolojisinin gelismesi ile birlikte binlerce bitki tiiriiniin ve tiir igindeki genotiplerin
DNA ve riboniikleik asit (RNA) dizileri belirlenmis ve bu diziler Ulusal Biyoteknoloji
Bilgi Merkezi (NCBI) gibi DNA dizi veri bankalarinda arastirmacilarin kullanimina
sunulmustur. Giiniimiizde DNA veri banlarindaki diziler kullanilarak SSR markorleri
¢ok daha ekonomik ve hizli bir sekilde gelistirilebilmektedir (Li ve digerleri, 2018).
Gelistirilen SSR markorleri i¢in kullanilan primer bolgeleri tiirler aras1 korunmus diziler
icermesi durumunda bu SSR markorleri yakin akraba tiirlerinde de kullanilabilmektedir

(Ipek ve digerleri, 2015).

Sogan ve sarimsak genomlar1 i¢in son yillarda yiizlerce SSR markdrleri gelistirilmis
olmasina ragmen pirasa igin gelistirilen SSR markoérleri sinirli sayidadir (Lee ve
digerleri, 2011; Jayaswall ve digerleri, 2019). Biiyiik bir genoma sahip olan pirasada
genetik galigmalarin ve genetik haritalarin daha kapsamli bir sekilde yapilabilmesi igin

fazla sayida SSR markorlerin gelistirilmesi gerekmektedir.

Bu caligmanin amaci, Tirkiye’nin farkli bdlgelerinde yetistirilen 16 yerel pirasa
genotipini UPOV kriterlerini de dikkate alarak belirlenen parametreler ile birlikte
karakterize etmek ve cesitler arasindaki fenotipik varyasyonu tespit etmektir. Ayni
zamanda bu ¢alismanin bir diger amaci, daha 6nceden sarimsak genomunda ifade olan
(mMRNA) DNA bolgelerinde gelistirilmis SSR markorlerinin (Ipek ve digerleri, 2015)
pirasada da kullanilabilirligini belirlemek ve uygun bulunan SSR markarler ile 16 yerel
genotipi molekiiler diizeyde tanimlayarak, cesitler arasindaki genetik varyasyon ve
iliskiyi saptamaktir. Molekiiler ve morfolojik 6zellikleri karakterize edilecek olan 16
yerel pirasa genotipi, gelecekteki i1slah caligmalari icin 1slahg¢ilara materyal ve bilgi
saglayacaktir. Ayrica pirasa genomu icin gelistirilmis yeni SSR markoérleri pirasada

ileride yapilacak genetik ve 1slah calismalarina katkida bulunabilecektir.



2. KURAMSAL TEMELLER VE KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Kuramsal Temeller

Bitki gen kaynaklarinin tanimlanmasinda morfolojik ve molekiiler markorler yaygin
olarak kullanilmaktadir. Morfolojik markorler gigek rengi, bitki boyu, yaprak rengi veya
meyve agirlig gibi fenotipik 6zellikler araciligiyla farkli genotipler arasindaki gesitliligi
belirlemektedir. Molekiiler markorler ise Okaryotik genomlarda bir bolgeyi temsil
ederler ve cesit, tiir, cins gibi gruplarin bireyleri arasindaki farkliligin DNA diizeyinde
belirlenmesinde rol oynarlar (Giilsen ve Mutlu, 2005; Yorgancilar ve digerleri, 2015).
Molekiiler markorler genetik haritalama caligmalarinda, genotipler arasi akrabalik
derecelerinin tespit edilmesinde, ¢esitlerin tescil siirecinde, hibrit 1slah1 ¢alismalarindaki
ebeveyn hatlarin sec¢iminde, kiiltiir gesitlerinin ve gen kaynaklarinin karakterize
edilmesinde yaygin olarak kullanilmaktadir (Yorgancilar ve digerleri, 2015). Molekiiler
markorler, PCR’ nin kesfi ile PCR temelli olmayan markdrler ve PCR temelli markorler
olmak tizere iki gruba ayrilmigtir. Smirhi parga uzunluk polimorfizmi (RFLP,) PCR
temelli olmayip, hibridizasyon temelli olan bir molekiiler markor teknigidir. RAPD,
AFLP, SSR, ISSR, tek niikleotid polimorfizmi (SNP), Organel mikrosatellitleri, kesilip
cogaltilmis polimorfik diziler (CAPS), dizi iliskili ¢ogaltilmis polimorfizm (SRAP),
ifade edilmis dizi etiketleri (EST) ve hedef bolge ¢ogaltim polimorfizmi (TRAP) PCR

temelli molekiiler markor teknikleridir (Filiz ve Kog, 2011).

SSR’lar az miktarda DNA’ya ihtiya¢ duyulmasi, genomda bol ve rastgele bulunmasi,
yiiksek oranda polimorfizm icermesi gibi avantajlarindan dolay1 son zamanlarda en ¢ok
kullanilan molekiiler markorler arasindadir (Kesawat ve Das, 2009; Filiz ve Kog, 2011).
SSR’lar 6karyotik genomlarda tekrar eden ardisik, kisa DNA dizileridir. Bu diziler 1-6
baz ¢ifti (b¢) uzunlugundadir. SSR’larin saginda ve solundaki diziler biliniyorsa bu
dizilere uygun 20-25 bg¢ uzunlugunda primerler tasarlanir. Tasarlanan primerler
sayesinde az miktarda DNA kullanilarak PCR ile s6z konusu mikrosatelitler
cogaltilmaktadir. DNA replike olurken yanlis eslesmeler, dizilerin atlanmasi, diizensiz
parca degisimi (crossing-over) gibi durumlar meydana gelmektedir. Bu gibi durumlar

ardisik tekrar dizilerinin sayilarinda farkliliga neden olmaktadir. Ortaya ¢ikan bu



farklilik bireyler arasinda var olan varyasyonu ifade etmektedir (Schlbtterer, 2004;
Kesawat ve Das, 2009; Filiz ve Kog, 2011; Yorgancilar ve digerleri, 2015). SSR markor
tekniginin avantajlar1 oldugu gibi dezavantajlar1 da bulunmaktadir. Mikrosatelit
bolgelerinde bol miktarda meydana gelen mutasyonlar sebebiyle primerlerin yapisma
bolgeleri degisime ugramaktadir ve anlamsiz alleller ortaya ¢ikmaktadir. Bu durum
genotiplerin hatali skorlanmasina yol agabilmektedir (Kesawat ve Das, 2009; Filiz ve
Kog, 2011). Mikrosatelit primerlerini gelistirmek i¢in uzun zamana ihtiya¢ duyulmasi
ve ekonomik olarak pahali olmasi SSR markor tekniginin diger bir dezavantajidir
(Giilsen ve Mutlu, 2005). Ancak son yillarda yeni nesil DNA dizileme teknolojileri ile
SSR markorleri ¢ok daha hizli, ekonomik ve fazla sayida tim bitki tiirleri i¢in

gelistirilebilmektedir.

2.2. Kaynak Arastirmasi

De Clercq ve digerleri (1999) Belgika’nin yerel pirasa gesitlerini yaprak rengi, yaprak
dikligi, Alternaria porri, Puccinia allii ve Phytophthora porri’ye dayaniklilik, gévde
uzunlugu, sogan olusumu ve verim gibi morfolojik parametreler ile tanimlamislardir.
Calismada 50 farkli genotip kullanilmistir. Analiz sonucunda, genotiplerden dordiiniin
sonbahar ¢esitleri oldugu, iki yerel ¢esidin erkenci kislik tipinde oldugu ve diger on iki
genotipin kisa en (gec¢ci kishk) dayanikli pirasa grubunu olusturdugu saptanmigtir.
Belcika yerel c¢esitlerinin  Ozellikle ge¢ sezonda yiiksek verim gosterdigini

bildirmislerdir.

De Clercq ve digerleri (2003), pirasada kendileme derecesi ile tarimsal performans
arasindaki iliskiyi sistematik bir sekilde incelemislerdir. Elde edilen sonuglar,
kendileme ile fide ¢ikisi, bitki biiylimesi ve bitki taze verimi gibi canlilik i¢in 6nemli
olan bazi tarimsal karakterler arasinda negatif bir korelasyon bulunmustur. Ayni
zamanda kendileme derecesi ile tohum bireysel agirligi arasinda ve kendileme derecesi
ile tohum boyutu arasinda da negatif korelasyon bulunmustur. Yabanci tozlanma ile
hasattaki bitki agirlig1 arasindaki negatif iligki, analiz edilen her bir yavru bitkinin
kokeninin AFLP markorleri kullanilarak belirlendigi bir deneyde ayrica dogrulanmastir.

Son olarak, klorofil eksikligi genleri ile kendilemeyi takip eden gii¢ kayb1 arasindaki



iligki aragtinlmigtir. Elde edilen sonuglar, iki nesil kendileme sonunda pigment

iceriginde onemli bir azalma oldugunu gostermistir.

Ma ve digerleri (2009) sarimsak i¢in gelistirilen 8 yeni polimorfik SSR markori ile 90
sarimsak aksesyonunu tanimlamislardir. Calisilan SSR markorleri lokus basina ortalama
8 allel olmak flizere toplamda 64 allel iiretmistir. Polimorfizm bilgi igerigi (PIC)
degerinin ortalamasi 0,62, ortalama genetik benzerlik katsayisi1 ise 0,44 bulunmustur.
Sonuglar sarimsak aksesyonlar1 arasinda yiiksek oranda genetik varyasyon oldugunu

gostermistir.

Santos ve digerleri (2010) Brezilya'nin tropikal ve subtropikal kosullarinda yetistirilen
44 sogan cesidinde, SSR markor teknigini kullanarak molekiiler karakterizasyon
calismas1 gergeklestirmislerdir. 13 SSR lokusunun 40 allelinin, 44 sogan g¢esidinin
tiimiind ayirt etmek i¢in yeterli oldugu ifade edilmistir. Dendrogramda tanimlanan yedi
sogan cesidi grubu, dnceden tanimlanmis gesitlerin agronomik tipi ile uyum iginde

oldugunu gdstermistir.

Lee ve digerleri (2011) gesitli tiirlerden olusan Allium cinsinin genetik analizi igin,
Allium sativum'dan 50 adet aktarilabilir ve polimorfik SSR markérii elde etmislerdir. Bu
markorleri 5 Allium tiirinde aktarilabilirlik agisindan test etmiglerdir. Amplifiye olmus
alellerin ortalama sayist 1,45 ile 1,91 arasinda degismistir. Allium tuberosum'un
aksesyonlart GB-AS-104 SSR markorii ile aksesyon basmma maksimum 4,8 allel
icermistir. Allium boliimiine ait Allium porrum %73 aktarilabilirlik gosterirken, Allium
altaicum ve Allium fistulosum sirasiyla %47,6 ve %48 oraninda diisiik aktarilabilirlik
gostermigtir. SSR markorleri ile yapilan filogenetik analizlerdeki sonuglar, Allium
cinsinin Onceki smiflandirmalarindan sapmadigini gostermistir. SSR markdrlerinin
basarili amplifikasyon orani genellikle genetik mesafe ile iliskili oldugundan, bu SSR
markorlerinin, Allium tiirleri arasindaki genetik iligkilerin analizlerinde kullanilabilecegi

vurgulanmigtir.

Zhao ve digerleri (2011), Kore Cumhuriyeti Ulusal Kirsal Kalkinma Idaresi Baskanlig

tarafindan korunan toplam 613 sarimsak aksesyonunda genetik cesitliligi ve popiilasyon
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yapisini degerlendirmek i¢in 8 SSR markorii ile molekiiler karakterizasyon galigmasi
gerceklestirmigledir. Toplam 113 allel tespit edilmistir. Lokus basina ortalama 14,1 allel
saptanmistir. Sonug olarak tiim alelleri yakalayan 95 aksesyonluk bir g¢ekirdek seti
basarili bir sekilde gelistirilmistir. Gelistirilen ¢ekirdek setinde temel olarak genetik
mesafeye dayali, kiimeleme ile tutarli olan dort alt popiilasyonun varligi ortaya

cikmustir.

