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OZET
PRUNUS SALICINA’DA MARKIR DESTEKLI SELEKSIYONA OLANAK
SAGLAYABILECEK MEYVE OZELLIKLERI VE CICEKLENME ILE ILGILI
OLASI MARKIRLARIN ARASTIRILMASI

Elif SEYITOGLU

fleri Teknolojiler Anabilim Dal1
Biyoteknoloji Bilim Dali

Eskisehir Teknik Universitesi, Lisansiistii Egitim Enstitiisii, Eyliil 2022
Danisman: Prof. Dr. Emel SOZEN

Bu ¢alismada, kirmizi1 ve sar1 kabuk rengine sahip 14 farkli erik ¢esit ve genotipleri
arasindaki genetik cesitlilik seviyeleri ISSR, SCOT ve SSR markirlar1 kullanilarak
arastirilmistir. 14 ISSR primeri, 186’s1 polimorfik (%91.7) olmak tizere biiytiklikleri 174
ile 3363 bg arasinda degisen toplam 240 tekrarlanabilir bant profili olusturmustur. 11
SCOT primeri, 189’u polimorfik (%92.19), biiytikliikleri 129 ile 3273 bg arasinda degisen
toplam 205 tekrarlanabilir bant amplifiye etmistir. Ortalama PIC degeri ISSR primerleri
icin 0.293, SCOT ig¢in 0.316 olarak hesaplanmistir. 5 SSR primeriyle ise biiytikliikleri
123 bg ile 276 bg arasinda degisen 50 allel olugsmustur. SSR primerlerinde ortalama PIC
degeri ise 0.57 olarak bulunmustur. ISSR analizinden elde edilen en yiiksek genetik
benzerlik degeri Sar1 Genotip-C ve Kirmizi Genotip-A arasinda (0.660), en diisiik genetik
benzerlik degeri ise ise Sar1 Genotip-C ve Angeleno (0.341) arasinda tespit edilmistir.
SCOT analizi ise genetik olarak en yakin ¢esitlerin Kirmizi Genotip-A ve Kirmizi
Genotip-C (0.672), en uzak gesitlerin ise Fortune ve Sar1 Genotip-B (0.317) oldugunu
gostermistir. ISSR ve SCOT verilerinden elde edilen UPGMA dendrogramlari, tescilli
cesitler ile genotipleri birbirinden ayiran 2 ana grup olusmustur. SSR primerleri ile sari
ve kirmizi erik ¢esitleri tam ayrilmamistir. Bununla birlikte meyve kabuk ve et rengi i¢in
dizayn edilen SSR markirlarinin ISSR ve SCOT markirlara nazaran ¢esitleri kabuk
rengine gore nispeten daha iyi ayirdigr belirlenmistir. Kullanilan markirlar ¢igeklenme

zamanina gore ayrim saglamamistir.

Anahtar Sozciikler: Erik, Genetik varyasyon, Molekiiler markirlar, SCOT, ISSR, SSR.
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF POSSIBLE MARKERS RELATED TO FRUIT
CHARACTERISTICS AND FLOWERING THAT MAY ALLOW MARKER-
ASSISTED SELECTION IN PRUNUS SALICINA

Elif SEYITOGLU

Department of Advanced Technologies
Programme in Biotechnology
Eskigehir Technical University, Institute of Graduate Programs, September 2022
Supervisor: Prof. Dr. Emel SOZEN

In this study, genetic diversity levels among 14 different plum cultivars and
genotypes with red and yellow rind were investigated using ISSR, SCOT and SSR
markers. 14 ISSR primers produced a total of 240 reproducible band profiles, 186 of
which were polymorphic (91.7%), varying in size from 174 to 3363 bp. 11 SCOT primers
amplified a total of 205 reproducible bands, of which 189 were polymorphic (92.19%),
ranging in size from 129 to 3273 bp. The mean PIC value was calculated as 0.293 for
ISSR primers and 0.316 for SCOT. With 5 SSR primers, 50 alleles with sizes ranging
from 123 bp to 276 bp were formed. The mean PIC value in SSR primers was found to
be 0.57. The highest genetic similarity value obtained from ISSR analysis was found
between Yellow Genotype-C and Red Genotype-A (0.660), and the lowest genetic
similarity value was found between Yellow Genotype-C and Angeleno (0.341). SCOT
analysis showed that the genetically closest cultivars were Red Genotype-A and Red
Genotype-C (0.672), while the farthest cultivars were Fortune and Yellow Genotype-B
(0.317). UPGMA dendrograms obtained from ISSR and SCOT data formed 2 main
groups that distinguish registered cultivars and genotypes. SSR primers and yellow and
red plum cultivars were not completely separated. However, it was determined that SSR
markers designed for fruit skin and flesh color discriminated the varieties relatively better
than ISSR and SCOT markers. The markers used did not differentiate according to

flowering time.

Keywords: Plum, Genetic variation, Molecular markers, SCOT, ISSR, SSR.



TESEKKUR

Yiiksek lisans calismam siiresince maddi ve manevi her konuda bilgi, tecriibe ve
desteklerini benden esirgemeyen, calismami sahiplenerek takip eden ¢ok degerli
danismanim Sayin Prof. Dr. Emel S6zen’e katki ve emekleri i¢in tesekkiirlerimi ve

saygilarimi sunarim.

Tim hayatim boyunca her konuda beni destekleyen, her zaman yanimda olan ¢ok

degerli aileme tesekkiirlerimi sunarim.

Elif SEYITOGLU
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ETIiK iLKE VE KURALLARA UYGUNLUK BEYANNAMESI

Bu tezin bana ait, 6zgiin bir ¢alisma oldugunu; ¢alismamin hazirlik, veri toplama,
analiz ve bilgilerin sunumu olmak iizere tiim asamalarinda bilimsel etik ve kurallara
uygun davrandigimi; bu ¢alisma kapsaminda elde edilen tiim veri ve bilgiler i¢in kaynak
gosterdigimi ve bu kaynaklara kaynakgada yer verdigimi; bu ¢calismanin Eskigehir Teknik
Universitesi tarafindan kullanilan “bilimsel intihal tespit programi”yla tarandigmi ve
hicbir sekilde “intihal icermedigini” beyan ederim. Herhangi bir zamanda, ¢aligmamla
ilgili yaptigim bu beyana aykir1 bir durumun saptanmasi durumunda, ortaya ¢ikacak tiim

ahlaki ve hukuki sonuclar1 kabul ettigimi bildiririm.

Elif SEYITOGLU
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1. GIRIS

Bir¢ok bitkinin gen merkezi olan iilkemizin diinya tariminda 6nemli bir yeri
bulunmaktadir. Ulkemiz gen kaynaklarmin cesitliligi agisindan zengin bir biyogesitlilige
sahiptir (Agaoglu vd., 1997). Farkli ekolojik ve topografik bolgelere sahip olan tilkemiz,
bu 6zelliginden dolay1 birgok tiir ve gesitte meyvenin yetistirilmesini miimkiin kilmistir
(Giileryiiz, 1977). Ayrica diinya ¢apinda yetistirilen birgok meyve tiiriine de ev sahipligi
yapmaktadir. Ulkemizde sayilar1 azalmakla beraber bugiin 500°den fazla elma, 200 erik,
100 seftali ve 1200 {iziim ¢esidinin oldugu bildirilmektedir (Agaoglu vd., 1997). Tezde
birinci diizeyden baglamak iizere cesitli diizeylerde basliklar kullanilabilir.

Erik 2000 yillik gecmise sahip bir kiiltiir meyvesidir. italyan yazar Plinius’un
giiniimiize ulasan bilgilerden, ¢ok eski tarihlerde dahi c¢ok giizel kiiltiir ¢esitlerinin
bulundugu anlasilmaktadir. Romalilar’in bu gesitleri, doguya yaptiklari seferler ile Hazar
denizi, Kafkaslar ve Anadolu’dan getirdikleri tahmin edilmektedir (Ozbek, 1978). Erigin
Kafkaslar, Hazar Denizi ve Anadolu’yu da igine alan bdlgeden diinyaya yayildigi tahmin
edilmektedir (Eremin, 1978). Erik, iilkemizde giineydogudan i¢ Anadolu, Akdeniz ve Ege
bolgesine kadar gesitli ekolojik ve cografi kosullar altinda yaygin olarak yetistirilmektedir
(Ozbek, 1978).

Diinyada erik iiretimi 2020 yilinda toplamda 12.225.073 tondur. Erik {iretimini
tilkelere gore inceledigimizde; Cin 6.465.219 tonluk tiretimle ilk siray1 alirken onu sirayla
Romanya 757.880 ton, Sirbistan 582.547 ton, Sili 416.215 ton, Iran 375 867 ton ile
1zlemektedir. Tiirkiye 329.056 ton erik iiretimi ile diinyada 6. sirada yer almistir (https-
1). Tirkiye’ de 2021 iiretim sezonu verilerine gore 332.533 ton tiretimi yapilmustir (https-
2). Ulkemizde yetistiriciligi yapilan can eriklerinin tamami yerli olmakta olup Avrupa
eriklerinin bir kism1 yabanci bir kismi yerli, Japon eriklerinin ¢esitlerinin ise tamami
yabancidir (Ozgagiran vd., 2003).

Sert ¢ekirdekli meyve tiirlerinin 1slah ¢alismalarinda degisik erik tiirleri oldukca
fazla kullanilmaktadir. Meyve tiirlerinin gen kaynaginin belirlenmesi amaciyla diinyada
uzun yillardir koleksiyonlarin olusturulmasi ve miikemmel 6zelliklere sahip bireylerin
secimine yoOnelik arastirmalar mevcuttur. Erik 1slahinda cesitlerin 6zellikle meyve
Ozelliklerini (kabuk ve et rengi) gelistirmeye yonelik girisimler bulunmaktadir. Markar
destekli seleksiyonla istenilen karaktere sahip genotiplerin ¢ok erken evrelerde tespit
edilmesi oldukga 6nemlidir. Bu nedenle boyle bir segilimi miimkiin kilmak i¢in molekiiler

markir teknolojisinden yararlanilmaktadir.



Bu ¢alismanin amaci, SCOT, ISSR ve SSR markirlar1 kullanarak kirmizi ve sari
kabuk rengine sahip farkli erik ¢esit ve genotipleri arasindaki genetik polimorfizmi ortaya
cikarmak ve bu markirlarin galisilan erik cesitlerini meyve kabuk ve et rengi ile

cigeklenme zamanina gore ayirma potansiyelini arastirmaktir.

1.1. Erigin Taksonomisi ve Genel Bilgiler

Erik, Rosales takiminin Rosaceae familyasindan Prunoideae alt familyasinin
Prunus cinsinden Prunophora alt cinsi igerisinde yer alan sert ¢ekirdekli bir meyve
tiirtidiir (Ozvardar ve Onal, 1990).

Erikler, Prunophora alt cinsin iki kismimi olusturur. Bunlar Euprunus ve
Prunucerasus tur. Euprunus grubunda; Prunus cerasifera Ehrh., Prunus domestica L.
Prunus spinosa, Prunus salicina Lindl. (P. triflora Roxb.), Prunus simonii Carr. tiirleri
bulunurken Prunocerasus grubunda ise; Prunus americana Marsh., Prunus nigra Ait.,
Prunus hortulana Bailey, Prunus munsoniana Wight ve Hedrick. tiirleri bulunmaktadir.
Ulkemiz bu tiirlerden, birgok 6nemli ¢esidin dogdugu P. cerasifera Ehrh., P. insitita L.
ve P. spinosa L.’nin gen merkezlerinden biridir. Ayrica P. domestica L. ve P. salicina
L.’nin kiiltiir formlar1 da {ilkemizde yetistirilmektedir (Ayanoglu ve Yilmaz, 1995).

Erik tlirleri gen merkezlerine gore; Avrupa-Asya, Uzakdogu ve Kuzey Amerika
tiirleri olmak iizere ii¢ gruba ayrilir (Oz¢agiran vd., 2003).

Tiirkiye’de mevcut erik tiirlerinin; Prunus cerasifera Ehrh., Prunus domestica L.,
Prunus institia L., Prunus spinosa L. ve Prunus salicina Lindley ve Prunus simonii carr.
oldugu bildirilmektedir (Davis,1972). Bugiin Tiirkiye’de yetistirilen erik gesitleri Prunus
cerasifera, Prunus domestica ve Prunus salicina tiirlerine aittir (Ozcagiran vd., 2003).

Prunus cinsinde kromozom say1s1 n=8 dir. Erik tiirleri bu esas kromozom sayisina
gore diploit (2n=16), tetraploit (2n=32) veya hekzaploit (2n=48) genom yapisina
sahiptirler. Avrupa eriklerinden (P. domestica ve P. insititia) birgok gesit hekzaploid,
Japon erikleri ise (P. salicina) diploittir. Myrobalan erigi (P. cerasifera) ise diploit olup
anag olarak kullanimi1 yaygin degildir (Salesses vd., 1994). Diploit erik genomu yaklasik
280 Mbp olup (Arabidopsis bitkisi genomunun yaklagik 2 kati biiyiikliigiinde), seftali
genomu ile ayni1 biiyiikliiktedir. Hekzaploid P. domestica genom biiyiikliigii ise yaklagik
883 Mbp olarak tespit edilmistir (Arumuganathan ve Earle 1991).



Erik ¢esitlerine déllenme biyolojisi agisindan bakildiginda 3 grup altinda toplanir.
Bunlar; kendine verimli, kismen kendine verimli ve kendine kisir ¢esitlerdir (Scorza vd.,
1985).

Erikler Avrupa-Asya erikleri, Uzakdogu erikleri ve Amerikan erikleri olarak 3 ana
gruba ayrilir. Avrupa- Asya erikleri Prunus domestica, P. spinosa, P. avium, P. mahaleb,
P. institia ve P. cerasifera tiirlerinden olusur. Avrupa-Asya eriklerinin boylari yaklasik
10 m yiikseklige ulasabilir. Diiz bir govdeye ve koyu kahverengi bir kabuga sahiptir.
Yapraklar oval bir sekle sahiptir. Cicekler tek, 2’li veya 3’1l gruplar halinde diizenlenir.
Meyve kabuk rengi genellikle koyu mor-mavi iken meyve eti saridir (Sekil 1.1)
(Wallowiak ve Tomczak, 2008).

Sekil 1.1. P. domestica yaprak, ¢icek, dal, meyve ve tohum gériiniimii (https-3)

Uzakdogu erikleri, Prunus salicina ve Prunus mume tiirlerini igerir. Uzakdogu
eriklerinin boylar1 10 m’ye ulasabilir ve kirmizimsi-kahverengi siirglinleri vardir.
Yapraklar 6 ile 12 cm uzunlugunda ve 2,5 ila 5 cm genisliginde olup, tirtikli bir kenar
boslugu vardir. Cigekler bes beyaz tag yapraktan olusmaktadir. Meyve 4 ile 7 cm ¢apinda,
sari-pembe etlidir (Sekil 1.2) (Wallowiak ve Tomczak, 2008).



Sekil 1.2. P. salicina yaprak, ¢icek ve meyve goriiniimii (https-4)

Son grup Amerikan erikleridir ve en iyi bilinen tiiri olan Prunus americana’dir. 15
m yiikseklige kadar biiylirler. Yapraklar genis oval sekillidir. Cicekler beyaz, 5 tag
yaprakli ve tek veya salkim halindedir. Meyveleri kirmizi kabuklu ve meyve eti sar1

renklidir (Sekil 1.3) (Cobianchi ve Watkins, 1984).

Sekil 1.3. P. americana yaprak, ¢icek, dal, meyve ve tohum goriiniimii (https-5)

Eriklerin olgunlagsma donemine bakildiginda P. cerasifera (Can erigi) erkenci, P.
salicina (Japon erikleri) yaz doneminde olgunlasma gosteren orta mevsim grubuna
girerken, P. domestica (Avrupa erigi) ¢esitleri ise gegci grubu olusturmaktadir (Asma,
2000; Giilcan vd., 2000).



Erikte iklim istekleri tiirlere gore degismektedir. P. cerasifera iklim kosularindaki
degisiklige en iyi adapte olan tiirdiir. [liman, soguk iliman ve sicak iliman alanlarda
yetigir. En iyi yetistigi bolge 1liman iklime kusagidir. P. salicina kis1 sert gegmeyen
bolgelerde yetisir. Bu iki tiir erken ¢iceklenme donemine girdigi i¢in kis ve ilkbahar
donlarindan zarar gorme olasiliklar1 yiiksektir. P. domestica ise kis1 nispeten soguk gecen
soguk 1liman iklimlerde rahatlikla yetistirilebilmektedir (Ozvardar ve Onal, 1990).

Erik tiir ve cesitlerine gore farkli sekillerde kullanilmaktadir. Can erik (P.
cerasifera) taze sofralik olarak ve yesil donemde tiiketilirken, (P. salicina) sofralik
tiketime daha uygundur. Avrupa erikleri (P. domestica) kurutmalik ve sofralik kismen
de olsa konservelik olarak tiiketilmektedir (Ozkarakas vd., 2006).

Eriklerin B vitamini igerigi a¢isindan zengin oldugu bilinmektedir ve ayrica
potasyum ve magnezyum mineralleri de oldukea yiiksektir. 100 gr taze erik; 66 kalori,
17.8 gr karbonhidrat, 299 mg potasyum, 17 mg fosfor, 2 mg sodyum, 18 mg potasyum,
0.5 mg demir ve 0.4 mg lif icerir. Ayrica A, B1, B2, B3, B6, C ve E vitaminlerini igerir.
Iceriginde bulunana bilesenler nedeniyle, eriklerin bir¢ok yénden saglik yararli oldugu
kabul edilmektedir. Goz sagligini korumak i¢in biiyiik 6neme sahip A vitamini eriklerde
oldukg¢a fazla miktarda bulunur. Bor igerikleri bakiminda zengin olan erikler, viicuttaki
D vitamini ve 6strojen direncini uzatarak kemik sagligini ve giiciinii koruyabilir. Ayrica
kuru eriklerin besin degerinin taze olanlardan daha yiiksek olduguna dikkat edilmelidir

(Tunalioglu ve Keskin, 2004).

