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OZET

Bu calisma Kayseri ilinde yetistiriciligi yapilan farkli genotip kaynaklarinda varyasyon
diizeyini arastirmak, genetik iliskileri tespit etmek ve baglanti esitsizligini belirlemek
amaciyla yapilmistir. Calisma kapsaminda agirlikli olarak Kayseri ilinin Develi,
Yesilhisar ve Tomarza ilgelerinden temin edilen 140 farkli cerezlik kabak genotipinin
genetik analizi yapilmistir. DNA amplifikasyonu igcin 18 farkli ISSR primeri
kullanilmigtir. Bant veren ve skorlanabilen primerlerle tiim DNA oOrnekleri ile PCR
yapilmigtir. Toplamda kaydedilen 188 markir, NTSYS ve ARLEQUIN programi
kullanilarak analiz edilmistir. NTSYS’le UPGMA ve PCA analizleri, diger programla
da populasyon i¢i ve populasyonlar arasi1 varyasyon dagilimimi (AMOVA) goérmek ve
baglant1 esitsizligi durumunu tespit etmek amaciyla swasiyla LD analizleri
gerceklestirilmistir. LD analizleri cerezlik kabak populasyonlarinda tespit edilen
markirlar arasinda tesadiifi olmayan baglantilar: tespit edebilmek i¢in baglanti esitsizligi
(LD) analizleri yapilmistir. Yiiriitiilen bu ¢alismada PCR c¢alismalar: ile elde edilen
analizler sonucunda ISSR primerleri ile elde edilen 188 markir icin, toplam polimorfizm
orant %98 olarak belirlenmistir. Yapilan NTSYS ve UPGMA analizleri sonucunda 140
genotip benzerlik diizeyinin 0.72 ortalama ile 0.47-0.97 arasinda degistigi ve temelde 2
ana grup olusturdugu goriilmiistir. AMOVA analizleri sonucunda ise toplam
varyasyonun %68’inin populasyon i¢cinde %32’sinin ise populasyonlar arasinda oldugu
tespit edilmistir. Bu sonug¢ 1slah programlarinda hem populasyon icinin hem de farkli
populasyonlarin dikkate alinmasi gerektigini ortaya koymustur. LD analizlerinde ise
markirlar arasinda yapilan baglanti analizlerinde farkli markirlarla baglantili markir
sayular1 degisken bulunmakla beraber markirlarla 6nemli karakterleri yoneten genler

acisindan haritalama yapilabilcegini ortaya koymustur.

Anahtar Kelimeler: Cerezlik Kabak, ISSR, AMOVA, NTSYS, ARLEQUIN
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ABSTRACT

Within the scope of this study, genetic analysis of 140 types of pumpkin genotypes
obtained from Develi, Yesilhisar and Tomarza districts of Kayseri province were
performed. Molecular characterization studies were performed by DNA isolation from
fresh leaf samples. For DNA amplification, 18 different ISSR primers were used. PCR
was performed with all DNA samples with banding and scoring primers. A total of 188
markers were obtained. Obtained data were analyzed by using NTSYS and ARLEQUIN
program. UPGMA and PCA analyze with NTSYS were also measured by AMOVA
analysis to see intra- and inter-population variation distribution within the other
program. In addition, inequality (LD) analyses were performed in order to detect non-
random connections between the markers detected in the snack pumpkin populations
studied. In this study, as a result of the analyzes obtained by PCR studies, a total of 188
bands were obtained with ISSR primers and the total polymorphism rate was
determined as 97%. As a result of the NTSYS and UPGMA analyzes, 140 genotype
similarity levels ranged from 0.47 to 0.97 with an average of 0.72 and basically formed
two main groups. As a result of AMOVA analysis, the population differences among
pumpkins varied between 0.10 and 0.68. There were significant LD among the loci

analyzed.

Keywords: Pumpkin, ISSR, AMOVA, NTSYS, ARLEQUIN
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1.BOLUM
GIRiS
1.1. Kabakla ilgili Genel Bilgiler

Kabakgiller, Dicotyledoneae smifi Cucurbitales takimi Cucurbitaceae familyasi
icerisinde yer almaktadir. Bu familya icerisinde yer alan tiirler tropik kokenli sicak
iklim sebzeleridir (Chadha, 1993). Cucurbitaceae familyasi kavun, karpuz, hiyar,
kabak, kudret nar1 gibi diinyada yetistiriciligi yaygin olan sebzeleri icine alan 6nemli bir

familya olup, yaklasik 119 cins ve 825 tiiri kapsamaktadir (Jeffrey, 2005).

Gilinlimiizde yetistiriciligi yapilan Cucurbita cinsi icerisinde yer alan Onemli tiirler,
Cucurbita pepo (Yazlik Kabaklar), C. moschata (Bal Kabaklar1), C. mixta (Kishk
Kabaklar), C. maxima (Kestane Kabagi), Luffa cylindrica (Lif Kabaklar1), Lagenaria
sicareria (Su Kabaklar1), Momordica charantia (Kudret Nari)’dir. Cucurbita pepo

cerezlik olarak en fazla yetistiriciligi yapilan tiirdiir (Ferriol, 2000).

Kabak, farkli iklim kosullarina adaptasyon saglayabilen, tek yillik, 1liman ve sicak iklim
sebzesidir. Kisa bir vejetasyon siiresine sahiptir ve yaklasik 1200 saatlik bir GDD
(yetisme siiresi) olgunlagsmak icin yeterlidir. Cicek yapis1t monoik olan kabaklar, farkli
meyve sekillerine sahiptir. Ulkemizde kabaklar, yazlik ve kislik kabak olmak iizere 2
gruba ayrilmaktadwr. Yazlik kabaklar icinde Sakiz, Girit, su ve asma kabagi yer
almaktadir. Kislik kabaklar ise bal, kestane ve diger iri kabaklardan olusur (Ermis,
2010). Bal kabaklar1 oldukca degisik meyve formu gosterir. Bunlar iic grup altinda
toplanabilir. Birinci grup uzun silindir, ikinci grup yuvarlak veya basik yuvarlak,
ticiincii grup armut sekillidir. Kabak rengi sar1 ve turuncudur. Et rengi acik turuncudan
koyu turuncuya kadar degisir. Kabugu diiz olanlarin yaninda oluklu ve dilimli olanlara
da rastlanir. Meyveler oldukca iri olup, 5-25 kg arasinda genis bir varyasyon gosterir.

Kestane  kabagi daha ¢ok yuvarlak ve basik  yuvarlak  sekillidir.



Kabugu kursuni beyaz, eti sari, sar1 turuncu, agik turuncu renklidir. Bal ve kestane

kabaklarinda saplar oldukca biiyiik, odunsu ve koselidir.

Cerezlik kabak meyve ozellikleri acisindan da en polimorfik olan tiirdiir. Cucurbita
pepo’nun kiiltiir bitkisi olarak yetistirilenleri meyve biiyiikliigii, sekli ve rengi acisindan
son derece cesitlilik gosterir ve neredeyse hepsi yabani akrabalarina gore daha kalin ve
etli kismu1 ac1 olmayan daha yiiksek derecede renkli ve daha az lifli meyvelere sahiptir.
Kiiltiir formlar1 ¢esitleri daha biiyiik, daha az sayida vejetatif ve generatif organlara
sahiptir (Whittaker ve Bemis, 1964). Kabaklarin biiyiikk bir ¢ogunlugu gida amach
uretilirken, bazilar1 da siis bitkisi olarak yetistirilmektedir. Genellikle yenilebilir
yuvarlak meyveli olan tiirler “pumpkins”, yenilebilir yuvarlak olmayan tiirler “squash”
yenmeyenler ise “gourd” olarak adlandirilir (Paris ve ark., 2003). Ikincisi Amerika’daki
yabani formlar1 temsil eder (Decker, 1988). Cucurbita pepo ise yabaniler i¢inde
tanimlanamaz. Meyve sekli cesitliligi temeline dayanan siniflandirmaya gore, C.
pepo’nun meyveleri yenen sekiz grubu vardir (Paris, 1986). Bunlara daha sonra iki
ornemantal (siis bitkisi) grup da kiiltiir formu olarak eklenmistir. Bu on grubu Pumpkin
(yuvarlak), Cocozelle (uzun, siskin ve silindirik), Vegetable Marrow (kisa, sivri
silindirik), Zucchini (diizgiin silindirik), Orange Gourd (kiiciik, yuvarlak), Acorn
(Karisik cizgili), Scallop (diiz, tarak kabugu seklinde), Crookneck (uzun, ince boyunlu),
Straightneck (kisa kalin boyunlu) ve Ovifera Gourd (kiigiik), sekilli olarak anilmaktadir.

Cerezlik kabak (C. pepo) yetistiriciliginin yemeklik kabak tarimina gore bazi avantajlari
vardir. Bunlar, sulamanin sik yapilmasina gerek olmamasi, tamamen kira¢ kosullarda da
cerezlik kabak tarimimin yapilabilmesi, ekim nobeti i¢in uygun bir tiir olabilmesi, hasat
kolayligi, kiiltiirel islemlerin biiylik oranda makine ile yapilabilmesi, hastalik ve
zararhlar acisindan fazla sikintiya yol agmamasi gibi nedenler sayilabilir. Ulkemizde
cerezlik kabak tarimi genelde C. pepo (yazlik kabaklar) ile yapilmaktadir. Nadiren C.
moschata (Bal Kabaklar1) tiirii de c¢ekirdeklik kabak tarmm i¢in kullaniimaktadir
(Yanmaz ve Diizeltir, 2003).

2017 yii FAO verilerine gore diinyada 2.078.450 hektar alanda 27.449.481 ton
yemeklik kabak iiretimi gerceklesmistir. Diinyada kabak tiretimi 5 kita arasinda en fazla
tiretim Asya kitasinda (12.533.491,46 ton) gerceklesmektedir (Sekil 1.1). FAO

tarafindan cerezlik kabak verileri sunulmamaktadir.
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Sekil 1.1. Kitalara gore toplam kabak iiretimindeki paylar1 (FAO, 2019)

Diinya’da 2.078.450 hektar alanda 27.449.48 ton kabak iiretimi yapilmaktadir. Bunun
%60.6’s1m1 16.623.732 ton ile Asya kitasi karsilarken bunu %15.4 ile Avrupa kitasi
izlemektedir. Diinya kabak iiretiminde Cin 7.996.362 ton ile birinci sirada yer alirken bu
siray1 Hindistan (5.142.812 ton), Rusya (1.165.834), Ukrayna (1.164.660) ve Amerika
(1.091.121 ton) takip etmektedir. Tiirkiye ise iiretimde diinyada 9. siradadir (580.624
ton). (FAO, 2017).

Ozellikle 2004 yilindan itibaren Ulkemizde cerezlik kabak yetistiriciliginin hizla
yayllmaya basladig1 goriilmektedir (Menemencioglu ve ark., 2014). Tiirkiye’de 2017
yili TUIK verilerine gore 784.392 da alanda 580.624 ton kabak iiretimi yapilmaktadir.
Bunun 93.692 dekarinda 449.561 ton yemeklik sakiz kabagi, 649.643 dekarinda ise
41.326 ton cerezlik kabak ve 41.057 dekarinda ise 89.737 ton ile bal ve kestane kabagi
yer almaktadir. Cerezlik kabakta Nevsehir (14.270 ton) ile ilk sira yer almakta olup, bu
ili Kayseri 12.665 ton, Aksaray 3.977 ton ile takip etmistir (Cizelge 1).