Mousavi ve digerleri (2011) iran pirasasinin taksonomik konumunu belitlemek igin
farkli iran pirasasi &rneklerinin morfolojik ve cicek ozelliklerini incelemislerdir.
Sonuglar, Allium ampeloprasum L.’nin tiirevleriyle yakin bir iliskiSi oldugunu
gOstermistir. Ayn1 zamanda Iran pirasa genotiplerinin kromozom sayisi agisindan da
tutarli oldugu goriilmiistiir. Ancak genotipler kromozom morfolojisi agisindan farklilik
gdstermis ve karyogramlari iki gruba ayrilmistir. Iran pirasasinin en yakin yabani formu
olan Allium iranicum ile taksonomik kimligine iligkin siipheler nedeniyle, ana soganin
disindaki soganciklarin varligi ve sekli, organlarin yapisi vb. agilardan morfolojik bir
karsilastirma yapilmistir. Sonucunda Iran pirasasmin Allium iranicum’ dan farkl tiir
oldugu dogrulanmigtir. Ancak dogada yabani olarak yetistigine dair hi¢bir kanit
olmadig igin bir kiiltiir bitkisi olarak kabul edilebilecegi belirtilmistir. Calisma iran

pirasasinin Allium ampeloprasum'un ayri bir alt grubu oldugunu gostermistir.

Mallor ve digerleri (2011) Ispanya'da ki 86 yerel sogan ¢esidini morfolojik ve fiziko-
kimyasal olarak karakterize etmislerdir. Analizdeki parametreleri agirlik, sekil, sertlik,
¢oziinlir kuru madde igerigi, acilik ve seker igerigi olarak belirlemislerdir. Sonuglar,
degerlendirilen tiim oOzellikler yoniinden sogan gesitleri arasinda biiyiik farkliliklar
oldugunu gostermistir. Acilik ile ¢oéziiniir kuru madde igerigi, sertlik ve sakkaroz igerigi

arasinda onemli korelasyonlar tespit edilmistir.

Jo ve digerleri (2012) 7 SSR mark®érii ile 120 sarimsak aksesyonunda gerceklestirdikleri
analizde toplam 37 allel tespit etmislerdir. Ortalama genetik cesitlilik ve polimorfik
bilgi igerigi degerleri sirasiyla 0,59 ve 0,52 bulunmustur. Yedi SSR primerinden elde
edilen 37 allel ile 120 aksesyon arasindaki genetik iliskiyi anlamak i¢in bir filogram

olusturulmustur. Sarimsak aksesyonlar1 filogramda dort ana gruba ayrilmistir. Birinci
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grup “Aomori” aksesyonlarindan, ikinci grup 64 aksesyondan, iigiincii grup 25
aksesyondan ve dordiincii grup 20 aksesyondan olusmustur. Sonuglar genetik
cesitliligin cografi bolge ile iliskili oldugunu goéstermistir. Sarimsagin farkli cografi

kosullara gore adaptasyonunda farkliliklarin olabilecegi saptanmustir.

Jabbes ve digerleri (2012) Tunus'ta yetistiriciligi yapilan 31 yerel sarimsak
genotipindeki organo-kiikiirt bilesiklerinin igerigi ile agro-morfolojik 6zellikleri
acisindan varyasyonunu arastirmuglardir.  Alliin, isoalliin, glutamil allil sistein
(GIuAICs), isoglutamil allil sistein (isoGlu-AICs) ve allisin olmak iizere 5 organo-
kiikiirt bilesiginin kantitatif degiskenligini incelemislerdir. Bitki basina yaprak sayisi,
yalanct gévde uzunlugu, bas kuru agirlig, bir dis agirligi, bir bas agirligi, bas capi, bir
bastaki dis sayisi, verim ve dormansiden ¢ikisa kadar gecen gilin sayisi igin aksesyon
cesitliligi degerlendirilmistir. Verim ve organo-kiikiirt bilesikleri ile ilgili korelasyonlar
gosterilmistir.  Toplam  olgiilen  organo-kiikiirt  bilesikleri ile agro-morfolojik
ozelliklerden herhangi biri arasinda bir iliski bulunmamistir. Verimin dis agirligi, bas
agirligl ve capi, bitki basina yaprak sayisi ve gévde uzunlugu gibi 6zelliklerden biiyiik
Olciide etkilendigi tespit edilmistir.

Cunha ve digerleri (2012) sarimsak igin toplam 16 SSR markoérii gelistirmislerdir. 75
aksesyon taranmig ve 10 lokusun polimorfik oldugu bulunmustur. Lokus basina

ortalama 4,4 allel olmak {izere toplamda 44 allel tanimlanmuistir.

Cunha ve digerleri (2014) Brezilya ve Brezilya disindan 130 sarimsak aksesyonunun
genetik ¢esitliligini 17 polimorfik SSR markdrii kullanarak tanimlamislardir. Lokus
basina ortalama 5 allel tespit edilmistir. Hem modele dayali Bayes yaklasimi hem de
hiyerarsik kiimeleme teknikleri ile tanimlanan iki ana grup, aksesyonlarin olgunluk

stiresine gore siniflandirilmasiyla uyumlu bulunmustur.

Chen ve digerleri (2014) Cin'den gelen 39 sarimsak ¢esidinin genetik varyasyonunu 8
SSR ve 17 ISSR primer kombinasyonlar1 ile arastirmiglardir. Ayn1 zamanda kullanilan
molekiiler markorlar ile agro-morfolojik 6zellikler arasindaki iliskiyi incelemislerdir.

Calismada her bir SSR primer kombinasyonu basina ortalama 4,63, her bir ISSR primer
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kombinasyonu basina ortalama 4,29 polimorfik lokus tespit edilmistir. Tespit edilen
toplam polimorfik lokus sayist 109 olmustur. SSR ve ISSR i¢in ortalama etkili allel
sayis1 1,48 bulunmustur. Allel frekans verilerine dayali aritmetik ortalamalar ile

agirliksiz ¢ift-grup yontemini kullanan kiime analizi, genotipleri li¢ gruba ayirmistir.

Zaragoza Sebze Germplazm Bankasi Ispanyol sogan gesitliliginin temsil edildigi dnemli
bir Allium cepa L. koleksiyonuna sahiptir. Mallor ve digerleri (2014) bu koleksiyondan
toplam 85 Ispanyol yerel sogan genotipini ve 6 ilgili Allium dis grubunu SSR markér
teknigi ile incelemislerdir. Sonuclar, amplifiye edilen 18 SSR markdriinden 12'sinin,
calisilan tiim aksesyonlar1 ayirt etmek igin polimorfik oldugunu gdstermistir. Ispanyol
soganlarinda toplam 47 allel bulunmustur. SSR basina ortalama 3,9 allel saptanmstir. 3
Ispanyol sogan genotipinde 4 spesifik allel tespit edilmistir. Bu sonuglara gore tiim
Ispanyol yerel sogan genotipleri 0,69'luk bir genetik mesafede tek bir kiimeye dahil

edilmis olup 6 ana kiime ortaya ¢ikmistir.

Anandhan ve digerleri (2014) 7 sogan ¢esidini, SSR markor teknigi ile cesit kimligi
acisindan analiz etmislerdir. Popiilasyonun temsili bir profilini olusturmak ic¢in 100
tohumluk havuzlanmis 6rnekler kullanilmistir. Bununla birlikte 50 EST-SSR primeri
kullanilmis olup 21'1 polimorfik bulunmustur. 8 primerin PIC degerinin 0,5'ten biiyiik
oldugu ve 7 ¢esidin tiimiinii ayirt etmek i¢in yeterli oldugu ifade edilmistir. Genetik

benzerlik degeri 0,77 ile 0,92 arasinda degismistir.

Abdou ve digerleri (2015) Nijer'den toplanan 16 sogan genotipinin morfolojik
cesitliligini, “Bioversity International” tarafindan olusturulan tanimlayicilar
kullanilarak analiz etmislerdir. Deneme, Madaoua ve Saga-Gorou lokasyonlarinda, dort
tekerriirlii tesadiif bloklar1 deneme desenine gore yapilmistir. Gergeklestirilen analizler
sonucunda ¢esitliligin yaprak uzunlugu, ¢ap1 ve sogan agirligina gore ii¢ gruba ayrildigi
goriilmiistiir. Niteliksel morfolojik karakterlere dayali yapilan analizler ise Nijer sogan
genotiplerini bes gruba ayirmistir. Genotipler arasindaki en belirgin niteliksel
degiskenler yaprak rengi, sogan sekli ve rengi, sogan sekli ve renginin tekdiizeligidir.

Nitel karakterlerden elde edilen gruplar ile nicel o6zelliklerden elde edilen gruplar
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arasinda herhangi bir iliski bulunamamuistir. En biiylik genetik mesafe, cografi olarak en

uzak genotipler arasinda gézlenmistir.

Ipek ve digerleri (2015) sarimsak genomu ig¢in yeni SSR markorleri gelistirmeyi
hedeflemislerdir. Oncelikle GarlicEST veri tabanindaki sarimsak EST'leri, SSR
motifleri i¢in taranmig ve toplam 132 SSR motifi tanimlanmistir. Daha sonra 50 SSR
motifi i¢in primer ciftleri tasarlanmistir. Bu primer c¢iftlerinden 24U SSR markorleri
olarak secilmistir. Ek olarak, sarimsak cDNA-AFLP parcalar1 dizilerinden iki SSR
markorii gelistirilmigtir. Genetik iliskinin degerlendirilmesi i¢in 26 EST-SSR markorii,
31 sarimsak genotipi kullanilarak test edilmistir. 26 EST-SSR markorii 130 polimorfik
DNA pargasini ¢ogaltmistir. SSR markorii basimna polimorfik allel sayist 2 ila 13
arasindadir bulunmugstur. Ortalama allel sayisinin 5 oldugu bildirilmistir. SSR
markdrlerinin PIC degerleri 0,20-0,87 arasinda bulunmustur. Calismada ki 31 sarimsak
genotipinden 21'i, onceki caligmalarda (Ipek ve digerleri, 2003) AFLP markorleri
kullanilarak analiz edilmis ve AFLP markorleriyle birlikte kiimelenen sarimsak
genotipleri de EST-SSR markorleriyle birlikte ayn1 sekilde gruplandirilmistir. Bu durum
AFLP ve EST-SSR markor sistemleri arasinda yiikksek uyum oldugunu gdstermistir.

Tiirk sogan aksesyonlarinin genetik ¢esitliligi ilk kez Hanc1 ve Gokge (2016) tarafindan
incelenmistir. Calisma 83 Tiirk yerel cesidi, 3 1slah hatt1 ve 10 ticari ¢esit olmak tizere
toplam 96 cesitte gerceklestirilmistir. Aksesyonlarin temsili bir profilini olusturmak i¢in
10 tohumluk toplu numuneler kullanilmistir. Varyasyon 46 SSR lokusunda
degerlendirilmistir. Sonucunda 303'Q polimorfik, 308 allel belirlenmistir. Sonug
itibartyla olusan dendrogramda, 96 aksesyonun bes ana kiimede gruplandig:
gorilmiistiir. Dice benzerlik katsayisi 0,41 ile 0,68 arasinda degismekte olup, ortalama
0,59 bulunmustur. Sonuglar, 46 SSR markoriinde 44'iniin, ¢alisilan tiim aksesyonlari

ayirt etmek i¢in uygun ve yeterince polimorfik oldugunu gostermistir.

Rivera ve digerleri (2016) Galigya'dan toplanan 15 yerel sogan c¢esidini 25 SSR
markorii ile karakterize etmislerdir. Bu koleksiyonda var olan genetik varyasyon
Avrupa yerel sogan ¢esitleri ile karsilagtirilmistir. 20 markor polimorfiktir ve 121 allel

saptanmistir. Bu allellerin 91’1 Galigya grubunda tanimlanmaistir. Toplam allel sayisinin
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%9' u, Galigya’dan gelen yerel sogan ¢esitlerine 6zgii allellerdir. Sonug olarak Galigya
soganlarinin Avrupa yerel cesitlerinden farkli spesifik bir genomik bilesime sahip

oldugu ortaya ¢ikmistir.