1.2. Bitki Islalm ve Genetik Cesitlilik

Bitki 1slahi, hiicre, cins, tiir ve gesitlerin genetik bilgilerinin istenilen ve uygun
amaglarla, genetik ve sitogenetik yoOntemlerle planli olarak degistirilmesi ve
gelistirilmesidir (Tosun, 2015). Arkeolojik bulgulara gore, insaninlar tarafindan farkl
zamanlarda yapilan evrim siireci olarak anlasilabilecek olan bitkilerin 1slahi, on binlerce
yil 6nce baslamistir. Meyveler ¢ok eski tarihlerden beri, besleyici 6zelliginden gok lezzet
ve keyif verici iirlin olarak kullanilmistir. Bu nedenden dolayi 1slah ¢alismalari tek yilik
bahge bitkilerine gére olduk¢a gec baslamistir. Insanlar daha yerlesik hayat ve tarimla
tanismadan Once topraga tohum birakmiglardir. Daha sonra bitki 1slahinin en temel ve
onemli ilkelerinden biri olan "seleksiyon”, bazi bitkilerin gelisim siirecinde iyi bir gelisim
gostermeleri veya bu bitkilerin hayvanlar tarafindan daha ¢ok sevilip otlamalar1 ya da

verim miktarinin yiiksekligine gore bilingli-bilingsiz se¢ilim ile ortaya ¢ikmistir (Ulukan,
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2007). Yapay olarak gelistirilen bu seleksiyonla zaman iginde bitkileri kiiltiire alma
gelismis ve paralel genetik degisiklikler, evrim siirecinde yabani bitkilerden farklilagan
yeni tiirlerin olugsmasina neden olmustur (Nevo vd., 2002).

Klasik 1slah yontemlerinin kullanilmaya beraber yetistiriciligi yapilan bazi {istiin
ozellikte bitkilerin olusmas1 saglanmistir (Atsan ve Kaya 2008).

Simdiye kadar, diinya ¢apinda siirdiiriilebilir gida iiretimi i¢in geleneksel bitki
yetistirme yontemleri basariyla kullanilmistir. Insanligin kars1 karsiya oldugu en 6nemli
zorluklardan biri, artan niifus i¢in gida giivenligini saglamaktir. 2050 yilina kadar insan
niifusu 10 milyara ulasacak ve kiiresel gida tliretiminin diinyay1 beslemek i¢in 60-100%
civarinda artmasi gerekecektir (Jaganathan vd., 2018). Artan niifus orani, farkli hava
kosullar1, azalan tarim arazileri ve artan biyotik ve abiyotik stresler tarimsal {liretim
olumsuz etkilenmektedir. Geleneksel bitki 1slahi, bitki biyoteknolojisi ve molekiiler
biyolojinin multidisipliner yaklasimi, diinya besinini saglamak ve diinya ¢apinda yeni
gelistirilmis mahsul cesitleri gelistirmek i¢in stratejik olarak ideal olacaktir (Ma vd.,
2016).

1953 yilinda Watson ve Crick’in DNA’nin yapisim1 agiklamak i¢in bagslayan
calismalar1 sonucunda molekiiler biyoloji alaninda 6nemli gelismeler goriilmiistiir. 1996
yilinda ise transgenik bitkilerin iiretilmeye baslanmasimin ardindan farkli bir boyut
kazanmistir. Klasik bitki 1slah1 programlarinin giiniimiizde bir parcasi haline gelen ve
yeni molekiiler ve biyoteknolojik yontemlerin hayata gegirilmesi alternatif olarak
goriilmektedir. Molekiiler markirlarin kullanima ile kalitatif ve kantitatif 6zelliklerin 1slah
caligmalarinda, seleksiyon yoOnteminde, genetik ve linkage haritalamalarinda, ¢esit
tanimlamas1 islemlerinde, genotipler arasi genetik uzakligin tespit edilmesinde

yararlanilmaktadir (Bilgin ve Korkut, 2005).

1.3. Molekiiler Markirlar

Molekiiler markirlar, genomdaki bir gen bolgesi ya da o bolge ile iligkili DNA
parcasidir. Genetik markirlarin, DNA tabanli ¢esitlerini olusturduklarindan, DNA
markirlari olarak da isimlendirilir. DNA markirlart birbirinin ayni olmayan genotiplere
ait DNA dizilis farkliligini ¢esitli sekillerde olusturan markirlardir. Temelde Niikleik
asitlere dayali genetik markirlarin genom analiz ¢aligmalarinda kullanimi 1slahgilar

acisindan gerek duyulan bir alandir. Bu 6zellikleri sayesinde birbirine morfolojik olarak



cok yakin kabul edilen kiiltiir ¢esitleri ayrilabilir ve tanimlanabilir (Yorgancilar vd.,
2015).

* Cok sayida polimorfik davranis sergilemeli ve farkli genotipleri ayirt etme 6zelligi
gostermeli.

« Biitiin dokular igerisinde gozlem yetenegine olanak saglamali.

* Es baskinlik gostermeli ve heterozigot bireyleri, homozigot dominant bireylerden
kolayca ayirt edebilmeli,

» Genomda yiiksek seviyede bulunmali,

» Genomda homojen bir sekilde dagilim gostermeli,

* Segici, tarafsiz davranig gostermeli,

« Kolay bir sekilde elde edilebilmeli ve ekonomik olmali,

« Tekrarlanabilecek 6zellikte olmali,

+ Kolay ve hizli bir sekilde degerlendirme saglamali,

* Genetik yapis1 degismeyen materyal lizerinde yapilan analiz sonuglar1 hep ayni

olmalidir (Yorgancilar vd., 2015).

1.4. Molekiiler Markar Cesitleri

Kullanilan yontemler esas alindiginda markirlar, Hibridizasyona Dayali Markirlar
ve Polimeraz Zincir Reaksiyonuna (PCR) Dayali Markirlar olarak iki gruba ayrilir.
Hibridizasyona dayali markirlara 6rnek olarak; RFLP (Restriction Fragment Length
Polymorphism/Sinirli Parga Uzunluklar1 Polimorfizmi), PCR tabanli markirlara drnek
olarak; SSR (Simple Sequence Repeat/Basit Tekrarli Diziler veya Mikrosatelitler), RAPD
(Random Amplified Polymorphic DNA/Rastgele Cogaltilmis DNA Polimorfizmi), AFLP
(Amplified Fragment Length Polymorphism/Cogaltilmis Parga Uzunlugu Polimorfizmi),
ISSR (Inter Simple Sequence Repeat/Basit Tekrarli Diziler Arasi Polimorfizm)
verilebilir.

Bu markir sistemlerinden bagka; SRAP (Sequence Related Amplified
Polymorphism), SCAR (Sequence Characterized Amplified Regions), STS (Sequence
Tagged Site), CAPS (Cleaved Amplified Polymorphic), ALP (Amplicon Length
Polymorphism) ve bunlara ilaveten DNA sekanslamasina dayali SNP (Single Nucleotide
Polymorphism) markirlar1 ve MP-PCR (Microsatellite Primed Polymerase Chain
Reaction), AP-PCR (Arbitrarily Primed Polymerase Chain Reaction), AS-PCR (Allele



Specific Polymerase Chain Reaction), DAF (DNA Amplification Fingerprinting)
stratejileri de polimorfizmin belirlenmesinde kullanilmaktadir (Yorgancilar vd., 2015).

1.4.1. Hibridizasyona Dayal Molekiiler Markirlar

* RFLP (restriction fragment length polymorphism/restriksiyon par¢a uzunluklar
polimorfizmi)

RFLP, gelistirilen ilk PCR tabanli olmayan markir sistemidir. RFLP belirtegleri es
baskindir. Spesifik noktalarda niikleik asit dizilerini taniyan bir DNA parcalama enzimi
ile hiicrelerden izole edilen genomik DNA’nin spesifik olarak kesim ve prob DNA’nin
hibritlendigi DNA etrafindaki ¢esitli kesim yapilarinin tespit edilmesi kuralina dayanir.
(Bark ve Havey, 1995). Bu ozellik sayesinde heterozigot bireyleri karakterize etmek
miimkiindiir. PCR tabanli tekniklerin ortaya ¢ikmasina kadar yaygin olarak kullanilan
RFLP, dezavantajlart ve PCR tabanli tekniklerin avantajlar1 nedeniyle uygulamasi 6zel
arastirmalarla siirli olan bir teknik olarak kullanilmaktadir (Yorgancilar vd., 2015).

RFLP tekniZinin avantajlar::

*Tiirler, cinsler ve familyalar arasinda transfer olanagi vardir.

* Farkli laboratuvarlardaki farkli arastirmacilarin ayni sonuglart almasi agisindan
giivenilir bir yontemdir.

* RFLP markirlar1 es baskindir ve bu nedenle heterozigotlari tanimlamak ve
karakterize etmek icin kullanilmaktadir.

+Orta seviyede polimorfizm gostermektedirler.

RFLP tekniginin dezavantajlar:

* Analizleri pahali, zaman alic1 ve fazla is giicii gerektirmektedir.

*Cogu zaman yaygin olarak radyoaktif etiketleme yontemi kullanilmaktadir.

*Yiiksek kalitede DNA’ya (10-20 pg) gereklidir.

Az kopyalanan dizilimler genomlarda belli noktalarda kiimelenmelerinden dolay1
RFLP markirlar1 genom boyunca rastgele dagilim gdstermezler. Bu durum haritalamay1
olumsuz yonde etkilemektedir. Bu da RFLP markirlariyla elde edilen haritalarda yaygin

olarak biiytlik bosluklar goriilmesine neden olmaktadir (Yorgancilar vd., 2015).

1.4.2. Polimeraz zincir reaksiyonuna (PCR) dayali molekiiler markirlar
1983 yilinda PCR yontemi Cary Mullis tarafindan kesfedildi. Bu, molekiiler

biyolojide, herhangi bir canli organizma uygulamasi olmaksizin, belirli bir DNA dizisinin
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binlerce ila milyonlarca kopyasini iireterek, DNA’nin birka¢ kopyasini ¢esitli biiytikliik
derecelerinde ¢ogaltabilen bilimsel bir tekniktir (Joshi ve Deshpande, 2010). Teknigin
temeli, yiiksek sicakliklara dayanikli bakteriden (Thermus aquaticus) izole edilen “Taq
polimeraz” adl1 enzimdir (Nadeem vd., 2018). PCR tekniginde 3 ana adim vardir:

* Denatiirasyon adimi: Cift sarmalli sablon DNA’y1 iki ayr tek sarmal halinde
ayirmak igin yapilan 1sitma islemidir. ODNA yiiksek sicakliklarda (90- 97°C) denatiire
edilir.

* Baglanma adimi: DNA primerlerinin sablon DNA’ya baglanmasini saglamak i¢in
sicakligin diistiriilme islemidir.50-60°C gibi daha diisiikk bir sicaklikta gergeklesir.
Ayrilan iki DNA ipligi tamamlayicidir ve zit yonlerde (5° ile 3°) ilerler. Primerler,
uzatmay1 baglatmak i¢in DNA sablon ipliklerine baglanir.

» Uzatma adimi: Sicakligin yiikselmesiyle aktiflesen Taq polimeraz enziminin yeni
bazlar ekleyerek, yeni DNA ipliginin uzamasi islemidir. Taq polimeraz tarafindan
primerlerin uzatilmas1 2-5 dakika boyunca yaklasik 72°C’de gergeklesir, 72°C, Taq
polimerazin tamamlayici seridi olusturmasi i¢in en uygun sicakliktir. Primere yapisir ve
daha sonra tek seride 5 ‘ila 3° yoniinde tek tek DNA bazlar1 ekler. Sonug olarak yepyeni
bir DNA zinciri ve ¢ift zincirli bir DNA molekiilii cogaltilmis olur (Nadeem vd., 2018).

Yord 20 sevtmr!
.l ¥ 72%Cte 2 dota)

Sekil 1.4. Polimeraz zincir reaksiyonu (https-6)



PCR tekniginin ortaya koyulmasi ile RAPD, SSR, AFLP markir sistemleri de
gelistirilmistir (Botstein vd., 1980).

* RAPD (Random amplified polymorphic DNA/Rastgele cogaltilmis DNA
polimorfizmi)

RAPD markirlar1 basit, kisa oligoniikleotid primerler kullanilarak genomik
DNA’nin rastgele dagilmis olan bolgelerinin gogaltilmasidir (Williams vd., 1990). 10 bg
uzunlugunda olan baglatict DNA’lar (primer) kullanilarak genom iizerindeki rastgele
DNA bolgelerinin amplifikasyonuna dayali bir yontem olup, yalnizca bir tip primer
kullanilir. RAPD teknigi markir teknolojisinde uygulanmasindaki kolaylik, sentetik
oligoniikleotidlerin ¢ok fazla sayida bulunmasi ve kolay olmasi, RFLP’nin tersine az
miktarda DNA’ya gereksinim duyulmas: gibi nedenlerden dolayr tercih edilen
markirlardir. RAPD, markir teknolojisi ile uygulanmasindaki kullanim kolayligi, ¢ok
sayida sentetik oligoniikleotidin bulunmasi, basitligi ve RFLP’nin aksine az miktarda
DNA’ya ihtiya¢ duyulmasi nedeniyle tercih edilen markirdir.

PCR’ye dayali diger teknikler gibi RAPD tekniginin de haritalama ve
karakterizasyon c¢aligmalarinda zaman, ¢alisma ve maliyet azaltma avantajlar1 nedeniyle
cok tercih edildigi bildirilmektedir (Devos ve Gale, 1992). Giivenilirliginin sinirli olmast,
farkl laboratuvarlarda farkli sonuglar vermesi dezavantajlaridir (Yorgancilar vd., 2015).

* AFLP (Amplified fragment length polymorphism/Cogaltilmis parg¢a uzunlugu
polimorfizmi)

AFLP teknigi, primer tanima dizilerini kisith DNA’ya baglayarak RFLP’nin
giiclinii PCR tabanli teknoloji ile birlestiren hem RAPD hem de RFLP tekniklerinin bir
karistmi  olarak  diislintilebilir (Lynch ve Walsh, 1998). AFLP tekniginin
tekrarlanabilirligi ve polimorfizm diizeyi RAPD-PCR metoduna kiyasl daha yiiksektir.
Bu teknikte, genomik DNA 6nce iki kesme enzimi tarafindan pargalanir. Biri 6 bazi tanir,
digeri 4 bazi tanir. Parganin uglarina sentetik bir niikleotid dizisine sahip bir DNA eklenir.
Nispeten spesifik DNA amplifikasyonu, eklenen sentetik DNA’nin niikleotid dizisini de
tutan baslangic DNA’s1 (primerler) kullanilarak gerceklestirilir. Bu gogaltma iki agamada
yapilir. Ilk adimda, DNA parcalayici enzim tarafindan her iki ugtan taninan diziden
sonraki ilk baz bazinda secici amplifikasyonun gerceklestirildigi ©on {iretim
gerceklestirilir. Gergek iiretimde, iiretim Oncesi elde edilen kisim, par¢alama enziminin

tanima bolgesinden 2. ve 3. niikleotidleri segici olarak tiretmek i¢in kullanilir. Tim
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baslaticilar ayn1 zamanda sentetik bir terminal niikleotid dizisine sahip oldugundan,
tiretim ¢ok 6zel kosullar altinda gerceklesir (Yorgancilar vd., 2015).

Teknigin polimorfizm orani oldukga yiiksektir. Maliyet, isgiicii ve gilivenilirlik
acisindan RAPD ve RFLP arasinda yer almaktadir. Cok sayida lokusu ayni anda ve etkili
bir sekilde taramasi parmak izi analizine ¢ok uygun bir teknik oldugunu gostermektedir.
Genellikle dominant markir 6zelligi ve farkli genetik haritalar arasinda transferinin gii¢
olmasi teknigin dezavantajlaridir (Walton, 1993).

* SSR (Simple sequnce repeat/Basit tekrarl1 diziler veya Mikrosatelitler)

Basit dizi tekrarlar1 (SSR’ler) olarak da bilinen mikrosatelitler, 1 ile 6 bp arasinda
degisen tekrar motifleri ile DNA dizilerinin en kii¢iik birimleridir. Mikrosatellitleri
cevreleyen DNA dizileri genellikle ayni tiiriin bireyleri arasinda korunur, bu da farkl
genotiplerden oOrtiisen SSR’leri segmek igin PCR primerleri ile amplifikasyona izin
vermektedir. Ayrica, tiirler arast SSR primerleri farkli organizmalarda kullanilabilir.
Mikrosatelit sayilarinin farkli olmasina neden olan olaylar, jel elektroforezi ile belirlenir.
Bunlar; DNA replikasyonu sirasinda meydana gelen dizi atlama, uygun olmayan baz
eslesmesi ve diizensiz krossing-over olaylaridir (Matsuoka vd., 2002). Mikrosatellit
markirlar, az miktarda DNA gerektirmesi, kodominant ve kararli markir vermesi,
genomda bol ve daginik bulunmasi, tekrarlanabilir ve otomasyona uygun olmasi, yiiksek
polimorfizm icermesi, polimorfik bitkilerde olduk¢a bilgilendirici bir markir sistemi
olmasi sebebiyle popiilasyon genetigi ve gen haritalama calismalarinda etkin olarak
kullanilabilmektedir (Wayne vd., 1996).

Bu markir sisteminin dezavantaji, mikrosatelit bolgesinin yliksek bir mutasyon
oranina sahip olmast, birincil baglanma bolgesinde degisikliklere yol agmasi ve anlamsiz
allellerin olusumuna izin vermesidir. Bu nedenle, genotip ve allel frekanslarinin kesin
olmayan yorumu da bazi tartigmalara yol agmaktadir (Freudenreich vd., 1997).

* ISSR (Inter simple sequence repeat/Basit tekrarli diziler aras1 polimorfizm)

ISSR tekniginde, ikili, ti¢lii, dortlii ve besli tekrarlanan niikleotitlere sahip primerler
kullanilmakta, bu primerlerle iki mikrosatellit ile molekiiler markirlar aras1 bolge
cogaltilabilmekte ve olusan PCR iiriinleri agaroz jelde yiriitiiliip etidyum bromdir ile
boyandiktan sonra belirlenebilmektedir (Zietkiewicz vd., 1994).

Kullanilan primerler, farkli bant boyutlartyla genomik lokuslari ¢ogalir. Primerler
genellikle mikro uydu bdlgesinin 3’ veya 5’ ucuna kadar uzanir.1-4 dejenere niikleotit

igerir ve uzunlugu 15-30 niikleotit arasinda degisir. Primerin GC orani ne kadar yiiksek
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olursa, baglanma sicaklig1 da o kadar yiiksek olur. Agildiktan sonra stabil bir bag elde
edildiginden, her bir primer DNA’ya baglanir. Yapisma sicakligi, baz bilesimin icerigi
ile belirlenir. Kopya uzunluklar1 genellikle 200-2000 b¢’dir. ISSR dominant markirlar
verir. Bir avantaji, primer tasariminin sira  bilgisine ihtiyag¢ duymadan
gerceklestirilebilmesidir (Joshi vd., 2000).

Yiiksek polimorfizm ve yliksek tiretkenlik, ISSR analizini genetik benzerlik, gen
haritalama ve taksonomi calismalarina uygulanabilir kilmaktadir (Gupta vd., 1994;
Zietkiewicz vd., 1994).