Cizelge 1.1. Tirkiye’nin en onemli gerezlik kabak iireticisi illeri ile ekim yapilan alan
ve iretim miktarlarinin 2015, 2016 ve 2017 yillarmndaki degisimleri
(TUIK, 2018).

2015 2016 2017
ILLER Ekilen Uretim Ekilen Uretim Ekilen Uretim
alan miktari alan miktari alan miktari
(dekar) (ton) (dekar) (ton) (dekar) (ton)
Kayseri 308.756 15.669 313.101 15.053 315.896 12.665

Nevsehir 167.426 12.746 172.969 13.513 187.158 14.270

Aksaray 44.150 3.676 45.960 4.028 44.950 3.977
Konya 29.195 3.804 30.620 3.928 37.259 4.600
Toplam 615.119 41.612 628.441 42.181 649.643 41.326

Tiirkiye’nin 2018 yili toplam cerezlik kabak iiretimi 55.043 tondur. Cerezlik kabak
tiretiminde 16.751 ton iiretim ile Kayseri ilk sirada yer alirken 16.403 ton iiretim ile
Nevsehir ikinci sirada ve 8.982 ton iiretim ile Konya 3.sirada yer almaktadir (TUIK,
2018).

Insan beslenmesi agisindan degerlendirildiginde, cerezlik kabak insan beslenmesi
acisindan oldukc¢a 6nemli bir sebze tiiriidiir. Kabak c¢ekirdeginin yag, protein, mineral
maddeler ve aminoasitler yoniinden zengin oldugu bilinmektedir. (Yanmaz ve ark.,
2010). Kabak meyvesi %8 civarinda kuru madde igerir. Minerallerden ise potasyum
(%0.03), kalsiyum (%0.02), magnezyum (%0,1) ve fosfor (%0.01) bulunmaktadir. Yag
orant meyvede %1, tohumda %10 civarindadir. Ancak bazi ¢esitlerde bu oran %35-45’e
kadar ¢ikabilir. Kabaklarda bol miktarda A, B ve C vitamini bulunur. 100 g kabakta
1.000-16.000 IU A vitamini, 0.18- 0.16 mg B1, 0.2-2 mg B2, 2-5 mg niacin ve 28-75
mg C vitamini bulunmaktadir. Kabak c¢ekirdeginin doymamis yag asitleri (%35-47),
protein (%33-36) ve karbonhidrat (%37) yoniinden zengin oldugu kadar, mineral
maddeler ve Ozellikle E vitamini yoniinden de olduk¢a zengin oldugu belirtilmistir.
Cerezlik olarak tiiketildiginde, tohumunda bulunan “piperazin” den dolayr bagirsak
parazitlerini dokmede etkilidir. Hazmi kolaydir ve mide rahatsizligi olanlara

onerilmektedir. Halk hekimliginde, bobrek tasi diisiirmede, kulak agrisim1 gidermekte



kullanilmaktadir. Zengin bir kaynak olmasi nedeniyle kabak cekirdeginden elde edilen
yag, sadece gida endiistirisinde degil, ilag ve kozmetik endiistirisinde de Onem
tastmaktadir. Yapilan arastirmalara gore, 100 g yas kabak c¢ekirdegindeki E vitamini
miktar1 3,8-4,5 mg iken, kavrulma sonunda E vitamini (tokoferol) yiikselmekte ve
kullanilan kabak hatlarina bagh olarak 13-18 mg’a c¢ikmaktadwr. E vitamininde
(tokoferol) oldugu gibi kavrulma sonunda yag asitleri kompozisyonunda da artis
olmaktadir. Zeytin ve kilic baliginda bulunan kolesterol diisiiriicii bir hidrakarbon olan

squalene’in kabak tohumlarinda da bulundugu bildirilmektedir (Yanmaz, 2004).
1.2. Molekiiler Sistematikte Kullanilan Markir Tipleri
1.2.1. Morfolojik Markirlar

Morfolojik 6zellikler tek genle kontrol edilebilir ve genetik markir olarak kullanilabilir.
Gorsel olarak degerlendirilebilen kalitatif Ozelliklerdir. Bu markirlar bitki dogasinda
vardir ve mutasyon sonucu ortaya ¢ikmuslardir (Aka-Kacar ve ark., 2001). Morfolojik
markir sayilarinin az olmasi, ¢evresel faktorlerden etkilenmeleri gibi dezavatajlara
sahiptirler. Bunlarin yani sira bu markirlar genellikle dominat Ozelliktedirler. Bu

markirlarin avantajlari ise analizlerinin kolay olmasidir (Ozcan ve ark., 2004).
1.2.2. Biyokimyasal Markirlar

Biyokimyasal markirlar genlerin iirettikleri proteinlerdir. izoenzimler farkhi olarak
yiiklenmis proteinlerdir (Staub ve ark., 1996). Elektroforez teknigi kullanilarak kolayca
ayrilabilirler. Enzimler spesifik biyokimyasal reaksiyonlar1 kataliz ederler. Belirli
enzimlerin substrat ve kofaktorleri eklenerek jel iizerinde goriilmesi saglanarak,
enzimatik reaksiyonlarin triinleri renkli olarak {iretilir. Renkli iriinler jel iizerinde
goriiliir bantlar olusturulur. Bu bantlar genetik temellere sahiptir. Kodominant markir
olarak genetik bilgi saglar. Bununla birlikte morfolojik karakterlere gore cok daha
yaygin kullanilmaktadir. izoenzim lokuslarinin azlig1 ve bazi enzim sistemlerinin cevre

kosullarindan etkileniyor olmasi kullanimlarini simirlar (Aka-Kacar ve ark., 2001).

Biyokimyasal markirlarin maliyeti, molekiiler markirlara oranla daha diisiiktiir. Daha az
is giiciiyle elde edilirler (Staub ve ark., 1996). Genetik cesitliligin tayininde enzim
sistemlerinin etkin sekilde kullanilmamasinin nedeni, enzim sisteminin sinirli sayida ve

izoenzimlerle elde edilen vasyonyonun kisith olmasidir (Che ve ark., 2003)



1.2.3. DNA Markirlan

Molekiiler markirlar DNA’nin aktif bolgelerinden (genler) veya herhangi bir genetik
kodlama fonksiyonuna sahip olmayan DNA dizilerinden gelistirilebilirler (Yildirim ve
ark., 2001). DNA’da bulunan poliforfizme dayanarak molekiiler markirlarin
gelistirilmesi; taksonomi, filogeni, ekoloji, genetik ve bitki 1slah1 alanlarinda yiiriitiilen

caligmalar1 biiyiik oranda kolaylastirmaktadir (Esposito ve ark., 2007)
Molekiiler Markirlarin Avantajlari;

1) Cevre faktorlerinden etkilenmezler,

2) Cekirdek ve farkli kalitim sekline sahip kloroplast ve mitokondri gibi organel

genomlar ayr1 ayr1 calisabilmektedir,

3) Genetik degisiklikleri daha fazla yansittiklari i¢in daha az pleiotrofiktir (bir

genin birden fazla karakteri kontrol etmesi),

4) Her bir ebeveynden gelen farkli karakterler tespit edilebilmesi i¢in bitkilerin

genetik orijini tespit edilebilir,

5) Sonsuz sayida molekiiler markirlar elde edilebilmektedir (Giilsen ve ark., 2005).
Molekiiler markirlari bitki molekiiler biyolojisinde kullanildig1 alanlara ornek olarak
bitki genom haritalamasi, markirlar yardimiyla 1slah (marker-assisted breeding), gen
klonlama, tohum saflig1 testleri ve saflik tayinleri ornek verilebilir (Roder ve ark., 1995;

Brown ve ark., 1996; Ayres ve ark., 1997).
Genetik markirlarla ilgili 6nemli kriterler:

Polimorfizm (Farkhilik Gosterme): Kullanilan bir markirin farkli genotipleri ayirt
edebilme yetenegidir. Markirlarin farklilik gosterme oranlar1 markir tipine ve bitki
tiirline gore biiyiik dlciide degismektedir (Yildirim ve ark., 2001). Polimorfizm oraninin

yiiksek olmasi tercih edilen bir durumdur.

Giivenilirlik: Ayn1 genetik materyal iizerinde yapilan bir markir analizinin her zaman,
her kosulda ayni sonuclar1 vermesidir. Giivenilirlik markir tipine gore degisir (Yildirim

ve ark., 2001).

Esbaskinhk (ko-dominathk): Markirlarin es baskin olmasi yani her iki allelinin de

ayirt edilebilmesidir. Bu tercih edilen bir durumdur (Yildirim ve ark., 2001).



Markir teknikleri kendi aralarinda PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu) temelli olmalari,
polimorfizm gosterme kaliteleri, dominant veya ko-dominant markirlarin tespitine izin
vermeleri, verimlilik, otomasyon ve maliyet acisindan farkliliklar gostermektedirler. En
sik kullanilan markir tekniklerinin bu 6zellikleri Cizelge 1,2°de verilmistir (Meksem ve

ark., 2005).

Cizelge 1.2. En sik kullanilan molekiiler markirlarin karsilastiriimas: (Meksem ve ark.,

2005).

Markir | PCR Polimorfizm | Dominanthik | Verim Otomasyon | Maliyet
Teknigi | Temelli

Olmasi1
RFLP Hayir Diisiik/Orta | Kodominant | Yiiksek | Diisiik Yiiksek
RAPD Evet Orta/Yiiksek | Dominant Diisiik Orta Diisiik
SCAR Evet Yiiksek Kodominant | Yiiksek | Orta Orta
SSR Evet Yiiksek Kodominant | Yiiksek | Orta/Yiiksek | Diisiik
AFLP Evet Yiiksek Dominant Yiiksek | Orta/Yiiksek | Orta
ISSR Evet Yiiksek Dominant Yiiksek | Orta/Yiiksek | Diisiik
STS Evet Yiiksek Kodominant | Yiiksek | Orta/Yiiksek | Diisiik

Dominant

DNA markirlar;

1) Hibridizasyona dayali markirlar (RFLP)

2) PCR’a dayali markirlar (RAPD, SSR, AFLP, SRAP vb.) seklinde 2 grupta
incelenebilir. Giintimiizde PCR’a dayali markirlarin kullanimi1 daha yaygindir. PCR’1n
gelistirilmesiyle birlikte varyasyonun molekiiler karakterizasyonunda modern devrim

baslamistir (Solmaz ve ark., 2010).

1.2.3.1. Hibridizasyona Dayalh Molekiiler Markirlar

1.2.3.1.1. RFLP (Kesilen Fragmentlerin Uzunluk Polimorfizmi)

Hibridizasyona dayali ko-dominant bir markir sistemidir (Sambrook ve ark., 1989).
RFLP dokulardan izole edilen genomik DNA’nm niikleik asit dizilislerini tantyan DNA
kesim enzimlerince spesifik olarak kesilmesi ve olusan DNA parcalarmin elektroforez
de ayrildiktan sonra naylon ya da nitroseliloz membrana transfer edilerek DNA

proplariyla etiketlenmesi esasmna dayanir. RFLP markirlar ile tiirler arasindaki ve




icindeki farklilik kolayca belirlenir (Botstein ve ark., 1980). Giivenilir, esbaskin (ko-
dominat) Ozellikte olup, polimorfizm orani orta diizeydedir (Yildirim ve ark., 2001).
Dezavantaji ise analizlerinin pahali, fazla zaman, isgiicii gerektirmesi, fazla miktarda ve

yiiksek kalitede DNA’ya ihtiya¢ duyulmasidir (Walton, 1993).
1.2.3.2. PCR Teknigine Dayah Molekiiler Markirlar

PCR’da genetik materyalin ¢cogaltilmasi esastir. PCR’1n ¢alisma prensibi oldukca basit
olup, izole edilen hedef genetik materyallerin (DNA veya RNA), spesifik kisa
oligoniikleotid primerler, 1siya dayanikli Taq polimeraz enzimi yardimi ile in-vitro

kosullarda ¢ogaltilmasi esasma dayanir (Arda, 1995).

