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OZET

TEZIN BASLIGI: MiKROASILANAN VE MiKROCOGALTILAN TiCARi
ONEME SAHIP BADEM [Prunus dulcis (Mill) D.A. Webb] CESITLERINE
AIT KLONLARIN GENETIK KARARLILIKLARININ MOLEKULER
BELIRTECLER ILE INCELENMESI

YAZAR ADI: VEYSEL SUZERER

Badem (Prunus dulcis) Prunus cinsi igerisinde ekonomik olarak en 6nemli
yemis agaclarindan birisidir. Tiirlin geleneksel olarak iiretimi sirasinda koklenme
gibi baz1 sorunlarla karsilasilmasi nedeniyle ticari 6neme sahip badem c¢esitlerinin
mikroasilama gibi biyoteknolojik yontemlerle ¢ogaltilmasi son zamanlarda onem
kazanmistir. Ancak, mikroasilanan bitkiciklerin in vitro kosullarda altkiiltiirlenerek
mikrocogaltimi sirasinda kiiltiiriin baglatildigi ana bitki ve klon bireyler arasinda
genetik varyasyon olusma riski, ¢cogaltilan bireylerin tarla kosullarina aktarilmadan
once genetik kararliliklariin belirlenmesi gerekliligini ortaya cikartmaktadir. Bu
nedenle, tez kapsaminda mikroagilanan ‘Ferrastar’ ve ‘Nonpareil’ ¢esitlerinin 3, 6 ve
9 ay; ‘Teksas’ ¢esidinin ise 6 ve 9 ay altkiiltiirlenmesi sonucunda olusan bireylerin
genetik kararliliklart iki farkli (RAPD ve ISSR) molekiiler belirte¢ kullanilarak
irdelendi. ‘Ferrastar’ ¢esidinin ana bitki ve klonlar1 arasinda RAPD belirteci ile
%6.25 polimorfizm (ortalama PIC degeri 0.2585); ISSR analizi ile ise %22.38
polimorfizm (ortalama PIC degeri 0.3592) elde edildi. ‘Nonpareil’ ¢esidine ait ana
bitki ve klonlar arasinda ise RAPD analizi ile %10.2 polimorfizm (ortalama PIC
degeri 0.4490); ISSR primeri ile ise %37.38 polimorfizm (ortalama PIC degeri
0.3231) bulundu. ‘Teksas’ ¢esidine ait ana bitki ve klonlarda ise RAPD ile %3.7
polimorfizm (ortalama PIC degeri 0.3733); ISSR ile ise %26.78 polimorfizm
(ortalama PIC degeri 0.4160) goriildii.

Iki farkli molekiiler belirtecin kullanimiyla elde edilen sonuglara gére mikroasilama
protokoliinii takiben uygulanan mikrogogaltim yonteminin klonlarda 6nemli bir
varyasyona (PIC degeri < 0.5) neden olmadigi ve yontemin ticari 6neme sahip diger
badem cesitlerine de uygulanabilir oldugu goriilmistiir. Tez kapsaminda elde edilen
sonuglar, SCI kapsaminda yer alan “Biotechnology and Biotechnological

Equipment” dergisinde yayinlanmistir.



SUMMARY

TITLE OF THE THESIS: ASSESSMENT OF GENETIC STABILITY OF
MICROGRAFTED AND MICROPROPAGATED CLONES OF
COMMERCIALLY IMPORTANT ALMOND [Prunus dulcis (Mill) D.A.
Webb] CULTIVARS VIA MOLECULAR MARKERS

NAME OF THE AUTHOR: VEYSEL SUZERER

Almond is one of the most economically important nut crop tree of Prunus
genus. Due to problems, i.e., rooting of cuttings, encountered with its traditional
production, recently, propagation of commercial almond cultivars by using
biotechnological techniques such as micrografting gained importance. However, the
risk of occurrence of genetic variation between mother plant, from which culture is
initiated, and clone individuals during the micropropagation of micrografted plantlets
with subsequent sub-culture in in vitro conditions, reveals the necessity of
assessment of genetic stability of the propagated plants prior to their transfer to field
conditions. Therefore, genetic stability of micrografted individuals obtained from 3,
6 and 9 (for ‘Ferrastar’ and ‘Nonpareil’) or 6 and 9 (for ‘Texas’) months subculture
was assessed by using two different (RAPD and ISSR) molecular markers in the
frame of the thesis. 6.25% polymorphism (mean PIC value 0.2585) was detected in
RAPD marker while 22.38% polymorphism (mean PIC value 0.3592) was obtained
with ISSR analysis between mother plant and clones of ‘Ferrastar’. In the case of
‘Nonpareil’, 10.2% polymorphism (mean PIC value 0.4490) was scored with RAPD
whereas 37.38% polymorphism (mean PIC value 0.3231) was seen after ISSR
analysis of the mother plant and clones. In ‘Texas’, 3.7% polymorphism (mean PIC
value 0.3733) was detected with RAPD while 26.78% polymorphism (mean PIC
value 0.4160) was scored between mother plant and clones.

According to results obtained from the usage of two different molecular markers,
micropropagation protocol applied just after micrografting did not cause the
occurrence of an important variation (PIC value < 0.5) in clones and the optimized
protocol can also be applied safely to other commercially important almond
cultivars. Results obtained in the frame of thesis is published in SCI indexed

“Biotechnology and Biotechnological Equipment” journal.
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SIMGELER VE KISALTMALAR DiZINi

C Santigrat Derece
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3.3.

3.4.

3.5.

SEKILLER DIZINi

Bahar ayinda ¢igek agmis badem agaci.

Bademin bazi cesitlerine ait olan tohumlar. (Soldan saga;
‘Nonpareil, ‘Teksas’, ‘Ferrastar’, ‘Ferragnes’, ‘Ferraduel’ ve
‘Tuana’).

‘Ferrastar’ (F), ‘Nonpareil’ (N) ve ‘Teksas’ (T) gesitlerine ait izole
edilen gDNA’ larin jel goriintiisii. B: A DNA-Hind 11l DNA; A: Ana
Bitki, 3-1 ve 3-2: mikroasilamadan sonra 3. alt kiiltiire ait klonlar, 6-
1 ve 6-2: mikroagilamadan sonra 6. alt kiiltiire ait klonlar, 9-1 ve 9-
2: mikroasilamadan sonra 9. alt kiiltiire ait klonlar.

‘Ferrastar’ ana materyaline ait gDNA’ nin se¢ilen RAPD primerleri
ile yapilan PZR reaksiyonu ile elde edilen bant profili.

‘Ferrastar’ ¢esidine ait, K-02 primeri ile elde edilen RAPD-PZR jel
goriintlisti. B: 100 b¢ + 1 kb Ladder DNA A: Ana bitki, 3-1 ve 3-2:
mikroasilamadan sonra 3. alt kiiltire ait klonlar, 6-1 ve 6-2:
mikroasilamadan sonra 6. alt kiiltiire ait klonlar, 9-1 ve 9-2:
mikroasilamadan sonra 9. alt kiiltiire ait klonlar. Sekilde gosterilen
ok polimorfik olan bant1 gdstermektedir.

‘Ferrastar’ ¢esidine ait, K-03 primeri ile elde edilen RAPD-PZR jel
goriintiisii. B: 100 b¢ + 1 kb Ladder DNA A: Ana bitki, 3-1 ve 3-2:
mikroasilamadan sonra 3. alt kiiltiire ait klonlar, 6-1 ve 6-2:
mikroagilamadan sonra 6. alt kiiltiire ait klonlar, 9-1 ve 9-2:
mikroasilamadan sonra 9. alt kiiltiire ait klonlar. Sekilde gosterilen
oklar polimorfik olan bantlar1 gostermektedir.

‘Ferrastar’ ¢esidine ait, K-05 primeri ile elde edilen RAPD-PZR jel
goriintiisti. B: 100 b¢ + 1 kb Ladder DNA A: Ana bitki, 3-1 ve 3-2:
mikroasilamadan sonra 3. alt kiiltiire ait klonlar, 6-1 ve 6-2:
mikroasilamadan sonra 6. alt kiiltiire ait klonlar, 9-1 ve 9-2:
mikroagilamadan sonra 9. alt kiiltiire ait klonlar. Sekilde gosterilen

oklar polimorfik olan bantlar1 géstermektedir.
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3.7.

3.8.

3.9.

3.10.

3.11.

‘Ferrastar’ ¢esidine ait, K-08 primeri ile elde edilen RAPD-PZR jel
goriintiisii. B: 100 b¢ + 1 kb Ladder DNA A: Ana bitki, 3-1 ve 3-2:
mikroasilamadan sonra 3. alt kiiltire ait klonlar, 6-1 ve 6-2:
mikroasilamadan sonra 6. alt kiiltiire ait klonlar, 9-1 ve 9-2:
mikroasilamadan sonra 9. alt kiiltlire ait klonlar. Sekilde gosterilen
ok polimorfik olan bant1 gostermektedir.

‘Ferrastar’ ¢esidine ait, K-09 primeri ile elde edilen RAPD-PZR jel
goriintiisii. B: 100 b¢ + 1 kb Ladder DNA A: Ana bitki, 3-1 ve 3-2:
mikroasilamadan sonra 3. alt kiiltiire ait klonlar, 6-1 ve 6-2:
mikroasilamadan sonra 6. alt kiiltire ait klonlar, 9-1 ve 9-2:
mikroasilamadan sonra 9. alt kiiltiire ait klonlar.

