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Nar insanlik tarihinin baslangicindan beri kullanilan ekonomik olarak
onemli bir bitki tlirlidiir. Meyve olarak tiiketilmesinin yani sira, antik ¢aglardan
itibaren tibbi olarak da kullanilmaktadir. Nar suyu ve nar ekstraktlar1 meyve
sularinda ve meyve surubu yapiminda kullanilmaktadir. Son zamanlarda meyve
suyu olarak kullanim popiilaritesi giderek artmaktadir. Ulkemiz ve Diinyada son
yillarda giderek 6nem kazanan yeni nar cesitlerinin 1slah1 c¢alismalar1 pazar
ihtiyaclarma gore devam etmektedir. Bu ¢alismada, Cukurova Universitesi Ziraat
Fakiltesi Bahge Bitkileri Bolimi Nar Genetik Koleksiyonunda yer alan 90 nar
genotipinin  molekdiler karakterizasyonu SRAP molekiler markir teknigi
kullanilarak gerceklestirilmistir. Genotiplerin molekiiler tanimlanmasinda 5
forward (ileri) ve 6 reverse (geri) primerine ait kombinasyonlar kullanilarak nar
genotiplerinin genetik iligkileri arastirilmistir. Tez Galismasinda kullanilan 30
primer kombinasyonundan 14 primer kombinasyonunun basarili sonug verdigi
gbzlenmistir. Calismada 14 primer kombinasyonundan elde edilen DNA bant
biyuklikleri 160-1400 bp arasinda degismistir. Degerlendirilen 14 primer
kombinasyonu, 60’1 polimorfik toplam 73 adet bant iiretmistir. Primer basina elde
edilen toplam bant sayis1 2-9 (ortalama 5.2) arasinda, toplam polimorfik bant sayis1
ise 1-9 (ortalama 4.3) arasinda degismistir. Calismada kullanilan nar genotiplerinin
benzerlik oraninin %65-100 arasinda degistigi ve cografik orijinlerine gore
gruplanmadig1 dagiik bir dagilim gosterdigi tespit edilmistir. Sonug¢ olarak nar
genotiplerinin birbirinden genetik olarak ayrildigi ancak ayrimin dar bir genetik
cesitlilikte oldugu gozlenmistir.

Anahtar kelimeler: Nar, SRAP, Genotip tanimlama, Molekiiler karakterizasyon
|



ABSTRACT

MSc THESIS

MOLECULAR CHARACTERIZATION OF SOME POMEGRANATE
(Punica granatum L) GENOTYPES WITH SRAP MARKERS

Evren BENGUL
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Supervisor : Prof. Dr. Yildiz AKA KACAR
Year: 2019, Pages: 68
Jury : Prof. Dr. Yildiz AKA KACAR
: Prof. Dr. N. Yesim YALCIN MENDI
: Prof. Dr. Coskun DURGAC

Pomegranate is an economically important plant species used since the
beginning of human history. In addition to being consumed as a fruit, it has been
used medicinally since ancient times. Pomegranate juice and pomegranate extracts
are used in fruit juices and fruit syrup making. Recently, the popularity of use as
fruit juice is increasing. Breeding of new pomegranate varieties, which have
become increasingly important in our country and in the world in recent years, are
continuing according to market needs. In this study, molecular characterization of
90 pomegranate genotypes in the Pomegranate Genetic Collection of Department
of Horticulture, Faculty of Agriculture, Cukurova University was carried out by
using SRAP molecular marker technique. Genetic relationships of pomegranate
genotypes were investigated by using combinations of 5 forward and 6 reverse
primers. 14 primer combinations of the 30 SRAP primer combinations were found
to be successful. DNA band sizes obtained from 14 primer combinations ranged
from 160-1400 bp. The evaluated 14 primer combinations produced a total of 73
bands, 60 of which were polymorphic. The total number of bands obtained per
primer ranged from 2 to 9 (mean 5.2), and the total number of polymorphic bands
ranged from 1 to 9 (mean 4.3). It was found that the similarity rate of pomegranate
genotypes was between 65-100% and they were not grouped according to their
geographical origins. As a result, it was observed that pomegranate genotypes were
separated from each other genetically, however the distinction was narrow genetic
diversity.

Key words: Pomegranate, SRAP, Genotype identification, Molecular characterization



GENISLETILMIS OZET

Nar (Punica granatum L.) diinyada genis bir yayilim gosteren Punicaceae
familyasinin Punica cinsine ait birgok iklim kosulunda tropik ve subtropik
bolgelerde yetistirilen ¢ok yillik bir bitkidir. Dunya genelinde bilinen 500’den fazla
cesit arasindan sadece ticari degere sahip yaklasik 50 c¢esidi bulunmaktadir.
Turkiye’de nar yetistirilen bolgelere bakildiginda en ¢ok iiretimin Akdeniz ve Ege
bolgelerinde yapilmaktadir. En fazla Gretimi 111.041 ton ile Antalya’dir. Dlnya
geneline bakildiginda yaklasik olarak 3 milyon tona yakin {retimi
gerceklestirilmektedir. Tiirkiye’de 2018 yilinda ki toplam iiretim degeri 537.847
tondur.

Diinya pazarlarina bakildiginda besin ve meyve suyu sanayisi disinda
birgok alanda kullammminin artis gostermesi meyve Uzerinde dikkatleri (zerine
toplamistir. Narm sadece meyvesi ticari olarak kullanilmamakla birlikte kok, govde
ve ¢igeginin de ¢ok degisik amaglarda kullanilmaktadir.

Son yillarda daha kaliteli ve yiiksek verimli yetenege sahip nar
bitkilerinin seleksiyon 1slahi ile birlikte gelistirilmesi genis Olglide nar tiretim
alanlarina yer vermesine ve iiretimin artmasina sebep olmustur.

Nar bitkisinin  genetik iliskilerinin, polimorfizmi gdsteren DNA
bolgelerinin ve varyasyonlarinin belirlenmesinde DNA tabanli analizler yaygin
olarak kullanilmaktadir. Molekiiler markir sistemlerinden biri olan sekansla iligkili
amplifiye polimorfizmi (SRAP), dogrudan gen bdlgelerini hedef almaktadir. SRAP
teknigi molekiiler markirlar igerisinde ucuz ve tekrar edebilir olmasi nedeniyle
bitki molekiiler ¢caligmalarinda siklikla kullanilmaktadir.

Calismada kullanilan Cukurova Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bahce
Bitkileri Bolimi Nar Genetik Koleksiyonunda bulunan 90 adet nar (P. granatum)
genotipi SRAP markir teknikleri kullanilarak genetik iliskileri molekiiler

yontemlerle arastirilmustir.



Tez kapsaminda toplam 90 nar genotipi ve 30 SRAP primer
kombinasyonunda ¢alisan 14 primer kombinasyonu ile genetik iliskileri
aragtirtlmigtir.  Calismada 14 primer kombinasyonundan elde edilen bant
buyuklikleri 160-1400 bp arasinda degismistir. En kiiglik bant uzunlugu 160 bp ile
melem6 kombinasyonunda, en biiylik bant uzunlugu ise 1400 bp ile meSem6
kombinasyonunda elde edilmistir. Degerlendirilen 14 primer kombinasyonu, 60’1
polimorfik toplam 73 adet bant iiretmistir. Primer basina elde edilen toplam bant
say1s1 2-9 (ortalama 5.2) arasinda, toplam polimorfik bant sayis1 ise 1-9 (ortalama
4.3) arasinda degismistir. En fazla bant me2em6 (9 adet) kombinasyonunda, en az
bant ise me2em3 (2 adet) bandi tiretmistir. Primerlerin toplam polimorfizm orani
ise 77.85 olarak tespit edilmistir. Elde edilen verilere bakilarak genotipler
arasindaki genetik iliskiler tartisilmistir. Calismada kullanilan nar genotiplerinin
benzerlik oranmin %65-100 arasinda degistigi ve cografik orijinlerine gore
gruplanmadig1 daginik bir dagilim gosterdigi tespit edilmistir. Sonug¢ olarak nar
genotiplerinin birbirinden ayrildig1 ancak ayrimin dar bir genetik ¢esitlilikte oldugu
gbzlenmistir.

Tez ¢alismasinda kullanilan SRAP markirlarinin giivenilir oldugu ve nar ve
diger bitkilerin molekiiler karakterizasyonunda kullanilabilecegi ortaya
konulmustur.

Tez ¢aligmasinda kullanilan nar genotiplerini daha keskin gruplara ayirmak
icin kullanilan SRAP primer kombinasyonlarmin sayisi arttirilabilir. Bununla
beraber farkli markir sistemleri ile elde edilen bulgular genisletilebilir. SRAP
markirlar1 giivenilir ve tekrarlanabilir molekiiler markir sistemleri arasinda yer

almaktadir.
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1. GIRIS Evren BENGUL

1. GIRIS

Nar (Punica granatum L.) Dicotyledonae (iki c¢enekliler) smifinda
Punicaceae (nargiller) familyasinin Punica cinsine ait ¢ok yillik bir bitkidir.
Yerylzinde biyiik ¢esitlilik gosteren Punica cinsi 2n=2x=16 kromozom sayisina
sahiptir (Kargt, 2011).

Narin anavatan1 Giiney Kafkasya, iran, Afganistan, Giiney Asya, Bati
Asya, Anadolu ve Akdeniz arasindaki bolgeleri kapsamaktadir. Ayrica narin,
anavatanlarin yaninda Avrupa ve Afrika’nin Akdeniz sahil bolgelerinde, Cin,
Hindistan, Arabistan, Sili, Arjantin, Kaliforniya, Arizona ve Kuzey Meksika’da da
yetigtiriciligi yapilmaktadir (Onur, 1983). Nar’da kiiltlir islemleri Anadolu’da
neolitik donemde baglamistir (Harlan, 1992).

Arkeolojik ¢aligmalardan elde edilen bilgilere gore, 5000 yildan beri nar
yetigtiriciligi yapildigi bildirilmistir. Bazi kaynaklarda ise Finike ve Misirlilar
tarafindan (1.0.2500) once kiiltiirii yapilan bir bitki oldugu belirtilmistir. Akdeniz
ulkelerinin icerisinde yer alan tropik ve subtropik iklime sahip bélgelerinin énemli
meyve grubunda yer alan nar M.O. 3000 yil kadar geriye dayanan, kiiltiir ve
yetistiriciligine ait birgok gecmisi ile bilinmektedir (Gergekgioglu ve ark., 2014;
Simsek ve Kara, 2016).

Diinya nar iiretimi yaklagik 3 milyon ton olup, nar iiretiminde Hindistan,
fran ve Tiirkiye ilk {i¢ sirada yer almaktadir. Tiirkiye toplam nar iiretimi 2009
yilinda 170.963 ton iken, son 10 yillik siirecte siirekli artig egilimi gdstermis ve
2018 yilinda 537.847 ton iretim degerine ulagmustir. TUrkiye’nin son 10 yillik nar
iiretim degerleri Cizelge 1.1°de sunulmustur. Ulkemizin her bolgesinde nar
yetistiriciligi yapilmakta olup, en fazla iiretim Akdeniz Bolgesi’ne aittir (TUIK
2019).

Tirkiye’de il bazinda bakildiginda en fazla nar Gretimi 111.041 ton ile
Antalya’da yapilmaktadir. Bunun akabinde Mugla, Mersin, Denizli, Adana, Hatay,
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Gaziantep, Aydimn, Izmir, Sanlurfa illerinde de nar tarim yapilmaktadir (TUIK,
2016).

Cizelge 1.1. Tiirkiye’nin son 10 yillik nar iiretim degerleri (ton)

Yillar Uretim degeri (ton)
2009 170.963
2010 208.502
2011 217.572
2012 315.150
2013 383.085
2014 397.335
2015 445.750
2016 465.200
2017 502.606
2018 537.847

Dinyada onemli meyve tiirleri arasinda yer alan nar subtropik ve tropik
bolgelerde yetisebilmesi nedeni ile genis bir genetik cesitlilik gostermektedir.
Dinya genelinde 500’den fazla ¢esidi bilinen narin yaklasik 50 ticari g¢esidi
bulunmaktadir (IPGRI, 2001). Nar insanlik tarihinin baslangicindan beri kullanilan
ekonomik olarak 6nemli bir bitki tiiridiir. Meyve olarak tiiketilmesinin yani sira,
antik ¢aglardan itibaren tibbi olarak da kullanilmaktadir. Nar suyu ve nar
ekstraktlari meyve sularinda ve meyve surubu yapiminda kullanilmaktadir. Son
zamanlarda meyve suyu olarak kullanim popilaritesi giderek artmaktadir. Nar
kabugu ekstraktlar1 yiyecek endiistrisinde dogal yiyecek bilesenleri olan dnemli
fenolik, flavonoid ve tannin kaynagi olarak kullanilmaktadir. Nar ayrica
antioksidan icerigi bakimindan oldukga zengin olan bir meyve tiiriidir (Ozgen ve
ark., 2008).

Narin antialerjik, antimikrobiyal, antiplazmodiyal ve antidiabetik etkileri
bulunmaktadir (Duman ve ark.,2009). Nar lignin, sterol ve terpenoid gibi aktif
fitokimyasallar1 tohumlarinda, yapraklarinda ve kabuklarinda bulundurmaktadir.

Tohum yaginda yag asitleri ve trigliserid, yapraklarda basit galyol Ornekleri
2
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bulunmaktadir. Kullanim sikli§i ve yararlarindan dolay1 nar {izerinde bir¢ok
arastirma yapilmis olup hala genis ¢apli aragtirmalar devam etmektedir (Adhami ve
ark., 2012).

Diinya pazarlarina giren meyve ¢esitlerinde saglikli gida tiiketimi bilincinin
ortaya c¢ikmasi sonucunda gidalar igerisindeki fonksiyonel komponentlerin
degerinin artmasi ve gidalarin icerdigi bilesenlerin arastirilmasinda son derece
o6nemli adimlar atilmigtir. Pazar taleplerindeki bu artis gidalar iizerindeki degerleri
de beraberinde arttirmaktadir. Bu nedenle son yillarda nar meyvesine olan ilgi
artmistir.

