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Bu calismada Siirt ¢esidi DNA’si kullamlarak ‘CA’, ‘GA’, ‘AAC’ ve 'AAG’
motifleri ile zenginlestirilmis genomik kitUphaneler olusturulmustur. Her bir
kitUphaneden 57 klon olmak lzere toplam 228 klonun sekansi yaptirilmistir. Sekansi
yapilan 228 klondan 68 adedinin duplike klonlar oldugu, geriye kalan 160 klondan
da 94 adedinin tekrar dizisi igerdigi, bunlardan 5 adedinin ise 2 tekrar dizisi igerdigi
saptanmistir. BOylece 99 tekrar dizisinin bulundugu bdlgeler igin primer dizaynmi
yapilmaya calisilmis ve sonugta 84 cift primer dizayn edilmistir. Sonug olarak
sekanst yapilan 228 klonun %36.8'inin primere donistlgl tespit edilmistir. Bant
tretme bakimindan test edilen 84 primerden de 59 adet primer ciftinin (%70.2) bant
verdigi saptanmistir. Gelistirilen 59 primer arasindan 13 primer cifti 12 Pistacia
tirine ait olan 46 genotipin karakterizasyonunda kullanilmistir. Toplam 169 adet
allel elde edilmis ve bunlarin 165 adedi polimorfik bulunmustur. Primer basina diisen
toplam allel sayisi ortalamasi 13.0, primer basina dusen polimorfik allel sayisi
ortalamasi ise 12.7 olarak bulunmustur. 13 SSR primerinin ortalama polimorfizm
bilgi icerigi (PBI) 0.905, toplam ayirma guicli (AG) ise 5.39 olarak bulunmustur.
Pistacia genotipleri arasindaki Jaccard indeksine gore, antepfistigi genotipleri
arasindaki genetik benzerlik indeksi 0.08-0.98 arasinda degismistir. 46 adet genotip
arasinda genetik benzerlik agisindan birbirine en yakin gesitlerin Ketengdmlek ile
Kirmizi (0.98) ve Hacireso ile Siirt (0.98), en uzak genotiplerin ise PM-0104 ile
Uzun (0.08), PM-0104 ile Ashoury (0.08) ve PTX-0292 ile Ashoury (0.08) oldugu
belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Antepfistigi, SSR, Mikrosatellit, Pistacia.




ABSTRACT

MSc THESIS

DEVELOPMENT OF MICROSATELLITE MARKERSIN PISTACHIO AND
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In this study, genomic libraries enriched with the repeats of ‘CA’, ‘GA’,
‘AAC and ‘AAG were developed by using DNA of pistachio cultivar ‘Siirt’.
Selecting 57 clones from each library, a total of 228 clones were sequenced. Sixty-
eight of these were duplicates, while 94 contained repeatative sequences and five
contained duplicate sequences. Thus, primer development studies were attempted for
the regions containing 99 repeatative sequences. Finally, eighty-four primer
combinations were successfully designed. Among the sequenced clones, 36.8% of
them generated primers. Among 84 primers tested, 59 generated (70.2%) bands.
Among 59 primers generated, 13 primers were used to characterize 46 Pistacia
genotypes belong to the 12 species. A total of 169 allelles were generated of which
165 were polymorphic. Average allel number per primer was 13.0, while average
polymorphic allel number per primer was 12.7. Mean polymorphism information
content of 13 primers were 0.905, while total resolving power was 5.39. According
to Jaccard index beween 46 Pistacia genotypes changed from 0.08 to 0.98. The
closest genotypes were ‘Ketengdmlek’ — ‘Kirmizi' (0.98), and ‘Hacireso’- ‘Siirt’
(0.98), while ‘PM-0104'- ‘Uzun’ (0.08), ‘PM-0104’- *Ashoury’ (0.08) and ‘PTX-
0292'- ‘ Ashoury’ (0.08) were the most distant ones.

Key Words: Pistachio, SSR, Microsatellite, Pistacia.
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1. GiRIS Sidika Nezihe ZAL OGL U

1. GIRIS

Antepfistigimin  (Pistacia vera L.) ilk olarak Etiler doneminde Guney
Anadolu'da kudltire alimp vyetistirildigi ve Kral sofralarina girecek kadar kaliteli
klltdr cesitlerinin Uretildigi bilinmektedir. Antepfistigi, Miladi I.yy'da Romaya
oradan Ispanya'ya daha sonrada Fransa'ya yayilmustir. Antepfistiginin Amerika'ya
gegisi ise, 1853-1854 yillarina rastlamaktadir (Anonim, 2001).

Antepfistig: (Pistacia vera L.) Pistacia cinsi igerisinde yer alan, ticari degere
sahip olan, kuruyemis olarak alimp satilan ve meyveleri yenen tek tardir.
Antepfisiginin  iki anavatam vardr. Birisi; Anadolu, Kafkasya, Iran ve
Tarkmenistan’ in yiksek kisimlarin igine alan Y akin Dogu gen merkezi, digeri ise
Orta Asya gen merkezidir. Antepfistigimin kultdr formlarinin gen merkezinin ise
Anadolu, Iran, Suriye Afganistan ve Filistin oldugu bildirilmektedir. Antepfistig:
gunumuizde, 3045 glney-kuzey paralelleri arasinda ve genellikle kuzey yarim
kirede, mikroklima olarak ifade edilebilen alanlarda yetistirilmektedir (Tunalioglu,
2003). Antepfistigr yetistiriciliginin, ekonomik anlamda bu gen merkezleri icinde
bulunan Turkiye, Iran, Afganistan gibi Ulkelerde basladigi ve Etiler déneminde
meyve degeri 6grenilen bitkinin kiltire alindig: belirlenmistir.

Tarkiyenin yaklasik 56 ilinde antepfistigi Ureticiligi yapilmakla beraber
potansiyel Uretim Gaziantep, Kahramanmaras, Adiyaman, Sanlwurfa, Mardin,
Diyarbakir ye Siirt gibi illerde yogunlasmaktadir.

1995 yil1 verilerine gore (DIE, 1995) Tiirkiye antepfistigi agag sayisi 42,7
milyondur. Turkiye'de yaygin olarak yetistirilen ¢esitler Siirt, Kirmizi, Uzun, Halebi
ve Ohadi ¢esitleridir. Bunlardan Uzun, Kirmizi ve Halebi olarak tabir edilen cgesitleri
uzun daneli, i¢ renginin koyu yesil olmasi ve olaganistil tat ve aromasindan dolayi
ozellikle tathh ve pasta yapimi ile cikolata ve sekerleme sanayisinde tercih
edilmektedir. Diger Siirt ve Ohadi ¢esitlerinin ise, ¢itlaklik oranlar: yiksek, yuvarlak
daneli ve iri olmasi nedeniyle, Ozellikle gerezlik olarak tercih edilmesine neden
olmaktadir (Anonim, 2001).

Antepfistig1 dioik bir meyve tiridur. Erkek ve disi gigekleri ayr1 ayr1 agaclar
uzerinde bulunur ve tozlanma riizgérla olur. Oteki sert kabuklu meyvelerde oldugu
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gibi antepfistiginda da meyvenin yenilen kismu tohumu oldugundan, meyve eldesi
icin tozlanma ve dollenme zorunludur. Dollenmeyen cicekler dokulir veya
bunlardan ici bos (fis) meyveler meydana gelir, dolayisiyla verim dogrudan etkilenir.
Antepfistiginda cigeklenme zamanminin bilinmesi ve bu zamandaki hakim riizgarin
yonun tozlanma igin gok Onemlidir. Erkek agaglarin bahceye yerlestirilmesinde
hakim riizgarlarin esme yonu de dikkate alinmalidir.

Antepfistig1 periyodisite (agacin bir yil Uriin vermesi bir yil daha az vermesi
ya da hi¢c vermemesi) egilimi olan bir turddr. Antepfistigi lezzetli ve besin
elementlerince oldukga zengin bir meyvedir. 100 gram antepfistig: 594 kalori, 20.8 g
protein, 51.6 g yag ve 16.4 g karbonhidrat ve O kolesterol icermektedir. Ayrica 100
graminda, 500 mg fosfor, 1020 mg potasyum, 136 mg kalsiyum, 158 mg
magnezyum, 7.3 mg demir, 5.2 mg vitamin E, 7 mg vitamin C, 0.62 mg vitamin B1,
0.20 mg B2 ve 1.45 mg nikotinamide bulunmaktadir (Tunahoglu, 2003).

Antepfistigi meyvesi findik, badem ve yerfistigi gibi yagli meyvelerle
karsilastirildiginda protein, karbonhidrat ve kalori degeri olarak birinci, yag oram
acisindan ise findiktan sonra ikinci sirayr almaktadir. Besleyici 6zelliginin yam sira
sadece cgerez olarak degil seker ve sekerli Urlinler sanayinde de (dondurma ve
baklava) hammadde olarak kullamimaktadir. Antepfistigimin kandaki kolesterol
diizeyini dusurerek, kroner kalp hastalig: riskini azaltici, kan sekerinin yukselmesini
Onleyici ve de insan vicuduna olumlu etkilerinin oldugu ifade edilmektedir
(Tunahoglu, 2003).

Pistacia cinsi 11 veya daha fazla torin dahil oldugu Anacardiaceae
familyasinin bir Gyesidir (Kafkas, 2006a). Turkiye' de yaklasik 66 milyon yabani
Pistacia agac1 bulunmaktacir (Kuru ve Ozsabuncuoglu, 1990). Turkiye' de en fazla
rastlamlan baslica yabani Pistacia turleri; P. terebinthus, P. eurycarpa, P. khinjuk,
P. palaestina, P. atlantica ve P. lentiscus dur (K afkas, 2006a).

Bitkiler arasindaki genetik varyasyonlarin belirlenmesinde ve bunlarin
siniflandirilmasinda  6ncelikle  morfolojik, fizyolojik ve sitolojik  Ozellikler
kullanilmig, daha sonra ise biyokimyasal markorler gelistirilmistir. Son zamanlarda

ise molekiler seviyede calismalar yapilmaktadir (Scarano ve ark., 2002).
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Genetik  kaynaklarin  karakterizasyonu morfolojik ve genetik olarak
yapilabilir. Klasik gekirdek koleksiyonlarin olusturulmasinda cografi ve morfolojik
karakterizasyon verilerinden yararlanilmaktadir (Ford-Loyd, 2001). Agronomik
karakterler genellikle polimorfik yapida oldugundan cevreden Onemli Glglide
etkilenirler. Bu nedenle genetik degisiklikleri izlemenin 6nemi buytktir. Genetik
karakterizasyonda kullamlan  molekuler  tekniklerin, c¢evresel kosullardan
etkilenmemesi, analizin bitkinin herhangi bir parcasinda ya da blyime déneminde
yapilabilmesi, analiz sayisinin zamanla ve materyalle sinirli olmamasi, analizin
bitkinin ¢ok kuguk orneklerinde yapilabilmesi, DNA analizleri ile stabilitenin en
duyarli bicimde belirlenebilmesi ve cansiz Orneklerde de karakterizasyonun
yapilabilmesi gibi olumlu 6zelliklerinin yaninda; genis bir genetik tarama icin uygun
olmamasi, sonuglarin genomun ¢ok kucuk bir boliminu karakterize etmesi ve
agronomik 6nemi olan genlerin analizinde istenilen diizeye gelinmemis olunmasi
gibi olumsuz 6zellikleri de vardir (Ozgen ve ark., 2000).

Biyoteknolojik karakterizasyon calismalari sayesinde aym materyalin gen
bankasina girisi engellenir, genotiplerin tam olarak “parmak izi” olusturulur, gen
bankasinda ya da dogal kosullarda genetik cesitlilik belirlenir ve blyuk
koleksiyonlarda gesitliligin dnemli bir kismini en az 6rnekle temsil edebilen gekirdek
koleksiyonlar olusturulur (Dodds ve Watanabe, 1990).

Molekuler markorler, kaynagim kendilerinin Gretildigi bitkilerin hiicrelerinde
bulunan DNA’lardan alir. Canlilarin yapisini belirleyen sifrede DNA zincirlerinde
oldugundan molektler markdrler, bitki populasyonundaki cesitlilik veya o
populasyon icgindeki bitki genotipleri arasindaki iliskilerin tespitinde %100’ e yakin
guvenirlilikle degerlendirilirler. Bugin molekiler markorler bitki sistematiginde,
1slahinda ve gen kaynaklarimin degerlendirilmesinde etkin olarak kullamlmaktadir
(Gulsen ve M utlu, 2005).

Tek lokus ile idare edilen morfolojik 6zellikler, degisik cevre kosullarinda
ifade edilebildigi strece genetik markor olarak kullanilabilir. Kodominant morfolojik
markorler seleksiyonla genetik tepkiyi onceden bildirse de cevresel ve genetik
(epistasis) faktorlerden etkilenirler (Staub ve ark., 1996).
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Protein ya da DNA’da bulunan polimorfizme dayanan molekiler markdrlerin
gelistirilmesi; taksonomi, filojeni, ekoloji, genetik ve bitki 1slahi alanlarinda
yuritilen calismalart blyuk oranda kolaylastirmaktadir. Molekiler markorler
genetik kaynaklar icerisindeki cesitliligin arastirilmasinda, genotipler arasindaki
genetik yakinliklarin ortaya cikarilmasinda, c¢esitlerin tammlanmasinda, tohum
safliginin belirlenmesinde,  sistematik  calismalarinda  ve genetik  kaynak
koleksiyonlarinin  bazi spesifik genler bakimindan taranmasinda etkin sekilde
kullamlmakta olup bdylece klasik bitki 1slahi sirecinde karsilasilan problemlerin
¢Ozimune olanak tanmyarak bitki i1slahgilarina yeni ufuklar agmaektadir (Kumar,
1999; Levi ve ark., 2001).

Zorluk, guvenilirlik, maliyet ve bilgi Gretme bakimindan birbirinden farkl:
olan PCR’a (Polymerase Chain Reaction) dayal1 her bir markér sisteminin (RAPD,
AFLP, SSR vs.)) avantg ve dezavantajlar1 bulunmaktadir (Lee, 1995; Rafalski ve
ark., 1996).

Bitkilerde genetik iliskileri ortaya gikarmak icin kullamlan ilk DNA markdori
RFLP (Restriction Fragment Lenght Polymorphism) olmustur. RFLP kodominant
molekuler markor teknigi olmasina karsin, bu yontemin uzun zaman almasi, hizl
olmamasi ve maliyetinin ¢ok yiksek olmasi PCR (Polymerase Chain Reaction)’ a
dayal1 molekiler markdrlerin gelismesine neden olmustur. Bu markérlerin bazilari
RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA), AFLP (Amplified Fragment Lenght
Polymorphism) ve mikrosatellitlerdir (Tanskley ve ark., 1989).

Bazi arastiricilara gore, Williams ve ark. (1990) tarafindan gelistirilen RAPD
(Random Amplified Polymorphic DNA) teknigi maliyeti disik ve cabuk
uygulanabilir olmasi nedeniyle hizli bir sekilde yayilmistir. Ancak markoérin
dominant Ozellikte olmasi, teknigin tekrarlanabilirliginin ve guvenilirliginin diger
tekniklere gore daha distk olmast bu yontemin dezavantajlarim olusturmustur
(Martin veark., 2000; M attioni ve ark., 2002).

Kolay uygulanabilen, guvenilir ve etkin olan SRAP (Sequence Related
Amplified Polymorphism), Li ve Quiros (2001) tarafindan gelistirilmis PCR temelli
yeni bir markor sistemidir. Genomda kodlanan sekanslar: hedef alan SRAP teknigi,
iki primer amplifikasyonuna dayanmaktadir. Primerler 17—-18 nikleotitten meydana
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gelmekte ve bunlardan biri forward (ileri), digeri ise reverse (geri) primer olarak
adlandiriimaktadir (Li ve Quiros, 2001).

RAPD markoérlerine gore daha tutarli sonuclar veren, AFLP markorlerine
gore de daha ucuz ve az iscilik gerektiren bir markor teknigi olan SRAP; genetik
haritalarin olusturulmasi, gen etiketlenmesi, genomik DNA ve cDNA parmak izinin
cikarilmast ve haritaya dayali klonlama gibi birgok farkli amaca hizmet
edebilmektedir (Li ve Quiros, 2001).

Zietkiewicz ve ark. (1994) tarafindan gelistirilen ISSR (inter-simple
sequence repeats) tekniginde hazir Uretilmis olan 2'li, 3’14, 4’14 ve 5'li tekrarlanan
bazlara sahip primerler kullamlmakta ve elde edilen PCR drini agaroz jelde
kosularak etidiyum bromit ile boyandiktan sonra belirlenebilmektedir. ISSR’da
esbaskinlik gorilmemesi ve her bir primerin DNA'ya yapisma sicakliginin
belirlenmesi bu yontemin dezavantajidir.

AFLP (Amplified Fragment Lenght Polymorphism) ve SSR (Simple
Sequence Repeats) teknikleri en fazla gindemde olan molekiler markor
teknikleridir. AFLP teknigi PCR esasl1 olup bu teknikte polimorfizm oram oldukga
yuksektir. Yuksek orandaki tekrarlanabilir 6zelligi ve polimorfik bant sayist AFLP
teknigini 6n plana ¢ikarmasina karsin, bu teknigin uygulanmasinin pahali olmas: ve
amplifiye olmus bantlarin ortaya ¢ikarilmasinda radyoaktif madde veya florasans
boyama istemesi bu yontemin uygulanmasini sinirlamaktadir (Vosve ark., 1995).

Mikrosatellit DNA dizileri Okaryotik genomlar icin mikemmel bir
polimorfizm kaynagidir. SSR (Simple Sequence Repeats) polimorfizm seviyesi
disUk olan turlerde gesit tayininde ve genetik haritalarin olusturulmasinda son derece
etkin bir sekilde kullamlmaktadir (Staub ve ark., 1996). SSR tekniginde
polimorfizm oran yiksek olmasina karsin, primerlerin gelistirilmesi i¢in 6n calisma
gerektiginden maliyetli bir yontemdir (Goulao ve ark., 2001). Ancak 6teki PCR’a
dayal1 tekniklere gore daha fazla bilgi icermesi, kodominant ve kararli markor sistem
olmas, tekrarlanabilir ve otomasyona uygun olmasi, az DNA gerektirmesi, yiksek
polimorfizm gostermesi ve bazen coklu allel vermesinden dolay: ¢ok kullamsli bir
yontemdir (Powell ve ark., 1996). Bu teknikte ortaya ¢ikacak bantlar arasindaki
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mesafe ¢ok yakin olacagindan analizde ya radyoaktif madde kullanmak ya da Li-Cor
veya ABI gibi genetik analizor cihazlarini kullanmak gerekebilir.
Bu calismanmin amact,
1) Antepfistigi (P. vera) icin mikrosatellit (SSR) primerleri gelistirmek,
2) Gelistirilen  mikrosatellit  primerlerin yabani  Pistacia tirlerindeki
kullanilabilirlik durumlarim ortaya koymak ve
3) Gelistirilen SSR primerlerini kullanarak 12 Pistacia tirine ait toplam 46
Pistacia genotipi arasindaki filogenetik iliskileri incelemektir.



2. ONCEKIi CALISMALAR Sidika Nezihe ZALOGL U

2. ONCEKI CALISMALAR
2.1. Pistacia Turlerinde Yapilan Filogenetik Arastirmalar

Pistacia cinsinin siniflandiriima galismalart ¢ok az sayidadir ve mevcut
calisgmalarin cogu morfolojik verilere dayanmaktadir. Pistacia cinsinde morfolojik
verilere dayal1 olarak genis capta ilk simflandirmayr Zohary (1952) yapmustir.
Arastiric 11 tirdn bulundugu Pistacia cinsini 4 temel gruba ayirmustir:

1) LenticellaZoh.= P. mexicana, P. texana

2) Eu-Lentiscus Zoh.= P. lentiscus, P. weinmannifolia, P. saportae,

3) ButmelaZoh.= P. atlantica

4) Eu-Terebinthus Zoh.= P. terebinthus, P. palaestina, P. khinjuk, P. vera ve

P. chinensis

Arastirict ayrica P. atlantica’ya ait 2 c¢esit (var. latifolia, var. kurdica), P.
terbinthus a ait 2 gesit (var. macrocarpa, var. oxycarpa) ve P. khinjuk’ a ait 4 ¢esit
(var. populifolia var. macrocarpa, var. glaberrima, var. microphylla) tammmlamustir.

Yaltinik (1967), Turkiye deki Pistacia turlerini simflandirmis ve Zohary' nin
P. atlantica var. kurdica olarak tanimlacdig: bitkileri P. eurycarpa adinda yeni bir tur
olarak tammlamustir. P. eurycarpa turtinin P. atlantica tiriinden esas olarak yaprak
ve meyve Ozellikleri bakimindan farkli oldugunu agiklamistir. Arastirici, P.
palaestina ve P. terebinthus tirlerinin morfolojik dzelliklerinin gok benzer oldugunu
belirtmis ve bu nedenle bu iki turt P. terebinthus tird altinda toplamistir: P.
terebinthus subsp. terebinthus, P. terebinthus subps. palaestina.