‘Ferrastar’ ¢esidine ait, K-11 primeri ile elde edilen RAPD-PZR jel
goriintiisii. B: 100 b¢ + 1 kb Ladder DNA A: Ana bitki, 3-1 ve 3-2:
mikroasilamadan sonra 3. alt kiiltire ait klonlar, 6-1 ve 6-2:
mikroasilamadan sonra 6. alt kiiltire ait klonlar, 9-1 ve 9-2:
mikroasilamadan sonra 9. alt kiiltiire ait klonlar.

‘Ferrastar’ ¢esidine ait, K-12 primeri ile elde edilen RAPD-PZR jel
goriintiisii. B: 100 b¢ + 1 kb Ladder DNA A: Ana bitki, 3-1 ve 3-2:
mikroagilamadan sonra 3. alt kiiltiire ait klonlar, 6-1 ve 6-2:
mikroasilamadan sonra 6. alt kiiltiire ait klonlar, 9-1 ve 9-2:
mikroasilamadan sonra 9. alt kiiltiire ait klonlar.

‘Ferrastar’ ¢esidine ait, K-16 primeri ile elde edilen RAPD-PZR jel
goriintiisii. B: 100 b¢ + 1 kb Ladder DNA A: Ana bitki, 3-1 ve 3-2:
mikroagilamadan sonra 3. alt kiiltiire ait klonlar, 6-1 ve 6-2:
mikroasilamadan sonra 6. alt kiiltiire ait klonlar, 9-1 ve 9-2:
mikroasilamadan sonra 9. alt kiiltiire ait klonlar.

‘Ferrastar’ ¢esidine ait, K-17 primeri ile elde edilen RAPD-PZR jel
goriintiisti. B: 100 b¢ + 1 kb Ladder DNA A: Ana bitki, 3-1 ve 3-2:
mikroasilamadan sonra 3. alt kiiltiire ait klonlar, 6-1 ve 6-2:
mikroasilamadan sonra 6. alt kiiltiire ait klonlar, 9-1 ve 9-2:

mikroasilamadan sonra 9. alt kiiltiire ait Klonlar.
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Sekil
3.12.

3.13.

3.14.

3.15.

3.16.

3.17.

‘Ferrastar’ ¢esidine ait, K-19 primeri ile elde edilen RAPD-PZR jel
goriintiisii. B: 100 b¢ + 1 kb Ladder DNA A: Ana bitki, 3-1 ve 3-2:
mikroasilamadan sonra 3. alt kiiltire ait klonlar, 6-1 ve 6-2:
mikroasilamadan sonra 6. alt kiiltiire ait klonlar, 9-1 ve 9-2:
mikroasilamadan sonra 9. alt kiiltiire ait klonlar.

P. dulcis ‘Ferrastar’ ¢esidinin 6 klonundan, 10 RAPD primeri ile
elde edilen 96 banttan UPGMA analizi ile olusturulan dendogram.
[A: Ana bitki, 3-1 ve 3-2: mikroasilamadan sonra 3. alt kiiltiire ait
klonlar, 6-1 ve 6-2: mikroasilamadan sonra 6. alt kiiltiire ait klonlar,
9-1 ve 9-2: mikroasilamadan sonra 9. alt kiiltiire ait klonlar].
‘Nonpareil” ana materyaline ait gDNA’ nin secilen RAPD primerleri
ile yapilan PZR reaksiyonu ile elde edilen bant profili.

‘Nonpareil” ¢esidine ait, K-01 primeri ile elde edilen RAPD-PZR jel
goriintlisti. B: 100 b¢ + 1 kb Ladder DNA A: Ana bitki, 3-1 ve 3-2:
mikroasilamadan sonra 3. alt kiiltiire ait klonlar, 6-1 ve 6-2:
mikroasilamadan sonra 6. alt kiiltiire ait klonlar, 9-1 ve 9-2:
mikroasilamadan sonra 9. alt kiiltiire ait klonlar.

‘Nonpareil” ¢esidine ait, K-03 primeri ile elde edilen RAPD-PZR jel
goriintiisii. B: 100 b¢ + 1 kb Ladder DNA A: Ana bitki, 3-1 ve 3-2:
mikroasilamadan sonra 3. alt kiiltiire ait klonlar, 6-1 ve 6-2:
mikroasilamadan sonra 6. alt kiiltiire ait klonlar, 9-1 ve 9-2:
mikroasilamadan sonra 9. alt kiiltiire ait klonlar. Sekilde gosterilen
ok polimorfik olan bant1 géstermektedir.

‘Nonpareil” ¢esidine ait, K-05 primeri ile elde edilen RAPD-PZR jel
goriintiisii. B: 100 b¢ + 1 kb Ladder DNA A: Ana bitki, 3-1 ve 3-2:
mikroasilamadan sonra 3. alt kiiltiire ait klonlar, 6-1 ve 6-2:
mikroasilamadan sonra 6. alt kiiltiire ait klonlar, 9-1 ve 9-2:
mikroasilamadan sonra 9. alt kiiltlire ait klonlar. Sekilde gdsterilen

oklar polimorfik olan bantlar1 gostermektedir.
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Sekil
3.18.

3.19.

3.20.

3.21.

3.22.

‘Nonpareil” ¢esidine ait, K-08 primeri ile elde edilen RAPD-PZR jel
goriintiisti. B: 100 b¢ + 1 kb Ladder DNA A: Ana bitki, 3-1 ve 3-2:
mikroasilamadan sonra 3. alt kiiltire ait klonlar, 6-1 ve 6-2:
mikroasilamadan sonra 6. alt kiiltiire ait klonlar, 9-1 ve 9-2:
mikroasilamadan sonra 9. alt kiiltiire ait klonlar.

‘Nonpareil” ¢esidine ait, K-09 primeri ile elde edilen RAPD-PZR jel
gorilintiisii. B: 100 b¢ + 1 kb Ladder DNA A: Ana bitki, 3-1 ve 3-2:
mikroasilamadan sonra 3. alt kiiltiire ait klonlar, 6-1 ve 6-2:
mikroasilamadan sonra 6. alt kiiltiire ait klonlar, 9-1 ve 9-2:
mikroasilamadan sonra 9. alt kiiltlire ait klonlar. Sekilde gdsterilen
ok polimorfik olan bant1 géstermektedir.

‘Nonpareil” ¢esidine ait, K-11 primeri ile elde edilen RAPD-PZR jel
goriintiisii. B: 100 b¢ + 1 kb Ladder DNA A: Ana bitki, 3-1 ve 3-2:
mikroasilamadan sonra 3. alt kiiltire ait klonlar, 6-1 ve 6-2:
mikroasilamadan sonra 6. alt kiiltire ait klonlar, 9-1 ve 9-2:
mikroasilamadan sonra 9. alt kiiltlire ait klonlar. Sekilde gosterilen
oklar polimorfik olan bantlar1 géstermektedir.

‘Nonpareil” ¢esidine ait, K-14 primeri ile elde edilen RAPD-PZR jel
goriintiisti. B: 100 b¢ + 1 kb Ladder DNA A: Ana bitki, 3-1 ve 3-2:
mikroasilamadan sonra 3. alt kiiltiire ait klonlar, 6-1 ve 6-2:
mikroasilamadan sonra 6. alt kiiltiire ait klonlar, 9-1 ve 9-2:
mikroagilamadan sonra 9. alt kiiltiire ait klonlar.

‘Nonpareil” ¢esidine ait, K-15 primeri ile elde edilen RAPD-PZR jel
goriintiisti. B: 100 b¢ + 1 kb Ladder DNA A: Ana bitki, 3-1 ve 3-2:
mikroasilamadan sonra 3. alt kiiltiire ait klonlar, 6-1 ve 6-2:
mikroasilamadan sonra 6. alt kiiltiire ait klonlar, 9-1 ve 9-2:

mikroagilamadan sonra 9. alt kiiltiire ait klonlar.
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3.25.

3.26.

3.27.

3.28.

3.29.

‘Nonpareil” ¢esidine ait, K-17 primeri ile elde edilen RAPD-PZR jel
goriintiisti. B: 100 b¢ + 1 kb Ladder DNA A: Ana bitki, 3-1 ve 3-2:
mikroasilamadan sonra 3. alt kiiltire ait klonlar, 6-1 ve 6-2:
mikroasilamadan sonra 6. alt kiiltiire ait klonlar, 9-1 ve 9-2:
mikroasilamadan sonra 9. alt kiiltlire ait klonlar. Sekilde gosterilen
oklar polimorfik olan bantlar1 gostermektedir.

‘Nonpareil” ¢esidine ait, K-19 primeri ile elde edilen RAPD-PZR jel
goriintiisii. B: 100 b¢ + 1 kb Ladder DNA A: Ana bitki, 3-1 ve 3-2:
mikroasilamadan sonra 3. alt kiiltiire ait klonlar, 6-1 ve 6-2:
mikroasilamadan sonra 6. alt kiiltiire ait klonlar, 9-1 ve 9-2:
mikroasilamadan sonra 9. alt kiiltiire ait klonlar.