Narmm kok, govde, ¢igek ve meyvesi c¢ok degisik amaglarda
kullanilmaktadir. Bunlardan bazilari; ilag sanayisinde, dondurma yapiminda, pasta
yapiminda, boya sanayisinde, pektin ve sirke yapiminda vb. daha birgok kullanim
alanlar1 bulunmaktadir.

Son yillarda seleksiyon 1slahi ¢aligmalariyla kaliteli nar cesitlerinin
gelistirilmesi ve genis Olciide ticari bahgelerin kurulmasi Tiirkiye’de nar iiretim ve
tiikketimi ile i¢ ve dis pazarda onemli gelismelere yol agmustir.

Canli olarak ifade edilen biitiin organizmalar hiicrelerden meydana
gelmistir. Hiicreler genetik materyal olarak kabul edilen DNA tarafindan dizayn
edilmektedir. DNA azot (N) igeren bazlarin (A: adenin, G: guanin, S: sitozin ve T:
timin) birlesmesinden olusan heliks yapili ¢ift sarmalli uzun bir zincirdir. Her bir
DNA dizisinin belirli bir kismi bir geni karakterize etmektedir. Bu genler ise
proteinlerin olusturulmasi i¢in kod vermektedirler. Geni karakterize eden belirli
kismin disinda kalan bdlgeler ise kodlama yapmayan dizileri olusturmaktadir.
Canlilarda kalitim1 saglayan genetik birim olan kromozom setler halinde organize
olarak genetik materyali olugturmaktadir. Bir organizmanin kalitim materyalinde
bulunan genetik sifrelerin tamamina genom denir. Son yillarda molekdler biyolojik
tekniklerinin gelistirilmesiyle canlilar arasmdaki DNA dizilerinin farkliliklarim
ortaya koymak i¢in gelistirilen molekiiler markirlar kullanilmaktadir. Molekiiler

markir, genom i¢inde yer alan herhangi bir gen bdlgesi ya da genom iginde yer alan
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DNA parcasinin dizilim farkliliklar olarak da tanimlanabilir. Molekiiler biyoloji
teknikleri kapsaminda kullanilan molekiiler markirlar fiziksel haritalama, gen kesfi
ve etiketleme, bitki 1slahinda, genetik ¢esitlilik ve genetik miithendisligi gibi birgok
alanda kabul géren genom i¢inde sabit olan kilometre taslaridir (Filiz ve Kog.,
2011).

DNA temelli markirlar, populasyon icerisinde bulunan herhangi bir tiiriin
farkli bireyleri arasinda dizi polimorfizmi gdsteren DNA bdlgeleri olmasinin
yaninda varyasyon belirlenmesinde de kullanilan énemli bir yéntemdir (Ozsensoy
ve Kurar., 2012).

Genetik kaynaklarin yonetiminde genotiplerin tanimlanmasi ve fenotipik
olarak benzer olanlarin birbirlerinden ayirt edilmesi 6nem tagimaktadir. Bu
anlamda molekiiler markirlarin kullanilmast hiz ve kolaylik saglamaktadir.
Molekiiler markirlar, genetik cesitliligin belirlenmesi, ebeveynlerin ortaya
konulmasi, tiirler arasindaki filogenetik iliskilerin saptanmasi g¢aligmalari igin
kuvvetli bir aragtir. Genotipler arasi genetik yakinliklar1 ortaya ¢ikaran molekiiler
teknikler taksonomik sistemlerin olusturulmast ve genotiplerin tarihsel
degisimlerinin arastirilmasina olanak sunmaktadir. Filogenetik iliskiler hakkindaki
kesin bilgiler genetik kaynak koleksiyonlarinin bazi spesifik genler bakimindan
arastirtlmasi noktasinda 1sik tutmaktadir (Uzun ve ark., 2009). Genomdaki
herhangi bir gen bolgesi ya da gen bolgesi ile iliskili DNA pargas1 olarak
tanimlanan molekiiler markirlar birgok alanda kullanilabilmektedir. Bunlar
arasinda; genetik varyasyonun arastirilmasi, tiirlerin taksonomik tanimlamasinin
yapilmasi, filogenetik akrabaliklarin bulunmasi, genetik haritalama ve markorler
yardimiyla erken seleksiyon caligmalar1 sayilabilir. Ayrica genom analizlerinde
molekiiler markorlerin kullanimi 1slahgilar igin ihtiyag duyulan bir alandir.
Molekiiler markorler, genetik cesitliligin  belirlenmesi, ebeveynlerin ortaya
konulmasi, farkli bitki tiirleri arasindaki filogenetik iligkilerin saptanma ¢aligmalari
icin 6nemli bir aragtir (Barkley ve ark., 2006). Molekiler markirlar, hibridizasyona

ve PCR’a dayali olmak {izere ikiye ayrilmaktadir. Hibridizasyona dayali olan
4



1. GIRIS Evren BENGUL

molekiler markirlardan en yaygin olarak kullanilan: RFLP (Restriction Fragment
Length Polymorphism), PCR’a dayali molekiiler markirlar arasinda RAPD
(Randomly Amplified Polimorphic DNA), SCAR (sequence-characterized
amplified regions), ISSR (Inter Simple Sequence Repeat), SRAP (Sequence
Related Amplified Polymorphism), AFLP (Amplified Fragment Length
Polymorphism) ve SSR (Simple Sequence Repeat) gibi markir sistemleri
bulunmaktadir.

Birgok arastirict son zamanlarda bitki molekiiler biyolojisi alanlarinda
genetik ¢esitlilik ¢alismalarinda RAPD, ISSR, AFLP, SSR, SRAP, SNP, SSCP gibi
molekiiler markirlar kullanmigtir. Biyoteknoloji alanindaki gelismelere paralel
olarak molekiiler markir sistemlerinin de gelistirildigi goriilmektedir. Molekiiler
markir sistemlerinden biri olan ve bu tez c¢alismasinda da kullanilan sekansla
iligkili amplifiye polimorfizmi (SRAP), dogrudan gen bolgelerini hedef almaktadir.
Bu nedenle bitkilerde genetik karakterizasyon ¢aligmalarinda  siklikla
kullanilmaktadir. SRAP markirlar1 17 veya 18 b¢ uzunlugundaki ileri (forward) ve
ters (reverse) primerlerin kullanilmasiyla elde edilmektedir. Forward primerler 13
veya 14 bp uzunlugundaki ¢ekirdek dizini ve buna 5’ sonda eklenmis CCGG
dizini, reverse primerler ise yine ayni uzunluktaki ¢ekirdek dizini ve bu dizine
eklenmis AATT dizini icermektedir. Hem ileri hem de ters primeler 3’ sonda ii¢
adet secici nukleotid icermektedir (Li ve Quiros, 2001; Giilsen ve Mutlu, 2005).

Ulke ekonomisine katkida bulunan bircok ticari bitki tiirii 1slah
calismalarinda, gen kaynaklarinin karakterizasyonunda, endemik tiirlerin
tanimlanmasinda, bitki tiir, cins ve tiplerinin belirlenmesinde, bitki genom
haritalarinda ve molekiiler biyolojinin pek ¢ok alaninda kullanilan molekiiler
markirlar, ileri teknolojiler aracilifiyla diinyada hizli gelisim gostermektedir. Nar
icerdigi besin kompozisyonu yoniinden her gegen giin tiiketilme aligkanligi artan
bir meyvedir. Bu yiizden gerek Ulkemiz gerekse de Diinya’da yeni nar cesitlerinin
1slah caligmalan yiiriitilmektedir. Islah c¢aligmalarinda genetik kaynaklarin

toplanmasi ve tanimlanmasi ¢ok onemli bir asamadir. Genetik kaynaklarin dogru
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bir sekilde tanimlanmasi ve birbiriyle olan iligkilerinin ortaya konulmasi islah
caligmalarinda daha hizli ve giivenilir bir sekilde ilerlemeyi saglamaktadir. Bu
sebeple 1slah caligmalarinda kullamilmak iizere genetik zenginligimizin
arastirtlmasi ag¢isindan genotiplerin molekiiler karakterizasyonu ¢ok biiyiik 6nem
tasimaktadir.

Bu tez calismasinda, Cukurova Universitesi Ziraat Fakiiltesi, Bahce
Bitkileri Bolumui, Nar Genetik Koleksiyonunda yer alan ve Tirkiye’nin farkli
bolgelerinden selekte edilmis ya da diger 1slah yontemleri ile elde edilmis olan 90
farklt nar (P. granatum L.) genotipinin molekdler karakterizasyonu ve genetik
iliskileri SRAP markirlar1 kullanilarak arastirilmasi ve bdylece gelecekte bu
bitkisel materyalle yuritilecek nar islahi ¢aligmalart i¢in temel bilgilerin elde

edilmesi amaglanmigtir.
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Mars ve ark. (1999), otuz nar ¢esidinde yapmis olduklari aragtirmada
genotipler arasindaki genetik iliskileri tespit etmek amaciyla molekiiler ¢aligmalar
gergeklestirmislerdir. Molekiiler markirlarla yapilan genetik karakterizasyon
calismalarinda PCA ve kiime analizi ile yerel nar genetik kaynaklarinda fenotipik
ve genetik ¢esitligi ortaya koymuslardir.

Yilmaz ve ark. (2006), 40 nar ¢esidinin molekiiler karakterizasyonu i¢in
yapmis olduklar1 ¢alismada RAPD markirlarini kullanmiglardir. 120 RAPD markiri
ile tarama c¢aligsmasi yapilmig, polimorfik bulunan primerlerle DNA analizleri
gerceklestirilmistir. Polimorfizm oraninin ve polimorfik primer sayisinin diigiik
olmasi nedeniyle farkli markir sistemleri ile karakterizasyonun devam etmesi
gerekliligini bildirmislerdir.

Yilmaz ve ark. (2009), nar genetik kaynaklarmim molekiiler
karakterizasyonunu SRAP ve RAPD markirlan1 ile gerceklestirmis ayrica,
meyvelerin pomolojik 6zelliklerini incelemislerdir. Nar genotiplerinde, 24 RAPD
primeri ile yapilan molekiiler analizde %48 polimorfizm orani tespit edilmis,
SRAP analizlerinde ise 15 primer kullanilmis ve %20 polimorfizm orani elde
edilmistir. Pomolojik ve molekiiler analizler sonucunda 187 nar genotipinin
arasindaki genetik benzerligin yiliksek oldugu gozlenmistir.

Jbir ve ark. (2007), 34 nar g¢esidinin molekiiler karakterizasyonunu AFLP
teknigi ile yapmiglardir. Caligma sonucun da elde edilen dendrogram ile gesitlerin
cografi kokenlerinden ve cinslerinden bagimsiz olarak kiimelenmis oldugu
kanitlanmustir.

Zamani ve ark. (2007), 24 iran kokenli nar genotipinin genetik iliskilerini
molekiiler markirlarla ortaya koymaya caligmistir. Bu amacla, RAPD markirlar ile
kullanilmigtir. RAPD teknigi nardaki genetik ¢esitliligi incelemek i¢in yararl bir
teknik olarak dnerilmistir.
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Durga¢ ve ark. (2008), yapmis olduklart ¢alismada, Tiirkiye'nin Hatay
ilinden alt1 yerel nar c¢esidini RAPD markirlart ile karakterize etmisler ve
morfolojik olarak 18 meyve 6zelligini incelemislerdir. RAPD analizleri sonucunda
toplam 106 tekrarlanabilir bant elde edilmis ve bunlarin %22’si polimorfik
bulunmustur.

Masoud ve ark. (2008), on nar ¢esidinin RAPD markilari ile varyasyonlari
incelenmigtir. 215 bant polimorfik bant elde edilmis (%10.50) ve 1835 bant
monomorfik bant tespit etmislerdir.

Ranade ve ark. (2009), Hindistan'daki nar gesitleri arasindaki genetik
cesitliligi ve dagilimi RAPD markirlar ile incelemiglerdir. RAPD ve Minisatellit
DNA yontemiyle yabani, yar1 yabani ve g¢esit olmak iizere 64 Hint kdkenli nar
genotipleri arasinda genetik cesitliligin  belirlenmesi  saglamistir. Caligma
sonucunda, yabani genotiplerinde olduk¢a iyi bir cesitlilik yelpazesi oldugu
saptanmustir. Ozellikle yabani genotipleri igeren iyi bir genetik kaynak koleksiyonu
tanimlanmistir. Bu koleksiyondaki genotiplerle yapilacak nar 1slah programlarinda
yeni ¢esitlerin gelistirilebilecegi belirtilmistir. Kullanilan molekiiler markir
tekniklerinin narin genetik ¢esitliligini incelemek i¢in yararl oldugu bulunmustur.

Pirseyedi ve ark. (2010), narda mikrosatellit markirlar1 gelistirerek
molekiiler karakterizasyon ¢alismalar1 gerceklestirmislerdir. Calismalarinda toplam
12 SSR primeri gelistirmiglerdir. SSR markirlar1 gelistirme stratejisi olarak 2'li ve
3'li niikleotid tekrarlarini igeren hibridizasyon problarin1  kullanmiglardir.
Hibridizasyon ¢aligmalart sonrasinda dizileme caligmalar1 yiiriitiilmiis ve ortaya
cikan DNA profillerine dayali 12 adet SSR primeri gelistirilmistir. Molekiiler
karakterizasyon caligmalarinda ise 60 farkli nar genotipi kullanmiglardir. Lokus
basina 2-5 arasinda degisen ortalama 2.9 polimorfik allel tespit etmislerdir. Sonug
olarak arastiricilar gelistirdikleri SSR  markirlari  nar genetik gesitliligi
caligsmalarinda kullanilabilecegini belirtmiglerdir.

Hasnaoui ve ark. (2010), nar igin 11 mikrosatellit markiri (SSR)

gelistirmiglerdir. Tunus'ta 6rneklenen 27 nar gesidinde calisgilmistir. Elde edilen
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veriler degerlendirildiginde 1 ve 4 arasinda degisen allel sayis1 ve 0.037 ile 0.592
arasinda degisen heterozigotluk bulunmustur. SSR markirlar1 ekonomik agidan
Onemli meyve tiirlerinin DNA parmakizi ve soy agaci analizi ile genetik ¢esitlilik,
genetik kaynaklarin degerlendirmesi ile ilgili ¢alismalar i¢in ¢ok yararli olacagi
bildirilmistir.