Parfitt ve Badenes (1997), RFLP teknigi ile kloroplast genom analizine
dayal1 olarak 10 Pistacia tur arasindaki filogenetik siniflandirmayi yapmislardir.
Sonu¢ olarak, Pistacia cinsini Lentiscus (P. lentiscus, P. weinmannifolia, P.
mexicana, P. texana) ve Terebinthus (P. terebinthus, P. palaestina, P. vera, P.
chinensis, P. integerrima, P. khinjuk, P. atlantica) olmak Uzere iki gruba
aywrmuslardir. Aragtiricilar, P. vera ile P. khinjuk ve P. mexicana ile P. texana turleri
arasinda farklilik bulamadiklart igin aym tar olabileceklerini hipotez eimislerdir.

Kafkas ve Perl-Treves (2001), P. eurycarpa, P. vera, P. atlantica ve P.

terebinthus turlerini morfolojik ve molekiler seviyede tammlamislardir. Morfolojik
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calisma sonuglarina gore, P. khinjuk olarak toplanan 6rneklerin yapilan soyagaci
analizinde P. vera'ya, P. atlantica turiine gore daha yakin oldugunu belirlemislerdir.
Ancak bazi genotiplerde yaprak sapi kanadina rastlanmistir. Molekiler calismada
RAPD teknigi kullanilmistir. 40 yabani Pistacia genotipi ile iki P. vera gesidi bu
teknikle analiz edilmis ve 10 polimorfik RAPD primeri secgilmistir. Ayrica bu 10
polimorfik RAPD primeri toplam 138 skorlanabilir bant vermistir ve 128 bant turler
arasinda ve turler iginde polimorfik ¢ikmustir. Bu molekiler ¢alisma sonuglarina gore
ise, bu 4 Pistacia turt kesin olarak birbirinden ayrilmistir. Ayrica yapilan soyagaci
analizleri sonucunda, P. khinjuk olarak toplanan drneklerin P. atlantica tiriine, P.
vera'ya gore daha yakin oldugunu ortaya cikarmislardir. Buna goére arastiricilar
morfolojik Ozellikleri de dikkate aldiklarinda bu 6rneklerin Yaltirik (1967)1n
tanimladig: gibi P. eurycarpa oldugunu bildirmislerdir. Ayrica arastiricilar incelenen
4 ture 6zgi RAPD molekiler markorler bulmuslardir.

Kafkas ve ark. (2002), 4 Pistacia turini (P. vera, P. eurycarpa, P.
terebinthus, P. atlantica) morfolojik agidan incelemislerdir. Arastiricilar, tirler arast
morfolojik degisimlerinin yam sira tir igerisindeki morfolojik karakterlerin
degisimini de farkli bolgelerden topladiklari 6rneklerle  belirlemislerdir.
Kaliforniya da ¢ok buylk agaclar yaptigi belirtilen P. terebinthus un Turkiye' de cali
formunda oldugunu, agag, meyve ve yaprak 0zellikleri agisindan genis bir gesitlilige
sahip oldugunu tespit etmislerdir. Ayrica P. eurycarpa turini morfolojik agidan
ayrintih - olarak  tammlamglardir.  Pistacia cinsinde  yapilan  morfolojik
tammlamalarda blyime sekli, yaprak biydkltgl, yaprak sapi kanadi, yaprakcik
sayisi, yaprak sapi uzunlugu, sakiz kokusu, yaprak rengi, meyve agirligi, meyve
boyutlar1 ve meyve sekli 6zelliklerinin oldukca kullanisli oldugunu belirlemislerdir.

Kafkas ve Perl-Treves (2002), 9 Pistacia turinde RAPD teknigine dayali
olarak turler arasi akrabaliklart incelemislerdir. RAPD analizinde 20 primer
kullanmiglardir. Bu primerlerden toplam 242 fragment cogaltilmus ve bunlarin
disinda 228 bant turler arasi seviyede polimorfik ¢cikmustir. PAUP programindan elde
edilen sonuglara gore, arastiricilar Pistacia cinsini ¢ali formundaki (P. terebinthus, P.
palaestina, P. mexicana ve P. lentiscus) ve blyik aga¢ formundaki tarler (P. vera, P.
khinjuk, P. eurycarpa, P. atlantica ve P. integerrima) olmak Uzere iki temel gruba
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ayrrmuglardir. P. terebinthus ile P. palaestina tirlerinin birbirlerine cok yakin akraba
olduklarim ve bu nedenle P. palaestina’min ayr1 bir tir degil, Yaltirik’in (1967)
tanimladigi gibi P. terebinthus' un alt tirt olmas: gerektigini vurgulamislardir.

Kafkas ve ark. (2006a), RAPD, ISSR ve AFLP yontemlerini kullanarak
Tarkiye'nin gen kaynaklarinda bulunan 69 antepfistigi ¢esidini tanimlamislar ve
bunlar arasindaki genetik iliskileri belirlemislerdir. Burada toplam 572 markor elde
edilmis ve bunlarin ise 307 tanesi polimorfizm gostermistir. Antepfistigi ¢esit ve
genotipleri 2 gruba ayrilmustir. Birinci grupta Iran’dan gelen gesitler yer alirken,
ikinci grupta Siirt grubu, Turk gesitleri grubu ve Suriye orijinli gesitler ile Kuzey
Afrika ve diger Akdeniz Ulkeleri orijinli cesitler yer almustir. ikinci grup ise Ug alt
gruba ayrilmustir: birinci alt grup Siirt ve Hacireso gruplarindan olusan genotipleri
kapsamis (Siirt), ikinci alt grup standart Gaziantep ile Sanlhwrfa yoresi cesitlerini
kapsamis, Uclinct alt grup ise Yunanistan, Tunus, Italya ve Kibris'ta yetistirilen
cesitler yer almustir. Ulkemizde yetistirilen Halebi gesidinin de bu alt grupta yer
alchg: bildirilmistir. Genetik uzakliga bakildiginda ise Siirt gesidinin iran grubu ile
Akdeniz ulkeleri orijinli cesitler arasinda yer aldigi belirlenmistir. Ayrica g
molekiler markor sisteminde polimorfizm karsilastirilmis ve sonugta en iyi yontemin
AFLP oldugu bildirilmistir. Arastirmacilar RAPD ile ISSR arasinda polimorfizm ve
bant sayisi yontnden farklilik olmamasina ragmen tekrarlanabilirlik agisindan 1SSR
yonteminin daha Ustin oldugunu bildirmiglerdir.

Kafkas ve ark. (2006b), AFLP teknigini kullanarak 17 yabani antepfistigi
(P. vera) ve 3 kultir cesidinin molekiler karakterizasyonunu yapruslardir.
Materyaller Kunduz ve Takhar bolgelerinden aiminmistr. 8 AFLP  primer
kombinasyonu kullamlarak toplam 288 AFLP fragmenti elde edilmistir. Cogalan
fragmentlerin sayisi her primer kombinasyonunda 18-48 arasinda ¢ikmis ve 136 bant
ise polimorfik bulunmustur. Her primer kombinasyonunda polimorfik bantlarin
ylzdesi %26.2 ile %79.2 arasinda degismistir. UPGMA programindan elde edilen
verilere gore 17 yabani Afghan antepfistigi ¢esidi bolgelerine gore gruplanmis ve 3
kdltur formundan ayrilmistir.  AFLP teknigi yabani P. vera materyalinin
karakterizasyonu igin etkili bulunmustur.
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Kafkas (2006b), AFLP teknigini kullanarak Pistacia cinsinin filogenetik
analizini yapmistir. Bu ¢calismada bitki materyali olarak 10 Pistacia tlrine ait toplam
35 genotip kullanilmigtir. 6 AFLP primer kombinasyonu kullamlarak toplam 275
fragment olusturulmus ve polimorfik olan 254 primer ciftinin her biri ortalama 45.8
bant vermistir. Ortalama farklilik karakteri kullanilarak yapilan UPGMA analizlerine
gore; birinci grupta P. vera, P. khinjuk, P. eurycarpa, P. atlantica, P. mutica, P.
integerrima ve P. atlantica x P. integerrima hibridi; ikinci grupta ise P. palaestina,
P. terebinthus, P. mexicana ve P. lentiscus yer almistir. Ancak, Jaccard katsayisi
kullanilarak yapilan UPGMA analizinde ise, P. lentiscus ve P. mexicana'dan P.
palaestina ve P. terebinthus ayrilmistir. P. atlantica-P. mutica ve P. terebinthus-P.
palaestina giftleri yakin tirlerdir ve bu yizden P. mutica, P. atlantica turd altinda ve
P. palaestina ise P. terebinthus ttrd altinda simflandirilmiglardir. Bu ¢alismada PCo
analizleri ve dendogram sonuclar1 P. terebinthus'un birinci grupta yer almasindan

ziyade ayr1 bir grup olarak siniflandirilmasim 6nermistir.

2.2. Pistacia Turlerinde Yapilan Mikrosatellit Primer Gelistirme ve Kullanma
Arastirmalari

Ahmad ve ark. (2003), antepfistiginda SSR primer gelistirmek icin Kerman
¢esidinin DNA’simt kullanarak genomik kittiphane olusturmuslardir. Arastiricilar
CA, CT ve CTT tekrarlarim kullanarak sekanslamaya hazir klonlar elde ettiklerini
bildirmiglerdir. CT tekrarlar: ile zenginlestirilmis kitiphaneden 89 klonun sekansini
yapmislar ve %64’ nin tekrarlanan siralardan olustugunu bildirmislerdir. CA
tekrarlar: ile zenginlestirilmis kitUphaneden ise 62 klonun sekansini yapmislar ve
%59 nun tekrarlanan sira icerdigini  belirtmislerdir. Arastiricilar  toplam 151
dinukleotit klon igerisinde %44 Gnden primer dizaym yapabilmislerdir. CTT ile
zenginlestirilmis kittphaneden 33 klonun sekansimin yapildigi ve %24’ inde ise
primer dizaymnin yapilabilindigi belirtilmistir. Ortaya ¢ikan primer giftlerinden 25
tanesinin sentezinin yaptirildigi ve primerlerin  degisik orijinli  antepfistigi
cesitlerinde Li-Cor sekanslama tnitesi kullamlarak test edildigi bildirilmistir. Bu 25
primer ciftinden 14 tanesinin (%56) PCR sonucunda degerlendirilebilir bant Grettigi
belirlenmistir. 14 primer ciftinin ise toplam 46 allel Urettigi ve primer cifti basina
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dusen allel sayisinin 2 ile 5 arasinda degistigi ayrica bant buyukltklerinin de 120 ile
342 bp arasinda gozlemlendigi arastiricilar tarafindan bildirilmistir.

Ahmad ve ark. (2005), SSR ve SRAP tekniklerini P. atlantica, P.
integerrima ve bu tdrlerin melezi olan farkli PGold Il ve UCBL1 bitkilerinde Li-Cor
sistemini kullanarak uyguladiklarini bildirmistir. SSR yonteminde 12 primer cifti
kullanmiglardir. Bunlardan 10 adet primerin ise polimorfik oldugu belirtilmistir.
Toplam allel sayisinin 35 ve lokus basina disen ortalama allel sayisimin ise 2.9
oldugu tespit edilmistir. SRAP yonteminde ise primer basina disen allel sayisinin 11
ile 38 arasinda degistigi ve primer basina disen allel ortalamasimin 25.2 oldugu
bildirilmistir. Toplan 104 (%51) markorin polimorfik oldugu ve bant

blyutkluklerinin ise 80—720 bp arasinda oldugu gozlenmistir.

2.3. Diger Bitki Turlerinde Yapilan Mikrosatellit Primer Gelistirme ve

Kullanma Arastirmalari

Mnejja ve ark. (2004), 35 polimorfik mikrosatelliti Japon erik gesidi Santa
Rosamin  CT/AG kullamlarak  zenginlestirilmis  genom  kitUphanesinden
gelistirdiklerini belirtmislerdir. Gelistirdikleri 35 primerin 27’sinin tek lokusta ve 8
tanesinin de 2 veya daha fazla lokusta bulundugunu saptamuslardir. Sekiz genotipte
27 tek lokuslu mikrosatellit icin yuksek diizeyde cesitlilik saptamglardir. Her lokus
alelinin ortalamasinin 5.7, ortalama heterozigotlugun %73 ve ayrim gicunin %74
ciktigini saptamuglardir. Birgok SSR markérinin seftali (%85) ve bademe (%78)
aktarilabilindigini bildirmislerdir.

Bassi| ve ark. (2005), Avrupa findiginda CA tekrarlari igin kitiphane A, GA
tekrarlart igin katuphane B, GAA tekrarlart igin kitiphane C olmak Uzere 3
mikrosatellit kitUphanesi olusturmuslardir. Arastiricilar 25 primer ciftini 7 Corylus
L. tirinde ve 20 Corylus avellana genotipinde analiz etmislerdir. Primer basina
disen allel sayisi tr icerisinde 2 ile 12 (ortalama 7.16) ve tirler arasindaise 5 ile 22
(ortalama 13.32) arasinda degismistir. Corylus avellana'da yiksek ortalama
polimorfizm bilgi icerigi (PIC > 0.6) ve heterozigotluk (H, ve H. >0.6)
belirlemislerdir. Arastiricilar, her bir lokusdaki allellerin sayisimin daha az (4.5)
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polimorfizm bilgi icermesinden (PIC 0.54) ve heterozigotlugundan (He 0.59) dolay: 3
nikleotitli mikrosatelliti 2 nikleotitli mikrosatellitlere gore daha az bilgi verici ve
daha fazla homozigot (ortalamada H, = 0.4) olarak bulduklarin bildirmiglerdir.

Boccacci ve ark. (2005), Avrupa findiginda zenginlestirilmis 3 genomik
kittphane kullanarak 18 mikrosatellit lokusu gelistirdiklerini bildirmiglerdir. Avrupa
findig: tarlerinin 20 gesit grubunda polimorfizm bilgi i¢eriginin 0.64, ayrim guiciniin
0.77, heterozigotlugun 0.67 ve allellerin sayisinin 7.1 oldugunu saptamiglardir. Diger
7 Corylus turd kullamlarak elde edilen melezlere bu mikrosatellitlerin
aktarilabilirligini degerlendirdiklerini bildirmislerdir. Corylus californica’da ve
Corylus ferox‘da birer primer ¢ifti digindaki tim primer ciftlerinin 6teki tirlerde de
calistigim saptarmiglardir.

Dangl ve ark. (2005), J. nigra ve J. regia ceviz tirlerinde gelistirilen 147
SSR (mikrosatellit) primerinin polimorfizm seviyelerini saptamiglardir. Calismada
47 J. regia gesidi ile J. hindsii x J. regia hibrit (Paradox) bitkisinde en uygun olan 14
primeri tespit etmislerdir. Arastiricilar, calismada kullamlan markdrlerin yakin
akraba ceviz cesitlerinin  karakterizasyonunda ve gen havuzunda bulunan
genotiplerin  ayrilmasinda etkili oldugunu bildirmislerdir. Gelecekte cevizde
yonetilecek 1slah ¢alismalarinda da bu markorlerin 6nemli bilgi kaynag: olabilecegini
vurgulamglardr.

Duval ve ark. (2005), mango igin (GA), ve (GT), dintkleotit tekrarlari ile
zenginlestirilmis genom kittphaneleri kullanarak SSR primerler gelistirmislerdir. 41
pozitif klondan primerler dizayn edilmistir. Arastiricilar Mangifera laurina ile
Mangifera applanata‘'dan cogaltilmis iki ¢esit ve 15 mango genotipini iceren
orneklerde cogaltilmis polimorfik 28 primer ciftinin amplifikasyon verdigini
saptamuglardir. Primer cifti basina 3 ile 13 arasinda degisen allellerin heterozigotluk
seviyesinin 0.059"dan 0.857 ‘ye kadar degisim gosterdigini saptamislardir.

Mnejja ve ark. (2005), Texas badem c¢esidinin CT/AG ile zenginlestirilmis
genom kdittphanesinden 47 yeni SSR primeri elde ettiklerini bildirmislerdir.
Bunlardan 42 sinin sekiz bademde polimorfik ve 31 nin ise tek lokuslu oldugunu

belirtmislerdir. Lokus basina disen her bir allelin ortalama degerinin 6.6 oldugunu
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bildirmiglerdir. Gelistirilen SSR primer ciftlerinin diger Prunus tirlerine
aktarilabilirliginin yuksek (%83 - %100) oldugunu saptamuslardir.
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3. MATERYAL ve METOD
3.1. Materyal

Siirt ¢esidi DNA’s1 kullanilarak 4 farkli motif (CA, GA, AAC ve AAG) ile
zenginlestirilen genomik kutiphanelerden olusan 228 klonun baz dizilimleri SSR
primerleri gelistirmek igin kullanilmistir. Genomik kittphanenin olusturulmasi, dort
farkli motifle zenginlestiriimesi ve ortaya ¢ikan klonlarin sekansi Kaliforniya da
(ABD) bulunan *Genetic Identification Services adli firmaya yaptirilmstr.

Gelistirilen mikrosatellit primerlerinin testinde ve Pistacia genotiplerinin
karakterizasyonun da Cizelge 3.1 de verilen 46 adet Pistacia genotipi kullaniimstir.

3.2. Metod

3.2.1. DNA izolasyonu

Cizelge 3.1'de belirtilen antepfistigi ve Pistacia tirlerine ait yaprak
orneklerinden DNA izolasyonu Doyle ve Doyle (1987) nin gelistirdigi ve K afkas ve
ark. (2006a) tarafindan modifiye edilen CTAB yontemine gore yapil mistir.

Bu yontemde; her bir antepfistig: tird igin 1 g geng yaprak ornegi, igerisinde
sivi azot bulunan havanda iyice ezildikten sonra 15 mililitrelik tUplere konmus ve
tupler icerisine 6 ml CTAB tampon ¢ozeltisi (100 mM Tris-HCI, 1.4 M NaCl, 20
mM EDTA, %2 CTAB, %2 PVP, %0.1 Na;S,0s) ilave edilerek, sicakligi 65°C'de
olan su banyosuna konmustur. icerisinde ezilmis yaprak 6rnekleri bulunan ttpler her
5-10 dakikada bir karistirilmak suretiyle 60 dakika boyunca su banyosunda
tutulmustur. Su banyosundan cikarilan Ornekler oda sicakhiginda 5-10 dk
bekletilmistir. Daha sonra tUpler icerisine, ekstraksiyon tampon c¢ozeltisi ile esit
oranda, 6 ml kloroform: isoamyl alkol (24:1) ilave edilmistir. TUpler her 3 dakikada
bir karistirilarak oda kosullarinda 15 dk tutulmustur. Daha sonra 5000 rpn’ de 15 dk
sire ile santriflij edilmistir. Santrifj isleminden sonra tip icerisinde olusan Ust faz
yeni bir 15 ml’lik tUpe aktarilmistir.

Temiz tUp igerisine alinan (st fazin Ustiine esit oranda soguk (-20°C’de

bekletilmis) isopropanol ilave edilmis ve yavasca tip gevrilerek DNA’ min ¢okelmesi
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saglanmistir. Daha iyi bir cokelme saglamak icin 6rnekler 2 saat —70°C'de veya 1
gece —20°C’ de bekletilmistir. Daha sonra tiipler 2.000 rpm'’de 2 dk siire ile santrifij
edilerek tup icerisindeki isopropanol bosaltilmistir. Tlpin tzerine, igerisinde 10 mM
amonyum asetat bulunan, 3 ml %76'lik etanol yani yikama tampon c¢ozeltisi ilave

edilmis ve 1-2 saat cakalanmistir. Yikanan DNA kurutularak saf suda

¢cOzdurdlmustar.