Anwar ve digerleri (2016) Misir'da yaygin olarak yetistirilen 20 sarimsak genotipinin
genetik iliskilerini SSR ve ISSR markorii kullanarak analiz etmisler ve bazi yabanci
sarimsak genotipleri ile karsilastirmali olarak degerlendirmisledir. Analizde 16 SSR, 3
ISSR primeri kullanilmistir. Hem SSR hem de ISSR markorleri ile klonlar arasinda
yiikksek diizeyde polimorfizm bulunmustur. Kullanilan tiim primerler tarafindan tespit
edilen toplam bant sayis1, 6 monomorfik, 5 genotipe 6zgli ve 64 polimorfik olmak tizere
toplam 75'tir. SSR primerleri tarafindan tanimlanan polimorfizm yiizdesi %33,3 - 100
arasinda bulunmustur. Bununla birlikte, c¢alisilan ISSR primerlerinin timi, %100’
polimorfik bulunmustur. Test edilen tiim klonlar arasindaki genetik mesafe

dendrograminda, ortiisen iki ana kiime elde edilmistir.

Adriana ve digerleri (2016) Romanya'nin ilgelerinden (Timis, Arad ve Hunedoara) 16
yerel sarimsak genotipini Timisoara ve Cenad'da yetistirmislerdir. 4 yil boyunca ayni
kosullarda yetistiricilik tekrarlanmistir. Ardindan morfolojik karakterlerin istatistiksel
yorumu yapilmistir. Sarimsak baglarinin agirliklar1 ile ilgili olarak, Arad yoresel
genotipleri 6nemli 6l¢iide daha yiiksek degerler gosterirken, bunu bireysel degiskenligin
vurgulandigi Hunedoara genotipleri ve son olarak Timis sarimsak yoresel genotipleri
izlemistir. Ayrica, Hunedoara ve Timis sarimsak yerel genotiplerinde, 4 yil boyunca
siirekli varyasyon goriildiigii bildirilmistir. ilgelere gére kaynak alanlara bagl olarak,
analizi yapilan 16 yerel genotip i¢inde bariz bir farklilik gézlemlenmistir. 4 yil boyunca
yetistirilen yerel sarimsak genotiplerinin bas agirligi bakimindan pazara uygunlugu

saptanmistir.

Sabir ve digerleri (2017) 27 sarimsak aksesyonunun morfolojik ve molekiiler
ozelliklerini tanimlayarak genetik cesitliligini incelemislerdir. SSR markdr teknigi ile
27 sarimsak genotipi analiz edilmistir. Polimorfik bilgi icerigi degerleri 0,15 ile 0,42
arasinda degismekte olup, ortalama 0,02 bulunmustur. Primer Asa-14 ve Asa 16'nin

sarimsakta genetik c¢esitlilik analizi i¢in kullanilabilecegi sonucuna varilmistir. Ortalama
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dis agirligi, bitki basina verim, sogan bagina dis sayis1 ve bitki boyu i¢in varyasyonun
genotipik ve fenotipik katsayilari yliksek bulunmustur. Dis genisligi, bitki boyu ve
yaprak uzunlugu, bitki basina verim, sogan basina dis sayisi, ortalama dis agirligi,

yiiksek kalitsallik sergilemistir.

Gebologlu ve digerleri (2017) 2014 yilinda Tiirkiye'nin Tokat iline ait 38 sarimsak
genotipinden adaptasyon yetenegi, gelisme giicli, bas ve dis 6zellikleri bakimindan en
iyi 22 genotip se¢mis ve 2015 yilinda bu genotipler lizerinde morfolojik analiz
yapmuglardir. Ayrica morfolojik analizde en iyi performans gosteren 13 genotipin SSR
markor teknigi ile molekiiler karakterizasyonu da yapilmistir. Calisma sonunda
genotiplerin bitki boyu 64,00-76,33 cm, yaprak sayist 10,33-17,33, bas agirhig: 17,04-
41,97 g, dis sayist 10,30-17,33 ve dis agirlign 1,30-4,09 g arasinda bulunmustur.
Sonucunda genotipler arasindaki farkliligin énemli oldugu ortaya ¢ikmistir. Bununla

birlikte molekiiler karakterizasyonda polimorfizm bulunmamastir.

Barboza ve digerleri (2018) sarimsak ve ilgili Allium (Allium cepa, Allium fistulosum ve
Allium tuberosum) ve Allium olmayan tek ¢enekli tiirleri SSR markdor teknigi ile analiz
etmiglerdir. Analiz edilen Allium tiirleri arasinda, sarimsak EST' leri en yiiksek toplam
SSR  yogunluguna, en diisiikk triniikleotit frekansina ve en yiikksek di- ve
tetrantikleotitlere sahip oldugu bildirilmistir. Asparagales takimi disinda, daha uzaktan
iliskili tek ¢eneklilerle Kkarsilastirildiginda, Allium tiirlerinin  EST'lerinin  SSR
yogunlugu, frekans dagilimi, dizi motifleri ve GC igerigi agisindan biiyiik ortak
noktalar1 paylastig1 ifade edilmistir. SSR markorlerinin 6nemli bir kismi, pirasa, arpacik
sogani, frenk sogani ve fil sarimsagi gibi henliz SSR markdrlerinin gelistirilmedigi
tirler de dahil olmak tizere Allium tiirleri arasinda basariyla aktarilmistir. Her bir lokus
icin allel sayist 2 ila 5 arasinda olup toplam allel sayist 36 bulunmustur. PIC degeri
0,38°dir. Bu ¢alismanin sonuglari, Allium transkriptomlarinin karakterizasyonuna
katkida bulunmustur. Polimorfizm ve aktarilabilirlik analizlerinden elde edilen verilerle
birlikte, gelistirilen yeni SSR markdrlerinin sarimsak ve diger Allium' larin genetik

arastirmalarina ve 1slahina yardimei olacagi ifade edilmistir.
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Kari¢ ve digerleri (2018) Bosna-Hersek'te yaygin olarak yetistirilen 5 farkli Konjic
sogan c¢esidinde SSR markor teknigi ile molekiiler karakterizasyon c¢aligsmasi
gerceklestirmislerdir. Toplamda 30 allel elde edilmis olup bunlarin %56,7'si polimorfik
bulunmustur. PIC degeri 0,44 bulunmustur. Sonuglar, Bosna-Hersek'te ki sogan

cesitlerine yonelik ilk genetik varyasyon verileridir.

Kumar ve digerleri (2019) SSR markor teknigi ile 53 Hint sarimsak aksesyonu arasinda
genetik cesitliligi degerlendirmislerdir. Baslangicta, secilen 3 sarimsak aksesyonunu 24
SSR primer ¢iftini taramak i¢in kullanilmistir. 24 SSR primer ciftinden, siirekli olarak
iyi amplifikasyon ve polimorfizm gosteren 10 primer ¢ifti, DNA profili i¢in se¢ilmistir.
SSR primer ciftleri, 0,30 ila 0,99 arasinda degisen PIC degerleri gostermistir. Analiz
sonucunda, genetik cesitliligin biiyiikk kisminin %84 varyasyon sonucu nedeniyle
beklendigi ve varyasyonun sadece %16' smin genetik yapinin varligini diistindiiren
popiilasyonlardan kaynakli oldugu saptanmistir. Kiimeleme analizi ve temel bilesen
analizinin sonuglar1 biiylik Olclide birbiriyle uyustugu belirlenmistir. Calisma, Hint
sarimsak germplazminda ©nemli derecede bir varyasyon bulundugunu ortaya

koymustur.

Jayaswall ve digerleri (2019) Hint sarimsak ve sogan germplazmlarini ve yabani
akrabalarini, SSR markor teknigi ile molekiiler olarak tanimlamigslardir. Popiiler sogan
germplazmlarinin molekiiler karakterizasyonu igin toplam 30 polimorfik SSR markorii
kullanilmigtir. Her bir SSR lokusu igin ortalama 3,9 allel tespit edilmis ve PIC degeri
0,51 bulunmustur. SSR markor tekniginin, Hint sarimsak ve sogan genotipleri
arasindaki varyasyonu degerlendirmek ve yabani Allium tiirleri ile genetik iliskiler

kurmak i¢in basariyla kullanildig: ifade edilmistir.

Adriana ve digerleri (2019) yerel Cenad sarimsak ¢esidi ve yerel Buzau sarimsak
cesidini ex situ yetistirme kosullar altinda iki y1l siireyle yetistirmisler ve iki dnemli
ozelligini incelemislerdir. Sarimsak baglarimin agirligi bakimindan Buzau'nun yerel
tiirlerinin Cenad'mn yerel tiirlerinin agirhigindan daha biiyiik oldugunu saptamuslardir. ki

yerel ¢esidin 1°C — 3°C aras1 sicakliklarda ¢ok 1yi muhafaza edildigi bildirilmistir.
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Ayed ve digerleri (2019) Tunus'ta ilk sarimsak gen bankasi koleksiyonunu olusturmay,
varyasyonu degerlendirmeyi, verimle ilgili ozellikleri belirlemeyi amaglamislardir.
Tunus'un ana iiretim bolgelerinden 36 yerel sarimsak cesidi toplamiglardir. Daha sonra
bu ¢esitleri Tunus Ulusal Gen Bankasi veritabanina kaydetmislerdir. Ardindan ¢ogaltim
icin bir gen bankasi alaninda yetistirmislerdir. Morfolojik karakterizasyon toplam 14
kantitatif 6zellik temelinde gergeklestirilmistir. Tunus sarimsak yerel ¢esitleri arasinda
yiiksek varyasyon tespit edilmistir. Sarimsak basinin agirhigi ve ¢api, verimdeki en
onemli degisikligi agiklamaktadir. Kiime analizinde ise, 36 genotip icin birinci kiimede
11 aksesyon, ikinci kiime 20 aksesyon ve li¢iincii kiimede 5 aksesyon olmak {izere ii¢

ana gruba ayrilmistir.

Sultan ve Raina (2020), Jammu ve Kesmir'in farkli bolgelerinden toplanan 17 yerel
sartmsak germplazmi aksesyonunu bitki boyu, yaprak uzunlugu, yaprak genisligi bir
bastaki dis sayis1 gibi baz1 agro-morfolojik karakterler yoniinden analiz etmislerdir. Bu
yerel sarimsak germplazm aksesyonlarinin ¢ogu, genellikle pigmentli kaplama
katmanlar1 ile daha keskin koku ve ayirt edici tat ile karakterize edilmistir. Bu
aksesyonlardan bazilari, Yeni Delhi'deki Ulusal Gen Bankasi’ nda kriyoprezervasyon
teknigi ile dondurularak saklanmistir. Sonuglar, bu yerel sarimsak germplazm

aksesyonlarinda yiiksek oranda agro-morfolojik ¢esitliligin varligin1 gostermistir.

Li ve digerleri (2021) 127 sarimsak aksesyonunun genetik ¢esitliligini ve popiilasyon
yapisint degerlendirmek i¢cin 29 SSR markorii kullanmiglardir. 29 SSR markoriintin
ortalama PIC degeri 0,36 bulunmustur. SSR basina ortalama 3,48 polimorfik lokus
tespit edilmistir. Toplamda ise 79 polimorfik lokus tespit edilmistir. Bununla birlikte
SSR markdrlerinin genotip verilerine ya da genetik mesafeden elde edilen morfolojik
ozelliklerin fenotipik verilerine dayanan kiimeleme analizleri, 127 sarimsak
aksesyonunu ii¢ kiimeye ayirmistir. Sonuglar genetik mesafenin cografi mesafe ile
anlaml bir iliskisinin olmadigin1 ve genetik mesafe ile fenotipik 6zellikler arasinda

zayif iliskiler bulundugunu gostermistir.

Poljuha ve digerleri (2021) bir Hirvat sarimsak germplazm koleksiyonunun genetik

cesitliligini ve yapisint 13 SSR markdrii ile incelemislerdir. Hirvatistan’in Istria,
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Dalmagya, Kita Hirvatistan’t bolgelerini ve 16 yabanci yerel ¢esidi temsil eden 64
aksesyonda, lokus basina ortalama 5,46 allel ile toplam 71 allel tespit edilmistir. Analiz
edilen 80 aksesyon arasinda, 51'i benzersiz genotipleri temsil eden 61 farkli multilokus
genotipi tanimlanmustir. Geri kalan aksesyonlar potansiyel kopyalar1 veya fazla
genotipleri iceren 10 multilokus genotipi grubuna ayrilmistir. Kiimeleme analizi sonucu
koleksiyon i¢inde cografi kdken ile kismen iliskili olan bes ana grup ortaya ¢ikmistir.
Bu sonuglar, bolgesel yapilanmanin yani sira yerel populasyon ig¢inde onemli bir
varyasyonun varligini desteklemektedir. Bu calisma iklim degisikligi baglaminda
varyasyonun degerine Ozellikle vurgu yaparak gelecekteki koruma stratejilerine yon
vermek amaciyla Hirvatistan tarafindan siirdiiriilen sarimsak genetik kaynaklarinin

kapsamli bir degerlendirmesine iliskin ilk rapor 6zelligini tagimaktadir.