Curro ve ark. (2010), yapmis olduklart ¢alismada nar i¢in yeni mikrosatellit
lokuslari tespit etmislerdir. Calismalarinda mikrosatellit-AFLP teknigini kullanarak
9 SSR markir1 gelistirmislerdir. Gelistirdikleri 9 SSR markirinin kullanigliligimi
tespit etmek igin farkli iilke genetik kaynaklarindan toplam 33 farkli nar
genotipinde DNA c¢aligsmalar yiiriitmiiglerdir. Calisma sonucunda gelistirilen SSR
markirlarinin daha Once yiiriitiilen c¢alismalarda oldugu gibi diisik oranda
polimorfik DNA profilleri gosterdigi bildirilmistir. Belirtilen diisiikk polimorfizm
oraninin genotipler arasindaki dar genetik c¢esitlilik ile ilgili olabilecegini
belirtmislerdir.

Ebrahimi ve ark. (2010), nar galigmalari i¢in SSR markir gelistirilmesi
konusunda ¢aligmalar yapmuglardir. Bu c¢alisma ile nardaki mikrosatellitlerin
sayisinin fazlaligimi ve bunlarin nar genomu haritalamasi ve genotiplemede,
molekiiler karakterizasyon calismalarinda potansiyel uygulamasini géstermislerdir.

Zahoor ve ark. (2010), molekiiler markorlerin, 6zellikle genetik ¢esitlilik
ve ¢esit tammlama g¢alismalari, gen etiketleme, hastalik teshisi, pedigri analizi,
melez tespiti, cinsiyet tespiti ve marker destekli se¢im alanlarinda, meyve 1slahinin
iyilestirilmesinde ¢esitli uygulamalara sahip oldugu belirtilmistir.

Sarkhosh ve ark. (2011), 21 Iran kdkenli yumusak tohumlu nar genotipleri
arasindaki genetik iligkileri incelemek igin amplifiye edilmis parga uzunluk
polimorfizmi (AFLP) teknigi kullanilmistir.

Soriano ve ark. (2011), nar bitkisinde mikrosatellit markirlar1 gelistirmisler
ve bu markirlar ile molekiiler karakterizasyon c¢aligmalar1 yiiriitmiislerdir.
Calismalarinda toplam olarak 117 mikrosatellit lokusu gelistirmisler ve bu

markirlarin kullanilabilirligini 11 farkli nar genotipinde test etmislerdir. Caligma
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sonucunda primerlerin polimorfizm bilgi iceriklerinin (PIC) 0.09-0.71 arasinda
degistigini bildirmislerdir. Calismada gelistirilen 117 primerin 66'sinin polimorfik,
38'inin monomorfik, geriye kalan 13 primerin ise Yazim alanlar1 gerektigi kadar
uzatilabilir istenilen amplifikasyonu saglamadigi tespit edilmistir. Sonug olarak
karakterizasyon calismalarinda az sayida genotip kullanmis olmalarina ragmen
gelistirilen markirlarin ileride ylirtillecek nar genetik calismalar1 igin yararl
olabilecegini bildirmislerdir.

Nicole ve ark. (2011), nar meyvesi kabugu transkriptomundan 115 SSR
markiri tespit edilmis ve molekiiler karakterizasyon ve diger molekiiler ¢alismalar
icin 77 SSR markir1 gelistirmiglerdir.

Ercisli ve ark. (2011), Coruh Vadisi'nden selekte edilen 19 nar genotipini
AFLP markirlari ile tanimlamislardir.

Hasnaoui ve ark (2012), yapmuis olduklar1 ¢alismada nar bitkisi i¢in 4 yeni
polimorfik SSR markirt gelistirmislerdir. Farkli tekrar motifleri iceren niikleotidler
ile mikrosatellit kiitiiphanesi olusturarak ilgili markirlar1 gelistirmislerdir.
Gelistirdikleri bu 4 SSR markir1 ile daha 6nceki yillarda gelistirdikleri 11 SSR
markirin1 kullanarak 33 nar genotipinde molekiiler karakterizasyon c¢alismalari
yapmuslardir. Calismalarinda bir genotipi italya, diger 32 genotipi de Tunus'tan
temin etmislerdir. Daha Onceki ¢aligmalara benzer olarak dar bir genetik cesitlilik
tespit etmislerdir. Bu calisma kapsaminda gelistirdikleri markirlarin MAS ve QTL
calismalarinda kullanilabilecegini belirtmislerdir.

Norouzi ve ark. (2012), narda kloroplast mikrosattellit markirlarin
kullanarak Iran’da narin genetik cesitliligini arastirmuslardir. 51 cesitte yapilan
calismada 25 lokusta 16’smin polimorfik oldugu belirlenmis ve polimorfizm
oraninin 0,02-0,39 arasinda degistigi tespit edilerek Kkloroplast mikrosattellit
markirlarinin - genetik ¢esitlilik aragtirmalar1 igin etkili bir yontem oldugu
vurgulanmuistir,

Parvaresh ve ark. (2012), yapmis olduklar1 arastirmada, Iran, Japonya,

Tiirkmenistan, Rusya, italya ve ABD'den gelen 75 nar genotipleri arasinda genetik
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cesitlilik ve filogenetik analizi incelemek igin mikrosatellit markirlar
kullanmiglardir. 25 SSR primerinin 10'unda 12 polimorfik lokus tespit edilmis ve
38 allel ortalamada 3.1667 allel/primer bulunmustur. Polimorfik bilgi icerigi (PIC)
ortalamasi ise 0.358 olarak hesaplamislardir. Bu hesaplamalarin sonucunda, Rus
cesitlerinin cogu Iran genotipleri ile kiimelenmis ve bazi Amerikan genotipleri,
Tiirkmenistan'n g¢esitleri ile gruplandirilmistir. Ayrica bilinmeyen bazi genotipler,
Tiirkmenistan ve Iran ¢esitleri ile yakin akrabalik iliskileri oldugunu
gostermislerdir.

Lihua ve ark. (2012), yaptiklar1 ¢alismada, Cin'de 7 ilden toplanan 46 nar
genotipleri arasindaki genetik iligkileri incelemek igin rastgele cogaltilmis
mikrosatellit polimorfizmi teknigi kullanmislardir.

Rania ve ark. (2012), 32 Tunus narim1 Kkarakterize etmek i¢in spesifik
mikrosatellitler (SSR'ler) kullanmiglardir. 13 SSR primeri kullanilarak toplam 40
allel tespit edilmislerdir. Sonug olarak, veriler yiiksek bir polimorfizm seviyesinin,
Tunus nar genetik kaynaklarim DNA diizeyinde karakterize ettigini
kanitlamiglardir.

Raina ve ark. (2013), nar genotiplerinde genetik cesitliligi 47 SSR markir1
kullanilarak degerlendirmislerdir. Genotip basina toplam 105 allel ile ortalama
3.154 allel/lokus amplifiye etmislerdir. SSR belirtegleri, 6nemli bir varyasyonu
ortaya c¢ikarmis ve nar germplazmasinda genotipleri alellik profili i¢in dogru
genetik bilgi sagladigini gostermislerdir.

Ajal ve ark. (2014), Fas'm ii¢ cografi bolgesinden gelen 27 Fas kokenli nar
cesidinin genetik cesitliligi 61 Inter-Simple Sequence Repeat (ISSR) isaretleyicisi
kullanilarak taramislardir.

Ophir ve ark. (2014), yiriittikleri ¢alismada, fenotip olarak farklilik
gosteren iki farkli nar genotipinde detayli bir dizileme ¢aligmasi yapmislardir. Bu
caligmada yeni nesil dizileme teknikleri ile RNA dizileme ¢aligmalari
yiritmiislerdir. RNA dizileme ¢aligmalarinda yaprak kok, cicek ve meyve

orneklerini kullanmiglar ve ¢ikan sekanslarda de nova analizleri ile transkriptomlari
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karsilagtirmiglardir.  Analizlerde — 454-GS-FLX  Titanium  teknolojisini
kullanmiglardir. Analiz sonucunda 7155 SSR ve 6500 SNP belirlemislerdir. Elde
ettikleri bu SNP’ler arasindan 450 tanesini 105 farkli nar genotipinin genetik
cesitliligini arastirmak amaci ile kullanmuglardir.

Nafees ve ark. (2015), Pakistan nar genetik kaynaklarmin morfolojik ve
molekiiler karakterizasyonunu ve filogenetik iligkilerini arastirmuslardir.
Calismada, 42 nar genotipinin meyvelerinin 13 morfolojik 6zelligi 29 SSR markir
kullanilarak tahmin edilmistir. Meyve uzunlugu (mm), meyve ¢api (mm), tag
uzunlugu (mm), gévde kalinligi (mm), tane ve tohum boyutlarimin (mm) Temel
Bilesen Analizi (PCA), ilk alt1 ana bilesende toplam morfolojik ¢esitliligin
%93.9'unu agiklamigtir. Meyve agirligt ve boyutlarmin, tiim genotiplerde
birbirinden oldukga farkli oldugu tespit edilmistir.

Giancaspro ve ark. (2017), selekte edilen ve kiiltlivasyonu yapilan nar
genotiplerinin genetik c¢esitliligini SSR markirlar1 kullanarak arastirmislardir.
Genel genetik ¢esitlilik analizi sonucunda, nar germplazmasi, hem cografi kokenli /
difiizyon hem de meyve suyu tathlifi, kabuk ve tane rengi gibi pomolojik
ozelliklere gore kiimeler halinde gruplanmustir. Ayrica, farkli cografi bolgelerdeki
nar genotiplerinin, aynt mense i¢indeki genotiplere kiyasla daha benzer oldugu
tespit edilmistir. Calisma sonucunda, SSR analizleri ile morfolojik tanimlama
(meyve suyu tadi ve kabuk / tane rengi) ya da cografi orijin / diflizyon
siniflamasia gore tutarli sonuglar elde edilmistir. Bu durumun, antik ¢aglardan
beri Giiney Italya, ispanya ve Kuzey Afrika gibi Akdeniz bdlgelerine kadar yogun
olan germplazm akimini1 dogrular nitelikte oldugu belirlenmistir.

Sood ve ark. (2018), Hindistan''n Himacal Prades eyaletinde 6 farkh
lokasyonlardan  topladiklar1 24  yabani nar  genotipinin  molekiler
karakterizasyonunu 25 RAPD markir1 kullanarak aragtirmiglardir. Caligmada
kullanilan 25 primerden 19'u polimorfik bant iiretmistir. Toplamda 142 bant
amplifiye oldugu ve elde edilen bantlardan 116'sinin polimorfik oldugu tespit

edilmistir. Amplifiye olan fragmentlerin biiyiikliigii 178-3895 bg¢ arasinda
12
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degismistir ve toplam polimorfik bantlarin yiizdesi 70 olarak belirlenmistir.
Calismada benzerlik matriksi Dice ve Jaccard katsayisi kullanilarak yapilmistir.
Benzerlik matriksi 0.42 -0.91 (Jaccard) ve 0.60-0.92 (Dice) arasinda degismistir.
En diisiik benzerlik degeri Rajgarh-3 ve Kandaghat-2 genotipleri arasinda, en
yiiksek benzerlik degeri Badiyal-2 ve Shoghi-4 genotipleri arasinda tespit
edilmistir. Dendrogram UPGMA metodu kullanilarak gergeklestirilmistir. Rajgarh-
3 disinda tiim genotipler birlikte gruplanmuistir.

Sonawane ve ark. (2018), 19 nar genotipinin genetik iligkilerini 16 SSR
markir ¢ifti kullanarak arastirilmiglardir. Calismada kullanilan 16 SSR markir ile
16's1 polimorfik olmak tizere toplam 32 fragment elde edilmistir. SSR analizlerine
gore benzerlik katsayisi 0.80-1.00 arasinda degismistir.

Zarei ve Sahraroo (2018), Iran'in Fars ilinde 5 farkli bolgeden topladiklar:
50 nar genotpinin molekiler karakterizasyonunu 16 SSR primer cifti kullanarak
gerceklestirmislerdir. Kullanilan tiim SSR primerleri polimorfik bantlar iiretmis ve
toplamda 48 fragment elde edilmistir. 16 SSR lokusunda ortalama beklenen ve
gozlenen heterozigotluk sirasiyla 0.33 ve 0.48 olarak tespit edilmistir. Polimorfik
bilgi igerigi (PIC) 0.18 ile 0.58 arasinda degismistir ve ortalama 0.41olarak
belirlenmigstir. SSR verileri kullanilarak gerceklestirilen kiimeleme analizleri
sonucunda, genotipler biiyiik 6l¢iide cografi kdkenlerine gore gruplanmustir.

Simsek ve ark. (2018), yeni nesil dizileme teknolojileri kullanilarak narda
mikrosatellit bolgelerinin tespit edilmesi amaglanmistir. Bu amacgla RNA-seq
caligmalar1 yiiritilmistir. RNA-seq analizlerinde Hicaznar ve 33N26 cesitleri
kullanilmistir. Biyoinformatik ¢aligmalar sonucunda DNA (zerinde mikrosatellit
bolgelerin  tanmimlanmas1  saglanmistir. Calisma sonunda yaklasik 19,000
mikrosatellit belirlenmistir. Bu bolgeler arasindan rastgele segilen 20 SSR (Basit
Dizi Tekrarlar1) primeri ¢ifti 40 farkli nar genotipinde test edilmistir. Yapilan
analizler sonucunda 20 SSR primer ¢iftinden de basarili bir sekilde amplifikasyon

saglandigl, bunlardan 5 tanesinin polimorfik sonuglar verdigi tespit edilmistir.

13
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Polimorfizmin diisiik olmasimin sebebini nar genotipleri arasindaki dar genetik

cesitlilikten kaynaklandiginmi bildirmislerdir.