PCR kaynakli markir sistemlerinde 10-25 bp uzunlugunda primer olarak adlandirilan
oligoniikleotidler kullanilir. Bu primerler genomda baglandiklar: yerlerin arasini, eger
3-4 kb’nin altinda olursa 1-1,5 milyon defa ¢ogaltirlar. PCR kaynakli polimorfizmin
sebebi, kromozom diizeyinde meydana gelen yerlestirme ya da iptal olmasi, mutasyon
nedeniyle olusan primer yapisma bolgesi kazanci ya da kaybi olabilir. Genomdaki
degisik yerlerdeki polimorfizmi bulmak i¢in primerler degisik sekilde tasarlanabilir.
Farkli primerler veya primer kombinasyonlar1 kullamilarak farkli markirlar
gelistirilebilmektedir. PCR reaksiyonlar1 sirasinda kullanilan sartlar, iiretilen bantlar ile
bantlarin tekrarlanabilirligini etkiler. Bunlar DNA ve magnezyum konsantrasyonu
(MgClp), primerlerin DNA dizinine en uygun yapisma sicakligi ile primerlerin

uzunlugudur (Giilsen ve ark., 2005).
1.2.3.2.1. RAPD (Rastgele Cogaltilmis Polimorfik DNA) Yontemi:

RFLP metodundaki zorluklardan dolayi, PCR tekniginin getirdigi avantajlardan
yaralanmak icin RAPD teknigi gelistirilmistir. Sistemin temeli, rasgele tasarlanmig 6-10
baz uzunlugundaki RAPD primerleriyle PCR yapilmasi ve bireyler arasindaki farkliligin
belirlenmesidir (Williams ve ark., 1990).

PCR arasindaki primerler tesadiifl olarak genoma baglanmakta olup, baglanilan bolgeler
cogaltilmaktadir. PCR {iriinleri, elektroforez edildikten sonra ethidium bromide ile
boyanarak olusan polimorfik bantlar dikkate alinarak bireyler birbirlerinden
ayrilmaktadir. Kullanilan her RAPD primeri i¢in olusan PCR fiiriinleri iki grup icerisinde

incelenmektedir. Birincisi degisken olarak adlandirilirlar ve bunlar niikleotitlerdeki



inversiyon, delesyon (silinme) ve primer baglanma bolgelerindeki niikleotit
degisikliginden kaynaklanmaktadir. Ikincisi, degisken olmayanlar (monomorfik) olarak
adlandirilmaktadir (Williams ve ark., 1990).

RAPD analizi temelde basittir. Teknigi kullanmak i¢in dizilim (sekans) analizine gerek
yoktur. Uygulanmasi hizli ve kolaydir. Cogaltma islemi normal PCR kosullarindan
farkli olmakla birlikte primer baglanma sicakhgi ¢ok diisiik (35-37 °C) tutulmakta ve
tek bir primer kullanilmaktadir. Markirin uygulanmasinin PCR temelli olmasi, Orta ve
yiikksek polimorfizm gostermesi, hizli ve kolay olmasmin yam swra diisiik maliyetli
olmas1 yoniinden avantajlidir. Dominant markirlar olusturulmasi, PCR esnasinda yanlis
eslesmelerin olusu, PCR sartlarindaki kiiciik bir degismenin bile sonuglar1 etkilemesi ve
laboratuarlar arasinda tekrarlanma problemine sebep olmasi teknigin dezavantajini
olusturmaktadir (Williams ve ark., 1990, Dos Santos ve ark., 1994, Thormann ve ark.,
1994).

1.2.3.2.2. AFLP (Cogaltilan Fragmentlerin Uzunluk Polimorfizmi) Yontemi:

Ebeveynler ve 1slah sonucu elde edilen bireylerin DNAlar1 iki restriksiyon enzimiyle (4
baz, 6 baz) kesilmekte olup DNA’nin kesilmesi sonucu olusan bu DNA parcaciklarina
adaptorlerle birlestirme (ligasyon) islemi uygulandirmaktadir. Ligasyon iiriinleri birer
baz ilave edilmis primerlerle PCR yapilmakta olup, elde edilen PCR iiriinleri 3 baz ilave
edilmis primerlerle (primerlerden birisi radyoaktif ya da fluoresent ile isaretlenmekte)
secici PRC’a tabi tutulmaktadir. PCR fiirtinleri poliakrilamid jelde yiiriitiilerek olusan
polimorfizme gore sonucglar degerlendirilmektedir. Tek bir reaksiyonda 30-150 bolge
tanimlanabilmesi ve sonuglarin tekrarlanabilir olmast en Onemli avantajimni
olusturmaktadir. Dezavantajlar1 ise, pahali olmasi, laboratuar ekipmanlarina gereksinim

duyulmasi ve dominant markir olmasidir (Vos ve ark., 1995, Ridout ve ark., 1999).
1.2.3.2.3. SSR (Mikrosatellit veya basit dizin tekrarlar1) Yontemi:

Mikrosatellitler 6karyotik genomlar boyunca dagilmis, tekrarl niikleotid dizileridir (1-6
niikleotid). Yiiksek yapili bitkilerin genomlarinda cok yaygin olarak bulunurlar. Bitki
genomlarinda yiiksek oranda polimorfizm gosterirler. Hizli ve kolay uygulanabilir bir
tekniktir. Bu markirlar kullanilarak elde edilen polimorfizm, ¢ogaltilmis bolgedeki

tekrarli niikleotid dizilerinin sayisindaki farklhiliktan kaynaklanmaktadir. SSR’lari
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cevreleyen korunmus DNA dizileri primer olarak kullanilarak, PCR metodu vasitasiyla
bir lokustaki farkli alleller tespit edilebilir (Oner, 2003). Kodominant kalitim &zelligi
gostermesi SSR markirlart i¢in bir avantaj olurken; pahali, zaman alici olmasi, fazla
miktarda emek gerektirmesi ve yeni markirlarin gelistirilmesinin giigliigii en 6nemli

dezavantajlarindandir (Biiyiikiinal ve ark., 2003; Li ve ark., 2001).
1.2.3.2.4. ISSR Yontemi:

Ters diizenlenmis yakin aralikli mikrosatellitlerin arasindaki bolgelerin (100-300 bg)
amplifikasyonuna dayanmaktadir. Bu bolgelerin amplifikasyonu i¢in kullanilan 16-18
be¢ (baz cifti) uzunlugunda tek primerleri iceren ¢ok sayida basit dizi tekrarlari, herhangi
bir ISSR motifi ve 5’ ya da 3’ ucuna baglanmis tesadiifi sec¢ilmis niikleotidlere
dayanabilir. Ayrica baglanmamis primerler de kullanilmaktadir. ISSR’lar genellikle bir
reaksiyonda 20-50 iriin cogaltilabilirler. Bu metodun en biiyiik avantaji, genomik
kiitiiphanelerin yapim agsamasinda pahali olmayip, ¢ok fazla zaman gerektirmemesidir.
ISSR markirlar1 daha cok dominat kalitim gostermektedirler. Eger mikrosatellitlerde
primerlerin baglanma bdolgeleri arasindaki mesafe degigmigse nadiren ko-dominant
kalitim gosterirler. ISSR markirlar1 6zellikle filogenetik caligmalar, genetik cesitliligin
degerlendirilmesi ve kiiltiirlerin tanimlanmasi calismalar1 icin uygundur (Giirkok,

2009).
1.2.3.2.5. SRAP Yontemi:

SRAP yontemi, kolay uygulanabilen, giivenilir ve etkin bir yontemdir. Bu teknik PCR
temelli yeni bir markirdir. Genomda kodlanan sekanslar1 hedef alan ve ortalama sayida
ko-dominant markirlar olusturan SRAP teknigi, 1ki primer amplifikasyonuna
dayanmaktadir. Primerler 17-18 niikleotitten meydana gelmekte olup, bunlardan biri
forward (ileri), digeri ise reverse (ters) primer olarak adlandirilmaktadir. Bu primerlerde
13-14 niikleotitten olusan bir ¢ekirdek sekans kismi vardir. Spesifik bir yapis1 olmayan
10-11 bazlik dizinin ardindan forward primerde CCGG, reverse primerde ise AATT
dizini gelmektedir. Bu kisimdan sonra 3 secici niikleotitten olusan boliim bulunmaktadir
(L1 ve ark., 2001). RAPD markirma gore daha tutarli sonuclar veren, AFLP markirlarma
gore de daha ucuz ve daha iscilik gerektiren bir markir teknigi olan SRAP yontemi,

genetik haritalarin olusturulmasinda, gen etiketlenmesinde, genomik DNA ve cDNA
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parmak izinin ¢ikarilmasi ve haritaya dayali klonlama gibi bir¢ok farkli amaca hizmet

etmektedir (Li ve ark., 2001).
1.2.3.2.6. STS Yontemi:

STS yontemi, PCR reaksiyonu ile gii¢lendirilen iriinlerin restriksiyon enzimleriyle
kesilmesi ve elektroforezle biiyiikliiklerine gore ayrilan bu kesilmis fragmentlerin
tespitini icerir. Primerler cDNA veya genomik DNA klonlarindan, klonlanan ve DNA
zincirleri tespit edilen RAPD ya da ISSR bantlarindan elde edilmektedir. (Konieczyn ve
ark., 1993; Jarvis ve ark., 1994)

1.2.3.2.7. SCAR Yontemi:

RAPD ve ISSR yontemleri gibi markir spesifitesi diisiik olan markirlarin giicii, bu
yontemlerle elde edilen bantlarin jel iizerinden cikarilarak, 3’ sonlarindaki DNA
zincirlerinin tespiti ve bunlarin daha uzun, dolayisiyla da spesifik primerler olarak PCR

reaksiyonlarinda kullanilmasi ile arttirilir (Paran ve Michelmore, 1993).
1.3. Baglanti Dengesizligi (Linkage Disequilibrium) Yontemi:

Bu yontem, bir populasyonda farkli lokuslarda ki allelerin tesadiifi olmayan iliskisi
olarak tamimlanabilir ve seleksiyon ve genetik yonlenme gibi faktorler tarafindan ortaya
cikarilir. F2. F3 ya da geri melezleme populasyonu gibi generasyonlarda baglanti
dengesizliginin en 6nemli nedeni ve lokuslar arasindaki fiziksel baglantidir. Bu durum

klasik baglanti haritalarinin temelini olusturmustur (Tanksley, 1993).

Iki farkli lokusda ki allelin birlikte bulunma olasiliginin, birbirinden bagimsiz olarak
goriilme olasiliginin farkli olmasi durumu olan baglant: dengesizligi (LD), bir baglilik
durumudur. Populasyon katmaninda, genomun degisik pozisyonlarinda tespit edilebilir.
LD’nin istatistiksel gecerliligi, drneklem boyutuna baghdir. LD’nin boyutuyla ilgisi

yoktur (Basic Population Genetics).

LD gametik faz dengesizligi, gametik dengesizlik ve allelik iliski olarakda
bilinmektedir. Mutasyon, go¢ ya da seleksiyonun yoklugunda polimorfik lokuslarda
baglant1 denge icinde olacak olup, bunun aksine baglanti, karigma ve seleksiyon LD’ nin

seviyesine arttiracaktir (Falconer ve ark., 1996).