ISSR markirlarinin kullanimi hizli ve kolaydir ve primerlerinin uzun olmasi onlari
daha giivenilir kilar (Bornet ve Branchard, 2001). Iyi bilgi veren ISSR primerlerinin
kullanilmasi, diisik maliyet, zaman tasarrufu ve genetik analiz i¢in kolaylik
saglamaktadir (Yorgancilar vd., 2015).

RAPD markir sistemine benzer sekilde, bu markir sisteminin dezavantajlari, diisiik
oranda tekrarlanabilirlik ve ayni biyiikliikteki parcaciklarin homolog olmamasidir
(Kesawat ve Das, 2009).

» SCoT (Start Codon Targeted)

Prensipte SCoT, RAPD ve ISSR’ye benzer 6zelliktedir. Ileri ve geri primer olarak
kullanilir (Collard ve Mackill, 2009). SCOT reaksiyonlari, 15-19 metre uzunlugundaki
DNA’nin tek pargalarini ¢ogaltir. Bitki genlerinin translasyon baslatma kodonunu (ATG)
cevreleyen korunmus bolgeyi hedefleyen umut verici bir gen hedefli markirdir (Singh
vd., 2017).

SCoT markirlari, tekrarlanabilirlik, basitlik, 6zgiinliik ve gen hedefli olmak gibi
onemli ozelliklere sahiptir, SCoT markiri, genetik gesitlilik analizi (Singh vd., 2017),
popiilasyon yapisi, bireyler arasindaki genetik iliski, bir veya farkl tiir ebeveynleri ile
yavru parmak izi degerlendirmesi (Rajesh vd., 2015), QTL tanimlamas: (Yan vd., 2016),
diferansiyel gen ekspresyonu ve stresle ilgili gen taramasi (Luo vd., 2014), erkek ve disi

genotiplerin analizi (Heikrujam vd., 2015) gibi ¢esitli uygulamalarda kullanilmistir.

1.5. Konu ile Tlgili Onceden Yapilmis Calismalar

Diinyada ve iilkemizde erik tizerine yapilan arastirmalara DNA diizeyinde bakacak
olursak;

Mnejja vd., (2004) calismalarinda Japon erik cv. Santa Rosa. CT/AG ile

zenginlestirilmis bir genomik kiitiiphane kullanarak 35 polimorfik mikrosatelit
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gelistirmistir. 27 tanesinde tek bir allel ve 8’inde iki veya daha fazla allel tespit
etmislerdir. 27 tek allelli SSR 8 ¢esitten olusan bir sette yiiksek diizeyde polimorfizm
gbzlemlenmistir: primer basina ortalama 5.7 allel sayisi; %73 ortalama heterozigotluk
%74 ayirim giicli gézlemlemistirler.

Aynaoglu vd., (2007), Tiirkiye’nin Akdeniz bolgesinde yetistirilen ve ekonomik
onemi olan yesil eriklerdeki (Prunus cerasifera) genetik cesitliligi AFLP analizi
kullanarak degerlendirmislerdir. Genel olarak, incelenen gesitler arasinda 0.829 ile 0.985
arasinda degisen genetik benzerlik degerleri ile nispeten diisiik bir genetik cesitlilik
bulmuslardir. Bununla birlikte, Akdeniz bolgesindeki ekolojik olarak farkli bir konumdan
tiiretilen yesil erik genotiplerinin ¢ogunlugunun, genetik olarak diger bolgelerden daha
cesitli oldugunu fark etmislerdir. Bu germplazmi daha fazla karakterize etmek amaciyla
bir dizi meyve kalite 6zelligi i¢in analizler yapmislardir. Sonuglara bakildiginda daha
once karakterize edilmemis erik genotipleri arasinda mevcut olan genetik ¢esitlilik
seviyesi hakkinda faydali bilgiler sagladig1 ve Tiirkiye’nin bu erik yetistirme bolgesinde
su anda yetistirilen erik genotiplerinden potansiyel olarak daha iistliin olabilecek
germplazmay1 tanimladigini belirtmislerdir.

Qiao vd., (2007), Prunus tiirlerinden 56 genotipi (54 Japon ve 2 Avrupa erik ¢esidi)
24 RAPD, 10 ISSR primeri ve 21 SSR primer ¢ifti kullanarak molekiiler varyasyonlari
icin analiz etmislerdir. 201 (RAPD) ve 86 (ISSR) bant ve 102 allel (SSR) elde etmislerdir.
Tim RAPD, ISSR ve SSR sonuglarina dayali Jaccard benzerlik katsayisina gore bir
dendrogram olusturulmustur. Dendrogram, Avrupa ve Japon erigi arasinda bir ayrim
oldugunu agik¢a gostermistir. Japon erik gesitleri arasinda ikili benzerlik katsayilar1 0,286
ile 0,730 arasinda degismektedir. 0.455 benzerlik katsayisinda 54 Japon erik cesidi alt1
gruba ayrilmistir. ABD ve Japonya’dan gelen gesitleri bir kiimede gruplandirmiglardir ve
yerli Cin ¢esitlerinin ¢ogunlugu bir grup giiney cesidi (GSC) ve bir grup kuzey cesidi
(GNC) olarak kiimelemislerdir. U¢ molekiiler markirin birlesik analizi ile erikteki genetik
cesitliligi degerlendirmislerdir.

Cheng vd., (2009), SSR belirteglerinin baskin ve yiiksek oranda polimorfik
markirlar oldugunu ve Prunus cinsine iligkin ¢alismalarda ¢ok yararli olduklarin
kanitlanmaistir.

Ilgin vd., (2009), Tiirkiye nin Akdeniz bolgesinde yer alan Kahramanmaras ilinden
toplam 14 erik ¢esidi (1 ¢esit Avrupa’dan ve 13 ¢esit Japon gruplarindan) 6rneklemisler
ve dort ¢ift AFLP markir1 kullanarak calismiglardir. Toplam 145 bant skorlamis ve
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bunlarin 89’unun (%60.85) polimorfik oldugunu gérmiislerdir. Primerlerin ¢oziimleme
giiclerinin 0.577 ile 1.347 arasinda ve polimorfizm bilgi i¢eriginin de ortalama 0.601 ile
0.412-0.829 arasinda degistigi goriilmiistiir. UPGMA analizi ¢alisilan erik ¢esitlerini yedi
ana kiimede smiflandirmistir. En yiiksek benzerlik Globe Sun ve October Sun ¢esitleri
arasinda, en diisiik benzerlik ise President ve Queen Rosa ¢esitleri arasinda gézlenmistir.
Yaptiklart ¢alismalar sonucunda AFLP’nin erik cesitleri arasindaki genetik akrabaligi
belirlemek i¢in iy1 bir yontem oldugunu belirtmislerdir.

Celikkol, (2011) tez ¢alismasinda 24 (17 yerli, 7 yabanci) erik ¢esidini SSR
markirlarina dayali genetik karakterizasyonu gerceklestirmistir. Erikten gelistirilen bir,
kayisidan iKi ve Kirazdan iki, seftaliden gelistirilmis ti¢ lokusun kullanildigi arastirmada,
bir sinonim durum tespit etmistir. Toplam 76 allel tespit edilirken, en yiiksek allel say1si
seftali lokusu olan UDAP96019 ve kayist lokusu olan UDAP404’den, heterozigotluk
orani (Ho) ise kiraz lokusu olan UCDCHI13’den tespit etmistir. SSR lokuslarinin allel
sayist ve heterozigotluk oran1 (Ho) kayist ve diger erik tiirlerinde bu lokuslar1 kullanan
arastirmalara gore yiiksek bulmustur.

Carrasso vd., (2012) 29 erik ve hibrit ¢esit ile iligkili tiirlerin (P. domestica, P.
ceracifera ve P. armeniaca) dort ¢esidi arasindaki genetik iliskileri model tabanli bir
Bayesian kiime analizi (Structure yazilimi) ile analiz etmistir. 29 Japon erik ¢esidinin
(Prunus salicina) ve 4 Prunus ¢esidinin genetik karakterizasyonu, 97 Basit Dizi Tekrar1
(SSR) aleli ve 232 ikili Basit Diziler Arasi Tekrar (ISSR) lokusunun analizi ile
gerceklestirmis ve bu iki molekiiler markir i¢in yiiksek diizeyde genetik degiskenlik
belirlemiglerdir.

Athanasiadis vd., (2013) yaptiklar1 ¢alisjmada Yunan erik germplazm
koleksiyonunun genetik c¢esitliligine bakarak, RAPD ve ISSR markirlarint aragtirmistir.
26 genotip analiz edilmis ve 116’s1 polimorfik olan toplam 150 bant iiretilmistir. Her iki
tekniginde de oldukga bilgilendirici oldugu ve 0,9’dan daha biiyiik bir ayirt etme giiciine
sahip oldugu belirtilmistir. RAPD ve ISSR dendrogramlarinin yakin iliskili oldugu
goriilmistiir. Katilimlar ploidi gostermistir ve tiirlere gore kiimelenmistir. P. domestica
genotipleri birlikte gruplandirilmis ve genetik olarak farkli bulunan P. salicina ile
karsilastirildiginda P. insititia ve P. cerasifera genotiplerine gore daha fazla benzerlik
gostermistir. Bu 6zelligin genetik cesitliligi artirmas1 markirlarin 1slah programlari i¢in

uygun oldugunu gostermistir.
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Oz vd., (2013) calismalarinda Dogu Anadolu gen kaynaklarindan segilen 29 adet
geleneksel erik (Prunus domestica), 24 adet tath kiraz (Prunus avium) ve 1 adet visne
(Prunus cerasus) 3 erik ve 2 kiraz olmak tizere 59 tiir ile molekiiler karakterizasyon ve
genetik iliskilerin arastirilmasi i¢in SSR analizi yapmustir. 8 SSR primeri [1, kayisidan
(UDAP-404), 4 tanesi seftaliden (UDP96-010, UDP96-001, UDP96-019, Pchgms1) ve 3
tanesi kirazdan (UCD-CH13, UCD-CH17, UCD-) gelistirmistirler. (CH31) genomu ve 9
SSR lokusundan [5°1 kirazdan (PS12A02, UCD-CH13, UCD-CH17, UCD-CH31, UCD-
CH21), 3 seftaliden (Pchgmsl, UDP96-001, UDP96- 005) ve kiraz erisimleri i¢in erik
(CPSCTO010) genomu] genetik tanimlama igin kullanilmistir. 31 erik ve 28 kiraz ¢esidinin
genetik analizlerinde sirasiyla toplam 66 ve 65 allel elde etmislerdir. SSR analizi ile
ortaya ¢ikan allel sayisi lokus basina 4 ila 14 alel olup, ortalama deger erik girislerinde
8.25 ve lokus basina 5 ila 10 alel ve kiraz girislerinde ortalama deger 7.2 olarak
bulunmustur. Kiraz katilimlari arasinda sadece bir esanlamli durum tespit edilirken, erik
katilimlar1 arasinda herhangi bir esanlamli durum gézlenmemistir. Erik ve kiraz
girislerinin ayriminda kullanilan genomik SSR belirtegleri, Prunus cinsinde yiiksek tiirler
arasi transfer edilebilirlik gostermistir. Bu ¢alismada degerlendirdigimiz SSR markirlari,
kayda deger polimorfizmleri ve tiirler arasi transfer edilebilirlikleri nedeniyle kiraz ve
erik ¢esitlerinin parmak izini igeren ¢aligsmalar i¢in faydali olacaginmi diistinmektedirler.

Klabunde vd., (2014) yaptiklari bir ¢alismada 47 Japon erigi (Prunus salicina)
cesidinde, DNA parmak izi profilini elde etmeyi, temsili bir Japon erik ¢esitlerini ayirt
etmeyi ve karakterize etmeyi amaglamiglardir. 8 SSR primeri ile genotiplendirmeyi elde
etmislerdir. 8 SSR primeri 104 alleli (lokus basina 8 ila 21 allel, ortalama 13) amplifiye
etmistir. Polimorfizm Bilgi Icerigi (PIC) 0.680 arasinda degismistir. Diisiik alel
frekanslar1 gosterenler, erik gesitlerinin ayirt edilebilirligine katkida bulunmustur. Bu
sonuglarin erik 1slahinda ¢aprazlamalarda ebeveyn se¢imine, ¢esit olma potansiyeli olan
ayristirict klonlarin erken tanimlanmasina ve ¢esitlerin korunmasina katkida bulunacagi
diistintilmektedir.

Li-Hui vd., (2015) farkli {iretim alanlarindan alinan 24 Prunus salicina ¢esidinin
genetik ¢esitliligini incelemek i¢in 8 kromozom baglanti grubuna, esit olarak dagitilan 16
cift SSR primeri kullanmistir. Aragtirma sonucunda her bir primerin PIC degerini
hesaplayip. CPSCTO005 0.547 ile en diisiik primer ve CPSCT022 ise 0.783 ile en yiiksek
primer oldugunu gérmiistiirler. Giiney cesitliligi ve yabanci gesitliligin popiilasyonlari

birlikte kiimelendi. 16 ¢ift primer toplamda 86 bolge genisletirken, polimorfik lokuslar
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%94,19’luk bir yiizdeyle 81°di ve her bir primer amplifikasyonu ¢iftinin amplifikasyon
lokuslart ortalama olarak 5.38’di. Kiimeleme sonugclari, tiiriin iki gruba ayrildigini ve
kuzey ¢esitlerinin ¢ogunun bir grup i¢inde toplandigini, giiney ¢esitlerinin ve yabanci
cesitlerin de ayr1 bir grup halinde toplandigini gostermistir. Sonuglar yabanci ¢esitlerin
molekiiler diizeyde Cin menseli oldugunu gostermistir.

Tamarzizt vd., (2015) ¢aligmalarinda P. salicina ve P. domestica’ya ait gesitler ve
bunlarin yabani akrabalar1 (P. insititia ve P. spinosa) arasindaki genetik ¢esitlilik ve
iliskileri incelemek i¢in RAPD belirteglerinin kullanisliligini arastirmistir. Polimorfik
bantlarin yiizdesi (%96.58), primerlerin ¢oziimleme giicii degerleri (135.70) ve
polimorfik bilgi igerigi bu calismada kullanilan primerlerin etkinligini gostermistir.
Aksesyon orani arasindaki genetik mesafeler, ortalama 0.18 ila 0.79 arasinda degismistir,
bu da tiir i¢i ve tiirler arasi seviyelerde yliksek diizeyde bir genetik c¢esitlilik oldugunu
gostermektedir. Aritmetik ortalama dendrogram ve temel bilesen analizine sahip
agirliksiz ¢ift grubu, gesitleri ayirt etmis ve yerel olarak yetistirilen erik tiirleri arasindaki
iligkileri ve farkliliklar1 gostermistir. Bu prosediirler, tiirlerin durumundan ve eriklerin
cografi kokeninden bagimsiz olarak meydana gelen siirekli varyasyon gostermistir. Bu
calismada, RAPD markirlarinin erik ve akrabalarinin gesitlilik ¢alismasini incelemek ve
parmak izi almak i¢in giivenilir bir molekiiler belirte¢ oldugu ifade edilmistir.

Makovics-Zsohar vd., (2017), Avrupa erigi (Prunus domestica L.) iizerine
yaptiklar arastirmada, polimorfizm seviyesini tahmin etmek, yerel ve yabanci ¢esitler
arasindaki allelik varyasyonu ve genetik iliskileri belirlemek igin 7 basit dizi tekrar1 (SSR)
markirt kullanarak 55 ¢esidin parmak izini ¢ikarmayr amaglamislardir. Kiimeleme
analizinde yabanci ¢esitler bir araya toplanmigtir ve Macar yerel gesitleri bunlardan
uzakta konumlandirilmistir. Incelenen genotipler genetik olarak farkli {i¢ grubu
olusturdugunu belirtmislerdir. Primer ¢iftlerinden, lokus basina 6 ila 27 alel arasinda
degisen toplam 135 alel elde edilmis ve yiiksek polimorfizm sergilemistir. Bu ¢alismada
kullanilan tiim genotipler, 7 SSR ile agik¢a ayirt edilememistir. Macar yerel gesitlerinden
olusan her bir kiime, giiclii 6n ylikleme destegi almistir (%89 ila %100). Ayn1 ad altinda
tutulan c¢ogu genotip, farkli DNA parmak izleri gostermistir. Sonug olarak erik
yetistiriciliginde SSR markirlarinin uygulama potansiyelinin uygun oldugu belirtilmistir.
Suprun vd., (2018) yaptiklar1 ¢alismada, 8 SSR lokusuyla 60 ¢esidin analizi
temelinde P. domestica tiirleri igindeki genetik ¢esitliligi arastirmigtir. Calismada yerli

eriklerin ¢esitli alt tiirleri olan mirabelle erikleri, yesil erik, mirdim erigi vb.
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kullanilmistir. Calismada ortaya cikan lokus bagina allel sayisi 6 ile 39 arasinda
degismistir; toplamda 153 allel tanimlanmistir. UPGMA ve PCoA analizinden elde edilen
veriler miirdiim eriklerin genetik olarak en izole alt tiirleri temsil ettigini gdstermistir. Ote
yandan, yerli ve yabanci 1slah c¢esitlerinin ¢ogunlugunun kiimelenmede ayr1 gruplar
olusturmamasi, yetistirilen erik formlarinin gen havuzunun birligini vurgulamistir.

Stepanov vd., (2018) retrotranspozon LTR sekanslar1 temelinde gelistirilen S-SAP
(Sekansa Ozel Gii¢lendirilmis Polimorfizm) markirlar1 ile Prunus L cinsinin yedi tiiriiniin
temsil edildigi 65 6rnekte genetik ¢esitlilik ve filogeni incelemeleri gergeklestirmislerdir.
Bu calisma cergevesinde gelistirilen 6 S-SAP markir1 ile markir basina 29 ila 185
polimorfik bant tanimlanmigtir ve markir basina ortalama polimorfizm seviyesi %92,75
bulunmustur. Bu tip markirlar, Prunus cinsinin iiyelerinde tiir i¢i ve tiirler aras1 genetik
cesitliligi degerlendirmek icin yiiksek etkinlik gostermistir. S-SAP isaretlemesinin
sonuclarinin kiime analizi, arastirilan Prunus tiirlerine karsilik gelen 6 ana grubu ayirt
etmeyi basarmislardir.