P. dulcis ‘Nonpareil’ ¢esidinin 6 klonundan, 10 RAPD primeri ile
elde edilen 98 banttan UPGMA analizi ile olusturulan dendogram.
[A: Ana bitki, 3-1 ve 3-2: mikroasilamadan sonra 3. alt kiiltiire ait
klonlar, 6-1 ve 6-2: mikroasilamadan sonra 6. alt kiiltiire ait klonlar,
9-1 ve 9-2: mikroasilamadan sonra 9. alt kiiltiire ait klonlar].
‘Teksas’ ana materyaline ait gDNA’ nin segilen RAPD primerleri ile
yapilan PZR reaksiyonu ile elde edilen bant profili.

‘Teksas’ ¢esidine ait, K-02 primeri ile elde edilen RAPD-PZR jel
goriintiisii. B: 100 b¢ + 1 kb Ladder DNA A: Ana bitki, 6-1 ve 6-2:
mikroasilamadan sonra 6. alt kiiltiire ait klonlar, 9-1 ve 9-2:
mikroagilamadan sonra 9. alt kiiltiire ait klonlar.

‘Teksas’ ¢esidine ait, K-03 primeri ile elde edilen RAPD-PZR jel
goriintiisti. B: 100 b¢ + 1 kb Ladder DNA A: Ana bitki, 6-1 ve 6-2:
mikroasilamadan sonra 6. alt kiiltiire ait klonlar, 9-1 ve 9-2:
mikroasilamadan sonra 9. alt kiiltiire ait klonlar.

‘Teksas’ ¢esidine ait, K-08 primeri ile elde edilen RAPD-PZR jel
goriintiisii. B: 100 b¢ + 1 kb Ladder DNA A: Ana bitki, 6-1 ve 6-2:
mikroasilamadan sonra 6. alt kiiltiire ait klonlar, 9-1 ve 9-2:

mikroagilamadan sonra 9. alt kiiltiire ait klonlar.
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3.33.

3.34.

3.35.

3.36.

‘Teksas’ ¢esidine ait, K-09 primeri ile elde edilen RAPD-PZR jel
goriintiisii. B: 100 b¢ + 1 kb Ladder DNA A: Ana bitki, 6-1 ve 6-2:
mikroasilamadan sonra 6. alt kiiltire ait klonlar, 9-1 ve 9-2:
mikroasilamadan sonra 9. alt kiiltlire ait klonlar. Sekilde gosterilen
oklar polimorfik olan bantlar1 géstermektedir.

‘Teksas’ gesidine ait, K-11 primeri ile elde edilen RAPD-PZR jel
goriintiisti. B: 100 b¢ + 1 kb Ladder DNA A: Ana bitki, 6-1 ve 6-2:
mikroasilamadan sonra 6. alt kiiltiire ait klonlar, 9-1 ve 9-2:
mikroasilamadan sonra 9. alt kiiltiire ait klonlar.

‘Teksas’ ¢esidine ait, K-13 primeri ile elde edilen RAPD-PZR jel
gorlintiisii. B: 100 b¢ + 1 kb Ladder DNA A: Ana bitki, 6-1 ve 6-2:
mikroasilamadan sonra 6. alt kiiltiire ait klonlar, 9-1 ve 9-2:
mikroasilamadan sonra 9. alt kiiltiire ait klonlar.

‘Teksas’ ¢esidine ait, K-15 primeri ile elde edilen RAPD-PZR jel
gorlintiisii. B: 100 bg¢ + 1 kb Ladder DNA A: Ana bitki, 6-1 ve 6-2:
mikroasilamadan sonra 6. alt kiiltiire ait klonlar, 9-1 ve 9-2:
mikroasilamadan sonra 9. alt kiiltiire ait klonlar.

‘Teksas’ ¢esidine ait, K-16 primeri ile elde edilen RAPD-PZR jel
goriintiisii. B: 100 b¢ + 1 kb Ladder DNA A: Ana bitki, 6-1 ve 6-2:
mikroasilamadan sonra 6. alt kiiltiire ait klonlar, 9-1 ve 9-2:
mikroasilamadan sonra 9. alt kiiltiire ait klonlar. Sekilde gosterilen
ok polimorfik olan bant1 gdstermektedir.

‘Teksas’ ¢esidine ait, K-18 primeri ile elde edilen RAPD-PZR jel
goriintiisti. B: 100 b¢ + 1 kb Ladder DNA A: Ana bitki, 6-1 ve 6-2:
mikroasilamadan sonra 6. alt kiiltiire ait klonlar, 9-1 ve 9-2:
mikroasilamadan sonra 9. alt kiiltiire ait klonlar.

‘Teksas’ ¢esidine ait, K-20 primeri ile elde edilen RAPD-PZR jel
goriintiisii. B: 100 b¢ + 1 kb Ladder DNA A: Ana bitki, 6-1 ve 6-2:
mikroasilamadan sonra 6. alt kiiltiire ait klonlar, 9-1 ve 9-2:

mikroagilamadan sonra 9. alt kiiltiire ait klonlar.
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3.40.

3.41.

3.42.

P. dulcis ‘Teksas’ ¢esidinin 6 klonundan, 10 RAPD primeri ile elde
edilen 81 banttan UPGMA analizi ile olusturulan dendogram. [A:
Ana bitki, 6-1 ve 6-2: mikroasilamadan sonra 6. alt kiiltiire ait
klonlar, 9-1 ve 9-2: mikroasilamadan sonra 9. alt kiiltiire ait klonlar].
‘Ferrastar’ ana materyaline ait gDNA’ nin secilen ISSR primerleri
ile yapilan PZR reaksiyonu ile elde edilen bant profili.

‘Ferrastar’ gesidine ait, ISSRO1 primeri ile elde edilen ISSR-PZR jel
gortintiisti. B: 100 b¢ + 1 kb Ladder DNA A: Ana bitki, 3-1 ve 3-2:
mikroasilamadan sonra 3. alt kiiltiire ait klonlar, 6-1 ve 6-2:
mikroasilamadan sonra 6. alt kiiltire ait klonlar, 9-1 ve 9-2:
mikroasilamadan sonra 9. alt kiiltiire ait klonlar. Sekilde gosterilen
ok polimorfik olan bant1 gostermektedir.

‘Ferrastar’ ¢esidine ait, ISSR02 primeri ile elde edilen ISSR-PZR jel
goriintlisti. B: 100 b¢ + 1 kb Ladder DNA A: Ana bitki, 3-1 ve 3-2:
mikroasilamadan sonra 3. alt kiiltire ait klonlar, 6-1 ve 6-2:
mikroasilamadan sonra 6. alt kiiltiire ait Kklonlar, 9-1 ve 9-2:
mikroasilamadan sonra 9. alt kiiltiire ait klonlar.

‘Ferrastar’ ¢esidine ait, ISSR10 primeri ile elde edilen ISSR-PZR
jel goriintiisii. B: 100 b¢ + 1 kb Ladder DNA A: Ana bitki, 3-1 ve 3-
2: mikroasilamadan sonra 3. alt kiiltiire ait klonlar, 6-1 ve 6-2:
mikroasilamadan sonra 6. alt kiiltiire ait klonlar, 9-1 ve 9-2:
mikroagilamadan sonra 9. alt kiiltiire ait klonlar.

‘Ferrastar’ ¢esidine ait, ISSR11 primeri ile elde edilen ISSR-PZR jel
goriintiisii. B: 100 b¢ + 1 kb Ladder DNA A: Ana bitki, 3-1 ve 3-2:
mikroasilamadan sonra 3. alt kiiltiire ait klonlar, 6-1 ve 6-2:
mikroasilamadan sonra 6. alt kiiltiire ait klonlar, 9-1 ve 9-2:
mikroasilamadan sonra 9. alt kiiltiire ait klonlar. Sekilde gosterilen

oklar polimorfik olan bantlar1 gostermektedir.
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3.44.

3.45.

3.46.

3.47.

3.48.

‘Ferrastar’ ¢esidine ait, ISSR12 primeri ile elde edilen ISSR-PZR jel
goriintiisii. B: 100 b¢ + 1 kb Ladder DNA A: Ana bitki, 3-1 ve 3-2:
mikroasilamadan sonra 3. alt kiiltire ait klonlar, 6-1 ve 6-2:
mikroasilamadan sonra 6. alt kiiltiire ait klonlar, 9-1 ve 9-2:
mikroasilamadan sonra 9. alt kiiltlire ait klonlar. Sekilde gosterilen
oklar polimorfik olan bantlar1 géstermektedir.

‘Ferrastar’ ¢esidine ait, ISSR13 primeri ile elde edilen ISSR-PZR jel
goriintiisii. B: 100 b¢ + 1 kb Ladder DNA A: Ana bitki, 3-1 ve 3-2:
mikroasilamadan sonra 3. alt kiiltiire ait klonlar, 6-1 ve 6-2:
mikroasilamadan sonra 6. alt kiiltire ait klonlar, 9-1 ve 9-2:
mikroasilamadan sonra 9. alt kiiltiire ait klonlar.