14
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3. MATERYAL METOD

3.1. Materyal
3.1.1. Bitkisel Materyal

Tez calismasinda bitkisel materyal olarak Cukurova Universitesi Ziraat
Fakultesi Bahce Bitkileri Bolumi Nar Genetik Koleksiyonu’nda yer alan 90 nar
genotipi  kullanilmistir. Calismada kullanilan nar genotipleri Cizelge 3.1°de

sunulmustur.

Cizelge 3.1. Caligmada kullanilan nar genotipleri

No Genotip No Genotip No Genotip
izmir-1499 31 33N 12 61 Canernar 4
2 izmir-1267 32 |07 N 08 (Hicaznar) | 62 Naznar
3 izmir-1445 33 31N 07 63 Hicrannar 5
4 izmir-1479 34 33 N 49 64 17/180
5 izmir-8 35 01N 04 65 17/174
6 izmir-1465 36 33N 26 66 20/108
7 izmir-1483 37 07 N 04 67 19/121
8 izmir-1261 38 33N 09 68 18/19
9 izmir-1 39 Gazipasa 69 19/66
10 izmir -12 40 07 N 15 70 17167
11 izmir-26 41 33N 53 71 Hicrannar 1
12 izmir-1265 42 Canernar 7 72 Canernar 5
13 izmir-1513 43 Antalyanar 12 73 Canernar 2
14 izmir-1453 44 Canernar 8 74 Onurnar 2
15 izmir-2 45 Antalyanar 14 75 20/17
16 izmir-1264 46 19/147 76 Canernar 1
17 izmir-23 a7 Hicrannar 7 77 19/61
18 izmir-29 48 19/81 78 17/123
19 izmir-15 49 18/20 79 20/35
20 izmir-10 50 Canernar 11 80 Esinnar 1

15
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Cizelge 3.1. (Devami)

21 izmir-16 51 16/108 81 Canernar 9
22 Tarkmen 52 Canernar 3 82 Hicrannar 3
23 Kadirli 53 Onurnar 5 83 Hicrannar 8
24 Wonderful 54 Canernar 10 84 Canernar 13
25 07 N 13 55 20/138 85 Hicrannar 2
26 07 N 03 56 Onurnar 3 86 19/71

27 07NO1 57 17164 87 Canernar 12
28 31 N 06 58 Onurnar 1 88 Onurnar 4
29 07N 14 59 Canernar 6 89 18/131
30 33N 34 60 20/147 90 18/100

3.1.2. Cahsmada Yer Alan Baz1 Nar Cesitlerinin Ozellikleri
3.1.2.1. izmir 10

Nar meyveleri genellikle kiiresel yapida ve iridir. Ancak Izmir 10 gesidinin
meyvesi koseli yuvarlak olmakla beraber kabuk rengi pembe, dane rengi
kirmizidir. Kaliteli nar ¢esitlerinde 6nemli bir kriter yendigi zaman tohumlarimin
agizda fark edilmemesidir. Izmir 10 gesidinin tohum yapisi sert bir yapiya sahiptir
(Y1lmaz, 2015).

3.1.2.2. Izmir 15

Meyve verimi orta verimlilikte bir ¢esittir. Meyvenin sekli koseli yuvarlaktir.
izmir 15 ¢esidinin kabuk rengi seker pembe ve dane rengi de pembedir. Tohumlari
yumusak cekirdeklidir (Yilmaz, 2015). Izmir 10 ve 15 cesitlerine ait meyve

gorintileri Sekil 3.1°de sunulmustur.
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Sekil 3.1. Izmir 10 ve 15 gesitlerine ait meyve goriintiisii (Y1lmaz, 2005)

3.1.2.3. izmir 16
Agacin meyve verimliligi fazladir. Meyvesi koseli yuvarlak yapiya
sahiptir. Cesidin kabuk rengi kirmizi ve dane rengi de kirmizidir. Tohum yapist sert

bir yapiya sahiptir (Yilmaz, 2015).

3.1.2.4. Izmir 23

Meyve verimi orta verimlilikte bir cesittir. Meyve sekli yuvarlaktir.
Cesidin kabuk rengi seker pembe, dane rengi kirmizidir. Tohumlar1 yumusak
yapiya sahiptir (Yilmaz, 2015). izmir 16 ve 23 gesitlerine ait meyve goriintiileri

Sekil 3.2°de sunulmustur.

Sekil 3.2. Izmir 16 ve 23 gesitlerine ait meyve goriintiisii (Y1lmaz, 2005)

17
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3.1.2.5. Izmir 26

Agacin meyve verimliligi fazladir. Meyve sekli yuvarlaktir. Kabuk rengi
seker pembe, dane rengi pembedir. Tatli narlar arasinda tohumlar1 yumusak yapiya
sahiptir (Yilmaz, 2015).

3.1.2.6. 07 N 08 (Hicaznar)

Deniz kiyisina yakin bir mesafede 6x6 m mesafede Antalya iline bagli bir
ova koyiinde kurulmus bir kapama bahg¢esinde selekte edilmis bir ¢esittir. Genel
olarak nar gesitleri eksi, tatli ve mayhos olarak tatlar1 ¢ok farklilik géstermektedir.
07 N 08 ¢esidi ise mayhos narlar arasinda yer almaktadir. Cesitler arasinda dip
stirglinii verme egilimi oldukc¢a fazladir. Geg olgunlasan ¢esitler arasinda ve gegei
bir ¢esittir. Tohum yapist sert bir yapiya sahiptir. Ortalama meyve agirligi 350
g’dir (Onur, 1982 ve 1988; Yilmaz, 2015). Izmir 26 ve 07 N 08 Hicaz Nar

cesitlerine ait meyve goriintiileri Sekil 3.3’de sunulmustur.

07 N 08 Hicaz Nan

Sekil 3.3.  Izmir 26 ve 07 N 08 Hicaz Nar ¢esitlerine ait meyve goriintiisii
(Y1lmaz, 2005)

3.1.2.7. Izmir 1
Agacin meyve verimliligi fazladir. Meyve sekli yuvarlak olup orta iriliktedir.
Kabuk rengi seker pembe, dane rengi pembedir. Tath narlar arasinda yer alir.

Tohumlar1 yumusak yapiya sahiptir (Y1ilmaz ve Imrak, 2015).
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3.1.2.8. izmir 1264

Meyve verimi orta verimlilikte bir ¢esittir. Meyvesi diger c¢esitlere gore
basik ve yuvarlaktir. Kabuk rengi kirmizi, dane rengi bordodur. Diger cesitlere
nazaran iri meyveleri ile ticari olarak en fazla tercih edilen Hicaz nar ¢esidine daha
cok benzemektedir. Tohum yapist serttir. Mayhos narlar arasinda ve geg¢i bir
cesittir ( Yilmaz ve Imrak, 2015). izmir 1264 ve Izmir 1 gesitlerine ait meyve

goriintiileri Sekil 3.4’de sunulmustur.

Sekil 3.4. izmir 1264 ve Izmir 1 gesitlerine ait meyve goriintiisii (Y1lmaz, 2007)

3.1.2.9. izmir 1265

Nar ¢esitleri arasinda orta verimli ve bodur aga¢ yapisina sahiptir. Meyve
sekli yuvarlaktir. Kabuk rengi pembe, dane rengi pembedir. Tathi narlar arasinda
yer alir. Tohum yapis1 yumusak yapiya sahip olmakla birlikte orta irilikte meyve
yapisina sahiptir ( Yilmaz ve Imrak, 2015).

3.1.2.10. 07 N 03

Antalya’ da seleksiyon ile elde edilmistir. Meyvenin kabuk rengi agik

pembe, daneleri ise beyaz renkli yapiya sahip bir ¢esittir. Mayhos narlar arasinda
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cekirdekleri sert yapidadir (Yilmaz ve Imrak, 2015). izmir 1265 ve 07 N 03

cesitlerine ait meyve goriintiileri Sekil 3.5’de sunulmustur.

Sekil 3.5. Izmir 1265 ve 07 N 03 gesitleriﬁe ait meyve goriintiisii (Yilmaz, 2007)

3.1.211. 07 N 04

Antalya’ da seleksiyon ile elde edilmistir. Cesidin kabuk rengi kirmizi, dane
rengi agik pembedir. Tatli nar gruplari arasinda g¢ekirdekleri sert yapiya sahiptir
(Y1lmaz ve imrak, 2015).

3.1.2.12.07 N 14

Ticari olarak en ¢ok kullanilan Hicaz nar ¢esidine ¢ok benzemektedir.
Ulkemizde Antalya iline bagh Alanya ilgesinde selekte edilmis bir gesittir.
Meyvesinin kabuk rengi diger ¢esitlere gore daha koyu kirmizi olmakla beraber
dane rengi bordoya yakin kirmizidir. Mayhos narlar arasinda ¢ekirdekleri sert
yapidadir (Yilmaz ve Imrak, 2015). 07 N 04 ve 07 N 14 cesitlerine ait meyve

goriintiileri Sekil 3.6’da sunulmustur.
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Sekil 3.6. 07 N 04 ve 07 N 14 cesitlerine ait meyve goriintiisii (Y1lmaz, 2007)

3.1.2.13.33N 12

Ulkemizin Akdeniz bolgesinde yer alan Mersin ilinin Erdemli ilgesinde
selekte edilerek elde edilmis bir ¢esittir. Meyvesinin kabuk rengi pembe- kirmizi ve
dane rengi ise pembedir. Mayhos narlar arasinda g¢ekirdekleri sert yapidadir
(Y1lmaz ve imrak, 2015).

3.1.2.14. Canernar 7

Melezleme yapilarak elde edilmis bir cesittir. Bati Akdeniz Arastirma
Enstitiistinde melezlenmistir. Meyvesinin kabuk rengi pembe-kirmizi ve meyve
dane rengi de pembe-kirmizidir. Mayhos nar gesitleri arasinda ve ¢ekirdekleri

yumusak yapidadir (Yilmaz ve imrak, 2015).

3.1.2.15. Canernar 8

Melezleme yapilarak elde edilmis bir cesittir. Bati Akdeniz Arastirma
Enstitiisiinde melezlenmistir. Meyvesinin kabuk rengi kirmizi ve meyve dane rengi
de kirmizidir. Mayhos nar ¢esitleri arasinda ve ¢ekirdekleri yumusak yapidadir
(Y1lmaz ve imrak, 2015).
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3.1.2.16. Canernar 11

Melezleme yapilarak elde edilmis bir cesittir. Bati Akdeniz Arastirma
Enstitisunde melezlenmistir. Meyvesinin kabuk rengi kirmizi ve meyve dane rengi
de kirmizidir. Mayhos nar gesitleri arasinda ve ¢ekirdekleri yumusak yapidadir
(Yilmaz ve imrak, 2015).

3.1.2.17. Hicrannar 7
Melezleme yapilarak elde edilmis bir cesittir. Bati Akdeniz Arastirma
Enstitiisiinde melezlenmistir. Meyvesinin kabuk rengi kirmizi ve meyve dane rengi

de kirmizidir. Tatli nar cgesitleri arasinda ve g¢ekirdekleri yumusak yapidadir

(Y1lmaz ve imrak, 2015).

3.1.2.18. Hicrannar 8

Melezleme yapilarak elde edilmis bir cesittir. Bati Akdeniz Arastirma
Enstitiisiinde melezlenmistir. Meyvesinin kabuk rengi kirmizi ve meyve dane rengi
de kirmizidir. Tathi nar cesitleri arasinda ve c¢ekirdekleri yumusak yapidadir

(Yilmaz ve Imrak, 2015).

3.1.2.19. Wonderful

Meyvesinin kabuk rengi kirmizi ve meyve dane rengi de kirmizidir.
Mayhos nar cesitleri arasinda yer almaktadir. Meyve biiyiikliigii ortalama narlarmn
biraz Uzerindedir (Anonymous, 2019b). Wonderful ¢esidinene ait meyve

goriintiileri Sekil 3.7°de sunulmustur.
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Sekil 3.7. Wonderful ¢esidine ait meyve goriintiisii (Anonymous, 2019c)

3.1.2.20.07 N 01

Antalya iline baghh Alanya il¢cesinden 1983 yilinda Alata Bahge kiiltiirleri
Arastirma Enstitlisii tarafindan selekte edilmistir. Meyvesinin kabuk rengi zemin
yesilimsi sar1 olmakla beraber % 25 oraninda kirmizi ve dane rengi pembedir. Tatl

nar ¢esitleri arasinda ve ¢ekirdekleri yumusak yapidadir ( Yilmaz, 2007).

3.1.2.21.01 N 04

Adana- Ceyhan yoresinden 1983 yilinda Alata Bahge kiiltiirleri Arastirma
Enstitiisii tarafindan selekte edilmistir. Meyvesinin kabuk rengi yesilimsi sari
zemin iizerinde %25 oraninda pembe ve dane rengi beyaz- agik pembedir. Tatli nar
gesitleri arasinda yumusak ¢ekirdege sahip yiiksek verimlilikte bir bitkidir (Yilmaz,
2007).

3.1.2.22. 33N 09
Mersin iline bagh Silifke ilgesinden Alata Bahge kiiltiirleri Aragtirma

Enstitiisii tarafindan selekte edilmistir. Meyvenin kabuk rengi yesilimsi sar1 zemin
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izerinde % 30 kirmiz1 ve dane rengi kirmizidir. Mayhos nar gesitleri arasinda yer

almaktadir. Meyve verimi ylksek verimlilikte bir ¢esittir (Yilmaz, 2007).

3.1.2.23.33 N 26

Meyve verimi orta verimlilikte bir ¢esittir. Meyvenin kabuk rengi sar1 zemin
tizerinde %30 oraninda kirmizi ve dane rengi koyu pembedir. Tath nar gesitleri
arasinda yumusak c¢ekirdege sahip yiiksek verimlilikte bir bitkidir. Mersin-Anamur
yoresinden selekte edilmistir (Y1lmaz, 2007).

3.1.2.24. 33 N 49
Mersin ilinden selekte edilmistir. Meyvenin kabuk rengi sar1 zemin iizerinde
% 20 oraninda pembe ve dane rengi kirmizidir. Tatli-mayhos nar ¢esitleri arasinda

orta sert ¢cekirdege sahip yiiksek verimlilikte bir bitkidir (Y1lmaz, 2007).