Thapa ve digerleri (2021) Khumaltar, Lalitpur ve Nepal sahasinda 2019 yilinda 37 yerel
sarimsak c¢esidinde 15 nitel ve 9 nicel karakter olmak iizere 24 parametrede morfolojik
karakterizasyon ¢alismasi gerceklestirmislerdir. Belirlenen 4 kiime ve 4. kiimeden CO
10307, CO 10482 ve CO 10615 genotipleri niceliksel karakterler agisindan iistiin

bulunmustur.

Hanci (2021) Tiirkiye'nin farkli bolgelerinden toplanan 56 pirasa aksesyonu arasindaki
genetik cesitliligi morfolojik karakterler ile birlikte SRAP ve ISSR markdrleri
kullanarak analiz etmistir. Calismanin molekiiler analizi 17 SRAP ve 3 ISSR markorii
ile gerceklesmistir. 114"l polimorfik olmak iizere toplam 137 tekrarlanabilir bant ortaya
cikmistir. PIC degeri 0,21 ile 0,84 arasinda degismistir. Genetik benzerlikler 0,56 ile
0,96 arasinda degismekle beraber ortalama 0,79 bulunmustur. Tim aksesyonlar
morfolojik olarak iki yillik veriler lizerinden karakterize edilmistir. Sonuglar pirasa
yetistiriciliginde kilit rol oynayan 8 karakter oldugunu gostermektedir. Analiz sonuglari
hem ayr1 ayr1 degerlendirilmis hem de aralarindaki korelasyon karsilastirilmistir. Tim
gruplamalarda 98*3, 40*1, 40*4 ve 40*6 numarali aksesyonlarin digerlerinden farkli

oldugu bulunmustur.
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3. MATERYAL-YONTEM

Bu calismada bitkisel materyal olarak Mugla, Mersin, Antalya, Bursa, Balikesir,

Samsun ve Karaman illerinde yetistirilen 14 yerel genotip ve 2 sertifikali standart ¢esit

olmak tizere toplam 16 pirasa genotipi kullanilmistir (Cizelge 3.1). Pirasa tohumlari

dogrudan, belirtilen illerdeki yetistiricilerden temin edilmistir. Pirasa fideleri saksilarda

yetistirilmistir. Calismanin morfolojik Sl¢iimleri Bursa Uludag Universitesi, Ziraat

Fakiiltesi, Deneme ve Arastirma Parseli’nde yapilmistir. Molekiiler analizler ise Bursa

Uludag Universitesi

Fakiiltesi Bah¢e Bitkileri Boliimi

Laboratuvari’nda gergeklestirilmistir.

Cizelge 3.1. Calismada kullanilan genotipler ve toplandig: yerler

Biyoteknolji

Genotip Toplandigi Yer
MK-Ekincik Mugla-Kéycegiz-Ekincik Mahallesi
Kartal-Kalem Sertifikali Cesit

Ender-Karacabey
MY-Yayla
Alanyurt-Inegol
AE-Tekke

Bursa

SV-Guney
Tarsus
Yeniyenice
BK-Tavsanli
Inegol-92
SV-Gol
MY-Yukariyayla
Bafra

Karaman

Bursa-Karacabey
Mugla-Yatagan-Yayla Mahallesi
Bursa-inegdl-Alanyurt Mahallesi
Antalya-Elmali-Tekke Mahallesi
Bursa-Merkez
Samsun-Vezirkoprii-Giiney Mahallesi
Mersin-Tarsus
Balikesir-Bandirma-Yeniyenice Mahallesi
Bursa-Karacabey- Tavsanli Mahallesi
Sertifikali Cesit
Samsun-Vezirkoprii-Gol Mahallesi
Mugla-Yatagan-Yukariyayla Mahallesi
Samsun-Bafra

Karaman-Merkez
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3.1. Bitkilerin Yetistirilmesi

Temin edilen tohumlar ekilmeden 6nce ekimin yapilacagi plastik saksilar temizlenmis
ve toprak hazirligi yapilmistir. Kullanilacak toprak, torf ve perlit ile karistirilmis (toprak
. tof : perlit oran1 1:2:1) ve karigim saksilara doldurulmustur. 21 Mayis tarihinde her
genotipten 75 tohum saksilara ekilmistir. Tohumlar ekimden 9 giin sonra ¢imlenmeye
baslamis ve 15 giinde ¢imlenmeyi tamamlamistir. Tohumlar ¢imlendikten sonra diizenli
olarak sulama, giibreleme ve yabanci ot temizligi yapilmistir. Fideler yaklasik 11 hafta
sonra araziye dikilecek asamaya gelmistir (Sekil 3.1).

Dikim asamasina gelmis fideler bol su ile sulanmis ve koklerin fide topragindan, zarar
gormeden kolayca ayrilmasi saglanmigtir. Fidelerin yaprak uglari yaklasik 10 cm
uzunlugunda makasla kesilmistir. Dikime hazir hale gelen fideler 25 Temmuz tarihinde
Bursa Uludag Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Deneme ve Arastirma Parseli’ne
sasirtilmistir. Deneme, 3 tekerriirlii tesadiif bloklar1 deneme desenine goére kurulmustur.
Her tekerriirde 15 bitki olacak sekilde toplam 45 fide dikilmistir. Dikim, sira tizeri 15
cm, sira arasi 150 cm ve derinligi de 15 cm olacak sekilde yapilmistir. Dikimden sonra
sulama, giibreleme, ¢apalama, ilaglama ve yabanci ot kontrolii gibi kiiltiirel islemler

diizenli olarak uygulanmistir (Sekil 3.2, Sekil 3.3).

Sekil 3.1. Araziye dikimden once pirasa fideleri
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Sekil 3.3. Araziye dikimden 81 giin sonra pirasa bitkileri
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3.2. Morfolojik Karakterizasyon

Olgiim ve gdzlemler icin toplam 12 parametre belirlenmistir. Yaprak uzunlugu 6l¢iimii,
yaprak genisligi 6l¢limii, yaprak renginin belirlenmesi, yalanci gévde uzunlugu 6l¢iimii,
yalanci govde ¢ap1 6l¢limii ve yalanci govdenin tabaninda bas olusumunun belirlenmesi
UPOV kriterlerine gore yapilmistir. Yalanci gdvde capt Olgiimii, yalanci govde
uzunlugu 6l¢iimii, toplam yaprak sayisinin belirlenmesi, yaprak boyu 6l¢iimii, yaprak
genisligi dlgiimii, yaprak-govde agist ol¢timii, bitki agirligi 6l¢iimi, yalanci govdenin
tabaninda bas olusumu ve yaprak renginin belirlenmesi islemleri, bitkiler hasat
donemine eristigi asamada (1 Ocak) yapilmistir. Cigek semsiyesi ¢ap1 Ol¢iimii, ¢igek
semsiyesi sap1 ¢apinin Ol¢imii ve ¢icek agma doneminin belirlenmesi ise bitkiler
generatif evreye gectikten sonra gerceklestirilmistir. Olgiimler 3 tekerriirlii yapilmistir.
Her tekerriirde 3 bitki olacak sekilde her genotip igin rastgele segilen 9 bitkide
gerceklestirilmistir.

3.2.1. Govde ¢api ol¢iimii

Ol¢iim Mitutoyo (Japonya) marka dijital kumpas ile yalanc1 gdvdenin orta bolgesinden

yapilmustir. Degerler cm cinsinden kaydedilmistir (Sekil 3.4).
3.2.2. Yalanci govde uzunlugu 6lciimii
Yalanci govde uzunlugu 6l¢iimii mezura ile kok ile ilk yaprak ayasi arasindaki yaprak

kinlarinin olusturdugu aksin 6lgiilmesiyle yapilmistir (Sekil 3.4). Degerler cm cinsinden

kaydedilmistir.
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Sekil 3.4. Pirasada gdvde ¢ap1 ve yalanci gévde uzunlugunun Olgiildiigii bolgeler
(UPQV, 2008)

3.2.3. Bitki basina toplam yaprak sayisimin belirlenmesi

Bitkinin yapraklari en yasli olandan baslanip en geng yapraga dogru sayilmistir.

3.2.4. Yaprak uzunlugu ol¢ciimii

Her bitkinin en uzun yapragi secilerek koparilmis ve mezura ile dl¢iim yapilmistir

(Sekil 3.5). Degerler cm cinsinden kaydedilmistir.

3.2.5. Yaprak genisligi ol¢iimii

Her bitkinin en uzun yapragi segilerek koparilmis ve Mitutoyo (Japonya) marka dijital

kumpas ile 6l¢iim yapilmistir (Sekil 3.5). Degerler cm cinsinden kaydedilmistir.
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A

Sekil 3.5. Pirasa yapraginin uzunlugunun ve genisliginin 6l¢iildiigii bolgeler (UPOV,
2008)

3.2.6. Yaprak-govde agis1 ol¢iimii

Her bitkide en yasli dordiincii yaprak ile yalanci gdvde baz almmustir. Olgiim ag1 dlger

ile yapilmistir. Degerler derece (°) cinsinden kaydedilmistir.

Sekil 3.6. Yaprak-govde agis1 6l¢timii
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3.2.7. Cicek semsiyesi cap1 olciimii

Olgiim Mitutoyo marka dijital kumpas ile yapilmistir. Degerler cm cinsinden

kaydedilmistir.

3.2.8. Cicek semsiyesi sap1 capinin él¢iimii

Olgiim ¢igek semsiyesinin hemen altindan yapilmistir. Olgiimde Mitutoyo marka dijital

kumpas kullanilmistir. Degerler cm cinsinden kaydedilmistir.

3.2.9. Bitki agirhigi olciimii

Tartim elektronik tarti ile yapilmistir ve g cinsinden kaydedilmistir. Degerler bir bitki

agirligini gostermektedir.

3.2.10. Yalanci govdenin tabaninda bas olusumu

Yalanci gévdenin tabaninda bas olusumunun belirlenmesinde Cizelge 3.2 deki skala

kullanilmistir.

Cizelge 3.2. Yalanci gdvdenin tabaninda bas olusumu skalasi

Parametre Aciklamalar Not
a) Yok veya ¢cok zayif |1
b) Zayif 3
Yalanct gdvdenin tabaninda bas
c) Orta 5
olusumu
d) Giigli 7
e) Cok giicli 9

3.2.11. Cicek acma donemi

Cicek agma doneminin belirlenmesinde Cizelge 3.3 teki skala kullanilmistir.
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Cizelge 3.3. Cicek agma donemi skalasi

Parametre Aciklamalar Not

a) Erkenci - Mayis ay1 1. haftasi 1

Cigek agma dénemi b) Orta - Mayis ay1 2. haftasi 2

c¢) Gegci - Mayis ay1 3. haftasi 3

3.2.12. Yaprak rengi

Yaprak renginin belirlenmesinde Cizelge 3.4’teki skala kullanilmistir.

Cizelge 3.4. Yaprak rengi skalasi

Parametre Agiklamalar Not
a) Sar1 -Yesil 1
) b) Yesil 2
Yaprak rengi i
c) Gri -Yesil 3
d) Mavi - Yesil 4

Morfolojik analizlerden elde edilen Kkantitatif veriler IBM SPSS Statistic 23
programinda analiz edilmis ve ortalamalar arasindaki fark Duncan testine gore p < 0.05

onem seviyesinde hesaplanmistir.

3.3. Molekiiler Karakterizasyon

3.3.1. DNA izolasyonu icin yaprak orneklerinin alinmasi

Cizelge 3.1 ‘de belirtilen 16 genotipin tamamindan DNA izolasyonu igin rastgele
segilen 10 farkli bitkiden yaprak ornegi almmustir. Ornekler kursun kalem kalinligina
gelmis fidelerin en gen¢ yapraklarindan pens yardimiyla koparilip etiketlenmistir ve

ardindan hizlica buz i¢ine konmustur. Buz igerisinde laboratuvara getirilen 6rnekler

Christ Alpha 1-4 LD Plus marka (ABD) liyofilizatore yerlestirilmis ve drnekler 86 saat
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siireyle kurutulmustur (Sekil 3.7). Kuruyan ornekler DNA izolasyonuna kadar -20

°C’de muhafaza edilmistir.