Diger bir calismada Acuna vd., (2019) 14 japon erigi ¢esidinde genetik ¢esitliligi
notral SSR markirlart ile ¢alismislardir. Bu ¢alismada Prunus persica referans
genomunun 6 kromozomu iizerine yerlesik 12 SSR markiriin ¢alisilan tiim ¢esitlerini
meyve eti rengine gore iki grupta topladigin1 gostermislerdir. Ayrica ¢alismada genotipik
ve fenotipik verilerin karsilastirilmasi sonucu et rengi fenotipi ile ilgili iki markir tespit
edilmistir. Bu markirlardan CPSCT25 tiim kirmizi etli eriklerde 193 bg allelini
olustururken, diger markir CPSCT11 Reina de Oro ¢esidi disinda tiim sar1 etli eriklerde
171 bg alleli olusturmus, bu allel hi¢bir kirmiz1 etli erik ¢esidinde goriilmemistir. Blast
analizinde bu markirlarin sirasiyla P. persica protein FAR-1 iligkili dizi 6 ve P. mume
absisik asit reseptdor PYR1 izoform X1 ile onemli seviyede eslestikleri belirlenmistir.
Arastirmacilar ¢aligmada kullandiklar1 SSR markirlarinin erik markir destekli se¢im 1slah
programlarinda yiiksek degere sahip oldugunu vurgulamislardir.

Markiewicz vd., (2019) Plum pox viriisiiniin (PPV) neden oldugu Sharka’ya asir1
duyarh bitki tepkisi ile iligkili erik genlerini belirlemek i¢in se¢ilmis erik cesitleri
tizerinde asir1 duyarhilikla ilgili molekiiler markirlar1 arastirmistir. PPV enfeksiyonu
sirasinda ekspresyonu degisen aday genleri belirlemek icin cDNA-AFLP teknigi
kullanilmistir. Analizler hem saglikli hem de enfekte olan asiri duyarli ve hassas
bitkilerden izole edilen RNA havuzlar1 kullanilarak yapilmistir. Bitki savunma

reaksiyonlarindaki potansiyel islevleri agisindan ilgi ¢ekici olan hem asir1 duyarli hem de
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duyarli olan enfekte olmus bitkilerde asir1 ifade edilen genlerdir. Bazilari, erik
yetistiriciliginde asir1 duyarli genotiplerin erken se¢iminde faydali olan, PPV
enfeksiyonuna karsi asir1 duyarli reaksiyonun potansiyel molekiiler markirlar olarak
Onerilmislerdir.

Salazar vd., (2020) yaptiklar1 ¢alismada kantitatif 6zellik lokuslar1 (QTL’ler) ile
yakindan baglantili molekiiler belirtegleri tanimlamak i¢in genomik bir bakis agisiyla en
kritik fenoloji, meyve kalitesi ve hasat sonrasi parametreleri analiz etmeyi amag¢lamistir.
98-99° x Angeleno caprazindan 151 bireyden olusan bir F1 popiilasyonunun genetik
baglant1 haritasi, daha once bildirilen Tek Niikleotid polimorfizmi (SNP) verileri ve 25
ek Basit Dizi Tekrart (SSR) isareti kullanilarak olusturulmustur. Ug¢ hasat mevsimi
boyunca degerlendirilen 23 fenotipik 6zellik, iki genomik iliski QTL analizi yaklagimi
kullanilarak test edilmistir. Bu ¢alisma sonucunda, SNP’ler ve SSR’ler kullanilarak,
ciceklenme tarihi, olgunlagsma zamani, meyve gelisme donemi, meyve agirligi, kutup
capi, ¢oziiniir katilar, malik asit igeriginin yani sira biyolojik verim ve Young elastikiyeti
gibi yikict yontemlerle Olgillen meyve dokusu Ozelliklerinin  evrimi igin
kullanilabilecegini belirtmislerdir.

Sevindik vd., (2020) yapilan ¢alisgmada Tiirk kayisist olan Prunus armeniaca L.
genotiplerinin RAPD-PCR, ISSR-PCR ve kloroplast DNA (trnL-F) dizi analizlerine
dayal1 olarak filogenetik analizini yapilmislardir. Prunus armeniaca genotipleri Malatya
ilinden temin edilerek genomik DNA izolasyonu igin laboratuvara getirilmistir. Prunus
armeniaca genotiplerinin molekiiler karakterizasyonunu belirlemek i¢in 11 RAPD ve 15
ISSR primeri kullanilmistir. RAPD ve ISSR analizi ile sirasiyla toplam 46 ve 95 bant elde
edilmistir.

Ait Bella vd., (2021) ¢alismalarinda, 14 (ISSR) primeri kullanilarak toplam 23 erik
cesidi aragtirllmistir. Fas eriginde, cesitliligi ve akrabaligi degerlendirmek i¢in genetik
olarak karakterize edilmistir. 84’{i polimorfik (%84) olmak iizere toplam 100 bant elde
edilmistir. PIC, Rp, | ve Ht’nin ortalama degerleri sirasiyla 0.45; 3.03; 0.42 ve 0.27, erik
cesitleri arasindaki onemli genetik degiskenligi ifade etmistir. UPGMA dendrogrami ve
Bayes modeline dayali kiimeleme yaklasimi, cografi koken ve cinslerinden bagimsiz
olarak dort gen ¢esidi havuzu tanimlanmistir. Bu sonuglar, ISSR belirteglerinin molekiiler
polimorfizmi saptamak ve meyve verimindeki genetik ¢esitliligi aragtirmak i¢in yararl

olabilecegini gostermistir.
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Cakir vd., (2021) yaptiklart ¢alismada ilk kez Tirkiye Ulusal P. cerasifera
Koleksiyonu’ndan 66 genotipin genetik cesitliligi ve popiilasyon yapisi molekiiler
markirlar kullanarak incelemislerdir. Toplam 47 diziyle iliskili amplifiye polimorfizm
(SRAP) primer cifti kullanilmis ve polimorfizm veren 495 amplifiye allelin %98’inin
yiiksek oranda polimorfik oldugunu bulmuslardir. Kiibik katsayi kullanilarak ortalama
genotipik cesitliligi 0,39 olarak belirlemislerdir. Germplazm koleksiyonlarini igeren
genotipler arasindaki genetik iliskiler, agirliksiz komsu birlestirme dendrogramlar1 ve
poplilasyon yapist analizi kullanilarak degerlendirilmistir. Dendrogram ve popiilasyon
yapisi sonuglari, her iki yontem de materyali iki ana gruba ve ¢ok daha kiigiik bir tiglinciil
karistirilmis gruba ayirdigindan, yiliksek oranda korelasyon gostermistir. Ayrica analiz,
Can ve Papaz erik ¢esitlerinin morfolojik farkliliklarina ragmen genetik olarak farkli
olmadigin1 gostermistir ve gelecekteki erik 1slahi icin kullanilabilecek genetik iligkiler
hakkinda bilgi sunmustur.

Meyve rengi, tiikketicinin se¢iminde 6nemli bir etkiye sahiptir, bu nedenle MAS i¢in
iyl molekiiler markirlara sahip olmak, islahta oldukca arzu edilir. Fiol vd., (2021)
yaptiklar1 calismada, MYB10.1 geninin en az {i¢ kopyasini i¢ceren Japon erik MYB10
LG3 kiimesinin intronik ve intergenik bolgelerinde yiiksek diizeyde degiskenlik
belirlemistir. Bolgenin karmagikligina ragmen, allel klonlama, filogeni, soy ayrimi,
iliskilendirme testi ve gen ekspresyon analizini kullanarak kabuk rengiyle iliskili bir allel
(a356) tanimlamay1 basarmiglardir. Sonug olarak, bu alel i¢in gelistirilecek belirteglerin
MAS i¢in yiiksek verimlilikle kullanilabilirlik potansiyeli oldugunu belirtmislerdir.
Ancak meyve et rengi ile iligkili alelleri bulamamislardir.

Guerrero vd., (2021) ¢aligmalarinda, mevcut genetik cesitliligi ve popiilasyon
yapisini degerlendirmek i¢in bir dizi 8 SSR primeri kullanarak 161 Japon erik tipi
genotiplenmistir. Lokus basina ortalama 13 alel olmak iizere toplam 104 alel tespit
edilmistir. SSR belirteglerinin genel Polimorfik Bilgilendirici Igerik (PIC) degeri 0.75
bulmusturlar. Bu durum SSR belirteglerinin yiiksek oranda polimorfik oldugunu
gostermistir. UPGMA ve DAPC analizleri ile ¢ikarilan 7 grup arasinda giiclii bir
korelasyon ortaya ¢ikmistir. Popiilasyon yapisinda oldukca dnemli bir genetik farklilagma
goriilmiistiir. Sonuclarin yetistiriciler i¢in ve germplazm kaynaklarinin korunmasi i¢in
faydal1 olacag bildirilmistir.

Halasz vd., (2021) Macaristan’da yetisen farkli P. spinosa ve P. domestica subsp.

Ye ait gesitler iizerinde 11 basit dizi tekrar1 (SSR) primeri ve multiallelik S-lokusu
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bilgileri kullanarak genotipleme yapmislardir. Dokuz SSR lokusunun polimorfik
oldugunu ve bunlardan sekizinin olduk¢a bilgilendirici oldugunu saptamiglardir (PIC
degerleri > 0.7). Toplam 129 SSR alleli ile lokus basina ortalama 14.3 alel sayisi
tanmimlanmis ve benzersiz SSR parmak izlerine dayali olarak ¢alisilan tiim bireyleri ayirt
edilebilmislerdir.

Guerrero vd., (2022) yaptiklar1 ¢alismada, popiilasyon yapisini ve mevcut genetik
cesitliligi degerlendirmek icin 8 SSR markir1 kullanilarak farkli kokenlerden 115
interspesifik hibrit girisi, kayis1 ve diger diploid erik tiirlerinin 27 referans genotipi analiz
etmistirler. Lokus basina ortalama 19 alel olmak iizere toplam 149 alel elde etmistirler.
SSR markirlarinin genel polimorfik bilgi igerigi (PIC) ortalama degeri 0.81 olup, SSR
primerleri yiiksek derecede polimorfizmini gostermistir. Genetik analiz, 141 benzersiz
genotip ve iki esanlamliy1 ortaya ¢ikarmistir. Erik genotipleri ile tiirler aras1 melezler
arasinda tekrarlanan geri caprazlamalar, melezlerin kayis1 genotiplerine gore daha yiiksek
genetik yakinliginin nedeni olabilecegini belirtmislerdir.

Li vd., (2022) Cin ve diger tilkelerden 25 P. salicina’nin genetik karakterizasyonu
icin RAPD ve ISSR teknigini uygulamislardir. Yapilan ¢alismanin P. salicina L.’nin
genetik cesitliligi hakkinda 6nemli bilgiler saglayabilecegi ve gelismis 6zelliklere sahip

yeni cins yetistirmek icin bilgi kaynagi olabilecegini gdstermistir.
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2. MATERYAL VE YONTEM
2.1. Materyal

Bu ¢aligmada iilkemizde yetistirilen P. salicina (1-7, 11) ve P. cerasifera’ya ait (8-
10, 12-14 nolu 6rnekler) 14 erik gesidi ve genotipi kullanilmigtir (Tablo 2.1). Bu gesit ve
genotipler Izmir S.S. Bademli Fidancilik Tarimsal Kalkinma Kooperatifi'nden temin

edilmistir.

Tablo 2.1. Tez ¢calismasinda kullanilan erik ¢esitleri ve meyve ozellikleri

SiraNo | Meyve Cesidi Cesit Ozellikleri ZC;chrllsnme

1 Angeleno Kirmizi kabuk, kirmizi meyve eti | Gegci/Mart sonu

2 Black Diamond Kirmizi kabuk, kirmizi meyve eti Mart ortast

3 Black Splendor Kirmizi kabuk, kirmizi meyve eti fgﬁﬁr_lﬁ/llg?g;;

4 Early Queen Kirmizi kabuk, sar1 meyve eti Mart ortasi

5 Fortune Kirmizi kabuk, sar1 meyve eti Gegci/Mart sonu

6 Friar Kirmiz1 kabuk, sar1 meyve eti sci;gj-iﬁ;[sﬁ bast

7 Pioneer Kirmiz1 kabuk, sar1 meyve eti fgﬁﬁn&g%?zz;

8 Kirmizi Genotip Erik A | Kirmizi1 kabuk, sar1 meyve eti fgﬁﬁ?&g}lﬁ?&

9 Kirmizi Genotip Erik B | Kirmizi1 kabuk, sar1 meyve eti fgﬁﬁr_f/llgltﬂ;z;

10 Kirmizi Genotip Erik C | Kirmizi kabuk, sar1 meyve eti fgﬁﬁ?&g}lﬁ?&

11 Sungold Sar1 kabuk, sar1 meyve eti Mart ortasi

12 Sar1 Genotip Erik A Sar1 kabuk, sar1 meyve eti fgﬁsnﬁﬁlg?tz;

13 Sar1 Genotip Erik B Sar1 kabuk, sar1 meyve eti fgﬁsnﬁﬁlg?tz;

14 Sar1 Genotip Erik C Sar1 kabuk, sar1 meyve eti fgﬁsnﬁﬁlg?tz;
2.2. Yontem

Erik cesit ve genotipleri arasindaki genetik ¢esitliligin ISSR-PCR teknigi ile
belirlenmesi i¢in sirasiyla DNA izolasyonu, DNA saflik ve miktar O6l¢timii, PCR
uygulamasi, PCR {iriinlerinin agaroz jel elektroforezi ile yiiriitiilmesi, elektroforez
sonuglarinin  goriintiilenmesi ve sonucglarin bilgisayar analiz programlar1 ile

yorumlanmasi agsamalar1 gergeklestirilmistir.
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2.2.1. DNA izolasyonu ve saflastirilmasi

Bitki doku ornekleri sivi azot kullanilarak havanda pudra haline gelene dek
ogitiildiikten sonra 2 ml’lik ependorf tiiplerin i¢ine alinmistir. DNA izolasyonu i¢in 2X
CTAB (Cetyl trimethylammonium bromide) yontemi kullanilmistir. 2X CTAB liziz

tamponu Cizelge 2.2’deki gibi hazirlanmistir.

Tablo 2.2. 2X CTAB liziz tamponu bilesenleri

NaCl 14ml 1.4M veya 4.095¢ toz
Tris 1M (pH=8) 5ml

CTAB 19

EDTA (0.5M) 2ml

PVP (Polyvynil pyrodine) | 0.5g

Cozeltinin son hacmi distile su ile 50 ml’ye tamamlanmis ve 120°C’de 20 dk
otoklavlanmistir. Kullanimdan hemen 6nce tampona 200 pl merkaptoetanol eklenmistir.

Uygulanan olan 2XCTAB metodu basamaklari asagida verilmistir;

1. Calismadan once CTAB (Hexadecyltrimthylammonium bromide) tamponu
65°C’de 1s1tilarak hazir hale getirilmistir.

2. Sivi azotta ogiitiilmiis 100 mg bitki dokusu 2 ml’lik ependorf tiipe alinarak
tizerine 700 ul CTAB eklenmis ve pipetle karistirilarak homojen hale getirilmistir.

3. Tiipler 65 °C’de 30 dk inkiibe edilmis ve her 5 dk’da bir tiipler alt iist edilmistir.

4. Karigim tiipline esit hacimde kloroform: izoamil alkol eklenerek 10 dk alt {ist
edilerek karistirilmigtir.

5. Tiipler 10000 rpm’de 10 dk santrifiijlenmis ve siipernatant 1,5 ml’lik tiipe
aktarilmstir.

6. Aktarilan miktarin 2/3’1 kadar -20°C’de izopropanol eklenmis, birkag kere alt
iist edildikten sonra -20°C ‘de 2 saat inkiibe edilmistir.

7. Inkiibasyon sonunda tiipler 10000 rpm’de 10 dk santrifiijlenmistir.

8. DNA pelleti 300 pul %70 etil alkol ile yikanmis ve ¢eker ocakta kuruyana kadar
bekletilmistir.

9. Kuruyan DNA pelleti istenilen DNA konsantrasyonuna gore 50-100 ul steril

deiyonize suda ¢oziindiiriilmiistiir.
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2.2.2. DNA miktar ol¢iimii

DNA miktar ol¢iimiine gegmeden Once izole edilen DNA oOrneklerinden 5 pl
alinarak 0.5X TBE soliisyonu igerisinde bulunan %0,8’lik 75 ml agaroz jelde 1kb DNA
ladder (Fermentas) ile birlikte 90 V’ta 30 dk yiiriitiilmiistiir. DNA’larin kalitesinin
prosediire devam etmeye uygun olup olmadig1 yiiriitme islemi tamamlandiktan sonra
jeller UVIpro jel dokiimantasyon sisteminde (Uvitec, Cambridge, Ingiltere)
fotograflanarak kontrol edilmistir. DNA’lar jelde tek, parlak bir bant olarak gézlenmis ve
bu 6rneklerin Nanodrop Spektrofotometre (ND-1000, Wilmington, USA) ile 260 ve 280
nm dalga boyunda saflik ve miktar tayinleri yapilmistir. Agaroz jelde ¢ok silik veya 1sikli
yol seklinde goziiken drnekler icin DNA izolasyonu tekrarlanmstir. Olgiim sonuglarina
gore DNA 6rnekleri PCR ¢alismalarinda kullanilmak iizere pl’sinde 3 ng ve 5 ng olacak

sekilde steril distile su ile seyreltilmistir.

2.2.3. ISSR PCR analizi
Bu ¢alismada laboratuvarimizda bulunan 14 adet ISSR primeri kullanilmistir. Bitki
orneklerinden elde edilen DNA’lar ve ilgili primerler ile PCR reaksiyonlari kurulmustur.

Kullanilan primerler Tablo 2.3’de listelenmistir.

Tablo 2.3. Calismada kullanilan I1SSR primerlerine ait bilgiler

Primer ad Primer dizisi 5°—3’ Baglanma sicakhg (°C)
ISSR-2 GAG GAG GAG GAG GAG AT 48.5
ISSR-3 VHV GTG GTG GTG GTG GTG GTG 50.8
ISSR-4 ACA CACACACACACACC 50
ISSR-6 GAG AGA GAG AGAGAG AGAAC 50.8
ISSR-14 TCGTCGTCGTCGTCGTCG GYC 52
ISSR-310 AGA GAG AGA GAG AGA GT 48
ISSR-324 AGAGAG AGAGAGAGAGYT 49.6
ISSR-807 AGA GAG AGAGAG AGAGT 52
ISSR-810 GAG AGA GAG AGA GAG AT 50
ISSR-815 CTCTCTCTCTCTCTCTG 50
ISSR-819 GTGTGTGTG TGT GTG TA 50
ISSR-834 AGA GAG AGA GAG AGAGYT 53
ISSR-847 CAC ACACAC ACACACARC 55
ISSR-859 TGTGTG TGT GTG TGT GRC 55
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PCR reaksiyonlar1 15 ul hacimde Tablo 2.4’de belirtilen miktarlarla hazirlanmistir.
PCR dongii kosullari ise Tablo 2.5’te verilmistir.