‘Ferrastar’ ¢esidine ait, ISSR15 primeri ile elde edilen ISSR-PZR jel
goriintiisii. B: 100 b¢ + 1 kb Ladder DNA A: Ana bitki, 3-1 ve 3-2:
mikroasilamadan sonra 3. alt kiiltire ait klonlar, 6-1 ve 6-2:
mikroasilamadan sonra 6. alt kiiltire ait klonlar, 9-1 ve 9-2:
mikroasilamadan sonra 9. alt kiiltlire ait klonlar. Sekilde gosterilen
oklar polimorfik olan bantlar1 géstermektedir.

‘Ferrastar’ ¢esidine ait, ISSR19 primeri ile elde edilen ISSR-PZR jel
goriintiisti. B: 100 b¢ + 1 kb Ladder DNA A: Ana bitki, 3-1 ve 3-2:
mikroasilamadan sonra 3. alt kiiltiire ait klonlar, 6-1 ve 6-2:
mikroasilamadan sonra 6. alt kiiltiire ait klonlar, 9-1 ve 9-2:
mikroasilamadan sonra 9. alt kiiltiire ait klonlar. Sekilde gosterilen
ok polimorfik olan bant1 gdstermektedir.

P. dulcis ‘Ferrastar’ ¢esidinin 6 klonundan, 8 ISSR primeri ile elde
edilen 67 banttan UPGMA analizi ile olusturulan dendogram. [A:
Ana bitki, 3-1 ve 3-2: mikroasilamadan sonra 3. alt kiiltiire ait
klonlar, 6-1 ve 6-2: mikroasilamadan sonra 6. alt kiiltiire ait klonlar,
9-1 ve 9-2: mikroasilamadan sonra 9. alt kiiltiire ait klonlar].
‘Nonpareil’ ana materyaline ait gDNA’ nin secilen ISSR primerleri

ile yapilan PZR reaksiyonu ile elde edilen bant profili.
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3.50.

3.51.

3.52.

3.53.

‘Nonpareil’ ¢esidine ait, ISSRO1 primeri ile elde edilen ISSR-PZR
jel goriintiisii. B: 100 b¢ + 1 kb Ladder DNA A: Ana bitki, 3-1 ve 3-
2: mikroasilamadan sonra 3. alt kiiltiire ait klonlar, 6-1 ve 6-2:
mikroasilamadan sonra 6. alt kiiltiire ait klonlar, 9-1 ve 9-2:
mikroasilamadan sonra 9. alt kiiltiire ait klonlar.

‘Nonpareil’ ¢esidine ait, ISSR02 primeri ile elde edilen ISSR-PZR
jel goriintiisii. B: 100 b¢ + 1 kb Ladder DNA A: Ana bitki, 3-1 ve 3-
2: mikroasilamadan sonra 3. alt kiiltiire ait klonlar, 6-1 ve 6-2:
mikroasilamadan sonra 6. alt kiiltiire ait klonlar, 9-1 ve 9-2:
mikroasilamadan sonra 9. alt kiiltiire ait klonlar. Sekilde gosterilen
oklar polimorfik olan bantlar1 gdstermektedir.

‘Nonpareil’ ¢esidine ait, ISSR10 primeri ile elde edilen ISSR-PZR
jel gorintiisti. B: 100 b¢ + 1 kb Ladder DNA A: Ana bitki, 3-1 ve 3-
2: mikroasilamadan sonra 3. alt kiiltiire ait klonlar, 6-1 ve 6-2:
mikroasilamadan sonra 6. alt kiiltire ait klonlar, 9-1 ve 9-2:
mikroasilamadan sonra 9. alt kiiltiire ait klonlar. Sekilde gosterilen
oklar polimorfik olan bantlar1 géstermektedir.

‘Nonpareil’ ¢esidine ait, ISSR11 primeri ile elde edilen ISSR-PZR
jel goriintiisii. B: 100 b¢ + 1 kb Ladder DNA A: Ana bitki, 3-1 ve 3-
2: mikroasilamadan sonra 3. alt kiiltiire ait klonlar, 6-1 ve 6-2:
mikroasilamadan sonra 6. alt kiiltiire ait klonlar, 9-1 ve 9-2:
mikroasilamadan sonra 9. alt kiiltiire ait klonlar. Sekilde gosterilen
ok polimorfik olan bant1 gdstermektedir.

‘Nonpareil’ ¢esidine ait, ISSR12 primeri ile elde edilen ISSR-PZR
jel gorintiisii. B: 100 b¢ + 1 kb Ladder DNA A: Ana bitki, 3-1 ve 3-
2: mikroasilamadan sonra 3. alt kiiltiire ait klonlar, 6-1 ve 6-2:
mikroagilamadan sonra 6. alt kiiltiire ait klonlar, 9-1 ve 9-2:
mikroasilamadan sonra 9. alt kiiltiire ait klonlar. Sekilde gosterilen

oklar polimorfik olan bantlar1 gostermektedir.
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3.56.

3.57.

3.58.

3.59.

‘Nonpareil’ ¢esidine ait, ISSR13 primeri ile elde edilen ISSR-PZR
jel goriintiisti. B: 100 bg + 1 kb Ladder DNA A: Ana bitki, 3-1 ve 3-
2: mikroasilamadan sonra 3. alt kiiltiire ait klonlar, 6-1 ve 6-2:
mikroasilamadan sonra 6. alt kiiltiire ait klonlar, 9-1 ve 9-2:
mikroasilamadan sonra 9. alt kiiltlire ait klonlar. Sekilde gosterilen
oklar polimorfik olan bantlar1 gostermektedir.

‘Nonpareil’ ¢esidine ait, ISSR15 primeri ile elde edilen ISSR-PZR
jel goriintiisii. B: 100 b¢ + 1 kb Ladder DNA A: Ana bitki, 3-1 ve 3-
2: mikroasilamadan sonra 3. alt kiiltiire ait klonlar, 6-1 ve 6-2:
mikroasilamadan sonra 6. alt kiiltire ait klonlar, 9-1 ve 9-2:
mikroasilamadan sonra 9. alt kiiltiire ait klonlar. Sekilde gosterilen
oklar polimorfik olan bantlar1 géstermektedir.

‘Nonpareil’ ¢esidine ait, ISSR19 primeri ile elde edilen ISSR-PZR
jel gortntiisii. B: 100 bg + 1 kb Ladder DNA A: Ana bitki, 3-1 ve 3-
2: mikroasilamadan sonra 3. alt kiiltiire ait klonlar, 6-1 ve 6-2:
mikroasilamadan sonra 6. alt kiiltiire ait klonlar, 9-1 ve 9-2:
mikroasilamadan sonra 9. alt kiiltlire ait klonlar. Sekilde gosterilen
ok polimorfik olan bant1 gdstermektedir.

P. dulcis ‘Nonpareil” ¢esidinin 6 klonundan 8 ISSR primeri ile elde
edilen 69 banttan UPGMA analizi ile olusturulan dendogram. [A:
Ana bitki, 3-1 ve 3-2: mikroasilamadan sonra 3. alt kiiltiire ait
klonlar, 6-1 ve 6-2: mikroasilamadan sonra 6. alt kiiltiire ait klonlar,
9-1 ve 9-2: mikroasilamadan sonra 9. alt kiiltiire ait klonlar].
‘Teksas’ ana materyaline ait gDNA’ nin secilen ISSR primerleri ile
yapilan PZR reaksiyonu ile elde edilen bant profili.

‘Teksas’ ¢esidine ait, ISSRO1 primeri ile elde edilen ISSR-PZR jel
goriintiisti. B: 100 b¢ + 1 kb Ladder DNA A: Ana bitki, 6-1 ve 6-2:
mikroasilamadan sonra 6. alt kiiltiire ait klonlar, 9-1 ve 9-2:
mikroasilamadan sonra 9. alt kiiltiire ait klonlar. Sekilde gosterilen

oklar polimorfik olan bantlar1 gostermektedir.
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3.61.

3.62.

3.63.

3.64.

3.65.

‘Teksas’ ¢esidine ait, ISSR02 primeri ile elde edilen ISSR-PZR jel
goriintiisii. B: 100 b¢ + 1 kb Ladder DNA A: Ana bitki, 6-1 ve 6-2:
mikroasilamadan sonra 6. alt kiiltire ait klonlar, 9-1 ve 9-2:
mikroasilamadan sonra 9. alt kiiltlire ait klonlar. Sekilde gosterilen
oklar polimorfik olan bantlar1 géstermektedir.

‘Teksas’ ¢esidine ait, ISSR10 primeri ile elde edilen ISSR-PZR jel
goriintiisti. B: 100 b¢ + 1 kb Ladder DNA A: Ana bitki, 6-1 ve 6-2:
mikroasilamadan sonra 6. alt kiiltiire ait klonlar, 9-1 ve 9-2:
mikroasilamadan sonra 9. alt kiiltlire ait klonlar. Sekilde gosterilen
ok polimorfik olan bant1 géstermektedir.

‘Teksas’ ¢esidine ait, ISSR11 primeri ile elde edilen ISSR-PZR jel
goriintiisii. B: 100 b¢ + 1 kb Ladder DNA A: Ana bitki, 6-1 ve 6-2:
mikroasilamadan sonra 6. alt kiiltiire ait klonlar, 9-1 ve 9-2:
mikroasilamadan sonra 9. alt kiiltiire ait klonlar.