‘.j‘: ;
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Sekil 3.7. Bitki orneklerinin liyofilizatorde (Christ Alpha 1-4 LD Plus) kurutulmasi

3.3.2. DNA izolasyonu

DNA izolasyonu agamalar1 Futterer ve digerleri (1995)’nin belirledigi protokele gore
asagida belirtildigi sekilde yapilmistir. Her bir genotip i¢in alinan 10 bitki 6rnegi kiigiik

pargalara ayirilip homojenlestirilerek DNA izolasyonu gerceklestirilmistir.

a) Liyofilizatérde kurutulmus ve -20 °C’de muhafaza edilmis yaprak ornekleri oda
sicakligina gelene kadar bekletilmistir. Ardindan her 6rnekten 20 mg ve 2 mL’lik mikro

santrifiij tliplere konulmustur.

b) Yaprak orneklerinin daha iyi par¢alanabilmesi i¢in mikro santrifiij tliplerin igine 5
adet 3 mm capindaki ve 1 adet 5 mm capindaki cam boncuklar konulmustur. Mikro
santrifiij tliplerin agz1 sikica kapatildiktan sonra 10 dk siireyle Ornekler ogiitiicii

yardimiyla 6glitilmistir.
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¢) Ornekler &giitiildiikten sonra iizerlerine 1 mL ekstraksiyon tamponu [50 mM Tris-
HCI pH 8.0, %1 CTAB (w/v), 50 mM Na;EDTA, 0.7 M NaCl] eklenmis ve vorteks

yardimiyla iyice karigtirilmistir.

d) Omekler 65 °C sicaklikta ki su banyosunda 30 dk bekletilmistir. 10 dk ara ile

tiiplerin kapaklar1 acilip kapatilarak havasi alinmis ve elle yavasca karigtirilmistir.

e) Su banyosundan ¢ikarilan Ornekler oda sicakligina gelene kadar bekletilmistir.
Ardindan o6rneklere 800 upl kloroform : izoamil alkol (24:1) eklenmis ve elle

karistirilmistir. Karistirilan 6rnekler 16 000 g hizda 5 dk santrifiij edilmistir.

f) Santrifiij edilen 6rneklerde 4 faz olusmustur. En dstteki faz alinarak yeni 2 mL’lik

mikro santrifiyj tiiplere aktarilmigtir.

g) Yeni hazirlanmis tiiplere 100 pL %10’luk CTAB tamponu ve 800 pL kloroform :
izoamil alkol (24:1) eklenip karigtirmistir. Ardindan 16 000 g hizda 5 dk santrifiyj
edilmistir. Santrifiij islemi sonrasi tiiplerde iki faz olusmustur. Yine en iistteki faz

alinarak yeni 2 mL’lik mikro santrifiij tiiplere konulmustur.

h) Orneklerin iizerine DNA’nin ¢okelmesi i¢in -20 °C muhafaza edilen 800 uL
izopropanol eklenmistir. Ardindan ornekler elle karistirlarak -80 °C’de 30 dk
bekletilmistir.

1) Ornekler -80 °C’den ¢ikarildiktan sonra oda sicakhigina gelene kadar bekletildikten
sonra 16 000 g hizda 10 dk santrifiij edilerek DNA’larin tlipin dibine ¢okmesi

saglanmstir.
J) Tiipiin i¢indeki sivi dokiilmiis ve ¢okelen DNA {izerine 1 M’lik NaCl ¢ozeltisinden

400 pL eklenmistir. Tipler elle karistirilarak dipte biriken DNA’nin NaCl ¢ozeltisi

igerisinde serbest kalmasi saglanmistir.
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k) Ornekler 65 °C sicaklikta ki su banyosundan 20 dk bekletilmis ve 10 dk sonra
tiiplerin kapaklar1 acgilip kapatilmis ve elle karistirilarak su banyosuna geri konmustur.

Ardindan 6rnekler 16 000 g hizda 5 dk santrifiij edilmistir.

I) NaCl ¢ozeltisi igerisinde ¢6ziinmiis DNA 6rneklerinin tizerine 1 mL %96’lik etanol

eklendikten sonra 6rnekler -20 °C’de bir gece bekletilmistir.

m) Ornekler ertesi giin -20 °C’den c¢ikartilarak oda sicakligina gelene Kkadar
bekletilmistir. Ardindan 16 000 g hizda 10 dk santrifiij edilerek DNA’nin tiipiin dibine

cokmesi saglanmstir.

n) Tiipiin i¢indeki sivi dokiilmiis ve dibe ¢oken DNA iizerine 500 uL %70’lik etanol
eklenmistir. Ardindan 16 000 g hizda 5 dakika santrifiij edilerek DNA’lar iyice

temizlenmisgtir.

0) Santrifiij sonrasi tiiplerin igindeki etanol dokiilmiistiir. Ardindan tiipler kagit havlular

tizerine kapatilarak etanoliin tamaminin DNA’dan uzaklastirilmasi saglanmaistir.

p) Etanolden tamamen arindirilmis DNA Orneklere 75 ul TE tampon ¢ozeltisi
eklenerek (1 M Tris-HCI pH 8.0, 0.5 M EDTA) DNA’lar tekrar ¢oziindiirilmiistiir.

Ardindan kullanima hazir olarak -20 °C’de muhafaza edilmistir.

DNA izolasyonu sonrast orneklerin konsantrasyonlart 60 ng/ul olacak sekilde TE

tampon ¢ozeltisi ile seyreltilmistir.

3.3.3. SSR primerlerinin optimum sicaklik derecelerinin belirlenmesi

Ipek ve digerleri (2015)’nin sarimsak genomunda ifade olan DNA bdlgelerinden
gelistirdigi SSR markdrlerinin  pirasada da  kullanilabilirligi  analiz  edilmistir.

Calismayan primerler elenmistir. 18 SSR primerinde sicaklik optimizasyonu

yapilmustir. Primerlere ait bilgiler Cizelge 3.5’ de verilmistir.
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Cizelge 3.5. Calismada kullanilan SSR primerleri

SSR . L AN B e D . ._. . Primer Baglanma
Markérii Primer sekansi (5'-3’) - F: lleri, R: Geri Tekrar Dizisi Stcaklig (°C)
F: AGAACATGAACCGGGATAGA
AS211 A 7
S R: GAGGTTGCTGTTGCTGC (CAG), >
F: AACAGTCGAAAGCGTGGATTG
AS11 A
511065 R: TACGGCTTGCTACCAAAGAC (CA)2 56
F: AACAGGGATCTTTGCTTCAGC
AST39 R: GATCTGTTGTGGTTGGATGTTC (AGC)uo 59
F: GAAATGATCACAGCCCATTAC
AS352 (CCT)s 57
R: AGGAGATGGAGTAGATCTGGC
F: TCTTTGCATCTCTGTCTTGCAT
A A
5589 R:GAAGGCACGATTACATTTCTCG (AC)o %
ASTC- F: GGTGCCGGAGTACTACGAGG (TAA),- 56
MCG R: GGACATCTTTCCATTCATCCTGC (AGGTA),
AS623 F: CACAAATTAAAACCCCAATCAAG (T 57
R: AATGAATCAACATCAAGCGTA 6
AS30 F: GTGCCTCCTCGACCTTAG (GCT)e- 59
R: TAGAAGAACCTGCTGTGACG (AGCAGG),
F: AACTCAATGCATGACAGAAGG
AS2655 (AGAAA)s 58
R: AGGAGGAGGAGAATGCTGAA
F: AGCTGAGGTCTCAAAACCAAA (AT)11-
AS1722 54
R: ATGTTCTCTTGATTTGCCGC (AT)ss
ASE580 F: AACTGGATCAGCCGGTACTC (1TG) 56
R:GAAGCGAGGAGGAGTGGTAG 8
F: TCTTCACCCCTTTCAACAACAG
AS96 (AACGGC), 54
R: AGTAATCGGAGGTCGAAGTTG
F: CAAGATGCAGACTGGACATAG
AS366 (TAA), 60
R: TGTTTGAACTAATATACATCCATCT
F: CCTAATCATCTCGCATCTTCGAG
AS4143 (TG)1o 58
R: ACCAGAAGAGGAACGTTACTCC
ASEA53 F: CAGGATGAGGCAAAGGTTTCA (CAG) 57
R: ACATTTTGGTGTTGCTGTTGG H
F: GTACCAACTCTTTCCTAACGC
AS987 (AAT)s 57
R: TCCAATAGTTGTGATGACAGG
F: AACATGCCCACCAACAGTC
AS981 (AAG), 59
R: GAGATTGGTTGCGCTTAGAT
F: TCGTCTGGCGTTGCATTATC
AS437 (AGA)g 58

R: CGCTTGTAATCGTTGATGACG
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3.3.4. PCR reaksiyon kosullari

Toplam hacmi 20 pL olan her bir PCR reaksiyon karisimi i¢in; 11,35 pL steril distile su,
2 uL 10x PCR tamponu, 1,3 uL. MgCl, (25 mM), 0,4 uL 5’ ucuna M13 primer dizisi
eklenmis kuyruklu ileri primer (5 mM), 0,8 pL kuyruksuz geri primer (5 mM), 0,5 uL
700 nm veya 800 nm dalga boyundaki infrared boya (LI-COR IRDye) ile etiketlenmis
M13 primeri (GACGTTGTAAAACGACGGCC) (Schuelke, 2000), 2 uL. dANTP (2.5
mM), 0,15 uL Taq polimeraz enzimi ve 1,5 uL DNA (60 ng/uL) kullanilmistir. PCR
Applied Biosystems Veriti 96 Well Thermal Cycler (Amerika Birlesik Devletleri)

marka cihazda yapilmstir.
PCR dongii programi;
e 95°C’de 3dk 6n denatiirasyon —— > 1 dongii
e 95 °C’de 30 sn denatiirasyon,
e Primer baglanma sicakliginin 5 °C tizeri

( Her dongii sonrasi 1 °C azalir.) 50 sn ~ —— 5 dongii (Touchdown)

e 72°C’de 1 dk primer ile baglanan

DNA iplik¢iginin uzamasi _

e 95°C’de 30 sn denatiirasyon
e Primer baglanma sicaklig1 50 sn 28 dongii
e 72°C’de 1 dk primer ile baglanan

DNA iplik¢iginin uzamasi

e 95°C’de 30 sn denatiirasyon
e 54 °C’de 50 sn baglanma sicaklig1 7 dongii
e 72°C’de I dk primer ile baglanan

DNA iplik¢iginin uzamast

e 72°C’de 5 dk 1 dongii
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3.3.5. PCRiiriinlerinin poliakrilamid jel elektroforezinde goriintiilenmesi

PCR iriinleri %6°lik poliakrilamid jelde goriintiilenmistir. Jel 20 mL %6’lik akrilamid,
16 uL TEMED (Tetrametil-Etilendiamin) ve %10’luk 175 uL APS
(Amonyumpersiilfat) ile hazirlanmis ve jel kasetine dokiilen karigimin oda sicakliginda
1 gece polimerize olmast saglanmistir (Sekil 3.8). Ertesi giine hazir olan poliakrilamid
jel Li-Cor 4300 DNA Analyzer marka (ABD) poliakrilamid jel elektroforezi cihazina
yerlestirilmistir (Sekil 3.9). Ardindan 15 dk on yiirlitme yapilmis ve jel PCR

reaksiyonlarin yiiklenmesine hazirlanmistir.

Jele yiiklenecek PCR reaksiyonlar1 karigimi 3 pL distile su, 1 uL 700 nm kuyruklu
primer PCR {irtinii, 1 pL 800 nm kuyruklu pirmer PCR iiriinii, 5 pL formamid olacak
sekilde hazirlanmigtir. Bu karisim jele yliklenmeden once 94 °C’de 5 dk denatiire
edilmistir. Denatiirasyon isleminin hemen ardindan 6rnekler buz i¢ine konulmus ve
sogumasi saglanmistir. Denatlire edilen ornekler jele 0,4 pL yiiklenmistir ve yliriitme
islemi baglatilmigtir. Primere gore degismekle beraber yiiriitme islemi ortalama 2-3 saat

stirmiistiir. Yirtitme isleminin sona ermesinin ardindan jel goriintiileri kaydedilmistir.