Cizelge 3.1. Denemede kullanilan antepfistig: cesitleri ve Pistacia tirleri

- ESIT/GENOTIP =
NO TUR ¢ A?DI /KODU GEN KAYNAGI
1 |Pistaciavera Kaska Antepfistigr Arastirma Engtitisll, Gaziantep
2 | Pistaciavera Uygur Antepfistigi Arastirma Engtitlisil, Gaziantep
3 | Pistaciavera Peters Antepfistigi Arastirma Engtitlisil, Gaziantep
4 | Pigtaciavera Manisa-1 Manisa
5 | Pistaciavera Ohadi Antepfistig1 Arastirma Engtittist, Gaziantep
6 |Pistaciavera Kalehgouchi Antepfistigi Arastirma Engtitlisil, Gaziantep
7 | Pistaciavera M iimtaz Antepfistigi Arastirma Engtitlisil, Gaziantep
8 | Pistaciavera Vahidi Antepfistigi Arastirma Engituisl, Gaziantep
9 |Pistaciavera Siirt Antepfistigi Aragtirma Engituisl, Gaziantep
10 | Pistaciavera Hacireso Ceylanpinar, Sanliurfa
11 | Pistaciavera Uzun Antepfistigi Arastirma Engtittist, Gaziantep
12 | Pistaciavera Kirmizi Antepfistigi Aragtirma Engituisl, Gaziantep
13 | Pistaciavera K etengoml ek Antepfistigi Arastirma Engtitlisil, Gaziantep
14 | Pistaciavera Sultani Antepfistigi Arastirma Engtitlisil, Gaziantep
15 | Pistaciavera Hal ebi Antepfistigi Arastirma Engtitlisil, Gaziantep
16 | Pistaciavera Aeginea Antepfistigi Arastirma Engituisl, Gaziantep
17 | Pistaciavera Sfax Cukurova Universitesi, Adana
18 | Pigtaciavera Ajamy Cukurova Universites, Adana
19 | Pistaciavera Ashoury Antepfistigr Arastirma Engtitisli, Gaziantep
20 | Pistaciavera Giala Cukurova Universitesi, Adana
21 | Pistaciavera Kerman Ceylanpinar, Sanlurfa
22 | Pistaciavera Sefidi Antepfistigi Arastirma Engtitisll, Gaziantep
23 | Pistacia khinjuk PK-206.5 USDA, Davis, Kaliforniya
24 | Pistacia khinjuk PK-210.2 USDA, Davis, Kdiforniya
25 | Pistaciaeurycarpa | PE-10F Cukurova Universitesi, Adana
26 | Pistaciaeurycarpa | PE-6M Cukurova Universitesi, Adana
27 | Pistacia atlantica PA-2 Manisa
28 | Pistacia atlantica PA-18 Manisa
29 | Pistaciaintegerrima | PI-M Cukurova Universitesi, Adana
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Cizelge 3.1'in devamu

CESIT / GENOTIP

NO TUR ADI / KODU GEN KAYNAGI

30 | Pistaciaintegerrima PI-F Cukurova Universites, Adana
31 | Pistaciachinensis PC-122.10 USDA, Davis, Kdiforniya

32 | Pistacia chinensis PC-121.2 USDA, Davis, Kaliforniya

33 | Pigtacia terebinthus PT-44 USDA, Davis, Kadiforniya

34 | Pigtacia terebinthus PT-77 USDA, Davis, Kadiforniya

35 | Pigtacia terebinthus PT-9F Cukurova Universites, Adana
36 | Pistacia terebinthus PT-Tek Sanlwurfa

37 | Pistacia palaegtina PP-B Afyon

38 | Pistacia palaedina PP-CM israil

39 | Pigtacia palaedina PP-195.6 USDA, Davis, Kdiforniya

40 | Pistacia mexicana PM-0104 USDA, Davis, Kaiforniya

41 | Pistacia mexicana PM-0027 USDA, Davis, Kaliforniya

42 | Pistacia texana PTX-0292 USDA, Davis, Kdiforniya

43 | Pistacia texana PTX-0298 USDA, Davis, Kaliforniya

44 | Pistacia wiemannifolia PW-29A USDA, Davis, Kdliforniya

45 | Pigtacia lentiscus PL-01-M Kozan yolu iizeri, Adana

46 | Pistacia lentiscus PL-0190A USDA, Davis Kaliforniya

F: Disi, M: Erkek

3.2.2. DNA Konsantrasyonunun Belirlenmes

PCR esasli DNA molekuler markor teknikleri ile galisirken kullamlan DNA
konsantrasyonlart oldukga ©nemlidir. Bu nedenle her bir genotipin PCR
reaksiyonunda kullanilacak DNA miktarimn ¢ok iyi ayarlanmasi gerekmektedir. Bu
arastirmada antepfistigi genotiplerinin DNA konsantrasyonu %0.8'lik agaroz jelde
konsantrasyonu belli A DNA ile karsilastirilarak tahmini olarak belirlenmistir.

DNA konsantrasyonunun belirlenmesi sirasinda her bir 6rnek icin toplam
hacmi 20 pl olacak sekilde 2 pl stok DNA, 4 ul jel yikleme boyasi ve 14 ul saf su
konularak Ornekler hazirlanmistir. Hazirlanan  6rneklerden 10 pl'si, %0.8
konsantrasyonda hazirlanmis agaroz jel (zerindeki yuvalara yerlestirilmis ve
elektroforezde 90 voltta 45 dakika kosturma islemi yapilmigtir. UV transilluminator
yarcimiyla elde edilen DNA yogunluklar: ise konsantrasyonu belli A DNA’lar (25ng-
50ng-100ng-200ng) ile karsilastirilarak belirlenmistir. Boylece her bir genotipten
elde edilen stok DNA miktar: tahmin edilmistir.
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Daha sonrada stok DNA konsantrasyonlar: esas alinarak, PCR analizleri igin
her bir DNA 0rneginin konsantrasyonu 5 ng/ul olacak sekilde ayarlanmistir. Bu
islem de aymi sekilde %00.8’lik agaroz jelde yapilmistir. Bu asamada toplam hacmi 20
ul olacak sekilde 10 ul seyreltik DNA, 4 ul jel yiukleme boyast ve 6 ul saf su
konularak 6rnekler hazirlanmistir. Daha sonra ise bu hazirlanan érneklerden 10 pl’si
agaroz jeldeki yuvalara yiuklenmis ve 90 voltta 45 dakika siire ile elektroforez islemi
gerceklestirilmistir. Sonugta her bir 6rnegin 5 ng/pl olup olmadig: kontrol edilerek 5
ng/ul’den fazla olan drneklere saf su, az olan 6rneklere ise orantili olarak DNA
eklenmis ve tim Orneklerin konsantrasyonunun 5 ng/ul olmasi saglanmistir. Bu
islemlerin sonucunda ise elimizdeki tim DNA 0&rnekleri PCR’a hazir hale
getirilmistir.

"sMsSssEHEn: m-EiisscamcssEEEEEERN

CRRLLTT LELL TETL P .i-.-.--iilruirllIIII--

Sekil 3.1. Pistacia tir ve antepfistig cesitlerinin DNA miktarimin 5 ng’a ayarlanmasi
ileilgili hazirlanan jelin gorintusi.(25: 25 ng lamda DNA, 50: 50 ng lamda
DNA. Genotip numaralarina ait bilgiler Cizelge 3.1'de verilmistir.)

3.2.3. Mikrosatellit Primer Ciftlerinin Dizayn Edilmes

Siirt ¢gesidi DNA’s1 kullanilarak olusturulan 4 farkli motif ile zenginlestirilen
genomik kittphanelerden ortaya cikan 228 klonun baz dizilimleri antepfistigindan
SSR primerlerin gelistirilmesinde kullanilmustir.  Olusturulan  zenginlestirilmis
kitUphaneler dinUkleotit tekrarlart icin ‘CA’ ve ‘GA’, trintkleotit tekrarlari icin
‘AAC’ ve ‘AAG’ dizilerinden meydana gelmistir. Her bir kitlphaneden 57 adet
klonun sekanst yapilmistir. Sekansi yapilan klonlarda oncelikle duplike klonlar
‘BioEdit’ program (Hall, 1997) kullanilarak elimine edilmistir. Daha sonra geriye
kalan klonlarda tekrarli siralarin olup olmadig:r ‘Sputnik’ programi kullanilarak
belirlenmis ve primer dizaynlar: ise ‘Primer 3' programu kullanilarak yapilmustir.
Dizayn edilen primerler daha sonra ‘MWG-Biotech’ (Almanya) firmasina sentez
ettirilmistir.
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3.2.4. Dizayn Edilen Primer Ciftlerinin Amplifikasyon Bakimindan Taranmas

SSR resksiyonunda kullamilan kimyasallar ve konsantrasyonlari Cizelge
3.2'de verilmistir. PCR reaksiyonlari ilk 6nce 25 m hacimde hazirlanmistir. SSR
tekniginde PCR sicaklik ve dongui kosullar1 ise Cizelge 3.3 de verilmistir.

Cizelge 3.2. SSR-PCR reaksiyonunda kullanilan kimyasallar ve konsantrasyonlari

PCR bilesenleri Konsantrasyon
Tris-HCI pH=8.8 75 mM
(N H4)2804 20 mM
Tween 20 0.1%
MgCl, 2mM
dATP 100 nM
dCTP 100 M
dGTP 100 nM
dTTP 100 M
Ileri Primer 0.2nM
Geri Primer 0.2 "M
Taq DNA Polymeraz 1.0 unite
DNA 20 ng

Cizelge 3.3. Antepfistiginda SSR tekniginin uygulanmasinda PCR sicaklik ve dongu

kosullart
Program No Islem Sicaklik (°C) | Sure(dk) | Dongl sayisi
1. On denatiirasyon 95 5 1
2.1 Denatiirasyon 94 1
Primerin DNA’ya 56 1
2.2 yapisma safhasi 35
Uzama safhasi 72 2
2.3
3. Son uzama safhasi 72 10 1

Sentez edilmis primerler ilk once amplifikasyon Urtni olup olmadigin
belirlemek igin %3’ lUk agaroz jel kullanilarak sekiz genotipte test edilmistir (Cizelge

3.4). Taramaislemi en az iki defatekrar edilmistir.
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Cizelge 3.4. Agaroz jelde kullanilan antepfistigi (P. vera) gesitleri ve P. atlantica

genotipi
NO TUR CESIT veya GENOTIP

1 Pistacia atlantica PA-18

2 Pistacia vera Siirt

3 Pistacia vera Ohadi

4 Pistacia vera Uygur

5 Pistacia vera Kaska

6 Pistacia vera Halebi

7 Pistacia vera Kirmizi

8 Pistacia vera At

SSR analizlerinde 7 antepfistigi ¢esidi ve 1 adet P. atlantica genotipinde %3’ 10k
agaroz jelde yapilan tarama sonucunda bant Uretme bakimindan degerlendirme

yapil mustir.

3.25. Dizayn Edilen SSR Primer Ciftlerinin Polimorfizm Bakimindan

Taranmas

SSR analizlerinde elde edilen bantlarin blyuklUklerinin birbirine gok yakin
olmasi ve bu bantlari ayirmada gugliklerin olmasi nedenleriyle, elektroforez
islemleri kapiler elektroforez yontemi ile ABI 3130xl otomatik genetik analizor
cihazi kullanlarak yapilmistir.

Gelistirilen primer ciftlerinin P. vera’daki allel buyuklukleri ve polimorfizm
durumlarim belirlemek icin 6 antepfistigr ¢esidi (Cizelge 3.5) ve yabani Pistacia
turlerindeki allel buyukliklerini ve polimorfizm durumlarimt belirlemek igin ise 8
Pigacia tirtine ait 9 genotip (Cizelge 3.6) kullamlmustir.

Calismada dizayn edilen 84 primer ciftinin ileri primerleri, 5 uclarina M13
tniversal (5-TGTAAAACGACGGCCAGT-3) baz dizisi eklenerek (Schuelke,
2000) tekrar sentez ettirilmis ve bu sekilde SSR analizlerinde kullamlmistir. Ayrica
M13 Gniversal primerinin 5 ucu 4 farkli (6-FAM, VIC, NED ve PET) florasan boya
ile etiketlenerek ve ‘Applied Biosystems firmasina sentez ettirilerek PCR
reaksiyonlarinda kullanilmistir.
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Cizelge 3.5. ABI genetik analizbr cihazinda taramada kullanilan Pistacia vera

cesitleri
NO TUR CESIT ADI

1 Pistacia vera Siirt

2 Pistacia vera Ohadi

3 Pistacia vera Uygur

4 Pistacia vera Kaska

5 Pistacia vera Halebi

6 Pistacia vera Kirmizi

Cizelge 3.6. ABI genetik analizOr cihazinda taramada kullamilan yabani Pistacia

tarleri

NO TUR GENOTIP KODU
1 Pistacia khinjuk PK—206.5
2 Pistacia atlantica PA-18
3 Pistacia atlantica PA-2
4 Pistacia integerrima PI-M
5 Pistacia chinensis PC-122.10
6 Pistacia terebinthus PT-9F
7 Pistacia mexicana PM-0104
8 Pistacia wiemannifolia PW-29A
9 Pistacia lentiscus PL-01-M

ABI 3130xI genetik analizor cihazinda elektroforez edilen 6rneklerde PCR
reaksiyonu 12 m hacimde hazirlanmistir. SSR-PCR reaksiyonu, 75 mM Tris-HCl,
pH: 8.8, 20 mM (NH,)2S04, 2.0 mM MgCl,, %0.01 Tween 20, 200 mM dNTP, 50
nM 5 ucunda M13 Universal primer baz dizisi eklenmis ileri primer, 200 nM geri
primer, 200 nM florasan boyalarin (6-FAM, VIC, NED ve PET) biriyle isaretli
tniversal M13 primer, 0.6 Unite Tag DNA polimeraz ve 20 ng DNA olacak sekilde
hazirlanmustir.

ABI genetik analizorde elektroforez edilecek 6rneklerde PCR reaksiyonu igin
sicaklik ve dongu kosullart Schuelke (2000)' ne gore bazi degisiklikler ile yapilmistir
(Cizelge 3.7).
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Cizelge 3.7. ABI 3130xI genetik analizor cihazinda elektroforez edilen 6rneklerde
SSR analizi icin kullanilan PCR déngi kosullart

Program No islem Sicaklik (°C) | Siire(sn) Déngli sayisi
1. Ik denatlirasyon 94 300 1
21 Denatlrasyon 94 45
Primerin DNA'ya
2.2 baglanmasi y 56 60
' ag 25-30
Uzama safhasi 72 120
2.3
3.1 Denatiirasyon 94 45
32 Prlmefln DNA’ya 53 60 8
baglanmasi
3.3 Uzama safhasi 72 120
4, Son Uzama safhasi 72 300 1

PCR reaksiyonundan sonra her bir 6rnekten 0.5 pl alinarak, 9.8 m Hi-Di
formamid ve 0.2 m L1Z-500 size standart ile birlikte bir kuyucuga yutklenmistir.
Daha sonra 95°C de 5 dakika bekletilerek denatiire olmasi saglanmis ve denatiirasyon
sonrast 5 dakika da buzda bekletilerek DNA'min tek iplikgik haline gelmesi
saglanarak ABI cihazina elektroforez igin yukleme islemi yapilmistir.

GeneMapper (version 4.0) paket programi kullamlarak DNA bantlar1 pikler
halinde degerlendirilmistir. Boylece her bir primer ciftinin Urettigi aleller ve allel
bUyuklUkleri belirlenmistir.

GeneMapper paket program: kullanilarak pikler halinde alinan DNA bantlari
temiz, kirli ve ekstra bant olarak degerlendirilmistir. Bu degerlendirmeler ise su
sekilde yapilmistir: Ekstra bant; SSR alleller gortlir fakat diger PCR Urtnlerine de
rastlanir; bu sekilde gorilen primerler ile coklu PCR yapmak zordur. Temiz bant;
SSR alleller kolay bir sekilde gortltr, PCR Urlinlerine ve ekstra bantlara rastlanmaz.
Kirli bant; SSR allellerine benzemeyen alleller gorulir, SSR allellerinin

skorlanmasi zordur ayrica goklu PCR yapilmasi tavsiye edilmez.
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3.2.6. Gdlistirilen SSR Primer Ciftleri Kullamlarak 46 Pistacia Genotipinin
K arakterizasyonu

Gelistirilen 59 adet SSR primeri arasindan 14 adet SSR primeri 46 adet
Pistacia tur ve gesidinin karakterizasyonunda ve siniflandirilmasinda kullamlmustir.
PCR ve elektroforez kosullar: bir énceki bolimde (3.2.5) verilmistir.

3.2.6.1. SSR K arakterizasyon Sonuclarinin Degerlendirilmes

SSR amplifikasyon Urunleri var (1) yadayok (0) seklinde degerlendirilmis ve
elde edilen veriler NTSYSpc 2.11V (Rohlf, 2004) bilgisayar paket programinda
analiz edilerek soyagaclari elde edilmistir. Genotipler arasindaki  genetik
benzerliklerin hesaplanmasinda Jaccard katsayisi kullamlmustir. Ayrica primerlerin
allel sayisi, polimorfizm bilgi igerigi ve ayirma gucleri de hesaplanmustir.

3.2.6.2. Karakterizasyonda Kullamlan Primer Ciftlerinin  Polimorfizm

Oranlarinin Belirlenmesi

Calismamizda kullamlan  SSR  primerlerinin - polimorfizm  oranlari,
primerlerden elde edilen polimorfik bant sayilarinin, toplam bant sayisina boltnip
100 ile carpilmasi ile bulunmustur.

Polimorfizm Orani (%) = Polimorfik Bant Sayisi / Toplam Bant Sayisi x 100

3.2.6.3. Karakterizasyonda Kullamlan Primer Ciftlerinin Polimorfizm Bilgi
iceriklerinin (PBI) Belirlenmesi

Calismada kullanilan primerlerin polimorfizm bilgi icerikleri (PBI) Smith ve
ark.’na (1997) gore asagidaki formul yardimiyla belirlenmistir. Buna gore, oncelikle
polimorfik bantlarda toplam var (1) ve yok (0) olan bantlarin sayilar: belirlenmistir.
Daha sonra bu bantlarin ayr1 ayr1 frekanslari hesaplanmistir. Formile gore Pi, i
bandinin frekansidir.

PBi=1-Y P
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3.2.6.4. Karakterizasyonda Kullamlan Primer Ciftlerinin Ayirma Gugclerinin
Belirlenmes

Calismada primerlerin ayirma gucleri Prevost ve Wilkinson (1999)
tarafindan gelistirilen asagidaki formul yardimiyla hesaplanmistir. Formildeki p, |
bandinin 46 genotipteki oramidir.

Ayrrmaguci =3 1b burada
b =1-(2x]|05-p])
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4. BULGULAR ve TARTISMA

4.1. Dort Farklh Motif ile Zenginlestirilmis Genomik Kutuphanelerdeki
Klonlarda Tekrarh Dizilerin Belirlenmes ve Primer Dizayni

Siirt ¢esidi DNA’st kullamilarak genomik kituphane olusturulmus ve
olusturulan bu genomik kittiphane 4 farkli motif ile zenginlestirilmistir. Olusturulan
genomik kitiphane ‘CA’ ve ‘GA’ dinukleotit tekrarlar: ile ‘AAC ve ‘AAG’
trintkleotit tekrarlar: ile zenginlestirilmistir. Her bir kitiphaneden 57 klon olmak
Uzere toplam 228 klonun sekansi yaptirilmistir. Sekanslanan 228 klondan 68
adedinin duplike klonlar oldugu belirlenmistir.

Duplike klonlarin kittiphanelere dagilimi incelendiginde ‘CA’, ‘GA’, ‘AAC’
ve ‘AAG’ tekrarlari ile zenginlestirilmis olan kittphanelerde sirasiyla 20, 16, 22 ve
10 adet klonun aym baz dizisine sahip olduklar1 belirlenmistir. Sonugta, duplike
klonlar cikarildiktan sonra ‘CA’, ‘GA’, ‘AAC ve ‘AAG’ ile zenginlestirilmis
kitUphanelerde sirasiyla 37, 41, 35 ve 47 adet klon bundan sonraki asamalarda
degerlendirmeye alinmustir.

Elde edilen sekanslarda tekrar dizileri paket program aracilig: ile aranmustur.
‘CA’ ile zenginlestirilmis kituphanede duplike olan klonlar cikarildiktan sonra
geriye kalan 37 adet klondan 32 (%86.5) tanesi tekrar dizisi icermis olup bu
klonlardan 4 tanesi de iki tekrar dizisi igermistir. Boylece ‘CA’ tekran ile
zenginlestirilmis kitiphanede sekanst yapilan 37 klondan 36 adet tekrar dizisi elde
edilmistir. iki adet tekrar dizisi [(ATG)11 ve (TG)12] iceren CUPVA104 klonundan

bir goriinim Sekil 4.1’ de verilmistir.

AACAATACTGTTAGTGTTGGTGTTTCAACTGAGAACGGGTGTGATTTAGTTGGTGGTGTT
GTGTGTGGTTTGTGATGATCAGTGAATGATGATGATGATGATGATGATGATGATGATGATC
ATCGTGACCAGCACCCATTCAATGTGACGCAATTGACTGGGCTCCGAACGATGGTAAATG
GAAGTTGCGAATGTAGACGATAGTGTGATTTCGCGACAGTATCAAAATCGTTAGTTAGAC
AGATGTGAATATGATCGTGTGTTGTATGCCGAAGTATTGTTCACATIGTIGTGTGTGTGTGT
GTGTGTGTGTAAGTGTTCGTTGGTGGTGAGGTTTGTGATGTTTGTAACAAGAAAGAGTAA
TTTTGTGGTGACGATGCAATCGTTTGTTGGTGTTGTTAGTGTTTTGTAGAGGGAGAGAGTT
GGCGACGTGAGTGGTGAGAATAACTATGGTTGTTTGTTGTTAAGCATCATAAAGTGCTCT
GCTCGATGGGCGGGTCTGAG

Sekil 4.1 iki tekrar dizisi igeren CUPV A104 klonuna ait baz dizilimi
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Toplam 36 adet tekrar dizisinden 28 adet (%77.7) primer cifti dizayn
edilmistir. ‘CA’ ile zenginlestirilmis kitUphaneden elde edilen tekrarlar, primer
isimleri ve dizaynlar1 Cizelge 4.1’ de verilmistir.