12

LD ve Linkage (baglanti) terimleri birbirinden farkli olup, Linkage (baglanti) bir
kromozom iizerindeki fiziksel baglanti araciligiyla lokuslarin kalitsal iligkisini ifade
ederken, LD bir populasyonda alleller arasindaki korelasyonu ifade etmektedir. Siki
baglant1 LD’nin yiiksek diizeyde ¢aligmasiyla sonuglanir (Flint-Garcia ve ark., 2003).
LD durumundaki farkli lokuslarda bulunan alleller birbirlerine bagl olarak doélden dole
gecmekte olup, baglant1 esitligi (LE veya linkage equilibrium) durumunda ise farkli
lokuslardaki allelerin birbirinden bagimsiz olarak kalitimlar1 s6z konusudur (Oraquize

ve ark., 2007).

LD haritalama, Drosophila ve insan genetik hastaliklarinin ¢alisgilmasinda karmasik
sonuclarda kullanilmis olup, son zamanlara kadar bitki sistemlerinde kullanilmamustir.
Biiyiik oranda populasyon yapisinin etkileri nedeniyle bitkisel ve hayvansal sistemlerde
goriilen karmasik sonuglar tekniginin kullanimini smirlamaktadir. Gruplar icindeki
allelerin esit olmayan dagilimi ve populasyon tabakalagmasinin varlig: islevsel olmayan
sahte iligkilere neden olabilir (Knowler ve ark., 1988). Cogu yabani bitkide sinirli gen
akis1 ve onemli karmasik 1slah gecmisi germplasm icinde kompleks tabakalasma

olusturmakta olup, buda iliski caligmalarin1 zorlastirmaktadir (Sharbel ve ark., 2000).

Son yillarda diinyada cerezlik kabak bitkisinde genetik akrabalik tespiti calismalarinda
ISSR primerleri basari ile kullanilmaktadir. Bu ¢alismada zengin bir populasyona sahip
olan cerezlik kabak bitkisinin molekiiler karakterizasyonu yapilarak aralarindaki
akrabalik iligkilerinin ortaya konulmas: amag¢lanmistir. Caligma kapsaminda, Kayseri
ilinde cerezlik kabak tohumu ile ilgili yasanan sorunlara ¢oziim bulabilmek amaciyla
ciftci kaynaklarinda bulunan populasyon i¢i ve populasyonlar arasindaki varyasyon

diizeyi anlasilmaya calisilacaktir.
1.4. Kabakgillerde Yapilan Baz Onceki Calismalar

ISSR markirlar1 daha once yapilan bircok ¢aligmada kabakgiller kullanilmistir (Verma
ve ark., 2007; Behera ve ark., 2008; Yang ve ark., 2010; Dje ve ark., 2010).

Katzir ve ark. (2000), C. pepo’nun 28 genotipini karsilastirilmak icin Basit Tekrarli
Diziler Arasi Polimorfizm (ISSR) multilocus marker sistemi kullanilmistir. Calismada,

iki ana kiime gozlenmis, ayrica diger bazi onemli Ozellikler bakimindan anlamli
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gruplamalar iiretilmistir. Bu caligma ile SSR markirlarinin C. pepo igindeki tiir ici

iliskileri anlamak icin kullanilabilecegini gosterilmistir.

Paris ve ark. (2004), Cucurbitaceae’nin ekonomik 6neme sahip Cucurbita cinsine ait
bal kabag1 su kabagi, sakiz kabag tiirlerinin genetik iligkilerini, AFLP, ISSR ve SSR
markirlarint  kullanilarak analiz etmislerdir. Bu iic markir sisteminin benzerlik
matriksleri arasinda yiiksek diizeyde korelasyon bulunmus olup, korelasyon katsayilari
AFLP ve ISSR matriksleri arasinda 0.95, AFLP ve SSR arasinda 0.78 ve ISSR ve SSR
arasinda 0.77 olarak belirlenmistir. Genel olarak, kiimeleme ve alt kiimeleme iki yiiksek
poligenik Ozellikle meyve boyu sekliyle cok uyumlu bulunmustur. Hemen hemen tiim
karsilagtirmalarda grup ici genetik farklilik gruplar arasi genetik farkliliklardan daha az
bulunmustur. Kiiciik meyveli genotip “’miniatur ball’’. C. pepo icerisinde merkezi bir

pozisyonda yer almistir.

Sestili ve ark. (2011), Giiney Italya'dan toplanan 13 kavun populasyonu arasindaki
genetik iligkiler 100 ISSR primeri ve 15 morfolojik o©zellik kullanilarak
degerlendirmislerdir. Calismada kullanilan 100 ISSR primerinin 39'undan toplam 358
polimorfik bant elde edilmistir. Mantel testi, kavun ekotipleri arasindaki genetik
iligkileri tespit etmede morfolojik ve molekiiler veriler arasmnda disiik diizeyde

korelasyon oldugunu ortaya koymustur (r = 0.50).

Yildiz ve ark. (2011) Tirkiye'nin ¢esitli bolgelerinden toplanan 63 Tiirkiye menseli
kavun (Cucumis melo L.) genotipi ile yabanci 19 kavun genotipi arasindaki genetik
iliskileri karsilagtirmislardir. Caligmada, toplam 162 polimorfik markir elde edilmis
kavun genotipleri arasindaki genetik benzerligi tamimlamak icin kullanilmistir. Grup ici
genetik benzerlikler 0.46 ile 0.96 arasinda degismistir. Benzer bolgelerden toplanan
ilgili genotipler veya genotipler benzer kiimelere boliinmiistiir. Giineydogu Anadolu
genotipleri grup inodorus ve grup cantalupensis (tatli) genotiplerinden ayri1 olarak
belirginlesmistir. Bu sonug, Tiirkiye'nin kavun ikincil genetik gesitlilik merkezindeki

konumunu ortaya koymustur.

Inan ve ark. (2012), baz1 Cucurbita genotiplerinin kabuksuz tohumlarida dahil olmak
tizere molekiiler karakterizasyonu igin ISSR ve SRAP tekniklerinin etkinligini
belirlemislerdir. Calismada, bitki materyali, C. pepo'ya ait 16 genotip ve Cucurbita

moschata Duchesne'ye ait 4 genotip ve Cucurbita maxima Duchesne'ye ait 4
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genotipkullanilmigtir. Sekiz ISSR primeri kullanilarak 60 bant elde edilmistir. SRAP
caligmasinda ise 8 primer kombinasyonu kullanilarak toplam 71 bant elde edilmistir.
ISSR analizinde genetik benzerlik katsayilar1 0.07 ve 0.96 arasinda degismisirken
SRAP’da 0.13 ile 1.0 arasinda degismistir. ISSR ve SRAP genetik benzerlik datalari
arasindaki korelasyon katsayisi cok yiiksek ¢ikmistir (r = 0.947).

Rodrigues ve ark. (2014) tarafindan yapilan bir calismada 130 Cucurbita pepo L.
Ornegi arasindaki genetik benzerlikler AFLP ve RAPD teknikleri kullamilarak
belirlenmigstir. Olduk¢a yiiksek varyasyon (benzerlik katsayis1 0.37) bulunmustur. Bu
calisma, DNA markirlerinin bitki germplazm koleksiyonlarinin analiz edilmesinde

Onemli oldugunu ortaya koymustur.

Innark ve ark. (2014) tarafindan hiyarlarda yapilan caliyjmada 17 ISSR primeri
kullanilmig, bunlardan %85 oraninda polimorfik bant elde edilmis olup PIC degeleri
0.12 ile 0.45 arasinda degismistir.

Karaman ve ark. (2018), Cucurbitaceae familyasindaki 12 adet Momordica charantia
L. arasindaki genetik iliskileri 15 ISSR primeri ile analiz etmis ve elde edilen 113

banttan 59 adedinin polimorfik oldugunu belirlemislerdir.
1.5. Arastirmanin Amaci ve Onemi

Kayseri ilinde yapilan cerezlik kabak yetistiriciginde hibrit ya da standart genotip
cesitleri kullamilmayip ciftciler cogunlukla kendi yetistirdikleri tohumlardan secerek
tohumluk ihtiyaclarim1 karsilamaktadir. Ayni genotip kaynagi igerisindeki varyasyon
diizeyi bilinmemektedir. Bu 1slah programlarmin tasariminda da oldukc¢a dnemlidir. Bu
tez calismast Kayseri ilinde yetistiriciligi yapilan farkli genotip kaynaklarinda
varyasyon diizeyini arastirmak, genetik iliskileri tespit etmek ve baglanti esitsizligini

belirlemek amaciyla yapilmistir.



2. BOLUM

MATERYAL VE YONTEM

Bu tez ¢ahgmasi kapsaminda, 2014 yilinda Erciyes Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bahce

Bitkileri Boliimiine ait Laboratuarlarda yiiriitiilmiistiir.
2.1. Materyal
2.1.1. Bitki Materyali

Kayseri ilinin Develi, Yesilhisar ve Tomarza ilcelerinden temin edilen 14 farkh
populasyon ile ilk harfi 2D’ ile baslayan dis guruplardan olusan 140 cerezlik kabak
genotip fidelerinden elde edilen DNA’lar tez projesi kapsaminda kullanilmistir. Ele
alinan Kayseri ilinin Develi, Yesilhisar ve Tomarza ilcelerinden temin edilen cerezlik
kabak genotiplerinin tohumlar1 bez keseler igerisinde 2014 yili Subat aymda Erciyes
Universitesi Ziraat Fakiiltesine getirilmistir. Bu tohumlarin listesi asagida verilmistir
(Cizelge 2.1). Bu tabloda 1- ile baslayan genotipler 1 nolu ciftciden, 2- ile baslayan
genotipler 2 nolu ¢iftgiden temin edilmis olup, bu 140’a kadar devam etmektedir.
Ayrica kontrol amagh akraba gruplar caliymaya dahil edilmistir. Bunlarin listesi ve

isimlendirilmesi asagidaki gibidir:

D26: Su Kabagi (Develi/Kayseri)
D28: Kestane Kabagi (Adiyaman)
D34: Cerezlik kabak (Kayseri)
D36: Kudret nar1

D27: Siis Kabagi (Yozgat)

D29: Bal Kabag1 (Nevsehir)
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D35: Karpuz (Ticari)

D37: Karpuz (Ticari)

Cizelge 2.1. Kullamlan bitkisel materyal listesi

Genotip  Genotip  Genotip Genotip Genotip Genotip Genotip  Genotip  Genotip Genotip
Sira No Adi Sira No Adi Sira No Adi Sira No Adi Sira No Adi

1 1-1 32 5-4 63 9-8 94 14-2 125 21-3
2 1-2 33 5-5 64 9-9 95 14-3 126 21-4
3 1-3 34 5-6 65 9-10 96 14-4 127 21-5
4 1-4 35 5-7 66 10-1 97 14-5 128 21-6
5 1-5 36 5-8 67 10-2 98 14-6 129 21-7
6 1-6 37 5-9 68 10-3 99 14-7 130 21-8
7 1-7 38 5-10 69 10-4 100 14-8 131 21-9
8 1-8 39 6-1 70 10-5 101 14-9 132 21-10
9 1-9 40 6-2 71 10-6 102 14-10 133 D26
10 2-1 41 6-3 72 10-7 103 15-1 134 D27
11 2-2 42 6-4 73 10-8 104 15-2 135 D28
12 2-3 43 6-5 74 12-1 105 15-3 136 D29
13 2-4 44 6-6 75 12-2 106 15-4 137 D34
14 2-5 45 6-7 76 12-3 107 15-5 138 D35
15 2-6 46 7-1 77 12-4 108 15-6 139 D36
16 2-7 47 7-2 78 12-5 109 15-7 140 D37
17 2-8 48 7-3 79 12-6 110 15-8

18 29 49 7-4 80 12-7 111 15-9

19 2-10 50 7-5 81 12-8 112 15-10
20 3-1 51 7-6 82 12-9 113 20-1
21 3-2 52 7-7 83 13-1 114 20-2
22 3-3 53 7-8 84 13-2 115 20-3
23 3-4 54 7-9 &5 13-3 116 20-4
24 3-5 55 7-10 86 13-4 117 20-5
25 3-6 56 9-1 &7 13-5 118 20-6
26 3-7 57 9-2 88 13-6 119 20-7
27 3-8 58 9-3 &9 13-7 120 20-8
28 3-9 59 9-4 90 13-8 121 20-9
29 3-10 60 9-5 91 13-9 122 20-10

30 5-1 61 9-6 92 13-10 123 21-1

31 5-3 62 9-7 93 14-1 124 21-2
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Sekil 2.1 Primerlerin goriintiileri

2.1.2. ISSR Primerleri

ISSR analizleri i¢cin Cizelge 2.2°de listelenen 20 adet ISSR primerinden analizde 18

primer kullanilmistir.