3.1.2.25. 33 N 34

Agact orta kuvvette gelisim gostermektedir. Meyve verimi yiiksek
verimlilikte bir ¢esittir. Meyvenin kabuk rengi sar1 yesil zemin iizerinde % 40
oraninda kirmizi ve dane rengi kirmizidir. Mayhos nar cesitleri arasinda yer

almaktadir. Mersin-Tarsus yoresinden selekte edilmistir (Y1lmaz, 2007).

3.1.2.26. 31 N 07

Agact kuvvetli gelisim gostermektedir. Hatay-Dortyol yoresinden selekte
edilmistir. Meyve kabuk rengi sar1 zemin iizerinde %30 kirmizi ve dane rengi koyu
pembedir. Mayhos nar cesitleri arasinda yiiksek verimlilige sahip bitkidir (Y1lmaz,
2007).

3.1.2.27. izmir 2
Meyve sekli yuvarlak olup kiigiik iriliktedir. Balikesir-Ayvalik® tan Ege

Tarimsal Arastirma Enstitiisii tarafindan 1967 yilinda selekte edilmistir. Meyve
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kabuk rengi pembe ve meyve dane rengi pembedir. Agaci orta kuvvette gelisim
gosterir. Tath nar cesitleri arasinda sert ¢ekirdege sahip yiiksek verimlilikte bir
bitkidir (Y1lmaz, 2007).

3.1.2.28. izmir 8

Meyve sekli koseli yuvarlak olup kiigiik iriliktedir. izmir-Pinarbasi’ndan
selekte edilmistir. Meyve kabuk rengi pembe ve meyve dane rengi kirmizidir. Tatlt
nar ¢esitleri arasinda sert ¢ekirdege sahip yiiksek verimlilikte bir bitkidir ( Yilmaz,

2007). izmir 2 ve 8 gesitlerine ait meyve goriintiileri Sekil 3.8’de sunulmustur.

o

Sekil 3.8. Izmir 2 ve Izmir 8 cesitlerine ait meyve goriintiisii (Yilmaz, 2007)

3.1.2.29. izmir 12

Agact orta kuvvette gelisim gostermektedir. Izmir-Doganlar’dan bulunan
bahge icerisinden selekte edilmistir. Meyve kabuk rengi pembe ve meyve dane
rengi pembedir. Tatli nar gesitleri arasinda sert ¢ekirdege sahip yiiksek verimlilikte
bir bitkidir (Y1lmaz, 2007).

3.1.2.30. izmir 29
Agaci orta kuvvette gelisim gostermektedir. Balikesir-Edremit ydresinden
selekte edilmistir. Meyve sekli koseli yuvarlak olup kiigiik iriliktedir. Meyve kabuk
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rengi pembe ve dane rengi pembedir. Tath nar gesitleri arasinda yumusak
cekirdege sahip yiiksek verimlilikte bir bitkidir (Yilmaz, 2007). izmir 12 ve 29

cesitlerine ait meyve goriintiileri Sekil 3.9°da sunulmustur.

Sekil 3.9. Izmir 12 Vezmlr 29 gesitleine ait meyve goriintiisii (Y1lmaz, 2007)

3.1.2.31. izmir 1261

Agac1 zayif gelisim gostermektedir. Mugla-Fethiye yodresinden selekte
edilmistir. Meyve sekli koseli yuvarlaktir. Meyve kabuk rengi koyu pembe ve dane
rengi acik pembedir. Tatli nar c¢esitleri arasinda yumusak g¢ekirdege sahip orta
verimlilikte bir bitkidir (Yilmaz, 2007). 1261 gesidine ait meyve gorintiileri Sekil

3.10’da sunulmustur.
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Sekil 3.10.1zmir 1261 cesidine ait meyve goriintiisii (Y1lmaz, 2007)

3.1.2.32. izmir 1267

Agact zayif gelisim gostermektedir. Mugla-Bodrum yoresinden selekte
edilmistir. Meyve kabuk rengi bordo ve dane rengi pembedir. Meyve sekli
yuvarlaktir. Tath nar gesitleri arasinda yumusak g¢ekirdege sahip verimlilikte bir
bitkidir (Y1lmaz, 2007).

3.1.2.33. izmir 1445

Agact zayif gelisim gostermektedir. Izmir-GUmuldir yoresinden selekte
edilmistir. Meyve sekli koseli yuvarlak olup kiigiik iriliktedir. Meyve kabuk rengi
pembe ve dane rengi pembedir. Tath nar gesitleri arasinda yumusak cekirdege
sahip orta verimlilikte bir bitkidir (Yilmaz, 2007).

3.1.2.34. izmir 1453

Agac1 zayif gelisim gostermektedir. izmir-Seferhisar yoresinden selekte
edilmistir. Meyve sekli basik yuvarlak olup kiigiik iriliktedir. Meyve kabuk rengi
acik kirmizi ve dane rengi agik kirmuzidir. Tatli nar g¢esitleri arasinda yumusak

¢ekirdege sahiptir (Yilmaz, 2007).
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3.1.2.35. Izmir 1465

Agac1 zayif gelisim gostermektedir. Balikesir-Edremit yoresinden selekte
edilmistir. Meyve sekli koseli yuvarlak olup kiigiik iriliktedir. Meyve kabuk rengi
kirmizi ve dane rengi kirmizidir. Tatli nar ¢esitleri arasinda yumusak cekirdege
sahip orta verimlilikte bir bitkidir (Yilmaz, 2007). izmir 1453 ve 1465 ¢esitlerine

ait meyve goruntileri Sekil 3.11°de sunulmustur.

Sekil 3.11. Izmir 1453 ve Izmir 1465 gesitlerine ait meyve goriintiisii (Y1lmaz,
2007)

3.1.2.36. izmir 1479
Agac1 orta kuvvette gelisim gostermektedir. Izmir-Odemis yoresinden
selekte edilmistir. Meyve kabuk rengi kirmizi ve dane rengi kirmizidir. Tatli nar

cesitleri arasinda yumusak ¢ekirdege sahiptir (Yilmaz, 2007).

3.1.2.37. izmir 1483

[zmir-Odemis yoresinden selekte edilmistir. Afaci orta kuvvette gelisim
gostermektedir. Meyve kabuk rengi kirmizi ve dane rengi pembedir. Tatli nar
cesitleri arasinda yumusak ¢ekirdege sahip orta verimlilikte bir bitkidir (Yilmaz,
2007).
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3.1.2.38. Izmir 1499

Agaci kuvvetli gelisim gostermektedir. Denizli-Buldan y6resinden selekte
edilmistir. Meyve kabuk rengi koyu kirmizi ve dane rengi bordodur. Mayhos nar
cesitleri arasinda ve ¢ekirdekleri sert yapidadir (Yilmaz, 2007).

3.1.2.39. izmir 1513
Agact orta kuvvette gelisim gostermektedir. Aydm-Nazilli ydresinden
selekte edilmistir. Meyve kabuk rengi kirmizi ve dane rengi bordodur. Eksi nar

gesitleri arasinda ve sert ¢ekirdek yapisina sahiptir (Y1ilmaz, 2007).

3.1.2.40. Esinnar
Agact orta verimlidir. Meyve kabuk rengi koyu kirmizi ve dane rengi koyu

kirmizidir. Tath nar gesitleri arasinda yer alir (Anonymous, 2019b).

3.2. Metod

Tez caligmas1 kapsaminda kullanilan nar genotiplerinden yaprak ornekleri 1
Ekim 2018 tarihinde alinmistir. Alinan yaprak ornekleri -196 °C’de sivi azota
daldirilip —80°C’de muhafaza edilmistir. Genetik iligkilerin belirlenmesi amaciyla
SRAP markirlari  kullanilmistir.  SRAP  analizleri Cukurova Universitesi
Biyoteknoloji Arastirma ve Uygulama Merkezi Molekiiler Biyoloji ve Genetik

Laboratuvarinda yiirtitiilmiistiir.

3.2.1. DNA izolasyonu
DNA izolasyonu icin alinan bitkisel materyallere ait yapraklar 2 mlI’lik
santriflyj tliplerine yerlestirilmis ve sivi azota daldirilarak doku pargalayici cihazi

ile ogiitiilmiistiir.
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3.2.1.1. DNA lizolasyonu i¢in Gerekli Soliisyonlarin Hazirlanmasi

Calismada MiniPrep DNA izolasyon yontemi kullanilmistir (Simsek ve ark,
2008). DNA izolasyonu agsamasinda kullanilan tampon ¢ozeltinin igerigi Cizelge
3.2’de sunulmustur. Izolasyon sirasinda ekstraksiyon tampon ¢ozeltiler disinda
kloroform:izoamilalkol (24:1 oraninda), Tris-EDTA (Tris 1 M pH:8, EDTA: 0.5 M
pH:8),izopropanol ve etil alkol (%99) kullanilmustir.

Cizelge 3.2. DNA izolasyon yonteminde kullanilan tampon ¢ozeltisinin icerigi

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

3.2.1.2. DNA izolasyon Asamalari
Hazirlanan ekstraksiyon sollisyonundan her tiupe 396ul ve 4ul f-

merkaptoetanol eklenmistir.

» Bir pipet araciligiyla tipler homojenlik saglanana kadar karistirilmustir.
Daha sonra tiipler 65°C’de 20 dakika bekletilip ve iki defa karistirilmigtir.

» Her tlpe 400pl kloroform:izoamilalkol eklenmis ve 15 dakika karistirict
yardimyla karigtirilmistir.

» Tupler 5 dakika 13 000 devirde santrifiij edilmistir. Bekleme sirasinda her
ornek icin yeni temiz bir santrifiij tipt hazirlamp etiketlenmis ve her
birinin igine 400 pl soguk (-20°C) izopropanol eklenmistir.

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

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

» Slpernatant dikkatli bir sekilde dokiilmiis,pelletin kurumasi igin tiipler ters

birakilip bekletilmistir.
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» Kuruyan Pellet 100 pl TE (Tris-EDTA) igerisinde ¢oziilmiistiir

» Her tiipe 500 pl soguk EtOH (%100) (buzluktan ¢ikmis) eklenmis ve tlipler
dikkatli bir sekilde karigtirilarak 1 saat stireyle —20°C’de bekletilmistir.

» 5 dakika 13 000 devirde santrifiij edilmistir.

» Slpernatant dikkatli bir sekilde dokiilmiis ve pelletin kurumasi icin tupler
ters ¢evirilmistir (yaklasik 10 dakika).

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

> Ornekler —20°C’de saklanmustir.

DNA izolasyonu asamasina ait goriintiiler Sekil 3.12°de sunulmustur.

Sekil 3.12.  DNA izolasyon agamalarina ait goriintil. A: Orneklerin hazirlanmast,
B: Orneklerin 65 °C’de bekletilmesi, C: Orneklerin santriftlj edilmesi

3.2.2. DNA Kalitesi ve Kantitesinin Belirlenmesi
[zolasyonu  gergeklestirilen ~ DNA’larmn  Kkalitesi ve  miktarlari

spektrofotometre ile (NanoDrop ND 100) dlciimler yapilarak belirlenmistir.

3.2.3. SRAP Analizleri

Bitkisel materyallere ait DNA’lar ve SRAP primerleri ile PCR reaksiyonlari
gergeklestirilmistir. Calismada kullanilan PCR protokol ve PCR dongii kosullari
asagida belirtilmistir.
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PCR Reaksiyon Kosullari;
Toplam hacim: 25 ul olacak sekilde Cizelge 3.3’de verilen kosullarda

reaksiyon gerceklestirilmistir.

Cizelge 3.3. PCR kosullarinin igerigi

Kullanilan Kimyasallar Her 6rnek icin kullanilan
miktar (pl)
ddH,O 3,00
PCR Master Mix 2X 15,625
MgCl, 1,25
Primer (Forward) 1,25
Primer (Reverse) 1,25
DNA (5ng) 2,5
[Tag DNA polimeraz 0,125
Toplam Hacim 25

Tez ¢alismasinda 5 forward ve 6 reverse primeri kullanilarak olusturulan 30
primer kombinasyonu kullanilmistir. Caligmada kullanilan SRAP primerlerine ait
bilgiler Cizelge 3.4’da sunulmustur. PCR asamalarma ait gortintic Sekil 3.13’de

sunulmustur.

Cizelge 3.4. SRAP primerlerine ait bilgiler

No | lleri (Forward) primer No | Geri (Reverse) primer

1 TGAGTCCAAACCGGATA 1 GACTGCGTACGAATTAAT

2 TGAGTCCAAACCGGAGC 2 GACTGCGTACGAATTTGC

3 TGAGTCCAAACCGGAAT 3 GACTGCGTACGAATTGAC

4 TGAGTCCAAACCGGACC 4 GACTGCGTACGAATTTGA

5 TGAGTCCAAACCGGAAG 5 GACTGCGTACGAATTAAC
6 GACTGCGTACGAATTGCA
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Sekil 3.13. PCR asamalarina ait goriintii. A: PCR reaksiyonunun hazirlanmasi, B:
Orneklerin thermal cycle cihazina yerlestirilmesi, C: Elektroforez
islemi icin 6rneklerin boyanmasi

PCR Déngii Program
94°C 5dk
94°C 1dk
35°C 1dk } 5 dongu
72°C  2dk
94°C 1dk
50°C 1dk } 35 dong
72°C 2dk
72°C  5dk
4°C 0

3.2.3.1. Agaroz Jel Elektroforezi

PCR asamasindan sonra PCR drinleri %2.5’lik agaroz jel icerisinde 90 volt
elektrik akimi altinda 3.5 saat sureyle kosulmustur. PCR drlnleri elektroforez
isleminden sonra %0.1°’lik etidium bromide ile boyanarak UV 1sik altinda
gortintiileri alinmistir. Agaroz jel elektroforezi asamalarina ait goriintii Sekil

3.14’te gosterilmistir.
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Sekil 3.14. Agaroz jel elektroforezi asamalarna ait goriinti. A: Agarozun
tartilmasi, B: Agaroz jelin mikrodalga firinda kaynatilmasi, C:
Orneklerin yiiklenmesi

3.2.4. Sonuclarin Degerlendirilmesi

SRAP analizleri sonucunda elde edilen jel goriintiilerinde bant varligi
durumunda (1), yoklugu durumunda (0) degerleri verilerek elde edilen degerler
Hammer ve ark (2001) tarafindan gelistirilen PAST (paleontological statistics
software package for education and data analysis) adli bilgisayar paket programi
kullanilarak analiz edilmis ve dendrogram olusturulmustur.