Cizelge 4.1. 'CA’ tekrar dizisi ile zenginlestirilmis kiitiphanede elde edilen tekrarlar
ve primer dizaynlar

Primer Adi | Tekrar Dizis -[55 fleri ve Geri Primerler (5 —3)
oAl | (10 | 23 [Foeae e e
CUPVAQDS | (GT)sGO(GT)ss | 201 | e Crc TCT-CAT-TI T GT-TrT-ce
cupvatia| (AR | 194 |ELSSRE AT
cupvnov| (cam. | 156 |EAAG SR CR T
comvats | (10| 195 LSS R e
cupvacte |60 | a6 [LCR RIS AR
cupvacer | TS | s | et ack st s
CUPVAI02 | (AThe | 249 |p COr GOC TGO TGT ARG GARAT
curvaioia| (190 | 125 [ERCR N LRI
cupvaom| (ATO | 190 [E TG e SR ST
CUPVALO5 | (TG)aC(GT)s | 218 | cog TTAAT-CCT ACAACC CTAC
CupvAItEs| (TOAGTn | 28 |G S SR
cupvatos| (1cA0k | 29 S RCAT R A
cupvaLLL | (TAGATON | 321 |SCEE T R TS A
cupvauz | (Sau(GT | 241 | A CCRAT G RTE A,
cupvans | (GlTohs | 255 | STRE I AT
COPVAIZD | (AulATs| 593 | S e
CUPVAZ04 | (T&)s | 260 | R TaCGGGTGT-CIGTTACCT-TATC
cumvaatn | TATOCTAs | 20 [SIEMETITIC ST e
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Cizelge 4.1'in devamu

Primer Adi1 | Tekrar Dizs IE; ileri ve Geri Primerler (5 —3)
F-GTT-TGG-GAC-CAT-TTT-TAC-G
CUPVA213 | (CA)1TA(CA)s | 215 | g cGT.TAG CCT-TGT-CTT-TTC-AG
F-CGG-GGA-ATC-CAC-TTT-ATC
CUPVA214 (TA)6(TG)1e | 268 | g 1CG CTT-TTT-TGC-ACA-ACT
F-GCG-AAT-CCT-ACA-TCC-ATT-GC
CUPVA216 | (AG)u(GThe | 189 | g AT TTG-CGG-GAT-TGG-TTA-AT
F-GGT-CAC-AGA-ACC-TTC-CCA-AA
CUPVA220 (GCNu 248 | R.GGA-CCA-TTT-TTA-CGG-ATG-GA
F-CAA-CCT-CAT-TCC-ATT-ATC-CTA-C
CUPVAS02 (AC)n 167 | R ACT-GTG-AAA-CCA-CGA-GTG-TC
F-CCT-TCT-AGG-TGC-CAT-CAA-ATC
CUPVASIO0 (CA)ia 161 | R CCT-GTC-CAA-TTA-CAA-GCT-GAC-T
(CT)1ATGTA
(TG)sAAC(CT)14
F-CTT-TGT-GAC-TGT-AAC-AGG-TCT-A
CUPVASL3 | AT(GT)s(GC)s | 305 | g AAT-AAA-GTG-ACA-TCC-ATC-TGT-C
(GT)sTAAC
(CT)1sAT(GT)14
F-TCC-CGT-AGA-TGG-TCG-ATA-GC
CUPVASI5 (ACA)o 251 | R TAA-TTT-TGG-TCC-GTG-TGT-GG
F-CAA-GGG-GAG-CAT-ACA-TCC
CUPVAS318 (AC)7(AT)s 252 | R TAA-CGG-CAC-AAA-GGT-TGA

CU: Cukurova Universitesi, PV: Pistacia vera, A: CA Kiitiiphanesinin Kodu, TBB: Tahmini Bant
Buyuklgd, F: Ileri Primer, R: Geri Primer.

‘GA’ ile zenginlestirilmis kituphanede duplike olan klonlar ¢ikarildiktan
sonra geriye kalan 41 adet klondan 24 tanesi tekrar dizisi icermis olup bu klonlardan
1 tanesi de iki tekrar dizisi icermistir. Boylece ‘GA’ tekrari ile zenginlestirilmis
kitUphanede sekansi yapilan 41 klondan 25 adet (%60.9) tekrar dizisi elde edilmistir.
Toplam 25 adet tekrar dizisinden 23 adet (%92.0) primer cifti dizayn edilmistir.
‘GA’ ile zenginlestirilmis kittphaneden elde edilen tekrarlar, primer isimleri ve

dizaynlar1 Cizelge 4.2’ de verilmistir.

Cizelge 4.2. 'GA'’ tekrar dizisi ile zenginlestirilmis kittphanede elde edilen tekrarlar

ve primer dizaynlar

Primer Adi Tekrar Dizisi -I(—E; Ileri ve Geri Primerler (5 —3)
F-GGG-GAA-TCC-GCT-CAT-TTT

CUPVBO0S (CDu 322 | R AAT-CAG-GCC-CTC-CTT-CTA-GC
F-CGA-CTC-TCC-GCC-ACA-TCA

CUPVB009 (CT)2C(CT)s 182 | R GAG-GAG-GAG-ATG-CCA-AGG-A
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Cizelge 4.2' nin devami

Primer Adi1 | Tekrar Dizisi -EbB(;? ileri ve Geri Primerler (5 —3')
CUPVBOIO |  (GA)o | 246 | piata AGG-CTO-CTOAAATGT-AAT-G
cumieion | (ons | 228 [LSCAR AT IR R AT Son
cUPVBI0S | 1S | 185 | e R ATC sor e
CUPVBI06 | (CTis | 175 | g GG AAT-COTACGTCOACT.CC
CUPVBI08 | (TC)2o(AC)s | 311 |16 CT6. TOC.CTOTAT-GTGAGT-G
CUPVBIL1a| (CAA)w | 168 | vy ror1aCTCT 160 TOITG.
cupvaitib| (CATOe | 200 | A GACATG-CAGTGOA
cupvellz | (T A | e AGTeT-com T TT-Ce
CUPvBIl | (s 08 | TCA-COT-AGAGOG-GOAGA.
cupvBlg | (TO | A8 | S GATCAGOT-CACAGA-CTALG
CUPVB208 | (GAGAAA)s| 188 | £ T Co0 ATT.COT GTC TCA-GA
CUPVBZIL | (AGhis | 112 | n7C GoACAT TTT-ACT.CTT-GAC
CUPVB27 | (AG)s | 185 |pran A GET-TTGATT.COTOIT-G
CUPVB219 | (CThis | 102 | GpG CTo 6aT TACAAT-TTGAGT-G
cupveanz | (G5 | am | S e
CUPVB306 | (CT)is | 180 |G TG ToA-GTG TOAACATTAG
CUPVB30g | (T | | OCTATOTCCACT-GCTATT-G
cupvesio | (D= | B | SeATTT.CTCCAT.CTT.CT
comveas | (OO | I |rex et
CUPVB3L5 | (e | | A GO AGAGAT ACT.G.
CUPVB318 (TO), 234 | FGTC-TCT-CTC-GCT-CAA-CTC-TAT-C

R-TAG-GCT-GTG-ACA-ACA-ATC-G

CU: Cukurova Universites, PV: Pistacia vera, B: GA Kiitiiphanesinin Kodu, TBB: Tahmini Bant

Bliyikltigu, F: Tleri Primer, R: Geri Primer.
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‘AAC’ tekrar dizisi ile zenginlestirilmis kitUphanede duplike olan klonlar
cikarildiktan sonra geriye kalan 35 adet klondan 16 (%45.7) tanesi tekrar dizisi
icermistir. ‘AAC’ kitUphanesinde tekrar dizisi igeren tum klonlarda sadece tekbir
tekrar bulunmustur. Sekansi yapilan Toplam 16 adet tekrar dizisinden 13 adet
(%81.3) primer ¢ifti dizayn edilmistir. ‘AAC’ ile zenginlestirilmis kitiphaneden elde

edilen tekrarlar, primer isimleri ve dizaynlar1 Cizelge 4.3 de verilmistir.

Cizelge 4.3. 'AAC tekrar dizisi ile zenginlestirilmis kuitlphanede elde edilen
tekrarlar ve primer dizaynlari

TBB

Primer Adi Tekrar Dizisi (bo) fleri ve Geri Primerler (5 —3)
cupveoor | (AR | 228 |pececetoe caaATATIGTT
cupvcoos | (SGTks | 175 |percaarrrcostacoactac
cupvetoe | (AR | | RAR SIS,
cupveios | AOe | 134 |perccercrerecrcaercs
cupvcios | (OTO: | 167 |ghrcerececcratcerre
cupvens | (TS | 265 |eananacaalomcTicaTe
CUPVC116 (ACA); 135 | FACC-GTT-CTT-TCC-CTT-CCA-TC

R-CTT-CAC-TTC-CTC-CTC-ACA-TGG

T F-TGG-AGG-ACT-GAG-AGT-GGT-TCT
CUPVCL19 | (TOWAG(TG)s | 186 R-ACA-GCA-AGC-CCT-AAG-TGT-CC

F-GCA-CTG-AAT-AGG-CCG-AAG-AG
CuPvC204 | (CACK(CAAY | 159 R-GGG-GGT-TGC-CAA-ATA-TTG-TT

TT F-GCG-TTT-GTT-GCC-TTT-TCT-TC
CUPvVC210 (TG 249 | R.GTG-AAC-CCC-GTC-TCA-ATG-TC
F-TCT-GCA-CTG-TCC-CAT-CAA-AG
CUPVC303 (G 260 | R.GTG-GACTGT-GCC-TGG-AAA-AT
F-CCT-CGT-GAA-GCC-AGT-CAC-TA
CUPVC304 (ATCD 339 | RGCA-TGG-ATT-TTT-CTT-TTGATT-GA
CUPVC313 (AAC)s 573 |F-GTAGGT-TGG-AGC-AGA-AGA-TGA-G

R-AGC-CAG-AAA-TTA-CTG-AAA-CTG-C

CU: Cukurova Universites, PV: Pistacia vera, C: AAC Kiitiiphanesinin Kodu, TBB: Tahmini
Bant Blyukl g, F: Tleri Primer, R: Geri Primer.

‘AAG’ ile zenginlestirilmis kitlphanede duplike olan klonlar ¢ikarildiktan
sonra geriye kalan 47 adet klondan 22 (%46.8) tanesi tekrar dizisi icermistir. ‘AAG’
kitUphanesinde tekrar dizisi iceren tim klonlarda sadece tekbir tekrar bulunmustur.
Toplam 22 adet tekrar dizisinden 20 adet (%91) primer cifti dizayn edilmistir. ‘AAG’

ile zenginlestirilmis kitUphaneden elde edilen tekrarlar, primer isimleri ve dizaynlar:
Cizelge 4.4’ de verilmistir.
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Cizelge 4.4. *AAG’ tekrari ile zenginlestirilmis kittphanede elde edilen tekrarlar ve
primer dizaynlari

Primer Adh|Tekrar Dizisi| o0 ileri ve Geri Primerler (5 —3)

(be)

F-TCA-CTC-TCA-GCT-CAA-CCG-TCT
CUPVD002 (TTC)1s 239 R-AAG-CAC-AGC-CTT-CAC-CAT-TC
F-TGT-AGA-ATT-GGA-TGC-GCA-AA
R-CCA-CCG-TCG-ATT-CCT-CTT-TA
F-GGA-GAA-ACC-AGA-CGG-TGA-AG
R-TCA-ATA-TCG-GCT-TCC-CAA-AC
F-CGT-GGC-TGT-TAG-GGT-AAT-GG
R-CCC-AAC-CTC-CAG-CAT-CTC-T
F-TTG-TTC-ACC-ACC-CCT-TCT-TC
R-GTG-GGT-ATG-ACG-GTG-AGG-AG
F-GAA-GAA-CGC-GAC-ATC-CAT-TAC
R-CAC-CGG-CTT-CAA-TTC-ATC-T
F-TGA-ATT-AGG-ACG-GGT-TTT-GG
R-AAC-CAA-CTA-AAC-TGC-CTT-GCA-T
F-AGA-GAT-GTT-GCG-GTG-GGT-TT
R-GAA-CAG-GCG-TCC-ATT-AGG-AA
F-ATA-GCT-CTT-CTG-GCG-CTT-CG
R-GTT-CGG-TGT-CAG-CAA-CAA-TG
F-CAA-GCA-GAT-GAA-GAA-GAG-CAA-G
R-AAT-TTG-CAT-TGT-TTG-TGA-GGA-C
F-GTC-CGT-CCT-TAA-CCA-AAA-TAT-G
R-CAA-TGG-AGA-TCA-ATG-AGC-TAT-G
F-AAA-GTT-GGG-GAA-GAG-TTC-TTA-C
R-GGC-TGA-GTA-AAA-AAC-AAT-GTT-C
F-AAG-GCA-ACC-ATA-CCA-CAA-AC
R-CTC-CAA-GCC-GAA-TCT-CTC-TA
F-ACG-ACC-ATC-CCC-TAC-GAA-G
R-ACT-GCC-ATG-ACA-GCT-CCA-C
F-CCA-ACC-GAA-CAC-AAA-TCA-C
R-TCG-CTG-TAT-GAA-GCC-ATT-C
F-GTG-AGC-ACA-AAA-CGC-TCA-GT
R-CAT-GTG-CAT-TCC-ATT-CAT-GC
F-GCC-CAA-AAA-ATG-TTG-CTT-AAC
R-GCA-CCA-CAT-ACT-GAC-ATA-CGC
F-TTG-AGC-ATC-AGC-GAG-TTG
R-CGT-CCT-CCG-AAG-ATT-CAG
F-GCC-TAA-GGC-CTA-CCC-ATT-CT
R-GTC-GTA-AAT-GCT-CGG-CTT-GT
F-CGT-TGT-CGT-CTT-TTC-CCC-TA
CUPVD312 (TCT)7 120 R-ATT-GCC-ACA-TTG-CAA-GTT-CT
CU: Cukurova Universites, PV: Pigtacia vera, D: AAG Kiitiiphanesinin Kodu, TBB: Tahmini
Bant Buyiiklugi, F: ileri Primer, R: Geri Primer.

CUPVD004| (GAA)s | 145

CUPVDO1l| (GAA); | 254

CUPVD102| (TTC)s 164

CUPVD103| (TTCO), 118

CUPVD109| (GAA)s | 176

CUPVD117| (AGA); | 160

CUPVD118| (GAA)s 152

CUPVD120| (AGA)s | 247

CUPVD201| (GAG)s 171

CUPVD205| (TCT)s 171

CUPVD207| (GAA); | 295

CUPVD211| (GAA)p | 153

CUPVD213| (CTT); | 198

CUPVD214| (AAG); | 140

CUPVD220| (TTCT)s | 284

CUPVD307| (AGA)s | 275

CUPVD309| (AAG); | 218

CUPVD310| (GAA); | 138
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Sonugta ‘CA’, ‘GA’, ‘AAC’ ve ‘AAG’ ile zenginlestirilmis kitiphanelerden
sekanst yapilan 228 klondan %30'unun (68 adet) duplike klonlar oldugu
belirlenmistir. Geriye kalan 160 klondan 94 adedi (%58.8) tekrar dizisi i¢cermistir.
Bunlardan 5 adedinin (%5.3) 2 tekrar dizisi icerdigi belirlenmistir. Boylece 99 tekrar
dizisinin bulundugu bolgeler icin primer dizaym yapilmis ve sonucta 84 ¢ift (%84.8)
primer dizayn edilmistir. Sonug olarak, sekansi yapilan toplam 228 klonun %36.8’i

primere dontsmustar.

4.2.  Gedistirilen  SSR  Primerlerinin ~ Amplifikasyon ~ Bakimindan

Degerlendirilmes

‘CA’, ‘GA’, ‘AAC’ ve'AAG’ tekrar dizileri ile zenginlestirilerek olusturulan
kitiphanelerden elde edilen klonlarda ortaya cikan tekrar dizi bolgelerinden
gelistirilen 84 adet mikrosatellit primer cifti bant Uretme agisindan
degerlendirilmistir. PCR amplifikasyonu 7 adet antepfistigi cesidi ile 1 adet P.
atlantica genotipi olmak Uzere 8 oOrnekte yapilmis ve elde edilen PCR drUnleri
%3'lUk agaroz jel kullamlarak 84 primer test edilmistir. CUPVD207-CUPVD211-
CUPVD213, CUPVD214, CUPVD217, CUPVD220 lokudarinin agaroz jelde
yuritilmesi sonucu elde edilen gorintti Sekil 4.2' de verilmistir.

1234567 8 12345678MA 12345678 12345678 12345678 12345678

Sekil 4.2 Sekiz genotipte tarama amagli SSR PCR Urtnlerinin %3'lUk agaroz jelde
yurttilmesi sonucunda elde edilen gorantt (1. P. atlantica—18, 2. Siirt, 3.
Atl, 4. Ohadi, 5. Uygur, 6. Kaska, 7. Halebi, 8. Kirmuzi) MA (molekiler
agirlik 1000-900-800- 700-600-500-400-300-250-200-150-100-50)
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Tdm primer ciftlerinin PCR amplifikasyonu sonucu elde edilen agaroz jel
sonuclart degerlendirildiginde toplam 59 adet primer ciftinin bant verdigi
belirlenmistir. Boylece bant Uretme bakimindan test edilen 84 primerden %70.2'si
bant Gretmistir.

‘CA’ ile zenginlestirilmis kitUphaneden gelistirilen 28 primer ciftinden 15
tanesi (%53.6), ‘GA’ ile zenginlestirilmis kutUphaneden gelistirilen 23 primer
cgiftinden 17 tanesi (%73.9), ‘AAC’ ile zenginlestirilmis kitiphaneden gelistirilen 13
primer ciftinden 9 tanesi (%69.2) ve ‘AAG’ ile zenginlestirilmis kutUphaneden
gelistirilen 20 primer ciftinden 18 tanesi (%90.0) bant Gretmistir. Her bir lokustaki
alel sayisi ve biydklikleri ise bir sonraki asamada ABI 3130x| genetik analizor
cihazinda belirlenmistir.

‘CA’ kutuphanesinden gelistirilen CUPVA001, CUPVAQ003, CUPVAQ004a,
CUPVAOO4b, CUPVA007, CUPVA104a, CUPVA104b, CUPVA106a,
CUPVA106b, CUPVA204, CUPVA214, CUPVA302, CUPVA315 lokuslarinda,
‘GA’ kituphanesinden gelistirilen CUPVB103, CUPVB11la, CUPVB111b,
CUPVB211, CUPVB312, CUPVB315 lokuslarinda, ‘AAC kittphanesinden
gelistirilen CUPVC105, CUPVC119, CUPVC303, CUPVC304 lokuslarinda ve
‘AAG’ kituphanesinden gelistirilen CUPVD102, CUPVD312 lokuslarinda yapilan
PCR reaksiyonlar1 sonucunda amplifikasyon olmamustir.

4.3. Gelistirilen SSR Primerlerinin P. vera’da Amplifikasyonu ile Polimorfizm
Durumlar ve Allel Bayukltkleri

Agaroz jelde bant veren SSR primer ciftlerinin allel buyukliklerinin,
sayisinin ve polimorfizm durumlarinin belirlenmesi ABI 3130xI genetik analizor
cihazinda yapilmistir. Genetik analizor cihazinda yapilan elektroforezden elde edilen
bir elektroferogramin gorintist Sekil 4.3’ de verilmistir.

‘CA’ tekrarlari ile zenginlestirilmis kitUphaneden gelistirilen 15 adet SSR
primerinin 6 adet P. vera c¢esidinde taranmasi sonucu elde edilen alleller,
blyuklUkleri ve polimorfizm durumlar: Cizelge 4.5'te verilmistir.

Gelistirilen primerler toplam allel sayist bakimindan karsilastirildiginda,
CUPVA105 ve CUPVAZ216 kodlu SSR primerlerinin en az (1 adet), CUPVA114
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kodlu SSR primerinin ise 8 allel ile en fazla alleli vermis ve bu primeri 5 allel ile
CUPVAQ05, CUPVA213 ve CUPV A220 lokuslarinin izledigi belirlenmistir.

Primerler polimorfik allel sayisi bakimindan incelendiginde ise; CUPV A216
kodlu SSR primerinin P.vera’da polimorfizm gostermedigi, CUPVA105 ve
CUPVA112 lokuslarinin (1 adet) en az polimorfik allele sahip oldugu, CUPVA114
lokusunun (6 adet) en fazla polimorfik allele ve CUPVAQ05, CUPVAZ213 ile
CUPVA220 SSR lokuslarimin ise 5 adet polimorfik allele sahip olduklart
belirlenmistir.

Sonu¢ olarak, ‘CA’ kituphanesinden gelistirilen 15 adet SSR primer
ciftinden 14 tanesi (%93.3) polimorfizm gostermis olup, toplam 51 allel elde edilmis
ve bu allellerin 46 tanesi (%90.2) P. vera’ da polimorfizm gostermistir.