3.3.6. Molekiiler veri analizleri

Poliakrilamid jel elektroforezinde yiiriitilen 13 SSR primerinin goriintiilerindeki
bantlarda var olan allellere 1, olmayan allellere ise O verilerek ikili veri tablosu
olusturulmustur. Elde edilen veriler Dice (Dice, 1945) benzerlik katsayisi esas alinarak
hesaplanmistir. Bulunan Dice genetik benzerlik katsayilar1 NTSYSpc v.2.21 paket
program1 (Exeter Software, New York, ABD) kullanilarak ‘“aritmetik ortalama ile
agirhiksiz ¢ift grup metodu” (UPGMA, Unweighted Pair Group Method with Arithmetic
Averages) tabanli soyagact olusturulmustur. Polimorfizm bilgi igerigi (PIC) degerleri

Amiryousefi ve digerlerine (2018) gore hesaplanmustir.
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Sekil 3.8. Kullanima hazir poliakrilamid jel

Sekil 3.9. Hazirlanan jelin cihaza yerlestirilmesi
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4. BULGULAR

4.1. Morfolojik Karakterizasyon Bulgulari

Tiirkiye’nin farkli bolgelerinde yetistirilen 16 yerel pirasa genotipinin morfolojik
karakterizasyonu i¢in 12 parametrede Ol¢iim ve gozlem yapilmistir. Belirlenen bir
parametre icin her tekerriirde 3 bitki olmak {izere 3 tekerriirde toplam 9 bitki

incelenmistir.

4.1.1. Genotiplerin yalanci govde ozellikleri degerleri

Pirasa genotiplerinin karakterizasyonunda belirleyici 6zelliklerden olan yalanci govde
de; yalanci govde ¢api, yalanct govde uzunlugu ve yalanci govde tabaninda bas
olusumu parametreleri incelenmistir. Yapilan ol¢timlerde yalanci govde ¢ap1 yoniinden
incelenen 16 pirasa genotipi arasinda énemli farkliliklar belirlenmis ve yalanci govde
caplart 4,56 cm ile 6,52 cm arasinda degismistir. En kalin yalanci gévde ¢apina sahip
genotip “MY-Yayla” kodlu genotip olmustur. Tescilli gesit olan “Inegol-92” ise 16

genotip arasinda yalanci gévde ¢ap1 en az olan genotiptir (Cizelge 4.1).

Pirasa genotipleri arasinda yalanci govde uzunluklar1 yoniinden biiylik varyasyonlar
bulundugu ve degerlerin 9,80 cm ile 42,52 cm arasinda degistigi tespit edilmistir. En
yiiksek degere sahip genotip olan “BK-Tavsanli” nin yalanci gévde uzunlugu en diisiik
degere sahip “SV-Guney” genotipinden 4 kart daha fazladir. Bursa (Alanyurt-Inegol,
“BK-Tavsanli” ve “Ender-Karacabey”) ve Balikesir (“Yeniyenice”) illerine ait olan
genotiplerin yalancit gévde uzunluklart diger illerden toplanan genotiplere gore daha
uzun bulunmustur. Ulkemizde ve diinyada pirasa i¢in dnemli kalite kriterlerinden biri
olan yalanci govde tabaninda bas olusturmama o&zelligi bakimindan da genotipler
arasinda farkliliklar goriilmiistiir. “BK-Tavsanli”, “Inegol-92” ve “Kartal-Kalem” kodlu
genotiplerde bas olusumu yoktur veya ¢ok zayiftir. “AE-Tekke”, “Ender-Karacabey”,
“MY Yayla”, “Bafra”, “SV-Gol” ve “Tarsus” kodlu genotiplerde orta diizeydedir.
“Yeniyenice”, “Karaman”, “MK, Ekincik”, “MY-Yukariyayla” ve “SV-Guney” kodlu

genotiplerde ise yalanci govdenin tabaninda bas olusumu gii¢liidiir. Genotiplerin yalanci
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govde ¢api, yalanci govde uzunlugu ve yalanci govdenin tabaninda bas olusumu verileri

Cizelge 4.1’ de verilmistir.

Cizelge 4.1. Genotiplerin yalanci gdvde c¢api, yalanct govde uzunlugu ve yalanci
gdvdenin tabaninda bas olusumu verileri

Genotip Yalanci gévde ¢apt  Yalanci govde Yalanci gévdenin
(cm) uzunlugu (cm) tabaninda bas olugumu

Alanyurt-Inegol 470 +0,14%® 41,57+ 1,197 Zayif

AE-Tekke 5,11+ 0,20 24,14 +2,28¢ Orta

BK-Tavsanli 4,68 + 0,08% 42,52 +1,49° Yok veya Cok Zayif

Ender-Karacabey 5,29 + 0,04% 41,12 + 2,46 Orta

Inegol-92 4,56 +0,29° 42,18 +0,71° Yok veya Cok Zayif

Bursa 5,66+ 0,31 12,92 + 0,17* Giiglii

Karaman 4,87 +0,04* 13,44 +0,54° Giiglii

Kartal-Kalem 4,92 + 0,23 37,59 +0,51° Yok veya Cok Zayif

MK-Ekincik 6,48 +0,15° 22,39 + 2,74° Giiclii

MY-Yayla 6,52+ 0,169 17,58 £ 2,05° Orta

MY-Yukaryayla 6,27 + 0,189 12,83 + 2,04 Giiglii

Bafra 5,55+ 0,30° 36,29 + 1,52° Orta

SV-Gol 5,32+ 0,09% 12,01 £1,31%® Orta

SV-Guney 6,40 +0,11° 9,80 + 0,85 Giiglii

Tarsus 5,69+ 0,14 23,07 2,97 Orta

Yeniyenice 4,74 +0,07* 41,83+ 1,76 Zayif

4.1.2. Genotiplerin yaprak ozellikleri degerleri

Pirasa genotiplerinde yaprak ozellikleri olarak toplam yaprak sayisi, yaprak boyu,
yaprak c¢api, yaprak-govde acis1 ve yaprak rengi parametreleri Ol¢lilmiis ve bu
parametreler yoniinden incelen genotipler arasinda Onemli cesitlilik gozlenmistir
(Cizelge 4.2). Genotiplerin toplam yaprak sayis1 degerleri 11,00 ile 15,56 arasinda
degismis ve en fazla yaprak sayisina sahip genotipler “MY-Yayla” ve “SV-Guney”
olarak kodlanan genotipler olmustur. En az yaprak sayisi ise Karaman ilinden elde
edilen genotipte belirlenmistir. Genotiplerin yaprak boyu degerleri ise 65,11 cm ile

104,90 cm arasinda degismistir. En uzun yaprak boyuna sahip genotip Samsun
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Bafra’dan temin edilen genotipken en kisa yaprak boyuna sahip genotip ise
Karaman’dan elde edilen genotiptir. Tescilli genotipler olan Kartal-Kalem ve Inegol-92,

yaprak boyu bakimindan ayni istatistiksel grup igerisinde yer almistir.

Genotiplerin yaprak genigligi incelendiginde degerlerin 3,58 cm ile 6,00 cm arasinda
degistigi goriilmektedir. En az yaprak genigligine sahip genotip “AE-Tekke” dir. En
fazla yaprak genisligine sahip genotip “Bafra” dir. Yaprak boyu ve yaprak genisligi
birlikte degerlendirildiginde en biiyiik yaprak hacmine sahip genotip “Bafra” olmustur.
Genotiplerin yaprak — gévde agis1 degerlerinin ise 24,56° ile 47,56° arasinda degistigi
goriilmektedir. Govde ve yaprak arasinda en genis aciya sahip genotip “SV-Guney”, en
dar agiya sahip genotip ise “AE-Tekke” olmustur. Genotipler yaprak rengi agisindan
degerlendirildiginde ~ “BK-Tavsanli”,  “Ender-Karacabey” ve “Kartal-Kalem”
genotiplerinin sar1 — yesil renkte oldugu, “Alanyurt-Inegol”, “AE-Tekke”, “Inegol-92”,
“MK-Ekincik”, “Bafra” ve “Yeniyenice” genotiplerinin yesil renkte oldugu,
“Karaman”, “MY-Yayla”, “MY-Yukariyayla” ve “Tarsu”s genotiplerinin gri — yesil
renkte oldugu, “Bursa”, “SV-Gol” ve “SV-Guney” in mavi — yesil renkte oldugu
gozlenmistir. Genotiplerin toplam yaprak sayisi, yaprak boyu, yaprak genisligi, yaprak

— gbovde agis1 ve yaprak rengi degerleri Cizelge 4.2° de verilmistir.

4.1.3. Genotiplerin ¢icek ozellikleri degerleri

Pirasa genotiplerinde ¢icek semsiyesi c¢api, cicek semsiyesi sap1 ¢api ve ¢icek agma
donemi parametreleri incelenmis ve bu 6zellikler yoniinden genotipler arasinda 6nemli
farkliliklar bulunmustur. Cizelge 4.3 te ki verilere gore genotiplerin ¢icek semsiyesi
cap1 degerleri 6,14 cm ile 12,48 cm arasinda degismistir. Cigek semsiyesi ¢ap1 en fazla
sirasiyla Tarsus, “MY-Yukariyayla” ve “MY-Yayla” kodlu genotiplerinde olurken gigek
semsiyesi ¢ap1 en az “SV-Gol” kodlu genotipte olmustur. Cigek semsiyesi sap1 gap1 en
fazla 1,34 cm degerle “Tarsus” kodlu genotipte, en az ise 0,73 cm degerle “SV-Gol”
genotipinde saptanmistir.  Genotiplerin  ¢igek agma donemlerine ait veriler
incelendiginde “MY-Yayla”, “MK-Ekincik”, “Bursa”, “Tarsus” ve “AE-Tekke”
genotiplerinin erkenci, “Karaman”, “MY-Yukariyayla”, “Bafra”, “SV-Gol” ve “SV-

Guney” genotiplerinin orta, “Alanyurt-Inegol”, “BK-Tavsanli”, “Ender-Karacabey”,
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“Inegol-92”,

goriilmektedir.

“Kartal-Kalem” ve “Yeniyenice” genotiplerinin ise gec¢ci oldugu

Cizelge 4.2. Genotiplerin toplam yaprak sayisi, yaprak boyu, yaprak genisligi, yaprak —
govde agis1 degerleri ve yaprak rengi

Genotip Toplam Yaprak boyu  Yaprak Yaprak - govde Yaprak
yaprak sayist  (cm) genisligi (cm) acisi (°) rengi
Alanyurt-lnegol 12,78+ 0,69° 81,46+ 1,37° 4,02+0,05° 31,11+ 1,84™  Yesil
AE-Tekke 13,67+ 0,67 75,66+ 1,06° 3,58 +0,07° 24,56+3,56°  Yesil
BK-Tavsanli 12,44 + 0,51 9734 +3,49% 4,81 +0,13° 33,44+ 1,84*  Sari -Yesil
Ender-Karacabey 13,11+0,51° 92,93+ 0,64" 4,41+0,18 27,11+2,01*  Sari -Yesil
Inegol-92 13,11 £ 0,69 93,68+ 126" 4,11+0,10° 31,11 +3,34°  Yesil
Bursa 14,33+ 0,67 87,39+ 1,86° 4,59+0,26" 45,00+0,88"  Mavi-Yesil
Karaman 11,00+ 0,58* 65,11 +2,.22% 4,760,135 37,44 +4,44%"  Gri -Yesil
Kartal-Kalem 12,67+ 0,33 92,73 +0,58" 4,92+0,077 31,67+2,60" Sari-Yesil
MK-Ekincik 14,78 + 0,38 82,13+ 1,60° 4,74 +0,15 4533 +2,03"  Yesil
MY-Yayla 15,56 +0,51° 84,87 +225% 490+0,09" 39,78 +2,91° Gri-Yesil
MY-Yukartyayla 15,00 +0,33% 68,64 + 1,98 4,61 +0,05% 44,67+2,65"  Gri-Yesil
Bafra 13,11+ 0,69 104,90+ 3,18" 6,00 +0,17" 42,44 +2,83""  yesil
SV-Gol 12,00+ 0,58° 69,09+ 0,51° 4,44+0,08% 4533+5,78"  Mavi-Yesil
SV-Guney 15,56+ 0,69% 66,69 +3,34® 4.40+0,13% 47,56+2,14"  Mavi-Yesil
Tarsus 14,78+ 0,51™ 91,67 +2,63" 5,27+0,15° 38,44+0,51%  Gri-Yesil
Yeniyenice 14,78 £ 0,51 94,81+ 0,97 4,33+0,07° 36,78 + 1,84%®  Yesil
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Cizelge 4.3. Genotiplerin ¢igek semsiyesi ¢api, ¢icek semsiyesi sap1 ¢apinin degerleri ve
¢icek agma donemi