Tablo 2.4. ISSR PCR bilesenleri

BILESEN MIKTAR
dH:0 12.8 ul
10X Taq Buffer (Fermantas) | 2.5 ul (1X)
25mM MgCI, (Fermantas) 2 ul (2 uM)

2,5mM dNTP 2.5 ul (2.5 uM)
2,5mM Primer 2 ul (2.5 uM)
Kalip DNA 3 pul 3ng/ul)
Tag Polimeraz (Fermantas) | 0.2 ul (1 U)
Toplam 25 ul

Tablo 2.5. ISSR PCR dongii kosullar

Sicaklik (°C) Siire Dongii Sayisi
Ondenatiirasyon 94 4 dk 1
Denatiirasyon 94 45 sn
Baglanma 48-55 1.30 dk 45
Uzama 72 2 dk
Son Uzama 72 5dk 1

PCR reaksiyonlart 2.5 pl hacimde 1X Taq Buffer, 2 uM MgCl2, 2.5 uM dNTP, 2
uM primer, 9 ng kalip DNA ve 0.2 uM 1U Taq polimeraz enzimi ile hazirlanmistir. Her
bir primer i¢in hazirlanan negatif kontrol reaksiyonlara eklenmistir. Ayrica reaksiyonlarin
bant profillerinden emin olmak i¢in bazi bireyler rastgele secilip PCR reaksiyonu ikinci
kez tekrarlanmistir. PCR {riinleri jelde yiriitiillene kadar buzdolabinda +4 °C’ de
muhafaza edilmistir.

PCR reaksiyon kosullar1 6n denatiirasyon i¢in 94°C 4 dk, denatiirasyon i¢in 94°C

45 sn, baglanma igin 48°C-55°C arasinda hesaplanan degere gore 90 sn, uzama i¢in 72°C
2 dk ve son uzama i¢in 72°C’de 5 dk sicaklik ve siireler ile yapilmistir. Denatiirasyon,
baglanma ve uzama asamalar1 ‘1 dongii’’ olarak kabul edilmis ve 45 defa tekrarlanmistir.
Deneyler Applied Biosystems Veriti gradient termal dongii cihazi ile gergeklestirilmistir.
PCR diirtinlerinin kontrol edilmesi i¢in yatay jel elektroforezi (Thermo, Midicell
Promo) ile Redsafe (Intron Bio) iceren %1,8’lik agaroz jel kullanilmistir. PCR iiriinleri
her bir kuyucuk i¢in 10 pl 6rnek ve 2 ul DNA Loading Dye (Thermo) boyasi ile
yiiklenmistir. Bant boyutlarinin belirlenmesi i¢in jeldeki ilk kuyucuga 3 pul 100 b¢ DNA
Ladder Plus (Thermo veya ABM marka) (Sekil 2.1.) yiiklenerek 100 V’da 50-60 dk
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elektroforez cihazinda yiiritilmistiir. Jeller yiiriitme isleminden sonra UVpro jel
dokiimantasyon sistemi (Uvitec, Cambridge, Ingiltere) ile goriintilenmis ve

fotograflanmustir.

bpng/0Spg %
2000 280 56
2000 280 56
1500 280 586
1200 280 586
/ 1000 800 160
4,90 270 54
= e 270 54
p= — 700 270 54
S — 600 270 54
% — 500 800 16.0
% g — 400 300 6.0
§ 30 300 6.0
o | — 200 300 6.0
L
= — 100 300 6.0
=
=
’Q
3
™~
0.5 pafane, 8 cm length gel,
1XTBE 5V/iem,1h

Sekil 2.1. Fermantas Gene Ruler 100 bp DNA ladder Plus

DNA Mass Base Pairs
(ng/5ul)
40 3,000
70 1,500
50 1,000

40
30
30

920
40
30

800
700
600

500
400

300
40 200

40 100

1.5% TAE Agarose Gel

Sekil 2.2. ABM Opti-DNA markers 100bp plus
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2.2.4. SCoT PCR analizi

SCoT analizinde daha once laboratuvarimizda mevcut olan 11 SCOT primeri
kullanilmistir. Bitki 6rneklerinden elde edilen DNA’lar ve ilgili primerler ile PCR
reaksiyonlar1 kurulmustur. Bu SCoT primerleri hakkinda bilgi Tablo 2.6’da verilmistir.

Tablo 2.6. Calismada kullanilan SCoT primerlerine ait bilgiler

Primer Primer dizisi 5°—3’ Baglanma sicakhigi (°C)
SCoT-3 CAACAATGGCTACCACCG 56
SCoT -12 ACGACATGGCGAACCAACG 56
SCoT -15 ACGACATGGCGACCGCGA 52
SCoT -17 ACCATGGCTACCACCGAG 52
SCoT -18 ACCATGGCTACCACCGCC 54
SCoT -19 ACCATGGCTACCACCGGC 52
SCoT -21 ACGACATGGCGACCCACA 53
SCoT -24 CACCATGGCTACCACCAT 50
SCoT -28 CCATGGCTACCACCGCCA 50
SCoT -32 CCATGGCTACCACCGCAC 50
SCoT-34 ACCATGGCTACCACCGCA 50

PCR reaksiyonlarr, 25 ul’lik hacimde Tablo 2.7°de belirtilen miktarlarla

hazirlanmistir. PCR dongii kosullari ise Tablo 2.8’de verilmistir.

Tablo 2.7. SCoT PCR bilesenleri

BILESEN MIKTAR

dH;0O 8,3 ul

10X Taq Buffer (Fermantas) 2.5 ul (1X)

25mM MgCl; (Fermantas) 2 ul (2 uM)

2,5mM dNTP 2 ul (2.5 uM)

2,5mM Primer 5 ul (2.5 uM)

Kalip DNA 5 ul (5 ng/pl)

Taqg Polimeraz (Fermantas) 0.2 ul (1 V)

Toplam 25 ul

Tablo 2.8. SCoT PCR ddngii kosullar:
Sicaklik (°C) Siire Dongii Sayisi

On denatiirasyon 94 3dk 1
Denatiirasyon 94 1dk
Baglanma 50-53 1dk 35
Uzama 72 2 dk
Son Uzama 72 5 dk 1

26



PCR reaksiyonlar1 2.5 pl hacimde 1X Taq Buffer, 2 pM MgCl2, 2 uM dNTP, 2.5
uM primer, 25 ng kalip DNA ve 0.2 uM 1U Taq polimeraz enzimi ile hazirlanmistir. Her
bir primer i¢in hazirlanan negatif kontrol reaksiyonlara eklenmistir. Ayrica reaksiyonlarin
bant profillerinden emin olmak i¢in baz1 bireyler rastgele secilip PCR reaksiyonu ikinci
kez tekrarlanmistir. PCR iiriinleri jelde yiiriitiilene kadar buzdolabinda +4 °C’ de
muhafaza edilmistir.

PCR reaksiyon kosullar1 6n denatiirasyon i¢in 94°C 3 dk, denatiirasyon i¢in 94°C 1

dk, primer baglanma i¢in 50°C-53°C arasinda hesaplanan degere gore 1 dk, uzama i¢in
72°C 2 dk ve son uzama igin 72°C 5 dk sicaklik ve siireler ile yapilmistir. Denatiirasyon,
baglanma ve uzama asamalar1 ‘1 dongii’’ olarak kabul edilmis ve 35 defa tekrarlanmistir.
Deneyler Applied Biosystems Veriti gradient termal dongii cihazi ile gergeklestirilmistir.
PCR iiriinleri Redsafe (Intron Bio) iceren %1,8’lik agaroz jel kullanilarak 100 V’da
50-60 dk elektroforez cihazinda yiiriitiilmiistiir. PCR tirtinleri her bir kuyucuk i¢in 10 pl
ornek ve 2 ul DNA Loading Dye (Thermo) boyasi olacak sekilde jele yiikklenmistir. Bant
boyutlarinin belirlenmesi icin 100 b¢ DNA Ladder Plus (Thermo) (Sekil 2.1.)
kullanilmistir. Jeller yiiriitme isleminden sonra UVpro jel dokiimantasyon sistemi

(Uvitec, Cambridge, Ingiltere) ile goriintiilenmis ve fotograflanmistir.

2.2.5. SSR PCR analizi

SSR analizinde 5 SSR primeri kullanilmistir. Bitki 6rneklerinden elde edilen
DNA’lar ve ilgili primerler ile PCR reaksiyonlar1 kurulmustur. SSR primerleri ile ilgili
bilgi Tablo 2.9 da verilmistir. PCR reaksiyonlar1 Tablo 2.10°da belirtilen miktarlarla

hazirlanmistir. PCR dongii kosullari ise Tablo 2.11°de verilmistir.

Tablo 2.9. Calismada kullanilan SSR primerlerine ait bilgiler

Primer Primer dizisi 5°—3’ Baglanma sicakhg (°C)
CRISO-F TTTGCAGTCCATCAGGTCAG 62
CRISO-R CCACATCTGTGGCTCTACCA 62
PLDcN-F CAAAGCAGATCGAATTCTGG 58
PLDcN-R TGGGGTGCACTGCTGTACTA 58
MADBOX F CATGACTTTCTGCATCTTGACC 60
MADBOXR TCTCTGGGCATGGATCTTTC 60
CPTCS025-R GCATTGCAAGCATTTGAAGA 48
CPTCS025-F GATGCTATCCTTTCCGCATC 48
CPTCS022-R TGTCTGCCTCTCATCTTAACCA 60
CPTCS022-F TTCTTGAGCAGCCATCTTCT 60
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Tablo 2.10. SSR PCR bilesenleri

BILESEN MIKTAR

dH20 3,2ul

10X Taq Buffer (Fermantas) 1,5 ul (1X)
25mM MgCI2 (Fermantas) 1 pl (2 uM)

2,5mM dNTP 1,2 ul (2.5 uM)
2,5mM Primer (F.P) 1,5 ul (2.5 uM)
2,5mM Primer (R.P) 1,5 ul (2.5 uM)
Kalip DNA 5 pul (3 ng)

Taq Polimeraz (Fermantas) 05ul(1V)
Toplam 15 ul

Tablo 2.11. SSR PCR déngii kosullar:

Sicaklik (°C) Siire Dongii Sayisi
Ondenatiirasyon 94 5 dk 1
Denatiirasyon 94 1dk
Baglanma 50-53 1.30 dk 35
Uzama 72 1dk
Son Uzama 72 7 dk 1

PCR reaksiyonlar1 1.5 ul hacimde 1X Taq Buffer, 1 uM MgClI2, 1,2 uM dNTP, 1.5
uM primer (Ileri Primer), 1.5 uM primer (Geri Primer), 15 ng kalip DNA ve 0.5 pl Taq
polimeraz enzimi ile hazirlanmistir. Her bir primer i¢in hazirlanan negatif kontrol
reaksiyonlara eklenmistir. Ayrica reaksiyonlarin bant profillerinden emin olmak PCR
reaksiyonu ikinci kez tekrarlanmigtir. PCR firtinleri jelde yiiriitiilene kadar buzdolabinda
+4 °C’ de muhafaza edilmistir.

PCR reaksiyon kosullar1 6n denatiirasyon igin 94°C 1 dk, denatiirasyon i¢in 94°C 1
dk, primer baglanma i¢in 48°C-62°C arasinda hesaplanan degere gore 90 sn, uzama igin
72°C 1 dk ve son uzama igin 72°C 7 dk sicaklik ve siireler ile yapilmistir. Denatiirasyon,
baglanma ve uzama asamalar ‘1 dongii’’ olarak kabul edilmis ve 35 defa tekrarlanmustir.
Deneyler Applied Biosystems Veriti gradient termal dongii cihazi ile gergeklestirilmistir.

PCR iiriinlerinin kontrolii icin Redsafe (intron Bio) iceren %2’lik agaroz jel
kullanilmistir. PCR tirtinleri her bir kuyucuk igin 10 ul 6rnek ve 2 ul DNA Loading Dye
(Thermo) boyasi ile yiiklenmistir. Bant boyutlarinin belirlenmesi igin jeldeki ilk
kuyucuga 3 pl 100 b¢ DNA Ladder Plus yiiklenerek PCR firtinleri 100 V 35-40 dk
elektroforez cihazinda (Thermo, Midicell Primo) yiritilmistir. Jeller yiritme
isleminden sonra UVpro jel dékiimantasyon sistemi (Uvitec, Cambridge, ingiltere) ile

goriintiilenmis ve fotograflanmistir.
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2.2.6. PCR sonug¢larinin yorumlanmasi

ISSR ve SCoT PCR analizlerinde her primer i¢in bulunan degerler TOTALLAB
CLIQS (1D gels) yazilim programi kullanilarak analiz edilmistir. Her primer igin, 100 bp
plus DNA ladder ile bant boyutlari karsilastirilarak bant sayisi ve boyutlari belirlenmistir.
Ayrica, elde edilen sonuglara gére her numune i¢in bandin varligi (1) ve yoklugu (0)
olarak gosterilen ikili bir matris olusturulmustur. Her ISSR ve SCoT primerinin
"polimorfizm bilgi igerigi" (PIC) asagidaki formiille hesaplanmistir:

PIC (dominant marker) = 2f (1-f) (De Riek vd., 2001).

SSR primerlerinin PIC degerleri ise asagidaki formiil ile hesaplanmustir.

PIC = 1-Y (pi)2 (De Riek vd., 2001).

Bu hesaplamalar, belirli bir primer ile amplifiye edilen her bir bandin PIC degerini
bulmak i¢in kullanilmistir ve ardindan ortalama deger hesaplanmistir. Erik cesit ve
genotipleri arasindaki genetik benzerlik degerleri DendroUPGMA programi kullanilarak
Jaccard katsayist ile hesaplanmistir. Hem ISSR hem de SCoT markirlart ig¢in

dendrogramlar MEGA software version 11 kullanilarak olusturulmustur.
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3. BULGULAR
3.1. DNA Izolasyonu Sonucu DNA Miktar ve Saflik Ol¢iimii

Genetik materyal kullanan tiim aragtirmalar DNA’nin basarilt bir sekilde
saflastirmasin1 gerektirir. Bu ¢alismada 14 farkli erik ¢esidi ve genotipi 2X CTAB
yontemi ile DNA izolasyonu yapilmstir. izole edilen DNA 6rneklerinin miktar ve saflik
Ol¢timleri 260 ve 280 nm dalga boylarinda spektrofotometrik olarak yapilmistir. Sonuglar

Tablo 3.1°de verilmistir.

Tablo 3.1. Erik gesitlerinden izole edilen DNA 'larin miktar ve saflik ol¢iimleri

Ornek Isimleri DNA Miktar: (ng/ul) | DNA Safhg
(260/280 nm)
Angeleno 100,8 1,59
Black Diamond 201,5 2,04
Black Splendor 332,6 2,13
Early Queen 188,4 2,05
Fortune 2214 2,14
Friar 104,1 2,16
Pioneer 162,6 2,06
Kirmiz1 Genotip Erik A | 29 2,14
Kirmiz1 Genotip Erik B | 65,8 2,32
Kirmiz1 Genotip Erik C | 34,4 2,11
Sungold 426 2,11
Sar1 Genotip Erik A 29,2 3,11
Sar1 Genotip Erik B 89,4 2,49
Sar1 Genotip Erik C 43 2,42
3.2. PCR Analizi

Calismamizda 14 farkl erik ¢esit ve genotipine ait DNA’lar ile 14 ISSR, 11 SCOT
ve 5 SSR primeri kullanilarak PCR analizleri yapilmistir.

3.2.1. ISSR PCR analizi
14 farkli ISSR primerinden elde edilen PCR sonuglar1 sekil 3.1-3-27’de verilmistir.
PCR reaksiyonlarmin jel goriintiileri 14 erik cesit ve genotipinin bant profillerini
gostermektedir. Ttim jel fotograflarinda M; 100b¢ DNA ladder plus, —K; negatif kontrolii
temsil etmektedir. Erik gesitlerine ait PCR tiriinleri jellere asagidaki sira ile yiiklenmistir:
1-Angeleno, 2-Black Diamond, 3-Black Splendor, 4-Early Queen, 5-Fortune, 6-
Friar, 7-Pioneer, 8-Kirmiz1 Genotip Erik, 9-Kirmiz1 Genotip Erik, 10-Kirmiz1 Genotip
Erik, 11-Sungold, 12-Sar1 Genotip Erik, 13-Sar1 Genotip Erik, 14-Sar1 Genotip Erik
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ISSR 2: ISSR 2 primeri toplam 13 bant olusturmustur (Sekil 3.1). Bant biiyiikliiklerinin
500 bg ile 2626 bg arasinda oldugu goriilmiistiir. 2 bant monomorfik, 11 bant ise

polimorfiktir. Bu primerin polimorfizm orani ise %84,61 olarak hesaplanmistir.
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Sekil 3.1. ISSR 2 primeri ile erik genotiplerinin PCR jel goriintiisii ve olusan bant profilleri

ISSR 2 primeri PCR sonuglarma gore elde edilen dendrogramda erik cesit ve
genotipleri birbirlerinden ayrilmis fakat meyve 6zelliklerine ve ¢iceklenme zamanlarina

gore gruplanmamustir (Sekil 3.2)

Lane 12
Laned
— Lane ¥
Laned
—4
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Sekil 3.2. ISSR 2 primeri ile olusan bant profillerinin UPGMA dendrogram goriintiisii
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ISSR 3: ISSR 3 primeri ile toplam 9 bant olugsmustur (Sekil 3.3). Bant biiyiikliiklerinin
740 bg ile 3363 bg arasinda oldugu goriilmistiir. Tiim bantlar polimorfiktir. Bu primerin

polimorfizm orani ise %100°diir.