SSR_OMADIL 5 2007-08-24 f5a OHADI 5 Home : =]
. 130 192 194 196 198 200 202 204 208 203 210
anon
2000
2000
1000
o
£
SSR_UYGUR_5_2007-08-24 £5a UNGUR_S Neme [ @
soni 130 192 194 196 198 200 202 204 206 202 210
ann
2000
2000
1000
o
<
SSR_KASKA_§_2007-08-24 fs2 KASKA_S Home ]
138 130 132 194 196 198 200 202 204 206 20z 210
s000
Annn
2000
2000
= /\,\/\
o
£
$SR_HALEBI 5_1007-08-24 fsa HALEEIL § Neme m
soon 130 132 134 196 198 200 202 204 206 202 10
ann
2000
2000
1000
o

Sekil 4.3 CUPVBO009 lokusunun ABI 3130xlI genetik analizbr cihazinda
elektroforezinin yapilmasi sonucunda elde edilen elektroferogramdan bir
goruntt (1. Ohadi, 2. Uygur, 3. Kaska, 4. Halebi)
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Cizelge 4.5. *CA’ tekrari ile zenginlestirilmis kitUphaneden gelistirilen 15 adet SSR
primerinin P. vera’da allel buyuklikleri, sayilari ve polimorfizm

durumlari
Polimorfik Toplam
L okus Adr Alleller Olmayan Alleller | Allel Sayis
CUPVAQ005 182, 222, 225, 227, 255 - 5
CUPVA006 216, 219 - 2
CUPVA102 261, 265, 267 - 3
CUPVA105 228 - 1
CUPVA111l 324, 340, 345 - 3
CUPVA112 179, 201 179 2
206, 208, 211, 217, 224, 253,
CUPVA114 250, 263 211, 224 8
CUPVA120 360, 377, 387 - 3
CUPVAZ210 247, 251, 258 - 3
CUPVAZ213 205, 216, 219, 220, 230 - 5
CUPVAZ216 160 160 1
CUPVA220 249, 250, 265, 266, 277 - 5
CUPVA310 176, 178, 188 - 3
CUPVA313 263, 266, 294 266 3
CUPVA318 258, 267, 269, 275 - 4

‘GA’ tekran ile zenginlestirilmis kituphaneden gelistirilen 17 adet SSR
primerinin 6 adet P. vera ¢esidinde PCR amplifikasyonu sonucu elde edilen alleller
ve polimorfizm durumlari Cizelge 4.6’ da verilmistir.

Gelistirilen primerler toplam allel sayist bakimindan karsilastirildiginda,
CUPVB112 SSR lokusunun en az (1 adet), CUPVB219 SSR lokusunun ise en fazla
(9 adet) allel sayisina sahip oldugu saptanmustir.

Primer ciftleri polimorfik allel sayist bakimindan incelendiginde ise;
CUPVB112 ve CUPVB114 SSR primerlerinin polimorfik allele sahip olmadiklari,
CUPVB101, CUPVB106 ve CUPVB318 lokuslarinin 2 adet polimorfik allele sahip
oldugu, CUPVB219 (9 adet), CUPVB306 (7 adet), CUPVBO009 (6 adet) lokuslarinin
ise en fazla polimorfik allele sahip olduklar: belirlenmistir.

Sonug olarak, ‘GA’ kituphanesinden gelistirilen 17 adet SSR lokusundan 15
tanesi (%88.2) polimorfizm gostermis olup, toplam 67 allel elde edilmis ve bu
alellerin 64 tanesi (%95.5) P. vera’ da polimorfizm gostermistir.
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Cizelge 4.6. *GA’ tekrari ile zenginlestirilmis kittphaneden gelistirilen 17 adet SSR
primerinin P. vera'da allel buyuklikleri, sayilari ve polimorfizm

durumlari
Polimorfik Toplam
L okus Adr Alleller Olmayan Alleller | Allel Sayis
CUPVBO05 336, 345, 348 § 3
cuPvEOse | 187 191 ?_2%3\%, 197, 201, _ A
CUPVBOIO | 264, 267, 271, 274 : 4
CUPVB101 238, 240 : 2
CUPVB106 189, 194 : >
CUPVB108| 287, 295, 309, 321, 335 i 5
CUPVB112 155 155 1
CUPVB114 211, 221 211, 221 >
CUPVB118 204, 206, 210 : 3
CUPVB208 | 181, 192, 194, 205 : 4
CUPVB217| 199, 203, 206, 210 i 4
91, 94, 97, 101, 106, 110,
CUPVB219 114, 116, 122 ] 9
CUPVB302 | 168, 182, 188, 192, 199 i 5
178, 185, 188, 190, 197,
CUPVB306 198, 20 i 7
CUPVB309 | 289, 304, 306, 308, 315 i 5
CUPVB310 216, 219, 231 i 3
CUPVB318 251, 256 : 2

‘AAC’ tekrari ile zenginlestirilmis kitUphaneden gelistirilen 9 adet SSR
primeri ile 6 adet P. vera ¢esidinde yapilan PCR reaksiyonlar1 sonucu elde edilen
aleller, sayilar1 ve polimorfizm durumlar1 Cizelge 4.7’ de verilmistir.

Primerler toplam allel sayisi bakimindan degerlendirildiginde CUPVC007,
CUPVC102, CUPVC108, CUPVC116, CUPVC204 ve CUPVC313 lokuslarinin 2
adet ile en az, CUPVCO008 lokusunun ise en fazla (6 adet) allel sayisina sahip oldugu
belirlenmistir. CUPVC113 ve CUPVC210 lokuslarinin ise 3 adet allele sahip oldugu
Ssaptanmustir.

Polimorfik allel sayisi bakimindan primerler incelendiginde ise CUPV C007,
CUPVC102, CUPVC108, CUPVC116 ve CUPVC204 SSR lokuslarinin P. vera’da
polimorfizm gostermedikleri, CUPVCO008 (4 adet), CUPVC113 (3 adet) ve
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CUPVC210 (3 adet) lokuslarimin ise en fazla polimorfik allele sahip olduklart
belirlenmistir.

Sonug olarak, ‘AAC’ kitUphanesinden gelistirilen 9 adet SSR lokusundan 4
tanesi (%44.4) polimorfizm gostermis olup, toplam 24 allel elde edilmis ve bu
alellerin 12 tanesi (%50.0) P. vera’da polimorfizm gostermistir.

Cizelge 4.7. *AAC’ tekrart ile zenginlestirilmis kitiphaneden gelistirilen 9 adet SSR
primerinin P. vera’da allel buyuklikleri, sayilari ve polimorfizm

durumlari
Polimorfik | Toplam

Lokus Adi Alleller Olmayan Allel

Alleller Say1a
CUPVC007 219, 224 219, 224 2
CUPVC008 185, 193, 196, 199, 202, 210 185, 210 6
CUPVC102 149, 161 149, 161 2
CUPVC108 175, 187 175, 187 2
CUPVC113 266, 280, 286 - 3
CUPVC116 141, 153 141, 153 2
CUPVC204 152, 158 152, 158 2
CUPVC210 253, 264, 270 - 3
CUPVC313 284, 287 - 2

‘AAG’ tekrar dizisi ile zenginlestirilmis kittphaneden gelistirilen 18 adet
SSR primer cifti kullanllarak 6 adet P. vera c¢esidinde bu primerlerin PCR
amplifikasyonu sonucunda elde edilen alleller, blydklukleri, sayilar1 ve polimorfizm
durumlar1 Cizelge 4.8 de verilmistir.

Gelistirilen primerler toplam allel sayisi bakimindan degerlendirildiginde,
CUPVDO004 ve CUPVD307 SSR lokuslarinin en az (1 adet), CUPVD205 ve
CUPVD309 (7 adet), CUPVD310 (6 adet) lokuslarinin ise en fazla allel sayisina
sahip olduklar1 belirlenmistir. CUPVDO011, CUPV D214 ve CUPVD217 lokuslar: ise
2 allele sahip olmuslardr.

Polimorfik allel sayisi bakimindan primerler incelendiginde ise; CUPV D004
ve CUPVD307 SSR lokuslarinin P. vera’da polimorfizm gostermedikleri
belirlenmistir. CUPVDO011 ve CUPV D214 lokuslar1 1 adet polimorfik allel Gretirken,
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CUPVD309 lokusu 7 adet ve CUPVD310 lokusu ise 6 adet polimorfik allel
Uretmistir.

Sonug olarak, ‘AAG’ kittphanesinden gelistirilen 18 adet SSR lokusundan
16 tanesi (%88.9) polimorfizm gostermis olup, toplam 61 allel elde edilmis ve bu
alellerin 50 tanesi (%82.0) P. vera’ da polimorfizm gostermistir.

Cizelge 4.8. ‘AAG’ tekrar: ile zenginlestirilmis kitUphaneden gelistirilen 18 adet
SSR primerinin P. vera’'da allel biyuklikleri, sayilar1 ve polimorfizm

durumlari
Polimorfik Toplam
Lokus Adi Alleller Olmayan Allel
Alleller Say1a
CUPVDO002 244, 245, 259 - 3
CUPVDO004 162 162 1
CUPVDO011 262, 268 268 2
CUPVD103 110, 124, 133 - 3
CUPVD109 188, 191, 192 - 3
CUPVD117 161, 166, 172, 178 178 4
CUPVD118 188, 190, 208 - 3
CUPVD120 251, 254, 267 251 3
CUPVD201 183, 186, 189 - 3
CUPVD205 | 173 185207 210,213,215 188, 219, 250 7
CUPVD207 308, 311, 316 308 3
CUPVD211 153, 158, 164, 170 - 4
CUPVD213 197, 210, 216 - 3
CUPVD214 145, 157 157 2
CUPVD220 176, 188, 202 188 3
CUPVD307 290 290 1
CUPVD309 196, 199, 20(;,1304, 207, 214, i "
CUPVD310 146, 149, _%L%i 155, 157, ) 6

Dort farkl kituphaneden elde edilen alleller birlikte degerlendirildiginde,

analizi yapilan toplam 59 lokusun 48 tanesinin (%81.3) P. vera’'da polimorfik oldugu
saptanmustir. Ayrica toplam 59 lokustan 203 allel elde edilmis ve bu allellerin 172
tanesi (%84.7) P. vera'da polimorfizm gostermistir. Bu sonuclara gore en disuk
degerler * AAC’ kittphanesinden gelistirilen primerlerden elde edilmistir.
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4.4. Gdistirilen  SSR  Primerlerinin  Yabani Pistacia Turlerindeki

Amplifikasyonu ile Polimorfizm Durumlari ve Allel Buyukltkleri

‘CA’ tekrar dizisi ile zenginlestirilmis kitUphaneden elde edilen ve agaroz
jelde bant verdigi tespit edilen 15 adet SSR primerinin allel buyUklUklerinin,
sayisinin ve polimorfizm durumlarinin belirlenmesi ABI 3130x| genetik analizor
cihazinda yapilmustir. Gelistirilen primer ciftlerinin yabani Pistacia turlerinde ABI
3130xI genetik analizor cihazinda yapilan elektroforezinden elde edilen
elektroferograma ait bir goruntt Sekil 4.4’ de verilmistir.
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Sekil 4.4 CUPVC102 lokusunun ABI 3130xlI genetik analizor cihazinda
elektroforezinin  yapilmasi  sonucunda elde edilen elektroferogram
goruntiisti (1. PC-122.10, 2. PT-9F, 3. PM-0104)
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‘CA’ tekrar dizisi ile zenginlestirilmis kitUphaneden elde edilen ve agaroz
jelde bant verdigi tespit edilen 15 adet SSR primerinin sekiz yabani Pistacia tirinde
ABI 3130xI genetik analizor cihazi kullamlarak test edilmesi sonucu elde edilen
polimorfik ve polimorfik olmayan alleller ile toplam allel sayilar ise Cizelge 4.9'da
verilmistir.

Gelistirilen primerler toplam allel sayist bakimindan karsilastirildiginda,
CUPVAO05, CUPVAO06 ve CUPVA310 SSR lokuslarmmin en az (1 adet),
CUPVA114 lokusunun ise 11 allel ile en fazla alleli verdigi ve bu primeri 9 adet allel
ile CUPVAL111, 8 adet ile CUPVA318, 6 adet allel ile CUPVA3L13, 5 adet allel ile
CUPVA112, 4 adet allel ile CUPVA120 ve CUPVA210, 3 adet allel ile CUPVA102,
CUPVA105, CUPVA213, CUPVA216 ve CUPVA220 lokuslarinin izledigi
belirlenmistir.

Primerler polimorfik allel sayisi bakimindan incelendiginde ise; tim primer
ciftlerinden elde edilen aleller polimorfik oldugu icin %100 polimorfizm elde
edilmistir.

Sonug olarak, ‘CA’ kituphanesinden gelistirilen 15 adet SSR lokusundan 15
tanesi (%100) polimorfizm gostermis olup, toplam 65 allel elde edilmis ve bu
alellerin 65 tanesi (%100) yabani Pistacia tirtinde polimorfizm gostermistir.

Cizelge 4.9. 'CA’ tekrari ile zenginlestirilmis kiitiphaneden elde edilen 15 adet SSR
primer ciftinin yabani Pistacia turlerindeki polimorfizm durumlari ve
allel buyukltltkleri

Polimorfik Toplam
Lokus Adi Alleller Olmayan Allel
Alleller Say1a
CUPVAQ05 267 - 1
CUPVAQ06 219 - 1
CUPVA102 261, 262, 265 - 3
CUPVA105 190, 196, 225 - 3
310, 314, 320, 322, 327, 328,
CUPVA111 336, 343, 348 - 9
CUPVA112 174, 179, 182, 188, 191 - 5
202, 206, 208, 211, 217, 218,
CUPVALIA | 519, 224, 229, 253, 255 ' 1
CUPVA120 351, 360, 373, 382 - 4
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Cizelge 4.9'un devamu

Polimorfik Toplam
Lokus Adi Alleller Olmayan Allel
Alleller Say1a
CUPVA210 251, 254, 258, 412 - 4
CUPVA213 225, 228, 230 - 3
CUPVA216 160, 162, 165 - 3
CUPVA220 273, 275, 277 - 3
CUPVA310 171 - 1
CUPVA313 261, 265, 268, 270, 274, 278 - 6
222, 238, 244, 248, 252, 263,
CUPVA318 272, 286 - 8

‘GA’ tekrari ile zenginlestirilmis kitiphaneden elde edilen ve agaroz jelde
bant verdigi belirlenen 17 adet SSR primerinin 9 yabani Pistacia tirinde ABI 3130xl
genetik analizor cihazi kullanilarak test edilmesi sonucu elde edilen polimorfik ve
polimorfik olmayan alleller ile toplam allel sayilar1 Cizelge 4.10'da verilmistir.

Gelistirilen primerler toplam allel sayisi bakimindan incelendiginde,
CUPVB101 ve CUPVB118 lokuslarinin yabani Pistacia turlerinde allel vermedigi
belirlenmistir. CUPVB112 SSR lokusunun en az (2 adet), CUPVB208 SSR
lokusunun ise 11 allel ile en fazla alleli verdigi ve bu primeri 10 adet allel ile
CUPVB302, 9 adet allel ile CUPVB108, 8 adet ile CUPVB217 ve CUPVB309, 7
adet dlel ile CUPVB219, 6 adet dlel ile CUPVB005, CUPVBO009, CUPVB114 ve
CUPVB3L10, 4 adet alel ile CUPVB306 ve 3 adet allel ile CUPVB010, CUPVB106
ile CUPVB318 lokuslarinin izledigi belirlenmistir.

Primerler polimorfik allel sayisi bakimindan incelendiginde ise ayni sayida
sonuclar elde edilmistir. Cunkd tim primerler polimorfik bant Gretmislerdir.

Sonug olarak, ‘GA’ kituphanesinden gelistirilen 17 adet SSR lokusundan 15
tanesi (%88.2) polimorfizm gostermis olup, toplam 92 allel elde edilmis ve bu
alellerin 92 tanesi (%100) de yabani Pistacia tirlerinde polimorfizm gostermistir.
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Cizelge 4.10. ‘GA’ tekrar ile zenginlestirilmis kituphaneden elde edilen 17 adet
SSR primer ¢iftinin yabani Pistacia turlerindeki polimorfizm durumlari

ve allel buyuklultkleri

Polimorfik | Toplam
Lokus Adi Alleller Olmayan Allel
Alleller Say1a
CUPVBO005 327, 328, 331, 336, 346, 348 - 6
CUPVB009 179, 183, 185, 187, 189, 191 - 6
CUPVBO010 264, 275, 277 - 3
CUPVB101 - - -
CUPVB106 185, 197, 199 - 3
CUPVB108 283, 285, 287, 294:13,2297, 299, 300, 311, i 9
CUPVB112 155, 157 - 2
CUPVB114 205, 208, 211, 215, 219, 227 - 6
CUPVB118 - - -
145, 150, 157, 162, 173, 181, 184, 189,
CUPVB208 102, 194, 196 - 11
CUPVB217 | 181, 190, 193, 197, 201, 203, 205, 216 - 8
CUPVB219 94, 99, 101, 104, 110, 114, 135 - 7
153, 156, 160, 162, 165, 167, 173, 175,

CUPVB302 177, 182 - 10
CUPVB306 170, 181, 188, 194 - 4
CUPVB309 | 209, 289, 298, 302, 304, 306, 311, 317 - 8
CUPVB310 197, 202, 203, 204, 207, 212 - 6
CUPVB318 249, 256, 262 - 3

‘AAC’ tekrart ile zenginlestirilmis kituphaneden elde edilen ve agaroz jelde
bant verdigi tespit edilen 9 adet SSR primerinin 9 yabani Pistacia tirtinde ABI
3130xI genetik analizor cihazi kullamlarak test edilmesi sonucu elde edilen
polimorfik ve polimorfik olmayan alleller ile toplam allel sayilar1 Cizelge 4.11'de
verilmistir.

Gelistirilen primerler toplam allel sayisi bakimindan karsilastirildiginda
CUPVC113 SSR lokusunun en az (2 adet), CUPVCO008 lokusunun ise 11 allel ile en
fazla alleli verdigi ve bu primeri 8 adet alel ile CUPVC102, 6 adet allel ile
CUPVCL116 ve CUPVC210, 5 adet allel ile CUPVCO007 ve CUPV C204, 4 adet allel
ile CUPVC108 ve 3 adet dlel ile CUPVC313 lokuslarimin izledigi belirlenmistir.

Primerler polimorfik allel sayisi bakimindan incelendiginde ise tim

lokuslarin yabani Pistacia turlerinde polimorfik oldugu belirlenmistir.
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Sonug olarak, ‘AAC’ kituphanesinden gelistirilen 9 adet SSR lokusundan 9
tanesi (%100) polimorfizm gostermis olup, toplam 50 allel elde edilmis ve bu
alellerin 50 tanesi (%100) de yabani Pistacia tirlerinde polimorfizm gostermistir.

Cizelge 4.11. *AAC’ tekrar1 ile zenginlestirilmis kittphaneden elde edilen 9 adet
SSR primer ciftinin yabani Pistacia turlerindeki polimorfizm durumlari
ve allel buyuklultkleri

Polimorfik | Toplam

Lokus Adi Alleller Olmayan Allel
Alleller Say1a

CUPVC007 210, 219, 221, 224, 227 - 5

CUPVCO08 163, 179, 185, 187, 189, 193, i 11

196, 199, 202, 208, 210
143, 146, 149, 152, 155, 158,

CUPVC102 161, 164 -
CUPVC108 175, 180, 187, 193 -
CUPVC113 276, 286 -

CUPVC116 | 136, 138, 147, 150, 157, 162 -
CUPVC204 141, 152, 154, 158, 160 -
CUPVC210 | 242, 246, 258, 260, 264, 268 -
CUPVC313 284, 287, 293 -

WO |IN|A~| 0

‘AAG’ tekrari ile zenginlestirilmis kitUphaneden elde edilen ve agaroz jelde
bant verdigi tespit edilen 18 adet SSR primerinin 9 yabani Pistacia turinde ABI
3130xI genetik analizor cihazi kullamlarak test edilmesi sonucu elde edilen
polimorfik ve polimorfik olmayan alleller ile toplam allel sayilar1 Cizelge 4.12'de
verilmistir.

Gelistirilen primerler toplam allel sayisi bakimindan karsilastirildiginda
CUPVD307 lokusunun yabani Pistacia tirlerinde allel vermedigi belirlenmistir.
CUPVD213 SSR lokusunun en az (1 adet), CUPVD205 SSR lokusunun ise 15 allel
ile en fazla alleli verdigi ve bu primeri 9 adet ile CUPVD211, 8 adet dlel ile
CUPVDO002, 7 adet dlel ile CUPVD117, 6 adet allel ile CUPVD120, 5 adet alel ile
CUPVD201, CUPVD207 ve CUPVD310, 4 adet allel ile CUPVDO011, CUPVDO011,
CUPVD103, CUPVD109, CUPVD220 ve CUPVD309, 3 adet dlel ile CUPVD214,
2 adet dlel ile CUPVDO004 ve CUPV D118 lokuslarimin izledigi belirlenmistir.
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Primerler polimorfik allel sayisi bakimindan incelendiginde ise ayni sayida
sonuclar elde edilmistir. Cunk tim primerler polimorfik bant Gretmislerdir.