Genotip Cicek semsiyesi  Cicek semsiyesi Cicek agma
cap1 (cm) sap1 ¢ap1 (cm) donemi
Alanyurt-Inegol 10,12+ 0,35% 0,97 + 0,09 Gegci
AE-Tekke 11,51+£0,31"  1,09+0,12®  Erkenci
BK-Tavsanli 9,35+ 0,58° 1,02+0,03°®  Gegei
Ender-Karacabey 11,50 + 0,41" 0,80 + 0,09% Gegci
Inegol-92 8,79 +0,19¢ 0,89 + 0,01 Geggi
Bursa 8,62 +0,73¢ 0,99 + 0,02% Erkenci
Karaman 7,66 + 0,22° 1,02+0,13*®*  Orta
Kartal-Kalem 9,68 + 0,09°" 0,97 + 0,02 Gegei
MK-Ekincik 1026 +0,28% 1,16+ 0,05 Erkenci
MY-Yayla 11,53 +0,32" 1,11 40,104  Erkenci
MY-Yukartyayla 12,00 £ 0,06 1,20+ 0,05' Orta
Bafra 9,78 + 0,11 1,02+ 0,08®  Orta
SV-Gol 6,14 + 0,24° 0,73 + 0,06 Orta
SV-Guney 6,75+ 0,18" 0,87 £0,05™  Orta
Tarsus 12,48 +0,18' 1,34 + 0,04° Erkenci
Yeniyenice 10,31 +0,14° 0,97 +0,17% Geggi

4.1.4. Genotiplerin agirhk degerleri
Cizelge 4.4’te tek bitki agirligini ifade eden degerler incelendiginde en agir genotipin

“MY-Yayla” oldugu en hafif genotipin ise “SV-Gol” oldugu goriilmektedir. Tiim
genotipler icin agirlik degerleri 358,44 g ile 809,78 g arasinda degismistir.
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Cizelge 4.4. Genotiplerin agirlik degerleri

Genotip

Agirlik (g)

Alanyurt-Inegol
AE-Tekke
BK-Tavsanli
Ender-Karacabey
Inegol-92

Bursa

Karaman
Kartal-Kalem
MK-EKkincik
MY-Yayla

MY -Yukariyayla
Bafra

SV-Gol
SV-Guney
Tarsus

Yeniyenice

712,89 + 43,11%™
650,00 + 78,15
724,89 + 69,54
747,33 +22,27"
624,22 + 35,08%
613,78 + 63,36°
373,78 + 49,65°
655,33 + 38,63
783,56 + 19,46
809,78 + 25,09"
644,22 + 54,92°%¢
794,00 + 65,28%"
358,44 + 40,09°
458,22 + 38,83"
802,22 + 64,82%"
669,78 + 50,08°%

4.2. Molekiiler Karakterizasyon Bulgulari

Calismanin molekiiler karakterizasyon boliimiinde Ipek ve digerleri (2015) tarafindan
sarimsak genomunda kodlayan bolgelerden gelistirilen 18 SSR markorii 16 yerel pirasa
genotipinde PCR analizi ile test edilmistir. SSR primerlerinin optimum baglanma
sicakligint bulmak i¢in 54 ile 62 °C arasinda degisen sicaklik derecelerinde gradient
PCR yapilmis ve her bir primer i¢in uygun baglanma sicakligi belirlenmistir (Cizelge
3.2). Baglanma sicakliklari belirlenen primer kombinasyonlar1 ile her genotipten 10
bitkinin homojenlestirilerek izole edilen DNA o6rneklerinde (bulk) ve her genotipten 3
bitkide izole edilen DNA oOrneklerinde PCR reaksiyonlar1 yapilmistir. Bu sekilde her
SSR lokusunda daha fazla sayida polimorfik allel belirlenmeye ¢aligilmistir. Nitekim
bazi SSR lokuslarindaki alleller bulk DNA 6rneklerinde monomorfik iken, her genotipte
3 bitkiden ayr1 ayr1 elde edilen DNA orneklerinde ayni alleler polimorfik olmustur

(sonuglar verilmemistir). Ancak benzerlik analizlerinde her genotipteki tiim allelleri
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temsil etmesi nedeniyle bulk DNA o6rneklerinden elde edilen sonuglar kullanilmistir.
PCR analizlerinde 18 SSR primer kombinasyonu iginden 13 tanesi giivenilir ve
polimorfik amplifikasyon gostermistir (Cizelge 4.5). Amplifikasyon gésteren primerler
poliakrilamid jel elektroforezinde goriintiilenmistir. Elde edilen goriintiilere gore 13
SSR markdriindeki polimorfik alleller var (1) ve yok (0) olarak degerlendirilmis ve ikili
veri tablosu olusturulmustur. Elde edilen bulgulara gére bulk DNA 6rneklerinde 13 SSR
lokusundan toplam 69 allel elde edilmistir. Bu allellerin 45 tanesi polimorfik, 24 tanesi
monomorfik bulunmustur. Primer basina degisen allel sayis1 2 ile 10 arasinda olup
ortalama allel sayis1 5,30 olmustur. AS739 SSR lokusu en fazla (10) alleli tiretmistir.
AS96 ve AS352 en az (2) alleli olan SSR lokuslaridir. SSR markoérlerinin polimorfizm
oranlar incelendiginde %33,33 ile %100 arasinda degistigi goriilmiistiir. En yliksek
polimorfizm orani (%100) AS2655 SSR markéoriinde belirlenirken en diisiik (%33,33)

polimorfizm orani ise ASTC-MCG markoriinde tespit edilmistir.

Cizelge 4.5. Pirasa genomu i¢in optimize edilen primerlere ait veriler

_ Toplam Polimorfik Monomorfik Polimorfizm
SSR Markorii  PIC degeri
allel sayis1 allel sayis1  allel sayisi orani (%)

AS211 0,38 7 4 3 57,14
AS739 0,40 10 9 1 90,00
AS352 0,39 2 1 1 50,00
AS589 0,34 9 6 3 66,67
ASTC-MCG 0,45 6 2 4 33,33
AS623 0,35 3 2 1 66,67
AS30 0,34 5 3 2 60,00
AS2655 0,42 4 4 0 100,00
AS1722 0,34 5 2 3 40,00
AS6580 0,35 5 4 1 80,00
AS96 0,34 2 1 1 50,00
AS366 0,34 6 3 3 50,00
AS4143 0,34 5 4 1 80,00

SSR markorleri igin hesaplanan PIC degerleri 0,34 ile 0,45 arasinda degismistir. En
yiiksek PIC degeri ASTC-MCG SSR markdriinde, en diisiik PIC degeri ise AS4143,
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AS366, AS96, AS1722, AS30 ve AS589 markorlerinde gozlenmistir (Cizelge 4.5).
Botstein ve digerleri (1980), lokuslarin PIC degerlerini {i¢ kategoriye ayirmistir.
PIC>0,50 oldugunda yiiksek derecede bilgilendirici, 0,50>PIC>0,25 oldugunda orta
derecede bilgilendirici PIC<0,25 oldugunda diisiik derecede bilgilendirici oldugu
belirlenmistir. Buna gore bu tez ¢alismasinda amplifikasyon gosteren tiim primerler orta

derecede bilgilendirici bulunmustur.

Elde edilen veriler ile birlikte Dice benzerlik matriksi hesaplanmistir (Cizelge 4.6).
Karakterize edilen 16 pirasa genotipi arasinda benzerlik katsay: (similarity coefficient)
degerleri 0,45 ile 0,85 arasinda degismistir. En yiiksek benzerlik katsayisi degeri 0,85
ile “Yeniyenice” ve “BK-Tavsanli” arasinda bulunmustur. Bunlar1 0,84 degeri ile “BK-
Tavsanli” ve “Ender-Karacabey” genotipleri izlemistir. En diisiik benzerlik katsayisi
degeri ise 0,45 ile “SV-Guney” ve “AE-Tekke” arasinda bulunmustur. Calismadaki iki
tescilli gesit olan Kartal-Kalem ve Inegol-92’nin benzerlik katsayisi1 degeri 0,73’tiir.

Cizelge 4.6. 16 yerel pirasa genotipinde gerceklestirilen molekiiler analiz sonucu elde
edilen Dice benzerlik matriksi

§ (;% 2 = . e 2 8 g N %‘
Genotip S X 8 3 5_ X s . 5 z 2 = 2
C T EEIERL OB Y O 2 L % 9 £Ef ¢
S 9 58 s 224 3 g & 9 F 2 3 53 §
Kartal-Kalem 0,67
Ez:\?aeéabey 0,64 0,82
MY-Yayla 0,78 0,71 0,68
Alanyurt-Inegol | 0,68 0,79 0,76 0,72
AE-Tekke 0,49 0,64 058 0,58 0,62
Bursa 0,73 0,73 0,80 0,73 0,77 0,59
SV-Guney 0,63 0,71 0,81 0,67 0,75 045 0,76
Tarsus 0,61 0,72 0,73 0,68 0,73 0,76 0,74 0,66
Yeniyenice 0,72 0,69 0,73 0,64 0,74 061 0,75 0,66 0,70
BK-Tavsanli 0,70 0,74 0,84 0,63 081 0,68 0,76 0,71 0,81 0,85
Inegol-92 0,72 0,73 0,73 0,64 0,74 061 081 062 0,73 0,81 0,82
SV-Gol 0,64 0,76 0,83 0,60 0,73 0,62 0,77 0,75 0,73 0,81 0,78 0,77
MY-Yukariyayla | 0,64 0,69 0,70 0,76 0,67 0,69 0,78 0,59 0,80 0,59 0,69 0,70 0,63
Bafra 0,72 0,72 0,70 0,72 0,73 0,58 0,74 0,69 0,79 0,67 0,75 0,74 0,70 0,70
Karaman 0,61 0,67 0,71 061 068 0,67 062 060 075 068 0,70 0,64 0,75 0,68 0,68
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Benzerlik katsayis1 degerleri kullanilarak genotiplerde kiimelendirme (UPGMA) analizi
yapilmistir. Sekil 4.1 de ki UPGMA dendrogrami incelendiginde iki ana grubun
olustugu goriilmektedir. “AE-Tekke” genotipi iki ana gruptan birini olusturmustur ve
diger 15 genotip ile benzerlik katsayisinin ortalama 0,61 oldugu goriilmektedir. Iki ana
gruptan digeri ise iki alt gruba ayrilmistir. Alt gruplardan birini “MK-Ekincik” ile “MY -
Yayla” (0,78 benzerlik katsayist degeriyle) ikili grubu olusturmustur. Alt gruplarin

ikincisini ise geriye kalan 13 genotip olusturmaktadir.

MK _Ekincik

MY_Yayla

Kartal_Kalem

Alanyurt_Inego

nder Karacalx

SV_Gol

Bursa

SV_Guney

Yeni_Yenice

BK_Tawsanli

Tegd_02

Tarsus

MY_Yukariyayl

Dice

Sekil 4.1. 16 yerel pirasa genotipinde gerceklestirilen molekiiler analiz sonucu Dice
benzerlik matriksine gore elde edilen UPGMA dendrogrami
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5. TARTISMA VE SONUC

Pirasa insan saglig1 agisindan 6nemli bir sebze tiiriidiir. Tiirkiye diinya pirasa liretiminde
onemli tiilkelerden biridir. Tirkiye’de pirasa yetistiriciligi cogunlukla yerel gesitlerle
yapilmaktadir. Bu c¢alismada kullanilan genotipler Tiirkiye’de pirasa yetistiriciliginin
yogun olarak yapildig: illerde ki iireticilerden talep edilmistir. Bursa’nin merkezinden
ve Inegdl ile Karacabey ilgelerinden toplam dort genotip, Mugla’nin Yatagan ve
Koycegiz ilgelerinden toplam ii¢ genotip, Samsun’un Bafra ve Vezirkopri il¢elerinden
toplam ii¢ genotip, Antalya, Mersin, Balikesir ve Karaman ilerinden birer genotip temin
edilmistir (Cizelge 3.1). “Inegol-92” ve “Kartal-Kalem” tescilli ¢esitleri ile birlikte
toplam 16 genotip, morfolojik ve molekiiler diizeyde karakterize edilmistir. Pirasa
yetistiriciliginin en fazla yapildig: illerden birisi olan Izmir’de yetistiricilik daha ¢ok

hibrit tohum tercih edilerek yapildig1 icin izmir’den bir genotip elde edilmemistir.