Sekil 3.3. ISSR 3 primeri ile erik genotiplerinin PCR jel gériintiisii ve olusan bant profilleri

ISSR 3 primeri PCR sonuglarina gore elde edilen dendrogramda sar1 ve kirmizi
kabuklu erik cesit ve genotipleri ayr1 gruplanmamigtir. Bu primer ile erik ¢esitlerinin
meyve ozellikleri ve ¢iceklenme zamanlarina gore ayr1 gruplanmadigr goriilmiistiir (Sekil

3.4)

=

Sekil 3.4. ISSR 3 primeri ile olusan bant profillerinin UPGMA dendrogram gériintiisti
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ISSR 4: ISSR 4 primeri toplam 10 bant olusturmustur (Sekil 3.5). Bant biiyiikliiklerinin
977 bg ile 2887 bg arasinda oldugu goriilmiistiir. 3 bant monomorfik, 7 bant ise

polimorfiktir. Bu primerin polimorfizm orani ise %70 olarak hesaplanmustir.
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Sekil 3.5. ISSR 4 primeri ile erik genotiplerinin PCR jel goriintiisii ve olusan bant profilleri

ISSR 4 primeri PCR sonuglarina gore elde edilen dendrogramda 1-5,6-8-10-13 ile
9-14 erik gesit ve genotipleri ayrimlanamamustir. Bu primer ile erik ¢esit ve genotiplerini
meyve ozellikleri ve ¢igeklenme zamanlarina gore ayr1 gruplanmadigr goriilmiistiir (Sekil

3.6)
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Sekil 3.6. ISSR 4 primeri ile olusan bant profillerinin UPGMA dendrogram gériintiisti
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ISSR 6: ISSR 6 primeri toplam 13 bant olusturmustur (Sekil 3.7). Bant biiyiikliikleri 586
b¢ ile 2750 b¢ arasinda degismektedir. Tim bantlar polimorfiktir. Bu primerin

polimorfizm orani ise %100°diir.
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Sekil 3.7. ISSR 6 primeri ile erik genotiplerinin PCR jel goriintiisii ve olusan bant profilleri

ISSR 6 primeri PCR sonuglarina gore elde edilen dendrogramda 2-3 ile 9-10 gesit
ve genotipleri birbirinden ayrilmamustir. Ayrica bu primer ile ¢esit ve genotipler meyve

ozelliklerine ve ¢igeklenme zamanlarina gore gruplanmamustir (Sekil 3.8).
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Sekil 3.8. ISSR 6 primeri ile olusan bant profillerinin UPGMA dendrogram gériintiisti
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ISSR 14: ISSR 14 primeri toplam 19 bant olusturmustur (Sekil 3.9). Bant biiyiikliiklerinin
174 be ile 3187 bg arasinda oldugu goriilmiistiir. 2 bant monomorfik, 17 bant ise

polimorfiktir. Bu primerin polimorfizm orani1 ise %89,47 olarak hesaplanmustir.

ISSR 14
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Sekil 3.9. ISSR 14 primeri ile erik genotiplerinin PCR jel goriintiisii ve olusan bant profilleri

ISSR 14 primeri PCR sonuglarina gore elde edilen dendrogramda tiim ¢esit ve
genotipler birbirinden ayrilmistir fakat meyve ozelliklerine ve ¢igeklenme zamanlarina

gore gruplanmamistir (Sekil 3.10)
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Sekil 3.10. ISSR 14 primeri ile olugan bant profillerinin UPGMA dendrogram gériintiisii
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ISSR 310: ISSR 310 primeri toplam 15 bant olusturmustur (Sekil 3.11). Bant
biiytikliiklerinin 373 bg ile 2000 bg arasinda oldugu goriilmiistiir. 3 bant monomorfik, 12

bant ise polimorfiktir. Bu primerin polimorfizm orani ise %80 olarak hesaplanmaistir.

e=ls

- -
-
- -
—
—
—
-_—
—
-

VLl

ISSR 310

|I‘
)
> |l
]

M

4l
w
»
v
ol
)
—- L
~
o

CRERCH
Rl - [k
s Hnp e
o 86 BEEIIE
R L
oo (LRERES
048 (“ >Q§
oo {URREE
s WSS
<00 RIB 4 &3
LI 1 bl

e =g
o o5 A

N (R

Sekil 3.11. ISSR 310 primeri ile erik genotiplerinin PCR jel goriintiisii ve olugan bant profilleri

ISSR 310 primeri PCR sonuglarina gore elde edilen dendrogramda tim cesit ve
genotipler birbirinden ayrilmistir fakat meyve ozelliklerine ve ¢igeklenme zamanlarina

gore gruplanmamistir (Sekil 3.12)
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Sekil 3.12. ISSR 310 primeri ile olusan bant profillerinin UPGMA dendrogram goriintiisii
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ISSR 324: ISSR 324 primeri toplam 21 bant olusturmustur (Sekil 3.13). Bant
biiyiikliiklerinin 331 bg ile 2316 bg arasinda oldugu goriilmiistiir. 1 bant monomorfik, 20

bant ise polimorfiktir. Bu primerin polimorfizm orani %95,23 olarak hesaplanmistir.
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Sekil 3.13. ISSR 324 primeri ile erik genotiplerinin PCR jel gériintiisii ve olugan bant profilleri

ISSR 324 primeri PCR sonuglarina gore elde edilen dendrogramda tiim ¢esit ve
genotipler birbirinden ayrilmistir fakat meyve 6zelliklerine ve ¢iceklenme zamanlarina

gore gruplanmamustir (Sekil 3.14).
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Sekil 3.14. ISSR 324 primeri ile olusan bant profillerinin UPGMA dendrogram goriintiisii
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ISSR 807: ISSR 807 primeri toplam 10 bant olusturmustur (Sekil 3.15). Bant
bliytikliiklerinin 385 bg ile 2000 bg arasinda oldugu goriilmiistiir. 1 bant monomorfik, 9

bant ise polimorfiktir. Bu primerin polimorfizm orant ise %90 olarak hesaplanmustir.
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Sekil 3.15. ISSR 807 primeri ile erik genotiplerinin PCR jel goriintiisii ve olusan bant profilleri

ISSR 807 primeri PCR sonuglarina gére elde edilen dendrogramda 3-6 ile 8-9-11-
13-14 ¢esit ve genotipleri birbirinden ayrilmamustir. Bu primer ile erik ¢esit ve genotipleri

meyve ozellikleri ve ¢gigeklenme zamanlarina gore ayri gruplanmadigr goriilmiistiir (Sekil

3.16).
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Sekil 3.16. ISSR 807 primeri ile olusan bant profillerinin UPGMA dendrogram gériintiisii
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ISSR 810: ISSR 810 primeri toplam 21 bant olusturmustur (Sekil 3.17). Bant
biiytikliiklerinin 409 bg ile 3187 bg arasinda oldugu goriilmiistiir. 2 bant monomorfik, 19

bant ise polimorfiktir. Bu primerin polimorfizm orant ise %90,47 olarak hesaplanmistir.

ISSR 810
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Sekil 3.17. ISSR 810 primeri ile erik genotiplerinin PCR jel goriintiisii ve olugan bant profilleri

ISSR 810 primeri PCR sonuglarina gore elde edilen dendrogramda tiim ¢esit ve
genotipler birbirinden ayrilmistir fakat meyve 6zelliklerine ve ¢iceklenme zamanlarina

gore gruplanmamustir (Sekil 3.18).
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Sekil 3.18. ISSR 810 primeri ile olusan bant profillerinin UPGMA dendrogram gériintiisii
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ISSR 815: ISSR 815 primeri toplam 17 bant olusturmustur (Sekil 3.19). Bant
biiyiikliiklerinin 393 bg ile 2454 bg arasinda oldugu goriilmiistiir. 3 bant monomorfik, 14

bant ise polimorfiktir. Bu primerin polimorfizm orani ise %82,35 olarak hesaplanmuistir.
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Sekil 3.19. ISSR 815 primeri ile erik genotiplerinin PCR jel goriintiisii ve olusan bant profilleri
ISSR 815 primeri PCR sonuglarina gore elde edilen dendrogramda tiim c¢esit ve

genotipler birbirinden ayrilmistir fakat meyve 6zelliklerine ve ¢igeklenme zamanlarina

gore gruplanmamustir (Sekil 3.20).
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Sekil 3.20. ISSR 815 primeri ile olusan bant profillerinin UPGMA dendrogram gériintiisii
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ISSR 819: ISSR 819 primeri toplam 13 bant olusturmustur (Sekil 3.21). Bant
biiyiikliiklerinin 1016 bg ile 2906 bg¢ arasinda oldugu goriilmiistiir. Tim bantlar

polimorfiktir. Bu primerin polimorfizm orani ise %100°diir.

ISSR 819

Sekil 3.21. ISSR 819 primeri ile erik genotiplerinin PCR jel goriintiisii ve olusan bant profilleri

ISSR 819 primeri PCR sonuglarma gore elde edilen dendrogramda 8-9-3 ile 1-6
cesit ve genotipleri ayrilmamistir; fakat meyve 6zelliklerine ve ¢igceklenme zamanlarina

gore ayr1 gruplanmamistir (Sekil 3.22).
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Sekil 3.22. ISSR 819 primeri ile olusan bant profillerinin UPGMA dendrogram gériintiisii
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ISSR 834: ISSR 834 primeri toplam 9 bant olusturmustur (Sekil 3.23). Bant
bliytikliiklerinin 393 bg ile 2454 bg arasinda oldugu goriilmiistiir. 1 bant monomorfik, 8

bant ise polimorfiktir. Bu primerin polimorfizm orani ise %88.88 olarak hesaplanmistir.
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Sekil 3.23. ISSR 834 primeri ile erik genotiplerinin PCR jel gériintiisii ve olusan bant profilleri
ISSR 834 primeri PCR sonuglarina gore elde edilen dendrogramda 1-6 ile 9-14 gesit
ve genotipleri birbirinden ayrilmamistir. Bu primer sar1 ve kirmizi kabuklu erik cesit ve
genotipleri ayr1 gruplamamustir. Cigeklenme donemlerine gore gegci gruplar bir arada

toplanirken, erkenci ve orta gegci gruplar ayrimlanamamustir (Sekil 3.24).
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Sekil 3.24. ISSR 834 primeri ile olusan bant profillerinin UPGMA dendrogram gériintiisti
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ISSR 847: ISSR 847 primeri toplam 23 bant olusturmustur (Sekil 3.25). Bant
biiylikliiklerinin 1016 bg ile 2906 b¢ arasinda oldugu goriilmiistiir. Tiim bantlar

polimorfiktir. Bu primerin polimorfizm orani ise %100°diir.

ISSR 847

Sekil 3.25. ISSR 847 primeri ile erik genotiplerinin PCR jel goriintiisii ve olusan bant profilleri

ISSR 847 primeri PCR sonuglarina gore elde edilen dendrogramda tiim genotipler
birbirinden ayrilmistir fakat meyve 6zelliklerine ve ¢igeklenme zamanlarina gore ayri

gruplanmamistir (Sekil 3.26).
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Sekil 3.26. ISSR 847 primeri ile olusan bant profillerinin UPGMA dendrogram gériintiisti
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ISSR 859: ISSR 859 primeri toplam 11 bant olusturmustur (Sekil 3.27). Bant
biiyiikliiklerinin 463 b¢ ile 2070 bg arasinda oldugu goriilmistiir. Tiim bantlar

polimorfiktir. Bu primerin polimorfizm orani ise %100’djir.

ISSR 859
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Sekil 3.27. ISSR 859 primeri ile erik genotiplerinin PCR jel goriintiisii ve olusan bant profilleri

ISSR 859 primeri PCR sonuglarina gore elde edilen dendrogramda 13-14 cesit ve
genotipleri ayrilmamigtir. Bu primer c¢esit ve genotipleri meyve Ozelliklerine ve

ciceklenme zamanlarina gore ayr1 gruplamamistir (Sekil 3.28).
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Sekil 3.28. ISSR 847 primeri ile olusan bant profillerinin UPGMA dendrogram gériintiisti
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3.2.2. ISSR analizinin degerlendirilmesi

PCR analizi sonuglar kullandigimiz 14 ISSR primerinin tiimiiniin tekrarlanabilir
ve kolayca yorumlanabilir bant profili olusturdugunu gostermistir. Calisilan 14 erik gesit
ve genotipinden toplam 204 bant elde edilmistir ve primer basina ortalama bant sayisi
14,57 olarak hesaplanmistir. Bantlardan 186°s1 polimorfiktir (%91,17). Amplifiye edilen
bantlarin biiyiikliigli 174 bg (ISSR 14) ile 3363 b¢ (ISSR 3) arasinda degismektedir. En
az bant sayis1 ISSR 3 primerinde (9), en fazla bant sayisi ise ISSR 834 primerinde (23)
goriilmiistiir.

Primerlerin polimorfizm bilgi igerigi (PIC), 0.179 (ISSR 4) ile 0.376 (ISSR 3)
arasinda degismekte olup ortalama deger 0,293 diir (Tablo 3.4).

Tablo 3.2. 14 ISSR primerinden elde edilen bantlarin ozellikleri

Primer TA BB (b¢) TB | MB | PIC | PPB (%)
(O]
ISSR-2 485 | (500-2626) | 13 | 2 0,329 | 84,61
ISSR-3 50,8 | (740-3363) |9 0 0,376 | 100
ISSR-4 50 (977-2887) | 10 | 3 0,179 | 70
ISSR-6 50,8 | (586-2887) | 13 | O 0,351 | 100
ISSR-14 52 (174-3187) | 19 |2 0,301 | 89,47
ISSR-310 | 48 (373-2000) | 15 | 3 0,239 | 80
ISSR-324 | 496 | (331-2316) |21 |1 0,279 | 95,23
ISSR-807 | 52 (385-2000) | 10 |1 0,283 | 90
ISSR-810 | 50 (409-3187) | 21 |2 0,301 | 90,47
ISSR-815 | 50 (393-2454) | 17 | 3 0,239 | 82,35
ISSR-819 | 50 (1016-2906) | 13 | O 0,282 | 100
ISSR-834 | 53 (635-2233) | 9 1 0,357 | 88,88
ISSR-847 | 55 (463-2070) | 23 | O 0,244 | 100
ISSR-859 | 55 (491-2347) |11 | O 0,342 | 100

TA: Primer baglanma isisi, BB: Bant biiyiikliigii, TB Toplam bant sayisi, MB: Monomorfik bant sayisi,
PIC: Polimorfizm Bilgi i¢erigi, PPB: Polimorfik bantlarin yiizdesi

14 ISSR primeri kullanilarak elde edilen bantlar, Phoretix 1D Pro yazilimi
kullanilarak mevcut (1) veya yok (0) olarak kaydedilerek ikili matris hazirlanmstir. Erik
cesitleri arasindaki genetik benzerlik matrisi, Jaccard’in benzerlik katsayisina gére ISSR
verilerinden hesaplanmistir. Genetik olarak en yakin genotipler Sar1 Genotip C ve Kirmizi
Genotip A olup, genetik benzerlik degeri 0.660 olarak bulunmustur. Genetik benzerlik
orani en diisiik olan gesitler ise Sar1 Genotip C ve Angeleno (0.341) olarak bulunmustur.
Sar1 ve Kirmizi genotipler géz ardi edilip sadece tescilli gesitlere bakildiginda genetik

olarak en yakin ¢esitler Friar ve Black Diamond olup genetik benzerlik degeri 0.570
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Newick formatinda MEGA programimna aktarilarak UPGMA  dendrogrami
olusturulmustur (Sekil 3.29).

Dendrograma gore 2 ana kiime olusmustur. Dendrogram tescilli ¢esitler ile melez
genotipleri birbirinden ayiran 2 ana grup olusturmustur. ilk kiime Angeleno, Black
Diamond, Black Splendor, Early Queen, Fortune, Friar, Pioneer, Sungold gesitlerini
igerirken, ikinci kiimede ise Kirmizi Genotip A, Kirmiz1 Genotip B, Kirmizi1 Genotip C,

Sar1 Genotip A-B-C genotiplerini igermektedir.

0.26
0.22
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Sekil 3.29. ISSR primerleri kullanilarak olusan 14 erik ¢esidinin genetik benzerlik dendrogram

3.2.3. SCoT PCR analizi
11 farkli SCoT primerinden elde edilen PCR sonuglart sekil 3.30-3-50’de

verilmistir. PCR reaksiyonlarinin jel gériintiileri, 14 erik ¢esidinin bant profillerini temsil
etmektedir. Tiim jel fotograflarinda M; 100b¢ DNA ladder plus, —K; negatif kontrolii
temsil etmektedir.
Erik cesit ve genotiplerine ait PCR {iriinleri jellere agsagidaki sira ile yliklenmistir:
1-Angeleno, 2-Black Diamond, 3-Black Splendor, 4-Early Queen, 5-Fortune, 6-
Friar, 7-Pioneer, 8-Kirmiz1 Erik Genotip A, 9-Kirmizi Erik Genotip B, 10-Kirmiz1 Erik

Genotip C, 11-Sungold, 12-Sar1 Erik Genotip A, 13-Sar1 Erik Genotip B, 14-Sar1 Erik
Genotip C.
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SCoT 3: SCoT 3 primeri ile toplam 19 bant elde edilmistir (Sekil 3.30). Bant
biiytikliiklerinin 375 bg ile 3273 bg arasinda oldugu goriilmistiir. 1 bant monomorfik, 18

bant ise polimorfiktir. Bu primerin polimorfizm orant ise %94,73 olarak hesaplanmistir.
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Sekil 3.30. SCoT 3 primeri ile erik genotiplerinin PCR jel goriintiisii ve olugan bant profilleri

SCoT 3 primeri PCR sonuglarina gore elde edilen dendrogramda tiim g¢esit ve
genotipler birbirinden ayrilmistir fakat meyve 6zelliklerine ve ¢i¢ceklenme zamanlarina

gore ayr1 gruplanmamistir (Sekil 3.31).
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Sekil 3.31. SCoT 3 primeri ile olusan bant profillerinin UPGMA dendrogram gériintiisi
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SCoT 12: SCoT 12 primeri ile toplam 23 bant olugsmustur (Sekil 3.32). Bant
biiylikliklerinin 323 bg ile 2629 bg arasinda oldugu goriilmistiir. Tiim bantlar

polimorfiktir. Bu primerin polimorfizm orani1 ise %100°djir.

SCOT 12

Sekil 3.32. SCoT 12 primeri ile erik genotiplerinin PCR jel goriintiisii ve olusan bant profilleri

SCoT 12 primeri PCR sonuglarina gore elde edilen dendrogramda tiim ¢esit ve
genotipler birbirinden ayrilmistir fakat meyve 6zelliklerine ve ¢igeklenme zamanlarina

gore gruplanmamustir (Sekil 3.33).