‘Teksas’ ¢esidine ait, ISSR12 primeri ile elde edilen ISSR-PZR jel
goriintiisii. B: 100 b¢ + 1 kb Ladder DNA A: Ana bitki, 6-1 ve 6-2:
mikroasilamadan sonra 6. alt kiiltiire ait klonlar, 9-1 ve 9-2:
mikroasilamadan sonra 9. alt kiiltiire ait klonlar. Sekilde gosterilen
ok polimorfik olan bant1 géstermektedir.

‘Teksas’ ¢esidine ait, ISSR13 primeri ile elde edilen ISSR-PZR jel
goriintiisii. B: 100 b¢ + 1 kb Ladder DNA A: Ana bitki, 6-1 ve 6-2:
mikroagilamadan sonra 6. alt kiiltiire ait klonlar, 9-1 ve 9-2:
mikroasilamadan sonra 9. alt kiiltlire ait klonlar. Sekilde gosterilen
oklar polimorfik olan bantlar1 gostermektedir.

‘Teksas’ ¢esidine ait, ISSR15 primeri ile elde edilen ISSR-PZR jel
gortintiisti. B: 100 bg + 1 kb Ladder DNA A: Ana bitki, 6-1 ve 6-2:
mikroagilamadan sonra 6. alt kiiltiire ait klonlar, 9-1 ve 9-2:
mikroasilamadan sonra 9. alt kiiltlire ait klonlar. Sekilde gdsterilen

oklar polimorfik olan bantlar1 gostermektedir.
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3.67.

‘Teksas’ ¢esidine ait, ISSR19 primeri ile elde edilen ISSR-PZR jel
goriintiisii. B: 100 b¢ + 1 kb Ladder DNA A: Ana bitki, 6-1 ve 6-2:
mikroasilamadan sonra 6. alt kiiltire ait klonlar, 9-1 ve 9-2:
mikroasilamadan sonra 9. alt kiiltiire ait klonlar.

P. dulcis ‘Teksas’ ¢esidinin 4 klonundan, 8 ISSR primeri ile elde
edilen 56 banttan UPGMA analizi ile olusturulan dendogram. [A:
Ana bitki, 6-1 ve 6-2: mikroasilamadan sonra 6. alt kiiltiire ait

klonlar, 9-1 ve 9-2: mikroasilamadan sonra 9. alt kiiltiire ait klonlar].
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CIZELGELER DiZINi
Cizelge Sayfa
1.1 Bademin Diinya Genelinde Uretimi (FaoSTAT, 2009) 2
2.1. Ana bitki ve klonlarin gDNA izolasyonu i¢in kullanilan kitte 15
bulunan tamponlar ve saklama kosullar1.
2.2 Ana bitki ve klonlarin gDNA izolasyonu i¢in kullanilan 16
kimyasallar.
2.3. Ana bitki ve klonlarin gDNA izolasyonu ve miktar tayini igin 17

kullanilan cihazlar.

2.4. PZR reaksiyonu i¢in kullanilan kimyasallar. 17
2.5. PZR reaksiyonu i¢in kullanilan cihazlar. 17
2.6. Jele yiiklenecek olan 6rneklerin hazirlanmasi 20
2.7. Genetik analizlerde kullanilan RAPD-PZR primerleri. 21
2.8. RAPD-PZR analizinde kullanilmig olan program basamaklari. 22
2.9. Genetik analizlerde kullanilan ISSR-PZR primerleri. 24
2.10. ISSR-PZR analizinde kullanilan program basamaklari. 25
3.1. ‘Ferrastar’ ¢esidine ait ana bitki ve klonlarin gDNA miktarlari. 27
3.2. ‘Nonpareil’ ¢esidine ait ana bitki ve klonlarin gDNA miktarlari. 27
3.3. ‘Teksas’ ¢esidine ait ana bitki ve klonlarin gDNA miktarlari. 27
3.4. ‘Ferrastar’ ¢esidine ait, K-02 primeri ile elde edilen RAPD-PZR 29

bant sonuglari.

3.5. ‘Ferrastar’ ¢esidine ait, K-03 primeri ile elde edilen RAPD-PZR 30
bant sonuclari.

3.6. ‘Ferrastar’ ¢esidine ait, K-05 primeri ile elde edilen RAPD-PZR 31
bant sonuglari.

3.7. ‘Ferrastar’ ¢esidine ait, K-08 primeri ile elde edilen RAPD-PZR 32
bant sonuclari.

3.8. ‘Ferrastar’ ¢esidine ait, K-09 primeri ile elde edilen RAPD-PZR 33
bant sonugclari.

3.9. ‘Ferrastar’ ¢esidine ait, K-11 primeri ile elde edilen RAPD-PZR 34

bant sonuglari.



Cizelge
3.10.

3.11.

3.12.

3.13.

3.14.

3.15.

3.16.

3.17.

3.18.

3.19.

3.20.

3.21.

3.22.

3.23.

3.24.

‘Ferrastar’ ¢esidine ait, K-12 primeri ile elde edilen RAPD-PZR
bant sonugclari.

‘Ferrastar’ ¢esidine ait, K-16 primeri ile elde edilen RAPD-PZR
bant sonuglari.

Ferrastar ¢esidine ait, K-17 primeri ile elde edilen RAPD-PZR
bant sonugclari.

‘Ferrastar’ ¢esidine ait, K-19 primeri ile elde edilen RAPD-PZR
bant sonuglari.

P. dulcis ‘Ferrastar’ ¢esidinin ana bitki ve klonlarinin genetik
kararliliginin belirlenmesinde kullanilan RAPD primer dizileri ve
bu primerlerden elde edilen degerlendirilmis bant ve polimorfik
bant sayisi, yiizdesi ve PIC degerleri.

P. dulcis ‘Ferrastar’ ¢esidine ait ana bitki ile klonlar1 arasinda
RAPD-PZR analizi ile elde edilen benzerlik matriksi.

‘Nonpareil” ¢esidine ait, K-01 primeri ile elde edilen RAPD-PZR
bant sonuglart.

‘Nonpareil” ¢esidine ait, K-03 primeri ile elde edilen RAPD-PZR
bant sonugclari.

‘Nonpareil’ ¢esidine ait, K-05 primeri ile elde edilen RAPD-PZR
bant sonuglari.

‘Nonpareil” ¢esidine ait, K-08 primeri ile elde edilen RAPD-PZR
bant sonuclari.

‘Nonpareil’ ¢esidine ait, K-09 primeri ile elde edilen RAPD-PZR
bant sonuclari.

‘Nonpareil” ¢esidine ait, K-11 primeri ile elde edilen RAPD-PZR
bant sonuglari.

‘Nonpareil’ ¢esidine ait, K-14 primeri ile elde edilen RAPD-PZR
bant sonuglari.

‘Nonpareil” ¢esidine ait, K-15 primeri ile elde edilen RAPD-PZR
bant sonuglari.

‘Nonpareil” ¢esidine ait, K-17 primeri ile elde edilen RAPD-PZR

bant sonuglari.
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Cizelge

3.25.

3.26.

3.27.

3.28.

3.29.

3.30.

3.31.

3.32.

3.33.

3.34.

3.35.

3.36.

3.37.

3.38.

‘Nonpareil” ¢esidine ait, K-19 primeri ile elde edilen RAPD-PZR
bant sonuclar1

P. dulcis ‘Nonpareil’ ¢esidinin ana bitki ve klonlarmnin genetik
kararliligimin belirlenmesinde kullanilan RAPD primer dizileri ve
bu primerlerden elde edilen degerlendirilmis bant ve polimorfik
bant sayisi, yiizdesi ve PIC degerleri.

P. dulcis ‘Nonpareil® ¢esidine ait ana bitki ile klonlar1 arasinda
RAPD-PZR analizi ile elde edilen benzerlik matriksi.

‘Teksas’ ¢esidine ait, K-02 primeri ile elde edilen RAPD-PZR
bant sonuclari.

‘Teksas’ ¢esidine ait, K-03 primeri ile elde edilen RAPD-PZR
bant sonuglari.

‘Teksas’ ¢esidine ait, K-08 primeri ile elde edilen RAPD-PZR
bant sonugclari.

‘Teksas’ ¢esidine ait, K-09 primeri ile elde edilen RAPD-PZR
bant sonuglart.

‘Teksas’ ¢esidine ait, K-11 primeri ile elde edilen RAPD-PZR
bant sonugclari.

‘Teksas’ ¢esidine ait, K-13 primeri ile elde edilen RAPD-PZR
bant sonuglari.

‘Teksas’ ¢esidine ait, K-15 primeri ile elde edilen RAPD-PZR
bant sonuclari.

‘Teksas’ ¢esidine ait, K-16 primeri ile elde edilen RAPD-PZR
bant sonuclari.

‘Teksas’ ¢esidine ait, K-18 primeri ile elde edilen RAPD-PZR
bant sonuglari.

‘Teksas’ ¢esidine ait, K-20 primeri ile elde edilen RAPD-PZR
bant sonuglari.

P. dulcis ‘Teksas’ ¢esidinin ana bitki ve klonlarinin genetik
kararliliginin belirlenmesinde kullanilan RAPD primer dizileri ve
bu primerlerden elde edilen degerlendirilmis bant ve polimorfik

bant sayisi, yiizdesi ve PIC degerleri.
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3.39.