Sonug olarak, ‘AAG’ kituphanesinden gelistirilen 18 adet SSR lokusundan
17 tanesi (%94.4) polimorfizm gbstermis olup, toplam 88 allel elde edilmis ve bu
alellerin 88 tanesi (%100) de yabani Pistacia tiriinde polimorfizm gostermistir.

Cizelge 4.12. *AAG’ tekrar ile zenginlestirilmis kittphaneden elde edilen 18 adet

SSR primer ciftinin yabani Pistacia tdrlerindeki polimorfizm
durumlar: ve alel blydklultkleri
Polimorfik Toplam
Lokus Adi Alleller Olmayan Allel
Alleller Say1a

236, 242, 249, 251, 256, 259,
CUPVDO002 260, 262 - 8
CUPVDO004 162, 164 - 2
CUPVDO011 250, 253, 262, 273 - 4
CUPVD103 110, 117, 124, 133 - 4
CUPVD109 173, 179, 185, 191 - 4
CUPVD117 161, 164, 16?,8%)72, 175, 178, i "
CUPVD118 180, 193 - 2
CUPVD120 | 213, 245, 251, 254, 262, 267 - 6
CUPVD201 131, 140, 186, 189, 196 - 5

172, 184, 191, 201, 205, 213,
CUPVD205 | 214, 217, 221, 224, 228, 230, - 15

242, 249, 266

CUPVD207 283, 305, 308, 316, 318 - 5

139, 147, 150,153, 158, 160,
cupvbzil 162, 170, 186 ' o
CUPVD213 210 - 1
CUPVD214 145, 148, 151 - 3
CUPVD220 174, 176, 188, 192 - 4
CUPVD307 - - -
CUPVD309 196, 199, 207, 214 - 4
CUPVD310 155, 157, 162, 171, 179 - 5

Dort farkl kitophaneden elde edilen alleller birlikte degerlendirildiginde,
analizi yapilan toplam 59 lokusun 56 tanesinin (%94.9) yabani Pistacia tirlerinde
bant verdigi belirlenmistir. Ayrica toplam 56 lokustan 295 allel elde edilmis ve bu
alellerin hepsi (%100.0) yabani Pistacia turlerinde polimorfizm gostermistir.
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4.5. Gelistirilen SSR Primerlerinin Genel Degerlendirilmes

Siirt c¢esidi  DNA’st  kullamlarak olusturulan dort  farkli  motif ile
zenginlestirilen *CA’, ‘GA’, ‘AAC’ ve'AAG’ kltlphanelerinden toplam 228 klonun
sekansi yapilmistir. Sekanslanan bu 228 klon igerisinden 68 (%30) tanesinin duplike
klonlar oldugu belirlenmistir. Testolin ve ark. (2004) ‘AC’ tekrarlariyla bademde
zenginlestirdikleri genomik kituphanede 93 klonun sekansint yapmislar ve
sekanslanan 93 klondan %28'nin ise duplike klonlar oldugunu bildirmislerdir.
Dirlewanger ve ark. (2002) ‘CT’ tekrarlariyla seftalide zenginlestirdikleri
kitUphanede 162 klonun sekansim yapmislar ve sekansladiklari 162 klon icerisinde
104 adet (%64) klonun duplike oldugunu bildirmiglerdir. Messina ve ark. (2004)
‘AG’ tekrarlariyla kayisida zenginlestirdikleri genomik kitiphanede 127 klonun
sekansim yapmiglar ve sekansladiklar: bu 127 klon igerisinde ise %9 unun duplike
oldugunu belirtmislerdir. Gortldugi gibi duplike klon sayisi literatirde %9 ile %64
arasinda degismistir. Bu calismada bulunan %30 degeri ise literattirdeki sonuglara
gobreortabir degerdir.

Bu calismada duplike klonlar gikarildiktan sonra geriye kalan 160 (%70)
klonda tekrar dizisi aranmis olup toplam 94 klonda (58.7) 99 adet tekrar dizisi
belirlenmistir. Bu tekrar dizilerinin bulundugu bolgelerin 84 tanesinde primer dizayni
yapilabilmistir. Gelistirilen primer ciftlerinin %3'IUk agaroz jelde test edilmesi
sonucunda 59 (%70.2) tanesinin bant verdigi belirlenmistir.

Aranzanave ark. (2002) (CT)/(AG) tekrarlariyla seftalide zenginlestirdikleri
genomik kitUphanede sekanslanan 52 klon icerisinden %87'sinin tekrar dizisi
icerdigini, 45 adet klon icinden 3 tanesinin duplike oldugunu, bdylece geriye kalan
42 klondan %83’ tinde primer dizaym yapildigim bildirmiglerdir. Testolin ve ark.
(2004) ‘AC tekrarlariyla bademde zenginlestirdikleri genomik kittphanede
sekanslanan 93 klon icerisinden %47’sinin primere dondstigund bildirmislerdir.
Dirlewenger ve ark. (2002) ‘CT’ tekrarlariyla seftalide zenginlestirdikleri
kituphanede duplike olanlar ¢ikarildiktan sonra geriye kalan 58 adet klonun hepsinin
tekrar dizisi igerdigini ve bunlardan 42 adet klonda primer dizayn gerceklestirildigini
bildirmislerdir. Arastiricilar baslangicta sekanslanan 162 klondan %26’ sinin primere
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donustigind  bildirmislerdir. Sosinski ve ark. (2000) ‘CT’, ‘CA’ ve ‘AGG’
tekrarlariyla seftalide zenginlestirdikleri genomik kitiphaneden 22 adet klonun
sekansim yapmiglar ve %45’ inden primer gelistirmislerdir. Lopes ve ark. (2002)
‘GA’ ve ‘CA’ tekrarlariyla kayisida zenginlestirdikleri genomik kittiphanelerden 38
klonu sekanslamislar ve %74 Unden primer dizaym yapildigint bildirmiglerdir.
Graham ve ark. (2002) ise bir Rubus turinin DNA’sim kullanarak genomik
kitiphane olusturmuslar ve bu kitiphaneyi (AC) ve (AG) tekrarlaryla
zenginlestirerek 258 klonun sekansint yaparak bunlardan %60 1nin  primere
donustignd bildirmislerdir. Mnegjja ve ark. (2004) Japon erik c¢esidi olan Santa
Rosa nin DNA’sint kullanarak genomik kittphane olusturmuslar ve olusturduklar:
bu genomik kitiphaneyi CT/AG tekrarlariyla zenginlestirmislerdir. Bu
kituphaneden 85 klonu sekanslamis ve %53' Unlin primere (45 adet) donustuguni ve
45 adet primer igerisinden ise %84’ iniin amplifikasyon verdigini saptamislardr.
Silfverberg ve ark. (2006) ‘AAG’, ‘AAC, ‘ATC’, ‘GA’ ve ‘GT’ tekrarlarim
kullanarak elmada zenginlestirdikleri genomik kutUphanelerden 148 klon
sekanslamislar ve %79 unun primere donustigini bildirmislerdir. Bu calismadan
elde edilen sonuclar literatlirdeki sonuclar ile karsilastirildiginda orta degerler elde
edildigi belirlenmistir.

Agaroz jelde bant veren toplam 59 primer cifti ABI 3130xI genetik analizor
cihazinda P. vera cesitleri ile Pistacia tlrlerinde test edilmistir. P. vera’da 59
lokustan 48 tanesi (%81.3) polimorfik bulunmus, elde edilen toplam 203 allelden 172
tanesi (%84.7) polimorfizm gbstermistir. Yabani Pistacia tirlerinde ise toplam 59
lokustan 56 tanesinde (%94.9) amplifikasyon olmustur. Toplam 56 primer ciftinden
295 adet allel elde edilmis ve bunlarin timii (%2100) de polimorfizm gostermistir.

ABI 3130x! genetik analizor cihazinda P. vera ve yabani Pistacia turlerinde
test edilen toplam 59 adet primer ciftinin genel degerlendirilmesi Cizelge 4.13'de

verilmistir.
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Cizelge 4.13. 'CA’, ‘GA’, ‘AAC ve '‘AAG’ tekrarlar1 ile zenginlestirilmis
kitiphanelerden kullanilan 59 adet SSR primer ciftinin Pistacia
tirlerinden ve P. vera cesitlerinden elde edilen tahmini bant
blyudklukleri, allel araligi, alel sayisi, markor tipi ve markor kalitesi

Lokus |TBB AIIeIV Alld Markdr | Markor *
Adi | (bg) [ Arahdn ___Says Tipi | Kalites
Pistacia P.vera | Pistacia| P.vera

CUPVAOO5| 195 267 182-255 TL Temiz
CUPVAO06 | 243 219 216-219 TL Temiz
CUPVA102| 249 | 261-265 | 261-267 TL Temiz
CUPVA105| 218 | 190-225 228 TL Temiz
CUPVA111| 321 | 310-348 | 324-345 TL Temiz
CUPVA112| 241 | 174-191 | 179-201 TL Kirli

UL Ekstra Bant
TL Ekstra Bant

CUPVA114| 235 | 202-255 | 206-263
CUPVA120| 333 | 351-382 | 360-387

CUPVA210| 228 | 251-412 | 247-258 TL Temiz
CUPVA213| 215 | 225-230 | 205-230 TL Temiz
CUPVA216| 189 | 160-165 160 TL Ekstra Bant
CUPVA220| 248 | 273-277 | 249-277 TL Temiz
CUPVA310| 161 171 176-188 TL Temiz
CUPVA313| 305 | 261-278 | 263-294 TL Temiz
CUPVA318| 252 | 222-286 | 258-275 TL Temiz
CUPVBO005 | 322 | 327-348 | 336-348 TL Ekstra Bant
CUPVBO009 | 182 | 179-191 | 187-205 TL Temiz

CUPVBO010 | 246 | 264-277 | 264-274
CUPVBI101 | 224 - 238-240
CUPVB106| 175 | 185-199 | 189-194
CUPVB108| 311 | 283-328 | 287-335
CUPVB112| 150 | 155-157 155

CUPVB114 | 169 | 205-227 | 211-221

TL Ekstra Bant
TL Ekstra Bant
TL Ekstra Bant
TL Temiz

TL Ekstra Bant
TL Ekstra Bant

CUPVB118| 184 - 204-210 TL Temiz
CUPVB208 | 188 | 145-196 | 181-205 TL Temiz
CUPVB217| 185 | 181-216 | 199-210 TL Temiz
CUPVB219| 102 | 94-135 91-122 IL Temiz
CUPVB302| 171 | 153-182 | 168-199 TL Temiz
CUPVB306 | 180 | 170-194 | 178-205 TL Temiz

CUPVB309 | 286 | 209-317 | 289-315
CUPVB310| 217 | 197-212 | 216-231
CUPVB318| 234 | 249-262 | 251-256
CUPVCO007 | 228 | 210-227 | 219-224
CUPVC008| 175 | 163-210 | 185-210
CUPVC102| 146 | 143-164 | 149-161
CUPVC108| 167 | 175-193 | 175-187

TL Ekstra Bant
TL Ekstra Bant
TL Ekstra Bant
TL Ekstra Bant
L Ekstra Bant
L Temiz

TL Temiz

Mo Rlolwlolo|sB|Neo|B [o|vjo|w| ! |wo|o|ojo|kwlwlw|hsBE|lojolwlwk|k
NN oMV w|o|~N|o|o[M M w MR [ONN A o|wldw wlo|k|o|w|w|(o|N|w(F|w(N o
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Cizelge 4.13 Un devam

L okus TBB AIIeIV Alle Markor | Markor *
Adi (bg) | Arahgt __Sayia Tipi | Kalites
Pistacia | P.vera | Pistacia| P. vera

CUPVC113 | 265 | 276-286 | 266-286 2 3 TL Temiz
CUPVC116 | 135 | 136-162 | 141-153 6 2 TL Temiz
CUPVC204 | 159 | 141-160 | 152-158 5 2 TL Ekstra Bant
CUPVC210 | 249 | 242-268 | 253-270 6 3 TL Temiz
CUPVC313 | 273 | 284-293 | 284-287 3 2 TL Temiz
CUPVDO002 | 239 | 236-262 | 244-259 8 3 TL Ekstra Bant
CUPVDO004 145 162-164 162 2 1 TL Ekstra Bant
CUPVDO11 | 254 | 250-273 | 262-268 4 2 TL Temiz
CUPVD103 118 110-133 | 110-133 4 3 TL Ekstra Bant
CUPVD109 | 176 | 173-191 | 188-192 4 3 TL Temiz
CUPVD117 160 161-180 | 161-178 I 4 TL Ekstra Bant
CUPVD118 | 192 | 180-193 | 188-208 2 3 TL Temiz
CUPVD120 247 213-267 | 251-267 6 3 TL Temiz
CUPVD201 171 131-196 | 183-189 5 3 TL Temiz
CUPVD205 171 172-266 | 173-250 15 I UL Kirli
CUPVD207 | 295 | 283-318 | 308-316 5 3 TL Ekstra Bant
CUPVD211 153 139-186 | 153-170 9 4 TL Ekstra Bant
CUPVD213 198 210 197-216 1 3 TL Temiz
CUPVD214 140 145-151 | 145-157 3 2 TL Temiz
CUPVD220 | 284 | 174-192 | 176-202 4 3 TL Temiz
CUPVD307 | 275 - 290 - 1 TL Ekstra Bant
CUPVD309 | 218 | 196-214 | 196-219 4 7 TL Ekstra Bant
CUPVD310 | 138 | 155-179 | 146-164 5 6 TL Temiz

CU: Cukurova Universitesi, PV: Pistacia vera, A: CA Kiitiphanesinin Kodu, B: GA K itiiphanesinin
Kodu, C: AAC Kitiphanesinin Kodu, D: AAG Kitiphanesinin Kodu, TBB: Tahmini Bant
BliyiiklGigtl, TL: Tek Lokuslu, IL: ki Lokuslu, UL: Ug Lokuslu, * Materyal ve Metod béliimiinde
aciklanmustir.

Cizelge 4.13'deki markér tipi durumu incelendiginde CUPVB219,
CUPVCO008 ve CUPVC102 SSR primerleri iki lokuslu bulunurken, CUPVA114 ve
CUPVD205 SSR primerleri ¢ lokuslu, diger 54 adet SSR primeri ise tek lokuslu
olarak belirlenmistir.

Ayrica Cizelge 4.13'de yer alan primerlere ait alel sayisi yabani Pistacia
turlerinde incelendiginde en fazla allel sayisina CUPV D205 nolu SSR primerinin (15
adet), en az allel sayisina ise CUPV A005, CUPVA006, CUPVA310 ve CUPVD213
SSR lokuslarinin (1 adet) sahip oldugu belirlenmistir. P. vera ¢esitleri iginde ise en
fazla allel sayisina CUPVB219 SSR lokusunun (9 adet), en az alel sayisina ise
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CUPVA105, CUPVA216, CUPVB112, CUPVDO004 ve CUPVD307 lokuslarinin (1
adet) sahip oldugu bulunmustur. Bununla birlikte, bazi lokuslarin ise sadece P. vera
cesitlerine 6zgu allel verdigi belirlenmistir. Sadece P. vera’ya 6zgu allel veren
lokuslarin CUPVB101, CUPVB118 ve CUPVD307 olduklar: belirlenmistir. Sadece
yabani Pistacia turlerine 6zgu allel veren primere ya da primerlere ise
rastlamlmamustir.

Bunun yam sira Cizelge 4.13' de bulunan primerler markor kalitesi yoniinden
de incelendiginde CUPVA112 ve CUPVD205 SSR lokuslarimn Kirli bant;
CUPVA114, CUPVA120, CUPVA216, CUPVB005 CUPVB010, CUPVB101,
CUPVB106, CUPVB112, CUPVB114, CUPVB309, CUPVB310, CUPVB318,
CUPVCO007, CUPVC008, CUPVC204, CUPVD002, CUPVD004, CUPVDI103,
CUPVD117, CUPVD207, CUPVD211, CUPVD307 ve CUPVD309 lokuslarinin
ekstra bant; geriye kalan SSR lokuslarinin ise temiz bantlar verdigi belirlenmistir.

Bassl ve ark. (2005) ‘CA’, ‘GA’ ve ‘GAA’ tekrarlarint kullanarak
zenginlestirdikleri genomik kitUphaneden 25 klon dizayn etmislerdir. ‘CA’
tekrariyla zenginlestirilmis kituphanedeki primerler markor kalitesi yoninden % 35
temiz bant ve %65 ise ekstra bant vermistir. ‘GA’ tekraryla zenginlestirilmis
kitUphanedeki primerler markor kalitesi yoninden %88 temiz bant vermis, ‘GAA’
tekrarlariyla zenginlestirilmis kittphanedeki primerler ise markor kalitesi yoniinden
%47.7 temiz bant, %38 kirli bant, %14.3 ise ekstra bant verdigini bildirmislerdir.

4.6. Pistacia Tur ve P. vera Cssitlerinin Gélistirilen SSR Primerleri ile
K arakterizasyonu

4.6.1. SSR Primer Ciftlerinin P. vera ve Yabani Pistacia Turlerinde Polimorfizm

Durumu ve Ayirma Gucu

SSR-PCR analizlerinde 13 primer cifti 46 Pistacia genotipine uygulanmustir.
Elde edilen amplifikasyon trinleri var (1) ve yok (0) seklinde degerlendirilmistir. Bu
degerlendirme sonucu elde edilen toplam allel sayilari (TAS), polimorfik allel
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sayilart (PAS) hem P. vera’da, hem yabani Pistacia tirlerinde ve hem de analiz
edilen tlim 46 Pistacia genotipi icin Cizelge 4.14’ de verilmistir.

Cizelge 4.14. SSR primer ciftlerinin P. vera’'da, yabani Pistacia turlerinde ve 46
Pistacia genotipindeki toplam allel sayisi ve polimorfik allel sayist

Y abani
Tekrar 46 Genoti P. vera Pistacia
No | LokusAdi Dizisi i Tirleri
TAS | PAS | TAS | PAS | TAS | PAS
1 CUPVA120 (AC)1o(AT)s 8 8 5 5 4 4
2 | CUPVB009 | (CT)C(CT)s 10 10 6 6 6 6
3 | cupvB108 (TC)x(AC)s 14 13 6 4 11 10
4 CUPVB114 (CT)s 26 26 14 2 26 26
5 CUPVB217 (AG)g 9 9 5 5 6 6
6 CUPVB219 (CT)1e 12 12 6 6 10 10
7 CUPVB302 | (GA)1.GG(GA); | 14 14 4 4 10 10
8 CUPVB309 (CT)1s 15 15 8 8 14 14
9 CUPVB318 (TC)4 25 25 9 4 22 22
10 | CUPVDO002 (TTC)u3 11 10 5 4 8 6
11 | CUPVD120 (AGA)o 9 7 3 0 9 7
12 | CUPVD207 (GAA), 7 7 3 2 6 6
13 | CUPVD211 (GAA) 10 9 9 3 3 8 8
Toplam 169 | 165 77 53 140 | 135
Ortalama 130 | 127 | 59 41 | 108 | 104

CU: Cukurova Universites, PV: Pistacia vera, A: CA Kiitiiphanesinin Kodu, B: GA K itiphanesinin
Kodu, C: AAC Kitiphanesinin Kodu, D: AAG Kitiphanesinin Kodu, TBB: Tahmini Bant
Buyuklugl, TBS: Toplam Bant Sayisi, PBS: Polimorfik Bant Sayisi.

Calismada kullanmilan 13 adet SSR primeri degerlendirildiginde; 46 Pistacia
genotipinde toplam 169 adet allel elde edilmis, bunlarin 165 adedi polimorfik
bulunmustur. Primer basina disen toplam allel sayisi 7—26 (ortalama 13.0) arasinda
degismis, primer basina disen polimorfik allel sayisi ise 7-26 (ortalama 12.7)
arasinda degisim gostermistir. Toplam allel sayisi agisindan CUPV D207 lokusu en
disUk (7 adet) allel sayisim Uretmis olup, CUPVB114 lokusu ise en fazla (26 adet)
aleli vermistir. Polimorfik allel sayisi bakimindan ise, CUPV D120 ve CUPVD207
lokuslar: en disuk sayida (7 adet) allel Uretirken, CUPVB114 SSR primerinden ise
en yuksek sayida (26 adet) polimorfik allel elde edilmistir.