Sekil 3.33. SCoT 12 primeri ile olugan bant profillerinin UPGMA dendrogram gériintiisi
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SCoT 15: SCoT 15 primeri ile toplam 23 bant olusmustur (Sekil 3.34). Bant
biiytikliiklerinin 560 bg ile 2750 bg arasinda oldugu goriilmiistiir. 1 bant monomorfik, 15

bant ise polimorfiktir. Bu primerin polimorfizm orani ise %93,75 olarak hesaplanmstir.
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Sekil 3.34. SCoT 15 primeri ile erik genotiplerinin PCR jel gériintiisii ve olusan bant profilleri

SCoT 15 primeri PCR sonuglarina gore elde edilen dendrogramda tiim ¢esit ve
genotipler birbirinden ayrilmistir fakat meyve ozelliklerine ve ¢iceklenme zamanlarina

gore gruplanmamustir (Sekil 3.35).
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Sekil 3.35. SCoT 15 primeri ile olusan bant profillerinin UPGMA dendrogram gériintiisti,
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SCoT 17: SCoT 17 primeri toplam 27 bant olusturmustur (Sekil 3.36). Bant
biiytikliiklerinin 129 bg ile 3091 bg arasinda oldugu goriilmiistiir. 4 bant monomorfik, 23

bant ise polimorfiktir. Bu primerin polimorfizm orani ise %88,88 olarak hesaplanmistir.
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Sekil 3.36. SCoT 17 primeri ile erik genotiplerinin PCR jel gériintiisii ve olusan bant profilleri

SCoT 17 primeri PCR sonuglarina gore elde edilen dendrogramda tiim ¢esit ve
genotipler birbirinden ayrilmistir fakat meyve 6zelliklerine ve ¢iceklenme zamanlarina

gore gruplanmamustir (Sekil 3.37).
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Sekil 3.37. SCoT 17 primeri olusan bant profillerinin UPGMA dendrogram goriintiisii
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SCoT 18: SCoT 18 primeri toplam 20 bant olusturmustur (Sekil 3.38). Bant
biiytikliiklerinin 654 bg ile 3111 bg arasinda oldugu goriilmiistiir. 1 bant monomorfik, 19

bant ise polimorfiktir. Bu primerin polimorfizm oran1 ise %95 olarak hesaplanmistir

SCOT 18

Sekil 3.38. SCoT 18 primeri ile erik genotiplerinin PCR jel goriintiisii ve olugan bant profilleri

SCoT 18 primeri PCR sonuglarina gore elde edilen dendrogramda tiim ¢esit ve
genotipler birbirinden ayrilmistir fakat meyve 6zelliklerine ve ¢iceklenme zamanlarina

gore gruplanmamustir (Sekil 3.39).

E k& & & & &

Sekil 3.39. SCoT 18 primeri ile olusan bant profillerinin UPGMA dendrogram  goriintiisii



SCoT 19: SCoT 19 primeri ile toplam 14 bant olusturmustur (Sekil 3.40). Bant
buytkliikklerinin 355 bg ile 2875 bg arasinda oldugu gorilmiistiir. Tim bantlar

polimorfiktir. Bu primerin polimorfizm orani ise %100°diir.
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Sekil 3.40. SCoT 19 primeri ile erik genotiplerinin PCR jel gériintiisii ve olusan bant profilleri

SCoT 19 primeri PCR sonuglarina gore elde edilen dendrogramda 7-12-14 gesit ve
genotiplerini ayrilmamistir. Bu primer ile erik cesitlerinin meyve Ozellikleri ve

ciceklenme zamanlarina gore ayr1 gruplanmadigi gorilmistiir (Sekil 3.41).
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Sekil 3.41. SCoT 19 primeri ile olugan bant profillerinin UPGMA dendrogram gériintiisi
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SCoT 21: SCoT 21 primeri toplam 21 bant olusturmustur (Sekil 3.42). Bant

biiyiikliiklerinin 391 bg ile 3111 bg arasinda oldugu goriilmiistiir. 2 bant monomorfik, 19

bant ise polimorfiktir. Bu primerin polimorfizm orani1 ise %90,47 olarak hesaplanmistir.
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SCOT 21

Sekil 3.42. SCoT 21 primeri ile erik genotiplerinin PCR jel gériintiisii ve olusan bant profilleri

SCoT 21 primeri PCR sonuglarina gore elde edilen dendrogramda 6-7 cesitleri

ayrilmamistir. Bu primer ile erik g¢esit ve genotipleri meyve o6zellikleri ve ¢igeklenme

zamanlarina gore ayr1 gruplanmadigr goriilmiistiir (Sekil 3.43).
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Sekil 3.43. SCoT 21 primeri ile olusan bant profillerinin UPGMA dendrogram goriintiisii



SCoT 24: SCoT 24 primeri toplam 17 bant olusturmustur (Sekil 3.44). Bant
biiyiikliiklerinin 772 bg ile 2874 b¢ arasinda oldugu goriilmistiir. 3 bant monomorfik, 14

bant ise polimorfiktir. Bu primerin polimorfizm orani1 ise %82,35 olarak hesaplanmistir.

Sekil 3.44. SCoT 24 primeri ile erik genotiplerinin PCR jel goriintiisii ve olusan bant profilleri

SCoT 24 primeri PCR sonuglarina gore elde edilen dendrogramda tiim ¢esit ve
genotipler birbirinden ayrilmistir fakat meyve 6zelliklerine ve ¢iceklenme zamanlarina

gore gruplanmamustir (Sekil 3.45).
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Sekil 3.45. SCoT 24 primeri ile olugan bant profillerinin UPGMA dendrogram gériintiisi

55



SCoT 28: SCoT 28 primeri ile toplam 17 bant olusturmustur (Sekil 3.46). Bant
biiytikliiklerinin 338 bg ile 3166 bg arasinda oldugu goriilmiistiir. 1 bant monomorfik, 16

bant ise polimorfiktir. Bu primerin polimorfizm orani ise %94,11 olarak hesaplanmistir.
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Sekil 3.46. SCoT 28 primeri ile erik genotiplerinin PCR jel gériintiisii ve olusan bant profilleri

SCoT 28 primeri PCR sonuglarina gore elde edilen dendrogramda 8-10 ¢esit ve
genotipleri birbirinden ayrilmamistir. Bu primer ile meyve 6zelliklerine ve ¢iceklenme

zamanlarma gore gruplanma olmamistir (Sekil 3.47).
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Sekil 3.47. SCoT 28 primeri ile olusan bant profillerinin UPGMA dendrogram goriintiisii
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SCoT 32: SCoT 32 primeri toplam 15 bant olusturmustur (Sekil 3.48). Bant
biiytikliiklerinin 334 bg ile 2182 bg arasinda oldugu goriilmiistiir. 1 bant monomorfik, 14

bant ise polimorfiktir. Bu primerin polimorfizm orani ise %93,33 olarak hesaplanmstir.

SCOT 32

s
*
¥

T

¥

Ran
| 1B3R03aN;
;08
YIRS
7
gl
S
o e
oL

ol s
Vi

¥

M
-
-~ OB
S 08 | KOS
-~
O |
e
O O
—
-~ >
—

Sekil 3.48. SCoT 32 primeri ile erik genotiplerinin PCR jel gériintiisii ve olusan bant profilleri

SCoT 32 primeri PCR sonuglarina gore elde edilen dendrogramda sar1 ve kirmizi
kabuklu erik cesit ve genotipleri ayr1 gruplanmamistir. Cigeklenme donemlerine gore

geccl gruplar bir arada toplanirken, erkenci ve orta gegci gruplar ayrimlanamamigtir

(Sekil 3.49).
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Sekil 3.49. SCoT 32 primeri ile bant profillerinin UPGMA dendrogram gériintiisti
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SCoT 34: SCoT 34 primeri toplam 16 bant olusturmustur (Sekil 3.50). Bant
biiytikliiklerinin 335 bg ile 3125 bg arasinda oldugu goriilmiistiir. 2 bant monomorfik, 14

bant ise polimorfiktir. Bu primerin polimorfizm orani ise %87,5 olarak hesaplanmistir.
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Sekil 3.50. SCoT 34 primeri ile erik genotiplerinin PCR jel goriintiisii ve olusan bant profilleri

SCoT 34 primeri PCR sonuglarina gore elde edilen dendrogramda tiim cesit ve
genotipler birbirinden ayrilmistir fakat meyve ozelliklerine ve ¢iceklenme zamanlarina

gore gruplanmamugtir (Sekil 3.51).
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Sekil 3.51. SCoT 34 primeri ile olusan bant profillerinin UPGMA dendrogram goriintiisii
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3.2.4. SCoT analizinin degerlendirilmesi

PCR analizi sonuglar1 kullandigimiz 11 SCoT primerinin tiimiiniin tekrarlanabilir
ve kolayca yorumlanabilir bant profili olusturdugunu gostermistir. Calisilan 14 erik gesit
ve genotipinden toplam 205 bant elde edilmistir ve primer basina ortalama bant sayisi
14,64 olarak hesaplanmistir. Bantlardan 189°u polimorfiktir (%92,19). Amplifiye edilen
bantlarin biiyiikligi 129 bg (SCoT 17) ile 3273 bg (SCoT 3) arasinda degismektedir. En
az bant sayis1 SCoT 19 primerinde (14), en fazla bant sayis1 ise SCoT 17 primerinde (27)
goriilmiistiir.

Primerlerin polimorfizm bilgi igerigi (PIC), 0,290 (SCoT 21) ile 0,340 (SCoT 18
ve SCoT 19) arasinda degismekte olup ortalama deger 0,316 diir (Tablo 3.4).

Tablo 3.4. 11 SCoT primerinden elde edilen bantlarin ozellikleri

Primer | TA(C®) | BB (be) TB | MB | PIC | PPB (%)
SCoT-3 | 56 (375-3273) | 19 |1 | 0311 | 94,73
SCoT-12 | 56 (323-2629) | 23 |0 [ 0,321 | 100
SCoT-15 | 52 (560-2750) | 16 |1 | 0,323 | 93,75
SCoT -17 | 52 (129-3091) | 27 |4 | 0,298 | 88,88
SCoT-18 |54 (654-3111) |20 |1 0,340 | 95
SCoT-19 | 52 (355-2875) | 14 |0 | 0,340 | 100
SCoT-21 | 53 (391-3000) | 21 |2 [ 0,290 | 90,47
SCoT -24 | 50 (772-2874) | 17 |3 | 0,320 | 82,35
SCoT -28 | 50 (338-3166) | 17 |1 | 0,313 | 94,11
SCoT-32 | 50 (334-2182) | 15 |1 | 0,320 | 93,33
SCoT-34 | 50 (535-3125) | 16 |2 | 0,300 | 87,5

TA: Primer baglanma 1s1s1, BB: Bant biiyiikliigii, TB Toplam bant sayisi, MB: Monomorfik bant
sayisi, PIC: Polimorfizm Bilgi icerigi, PPB: Polimorfik bantlarin yiizdesi

11 SCoT primeri kullanilarak elde edilen bantlar, Phoretix 1D Pro yazilimi
kullanilarak mevcut (1) veya yok (0) olarak kaydedilerek ikili matris hazirlanmistir. Erik
cesitleri arasindaki genetik benzerlik matrisi, Jaccard’in benzerlik katsayisina gore ISSR
verilerinden hesaplanmistir. Genetik olarak en yakin genotipler Kirmizi Genotip A ve
Kirmizi Genotip C olup, genetik benzerlik degeri 0.672 olarak bulunmustur. Genetik
benzerlik oran1 en diisiik olan ¢esitler Fortune ve Sar1 Genotip B (0.317) olarak
bulunmustur. Melez genotipler goz ardi edilip tescilli ¢esitlere bakildiginda genetik
olarak en yakin gesitler Friar ve Black Diamond (0.628), genetik benzerlik orani en diisiik

cesitler ise Sungold ve Angeleno (0.416) olarak bulunmustur.
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Tablo 3.5. Jaccard benzerlik katsayisina gore Erik ¢esitleri arasindaki genetik benzerlik matrisi

SGenoti 0.35 0. 0. 0. 0. 0. 0. 0.
pC 7 447 395 427 364 .356 398 604 ho1 b21 476 A95 p61
SGenoti 0.35 0. 0. 0. 0. 0. 0. 1
pB 9 423 385 .383 317 .368 368 b91 b13 b55 450 p18
SGenoti 0.39 0. 0. 0. 0. 0. 1
pA 2 496 408 .374 356 .368 444 492 n27 h96 420
Sungold 0.41 0. 0. 0. 0. 0.
6 489 460 1439 430 1485 453 411 865 126
KGenoti 0.40 0. 0. 0. 0. 1
pC 0 452 456 434 104 1459 417 672 611
KGenoti 0.36 0. 0. 0. 1
pB 7 422 373 414 373 .386 397 593
KGenoti 0.41 0. 0. 1
pPA 7 481 463 485 410 444 423
Pioneer 0.47 0. 0.
3 504 605 463 567 571
Friar 0.49 0. 0.
6 628 592 531 555
Fortune 051 0. 1
6 523 575 563
EarlyQu 0.45 0.
een 7 500 527
BlackSp 0.45 0.
landor 8 535
BlackDi 0.54 1
lamond 9
Angelen 1
0
Ang BI F K K K S S
eleno ack lack arly ortune riar joneer G G G ungold G G
Di enotip enotip enotip enotip enotip Bnotip
lamond plandor ueen A B A B
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1-0 ikili matris, Jaccard katsayisi kullanilarak genetik benzerlik degerlerinin
hesaplandigi Dendro: UPGMA programina aktarilmistir. Daha sonra elde edilen sonuglar
Newick formatinda MEGA programmna aktarilarak UPGMA  dendrogrami
olusturulmustur (3.51).

Dendrograma goére 2 ana kiime olusmustur. Dendrogram tescilli ¢esitler ile melez
genotipleri birbirinden ayrran 2 ana grup olusturmustur. Ilk kiime Angeleno, Black
Diamond, Black Splendor, Early Queen, Fortune, Friar, Pioneer, Sungold ¢esitlerini
icerirken ikinci kiime ise Kirmiz1 Erik Genotip A, Kirmizi Erik Genotip B, Kirmiz1 Erik
Genotip C ile Sar1 Erik A-B-C genotiplerini icermektedir.
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Sekil 3.52. SCoT primerleri kullanilarak olusan 14 erik ¢esidinin genetik benzerlik dendrogrami

3.2.5. SSR PCR analizi

Erikte meyve kabugu ve et rengi ile iliskilendirilmis 5 farkli SSR primerinden elde
edilen PCR sonuglar1 sekil 3.32-3.60°da verilmistir. PCR reaksiyonlarinin jel goriintiileri,
14 erik ¢esidinin bant profillerini temsil etmektedir. Tiim jel fotograflarinda M; 100bg
DNA ladder plus, —K; negatif kontrolii temsil etmektedir.

61



CA-RISO: CA-RISO primeri 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7. erik ¢esit ve genotiplerinde biiytikliikleri
123 bg ile 149 bg arasinda degisen tek bant olusturmustur. Cesit ve genotipler bu primer
bolgesi i¢in homozigottur. 8, 9, 10, 12, 14. cesitlerde ise biiyiikliikleri 124 bg ile 176 bg
arasinda degisen birden fazla bant olusmustur. Bu ¢esit ve genotiplerin CA-RISO primer
bolgesi icin heterozigot oldugu goriilmiistiir. 11. ¢esit olan Sungold’da ise bant

goriilmemistir (Sekil 3.53). Bu primerle olusan farkli allel sayis1 10°dur.
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Sekil 3.53. CA-RISO primeri ile erik genotiplerinin PCR jel goriintiisii ve olusan bant profilleri

PCR sonuglarina gore elde edilen dendrogramda CA-RISO primerinin 1-7, 2-3-6
cesit ve genotiplerini ayirmadigi goriilmiistiir. Bu primer ile meyve ozelliklerine ve

cigeklenme zamanlarina gore gruplanma olmamistir (Sekil 3.54).
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Sekil 3.54. CA-RISO primeri ile olusan bant profillerinin UPGMA dendrogram gériintiisii
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PLDcN: PLDcN primeri 1, 4, 5, 8, 10, 12, 14. bireylerde biiyiikliikleri 152 bg ile 161 bg
arasinda degisen tek bant olusturmustur. Cesit ve genotipler bu primer bolgesi i¢in
homozigottur. 2, 3, 6, 7, 9, 11, 13. ¢esit ve genotiplerde ise ¢ift bant olusmustur. Bant
biiytikliikleri 152 bg ile 195 bg arasinda degismektedir. Bu ¢esit ve genotiplerin PLDcN
bolgesi icin heterozigot oldugu goriilmiistiir (Sekil 3.55). Bu primerle olusan farkl: allel

sayist 7°dir.

Sekil 3.55. PLDcN primeri ile erik genotiplerinin PCR jel goriintiisii ve olusan bant profilleri

PCR sonuglarina gore elde edilen dendrogramda PLDcN primeri ile 3-4, 5-6-9-15,
7-10-14 ile 2-11-13. ¢esit ve genotiplerinin ayrilmadigi goriilmiistiir. Bu primer ile meyve

ozelliklerine ve cigeklenme zamanlarina gore gruplanma olmamistir (Sekil 3.56).
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Sekil 3.56. PLDcN primeri ile olusan bant profillerinin UPGMA dendrogram goriintiisii



MADS BOX: MADS BOX primeri ile tim bireylerde iki ve daha fazla bant
olusturmustur. Allel biiyiikliikleri 187 bg ile 276 bg arasinda degisen 19 farkli allel
olusmustur. Bu ¢esit ve genotiplerin MADS BOX bolgesi igin heterozigot oldugu ayrica
cesit ve genotiplerin cogunun poliploid oldugu goriilmiistiir (Sekil 3.57).
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Sekil 3.57. MADS BOX primeri ile erik genotiplerinin PCR jel gériintiisii ve olusan bant profilleri

MADS BOX primeri tiim erik ¢esit ve genotiplerini birbirinden ayirmigtir fakat

meyve Ozelliklerine ve ¢igeklenme zamanlarina gore gruplanmamustir (Sekil 3.58).
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Sekil 3.58. MADS BOX primeri ile olusan bant profillerinin UPGMA dendrogram gériintiisii
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CPTCS025: CPTCS025 primeri ile 1, 5, 10, 12. bireylerde biiyiikliikleri 188 bg ile 213
b¢ arasinda degisen tek bant olusmustur. Cesitler ve genotipler bu primer bolgesi icin
homozigottur. 2, 3,4, 6,7, 8,9, 11, 13, 14. ¢esit ve genotiplerde ise biiytikliikleri yaklasik
190 bg ile 240 bg arasinda degisen cift bant olusmustur. Bu cesit ve genotiplerin
CPTCSO025 bolgesi igin heterozigot oldugu goriilmiistiir (Sekil 3.59). Bu primerle olusan
farkli allel sayis1 9’dur.

CPTCS025

Sekil 3.59. CPTCS025 primeri ile erik genotiplerinin PCR jel goriintiisii ve olusan bant profilleri

PCR sonuglarina gore elde edilen dendrogramda PLDcN primeri ile 2-6, 3-8, 9-10,
11-13ile 12-14. gesit ve genotiplerinin ayrilmadigi gériilmiistiir. Ayrica bu primer sar1 ve

kirmiz1 erik ¢esit ve genotipleri de birbirinden ayirmamistir (Sekil 3.60).
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Sekil 3.60. CPTCS025primeri ile olusan bant profillerinin UPGMA dendrogram goriintiisii
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CPTCS022: CPTCS022 primeri ile tim bireylerde tek bant olusturmustur. Cesit ve
genotipler CPTCS022 primeri i¢in homozigottur (Sekil 3.61). Biiyiikliikleri 142 bg ile
178 bg arasinda degisen 5 farkl allel tespit edilmistir.