Calismanin morfolojik karakterizasyon boliimiinde pirasa bitkisinin yalanci govdesi,
yapraklar1 ve ¢igekleri ile ilgili 12 parametre belirlenerek dl¢iim ve gozlem yapilmastir.
Yapilan 6l¢iim ve gozlemlerde genotiplerin yalanct govde caplart 4,56 cm ile 6,52 cm
arasinda, yalanci gévde uzunluklar1 9,80 cm ile 42,52 cm arasinda bulunmustur. Yalanci
govde tabaninda bas olusumu Ozelligi bakimindan incelendiginde “BK-Tavsanli”,
“Inegol 92” ve “Kartal-Kalem” kodlu genotiplerde bas olusumu yoktur veya g¢ok
zayiftir. “AE-Tekke”, “Ender-Karacabey”, “MY-Yayla”, “Bafra”, “SV-Gol” ve
“Tarsus” kodlu genotiplerde orta diizeydedir. “Bursa”, “Karaman”, “MK-Ekincik”,
“MY-Yukartyayla” ve “SV-Guney” kodlu genotiplerde ise yalanci gdvdenin tabaninda
bas olusumu giicliidiir (Cizelge 4.1). Genotiplerin toplam yaprak sayist degerleri 11,00
ile 15,56 arasindadir. Yaprak boyu degerleri 65,11 cm ile 104,90 cm arasinda olup
yaprak genisligi degerleri ise 3,58 cm ile 6,00 cm arasinda bulunmustur. Yaprak —
govde acist degerleri 24,56° ile 47,56° arasinda degismistir. Genotipler yaprak rengi
acisindan degerlendirildiginde “BK-Tavsanli”, “Ender-Karacabey” ve “Kartal-Kalem”
genotiplerinin sar1 — yesil renkte oldugu, “Alanyurt-Inegol”, “AE-Tekke”, “Inegol-92”,
“MK-Ekincik”, “Bafra” ve “Yeniyenice” genotiplerinin yesil renkte oldugu,
“Karaman”, “MY-Yayla”, “MY-Yukariyayla” ve “Tarsus” genotiplerinin gri — yesil
renkte oldugu, “Bursa”, “SV-Gol” ve “SV-Guney” genotiplerinin mavi — yesil renkte
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oldugu gozlenmistir (Cizelge 4.2). Genotiplerin gigek semsiyesi ¢ap1 degerleri 6,14 cm
ile 12,48 cm arasinda olup ¢igek semsiyesi sapimin ¢ap1 0,73 cm ile 1,34 cm degerleri
arasinda degismistir. Genotipler ¢icek agma donemlerine gore siniflandirildiginda “MY -
Yayla”, “MK-Ekincik,” “Bursa”, “Tarsus” ve “AE-Tekke” genotiplerinin erkenci,
“Karaman”, “MY-Yukartyayla”, “Bafra”, “SV-Gol” ve “SV-Guney” genotiplerinin
orta, “Alanyurt-Inegol”, “BK-Tavsanli”, “Ender-Karacabey”, “Inegol-92”, “Kartal-
Kalem” ve “Yeniyenice” genotiplerinin ise geg¢i oldugu gorilmistir (Cizelge 4.3).
Genotiplerin agirlik degerleri ise 358,44 g ile 809,78 g arasinda degismistir (Cizelge
4.4).

De Clercq ve digerleri (1999) pirasa genotiplerini belirli 6zelliklere gore yazlik,
sonbahar ve kislik cesitler olmak iizere iic gruba ayirmislardir. Bu gruplandirmada
bitkilerin yaprak rengi, yalanct govde uzunlugu, soguga dayanikliligi ve biiylime hizi
esas alinmigtir. Sar1 — Yesil yaprak rengi, 30 — 50 cm aras1 yalanct gévde uzunlugu, ¢ok
hizli gelisim ve dona kars1 dayaniksiz olmasi yazlik ¢esitlerin 6zellikleridir. Soluk yesil
yaprak rengi, 24 — 29 cm arasi yalanci govde uzunlugu, hizli gelisim ve dona karsi
dayaniklilig1r orta derecede olmasi sonbahar ¢esitlerinin 6zellikleridir. Mavi — yesil
yaprak rengi, 18 — 23 cm aras1 yalanct govde uzunlugu, yavas gelisim ve dona karsi
dayanikli olmasi ise kislik cesitlerin 6zellikleridir. Bu gruplandirmaya goére “Bafra”,
“BK-Tavsanli”, “Yeniyenice”, “Ender-Karacabey”, “Inegol-92”, “Kartal-Kalem” ve
“Alanyurt-Inegol” genotipleri yazlik gesitler, “Tarsus”, “AE-Tekke” ve “MK-Ekincik”
genotipleri sonbahar g¢esitleri, “SV-Gol”, “SV-Guney”, “MY-Yayla”, “MY-

Yukariyayla”, “Karaman” ve “Bursa” genotipleri kislik ¢esitler olarak gruplandirilabilir.

Caligmanin molekiiler karakterizasyon boliimiinde SSR markdr teknigi kullanilmigtir.
Ipek ve digerleri (2015) tarafindan sarimsak genomunda kodlayan bdlgelerden
gelistirilen 18 SSR markorii (Cizelge 3.5) pirasa genomunda PCR analizi ile test
edilmistir ve 13 markor amplifikasyon gostermistir (Cizelge 4.5). Amplifikasyon
gosteren SSR markdrleri daha sonra 16 yerel pirasa genotipi arasindaki genetik
cesitliligi belirlemek i¢in kullanilmis ve SSR allelleri poliakrilamid jel elektroforezinde
gorlintiilenmistir. SSR allellerinden elde edilen ikili veri kullanilarak Dice benzerlik

matriksi (Cizelge 4.6) hesaplanmis ve UPGMA dendrogrami (Sekil 4.1)
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olusturulmustur. Benzerlik katsayr degerleri 0,45 ile 0,85 arasinda degismistir. En
yiiksek benzerlik katsayis1 degeri 0,85 ile “Yeniyenice” ve “BK-Tavsanli” arasinda, en
diisiik benzerlik katsayisi degeri ise 0,45 ile SV-Guney ve AE-Tekke arasinda
bulunmustur. Amplifikasyon gosteren primerlerden toplam 69 allel elde edilmis ve bu
allellerin 45’1 polimorfik, 24’ii monomorfiktir bulunmustur. Primer bagina degisen allel
sayist 2 ile 10 arasinda olup ortalama allel sayis1 5,30°dur. PIC degerleri 0,34 ile 0,45

arasinda degismistir (Cizelge 4.5). Markorler orta derecede bilgilendiricidir.

Hanct (2021), Tiirkiye'nin farkli bolgelerinden toplanan 56 pirasa genotipi arasindaki
genetik cesitliligi 17 SRAP ve 3 ISSR markorii kullanarak analiz etmis ve genetik
benzerlik katsay1r degerlerini 0,56 ile 0,96 arasinda bulmustur. Hanci (2021)’nin elde
ettigi sonug, bu calismada saptanan benzerlik katsayr deger aralig1 (0,45 - 0,85) ile yakin
bulunmustur. ipek ve digerleri (2015)’nin sarimsak genomundan gelistirdigi SSR
markorleri bu ¢aligmada kullanilmis ve yerel pirasa genotiplerinde %72,2 oraninda
aktarilabilirlik gostermistir. Bu sonu¢ Lee ve digerleri (2011)’ nin sarimsak
genomundan elde ettikleri 50 SSR markdriiniin pirasada gosterdigi %73 aktarilabilirlik
sonucu ile tutarli bulunmustur. Lee ve digerleri (2011) aym1 zamanda 50 SSR
markoriini Allium altaicum ve Allium fistulosum tiirlerinde de test etmislerdir. Ancak
Allium altaicum’ da %47,6, Allium fistulosum¢ da %48 oraninda aktarilabilirlik
saptamiglardir. Bu veriler 1g18inda sarimsak genomunun pirasa genomuna, diger Allium
tirlerine (Allium altaicum ve Allium fistulosum) oranla daha yakin oldugu sonucuna
varilabilir. Aynm1 zamanda Jayaswall ve digerleri (2019) Hint sarimsak ve sogan
germplazmlarin1 ve yabani pirasanin da (Allium ampeloprasum) dahil oldugu yabani
akrabalarmi, 30 SSR markdr ile molekiiler olarak tanimlamislardir. Test edilen SSR
markdrlerinin - Hint sarimsak ve sogan genotipleri arasindaki varyasyonu
degerlendirmek ve yabani Allium tiirleri ile akrabalik iliskilerini belirlemek igin

basariyla kullanilabilecegi ifade etmislerdir.

Degerlendirilen 12 morfolojik parametre i¢in yapilan arazi gézlemleri sirasinda genotip
i¢i yiiksek varyasyon goriilmemistir. Ozellikle yalanci gdvde uzunlugu, yaprak rengi,
yaprak — govde agis1 ve yalanci govde tabaninda bas olusumu 6zelikleri yoniinden

genotip icindeki bitkiler arasinda homojenlik yiiksek goriilmiistiir (arazi gozlemi). Bu

46



durum genotiplerin genetik durulmuslugunun yiiksek oldugunu ve degerlendirilen
morfolojik 6zelliklerin genotiplere 6zgii yiiksek kalitim 6zelligine sahip karakterler
oldugunu diisiindiirmektedir. Nitekim ayni arazi kosullarinda yetistirilmis olmasina
ragmen bazi genotiplerde yalanci govde tabaninda bas olusumu egilimi giiglii iken bazi
genotiplerde bu oOzellik gorilmemistir. Tiiketici talebine paralel olarak, pirasa
yetistiriciliginde yalanci govde tabaninda bas olusumu gostermeyen, uzun diiz bir aksa
sahip ¢esitler daha ¢ok tercih edilmektedir. Islah ¢alismalar1 da bu talep dogrultusunda
ilerlemektedir. Degerlendirilen karakterler yoniinden genotipler arasinda ise yiiksek
varyasyon tespit edilmistir. Ortaya ¢ikan bu farklilik istatistiksel olarak da Snemli

bulunmustur.

Samsun, Bursa, Karaman, Mugla, Mersin, Antalya ve Balikesir illerinin farkli iklim
kosullarinda yetistirilen pirasa genotipleri Bursa ekolojisinde ayni kosullar altinda
yetistirilerek performanslar1 degerlendirilmistir. “Inegdl-92” ve “Kartal-Kalem” pazar
degeri yiiksek tescilli standart ¢esitlerdir. Bu iki ¢esidin morfolojik degerlerine en yakin
ve yiiksek pazar degeri agisindan potansiyel genotipler “Alanyurt-Inegol”, “BK-
Tavsanli” ve “Yeniyenice” olarak gosterilebilir. Bununla birlikte pirasada genetik
calismalar oldukca sinirlidir. Pirasanin genomuna 6zgii yeni molekiiler markorlerin
gelistirilmesi, pirasa genotiplerinin genetik olarak tanimlanmasi ve gen kaynaklarinin
korunmas: agisindan son derece Onemlidir. Pirasada genetik ¢aligmalarin ve genetik
haritalarin daha kapsamli bir sekilde yapilabilmesi i¢in daha fazla genotipte daha fazla
sayida molekiiler markor kullanilarak ¢alisilmasi gerekmektedir. Molekiiler ve
morfolojik ozellikleri karakterize edilen 16 yerel pirasa genotipi gelecekteki islah
calismalarinda materyal olarak kullanilabilecek ve bu calismada elde edilen sonuglar

arastirmacilara katkida bulunabilecektir.
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