Ayrica calismada kullamlan 13 adet SSR primeri P. vera icerisinde
degerlendirildiginde; 22 cesitte toplam 77 adet allel elde edilmis, bunlarin 53 adedi
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polimorfik bulunmustur. Primer basina diisen toplam allel sayist 3-14 (ortalama 5.9)
arasinda degismis, primer basina disen polimorfik allel sayisi ise 0-8 (ortalama 4.1)
arasinda degisim goOstermistir. Toplam allel sayisi agisindan CUPVD120,
CUPVD207, CUPVD211 lokuslar1 en disiuk (3 adet) allel sayisim Uretmis olup,
CUPVB114 lokusu ise en fazla (14 adet) aleli vermistir. Polimorfik allel sayisi
bakimindan ise CUPVD120 lokusu polimorfizm gostermezken, CUPVB114 ile
CUPVD207 SSR lokuslar1 en dustk sayida polimorfik allel ve CUPVB309 SSR
lokusundan ise en yUksek sayida (8 adet) polimorfik allel elde edilmistir.

Calismada kullamlan 13 adet SSR primeri yabani Pistacia tirlerinde
degerlendirildiginde; ise 24 genctipte toplam 140 adet allel elde edilmis, bunlarin
135 adedi polimorfik bulunmustur. Primer basina disen toplam allel sayisi 4-26
(ortalama 10.8) arasinda degismis, primer basina disen polimorfik allel sayisi ise 4—
26 (ortalama 10.4) arasinda degisim gostermistir. Toplam allel sayisi agisindan
CUPVA120 lokusu en dusuk (4 adet) allel sayisim Uretmis olup, CUPVB114 lokusu
ise en yuksek (26 adet) alleli vermistir. Polimorfik allel sayisi bakimindan ise
CUPVA120 lokusu en dustk sayida (4 adet) allel dretirken, CUPVB114 SSR
primerinden ise en yiksek sayida (26 adet) allel elde edilmistir.

SSR-PCR ile 46 Pistacia genotipinin analizleri sonucunda elde edilen toplam
alel sayilari (TAS), polimorfik allel sayilar1 (PAS), polimorfizm orant (PO) ve bu
primerlerin polimorfizm bilgi icerikleri (PBI) ile ayirma glicti (AG) degerleri Cizelge
4.15'de verilmistir.

Calismada kullanilan 13 SSR primeri degerlendirildiginde; toplam 169 adet
alel elde edilmis ve bunlarin 165 adedi polimorfik bulunmustur. Tum lokuslar %100
polimorfizm gOsterirken, CUPVB108 lokusunda polimorfizm oram %93,
CUPVDO002 lokusunda polimorfizm oram %91, CUPVD120 lokusunda ise
polimorfizm oram %78 olarak bulunmustur. Sonucta, primerlerin ortalama
polimorfizm orant %97.1 olarak hesaplanmustir. Primer basina diisen polimorfik allel
sayisi 12.7 olarak bulunmustur. Ahmad ve ark.’ nin (2005) yaptiklari bir calismada,
Kerman c¢esidi DNA’sim kullanarak gelistirdikleri 12 primerin P. atlantica, P.
integerrima ve melezlerine uygulanmasindan toplam 35 allel elde edilmis bunlarin
10 tanesinin polimorfik oldugu, primer basina disen toplam allel sayisinin 2-5
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arasinda degistigini ve toplam allel sayisinin ortalamasinin 2.9 oldugunu
bildirmiglerdir. Gorulecegi Uzere bu calismada elde edilen primerler oldukca
polimorfik bulunmustur. Bunun en 6nemli nedeni bu calismada 11 Pistacia ttrinin

kullanilmasidir.

Cizelge 4.15. 46 Pistacia genotipinin 13 SSR primer cifti ile amplifikasyonu sonucu
elde edilen toplam allel sayilar1 (TAS), polimorfik allel sayilar1 (PAS),
polimorfizm oram (PO), polimorfizm bilgi icerigi (PBI) ve primerin
ayrrmaguci (AG) degerleri

No | Lokus Adi TAS | PAS PO PBi AG
1 |CUPVA120 8 8 100 | 0.935 | 0.343
2 |CUPVBO009 10 10 100 | 0.959 | 0.330
3 |CUPVB108 14 13 93 0.837 | 0.312
4 |CUPVB114 26 26 100 | 0.709 | 0.901
5 |CUPVB217 9 9 100 | 0.971 | 0.275
6 |CUPVB219 12 12 100 | 0.974 | 0.246
7 |CUPVB302 14 14 100 | 0.984 | 0.188
8 |CUPVB309 15 15 100 | 0.947 | 0.362
9 |CUPVB318 25 25 100 | 0.857 | 0.501
10 | CUPVDO002 11 10 91 0.916 | 0.352
11 |CUPVD120 9 7 78 0.742 | 0.667
12 |CUPVD207 7 7 100 | 0.896 | 0.410
13 [CUPVD211 9 9 100 | 0.955 | 0.300

Toplam 169 165 - - 5.19

Ortalama 13.0 12.7 97.1 0.899 | 0.399

Primerlerin polimorfizm bilgi icerigi (PBI) ve ayirma glicti degerleri (AG) de
calismada degerlendirilmistir. Ortalama polimorfizm bilgi icerigi (PBI) degeri 0.899
olarak bulunmustur. CUPVB114 lokusundan en dusuk (0.709) polimorfizm bilgi
icerigi, CUPVB302 lokusundan ise en yiksek (0.984) polimorfizm bilgi igerigi
degeri elde edilmistir. ,

Primerlerin ayirma giici (AG) degerleri incelendiginde toplam ayirma gicu
degeri 5.19, ortalama AG degeri ise 0.399 olarak belirlenmis olup; CUPVB302
lokusundan en dustk (0.188) toplam ayirma giicti degeri elde edilirken, CUPVB114
lokusundan ise, en yuksek (0.901) toplam ayirma gict degeri elde edilmistir
(Cizelge 4.15).
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Kafkas ve ark. (2006a) Pistacia gen kaynaginin degisik DNA markor
tekniklerinin - kullamlmasiyla DNA  polimorfizminin  ve genetik uzakliginin
belirlenmesi ¢aligmalarinda kullandiklar1 20 ISSR primerindeki ayirma giict degerini
53.62 olarak bulmuslardir. Kafkas ve ark.’min (2006b) yaptiklar: diger ¢alismada
ise AFLP teknigini kullanarak 20 antepfistigi genotipinde, toplam 288 AFLP
fragmenti bulduklarint bunlardan 136 tanesinin polimorfik oldugunu ve polimorfik
alel ortalamasinin ise %46.7 oldugunu bildirmislerdir. Kafkas'in (2006b) yaptig:
calismada ise, 35 antepfistigi genotipi arasindaki filogenetik iliskiyi belirlemek
amaci1 ile AFLP teknigini kullanarak yaptigi calismada elde edilen bulgularda,
toplam 275 allel bulduklarim bunlardan 249 tanesinin polimorfik oldugunu ve
toplam allel sayisinin ortalamasinin 45.8, polimorfik allel sayisi ortalamasinin ise
41.5 oldugunu bildirmiglerdir. Ayrica arastirmacilar polimorfizm yizdesini %90.5,
primerlerin ayirma gticl toplamini 242.6, primerlerin aywrma gticti ortalamasini 40.4,

primerlerin polimorfizm bilgi igerigini ise 0.668 olarak hesaplamislardir.

Kafkas ve ark.”min (2006a) yaptiklar: galismadaki sonuglara gore bizim elde
ettigimiz sonu¢ daha disuk (5.39) bulunmustur. Bu durum da ISSR tekniginin
dominant SSR tekniginin ise kodominant olmasindan kaynaklanmaktadir. K afkas ve
ark.’min (2006b) yaptiklar1 bu galismada ise elde edilen sonuglar ile bu ¢alismada
elde edilen sonuglar arasindaki farkliligin nedeni materyal farkliligindan ve
kullanilan teknigin farkl: olmasindan kaynaklanmaktadir.

4.6.2. Antepfisiign Genotiplerinin SSR Yontemi ile Aralarindaki Genetik
iliskilerinin Belirlenmesi

SSR analizleri sonucunda elde edilen amplifikasyon Urdnlerinin istatistiksel
analiz sonuclarina gore, antepfistigi gesit ve Pistacia genotipleri arasindaki genetik
benzerlik indeksinin 0.08-0.98 arasinda degisim gosterdigi  belirlenmistir.
Arastirmada yer alan tim Pistacia turleri ve antepfistigi ¢esitleri arasindaki Jaccard
genetik benzerlik katsayilari EK 1'de verilmistir.
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Antepfistig1 gesitleri genetik benzerlik agisindan incelendiginde, birbirine en
yakin cesitler sirasiyla; Ketengdmlek ile Kirmizi (0.98), Hacireso ile Siirt (0.98)
bulunurken, 6teki yakin gesitler ise, Kirmizi ile Uzun (0.95), Ketengdmlek ile Uzun
(0.94), Manisa 1 ile Uygur (0.94), Giallaile Ashoury (0.94) olarak saptanmustir.

Genetik olarak en uzak Pistacia tir ve antepfistig: gesitleri ise sirasiyla; PM-
0104 ile Uzun (0.08), PM-0104 ile Ashoury (0.08) ve PTX-0292 ile Ashoury (0.08)
olmustur. Sirastyla genetik olarak en uzak diger Pistacia tir ve antepfistigi cesitleri
ise, PM-0104 ile Kagka (0.09), PM-0104 ile Kerman (0.09), PM-0104 ile Sefidi
(0.09), PM-0104 ile MUmtaz (0.09), PM-0104 ile Vahidi (0.09), PM-0104 ile Siirt
(0.09), PM-0104 ile Hacireso (0.09), PM-0104 ile Kirmiz1 (0.09), PM-0104 ile
Ajamy (0.09), PM-0104 ile Peters (0.09), PTX-0292 ile Aeginea (0.09), PTX-0292
ile Sfax (0.09), PTX-0292 ile Gialla (0.09), PTX-0292 ile Peters (0.09), PTX-0298
ile Uzun (0.09), PTX-0298 ile Ashoury (0.09) gesidinin oldugu belirlenmistir.

SSR analizleri sonucunda 46 Pistacia tir ve gesidinin tamam birbirinden
ayrilmistir. Analiz sonucunda elde edilen soyagacinda 2 ana grup olusmustur (Sekil
4.5). Birinci grupta P. vera, P. eurycarpa, P. khinjuk, P. atlantica, P. integerrima, P.
chinensis, P. terebinthus ve P. palaestina yer almustir. ikinci gruptaise P. mexicana,
P. texana, P. weinmannifolia ve P. lentiscus yer almustur.

Birinci ana grup iki alt gruba ayrilmistir. Birinci alt grubu 22 adet yerli ve
yabanci orijinli antepfistig ¢esidi olustururken ikinci alt gruptaise P. eurycarpa, P.
khinjuk, P. atlantica, P. integerrima, P. chinensis, P. terebinthus ve P. palaestina
tirleri yer almistir. Antepfistigi cesitleri de iki gruba ayrilmistir. Birinci grupta Iran
orijinli Ohadi, Kerman, Sefidi, Kalehghochi, Kaska, Hacireso, Mimtaz, Vahidi
cesitleri ile Siirt ¢esidi yer almustir. Ikinci grupta ise Kirmizi, Uzun, Ketengomlegi,
Sultani gibi Tark orijinli gesitler ile Halebi, Ashoury, Ajamy gibi Suriye gesitleri ve
Sfax, Aeginea ve Giallagibi Tunus, Y unanistan ve italya orijinli gesitler yer almustir.
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Kagka
Mimtaz
| Vahidi

| Siirt
IHacireso
Kerman
Sefidi
Ohadi

— 1 Kalehgouchi

Uzun
—|:| Kirmizi P. vera
Ketengdmlek

Sultani
Aeginea
Sfax
Ajamy
Halebi
Uygur
Manisa—1
Peters
— Ashoury
L Gialla
PE-10F

P. eurycarpa
——— PE-6M yeat
] — I;ﬁ::zLS P. atlantica
PT-77
PIF P .
I PIM . integerrima
PC-122.10 P. chinensis
1 PC-121.2
PK-206.5 P. khinjuk

l PK-210.2

PT-9F
PT-Tek P. terebinthus

PP-B ve
| PP-CM P. palaestina
PT-44
PP-195.6
PM-0104 P. mexicana
_| PTX-0292 ve
PM-0027 P. texana
PTX-0298
PW-29A P. weinmannifolia
! PL-01-M P. lentiscus
L PL-0190A

I 1 1 1 1 I 1 1 I 1 1 1 1 I 1 1 1 1 I
0.15 0.36 0.57 0.77 0.98
Jaccard Genetik Benzerlik Katsayisi

Sekil 4.5. 12 Pistacia turine ait 46 ¢esit ve genotipin 13 SSR primeri ile
amplifikasyonu sonucu elde edilen soyagaci
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Kafkas ve ark.’nmin (2006a) 69 antepfistig: ¢esidinde AFLP, ISSR ve RAPD
tekniklerini kullanarak yaptiklar: karakterizasyon galismasinda Iran orijinli gesitler
ile Turkiye, Suriye, Tunus, Italya orijinli gesitler, bu calismada oldugu gibi, ayr
gruplarda yer alirken Siirt ve Hacireso ¢esitler bu iki grup arasinda yer almistir. Yine
bu calismada ikinci grupta yer alan antepfistigi cesitleri orijinlerine gore tam olarak
ayrilmamus olup, Kafkas ve ark. (2006a) yaptiklar: calismada ise ayrilmistir. IKi
calisma arasinda bu farkliligin ¢ikmasinin ana nedeni kullamilan markér tipi ve
sayisidir. Nitekim, Kafkas ve ark. (2006a) yaptiklari calismada 562 markor
kullanmglardir.

Calismada Ketengdmlek ile Kirmizi ve Hacireso ile Siirt’in en yakin gesitler
oldugu belirlenmis olup bunu Kirmiz: ile Uzun, Ketengdmlek ile Uzun, Gialla ile
Ashoury, Manisa-1 ile Uygur cesitleri izlemistir. Birbirine en uzak cesitler ise
sirastyla Ashoury ile Kerman, Kirmizi ile MUmtaz, Gialla ile Kerman, Halebi ile
Mimtaz, Ketengdmlek ile Mimtaz, Sfax ile Mimtaz, Kirmizi ile Kaska,
Ketengdmlek ile Kaska, Ketengdmlek ile Ohadi, Uzun ile Mumtaz, Ajamy ile
MUmtaz olmustur.

Birinci ana grubun ikinci alt grubu da iki gruba ayrilmistir. Birinci grupta P.
eurycarpa, P. atlantica ve P. integerrima tlrleri yer alirken, ikinci grupta ise P.
khinjuk, P. terebinthus ve P. palaestina tirleri yer almustir. P. chinensis tlrdnin ise
bu iki grup arasinda yer aldig1 belirlenmistir.

Birinci ana grubun ikinci alt grubunda birbirine en yakin genotipler PC-
122.10 ile PC-121.2, PA-2 ile PA-18, PE-10F ile PE-6M, PIF ile PIM, PK-210.2 ile
PK-206.5 ve PT-9F ile PT-Tek olurken, birbirine en uzak genotipler ise PP-195.6 ile
PE-10F, PA-18 ile PP-195.6, PP-195.6 ile PE-6M, PP-195.6 ile PC-121.2 ve PT-77
ile PP-195.6 olmustur.

Bu grupta en carpici sonu¢ Kaliforniya'da USDA genetik kaynaklarinda P.
terebinthus olarak tammlanmis olan PT-77 genotipinin P. atlantica grubunda yer
amasidir. Boylece bu genotipin P. atlantica oldugu belirlenmistir. Bu sonu¢ da
molekiler calismalarin genetik kaynaklarin tammlanmasinda ne kadar 6nemli
oldugunu ortaya koymustur.
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Yine bu alt grubun ikinci grubunda P. terebinthus ve P. palaestina tirlerine
ait genotipler bir arada yer alirken, P. khinjuk bunlardan ayrilmistir. Kaliforniya'da
bulunan USDA genetik kaynaklarindan alinan P. palaestina turiine ait PP-195.6
genotipi bu grupta bulunan diger genotiplerden ayrilmistir. Bu genotipin Pistacia
turleri arasinda melez olabilecegi tahmin edilmektedir.

Birinci ana grubun ikinci alt grubundan ¢ikarilacak sonuglardan bir tanesi de
P. vera'ya en yakin tlrlerin P. eurycarpa ile P. khinjuk oldugu ancak bu iki tirin
birbirinden genetik olarak uzak tirler oldugudur. Bunun yaninda P. terebinthus ve P.
palaestina turlerine ait genotipler birbirine ¢ok yakin bulunmus ve Kafkas ve
ark.’min (2002) daha Once belirttigi Gzere aym tur olabilecekleri bu calismada da
ortaya ¢ikmstur.

Ikinci ana grupta daiki alt grup olusmustur. Birinci alt grupta P. mexicanaile
P. texana yer alirken, ikinci gruptaise P. lentiscusile P. weinmannifolia yer almustir.

Bu grupta birbirine en yakin genotipler PTX-0292 ile PM-0104, PTX- 0292
ile PM-0027, PL-0190A ile PL-01-M ve PTX-0292 ile PTX-0298 olurken en uzak
genotipler ise PL-0190A ile PTX-0298, PL-01-M ile PTX-0298, PL-0190A ile PM-
0104 ve PL-01-M ile PM-0104 olmustur.

Ikinci ana grubun birinci alt grubunda yer alan P. mexicana ve P. texana
genotipleri birbirlerine genetik olarak yakin akraba olduklar: belirlenmistir. Parfitt
ve Badenes (1997) Pistacia tirlerinin filogenetigi Uzerine kloroplast genomu
kullanarak yaptiklar: galismada P. texana ile P. mexicana turlerini ayirt edememisler
ve ayni tir olabileceklerini hipotez etmislerdir. Bu calismadan elde edilen sonuclar
dabu hipotezi dogrulamaktadir.

Calismada yer alan 12 Pistacia turd arasindaki genetik iliskileri daya iyi
ortaya koymak igin Pistacia tirlerine ait genetik benzerlik katsayilarimn ortalamalart
alinarak ve elde edilen veriler ayni paket programda analiz edilerek 12 Pistacia
turdine ait yeni bir dendrogram olusturulmustur (Sekil 4.6). Sonug olarak, elde edilen
soyagact 46 Pistacia genotipi icin elde edilen dendrogram ile yiksek oranda
benzerlik gbstermistir.
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Sekil 4.6. Pistacia genotipleri arasindaki genetik benzerlik ortalamalarimin
hesaplanmasi sonucu olusturulan 12 Pistacia turtine ait dendrogram
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5. SONUC ve ONERILER

Bu arastirmada Siirt cesidi DNA’'st kullanlarak 4 farkli motif ile
zenginlestirilmis genomik kitiphane olusturulmus ve elde edilen bu kittphanedeki
klonlardan primer dizaym yapilmistir. Ayrica calismada analiz edilen antepfistigi
genotipleri arasindaki genetik iliskiler ortaya ¢ikarilmistir.

Elde edilen sonuclar asagida kisaca 6zetlenmistir:

1. Siirt cesidi DNA’st kullanilarak olusturulan genomik kittphane ‘CA’ ve
‘GA’ dinukleotit tekrarlari ile ‘AAC ve ‘AAG’ trinukleotit tekrarlar
kullanilarak zenginlestirilmistir. Her bir kitiphaneden 57 klon olmak Uzere
toplam 228 klonun sekanst yaptiril mistir.

2. Zenginlestirilmis kitiphanelerden sekansi yapilan 228 klondan 68 adedinin
duplike klonlar oldugu, geriye kalan 160 klondan da 94 adedinin tekrar dizisi
icerdigi, bunlardan 5 adedinin ise 2 tekrar dizisi bulundurdugu saptanmustir.
Boylece 99 tekrar dizisinin bulundugu bolgeler icin primer dizaym
yapiimaya ¢aligilmis ve sonugta 99 tekrar dizisinin bulundugu klonlardan 84
Gift primer dizayn edilmistir. Sonug olarak sekansi yapilan 228 klonun
%36.8'inin primere donustigl tespit edilmistir.

3. Dizaym yapilan 84 cift primer ise amplifikasyon driint verip vermedigini
arastirmak agisindan %3’ lUk agaroz jelde 7 adet antepfistigi ¢esidi ile 1 adet
P. atlantica genotipi olmak Uzere toplam 8 ornekte test edilmistir. Sonug
olarak ise, agaroz jel sonuglari incelendiginde toplam 59 adet primer ciftinin
bant verdigi belirlenmistir. Boylece bant tGretme bakimindan test edilen 84
primerden %70.2’ sinin bant Urettigi tespit edilmistir.

4. Dort kituphaneden elde edilen alleller birlikte degerlendirildiginde analizi
yapilan toplam 59 lokusun 48 tanesinin P. vera’da, 56 tanesinin ise yabani
Pistacia turlerinde polimorfik oldugu saptanmustir. Ayrica toplam 59
lokustan 203 allel elde edilmis ve bu allellerin 172 tanesi (%84.7) P. vera’da
polimorfizm gostermis, yabani Pistacia tirlerinde ise 59 lokustan 295 allel
elde edilmis ve bu allellerin hepsi (%100) yabani Pistacia tirlerinde

polimorfizm gostermistir.
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5.