3.40.
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3.42
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3.50.
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3.52.

3.53.

P. dulcis ‘Teksas’ ¢esidine ait ana bitki ile klonlar1 arasinda
RAPD-PZR analizi ile elde edilen benzerlik matriksi.

‘Ferrastar’ ¢esidine ait, ISSRO1 primeri ile elde edilen ISSR-PZR
bant sonuglari.

‘Ferrastar’ ¢esidine ait, ISSR0O2 primeri ile elde edilen ISSR-PZR
bant sonugclari.

‘Ferrastar’ ¢esidine ait, ISSR10 primeri ile elde edilen ISSR-PZR
bant sonuglari.

‘Ferrastar’ ¢esidine ait, ISSR11 primeri ile elde edilen ISSR-PZR
bant sonuclari.

‘Ferrastar’ ¢esidine ait, ISSR12 primeri ile elde edilen ISSR-PZR
bant sonuglari.

‘Ferrastar’ ¢esidine ait, ISSR13 primeri ile elde edilen ISSR-PZR
bant sonugclari.

‘Ferrastar’ ¢esidine ait, ISSR15 primeri ile elde edilen ISSR-PZR
bant sonuglart.

‘Ferrastar’ ¢esidine ait, ISSR19 primeri ile elde edilen ISSR-PZR
bant sonugclari.

P. dulcis ‘Ferrastar’ ¢esidinin ana bitki ve klonlarmin genetik
kararliliginin belirlenmesinde kullanilan ISSR primer dizileri ve
bu primerlerden elde edilen degerlendirilmis bant ve polimorfik
bant sayisi, yiizdesi ve PIC degerleri.

P. dulcis ‘Ferrastar’ ¢esidine ait ana bitki ile klonlar1 arasinda
ISSR-PZR analizi ile elde edilen benzerlik matriksi.

‘Nonpareil’ ¢esidine ait, ISSRO1 primeri ile elde edilen ISSR-
PZR bant sonuglari.

‘Nonpareil’ ¢esidine ait, ISSR02 primeri ile elde edilen ISSR-
PZR bant sonuglari.

‘Nonpareil’ ¢esidine ait, ISSR10 primeri ile elde edilen ISSR-
PZR bant sonuglari.

‘Nonpareil” g¢esidine ait, ISSR11 primeri ile elde edilen ISSR-
PZR bant sonuglari.
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3.54.

3.55.

3.56.

3.57.

3.58.

3.59.

3.60.

3.61.
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3.63.

3.64.
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3.67.

‘Nonpareil’ ¢esidine ait, ISSR12 primeri ile elde edilen ISSR-
PZR bant sonuglari.

‘Nonpareil’ ¢esidine ait, ISSR13 primeri ile elde edilen ISSR-
PZR bant sonuglari.

‘Nonpareil’ ¢esidine ait, ISSR15 primeri ile elde edilen ISSR-
PZR bant sonuglari.

‘Nonpareil’ ¢esidine ait, ISSR19 primeri ile elde edilen ISSR-
PZR bant sonuglari.

P. dulcis ‘Nonpareil’ ¢esidinin ana bitki ve klonlarmin genetik
kararliliginin belirlenmesinde kullanilan ISSR primer dizileri ve
bu primerlerden elde edilen degerlendirilmis bant ve polimorfik
bant sayisi, yiizdesi ve PIC degerleri.

P. dulcis ‘Nonpareil” ¢esidine ait ana bitki ile klonlar1 arasinda
ISSR-PZR analizi ile elde edilen benzerlik matriksi.

‘Teksas’ gesidine ait, ISSRO1 primeri ile elde edilen ISSR-PZR
bant sonuglart.

‘Teksas’ gesidine ait, ISSR0O2 primeri ile elde edilen ISSR-PZR
bant sonugclari.

‘Teksas’ ¢esidine ait, ISSR10 primeri ile elde edilen ISSR-PZR
bant sonuglari.

‘Teksas’ gesidine ait, ISSR11 primeri ile elde edilen ISSR-PZR
bant sonuclari.

‘Teksas’ gesidine ait, ISSR12 primeri ile elde edilen ISSR-PZR
bant sonuclari.

‘Teksas’ gesidine ait, ISSR13 primeri ile elde edilen ISSR-PZR
bant sonuglari.

‘Teksas’ ¢esidine ait, ISSR15 primeri ile elde edilen ISSR-PZR
bant sonuglari.

‘Teksas’ gesidine ait, ISSR19 primeri ile elde edilen ISSR-PZR

bant sonuglari.
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Cizelge
3.68

3.69.

P. dulcis ‘Teksas’ ¢esidinin ana bitki ve klonlarinin genetik
kararliliginin belirlenmesinde kullanilan ISSR primer dizileri ve
bu primerlerden elde edilen degerlendirilmis bant ve polimorfik
bant sayisi, yiizdesi ve PIC degerleri.

P. dulcis ‘Teksas’ ¢esidine ait ana bitki ile klonlar1 arasinda ISSR-

PZR analizi ile elde edilen benzerlik matriksi.
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1.GIRIS
1.1. Bademin [Prunus dulcis (Mill) D.A. Webb]

Kokeni ve Morfolojisi

Badem [(Prunus dulcis (Mill) Webb)], sinonimi, P. amygdalus veya
Amygdalus communis) Rosaceae familyasinin Prunoideae alt familyasina ait, yilin
belli doneminde yapragini doken, kisa tipte bir yemis agacidir (Kester ve ark., 1990).
Kiiltiir ve yabani tiir bademlerin sahip olduklari derin kok sistemi gelistirme
yetenegi, tiiriin agir iklim sartlarina adapte olmasini saglamakta ve bu nedenle tiir
Orta Asya’dan Cin’in batisindaki Takla Makan Collerine ve Akdeniz’ e kadar
uzanmaktadir (Kester ve ark., 1990; Ladizinsky 1999). Cogu badem gesitleri dogal
olarak kendine uyusmaz oldugundan kars1 déllenme gerektirmekte ve bu o6zellikte
tiriin genetik cesitliligini ve farkli ¢evresel kosullara adaptasyonunu arttirmaktadir
(Socias i Company ve ark., 2012). Ticari alanda 6zellikle yemis olarak tiiketilmesinin
yaninda, ¢i¢eklerinin beyaz ve acik pembe olan giizel goriiniimiiyle badem siis bitkisi

olarak da kullanilmaktadir (Sekil 1.1).

Sekil 1.1. Bahar ayinda ¢igek agmis badem agaci.


http://luirig.altervista.org/cpm/albums/bot-units73/prunus-dulcis12837.jpg

1.2. Yayihsi, Ekolojik istegi ve Ekonomik Onemi

Erken ¢iceklenmesi i¢in gereksinim duydugu diisiik soguklanma istegi, hizl
govde biiyiimesi ve yaz sicak ve kuraklarma karsi gosterdigi yiiksek tolerans
nedenleriyle badem ayni zamanda 1liman kis ve kurak sicak yaz kosullarina da uyum
saglamistir. Geg kis ve erken bahar donlar1 badem ftiretiminde zararlara neden olabilir
hatta tiretimi engelleyebilir (Socias i Company ve ark., 2012). Badem ticari iiretim
acisindan en Onemli yemis agacidir. Badem Akdeniz ikliminin hiikiim stirdiigi
ornegin; Akdeniz iilkeleri, Kaliforniya Vadisinin Merkezi, Ortadogu, Orta Asya,
Himalaya yamagclar1 ve Sili, Arjantin, Gliney Afrika ve Avustralya’ y1 da igeren
Giliney Yarimkiire’ nin bazi uygun bolgelerinde yetismektedir (Kester ve Asay 1975).
Diinya’da badem iiretimine bakildiginda Birlesik Devletler ilk siray1 alirken, bunu
Ispanya ve Iran izlemektedir. Birlesik Devletler’ de ana iiretim bolgesi olan
Kaliforniya Merkez Vadi’ deki yiiksek Olgekteki tiretim, uygun toprak, iklim ve
yogun isletim sistemleriyle elde edilmistir (Kester ve Gradziel, 1996). Ulkemiz ise
badem iiretiminde 8. sirada yer almaktadir (FaoSTAT, 2009, Cizelge 1.1,
http://faostat.fao.org).

Cizelge 1.1. Bademin Diinya Genelinde Uretimi (FaoSTAT, 2009,

http://faostat.fao.org).
Kabuklu bademin diinyada iiretimi
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Yeni-Diinya’ da iiretim bolgelerinin ¢ogunda (Arjantin, Avusturalya, Birlesik
Devletler, Giiney Afrika, Sili), yumusak kabuklu ve yiiksek ¢itlaklik yiizdesine sahip
cesitlerin liretimi tercih edilirken, geleneksel iiretim bolgelerinin bir¢ogunda sert
kabuklu ve disiik ¢itlaklik yiizdesine sahip ¢esitler bulunmaktadir. Ancak ¢esidin,
sert kabuklu olmasi bdcek pestisitlerine karsi direngliligi saglamaktadir (Socias i
Company ve ark., 2012). Botanik yonden sert ¢ekirdekli (drupa tipte) bir meyve
yapisina sahip olmasina karsin, badem olgunluk doneminde mezokarbin kuruyarak
deri benzeri bir hal almasiyla, sert kabuklu meyve olarak degerlendirilmektedir
(Soylu, 2003).