Cizelge 2.2. Bu calisma c¢ercevesinde kullanilan primer adi, sekansi ve kullanilan bazi
sembollerin anlamlar1

Analizde
Pri Adi Sek (5553 DNA Disindaki Kullanilan
Hmer cranst Kodlar Primerler
*)
D=A,G,T,
DBDA(CA); DBDACACACACACACACA *
B=C,G,T
(CT)sTG CTCTCTCTCTCTCTCTTG *
(GT)sYA GTGTGTGTGTGTGTGTYA Y=CT *
(CA)%R CACACACACACACACAR R=A,G *
V=A,C,G,
VHVG(TG); VHVGTGTGTGTGTGTGTG *

H=A,C,T
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(TCC)sRY TCCTCCTCCTCCTCCRY R=A,G, Y=C,T *
H=A,C,T,

HVH(CA);T HVHCACACACACACACAT *
V=A,C,G

(AG),YC AGAGAGAGAGAGAGYC Y=C,T *
H=A,C,T,

HVH(TCC), HVHTCCTCCTCCTCCTCCTCCTCC *
V=A,C,G

(CAC)GC CACCACCACGC *

(GT)sGG GTGTGTGTGTGTGG /l *

(AGC)sG AGCAGCAGCAGCAGCAGCG *

(TAA)q TAATAATAATAATAATAATAATAA
B=C,G,T,

BDB(CA),C BDBCACACACACACACAC *
D=A,G,T

(GACA), GACAGACAGACAGACA // *

(AG)sT AGAGAGAGAGAGAGAGT *

(GA)YG GAGAGAGAGAGAGAGAYG Y=C,T *

(CA)AC CACACACACACAAC *

(CAC)¢ CACCACCACCACCACCAC *

(GAA), GAAGAAGAAGAAGAAGAA

2.2. Yontem

2.2.1. Bitki Materyalinin Eldesi

Molekiiler karakterizasyon i¢in serada yetistirilen bitkilerdeki gen¢ yapraklar
kullanilmigtir. Bunun i¢in her genotipten 10’ar tohum ekilerek hasat doneminde o
bitkiyi temsil eden bir tek DNA izolasyonu i¢in alman genc¢ yapraklar DNA

izolasyonuna kadar -80 °C’de buzdolabinda muhafaza edilmistir.
2.2.2. Genomik DNA Izolasyonu ve Protokolii

Calismada, Giilsen ve ark., (2005) tarafindan modifiye edilmis olan Doyle ve Doyle’nin
(1987) CTAB toplam DNA ekstraksiyon protokolii uygulanmis olup, her genotip 30 mg
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geng bitki dokusu kullanilmistir. Bu yontemde yaklasik 30 mg gen¢ yaprak havanda
ezildikten sonra 2.0 ml’lik tiiplere konulmus ve 1.2 ml ektraksiyon bufferini ilave
edilerek 6rnekler, sicakligi 65°C ye ayarlanmis olan su banyosunda 1 saat bekletilmistir.
Icerisinde yaprak ornekleri bulunan 2.0 ml’'lik tiipler her 10 dakikada bir hafifce
calkalanmistir. Bu islem bir saat boyunca devam edilmis olup, drnekler su banyosundan
cikarildiktan sonra oda kosullarinda bes on dakika bekletilerek 1sisinin diigmesi
saglanmustir. Sonra tiiplere 300 pl cloroform: octanol (24:1 hacim) c¢ozeltisi ilave
edilmis olup, tiipler oda kosullarinda her 2-3 dakikada bir hafifce onbes dakika boyunca
calkalanmustir. Icinde yaprak ornegi, 300 ul cloroform: octanol (24:1 hacim) c¢ozeltisi
bulunan tiipler daha sonra 14000 rpm’de bes dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij olan
orneklerin tist fazlar1 alinarak yeni 1.5 ml’lik tiiplere aktarilmistir. Yeni tiiplere aktarilan
tist fazlarm tizerine daha kaliteli DNA elde edebilmek icin tekrar 500 cloroform: octanol
(24:1) cozeltisi eklenip oda kosullarinda hafifce on dakika calkalanarak, tekrardan
14000 rpm’de bes dakika santrifiij edildikten sonra, tekrar 500 cloroform: octanol (24:1
cozeltisi ilave edilerek ve yavasca ters-tiiz yaparak karistirilip 14000 rpm’de bes dk
santrifiij edilmistir. Sulu kismu pipetle iist fazi ¢ekilip temiz 1.5 ml lik bir tiipe yeniden
aktarilmistir. Uzerine soguk (-20°C’de bekletilmis) isopropanol ilave edilmis olup, bu
asamada tiipler 14000 rpm’de iki dk calkalanarak DNA’nin ¢okmesi saglanmustir.
DNA’nin daha iyi ¢okelmesini saglamak igin Ornekler bir iki saat -20°C’de
bekletilmistir. Tiiplerin i¢cindeki isopropanol bosaltildiktan sonra tiipiin i¢ine, kalan
beyaz ¢okeltinin tizerine 500 yikama cozeltisini (%76 EtOH, 10 mM amonyum asetat)
ilave edilerek oda sicakliginda on dakika bekletip, 14000 rpm’de ii¢ dk. santrifiij yapip
ve sivi kismi uzaklastirilmis olup, DNA’nin yikanmasi saglanmistir. Beyaz c¢okelek
tamamen kuruyuncaya kadar ¢ceker ocakta bekletilip beyaz ¢okelti iizerine 300 ul TE (10
mM Tris, 0.1 mM EDTA, pH 7.4) ilave edilmistir. DNA konsantrasyonlar1 %1,0’lik
agaroz jel kullanarak belirlenmistir. izolasyon sonucu elde edilen DNA’lar 20 ng/l

ayarlanarak genotiplerin tespiti amaciyla agaroz jel ile analizlerde kullanilmustir.
2.2.3. DNA Miktan

Reaksiyonlarda kullanilacak olan DNA’larin temizligi ve miktar1 reaksiyon verimliligi
acisindan son derece 6nemlidir. Izolasyon sonrast DNA konsantrasyonu %1°lik agaroz

jel ile olciilerek 10 ng/-1 olarak ayarlanmistir.
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2.2.4. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Uygun reaksiyon kosullarin1 saptamak i¢cin genomik DNA ve MgCl, konsantrasyonlari
optimize edilerek, reaksiyonlar PCR cihazinda gerceklestirilmistir. PCR reaksiyonlar:
icin her tiip 15 1 olacak sekilde ayarlama yapilmistir (Cizelge 2.3).

Cizelge 2.3. ISSR analizleri PCR reaksiyon karigimu.

PCR Bilesenleri Her Ornek igin Kullamlan Miktar (pl)

Su 8.47

Buffer 1.5

Magnezyum 1.3
dNTP 0.33

TAG 0.4

Primer Her birisinden 1’er pl
DNA 2

TOPLAM HACIM 15 pl

Biitiin PCR reaksiyonlar1 bes basamakta gerceklesmis olup, basamak ve detaylar

Cizelge 2.3’te gosterilmistir.
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Sekil 2.2. DNA’larin PCR i¢in hazirlanmasi

Cizelge 2.4. PCR dongiisii

Basamaklar

Sicaklik / Siire / Dongii

On Denatiirasyon

94 °C /2 dk/ 1 dongii

Denatiirasyon 94 °C/ 1 dk / 34 dongii
Yapisma 40-53 °C / 2 dk / 34 dongii
Uzama 72 °C /2 dk / 34 dongii
Son Uzama 72°C /5 dk/ 1 dongii
Bekleme +4 °C

2.2.5. Agaroz Jel Elektroforezi

PCR iiriinleri %2’lik agaroz jelde 110 Volt ile 4-6 saat siiresince biiytikliiklerine gore

ayrilmistir. Ayrisan bantlarin biiyiikliigiinii belirlemek i¢in 100-3000 baz c¢ifti araliginda

DNA markirlar1 kullanilmistir. Jel konsantrasyonu 0.5 g/ml olan etidyum bromiir ile

boyanarak DNA goriintiileme cihazinda resimleri ¢ekilmistir.
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2.2.6. Polimorfizmin hesaplanmasi

Agaroz jelde goriintiilenen bantlarm her biri “1”, “0” veya “9” olarak kaydedilmis olup;

1: Bandn varligini
0: Bandin olmadigini
9: Degerlendirilemeyen bantlar1 gostermektedir.

Veriler NTSYS-pc (Numerical Taxonomy Multivariate Analysis System) version 2.11
paket programi (Rohlf, 2000) ile degerlendirilmistir. DICE analizi ile 6ncelikle bireyler
arasindaki benzerlik indeksleri hesaplanmustir (Dice, 1945). Benzerlik indekslerinden
yararlanilarak UPGMA metodu ile dendrogram olusturulmustur. Neighbour-joining
Analizi ile genotipler arasindaki uzakligi yani benzememezlik durumunu ortaya
cikarmak amaciyla farkhilik matriksi kullanilarak NTSYS programi vasitasiyla
Neighbour-joining dendogrami (NJ) elde edilmistir. Genetik cesitliligi farkli hiyerarsik
diizeylerde (populasyonlar arasi ve populasyonlar i¢i) incelemek amaciyla AMOVA
analizleri yapilmistir. Ayrica calisilan cerezlik kabak populasyonlarinda tespit edilen
markirlar arasinda tesadiifi olmayan baglantilar1 tespit edebilmek icin baglanti

dengesizligi (LD) analizleri yapilmustir.



3. BOLUM
BULGULAR VE TARTISMA

3.1. Primer Testleri

Sadece primer testleri icin 5 adet rasgele secilen cerezlik kabak genotiplerine ait DNA
ornekleri esit oranda alinarak karisim (bulk) DNA hazirlanmistir. Sekil 3.1°de gosterilen
primer testleri bu karisim DNA ile yapilmistir. Bu testlemenin amaci sentezi yaptirilan
isaretlenmis primerlerin calisip ¢alismadigini anlamaktir. Sonug olarak test edilen 20
primerden 18 tanesi (DBDA(CA);, (CT)sTG, (GT)sYA, (CA)R, VHVG(TG),,
(TCC)sRY, HVH(CA)/T, (AG);YC, HVH(TCC);, (CAC);G C, (GT)sGG, (AGC)G,
BDB(CA);C, (GACA);, (AG)sT, (GA)YG, (CA)sAC, (CAC)¢) skorlanabilir bantlar

ireterek, secilen 140 cerezlik kabak genotipine uygulanabilir bulunmustur.