%3’ luk agaroz jelde polimorfik olarak gdzlemlenen 59 (% 70.2) adet primer
ile ABI 3130xI genetik analizOr cihazinda 6 adet P. vera gesidinde ve 8 adet
Pistacia tUrinde calisilmustir. Bu primerlerin - markér tipi  durumu
incelendiginde CUPVB219, CUPVC008 ve CUPVC102 SSR primerleri iki
lokuslu bulunurken, CUPVA114 ve CUPVD205 SSR primerleri U¢ lokuslu,
diger 54 adet SSR primeri ise tek lokuslu olarak bulunmustur. Bununla
birlikte, baz1 primerlerin ise sadece P. vera cesitlerine dzgu allel verdigi
bulgusuna varilmistir. Sadece P. vera’'ya 6zgu allel veren primerler olarak
CUPVB101, CUPVB118 ve CUPVD307 lokuslar1 belirlenmistir. Sadece
yabani Pistacia turlerine 6zgu alel veren primere ya da primerlere ise
rastlanilmamigtir.  Ayrica primerler  markor kalitess yoninden de
incelendiginde CUPVA112 ve CUPVD205 SSR lokuslarimin kirli bant,
CUPVA1l14, CUPVA120, CUPVA216, CUPVBO005 CUPVBO010,
CUPVB101, CUPVB106, CUPVB1l12, CUPVB114, CUPVB309,
CUPVB310, CUPVB318, CUPVC007, CUPVC008, CUPVC204,
CUPVD002, CUPVDO04, CUPVD103, CUPVD117, CUPVD207,
CUPVD211, CUPVD307 ve CUPVD309 lokuslarinin ekstra bant; geriye
kalan SSR lokuslarinin ise temiz bant verdigi saptanmustur.

SSR analizinde tarama islemi sonucu elde edilen degerlere gore belirlenen 59
adet primer igerisinden en polimorfik 13 primer 46 Pistacia genotipine
uygulanmigtir. 13 adet SSR primeri degerlendirildiginde; 46 genotip
antepfistiginda toplam 169 adet alel elde edilmis, bunlarin 165 adedi
polimorfik bulunmustur. Primer basina disen toplam alel sayisi 7-26
(ortalama 13.0) arasinda degismis, primer basina disen polimorfik allel
sayisi ise 7-26 (ortalama 12.7) arasinda degisim gostermistir. Toplam allel
sayisi agisindan CUPVD207 lokusunda en disuk (7 adet) allel sayist
belirlenirken, CUPVB114 lokusundan ise en fazla (26 adet) allel elde
edilmistir. Polimorfik allel sayist bakimindan ise CUPV D120 ve CUPV D207
lokuslar en disuk sayida (7 adet) alel dretirken, CUPVB114 lokusundan ise
en yuksek sayida (26 adet) allel elde edilmistir.
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7. 46 Pistacia genotipinin karakterizasyonunda kullanilan 13 SSR primerinin
ortalama polimorfizm bilgi icerigi (PBI) degeri 0.899 olarak bulunmustur.
CUPVB114 lokusundan en dusuk (0.709) polimorfizm bilgi igerigi,
CUPVB302 lokusundan en yiksek (0.984) polimorfizm bilgi igerigi degeri
elde edilmistir. Primerlerin ayirma gucl (AG) degerleri incelendiginde,
toplam ayirma gicl degeri 5.19, ortalama ayirma guci degeri ise 0.399
olarak belirlenmis olup; CUPVB302 lokusundan en disik (0.188) toplam
ayirma gucti, CUPVB114 lokusundan ise, en yuksek (0.901) toplam ayirma
guicli degeri elde edilmistir.

8. Jaccard genetik benzerlik katsayisina gore, antepfistigi genotipleri arasindaki
genetik benzerlik indeksinin  0.08-0.98 arasinda degisim gosterdigi
belirlenmistir. SSR analizleri sonucunda 46 Pistacia tir ve ¢esidinin tamami
birbirinden ayrilmistir. Analiz sonucunda elde edilen soyagacinda 2 ana grup
olusmustur. Birinci grupta P. vera, P. eurycarpa, P. khinjuk, P. atlantica, P.
integerrima, P. chinensis, P. terebinthus ve P. palaestina yer almstir. Ikinci
grupta ise P. mexicana, P. texana, P. weinmannifolia ve P. lentiscus yer
almustir.

9. Kaliforniyaada USDA genetik kaynaklarinda P. terebinthus olarak
tanimlanmis olan PT-77 genotipinin P. atlantica grubunda yer aldig: yani P.
atlantica tirtne ait bir genotip oldugu belirlenmistir. Bu sonu¢ da molekiler
calismalarin genetik kaynaklarin tanimlanmasinda ne kadar 6nemli oldugunu
ortaya koymustur.

Bu calisgmanin devaminda daha fazla klonun sekansi yapilmal1 ve daha fazla
primer gelistiriimelidir. Bunun yaminda bundan sonra Pistacia cinsinde yapilacak
filogenetik arastirmalarda daha fazla genotipin kullaniimas: ve 6zellikle Iran orijinli
genotiplerin eklenmesi yararli olacaktir.

Bu calisma sonucunda ortaya ¢ikan SSR primerleri 1slah programlarinda,
ebeveyn testlerinde ve genetik haritalama ¢alismal arinda kullanilabilecektir.
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Ek.1 Arastirmada yer alan tim Pistacia genotipleri arasindaki SSR verilerine ait Jaccard genetik benzerlik katsayilar: tablosu

= 8 S I <
g ey, S| 25| 8|8 g w8

B IEM IR PR REE I HEHHERE IR R RN E R EE:
Sl 218582 % 583|883 %ol F 3 o|3Ff |5 £L Y F &z EEEREEE & & ZFEZEEER DS

Kaska -

Kerman 0.67 | -

Sefidi 0.70 | 0.69 | -

Ohadi 0.69 | 0.66 | 0.74 | -

Kalehgouchi | 0.72 | 068 | 0.74 [ 0.82 | -

Mumtaz 0.75 | 0.67 | 0.68 | 0.64 | 0.72 | -

Vahidi 0.79 |0.70 | 068 | 0.70 | 0.73 | 0.82 | -

Siirt 0.66 | 0.65 | 0.66 | 0.63 | 0.68 | 0.73 | 0.72 | -

Hacireso 0.67 | 0.66 | 0.67 | 0.63 | 0.69 | 0.74 | 0.73 | 0.98 | -

Uzun 0.58 | 0.58 | 0.65 | 0.55 | 0.60 | 0.56 | 0.59 | 0.65 | 0.66 | -

Kirmizi 0.56 | 059 | 0.65 | 0.55 | 0.60 | 0.54 | 0.57 | 0.63 | 0.64 | 0.95 | -

Ketengomlek |0.57 | 0.60 | 0.65 | 056 | 0.61 | 0.55 | 0.57 | 0.64 | 0.64 | 0.94 | 0.98 | -

Sultani 059 | 058 | 0.62 | 0.58 | 059 | 0.57 | 0.60 | 0.62 | 0.63 | 0.89 | 0.91|0.92 | -

Aeginea 0.59 | 0.58 | 0.65 | 0.60 | 0.63 | 0.57 | 0.59 | 0.61 | 0.62 | 0.82 | 0.81]0.82 | 0.86 | -

Sfax 0.59 | 0.63 | 0.62 | 0.57 | 0.61 | 0.55 | 0.58 | 0.60 | 0.61 | 0.78 | 0.80|0.81 | 0.79 | 0.86 | -

Ajamy 0.59 | 0.61 | 0.60 | 0.56 | 0.61 | 0.57 | 0.56 | 0.60 | 0.61 | 0.80 | 0.84|0.83 | 0.78 | 0.77 | 0.76 | -

Halebi 0.62 | 0.61 | 064 | 059 | 0.62 | 0.55 | 0.58 | 0.58 | 0.59 | 0.76 | 0.81|0.82 | 0.80 | 0.71 | 0.72 | 0.72 | -

Asuri 0.58 | 0.53 | 0.61 | 0.65 | 0.70 | 0.56 | 0.62 | 0.57 | 0.57 | 0.70 | 0.67 | 0.68 | 0.69 | 0.76 | 0.72 | 0.66 | 0.62 | -

Gialla 0.60 | 0.55 | 0.63 | 0.66 | 0.72 | 0.57 | 0.63 | 0.58 | 0.59 | 0.72 | 069 | 0.67 | 0.68 | 0.75 | 0.71 | 0.70 | 0.61 | 0.94 | -

Uygur 053|057 | 056 | 053 | 0.55 | 0.55 | 0.56 | 0.58 | 0.59 | 0.78 | 0.77|0.76 | 0.79 | 0.76 | 0.72 | 0.76 | 0.65 | 0.62 | 0.66 | -

Peters 0.64 | 0.68 | 059 | 0.62 | 0.64 | 0.58 | 0.57 | 0.59 | 0.60 | 0.63 | 0.63 | 0.63 | 0.64 | 0.65 | 0.64 | 0.70 | 0.59 | 057 | 0.58 | 0.73 | -

Maniss-1 055 | 0.56 | 0.56 | 0.54 | 0.59 | 0.55 | 0.55 | 0.55 | 0.56 | 0.75 | 0.74|0.73 | 0.74 | 0.70 | 0.69 | 0.78 | 0.63 | 0.64 | 0.68 | 0.94 | 0.73 | -

PK-206.5 0.27 | 0.31 | 0.31 | 0.29 | 0.29 | 0.27 | 0.28 | 0.28 | 0.29 | 0.33 | 0.33]0.33 | 0.33 | 0.33 | 0.31 | 0.28 | 0.33 | 0.32 | 0.32 | 0.29 | 0.27 | 0.28 | -

PK-210.2 0.29 | 0.30 | 0.29 | 0.29 | 0.29 | 0.30 | 0.28 | 0.27 | 0.27 | 0.29 | 0.30|0.30 | 0.31 | 0.32 | 0.29 | 0.31 | 0.30 | 0.32 | 0.32 | 0.29 | 0.28 | 0.31 | 0.67 | -

PE-10F 0.35]0.34 |0.330.33 | 0.34 |0.30 | 0.31 | 0.28 | 0.28 | 0.29 | 0.30|0.30 | 0.30 | 0.31 | 0.32 | 0.32 | 0.31 | 0.32 | 0.31 | 0.38 | 0.40 | 041 | 042 | 0.4 |-

PE-6M 0.36 | 0.35 | 0.35 | 0.35 | 0.34 | 0.29 | 0.32 | 0.28 | 0.28 | 0.31 | 0.31]0.32 | 0.31 | 0.33 | 0.34 | 0.31 | 0.33 | 0.36 | 0.35 | 0.35 | 0.36 | 0.36 | 0.41 | 0.39 | 0.71 | -

PA-2 0.31]0.32 |0.32|0.30 | 0.30 | 0.28 | 0.30 | 0.27 | 0.27 | 0.30 | 0.30| 0.31 | 0.29 | 0.29 | 0.29 | 0.30 | 0.30 | 0.31 | 0.30 | 0.36 | 0.33 | 0.37 | 0.36 | 0.36 | 0.49 | 0.53 | -

PA-18 0.28 | 0.29 | 0.28 | 0.28 | 0.26 | 0.25 | 0.27 | 0.25 | 0.25 | 0.26 | 0.26 | 0.27 | 0.26 | 0.25 | 0.26 | 0.26 | 0.28 | 0.26 | 0.26 | 0.30 | 0.28 | 0.31 | 0.37 | 0.39 | 0.48 | 0.48 | 0.71 | -

PIF 0.28 | 0.29 | 0.28 | 0.30 | 0.29 | 0.28 | 0.29 | 0.26 | 0.27 | 0.27 | 0.28|0.28 | 0.29 | 0.30 | 0.27 | 0.29 | 0.30 | 0.28 | 0.29 | 0.31 | 0.31 | 0.34 | 0.47 | 0.49 | 0.44 | 0.42 | 0.50 | 0.49 | -

PIM 0.28 | 0.30 | 0.33|0.29 | 0.28 | 0.26 | 0.28 | 0.27 | 0.28 | 0.31 | 0.32]0.32 | 0.32 | 0.35 | 0.33 | 0.30 | 0.32 | 0.32 | 0.32 | 0.34 | 0.30 | 0.33 | 0.47 | 0.45 | 0.44 | 0.41 | 0.55 | 0.52 | 0.68 | -

PC-122.10 0.25 | 0.22 | 0.24 | 0.23 | 0.24 | 0.25 | 0.24 | 0.23 | 0.23 | 0.24 | 0.25]|0.25 | 0.26 | 0.25 | 0.24 | 0.24 | 0.26 | 0.24 | 0.26 | 0.24 | 0.22 | 0.26 | 0.41 | 0.41 | 0.33 | 0.32 | 0.36 | 0.37 | 0.45 | 0.41 | -

PC-121.2 0.26 | 0.23 | 0.24 | 0.24 | 0.25 | 0.26 | 0.25 | 0.24 | 0.24 | 0.25 | 0.26 | 0.26 | 0.27 | 0.26 | 0.25 | 0.25 | 0.27 | 0.24 | 0.25 | 0.25 | 0.23 | 0.27 | 0.41 | 0.41 | 0.33 | 0.32 | 0.34 | 0.35 | 0.47 | 0.43 | 0.72 | -

PT-9F 0.25|0.29 | 0.28 | 0.28 | 0.27 | 0.27 | 0.27 | 0.25 | 0.25 | 0.29 | 0.29| 0.30 | 0.31 | 0.31 | 0.29 | 0.28 | 0.30 | 0.30 | 0.31 | 0.27 | 0.25 | 0.28 | 0.47 | 0.47 | 0.34 | 0.35 | 0.37 | 0.38 | 0.45 | 0.47 | 0.39 | 0.39 | -

PT-Tek 0.24 |0.26 | 027 | 027 | 0.25 | 0.22 | 0.23 | 0.22 | 0.23 | 0.25 | 0.26 | 0.26 | 0.25 | 0.26 | 0.23 | 0.23 | 0.27 | 0.27 | 0.27 | 0.23 | 0.23 | 0.24 | 0.54 | 0.49 | 0.38 | 0.41 | 0.39 | 0.37 | 0.45 | 0.41 | 0.36 | 0.35 | 0.62 | -

PT-44 0.25 | 0.26 | 0.26 | 0.25 | 0.26 | 0.25 | 0.24 | 0.24 | 0.25 | 0.26 | 0.26 | 0.27 | 0.28 | 0.30 | 0.27 | 0.29 | 0.26 | 0.28 | 0.29 | 0.27 | 0.26 | 0.29 | 0.48 | 0.48 | 0.36 | 0.35 | 0.33 | 0.32 | 0.46 | 0.45 | 0.48 | 0.50 | 0.55 | 0.55 | -

PT-77 0.34 |0.32 |0.33|0.32 | 0.33 |0.29 | 0.31 | 0.27 | 0.27 | 0.30 | 0.30|0.31 | 0.30 | 0.31 [ 0.29 | 0.31 | 0.32 | 0.32 | 0.32 | 0.29 | 0.30 | 0.32 | 0.39 | 0.38 | 0.49 | 0.56 | 0.58 | 0.60 | 0.44 | 0.48 | 0.38 | 0.38 | 0.48 | 0.41 | 0.42 | -

PP-B 0.22 |0.24 | 0.26 | 0.23 | 0.24 | 0.22 | 0.24 | 0.23 | 0.23 | 0.27 | 0.27 | 0.28 | 0.29 | 0.29 | 0.26 | 0.24 | 0.26 | 0.27 | 0.27 | 0.24 | 0.22 | 0.23 | 0.50 | 0.46 | 0.32 | 0.32 | 0.31 | 0.30 | 0.40 | 0.38 | 0.32 | 0.34 | 0.57 | 0.60 | 0.48 | 0.32 | -

PP-CM 0.30 | 0.28 | 0.29 | 0.30 | 0.32 | 0.26 | 0.27 | 0.26 | 0.27 | 0.29 | 0.29|0.30 | 0.29 | 0.31 | 0.29 | 0.30 | 0.30 | 0.31 | 0.33 | 0.26 | 0.28 | 0.28 | 0.47 | 0.47 | 0.31 | 0.29 | 0.30 | 0.30 | 0.42 | 0.38 | 0.36 | 0.34 | 0.51 | 0.56 | 0.50 | 0.33 | 0.57 | -

PP-195.6 0.15 | 0.18 | 0.19 | 0.18 | 0.17 | 0.15 | 0.17 | 0.15 | 0.15 | 0.17 | 0.18| 0.18 | 0.19 | 0.20 | 0.17 | 0.18 | 0.21 | 0.20 | 0.20 | 0.16 | 0.16 | 0.16 | 0.37 | 0.35 | 0.22 | 0.25 | 0.25 | 0.24 | 0.34 | 0.35 | 0.29 | 0.27 | 0.46 | 0.44 | 0.39 | 0.29 | 0.42 | 0.38 | -

PM-0104 0.09 | 0.09 | 0.09 | 0.10 | 0.10 | 0.09 | 0.09 | 0.09 | 0.09 | 0.08 | 0.09 | 0.10 | 0.10 | 0.10 | 0.10 | 0.09 | 0.10 | 0.08 | 0.10 | 0.10 | 0.09 | 0.10 | 0.13 | 0.13 | 0.12 | 0.12 | 0.13 | 0.15 | 0.15 | 0.14 | 0.19 | 0.18 | 0.20 | 0.16 | 0.16 | 0.16 | 0.16 | 0.15 | 0.18 | -

PM-0027 0.10 | 0.11 | 0.10 | 0.11 | 0.11 | 0.10 | 0.10 | 0.10 | 0.10 | 0.11 | 0.12|0.12 | 0.13 | 0.11 | 0.11 | 0.12 | 0.11 | 0.10 | 0.11 | 0.12 | 0.10 | 0.13 | 0.14 | 0.14 | 0.12 | 0.12 | 0.14 | 0.16 | 0.18 | 0.17 | 0.22 | 0.21 | 0.22 | 0.18 | 0.18 | 0.18 | 0.14 | 0.15 | 0.20 | 0.62 | -

PTX-0292 0.10 | 0.10 | 0.10 | 0.11 | 0.11 [ 0.10 | 0.10 | 0.10 | 0.10 | 0.10 | 0.10| 0.11 | 0.11 | 0.09 | 0.09 | 0.10 | 0.10 | 0.08 | 0.09 | 0.11 | 0.09 | 0.11 | 0.12 | 0.12 | 0.12 | 0.11 | 0.13 | 0.14 | 0.14 | 0.13 | 0.18 | 0.17 | 0.20 | 0.15 | 0.15 | 0.16 | 0.16 | 0.14 | 0.18 | 0.68 | 0.68 | -

PTX-0298 0.13 {012 | 0.12 | 0.14 | 0.15 [ 0.13 | 0.11 | 0.12 | 0.12 | 0.09 | 0.10|0.10 | 0.11 | 0.10 | 0.12 | 0.11 | 0.14 | 0.09 | 0.11 [ 0.11 | 0.11 | 0.12 | 0.12 | 0.14 | 0.14 | 0.10 | 0.11 | 0.13 | 0.16 | 0.13 | 0.21 | 0.20 | 0.18 | 0.14 | 0.17 | 0.15 | 0.15 | 0.16 | 0.15 | 0.62 | 0.50 | 0.67 | -

PW-29A 0.14 |0.19 | 0.18 | 0.17 | 0.17 | 0.16 | 0.15 | 0.16 | 0.16 | 0.15 | 0.16 | 0.16 | 0.17 | 0.21 | 0.20 | 0.19 | 0.16 | 0.18 | 0.18 | 0.18 | 0.17 | 0.17 | 0.27 | 0.25 | 0.21 | 0.21 | 0.20 | 0.18 | 0.23 | 0.27 | 0.20 | 0.19 | 0.26 | 0.25 | 0.28 | 0.22 | 0.27 | 0.23 | 0.23 | 0.20 | 0.22 | 0.19 | 0.19 | -

PL-01-E 0.1 |01 |0.11|0.12 | 012|011 |0.11 |01 |0.11 |0.09 | 0.10|0.10 | 0.11 | 0.12 | 0.10 | 0.11 | 0.11 | 0.12 | 0.12 | 0.10 | 0.11 | 0.11 | 0.22 | 0.20 | 0.17 | 0.18 | 0.14 | 0.15 [ 0.20 | 0.21 | 0.23 | 0.18 | 0.23 | 0.20 | 0.20 | 0.17 | 0.20 | 0.20 | 0.23 | 0.16 | 0.19 | 0.16 | 0.14 | 0.31 | -

PL-0190A 0.15 | 0.14 | 0.15 | 0.16 | 0.14 | 0.14 | 0.14 | 0.13 | 0.13 | 0.13 | 0.14 | 0.14 | 0.15 | 0.14 | 0.13 | 0.15 | 0.13 | 0.15 | 0.15 | 0.14 | 0.13 | 0.15 | 0.21 | 0.21 | 0.22 | 0.23 | 0.20 | 0.22 | 0.21 | 0.25 | 0.24 | 0.20 | 0.21 | 0.20 | 0.22 | 0.22 | 0.20 | 0.18 | 0.23 | 0.14 | 0.18 | 0.16 | 0.13 | 0.33 | 0.68
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