1.3. Bademin Sektorel Kullanim Alanlari ve Kimyasal

Icerigi

Badem, c¢ig kavrulmus, ¢ekirdek kabugundan arindirilmis veya arindirilmamais
bir sekilde veya diger besin maddeleriyle karistirilarak, tiiketilmektedir. Bunun yani
sira ¢ekirdek pargalari (rendelenmis veya doviilmis olarak) yiyecek sektoriinde
kullanildig1 gibi (Socias i Company ve ark., 2012), ¢ekirdeginden elde edilen yagda
ilag, kimya, boya ve kozmetik sektoriinde farkli amaglarla kullanilmaktadir. Ayrica
baz1 {ilkelerde yesil kabuklar1 hayvan yemi olarak degerlendirilirken, sert
kabuklarindan da yakacak olarak yararlanilmaktadir (Ozgagiran ve ark., 2005).
Icerdigi makro besin iiriinleri &rnegin; yaglar, proteinler, fiber, mineral ve benzersiz
fitobesinler 6rnegin; vitamin E (a-tokoferol), folat ve oleik asit nedeniyle tiiketiciler

tarafindan giderek daha fazla tercih edilmektedir (Socias i Company ve ark., 2012).

1.4. Morfolojik Olarak Bademin Siniflandirilmasi

Badem morfolojik yapisina ve tatlarina goére simiflandirilmaktadir. Badem
cesitleri, kabuk sertliklerine gore el bademi, dis bademi, sert badem ve tag bademi

olarak gruplandirilmaktadir (Anonim, 1990; 2000; 2003).

1. El Bademi: Bu gruba giren ¢esitlerde kabuk, el ile kolayca kirilabilmektedir.
El bademlerinde randiman oldukca yiiksektir. El bademlerinin muhafazasi, ince

kabuklu olmalarindan dolay1, uzun siireli olamamaktadir.



2. Dis Bademleri: Bu grupta yer alan bademler, dis ile kolayca kirilirken el ile
zor kirilirlar. Muhafazalari, el bademlerine gére daha kolaydir. I¢ randimanlar
yiiksektir.

3. Sert Bademler: Cekigle kolay, dis ile zor kirilirlar. Randimani yiiksektir.

4.Tas Bademler: Bu gruba giren bademlerde kabuk ancak c¢ekigle
kirilabilmektedir.

Bademler, tat durumlarma goére de tath ve aci badem olarak 2 gruba
ayrilmaktadir (Anonim, 1990; 2000; 2003).

a. Ac1 Bademler; Siyanidrik asit icerdikleri i¢in zehirlidirler ve badem yag1
cikarmak amaciyla kullanilirlar.

b. Tath Bademler; 28-48° giiney enlemlerdeki elverisli bolgelerde yaygin
olarak yetistirilir ve baz1 yorelerde seftaliyle melezlenir. Badem, ¢iceklenmeden 6nce
kis kosullarina seftali kadar dayanikli olmakla birlikte, kuzey yarimkiirede genellikle
daha erken (ocak sonu ile nisan basi arasinda) ¢igeklenmektedir. Bu nedenle,
ciceklenme doneminde don olaylarina rastlanabilecek yerlerde badem yetistirilmesi

uygun degildir (Anonim, 1990; 2000; 2003).

1.5. Diinyada Uretimi Yapilan Baz Kiiltiir ve Anac

Badem Cesitleri ve Ozellikleri

Hem kabuklarinin fiziksel yapilari hem de gekirdeklerinin degisik kimyasal
(tat) igerikleri nedeniyle bademin farkli geleneksel kiiltiir gesitleri ve anaglari
bulunmaktadir. Kiltiir c¢esitlerinden ticari olarak en fazla kullanilan badem
cesitlerinden bazilari; *Nonpareil’, ‘Teksas’, ‘Ferrastar’, ‘Ferragnes’, ‘Ferraduel’,
‘Tuana’ ve “Yaltniski’ dir (Sekil 1.2).



Fv

Sekil 1.2. Bademin bazi ¢esitlerine ait olan tohumlar. (Soldan
saga; ‘Nonpareil, ‘Teksas’, ‘Ferrastar’, ‘Ferragnes’, ‘Ferraduel” ve

‘Tuana’).

‘Ferrastar’; Avrupa’ da basarili bir sekilde uygulanan Fransa 1slah
programinda kesfedilen bir g¢esittir ve geg¢ ¢igeklenmesi ile bilinmektedir. Agaclar
cabuk meyveye yatan sert kabuklu bir gesittir. I¢ verimliligi %20-30 civarinda olup,
tozlayicist ‘Ferragnes’ ve ‘Ferraduel” dir (Anonim, 1990; 2000; 2003).

‘Nonpareil’; Birlesik Devletlerin Kaliforniya bolgesinde yetistirilen en 6nemli
kiiltiir cesitlerinden birisidir. Agaclar yayvan yiiksek, verimli ve erkencidir. Ince
kabuklu olup, kus zararina siklikla rastlanmaktadir. ‘Nonpareil’, orta biiyiikliikte
meyveye sahiptir. Verim ilk yillarda diisiik olup, bitki gelisimine bagli olarak ileriki
yillarda artig goriillmektedir. Tozlastiricis1 “Teksas’” ve ‘Ne Plus Ultra’ dir. (Anonim,
1990; 2000; 2003).

‘Teksas’ (Mission); 1891 yilinda Birlesik Devletlerin Teksas eyaleti civarinda
tespit edilen bu c¢esidin en onemli Ozelliklerinden biri ‘Nonpareil’ e gore geg
ciceklenmesidir. Agaglar1 yiiksek verimlidir ve meyvelerinin ticari degeri yiiksektir.
Kabugu yumusak olup, i¢ badem kalitesi orta ve ¢ift badem oranm %215-30
arasindadir. ‘Teksas’ ¢esidinde agaglarin biiylimesi dikine olup, agaglarinin 6mrii ¢ok
uzun degildir. Pseudomonas amygdali’ nin meydana getirdigi dal ve govdede olusan
kahverengi lekeler siirgiinlerin 6lmesine neden olan Ceratocystitin (dal kanseri)
olusmasina neden olmaktadir. Tozlastiricisi ‘Nonpareil’ ve ‘Ne Plus Ultra> dir
(Anonim, 1990; 2000; 2003).



‘Ne Plus Ultra’; Bu c¢esit, uzun siiren seleksiyonlar sonucunda 1879 yilinda
A. T. Hatch tarafindan elde edilmistir. Ozellikle meyveleri sanayiye uygun olan bir
cesittir. Olumsuz yani, ikiz meyve olusma oranimnin %20 gibi yiiksek bir oranda
olmasidir. Kaliforniya grubu bademlerindendir. Onemli bir diger ozelligi de su
stresine kars1 ¢ok hassas olmasidir. Su stresinde tomurcuk ve meyve dokiimlerine
sitkea rastlanmaktadir. Verimli bir ¢esit olan ‘N.P. Ultra’ uzun oOmiirlidir ve
randiman1  %45-48 civarindadir. Tozlastiricist  ‘Nonpareil” ve ‘Marcona’ dir
(Anonim, 1990; 2000; 2003).

‘Drake’; Bu gesit, 1880 yilinda Suisun’ da bulunmustur. Cigeklenme,
‘Nonpareil” den 5 giin sonra, hasadi ise eylil ayr sonunda veya daha geg
yapilmaktadir. Meyveleri sert kabuklu ve orta iriliktedir. Pazar degeri yiiksek olan
‘Drake’ ¢esidi, pastacilik ve sekerleme sanayinde aranilan bir gesittir. Cok fazla ikiz
meyve gerceklesmektedir. Tozlastiricist ‘Nonpareil” ve ‘Teksas’ dir (Anonim, 1990;
2000; 2003).

Geleneksel iiretimde kullanilan gesitlere ek olarak, daha derinlerdeki mineral
ve sulara ulagsma basarisin1 gdsteren dogal ve melez olarak yetismekte olan bitkilere
yani anaglara da badem g¢esitleri igerisinde ¢ok fazla rastlanmaktadir. Anag¢ olarak
oncelikle ac1 badem kullanilmis olsa da daha sonra tekdiize fidanlik bitkileri 6rnegin;
Kaliforniya’ da ‘Teksas’, Ispanya’ da ‘Desmayo Largueta’, ‘Atocha’ ve ‘Garrigues’
(Felipe, 1989) ve Israil’ de ‘Alnem’ (daha ¢ok nematodlara direncli) gesitleri
kullanilmigtir (Kochba ve Spiegel-Roy, 1976). Yakin zamanda, badem ¢ogiirlerinin
sahip olduklar1 kazik koklerden dolayi ilk ekildigi derin su ve madenli topraklarda
erisemedigi derinliklere, kok sistemleri daha derine wulasan bademXseftali
melezlerinin kullanilabilir (Kester ve Grasellely 1987; Felipe 2000). Sulu kosullar
altinda, hatta doymus topraklara ekilen bademlerin kazik kdoklerinde, bogulma
hastaligina daha fazla yatkinlik goriilmektedir. Bu nedenle, badem anaglar1 kurak
topraklarda daha ¢ok tercih edilmektedir. Kiregli topraklara asiri dayanikli olmasina
karsin, drenaji olmayan agir topraklara dayanimi iyi degildir. Badem kazik kok
yapma egilimindedir ve sagak kok olusturma egilimi azdir. Tiipli badem fidani
tiretimi ile hem saglikli sacak kok eldesi hem de arazide fidan kaybi azaltilabilinir.