SU:8 47
t 5

DNA:2
SICAKLIK :51C

Sekil 3.1. Yirmi adet primer test goriintiisii
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3.2. Cerezlik Kabak Genotiplerinin Karakterizasyonunda Polimorfizmin

Degerlendirilmesi

Calisma kapsaminda yer alan 140 adet cerezlik kabak genotipi arasinda genetik
cesitlilik toplam olarak 20 adet ISSR primeri ile arastirilmis olup, bunlardan yiiksek

amplifikasyon gosteren 18 primer ile ¢caligmalara devam edilmigtir.

Jel goriintiileme islemi sonrasinda goriintiilere bakilarak bantlarin varligi durumunda
”17, yoklugu durumunda “0” ve amplifikasyonun olmadigi durumlarda kayip verilere
“9” degerleri girilerek skorlama yapilmis olup, skorlama sonucunda elde edilen toplam
bant sayis1 (adet), polimorfik bant sayis1 (adet) ve polimorfizm oram (%) olarak Cizelge
3.1 de sunulmustur. Calismada kullanilan primerlerin polimorfizm oranlar1 asagidaki

sekilde belirlenmistir.
Polimorfizm Orani (%) = (Polimorfik bant sayisi/ Toplam bant sayis1) x100

Istatistiksel analizler toplamda 188 adet markir elde edilmis olup bunlardan 182 tanesi
polimorfik olarak tespit dilmistir. Toplam polimorfizm oran1 %98 olarak belirlenmistir.
En fazla markir sayis1 17 adet ile (CA)sAC primerinden elde edillirken en diisiik markir
sayisi ise 3 tane markir ile (GT)sGG primerinden elde edilmistir. Dolayisiyla verimlilik
acisindan en 1iyi primer (CA)cAC olarak tespit edilmistir. Bu allellerin genel
polimorfizm oram1 %98 olarak hesaplanmistir. Elde edilen toplam allel sayisi
bakimindan (CA)sAC lokusu en fazla alleli (17 adet) iiretirken, en az sayida alleli
(GT)¢6GG lokusu (3 adet) iiretmistir.140 genotip iizerinde denenen 18 adet
primerlerinden c¢izelge 3.1°te goriildiigii gibi genel olarak primerlerin %75’ inde %100

polimorfizm oldugu gdzlenmistir.

Calismada Kayseri ve cevresindeki ¢ografi orijinlere sahip genotipleri iceren Kabak
koleksiyonundaki polimorfizm orami oldukca yiiksek bulunmustur (%98). Elde edilen
polimorfizm %98 oran1 goz Oniine alindiginda ¢erezlik kabakta genetik ¢esitliligin ISSR
teknigiyle basarili bir sekilde analiz edilebilecegini gostermistir. Singh ve ark. (2007),
tarafindan yapilan calismada Momordica charantia L.’da ISSR markirlar1 agisindan
polimorfizm oram1 %78,4 olarak bulunmustur. Rana ve ark. (2016), tarafindan ayni
tirde yapilan caligmada ise %86.20 polimorfizm oram elde edilmistir. Bu sonuclar

uyum igerisindedir.
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Cizelge 3.1 Skorlama sonucunda elde edilen toplam bant sayis1 (adet), polimorfik bant
say1s1 (adet) ve polimorfizm oran1 (%) olarak gosterir ¢izelge.

NO . Skorlanan | Polimorfik | Polimorfizm
Primer Ad1

bant sayis1 | bant sayisi orani
1 DBDA(CA), 9 9 %100
2 (CT)sTG 5 5 %100
3 (GT)sYA 9 9 %100
4 (CA)zR 10 10 %100
5 VHVG(TG), 10 10 %100
6 (TCC)sRY 9 9 %100
7 HVH(CA),;T 12 12 %100
8 (AG);YC 10 10 %100
9 HVH(TCC), 14 14 %100
10 (CAC):G C 15 15 %100
11 (GT)eGG 3 3 %100
12 (AGC)eG 11 10 %91
13 BDB(CA),C 14 12 %86
14 (GACA)4 14 14 %100
15 (AG)sT 11 11 %100
16 (GA):YG 8 8 %100
17 (CA)6AC 17 16 %094
18 (CAC)s 10 9 %90

TOPLAM 191 186
ORTALAMA 10,6 10,3 %98

3.3. Benzerlik Indekslerinin Hesaplanmasi ve UPGMA Dendrogramin

Olusturulmasi

Cerezlik kabak genotipleri arasindaki genetik cesitliligi belirlemek amaciyla yapilan
caligmada elde edilen veriler NTSYS paket programu kullanilarak analiz edilmistir. Ilk
olarak genotipler arasindaki benzerlik indeksi DICE yontemi kullanilarak heplanmistir.
UPGMA dendrogramimdan anlasildig1 iizere toplam 140 cerezlik kabak genotipi
arasindaki benzerlik indeksi 0.47 ile 0.97 arasinda degismistir. Ortalama benzerlik kat

say1s1 0.72 olmustur. Belirgin gruplama tespit edilememistir. En uzak genotipler D36 ile
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11 olurken, birbirine en benzer genotipler ise 51 ile 53 numarali genotip, 104 ile 105, 16
ile 15, 212 ile 213, 219 ile 2110 numarali genotipler olmustur. Dis gruptaki bireyler
(D26, D27, D28, D29, D34, D35, D36, D37, 38) bizim bireylerden farkli oldugu tespit
edilmistir. ikinci ana grup da iireticilerden toplanan genotipler rnegin, 77, 78, 79, 710,
91, 910, 99, 97, 93, 96, 102, 107, 103, 104, 105, 106, 98 ve 92 genotipler ayni
kiimelemenin icgerisinde yer almis olup, bu istenilen bir Ozelliktir. Cerezlik kabak
bitkisinin monoik bitki yapisina sahip olmasimdan dolay1 tamamen yabanci tozlanmaya
acik oldugundan bazi genotipleri kiimelerin disinda goriiyoruz. Ornegin; 156 ile 134
nolu genotipler bir arada yer almistir. DICE matriksi ile UPGMA yontemi kullanilarak
yapilan dendrogramin ultrametrik mesafe matriksinin Mantel korelasyon kat sayis1 (r) =
0.85 olarak bulunmustur. Bu deger dendrogramin benzerlik matriksini iyi diizeyde
temsil ettigini gostermektedir (Mohammadi ve Prasanna, 2003). Calisilan yerel
genotipler arasinda tespit edilen genetik iliskilerdeki diisiik diizeyli yiiksek benzerlik
degerleri c¢esitler arasindaki genetik cesitliligin yiliksek diizeyde olabilecegini
gostermektedir. Bu katsaymin 0,9 degerine esit ve biiyiik olmasi durumunda elde edilen
dendrogramin benzerlik indeksini ¢ok iyi temsil ettigini bildirmistir. (Mohammadi ve
Prasanna, 2003). Guliyev ve ark., (2018) tarafindan yapilan caligmada benzer sonuclar
alimmistir. En yiiksek ve en diisiik benzerlik endeksleri sirasiyla 0.97 ve 0.36 olarak

tespit edilmistir.

Inan ve ark. (2012) tarafindan C. pepo Ornekleri arasinda genetik iliskilerin
belirlenmesi amaci ile ISSR ve SRAP teknikleriyle yapilan bir caligmada ISSR
analizinde genetik benzerlik katsayilar1 0.07 ve 0.96 arasinda belirlenirken SRAP
markirlart i¢cin 0.13-1.0 arasinda bulunmustur. Bu sonuclar bizim tarafimizdan elde
edilen bulgularla uyum icerisindedir. Bizim tarafimizdan elde edilen bulgular bu
sonuglar ile uyum icerisindedir. Bu sonug¢lar ile ISSR markirlarinin cerezlik kabaklarda

genetik iliskilerin belirlenmesinde basariyla kullanilabilecegini ortaya koymustur.
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3.4. ISSR verileri ile ortalama farkhihk matriksine gore yapilan neighbour-joining

dendrogramimin degerlendirilmesi

140 genotip arasindaki NJ analizi yapmak amaciyla ortalama farklilik matriksi
kullanilarak NTSY'S programu vasitasiyla neighbour-joining dendogram elde edilmistir.
Dendrogramin farklilik matriks indeks degeri 0.00-0.39 arasinda degismistir. Sekil 3.3
incelendiginde ilk goze carpan faktorler, tiirler bakimmdan bir genetik uzakligin s6z
konusu oldugu ve dendrogramm 0.00 indeks degerinde 2 ana grubu ayrildigidir.
Ortalama uzaklik yontemi ve NJ yontemine gore elde edilen toplam aga¢ uzunluklari
28.7 birimdir. Dendrogram incelendiginde, tiirler bakimindan bir genetik olarak,
birbirine tamamen benzer birey bulunmamistir. En biiyiik farklilik 156 ve D35 arasinda

bulunmus olup, iki birey arasindaki dal uzunlugu 0.78 olarak belirlenmistir.

Sekil 3.3. Neighbour-joining analizi ile 140 genotip arasindaki uzaklii gosterir
dendrogra
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3.5. ISSR verileri ile yapilan AMOVA (molekiiler varyans analizi) test
sonuclarmin degerlendirilmesi

Genetik cesitliligi farkli hiyerarsik diizeylerde (populasyonlar arasi ve populasyonlar
ici) incelemek amaciyla AMOVA analizleri yapilmistir. Hazirlanan 6rnek veri dosyasi
EK 1 sunulmustur. Analizler ARLEQUIN 3.5 paket programi kullanilarak yapilmaigtir.
Standart AMOVA testi i¢in toplam 188 lokus kullanilmistir. Anlamlilik testlerinde tiim
analizler i¢cin permiitasyon sayist 10.000 olarak belirlenmistir. Standart AMOVA
sonucunda populasyon i¢i varyasyonun toplam varyasyonun %68,4’tinii agikladigi tespit
edilirken, populasyonlar arasi varyasyon ise %31,6’m acikladig: tespit edilmistir. Bu
sonug, cerezlik kabak 1slah programlarinda populasyonlar arasi ve populasyonlar i¢i her

iki grup diizeyinde 6nemsenmesi gerektigini gostermektedir.

Varyasyon Kaynag Kareler Toplami Varyason Bilesenleri Varyasyon (%)
Populasyonlar arasi 1423.6 9.5 31.6
Populasyon ici 2303.5 204 68.4
Toplam 3727.1 29.9 100.0

ARLEQIN progranu ile yapilmis olup, AMOVA analizleri icin sadece kayip verisi
%5’ten daha az olan markirlar hesaplamada kullanildigindan 188 markirdan 99 tanesi
hesaplamalara dahil edilmistir. Hesaplamalara dahil edilen markirlar asagida cizelge

halinde verilmistir (Cizelge 3.2).

Cizelge 3.2. AMOVA analizlerinde kullanilan kayip verisi %5’in altinda olan markir
listesi.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19
20 21 22 23 24 25 44 45 46 47 48 49 50 51 52 53 91 92
93 94 95 9 97 98 99 100 101 116 117 118 119 120 121 122

123 124 125 138 139 140 141 142 143 144 145 146 147 148 149 150
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151 152 153 154 155 156 157 158 159 160 161 162 163 164 165 166

167 168 169 170 171 172 173 174 175 176 177 178 179 180

Kayip verisi %5’ten daha fazla olan markirlar hesaplamada kullanilmadigimmdan 188
markirdan 89 tanesi hesaplamalara dahil edilmemis olup bunlarin listesi asagida cizelge

halinde verilmistir (Cizelge 3.3).