Benzerlik indeksinden yararlanilarak UPGMA (Unweighted Pair Group
Method Using Arithmetic Average) metodu ile kiimeleme (Cluster) analizleri
yapilmis ve dendrogram elde edilmistir. Dendrogramin benzerlik matriksini ne
Olgiide temsil ettigi Mantel Matriks Benzerlik testi (Mantel's Matrix
Correspondence Test) ile testlenmistir (Mantel, 1967). Bu test sonucunda kofenetik

korelasyon katsayist (Cophenetic Correlation Coefficient), r, degeri elde edilmistir.
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4. BULGULAR ve TARTISMA

Tez calismasinda Cukurova Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bahce Bitkileri
Bolumi Nar Genetik Koleksiyonunda yer alan toplam 90 adet nar (P. granatum)
genotipinin genetik iliskileri SRAP markor teknigi kullanilarak arastirilmis ve

incelenmistir.

4.1. DNA izolasyonu ve Spektrofotometrik Olciimler

Molekiiler ¢alismalar i¢in Cukurova Universitesi Ziraat Fakiltesi Bahce
Bitkileri Bolumi Nar Genetik Koleksiyonunda bulunan 90 nar genotipine ait genc
yaprak oOrnekleri toplanmis ve sivi azota (-196 °C) daldirilip, dondurulmustur.
Yaprak 6rnekleri DNA izolasyon surecine kadar -80°C’de muhafaza edilmistir. Nar
genotiplerinden genomik DNA, MiniPrep DNA izolasyon yontemine (Simsek ve
ark., 2008) gére izole edilmistir. izole edilen DNA’larin miktar ve Kalite 6lgiimleri
Nanodrop-ND 1000 spektrofotometresinde dlgiilmiistiir. DNA miktarlarinin saflik

dereceleri ve yogunluk miktarlar1 saptanmis, Cizelge 4.1’de verilmistir.
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Cizelge 4.1.Nar genotiplerine ait DNA Yogunluklar ve Saflik Dereceleri

No Genotip Yogunluk (ng/ul) Saflik (A260/A280)
1 Izmir-1499 99.84 2.08
2 Izmir-1267 111.47 1.76
3 Izmir-1445 215.99 1.65
4 Izmir-1479 49.12 1.73
5 Izmir-8 163.4 1.93
6 Izmir-1465 157.95 1.71
7 Izmir-1483 1234.39 1.95
8 Izmir-1261 167.96 1.76
9 Izmir-1 178.55 1.87
10 Izmir -12 226.09 1.73
11 [zmir-26 163.32 1.69
12 Izmir-1265 151.73 1.62
13 Izmir-1513 283.38 1.80
14 Izmir-1453 22291 1.82
15 Izmir-2 2033.84 1.73
16 Izmir-1264 74.23 1.78
17 zmir-23 360.1 1.94
18 [zmir-29 70.01 1.70
19 [zmir-15 216.51 1.80
20 Izmir-10 61.39 1.56
21 [zmir-16 91.12 1.78
22 Tirkmen 441.56 1.63
23 Kadirli 192.03 1.47
24 Wonderful 21.34 1.65
25 07 N 13 506.91 1.82
26 07 N 03 77.46 1.73
27 07NO1 168.41 1.70
28 31 N 06 339.09 1.79
29 07N 14 908.14 1.92
30 33N 34 60.71 1.75
31 33N 12 28.72 1.92
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32 07 N 08 (Hicaznar) 1109.66 1.76
33 31N 07 112.06 1.69
34 33N 49 110.93 1.62
35 01 N 04 173.16 1.63
36 33 N 26 191.07 1.78
37 07 N 04 255.56 1.65
38 33N 09 136.54 1.61
39 Gazipasa 61.15 1.68
40 07 N 15 362.29 1.80
41 33N 53 219.48 1.81
42 Canernar 7 175.8 1.62
43 Antalyanar 12 213.25 1.69
44 Canernar 8 156.11 1.80
45 Antalyanar 14 260.76 2.02
46 19/147 148.02 1.61
47 Hicrannar 7 233.92 1.70
48 19/81 285.16 1.71
49 18/20 480.33 1.64
50 Canernar 11 339.21 1.92
51 16/108 277.07 1.81
52 Canernar 3 556.84 2.02
53 Onurnar 5 92.23 1.74
54 Canernar 10 144.52 1.62
55 20/138 105.63 1.87
56 Onurnar 3 366.41 1.75
57 17/64 213.72 1.67
58 Onurnar 1 264.5 1.79
59 Canernar 6 522.74 1.80
60 20/147 302.13 1.86
61 Canernar 4 1225.67 1.63
62 Naznar 208.72 1.80
63 Hicrannar 5 113.36 1.75
64 17/180 276.54 1.74
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65 17/174 128.29 1.79
66 20/108 103.04 1.63
67 19/121 356.83 2.00
68 18/19 285.52 1.64
69 19/66 214.94 1.67
70 17/67 270.69 1.65
71 Hicrannar 1 1074.19 2.04
72 Canernar 5 190.14 1.80
73 Canernar 2 290.6 1.67
74 Onurnar 2 164.44 2.15
75 20/17 436.36 1.60
76 Canernar 1 179.46 1.60
77 19/61 237.42 1.68
78 17/123 510.32 1.67
79 20/35 73.14 1.75
80 Esinnar 1 278.42 1.96
81 Canernar 9 1256.01 1.73
82 Hicrannar 3 310.33 171
83 Hicrannar 8 229.73 1.61
84 Canernar 13 215.14 1.83
85 Hicrannar 2 90.17 1.64
86 19/71 373.65 1.71
87 Canernar 12 955.89 1.72
88 Onurnar 4 108.23 1.66
89 18/131 325.88 1.95
90 18/100 68.32 1.61

Tez kapsaminda DNA analizleri igin kullanilan bitkisel materyallerden DNA

izolasyonlar gerceklestirilmis ve DNA’larin miktar ve kalitelerine NanoDrop

spektrofotometre araciligiyla bakilmistir. Bitki molekiiler biyoloji ¢aligmalarinda

baglangi¢ asamast olan DNA izolasyonu son derece kritik bir éneme sahiptir.

Basarili bir DNA izolasyonu sonucunda yiiriitiilecek olan calismanin tamami
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basaril1 bir sekilde siirdiiriilebilmektedir. PCR uygulamalarinda DNA’nin miktar ve
Ozellikle safligi amplifikasyon agisimdan daha da 6nem kazanmaktadir (Ergiil,
2000). Bitki molekiiler biyoloji ¢aligmalarinda iyi bir DNA izolasyonu basariy1
onemli olgiide etkilemektedir. Calismada kullanilan nar genotiplerine ait DNA’lar
incelendiginde, DNA miktarlar1 yeterli bulunmustur. DNA’lar kalite bakimindan
degerlendirildiginde, kaliteli DNA’larda safligin A260/A280 oraninin yaklasik 2,0
civarinda bulunmasi beklenmektedir. Elde edilen degerin 2,0’den yiiksek olmasi;
ornegin RNA, kloroform ya da fenol ile kirli oldugunu ve 1,6 degerinden diisiik
olmas1 ise Ornek igerisinde proteinler ya da fenolik (polifenol) bilesikler
bulundugunun gostergesidir (Hoisington, 1992). Tez ¢aligmasi kapsaminda
izolasyonlar1 gergeklestirilen DNA’larin saflik oranlarn 1,61-2,15 arasinda

degismistir.

4.1.2. SRAP Analizleri
4.1.21. Nar Genotiplerinin SRAP Teknigi ile Karakterizasyonunda
Polimorfizmin Degerlendirilmesi

Tez calismasinda 90 adet nar genotipinin genetik iligkilerini belirlemek
amaciyla SRAP markir teknigi kullanilmistir. Bes adet forward (ileri) ve alti adet
reverse (geri) primerlerinin farkli kombinasyonlari denenmis ve toplam 30 primer
kombinasyonu ile ¢aligma yiiriitiilmiistiir. Bu primer kombinasyonlarindan basarili
bir sekilde amplifikasyon saglanan 14 primer kombinasyonu degerlendirmeye
alinmutir.  Jel goriintiileme igleminden sonra DNA bantlarinin belirgin olanlari
dikkate alinmis, bant varliginda (1), bant yoklugunda (0) ve amplifikasyon
yoklugunda (9) rakami verilerek degerlendirme yapilmistir. Bu degerlendirme
sonucunda her bir primer gifti igin elde edilen toplam bant sayisi (adet), polimorfik
bant sayisi1 (adet) bant uzunluk araliklari (bp), polimorfizm orani (%) ve PIC

degerleri Cizelge 4.2’de sunulmustur.
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Tez calismasinda kullanilan 30 primer kombinasyonundan 14 primer
kombinasyonunun bagarili sonu¢ verdigi gézlenmistir. Caligmada 14 primer
kombinasyonundan elde edilen bant blyuklikleri 160-1400 bp arasinda
degismistir. En kii¢iik bant uzunlugu 160 bp ile melem6 kombinasyonunda, en
biiyiik bant uzunlugu ise 1400 bp ile me5Sem6 kombinasyonunda elde edilmistir.
Degerlendirilen 14 primer kombinasyonu, 60’1 polimorfik toplam 73 adet bant
lretmistir.

Primer basina elde edilen toplam bant sayisi 2-9 (ortalama 5.2) arasinda,
toplam polimorfik bant sayisi ise 1-9 (ortalama 4.3) arasinda degismistir. En fazla
bant me2em6 (9 adet) kombinasyonunda, en az DNA bant profili ise me2em3 (2
adet) primer kombinasyonundan elde edilmistir.

SRAP analizleri sonucunda toplam polimorfizm oraninin 77.85 oldugu tespit
edilmigtir. Polimorfizm orani en yiiksek primer kombinasyonlart %100 ile
melem3, melem6, me2emd, me2em6 iken, en diisiik oran (33.30) ise me2em2
primer kombinasyonuna aittir.

SRAP primer kombinasyonlarina ait PIC degerleri incelendiginde en yiiksek
degerin 0.81 ile em2me6 primer kombinasyonunda oldugu, en diisiik degerin ise

0.03 em2me2 primer kombinasyonunda oldugu tespit edilmistir.
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Cizelge 4.2. SRAP primerlerinin amplifikasyonu sonucu elde edilen toplam bant
sayist (adet), polimorfik bant sayist (adet), bant uzunluk araliklar
(bp), polimorfizm orani (%), PIC degerleri
Toplam | Polimorfik Bant Polimorfizm
Primer Bant Bant Uzunluk Oran PIC
Cifti Sayisi Sayis1 Arahklar (%) ! Degeri
(adet) (adet) (bp) 0

melem3 4 4 200-800 100 0.05
melemb5 6 4 200-1130 66.7 0.63
melem6 6 6 160-900 100 0.09
me2eml 4 2 400-1200 50 0.28
me2em?2 3 1 170-800 33.3 0.03
me2em3 2 1 480-720 50 0.27
me2em4 6 6 170-1200 100 0.66
me2em6 9 9 170-1300 100 0.81
me3eml 5 4 400-1260 80 0.41
me3em?2 5 4 280-1120 80 0.25
me3em3 5 4 170-1020 80 0.51
me3em6 6 5 200-1300 83.3 0.07
medeml 6 5 220-1380 83.3 0.41
me5em6 6 5 420-1400 83.3 0.38
Toplam 73 60 - -

Ortalama 5.2 4.3 - 77.85

Calismada kullanilan SRAP primer kombinasyonlarindan me2em2 (1-90

arast ornekler), melem6 (1-24, 49-72 aras1 6rnekler) ait jel goruntileri Sekil 4.1-

4.6’da sunulmustur.
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Sekil 4.2. me2em2 SRAP primer kombinasyonuna ait agaroz jel géruntusi (25-48
arasi ornekler)
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Sekil 4.3. me2em2 SRAP primer kombinasyonuna ait agaroz jel goriintusu (49-72
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aras1 ornekler)
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Sekil 4.6. melem6 SRAP primer kombinasyonuna ait agaroz jel gorunttisu (49-
72 arasi Ornekler

Molekiiler markorler arasinda kolay uygulanabilen, tekrarlanabilen ayni
zamanda ucuz ve etkili bir markor sistemi olan SRAP’in (Li ve Quiros, 2001) ¢ok
sayida polimorfik bant verebilen bir molekiler markér sistemi oldugu Guo ve Luo
(2006) tarafindan Dbildirilmistir. Aragtirmada kullamlan 30 SRAP primer

kombinasyonunun ¢alisan 14 SRAP primer kombinasyonundan elde edilen toplam
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bant (73) ve toplam polimorfik bant sayisinin (60) arastiricilarn tespitiyle uyumlu
bulundugu goriilmektedir.