CPTCS022

Sekil 3.61. CPTCS022 primeri ile erik genotiplerinin PCR jel goriintiisii ve olusan bant profilleri

PCR sonuglarina gore elde edilen dendrogramda CPTCS022 primeri ile 4-5-6-7-9-
10-11-13-14 cesit ve genotipleri ile 2-3-8-12. ¢esit ve genotiplerinin ayrilmadigi
goriilmustiir. Ayrica gesit ve genotipler bu primer ile meyve 6zelliklerine ve gigeklenme
zamanlarma gore gruplanmamustir. Cigeklenme donemlerine gore gegei gruplar bir arada

toplanirken, erkenci ve orta gegci gruplar ayrimlanamamistir (Sekil 3.62).
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Sekil 3.62. CPTCS022 primeri ile olusan bant profillerinin UPGMA dendrogram gériintiisti

66



3.2.6. SSR analizinin degerlendirilmesi

PCR analizi sonuglart kullandigimiz 5 SSR primerinin tiimiiniin tekrarlanabilir ve
kolayca yorumlanabilir bant profili olusturdugunu gostermistir. Calisilan 14 erik gesit ve
genotipinden toplam 50 allel elde edilmistir. 30 allel homozigot, 20’si ise heterozigottur.
Amplifiye edilen allellerin biiyiikliigii 123 b¢ (CA-RISO) ile 276 b¢ (MADS BOX)
arasinda degismektedir. En az allel sayis1 CPTCS022 primerinde (5), en fazla allel sayis1
ise MADS BOX primerinde (19) goriilmiistiir. Primerlerin polimorfizm bilgi icerigi
(PIC), CA-RISO (0.53), PLDcN (0.50), MADS BOX (0.48), CPTCS025 (0.53) ve
CPTCS022 (0.67) olarak hesaplanmistir. Ortalama PIC degeri 0.57°dir (Tablo 3.6)

SSR primeri ile gesit ve genotipler ayr1 gruplanmistir. Bu gruplamada kirmizi ve

sar1 ¢esit ve genotipler tam ayrimlanamamaistir.

Tablo 3.6. 5 SSR primerinden elde edilen bantlarin ozellikleri

Primer TA(C°) | BB (bg) Allel Homozigot PIC
Sayisi Allel Sayisi
CA-RISO 62 (123-176) 10 5 0.53
PLDcN 58 (152-195) | 7 7 0.50
MADS BOX 60 (187-276) 19 0 0.48
CPTCS022 60 (142-178) | 9 14 0.57
CPTCS025 48 (182-240) | 5 4 0.53
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Sekil 3.63. SSR primerleri kullanilarak olusan 14 erik ¢esidinin genetik benzerlik dendrogrami
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4, TARTISMA VE SONUC
4.1. ISSR, SCOT ve SSR Amplifikasyonu

Bu ¢alismada, 14 erik ¢esit ve genotipi arasindaki genetik varyasyonu belirlemek
ayrica meyve Ozellikleri ve ¢iceklenme zamanina gore cesitleri ayirabilecek potansiyel
markirlari tespit edebilmek i¢in ISSR, SCOT ve SSR molekiiler markirlart kullanilmstir.
Bu calismada kullanilan 14 ISSR primeri toplam 204 bant vermistir. En az bant (9)
ISSR 3 primerinden elde edilmistir, en ¢ok bant (23) ISSR 834 primerinden elde
edilmistir, primer basina bant ortalamasi 14,57 olarak hesaplanmistir. Olusan 204 bandin
186’s1 polimorfiktir, dolayisiyla gozlenen polimorfizm oram1 %91,17’°dir. Primer
polimorfizm oranlar1 %70 ile %100 arasinda degismektedir. En diisiikk polimorfizm
oranina sahip primer ISSR 4 olup, 3’ii monomorfik olan 10 bant olusturmus ve %70
polimorfizm oran1 vermistir. %100 polimorfizm oranina sahip primerler, ISSR 3, ISSR
6, ISSR 819, ISSR 847, ISSR 859 olmustur. ISSR markirlar1 yiiksek diizeyde degiskenlik
sergilemistir. Bizim ¢alismamiza benzer sekilde Goulao vd., (2001) 28 erik ¢esidini ISSR
ve AFLP kullanarak analiz etmis ve yine yiiksek genetik degiskenlik (polimorfik ISSR
=%387,4 ve polimorfik AFLP= %62,8) tespit etmistir. Yine, Carrasco vd., (2012) 11 ISSR
primeri, 29 Japon erigi i¢in 232 bant elde etmistir. Bu bantlarin polimorfizm orani %88,4
olarak bulunmustur. Diger taraftan Sevindik vd., (2020) ise P. armeniaca L. ISSR
analizinde toplam 95 bant elde etmistir. 41 bandin polimorfik oldugu ve polimorfizm
oranimnin %43.15 civarinda oldugunu tespit etmislerdir. Bu ¢alismada tespit edilen
polimorfizm oranlar1 bizim ¢alisma sonug¢larimizdan daha az bulunmustur. Bu durum
farkli gesitler, farkli primer dizileri veya sayilarindan kaynakli olabilir.

Tez ¢alismamizda kullanilan 11 SCOT primeri ile erik gesit ve genotiplerinden elde
edilen bant sayis1 205 olup SCOT 19 primerinde (14), en fazla bant sayisi ise SCOT 17
primerinde (27) goriilmiistiir. Primer basmna ortalama bant sayist 14,64 olarak
hesaplanmistir. Olusan 205 bandin 189’u polimorfiktir (%92,19). Primer polimorfizm
oranlar1 %82,35 ile %100 arasinda degismektedir. En diisiik polimorfizm oranina sahip
primer ISSR 24 olup, 3°1i monomorfik olan 10 bant olusturmus ve %82,35 polimorfizm
orant vermistir. %100 polimorfizm oranma sahip primerler, SCOT 12, SCOT 19
olmustur. Bugiine kadar SCoT markirlariyla erik cesitleri {izerinde yapilan bir ¢alisma
bulunmamaktadir. Kendi ¢alismamiz i¢inde bu markirlar1 yine dominant markir olan

ISSR ile kiyasladigimizda SCoT primerlerinin daha fazla bant sayisi olusturdugu
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goriilmektedir. Primer basina bant sayis1 ortalamasinin ISSR primerine benzer oldugu
goriilmiistiir. Polimorfizm orani da ISSR primerlerininkiyle benzerdir.

5 SSR primeri (CA-RISO, PLDcN, MAD BOX, CPTCS025, CPTCS022)
kullanilarak yapilan PCR analizleri tekrarlanabilir ve kolayca yorumlanabilir bant profili
olusturmustur. Calisilan 14 erik ¢esit ve genotipinden toplam 50 allel elde edilmistir ve
primer basina ortalama bant sayist 3,5 olarak hesaplanmigtir. Elde edilen bantlarin
biiytlikliikleri ve primer PIC degerleri daha Onceden yapilan caligsmalarla benzerlik
gbstermis olsa da (Acuna vd., 2019; Garcia-Gomez vd., 2018) sonuglarimizi normal
agaroz jelde yiiriitlip bant biiyiikliiklerini belirledigimizden kapiller elektroforezde
yapilan ¢alisma sonuglariyla dogrudan karsilastirilamamistir. SSR - primerleri ile
calismamizdan elde ettigimiz allellerin 20’si heterozigottur. 14 erik ¢esit ve genotipinde
SSR markirlari tarafindan ortalama olarak gosterilen heterozigotluk, diger ¢alismalardaki
heterozigotluk oranina goére diisiik kalmistir (Eguiarte vd., 1992; Jelinski ve Cheliak,
1992; Imbert ve Lefevre, 2003). Heterozigotlugun disiikligli ayni aleller tagiyan
cesitlerin caligmamizda kullanilmasiyla agiklanabilir. Carrasco vd., (2012) 29 Japon erik
¢esidi icin 8 SSR lokusunun analizi ile toplam 97 allel tespit etmistir. Polimorfik SSR
lokuslarinin yiizdesi %100 idi. 29 Japon erik ¢esidi i¢in SSR degiskenlik diizeyi yliksek
oldugunu goézlemlemislerdir. Calismamizda polimorfizm orani ve allel sayisinin daha
diisiik oldugu gorilmistiir. Suprun vd., (2018) ise 8 SSR lokusuyla 60 P. domestica
¢esidinin analiz sonuglarinda lokus basina allel sayist 6 ile 39 olan toplamda 153 allel
tanimlamistir. Bu ¢alismalarda kullanilan erik cesitleri ile SSR primeri sayis1 ve tipinin
bizim kullandiklarimizdan farkli olmasi ¢alisma sonuglarimizin neden farkli oldugunu

aciklayabilir.

4.2. Polimorfizm Bilgi I¢erigi (PIC)

Polimorfizm bilgi icerigi (PIC) degeri, genetikte yaygin olarak kullanilan bir markir
lokusunda polimorfizmi degerlendirmek icin kullanilir. Bu sayi, ebeveynlerin sahip
oldugu markir allellerinden hangilerinin bir sonraki nesle aktarildigini gosterir (Ulukan,
2007). Calistigimiz erik gesitlerinden 3 farkli molekiiler markir ile yapilan PCR analizleri
sonucunda ISSR primerlerinin polimorfizm bilgi igerigi (PIC) ortalama degeri 0,293,
SCoT primerlerinin (PIC) ortalama degeri 0,316 ve SSR primerlerinin (PIC) ortalama
degeri 0,57 olarak bulunmustur. Dominant markirlar i¢in en yiliksek PIC degeri 0.5,

kodominant markirlar i¢in en yiiksek PIC degeri 1 olarak tanimlanmistir. Buna gore
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calistigimiz markirlar icerisinde bilgi icerigi en yiiksek olanin SCoT markirlart oldugu

gorillmiistiir.

4.3. Erik Cesitlerinin Genetik Benzerligi

Erik cesit ve genotipleri arasindaki genetik benzerlik matrisi, Jaccard’in benzerlik
katsayisina gore ISSR verilerinden hesaplanmistir. Genetik olarak en yakin genotipler
Sar1 Genotip C ve Kirmiz1 Genotip A arasinda olup, genetik benzerlik degeri 0.660 olarak
bulunmustur. Genetik benzerlik oram1 en diisliik olan genotipler Sar1 Genotip C ve
Angeleno arasinda 0.341 olarak bulunmustur. Melez genotipler goz ardi edilip tescilli
cesitlere bakildiginda genetik olarak en yakin ¢esitler Friar ve Black Diamond arasinda
olup, genetik benzerlik degeri 0.570 olarak bulunmustur. Genetik benzerlik orani en
diisiik olan gesitler Friar ve Angeleno arasinda 0.439 olarak bulunmustur.

ISSR wverilerinden elde edilen dendrograma goére 2 ana kiime olusmustur.
Dendrogram tescilli olan ¢esitler ile melez genotipleri birbirinden ayiran 2 ana grup
olusturmustur. ilk kiime Angeleno, Black Diamond, Black Splendor, Early Queen,
Fortune, Friar, Pioneer, Sungold cesitlerini igermistir. ikinci kiimeyi ise Kirmizi Genotip
Erik, Kirmiz1 Genotip Erik, Kirmiz1 Genotip Erik, Sar1 Genotip Erik, Sar1 Genotip Erik,
Sar1 Genotip Erik genotipleri olusmustur.

Erik ¢esit ve genotipleri arasindaki genetik benzerlik matrisi, Jaccard’in benzerlik
katsayisina gore SCoT verilerinden hesaplanmistir. Genetik olarak en yakin genotipler
Kirmiz1 Genotip A ve Kirmiz1 Genotip C arasinda olup, genetik benzerlik degeri 0.672
olarak bulunmustur. Genetik benzerlik orani en diisiik olan ¢esitler Fortune ve Sari
Genotip B arasinda 0.317 olarak bulunmustur. Melez genotipler goz ard1 edilip tescilli
cesitlere bakildiginda genetik olarak en yakin ¢esitler Friar ve Black Diamond arasinda
olup, genetik benzerlik degeri 0.628 olarak bulunmustur. Genetik benzerlik orani en
diisiik olan gesitler Sungold ve Angeleno arasinda 0.416 olarak bulunmustur.

UPGMA dendrogramina gore 2 ana kiime olusmustur. Dendrogram tescilli gesitler
ile melez genotipleri birbirinden ayiran 2 ana grup olusturmustur. Ik kiime Angeleno,
Black Diamond, Black Splendor, Early Queen, Fortune, Friar, Pioneer, Sungold
cesitlerini igermektedir. Tkinci kiimeyi ise Kirmiz1 Genotip Erik, Kirmiz1 Genotip Erik,
Kirmizi Genotip Erik, Sar1 Genotip Erik, Sar1 Genotip Erik, Sar1 Genotip Erik genotipleri
olusturmustur.
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4.4, Erik Cesitlerini Meyve Ozellikleri ve Ciceklenme zamanina Gére Ayirabilecek
Potansiyel Markirlarin Tespiti

Calisgmamizda kullandigimiz ISSR ve SCoT primerlerinden 14 erik ¢esit ve
genotipinin meyve Ozellikleri ve ¢igeklenme zamanina gore gruplayan ya da ayiran
spesifik markir bantlarin tespiti miimkiin olmamaistir. Daha fazla sayida farkli ISSR ve
SCoT primerleriyle denemelere devam edilebilir.

Calismamizda ISSR 834, SCoT 32, CPTCS022 primerleri ¢igeklenme dénemlerine
gore gecci gruplari bir arada toplarken, erkenci ve orta gegci gruplar ayrimlanamamustir.

Bunun yaninda P. salicina’da gelistirilen bazi SSR primerlerinin erik ¢esitlerini
meyve et ve kabuk rengi ya da ¢igeklenme zamaniyla iligkili oldugu belirtilmistir (Acufia

vd., 2019). Ornegin, 159-179 bg arasinda degisen bantlar veren CPTCS022 markirt
meyve olgunlasmas1 ve Kalitesi ile iliskilendirilmistir (Acufia vd., 2019). Bizim
calismamizda ise bu ¢alismaya yakin bantlar olugsmustur (142—178 b¢). Fakat antosiyanin
sentezi metolik yolunda bulunan genlere yakin olan bu markirla erik ¢esitleri meyve
ozelliklerine gore gruplanmamistir. Yine P. salicina’ya ait gesitlerin genotipik ve
fenotipik verilerin karsilastirilmasi sonucu CPSCT25 markirinin et rengi fenotipi ile ilgili
oldugu ve kirmizi etli eriklerde 193 bg allelini olusturdugu gosterilmistir. Bizim ise
caligmamizda kullandigimiz erik gesitlerinden sadece Angeleno, Black Diamond, Black
Splendor ¢esitleri kirmizi et rengine sahiptir ve yaklasik 190 bg bitytikligiindeki bant sar1
ve kirmiz etli tim genotiplerde goriilmiistiir.

CA-RISO primeri kirmizi1 kabuklu erik gesitlerinde bant olustururken sar1 kabuklu
erik gesitlerinde bant olusturmadigi bildirilmektedir (Garcia-Gomez vd., 2018). Bizim
calismamizda da bu primer tescilli sar1 kabuklu ¢esit Sungold’da bant olusturmamistir,
fakat P. cerasifera sar1 erik genotiplerinde bant vermistir. Bu durum muhtemelen bu
genotiplerin melez olmasindan ve atalarinda bu primer bolgesinin tasinmasindan
kaynaklanabilir. Bu SSR primeri P. salicina’da gelistirilen bir primer oldugundan sadece
bu tir i¢inde gerceklesen kiigiik bir mutasyondan dolayr P. salicina sari erik
genotiplerinde bant olusturmuyor olabilir.

MADSBOX markirt ge¢ ¢igeklenme ile iliskilendirilmistir. Bu 6zellik 207 bg
biiyiikliigiindeki bant ile ayirdedilmistir (Garcia-Gomez vd., 2018). Calismamizda bu
degere yakin 205 ve 209 bg biiyiikliigiinde bantlar olustugunu gézlemlesek de bu markir

calistigimiz erik ¢esitleri ve genotipleri ¢iceklenme zamanina goére gruplandirmamastir.
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PLDcN ve CARI-SO markirlart meyve kabuk rengi ile iliskilendirilmistir. 135 bg
(CA-RISO) ve 174 bg (PLDcN) allelleri, siyah kabuklu meyvelere sahip tiim genotiplerde
mevcut oldugu goriilmistir (Garcia-Gomez vd., 2018). Bizim calismamizda PLDcN
markiri ile bu degere en yakin 186 bg biiyiikliigiindeki bantlar tespit edilmistir. Friar ve
Pioneer ¢esitlerinin oldugu goriilmiistiir. Bu gesitler kirmiz1 kabuk rengine sahiptir.

CARI-SO markiri ile de bu ¢alismaya yakin olarak 133 bg biiyiikliigiinde bantlar
elde edilmistir. Bu primerle biytikliikleri 133 bg olarak elde edilen allellerin koyu kabuk
rengine sahip Black diamond, Black splendor ve Pioneer ¢esitlerinde oldugu gériilmiistiir.

Sonug olarak, bu ¢alismada kullanilan farkli tipte primerler P. salicina ve P.
cerasifera’ya ait erik gesit ve genotiplerinin genetik ¢esitlilik seviyelerini basarili bir
sekilde belirlemistir. ISSR ve SCoT analizinden elde edilen UPGMA dendrogramlari P.

salicina’dan gelistirilen gesitleri bir arada toplamistir (Sekil 3.29, 3.52). Calismamizda
kullanilan P. cerasifera’ya ait sar1 ve kirmizi erik genoriplerinin bu gesitlerden belirgin
bir sekilde ayrildigi goriilmistiir. Bununla birlikte ¢aligilan ISSR ve SCoT primerlerinde
erik genotiplerini meyve 6zellikleri ve ¢iceklenme zamanina gore ayirdedebilecek markir
bant olusumu tespit edilmemistir. Calisilan SSR primerlerinden CA-RISO sadece P.
salicina gesitlerinde meyve kabugu rengini ayirt etmistir. SSR primerlerinin tamamindan
elde edilen dendogramda her ne kadar sar1 ve kirmiz1 kabuklu erik ¢esit ve genotipleri
tam olarak ayrilmasa da ISSR ve SCoT primerleri ile elde edilen dendrogramlarla
kiyaslandiginda SSR primerlerinin galistigimiz erik ¢esit ve genotiplerini kabuk rengine
gore daha iyi ayirdigini gostermistir. Bu primerleri floresan isaretli sekilde kullanip allel
biiyiikliiklerini kapiller elektroforezde daha net bir sekilde belirledigimizde bu ayrimin

daha kesin bir sekilde yapilabilecegi diistiniilmektedir.
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