Cizelge 3.3. Kayip verisi %5’ten fazla olan markir listesi

26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43
54 55 56 57 58 59 60 61 62 63 64 65 66 67 68 69 70 71
72 73 74 75 76 77 78 79 80 81 82 83 84 & 8 &7 88 89
90 102 103 104 105 106 107 108 109 110 111 112 113 114 115 126
127 128 129 130 131 132 133 134 135 136 137 181 182 183 184 185

186 187 18

3.6. Kullanilan populasyonlar arasi ortalama uzakhklar

Ortalama uzaklik yontemine gore ARLEQUIN programu ile hesaplanan uzaklik
degerleri asagidaki cizelge 3.4’te verilmistir. Kullanilan populasyonlar arasinda
ortalama farklilik (avreage distance) 0.10 ile 0.68 arasinda degismistir. En biiyiik (0.68)
farklilik 9 ile 14 nolu populasyonlar arasinda bulunurken en kiigiik (0.10) farklilik ise 1
ile 3 ve 10 ile 9 nolu populasyonlar arasinda bulunmus, 14 numarali populasyon diger
populasyonlardan oldukca farklidir. Ortalama genetik farklilik ortalamasi ise 0.5 olarak
hesaplanmistir. Bu populasyon dis gruplar1 igeren populasyondur ve muhtemelen bu
nedenle en farkli populasyon olarak bulunmustur. Bu sonu¢ ayni zamanda bizim
caligmamizin etkinliginin ne kadar yiiksek oldugunu ortaya koymaktadir. Dis grup
olarak kullanilan populasyonda bulunan genotiplerin agilimi su sekildedir: D26: Su
Kabagi (Develi/Kayseri), D28: Kestane Kabagi (Adiyaman), D34: Cerezlik kabak
(Kayseri), D36: Kudret nar1i, D27: Siis Kabag1 (Yozgat), D29: Bal Kabagi (Nevsehir),
D35: Karpuz (Ticari), D37: Karpuz (Ticari).
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Cizelge 3.4. Calismada kullanilan 15 adet populasyon arasi uzakliklar1 gdsteren matriks

1 2 3 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

15

1 0.00

2 022 0.00

3 0.10 0.23 0.00

4 039 050 028 0.00

5 021 038 036 0.20 0.00

6 030 041 0.15 0.36 0.17 0.00

7 032 048 0.25 041 028 0.17 0.00

8 029 042 0.19 040 028 0.16 0.07 0.00

9 037 047 024 051 035 032 043 0.32 0.00

10 024 041 020 044 027 025 0.38 0.29 0.10 0.00

11 025 037 015 033 0.16 0.17 0.30 0.21 020 0.16 0.0

12 042 055 0.27 047 027 028 041 039 044 037 0.14 0.00

13 035 047 020 040 024 022 0.37 032 039 032 0.08 0.16 0.00

14 053 0.65 040 0.62 050 051 0.53 0.53 0.68 0.58 048 0.56 047 0.00

15 036 048 020 044 025 0.26 036 033 043 034 028 0.28 0.27 048 00

3.7. Baglant1 Esitsizliginin (Linkage- Disequilibrium) tespit edilmesi

ARLEQIN programi kullamlarak yapilan LD yani baglant1 esitsizligi analizleri

sonucunda asagidaki bulgular elde edilmistir.

Baglant1 bulunmayan lokus analizine 6rnekOrnegin 10 ve 13 nolu lokuslar arasinda

D, D', r* ve Kikare P degerlerine gore herhangi bir baglant: bulunamamustir. Yani ayni

kromozom iizerinde degildir. Kikare P degeri 0.05 iizerinde oldugu i¢in (0.3914) 6nemli

degildir.

Lokus 10 ve 13

1: Gozlenendurum tablosu

Lokus 10\Lokus 13 | 11 Ol

0151217

1712l

Toplam gamet sayisi: 9

1121 01 2



2: Beklenen Degerler
Lokus 10\Lokus 1311 [0 |
111.5610.44|
015.4411.56l
3: Baglant1 dengesizligi degerleri (D=pab-pa*pb) biitiin 2 lokus karsilastirmalar1 icin
Lokus 10\Lokus 13 1 | 0 |
110.0494 1-0.0494|
01-0.049410.0494 |

4: standardize edilmis baglant1 dengesizligi degerleri (D'=D/Dmax)

Lokus 10\Lokus 131 1 | 0 |
111.0000 I-1.0000I
01-1.000011.0000 |

4: Standartize edilmis baglant1 esitsizligi ()

Lokus 10\Lokus 131 1 | 0 |
110.081610.0816l
010.081610.0816l

5: Kikare degerleri (Chi2=sqr(D)*n/(pa*(1-pa) *pb*(1-pb)))

Lokus 10\Lokus 131 1 | 0 |
110.734710.73471
010.734710.73471

6: Kikare P degerleri (1 d.f.)

Lokus 10\Lokus 13| Iro |

110.391410.3914l

010.391410.3914|
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Baglantih lokuslara ornek analiz

Ornegin 2 ve 14 nolulokuslar arasinda D, D', r2ve Kikare P degerlerine gore onemli bir
baglant1 bulunmustur. Yani ayni kromozom {iizerinde olduguna dair kuvvet bir delil
tespit edilmistir. Kikare P degeri 0.05 altinda oldugu i¢in (0.0027) 6nemlidir.
Lokus 2 ve 14
1: Gozlenen durum tablosu
Lokus2\Lokus14l 11 0l

0171017

1101212

1712l

Toplam gen sayist: 9
2: Beklenen Degerler
Lokus2\Lokus 14/ 110 |

015.4411.56l

111.5610.44|
3: Baglant1 dengesizligi degerleri (D=pab-pa*pb) biitiin 2 lokus karsilagtirmalari i¢in
Lokus 2\Lokus 141 1 | 0 |

010.17281-0.1728l

11-0.172810.1728l
4: Standartize edilmis baglant1 dengesizligi ()
Lokus 2\Lokus 141 1 | 0 |

011.00001-1.00001I

11-1.000011.0000I

4: Standartize edilmis baglant1 dengesizligi ()
Lokus 2\Lokus 141 1 | 0 |
011.000011.0000!
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111.000011.0000!
5: Kikare degerleri (Chi2=sqr(D)*n/(pa*(1-pa) *pb*(1-pb)) )
Lokus 2\Lokus 14l 1 | 0O |
019.000019.00001I
119.000019.0000I
6: Kikare P degerleri (1 d.f.)
Lokus 2\Lokus 14 1 | O |
010.002710.0027I
110.002710.0027 |

Lokus ciftleri arasinda baglant1 olup olmadig1 Cizelge 3.4’te gosterilmistir. Karsilarinda
‘+’ isareti bulunan ciftler arasinda ARLEQUIN programi tarafindan istatistiksel
anlamda baglant1 dengesizligi tespit edilmistir. Poliformik lokus basina baglantili lokus
sayilar1 ise Cizelge 3.5°te verilmistir. Ayn1 alt tiire ait bireylerin olusturdugu
populasyonda LD degeri diisiik bulunmus olup, zayif baglanti mevcuttur. Cerezlik
kabak yabanci dollenen bir tiir oldugu i¢in LD’nin diisiik olmas1 beklenen bir olgudur.

Benzer bir sonug Ocal ve ark. (2014) tarafindan karpuz bitkisinde rapor edilmistir.

Locus # | 2| 3| s| 7| 8| 9| 10] 13| 14| 19] 21| 23| 25| 27| 28| 43| 44| 46| 48| 53| 57| 58| 62| 63| 64| 65| 65| 67| 68| 69| 70

Cizelge 3.4. Onemli Baglint1 Esitsizlikleri Tablosu (anlamlilik diizeyi=0.05)

Her 77 polimorfik lokus i¢in baglantili bulunan lokus sayilar1 (%5 6nem diizeyinde)

asagidaki gibi bulunmustur.

Cizelge 3.5. Poliformik lokus basina baglantili lokus sayis1 (Anlamlilik diizeyi=0.05)
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Lokus Yapisma Yapisma Yapisma Yapisma
Sayisi Lokus Sayisi Lokus Sayisi Lokus Sayisi
2 1 53 8 86 4 128 6
3 4 57 8 87 10 129 9
5 10 58 0 88 2 130 2
7 9 62 8 91 9 133 5
8 9 63 0 93 5 136 7
9 9 64 16 96 10 137 5
10 1 65 17 97 17 139 5
13 10 66 8 98 10 140 19
14 1 67 10 99 8 142 0
19 2 68 0 100 11 144 10
21 10 69 4 117 10 145 10
23 5 70 10 119 10 148 10
25 20 78 7 120 10 149 6
27 10 80 8 121 6 169 9
28 0 81 9 122 10 171 0
43 0 82 4 123 7 173 10
44 8 83 1 124 18 175 8
46 8 84 0 125 10 176 8
48 10 85 1 126 11 177 15
178 16




4. BOLUM

SONUC ve ONERILER

Bu caligma kapsaminda, Kayseri ilinin Develi, Yesilhisar ve Tomarza ilgelerinden temin
edilen 14 farkli populasyon ile ilk harfi 2D’ ile baslayan dis guruplardan olusan 140
cerezlik kabak genotipinin genetik analizi yapilmistir. Molekiiler karakterizasyon
calismalar1 taze yaprak oOrneklerinden DNA izolasyonu yapilarak gergeklestirilmistir.
Modifiye edilmis Doyle ve Doyle’nin (1987), CTAB Toplam DNA ekstraksiyon
protokoliinden faydalanilmistir. DNA amplifikasyonu ic¢in 18 farkli ISSR primeri
kullanilmigtir. Elde edilen veriler NTSYS ve ARLEQUIN programu kullanilarak analiz
edilmistir. NTSYS’le UPGMA ve PCR analizleri diger programla da populasyon i¢i ve
populasyonlar arast varyasyon dagilimmi gormek icin AMOVA analizleriyle
Olciilmiistiir. Ayrica ¢alisilan cerezlik kabak populasyonlarinda tespit edilen markirlar
arasinda tesadiifi olmayan baglantilar1 tespit edebilmek i¢cin baglant:1 esitsizligi (LD)

analizleri yapilmistir
Bu caligmadan elde edilen sonuglar asagida maddeler halinde 6zetlenmistir:

1. Kabak genotipleri arasinda genetik cesitliligin tespitinde 18 adet ISSR primeri
kullanilmis olup, bu primerlerin polimorfizim oranlar1 belirlenmistir. Toplamda 188
adet markir elde edilmis olup bunlardan 182 tanesi polimorfik olarak tespit dilmistir.
Calisilan 18 primerin polimorfizm seviyelerinin %98 ile oldukg¢a yiiksek oldugu
belirlenmistir. En fazla markir sayis1 17 adet ile (CA)6AC primerinden elde
edillirken en diisiik markir sayisi ise 3 tane markir ile (GT)6GG primerinden elde
edilmistir. Dolayisiyla verimlilik acisindan en 1iyi primer (CA)6AC olarak

belirlenmistir.