Hatay ilinden 6 yerel nar g¢esidinin morfolojik ve molekiler
karakterizasyonunda RAPD markor tekniklerini kullanan Durgac ve ark. (2008),
RAPD analizleri sonucunda 106 tekrarlanabilir bant iirettigini ve bu bantlarin
%22’sinin polimorfik oldugunu bildirmislerdir. Narda yiiriitiilen bir diger RAPD
calismasinda ise Masoud ve ark. (2008) tarafindan 10 nar ¢esidinin RAPD
markdrleri ile varyasyonlari incelenmis 215 adet polimorfik bant elde edilmis
(%10.50) ve 1835 adet bant monomorfik bant olarak tespit etmislerdir. Hasnaoui
ve ark. (2012), 27 adet nar gesitinde 11 SSR lokusu analiz sonucunda, sadece 8
adet lokusun polimorfik oldugunu ve elde edilen veriler degerlendirildiginde 1 ile 4
arasinda degisen allel sayisini tespit etmislerdir. Bu verilerin ardindan narin
oldukga dar bir genetik arka plani oldugu bildirilmistir. Calismada gozlenen ve
beklenen heterozigotlugun sirasiyla 0.037 ile 0.592 ve 0.036 ile 0.491 arasinda
degistigini bildirmislerdir. Diisiik heterozigotluk seviyesinin, nar bitkilerinin
asekstiiel yayilimmin bir sonucu olabilecegini belirtmislerdir. Narda ydrdtilen bir
diger ¢alismada ise Lihua ve ark. (2012), Cin’deki 7 farkli ilden toplanan 46 nar
genotipi arasindaki genetik iliskilerini incelemek i¢in rastgele ¢ogaltilmis
mikrosatellit polimorfizmi (RAMP) teknigini kullanmiglar ve 127 adet bant
arasindan 113 (%88.90) adet polimorfik bantlarin yiiksek polimorfizm gésteren
primerlerin 14 ¢ifti tarafindan amplifiye edildigini tespit etmislerdir. Parvaresh ve
ark. (2012) yaptiklar1 arastirmada c¢esitli llkelerden alman 75 nar genotipi
arasindaki genetik c¢esitlilik ve filogenetik analizlerini incelemek i¢in mikro uydu
isaretleyicileri kullandiklarin1 belirtmiglerdir. Caligmalarinda 25 primer ¢ifti
kullanmislardir. 25 primer ¢iftinden on tanesinin 12 polimorfik lokus gosterdigini
bildirmiglerdir. Lokus basina ortama 3.1667 allel ile 38 allel ortaya koydugunu
belirtmislerdir. Polimorfik bilgi igeriginin (PIC) ortalamasim1 0.35 olarak
hesaplamislardir. Genatipleri farkli  ilkelerden  gelen  genotiplerle

karsilastirildiginda, fran genotiplerinin en yiiksek genetik gesitlilige sahip oldugunu
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bildirmislerdir. Ajal ve ark. (2014), 27 Fas nar genotipi arasindaki genetik
cesitliligi ISSR markorleriyle degerlendirmis ve 61 Inter-Simple Sequence Repeat
(ISSR) isaretleyicisi kullanilarak 61 adedi polimorfik toplam 70 bant ve %87.14
oraninda polimorfizm elde etmislerdir. Sood ve ark. (2018), Hindistan'da 6 farkli
lokasyondan topladiklar1 24 yabani nar genotipinin molekiiler karakterizasyonunu,
25 RAPD markir1 kullanarak arastirmislar ve 25 primerden 19'da polimorfik DNA
bant profili elde etmislerdir. Toplam 142 DNA profilinden 116'sinin polimorfik
oldugu bildirilmistir. Toplam polimorfik bantlarin yiizdesi 70 olarak belirlenmistir.
Toplam 90 adet nar genotipinin molekiiler karakterizasyonu amaciyla 30 SRAP
primer kombinasyonu kullanilarak yiiriitillen bu tez g¢alismasinda, 14 primer
kombinasyonunun basarili sonu¢ vermesi ile elde edilen polimorfizm orani
(%77.85) daha Once narda yiritilmiis bazi molekiiler ¢alismalardan (RAMP
(%88.90, Lihua ve ark. 2012; ISSR %87.14, Ajal ve ark. 2014) daha disiik ve
bazilarindan ise (RAPD %22, Durgag ve ark. 2008; %10.50, Masoud ve ark. 2008)

daha yuksek olarak bulunmustur.

4.1.2.2. SRAP Analizleri Sonucu Elde Edilen Dendrogramin Degerlendirilmesi
Benzerlik indeksinden yararlanilarak UPGMA (Unweighted Pair Group
Method Using Arithmetic Average) metodu ile kiimeleme (Cluster) analizleri
yapilmig ve dendrogram (Sekil 4.7) elde edilmistir. Dendrogramin benzerlik
matriksini ne dlgiide temsil ettigi Mantel Matriks Benzerlik testi (Mantel's Matrix
Correspondence Test) ile testlenmistir (Mantel, 1967). Bu test sonucunda kofenetik
korelasyon katsayisi (Cophenetic Correlation Coefficient), r, degeri elde edilmistir.
Analizler sonucu elde edilen r degeri, 0.90 olarak tespit edilmistir. Mantel testi
sonucunda elde edilen deger; benzerlik indeksi ve dendrogramin SRAP verileri ile
yiiksek oranda uyustugunu gostermektedir.
SRAP analizleri sonuncunda olusturulan dendrogram incelendiginde 90 adet
nar genotipinin genetik benzerlik diizeyinin 0.65 ile 1.00 arasinda degistigi

goriilmiigtiir. Dendrogram iki ana kola ayrilmistir. Bu kollar dendrogram {izerinde
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1 ve 2 seklinde kodlanmustir. 1 olarak kodlanmis ana kol icerisinde 1-2 ve
Canernar-2 genotipleri yer alirken, 2 numarali ana kolda ise tez ¢aligmasinda
kullanilan diger tiim nar genotipleri kiimelenmistir. 1 ve 2 nolu ana kolun birbirine
benzerlik oran1t %65 olarak tespit edilmistir. 2 numarali ana kol dendrogram
lzerinde 2.1 ve 2.2 olarak adlandirilmus, iki alt kola ayrilmustir. 2.1 alt kolu
icerisinde Hicrannar-5, 1-1267, 07 N 14, 1-1499 genotipleri, yer almistir. 2.2 alt
kolu igerisinde ise tez ¢alismasinda kullanilan diger nar genotiplerinin tamami yer
almistir. 2.1 ve 2.2 alt kollarmin birbirine benzerlik oranmi yaklasik olarak %67
olarak tespit edilmistir. 2.2 alt kolu tekrar iki gruba boliinmiistiir. Bu iki grup
dendrogram tlizerinde 2.1.1 ve 2.1.2 olarak adlandirilmustir. 2.1.1 grubunda yalnizca
Canernar-8 genotipi yer alirken, kalan diger tiim nar genotipleri 2.1.2 grubunda
kiimelenmistir. 2.1.2 grubu dendrogram tizerinde A ve B olarak gosterilmis, 2 alt
gruba ayrilmistir. A alt grubu igerisinde yalnizca Canernar-12 genotipinin yer
aldigi gozlenmistir. Diger nar genotiplerinin de B grubunda kiimelendigi
gozlenmistir. A ve B alt gruplarinin birbirine olan genetik yakinligi yaklasik %70
olarak belirlenmistir. B grubu tekrar 2 kola ayrilmis ve bu kollar dendrogram
Uzerinde B1 ve B2 olarak gosterilmistir. B1 kolu igerisinde yalnizca 17/123
genotipi yer alirken, diger kalan nar genotiplerinin B2 kolu igerisinde
kiimelenmistir. B1 ve B2 kollarimin benzerlik orami1 yaklasik %71 olarak
hesaplanmistir. B2 kolu dendrogram Uzerinde B.2.1 ve B.2.2 olarak adlandirilmig 2
alt kola ayrilmistir. B.2.2 alt kolunda yalnizca Gazipasa genotipi yer alirken, diger
nar genotiplerinin B.2.1 alt kolunda yer aldig1 tespit edilmistir. B.2.1 alt kolu kendi
igerisinde tekrar ¢ok sayida alt gruba ayrilmistir. Dendrogram incelendiginde
SRAP analizlerine dayali olarak 33 N 26- Antalyanar-12, 19/66- 17/67, 19/121-
18/19 genotipleri arasinda herhangi bir farkliligin olmadig tespit edilmistir.
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Tez c¢aligmasinda, kullanilan nar genotipleri incelendiginde farkli
bolgelerden selekte edilmis, kendileme ve melezleme ¢aligmalar1 sonucunda elde
edilmis cesit ve genotiplerden olustugu goriilmektedir. Ulkemiz nar
yetistiriciliginde 6nemli bir yere sahip olan Hicaznar ¢esidi ¢alisma igerisinde yer
almigtir. Akdeniz, Ege ve Giineydogu Anadolu Bolgelerinde nar bahgesi tesisinde
oncelikle Hicaznar ¢esidi tercih edilmektedir. Hicaznar 1983 yilinda Antalya iline
bagli bir ova koyiinde, deniz kiyisinda kurulan kapama bir bahceden selekte
edilmistir. Tez calismas1 sonucunda Hicaznar (07N08) cesidi 1-1265 cesidi ile
yaklasik olarak %96 oraminda benzerlik gostermektedir. i-1265 Ege Tarimsal
Aragtirma Enstitiisii tarafindan 1978 yilinda Bodrum/Mugla yoéresinden seleksiyon
ile elde edilmistir (Y1ilmaz, 2007). Tez ¢alismasinda yer alan diger 6nemli bir gesit
ise Wonderful nar gesididir. Bu cesit son yillarda Diinya’da ve Ulkemizde
yetistiriciligi yayginlagan bir ¢esit olmustur. Wonderful ¢esidinin genel 6zellikleri
incelendiginde Hicaznar ile birgok ortak yonii oldugu gézlenmektedir. Hicaznar ve
Wonderful ¢esitlerinin ortak o6zelliklerine bakildiginda; ylksek adaptasyon
yetenekleri, gecci hasat tarihleri, iri meyve olusturmalari, kirmizi tane rengi,
yuksek verim ve uzun slre depolanabilmeleri ortak Ozellikleridir. Wonderful
cesidinin Hicaznara gore daha az mayhos, kolay tanelenebilme 6zelligine sahip
olmasi Hicaznarin dezavantajidir (Anonymous, 2019a). SRAP analizleri sonucu
olusturulan dendrogramda Wonderful c¢esidinin Tiirkiye’den selekte edilen
genotipler ile i¢ ice oldugu belirlenmistir. Wonderful ¢esidine en yakin benzerlik
(%97) gosteren genotipin ise Kadirli oldugu gozlenmistir. Calismada Ege Tarimsal
Arastirma Enstitiisii tarafindan selekte edilmis ve Izmir olarak adlandirilmis ve
farkli numaralar verilmis 21 genotip kullanilmistir. SRAP analizleri sonucuna gore
Izmir ¢esitlerinin dendrogram iizerinde farkli gruplarda yer aldigi gdzlenmistir.
[zmir cesitlerinin tamaminim ismi olmasina ragmen bu cesitlerin orjinleri farklilik
gostermektedir. izmir-1513 Nazilli/Aydin y&resinden, 1zmir-1499 Buldan/Denizli
yoresinden, Izmir-29 ve Izmir-1465 Edremit/Balikesir ydresinden, Izmir-1265 ve

[zmir-1267 Bodrum/Mugla yéresinden, Izmir-1264 Marmaris/Mugla yéresinden,
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[zmir-1261 Fethiye/Mugla yoresinden, Izmir-1, izmir-2, izmir-15 ve izmir-16
Ayvalik/Balikesir ydresinden, Izmir-10 Gemlik/Bursa yorelerinden, digerleri ise
Izmir ve ilgelerinden selekte edilmistir (Yilmaz, 2007). Izmir cesitleri gerek
orjinleri, gerekse de bir takim 6zellikleri bakimindan farkliliklar gostermektedir.
Bu yéniiyle izmir gesitleri arasindaki gozlenen kiiciik varyasyonun anlamli oldugu
ortaya ¢ikmaktadir. Lihua ve ark. (2012), Cin’ deki 7 farkli ilden toplanan 46 nar
genotip arasindaki genetik iligkileri incelemek igin rastgele ¢ogaltilmis
mikrosatellit polimorfizmi (RAMP) teknigini kullanmiglardir. Elde edilen
sonucglara gore Cin’de nar germplazmi arasinda 6nemli bir genetik ¢esitlilik
oldugunu bildirilmistir. 46 nar c¢esidi, UPGMA yontemi ile bes grupta
kiimelenmistir. Kiimelenme sonuglari, molekiiler siniflandirmanin, morfolojik /
agronomik simiflandirma veya cografi orijin ile tutarli olmadigini tespit etmiglerdir.
Tez calismasinda da SRAP analizlerine dayali olarak yiiriitiilen ¢alisma sonucunda
elde edilen dendrogram degerlendirildiginde, nar genotiplerinin cografik orjinlerine
gore ayrilmadiklar tespit edilmistir. Tez c¢aligmasinda, Hicrannar ve Canernar
serisine ait genotiplerde kullanilmigtir. Onur ve ark. (1999) tarafindan yapilan
melezleme 1slah1 calismasiyla elde edilmistir. Caligmada 3 standart ¢esidi (Hicaz,
Fellah, Ernar) kendilenerek ve aralarinda melezlenerek 9 kombinasyon
olusturulmustur. Toplam 4079 melez birey iizerinde yaklasik 900 adedinden meyve
alinmig ve 47 melez amaca uygun bulunarak ¢ogaltilip degerlendirme parseline
dikilmigtir. Bunlardan 10’u tatli (Hicrannar serisi ve Naznar), 14’ mayhos
(Canernar serisi, Kaskanar, Oztiirknar ve Esinnar), 5’i eksi (Onurnar serisi) olarak
adlandirilmigtir. Tez ¢aligmasinda Canernar serisinden 13 farkli genotip, Hicrannar
genotipinden 6 farkli genotip, Onurnar serisinden 5 genotip, Naznar ve Esinnar
serisinden 1’er genotip kullamilmistir. Dendrogram (izerinde genotipler
incelendiginde aym seriye ait genotiplerin farkli sekillerde kiimelendikleri ancak
kiimeler arasindaki genetik ¢esitliligin olduk¢a dar oldugu tespit edilmistir. Tez
calismasinda ayrica Alata Bahge Kiiltlirleri Enstitiisii tarafindan Adana, Mersin,