2. ISSR analizleri sonucunda genotipler arasindaki benzerlik indeksi, bireyler
arasindaki benzerlik katsayilari 0.47 ile 0.97 arasinda degigmistir. Ortalama

benzerlik kat sayis1 0.72 olarak tespit edilmistir. En uzak genotipler D36 ile 11 iken,
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birbirine en benzer genotipler ise 51 ile 53, 104 ile 105, 16 ile 15, 212 ile 213, 219 ile
2110 olarak belirlenmistir. D1g gruptaki bireylerin (D26, D27, D28, D29, D34, D35,

D36, D37, 38) bizim bireylerimizden farkl oldugu tespit edilmistir. 140 adet genotipin

PR

genetik benzerlik diizeyinin 0.47-0.97 degistigi ve temelde 2 ana grup olusturdugu

gorilmiistiir.

3.

DICE ve UPGMA yontemi kullanilarak hesaplanan 140 genotip arasindaki
benzerlik matriksi ile dendrogramin ultrametrik mesafe matriksinin Mantel
korelasyon kat sayist (r) = 0.85 olarak bulunmustur. Bu deger dendrogramin

benzerlik matriksini 1yi diizeyde temsil ettigini gostermektedir.

140 genotip arasindaki uzakligi yani benzememezlik durumunu ortaya cikarmak
amaciyla farklilik matriksi kullanilarak NTSYS programi vasitasiyla Neighbour-
joining dendogramu elde edilmistir. Ortalama uzaklik yontemi ve NJ yontemine gore
elde edilen toplam aga¢ uzunluklar1 28.7 birimdir. Dendrogman incelendiginde ilk
goze carpan tiirler bakimindan bir genetik olarak, birbirine tamamen benzer birey
bulunmamistir. En biiyiik farklilik 156 ve D35 arasinda bulunmus olup, iki birey
arasindaki dal uzunlugu 0.78’ dir.

ARLEQIN programu ile yapilmis olup, AMOVA analizleri icin sadece kayip verisi
%5’ten daha az olan markirlar hesaplamada kullamildigindan 188 markirdan 99

tanesi kullanilan populasyonlar arasi uzakliklar hesaplamalara dahil edilmistir.

Ortalama uzaklik yontemine gére ARLEQUIN programi ile hesaplanan uzaklik
degerleri en biiyiik (0.65) farklilik 2 ile14 nolu populasyonlar arasinda bulunurken

en kiigtik (0.10) farklilik ise 1 ile 3 nolu populasyonlar aras1 bulunmugtur.

Genetik c¢esitliligi farkli hiyerarsik diizeylerde (populasyonlar arasi ve populasyonlar
ici) incelemek amaciyla AMOV A analizleri yapilmistir. AMOV A molekiiler verileri
kullanarak populasyonlar arasindaki farklilasmayr tahminde bulunmaktadir.
Populasyon i¢i varyasyon toplam varyasyonun %68.4’ iinii aciklarken populasyonlar
arast varyasyon ise %31.6’m aciklamistir. Bu kabak 1slah programlarinda her iki

grup diizeyinde 6nemsenmesi gerektigini gostermektedir.

ARLEQIN programi kullanilarak yapilan LD yani baglant1 esitsizligi analizleri

sonucunda asagidaki bulgular elde edilmistir. Ornegin 10 ve 13 numarah lokuslar

arasmda D, D', r* ve Kikare P degerlerine gore herhangi bir baglanti
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bulunamamigtir. Yani ayn1 kromozom iizerinde degildir. Bu sekilde diger lokuslar
incelenerek P degerine bakilarak herhangi iki lokus arasinda baglanti olup olmadigi
Ogrenilebilir.

ARLEQUIN programu ile baglant1 dengesizligi (linkage disequlibrium) ile test
yapilmistir. Poliformik lokus basina baglantili lokus sayilar1 ve populasyonlar i¢in
elde edilen onemli baglant1 esitsizlikleri aymi alt tiire ait bireylerin olusturdugu
populasyonda LD degeri diisiik bulunmus olup, zayif baglant1 mevcuttur. Kabak

yabanci dollenen bir tiir oldugu i¢cin LD nin diisiik olmas1 beklenen bir olgudur.

ISSR analizlerinde 77 polimorfik lokus i¢in baglantili bulunan lokus sayilart (%5

Onem diizeyinde), lokus basina diisen toplam allel sayis1 2 ile 8 arasinda degismistir.

Bu calisma kapsaminda, Kayseri ilinin Develi, Yesilhisar ve Tomarza ilcelerinden
temin edilen 140 farkli cerezlik kabak genotipinin genetik analizi ISSR markor
teknigi ile arastirilmistir. Bu ¢alismada zengin bir populasyona sahip olan cerezlik
kabak bitkisinin molekiiler karakterizasyonu yapilarak aralarindaki akrabalik
iligkilerin ortaya konulmas: amaglanmistir. Sonu¢ olarak bu calismada, Kayseri
ilinde cerezlik kabakta tohum ile ilgili sorunlarin ¢dziimiinde bu genotiplerin genetik
olarak populasyon i¢i ve populasyonlar arasinda yiiksek diizeyde polimorfizme
sahip olduklar1 saptanmistir. Cerezlik kabak hatlarin tanimlanmasinda molekiiler

verilerin kullanilmasi gergek genetik iligkileri ortaya koymada etkin rol oynayabilir.
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1310
1100101011000101010111011101111110101101000011111000010001111110100001001111000101101101111011111000001111
1100000010010100111110111011111001111011001100000101101011110000010111100011111000

141

7?110000010110111010111110001000101011011000010101001001110000000110100011111111
1410

77100010010100111000111000001000101011011000011110001011110000000011100011111000

153
1010101001101000001000000100100000101000000011111000010001111110111101001111001001011000011111000001001100
1100100010010100111010111101001000101011111000011000000001110000000111101111111111

154

155
1000101011100000001000000111101110111111100011111000010011111110110101001111001001100111011111000001000000
1100101010010110111110111001001001101011111000010100001001110001010111101111111111

156
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157
1110101011001100001000000111100010101110000111111000010011111111101001001001001001110101011011000000001100

158
1000101011100000001000000101110100111100100111111000010001000010101111001111001001110101011111000000010000
1100101110010110111110111001001001101011111010010000000001110000000100000011111111

159

7772000000010110111010111111001001101011111010010000001011110000000110100111111111
1510

00101110010100111110111000101001101011011010011000000001110001010111101111111111

201
1110101011100001011001000001100000101000000111110000010001000010111101001111001001100000011111000000011100
1100101110010100111110111101001001101011111000010100000001110001010110111111111111

202
1000101000000011011001000001100000101000000011110000010001011111100000001001000110100000010111000000001100
1100101010010100101110111000000101101011111000010100000011110000000110000011111111

203
1010001011101001011011000101100000101000000011111100010001000010101100001111000000000000011111110000011100
1000101010010100101110111010001001101011011000010100000001100001010111101111111111

204

00000000010100101000111111001000101011111000110010001011110000000000000011111111

205
1010101000011101011011000101000000101000000111110000010001000011101100001001001001100010011111000000011100
1100100000010100101110111110101001101011010000111110001001100001010111100011111110

206

000101010010100101110111111101001101011011000010100000001111001010111100011111110

207
1010101011100001011011101111110010111100100011111000010001000010110000001111001011111100010101000000001100
1000101110010100111110111111101000101011011000010100000001110001010111101011111010

208

00101110010100111110111001101001101011111000010100000011110001010101101011110010

209
10011010111001011110011001011000001011000000111100000100011000101000000??111000000100000010101010000010000
1000011010010100111110011010001001101011000000010000000011100000010011001110110000

2010
1000101000000100111001100111100000101100000011110000010001000010110000001001000011000000010101010000000000
1000010010010100101110011100001001101011000000010000000011100001010111000011110000

211
1001101011100100111011101111100000101100000011111000010001100010101000001111000110101000010101010000000000
1000011010010100111110011010101001101011000000010000000011100011010111001111110000

212
1001101011100100111011101111100000101100000001111010010001110010101001001111000110101000011101010001000001
1100011010010110111110011010101001101011000100010000000011100011010011001111110000

213
1001101011100100111011101111100000111100000011111010010001110010101001001111000111101100011101110011000001
1000011010010110111110011110101001101011000100010000000011100011010011001111110000

214

7772011010010110111110011010101001101011000100010000000011100011010011001111111100

215
1001101011100101111011101111111011111110000011111010010001110010101001001111000011111110011101010010010001
1100011010010100111110011110101001101011000100010000000011000011010111001111111100

216

217
10011010111???00011000000101100000100000000011111000010001110011100000001001000000100000011101010010001001
1000011010010110111110011010001001101011000000010000000011100011010001001111100000

218
1001111011100101111011101111111011111110111011111010010001110011111101001111000011101101011101010001011001
1100011010010110111110011010101001101011000100010000000011100011010011001111111111
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219

7110001001101000010100110110000110110001100000000000100000000011111111101100011



EK-2 ARLEQUIN Proje Dosyasi

# This example make an AMOVA analysis based on a

# haplotypes defined in an external file.

# Data source: Excoffier, L., Smouse, P., and Quattro, J., 1992,

# Analysis of molecular variance inferred from metric distances

# among DNA haplotypes: Application to kabaklar engin igin ISSR verisleri,
# yayinlanmadi YL tezi.

[Profile]
Title="A Sample File Designed To Compute an AMOVA by computing a distance matrix "
NbSamples=10
GenotypicData=0
LocusSeparator=NONE
DataType=RFLP
[Data]

[[HaplotypeDefinition]]
HaplListName="56 human mtDNA RFLPs"
#Data from Excoffier et al. 1992 Genetics 131:479-491
HaplList= EXTERN "enginAmova27052019.txt"

[[Samples]]
SampleName="1"
SampleSize=9
SampleData= {

111
121
131
141
151
161
171
181
191
}
SampleName="2"
SampleSize=9
SampleData= {
211
221
231
24 1
251
261
271
281
291
}
SampleName="3"
SampleSize= 10
SampleData= {
311
321
331
341
351
361
371
381
391
3101
}
SampleName="5"
SampleSize=9
SampleData= {
511
531
541
551
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561
571
581
591
5101
}
SampleName="6"
SampleSize=7
SampleData= {
611
621
631
64 1
651
66 1
67 1
}
SampleName="7"
SampleSize=10
SampleData= {
711
721
731
74 1
751
76 1
771
78 1
791
7101
}
SampleName="9"
SampleSize=10
SampleData= {
911
921
931
941
951
96 1
971
981
99 1
9101
}
SampleName="10"
SampleSize=8
SampleData= {
1011
1021
103 1
104 1
1051
106 1
1071
108 1
}
SampleName="12"
SampleSize=9
SampleData= {
1211
1221
1231
1241
1251
126 1
1271
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128 1
1291
}
SampleName="13"
SampleSize=10
SampleData= {
1311
1321
1331
1341
1351
1361
1371
1381
1391
13101
}
SampleName="14"
SampleSize=10
SampleData= {
1411
1421
1431
144 1
1451
146 1
1471
148 1
1491
14101
}
SampleName="15"
SampleSize=10
SampleData= {
1511
1521
1531
1541
1551
156 1
1571
1581
1591
15101
}
SampleName="20"
SampleSize=10
SampleData= {
2011
2021
2031
204 1
2051
206 1
207 1
208 1
209 1
20101
}
SampleName="21"
SampleSize=10
SampleData= {
2111
2121
2131
2141
2151
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2161
2171
2181
2191
21101
}
SampleName="DIS"
SampleSize=8
SampleData= {
D26 1
D271
D28 1
D29 1
D341
D351
D361
D371
}

#Definition of the group structure:
[[Structure]]

StructureName="New Edited Structure"
NbGroups=1
Group={

e

oy

ngn

ngn

"G

e

ngn

"10"

"on

"3

"4n

"5

o

o

"DIS"
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