Antalya ve Hatay illerinden selekte edilmis farkli genotipler kullanilmistir.
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Genotiplere ait kodlar selekte edildikleri ilin trafik plaka kodlarina gére verilmistir.
SRAP analizleri sonucunda daha onceki ¢aligmalarda da belirtildigi gibi cografik
orjinli bir ayrim olmamis ve bu genotiplerin daginik sekilde ancak dar bir genetik
cesitlilik ile kiimelendikleri tespit edilmistir. Durga¢ ve ark. (2008) Hatay’dan
selekte ettikleri nar genotiplerinde RAPD analizleri sonucunda 106 tekrarlanabilir
bant {rettigini ve bu bantlarin %22’sinin polimorfik oldugunu bildirmiglerdir.
Sonuglar degerlendirildiginde “Tath nar” ile “Serife” nin ¢ok yakindan iligkili
oldugunu ve “incekabuk” g¢esidinin diger ¢esitlerden farkli oldugunu tespit
etmislerdir. Calismanin polimorfizm orani incelendiginde oldukga diisiik oldugu
gozlenmektedir. Tez ¢alismasinda ise SRAP analizleri sonucunda eclde edilen
polimorfizm oraninin %77.85 oldugu tespit edilmistir. Farkli molekiiler markirlar
aynt DNA orneklerinde bile farkli sonuglar verebilmektedir. Molekiiler markirlar
DNA’nin farkl bolgelerine ulasmakta ve drnekler arasinda bu boélgeler agisindan
bir farklilik olup olmadigi bilgisini vermektedirler. RAPD markirlari DNA
iizerinde rastgele bolgelere erisip bu bolgelerdeki polimorfizm bilgisini
vermektedir. RAPD-PCR analizlerinde genelde 10 bazdan olusan tek bir primer
kullanilmaktadir. Bu durumda primerin DNA’nin birden fazla bolgesine
yapigmasint saglamaktadir. Boylece RAPD tekniginin tekrarlanabilirligi ve
giivenilirligi sorgulanmaktadir. Tez ¢alismasinda da kullanilan SRAP markirlar ise
acik okuma bolgelerini (ORF) hedef alan PCR temelli bir markir sistemidir. SRAP-
PCR analizlerinde bir ¢ift primer kullanmilmaktadir. Forward primerler 17
niikleotitten, reverse primerler ise 18 niikleotitten olusmaktadir. Bu primer
cesitlerinde 5° ucunda 14 niikleotitten meydana gelen g¢ekirdek dizinin (core
sequence) spesifik olmayan 10-11 bazlik kismina doldurma diziler (filler
sequence), bu diziyi takiben forward primerler icin CCGG dizisi, reverse primerler
icin ise AATT dizisi gelmektedir. Cekirdek diziyi takiben ¢esitlenmeyi saglayan 3’
ucunda (¢ segici nukleotidden meydana gelen dizilerin bulundugu primerler
tasarlanmistir. On ve ters primerlerin doldurma dizilerinde en azindan 10-11

niikleotid ¢esidi birbirinden farklidir. CCGG agisindan zengin olan forward
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primerler genelde ekzonlari, AATT bakimindan zengin olan reverse primerler ise
genelde intron ve promotorlari hedef almaktadir (Li ve Quiros, 2001). SRAP
markirlar belirtilen bu 6zelliklerinden dolayr RAPD markirlarina gore ¢ok daha
fazla avantaja sahiptir. Tez ¢alismasinda RAPD markirlarina goére daha yiliksek
polimorfizm oraninin sebeblerinden biri markirin 6zelliginden kaynaklanmaktadir.

Parvaresh ve ark. (2012) yaptiklari arastirmada ¢esitli iilkelerden alinan 75
nar genotipi arasindaki genetik cesitlilik ve filogenetik analizlerini incelemek igin
SSR markirlarmi kullandiklarini belirtmiglerdir. Genotiplerin farkli iilkelerden
gelen genotiplerle karsilastirilmasi sonucunda, Iran genotiplerinin en yiiksek
genetik cesitlilige sahip oldugu bildirilmistir. Molekdler varyans analizi sonucunda
gruplandirilan ¢esitlerin arasinda yiiksek diizeyde genetik cesitlilik oldugunu
bildirmislerdir. Elde edilen sonuglara gore, Rus katilimlarinin ¢ogu iran
genotipleriyle kiimelenmis ve Amerikan genotiplerinin bazilar1 Tiirkmenistan
genotipleri ile gruplandirilmigtir. Ayrica  orjini ~ bilinmeyen  genotiplerin,
Tirkmenistan ve Iran genotipleri ile yakin iliski gosterdigini tespit etmislerdir.
Aragtirma sonucunda genotipler arasinda ortak atalarin varligi ortaya konulmus ve
muhtemelen narin  Orta Asya'dan, ozellikle Iran'm bazi bélgelerinde ve
Turkmenistan gibi komsu bolgelerden diinyanin diger bolgelerine yayildigi
hipotezini dogrular niteliginde sonug bildirmislerdir. Calismada belirtildigi gibi nar
bitkisinin genetik temeline bakildiginda yiiksek genetik ¢esitlilige sahip bdlgelerin
narin ortak atalarini barindirdig1 ve bu iilkelere komsu olan diger iilkeler araciligi
ile diinya ftzerinde yayildigt ve bunun sonucu olarak {ilkeler arasi nar
genotiplerinin birbirine yakin kiimelenmis oldugu nar genotiplerinin genis bir
dagilim gosterdigini dogrulamaktadir. Ajal ve ark. (2014), 27 Fas nar genotipi
arasindaki genetik cesitlilik, ISSR markérleriyle degerlendirmistir. Elde edilen
verilere gore nar genotipleri iki ana kimede toplanmis ve g¢esitlerin cografi
kokenleriyle higbir iliski gostermedigi tespit edilmistir. Tum veriler, ISSR
markérlerinin polimorfizmi tespit etmek ve nar genotiplerinin genetik cesitliligi

belirlemede etkili bir yontem olabilecegini bildirmistir. Tez ¢alismasinda da benzer
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olarak kullanmilan genotiplerin cografik kokenlerinden bagimsiz bir sekilde
kiimelendikleri tespit edilmistir. Bunun en biiyiikk sebebinin nar konusunda
yiiriitiilen 1slah ¢alismalarinda ortak ebeveynlerin kullanilmig olmasi ve farkli bir
bolgeden diger bir bdlgeye tasinan nar genotiplerinin yeni yerinden ilk orijini
bilinmeden selekte edilmis olmasidir. Cesit genotiplenmesi ve tanimlamasinda 32
Tunus narmin molekiiler karakterizasyonunda SSR markir tekniklerini kullanan
Rania ve ark. (2012), 13 SSR primeri kullanarak toplam 40 allel tespit etmislerdir.
Elde edilen verilere gore yiksek seviyede bir polimorfizmin, Tunus’un nar
germplazmint DNA seviyesinde karakterize ettigini kanitladiklarini bildirmislerdir.
Elde edilen veriler ele alindiginda ortak bir genetik temeli, fenotipik farkliliklarina
ragmen, Tunus nar gesitlerinin karakterize edebilecegini ve c¢oklu odak
genotiplerine dayanarak bir gesitin tanimlama anahtar1 olusturulmus ve gesitler
arasinda agikca ayirt edilmesine izin verilen bir sistem olarak degerlendirilmesine
neden olmustur. Simsek ve ark. (2018) yeni nesil dizileme teknolojilerini
kullanarak narda mikrosatellit bdlgelerini RNA-seq analizleri ile belirlemislerdir.
Calismalarinda, Hicaznar ve 33N26 cesitlerini kullanmislardir. Biyoinformatik
caligmalar sonucunda yaklagik 19,000 mikrosatellit bolgesi tespit etmisler ve bu
bolgeler arasindan rastgele secilen 20 SSR primer cifti 40 farkli nar genotipinde
test edilmistir. Sonu¢ olarak 20 SSR primer ¢iftinden de basarili bir sekilde
amplifikasyon saglandigini ancak bunlardan 5 tanesinin polimorfik sonuclar
verdigini bildirmislerdir. Primerlerin polimorfizm oranmin diisiik olmasinin
sebebini ise nar genotiplerinin dar bir genetik g¢esitlilige sahip olmalarindan
kaynaklandigini belirtmiglerdir. Tez calismasinda ise primerlerin ayrim giicliniin
yiiksek oldugu belirlenmistir. Ancak nar genotiplerinin yiiksek seviyede bir genetik
cesitlilige sahip olmamasi benzerlik oranlarinin diisiik bir seviyede kalmasina
neden olmustur.

Nar son yillarda ekonomik agidan Onemli meyve gruplarn arasinda
fonksiyonel bir yiyecek ve beslenme kaynagi olarak yayginlasarak popiilaritesi

artmaktadir. Bu sebeple nar islahi calismalari da Ulkemizde bircok kurulus
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tarafindan yiiriitiilmektedir. Bitki 1slah1 ¢aligmalarinda hi¢ siiphesiz en Onemli
basamak bitki genetik kaynaklarimin toplanmasi ve tamimlanmasidir. Islah
caligmalarinda 1slah materyallerinin genetik karakterizasyonu, yetistiricilerin ideal
ebeveyn ¢esidinin se¢iminde yardimer olacaktir. Tez ¢alismasinda kullanilan SRAP

markirlarinin nar genotiplerinin tanimlanmasinda basarili oldugu tespit edilmistir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Nar, Punicaceae familyasina ait ekonomik 6nemi giin gegtikge artan meyve
tarlerinden birisidir. Dinyada ve tilkemizde insanlar saglikli ve kaliteli beslenme
aliskanliklar1 kazanma konusunda giin geg¢tikce daha 6nemli adimlar atmaktadir.
Ozellikle antioksidan igerigi bakimindan olduk¢a zengin olan nar, Tiirkiye’de
hemen hemen her bolgede yetistirilmekle birlikte, en fazla ticari Gretimi Akdeniz
bélgesinde yapilmaktadir. Diinya iiretimleri ve pazarlar1 ele alindiginda genis bir
ekonomiye hakimiyeti s6z konusudur.

Diinya iizerinde yerimizi korumamiz agisindan bitki genetik
kaynaklarimizin korunmasi biiyiikk 6nem tagimaktadir. Tez ¢alismasi sonucunda
elde edilen genetik bilgi, nar genetik kaynaklarmin etkin korunmasina ve
strdurulebilir kullanimlarina yardimer olacaktir.

Bu arastirma kapsanunda, Cukurova Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bahce
Bitkileri Bolimu Nar Genetik Koleksiyonunda bulunan ve Tiirkiye’nin farkl
bolgelerinden selekte edilmis veya diger 1slah metodlariyla elde edilmis 90 farkli
nar genotipinin genetik iligkileri SRAP markirlari ile arastirtlmistir. Tez
kapsaminda toplam 90 nar genotipi ve 30 SRAP primer kombinasyonu kullanilarak
calisilmistir. Bu primer kombinasyonlar1 arasinda kaliteli amplifikasyon veren 14
primer kombinasyonu degerlendirmeye alimmugtir. Calismada 14 primer
kombinasyonundan elde edilen DNA bant biyuklikleri 160-1400 bg arasinda
degismistir. En kii¢iik bant uzunlugu 160 bp ile melem6 kombinasyonunda, en
biiyiik bant uzunlugu ise 1400 b¢ ile me5em6 kombinasyonunda elde edilmistir.
Degerlendirilen 14 primer kombinasyonu, 60’1 polimorfik toplam 73 adet bant
tretmistir. Primer basina elde edilen toplam bant sayist 2-9 (ortalama 5.2
bant/primer) arasinda, toplam polimorfik bant sayis1 ise 1-9 (ortalama 4.3) arasinda
degismistir. En fazla DNA bant profili me2em6 (9 adet bant/primer)
kombinasyonunda, en az DNA bant profili ise me2em3 (2 adet)

kombinasyonundan elde edilmistir. Primerlerin toplam polimorfizm oran ise 77.85
55



5. SONUCLAR VE ONERILER Evren BENGUL

olarak tespit edilmistir. Tez sonuglar1 ile beraber Cukurova Universitesi Ziraat
Fakltesi Bahce Bitkileri Bolimi Nar Genetik Kolesiyonunda yer alan bitkilerin
genetik iligkileri ortaya koyulmustur. Calismada kullanilan nar genotiplerinin
benzerlik oraninin %65-100 arasinda degistigi tespit edilmistir. Nar genotiplerinin
cografik orijinlerine goére gruplanmadigi daginik bir dagilim gosterdigi tespit
edilmistir. Sonug¢ olarak nar genotiplerinin birbirinden ayrildig1 ancak ayrimin dar
bir genetik ¢esitlilikte oldugu goézlenmistir. Tez ¢alismasinda kullanilan SRAP
markirlarinin ~ giivenilir  oldugu ve nar ve diger bitkilerin molekiiler
karakterizasyonunda kullanilabilecegi ortaya konulmustur.

Tez ¢aligmasinda kullanilan nar genotiplerini daha keskin gruplara ayirmak
icin kullanilan SRAP primer kombinasyonlarmin sayist arttirilabilir. Bununla
beraber farkli markir sistemleri ile elde edilen bulgular genisletilebilir. SRAP
markirlart giivenilir ve tekrarlanabilir molekiiler markir sistemleri arasinda yer
almaktadir. Ancak SSR ve SNP gibi molekiiler markir sistemleri ile elde edilen
polimorfizm orani arttirilabilir ve daha saglikli sonuglarin elde edilmesi miimkiin
olabilir. Klasik molekiiler markir teknikleri ile beraber son yillarda DNA dizileme
stirecinde de ¢1gir agan gelismeler yasanmistir. Yeni nesil dizileme teknolojisi 2005
yilinda ilk olarak 454 pirodizileme teknolojisinin kullanimi ile ticari olarak
erisilebilir duruma gelmistir. O zamandan beri birka¢ farkli dizileme metodu
gelistirilmigtir. 454 GS20 pirodizileme (Roche Applied Science), Solexa 1G
(Illumina, Inc.), SOLiD (Applied Biosystems), Heliscope (Helicos, Inc.) ve ion
Torrent olmak UGzere yeni nesil dizi analiz teknolojilerine ticari olarak
ulasilabilmektedir (Dénmez ve ark., 2015). Ozellikle nar gibi klasik markir
sistemleri ile dar genetik cesitlilik sonucu veren bitki gruplarinda yeni nesil
dizileme teknolojileri kullanilabilir ve detayli biyoinformatik analizler ile ¢ok daha

genis bilgiler elde edilebilir.
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EK-1. SRAP analizleri sonucu olusturulan dendrogram
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