Badem tohumlarinin genetik yapilarinin heterozigot olmasindan dolayi, elde edilen



cogiirler homojenlik gostermez. Badem anaglart genel olarak kok ¢iiriikliigiine ve

nematodlara kars1 hassaslardir (Anonim, 1990; 2000; 2003).

‘Nemaguard’ Anaci; ‘Nemaguard’ anaci, P. persica ve P. davidissima
melezidir. Kok nematodlarina karsi direnci iyidir. Nematod ile bulasik yerlerde
tireticiler tarafindan bu anag tercih edilmelidir. ‘Nemaguard’ anacinin higbir badem
¢esidiyle uyusma problemi yoktur. Gerek aga¢ 6mrii (ekonomik 6miir) gerekse verim
istenilen diizeyde degildir. Bu nedenle, nematod ile bulasik olmayan yerlerde anag
olarak tercih edilmemelidir. Bu badem anaci ile olusturulan bahgelerde verim ve

erken meyveye yatma orani daha yiiksektir (Anonim, 1990; 2000; 2003).

Erik Anaci; Agir topraklarda erik anaglarindan ‘Marianna-2624’ anaci,
bademe ana¢ olarak kullanilmalidir. Kok funguslarinin sikinti yaratabilecegi
bolgelerde ‘Marianna-2624’ anag¢ olarak segilebilir ancak, bu anag toprak kokenli
bir¢ok hastalik ve zararlilara kars1 dayanikli degildir. ‘Marianna-2624’ anaci iizerine
asili bademlerde verime yatma ge¢ olup, agaclarin verimliligi orta diizeydedir.
Agaclarin gelisim diizeyi de yeterli olmamaktadir. Bunun yani sira, bazi badem
cesitlerinin ‘Marianna-2624’ ile uyusma sorunu bulunmaktadir. ‘Myrobolan P 34-16’
anact da bademe ana¢ olarak kismen kullanilmaktadir. Phytophthora, Armillaria,
Agrobacterium gibi hastaliklara karsi, badem ve seftali anaglarmna gore daha
dayaniklidir. Erik anaglari, su tutan ve kok ¢liriikliigii ile bulasik alanlarda kullanilir.
Ancak erik anaglari, genellikle bademle iyi uyusma gostermemekte ve bu nedenle
diisiik verimli ve meyvelerin biiyiik bir kisminda da dis kabugun bademe yapisik
olmasi yiiziinden agaglar kisa 6miirlii olmaktadir. Yapilan ¢aligmalarda ‘Montizo-
646> ve ‘Monpol’ isimli klonal erik anaglarindan olumlu sonuglar alinmistir

(Anonim, 1990; 2000; 2003).

Seftali Anaci; Ozellikle Kaliforniya® da badem anaci olarak yaygin bir
sekilde kullanilmaktadir. Badem anaglarina gore daha erken verime gelmeleri avantaj
olarak goriilmektedir. Ancak, bu anaglarin ekonomik Omriiniin badem ¢ogiirti
anaclarina gore daha diisiik olmasi ise dezavantaj olusturmaktadir. Toprak istegi
yoniinden segici olan bu anag, bazi toprak kokenli hastaliklara kargi da hassastir.
Kire¢ oran1 ve pH derecesi yiiksek olmayan topraklarda seftali bademe anag¢ olarak

kullanilabilir. Sulanan topraklarda seftali lizerine asili agaglar, ilk yillarda hizh



gelisir ve 15-20 yillik badem anacina gore daha ¢ok meyve verir ve erken meyveye
yatar. Agaglarin 6mrii ise kisadir (Anonim, 1990; 2000; 2003).

Seftali x Badem Melez Anaclari; Baz iilkelerde Fransa’ da iiretime sokulan
vejetatif ¢ogaltmaya uygun ‘GF 577’ ve ‘GF 677’ gibi ¢esitleri anag olarak
kullanilmaktadir. Seftali x badem melezleri, genel olarak degisik toprak kosullarina
uyabilmektedir. Melezler ¢ok kuvvetli olup, kok sistemleri iyi tutunmaktadir.
Bunlarin olumsuz yani ise nematodlara kismen hassas olmalaridir. Son yillarda,
ozellikle Birlesik Devletler’ de ‘Hansen 2168’ ve ‘Hansen 536” klon hibritleri, anag
olarak kullanilmaya baslanmistir. Yogun yetistiricilik yapilan iilkelerde klon anaglari
gittikce yayginlasmaktadir. Bu klon anaglari, odun ¢elikleri ve doku kiiltiirleri ile
tiretilip, fidanliklarda kullanilmaya baslanmistir (Anonim, 1990; 2000; 2003).

1.6. Geleneksel Uretim ve Karsilasilan Sorunlar

Capraz tozlagma ile ¢ogalan bademin tohum ile tiretimi siirekli bir genetik
varyasyona yol agmakta, bu durum iretim verimini engelleyen bireysel
heterozigoziteye neden olmaktadir. Dolayisiyla geleneksel meyvecilikte homojenite
azalmakta ve farkli tiriin ve kalitede meyve elde edilmesine yol agmaktadir (Giilcan,
1976; Kiden, 1998). Bu nedenle Prunus’ tiirlerinde vejetatif (asilama ve celikle)
tabanli ¢ogaltim tercih edilmektedir (Cheong, 2012). Geleneksel iiretimde bademin
generatif yani tohum yoluyla iiretiminin yani sira, g¢elikle iretimi sirasinda da
celiklerin koklenmesinde karsilasilan sorunlar nedeniyle tiiriin vejetatif {iretimi
azalmaktadir. Bu durum, vejetatif tiretiminde kdéklenme sorununun giderilmesi i¢in
asillamanin tercih edilmesine neden olmaktadir. Asilamada kullanilan ana¢ bitki
sayesinde, zorlu iklim kosullarina, topraginin fiziki ve kimyasal yapisinin zorluguna
ve patojen saldirilarina karsi direngli bitki eldesi de saglanmaktadir (Wu ve ark.,
2007). Asilamanin bu tstiin 6zelliklerinin yani sira, badem ve diger odunsu tiirlerin
asilanmasinda karsilasilan en dnemli sorun asi-ana¢ uyumsuzlugudur. Geleneksel ve
ticari iireticiler bu sorunu ayni cinse ait olan anaclarin (seftali, erik vb. gibi) veya
ticari olarak iiretilmis anaglarin ‘GF-667’ kullanimiyla asmaya ¢alismiglardir. Tiiriin
generatif ve vejetatif gogaltiminda karsilasilan zorluklar nedeniyle, son yillarda
bademde homojen bitki iiretimi igin bitki doku kiiltiirii teknikleri ile klonal ¢cogaltim

onem kazanmistir (Henry ve ark., 1992; Gomez ve Segura, 1995).



1.7. Biyoteknolojik Yontemlerle Cogaltimi

1900°1i yillarin baslarinda Haberlant ile gelistirilmis olan bitki doku kiiltiiri
yontemi, aseptik sartlarda, yapay bir besi ortaminda, hiicre, doku veya organ gibi
cesitli bitki kisimlarindan, kontrollii sicaklik ve 151k sartlarinda yeni doku, bitki veya
bitkisel friinlerin eldesini amaglamaktadir (Thorpe, 2007). Bitki doku kiiltiirii
tekniklerine ait alternatif metotlar, 1960’ I1 yillarin baglarinda rapor edilmistir
(Martinez-Gomez ve ark., 2005). Bitki doku kiiltiiri teknikleri, geleneksel
cogalimda (asilama ve celikleme) karsilagilan zorluklarin giderilmesi igin

kullanilmistir (Cheong, 2012).

Bitki hiicre ve doku kiiltiirleri, Tilkat (2006)’ a gore; 1. Organ Kiiltiirleri, Il.
Doku Kiiltiirleri, Ill. Hiicre Kiiltiirleri (Protoplast ve hiicre siispansiyonlar1), V.

Somatik Embriyogenezis, V. Mikroasilama seklinde siniflandirilmaktadir.

Bu bes doku kiiltiirii teknigi arasindan tez konusunun temelini olusturan
mikroasilama, in vivo agilamanin in vitro ortama uyarlanmis halidir. Mikroasilama;
aseptik kosullarda in vitro sartlarda yetistirilen anaglar tizerine mikrogeliklerin
asilanmasi islemi olup, 1980’11 yillardan sonra gelisme gosteren bir mikrogogaltim
yontemidir (Yildirim ve ark., 2010). Ayrica doku kiiltiirii yoluyla iiretilen bitkilerin
bah¢e kosullarina aktarilmasinda kullanilan yardimci bir yontemdir (Onay ve ark.,
2003).

Mikroasilama teknigi geleneksel ¢ogaltimda ve diger doku kiiltiiri
tekniklerinde ortaya ¢ikan bazi sorunlarm giderilmesinde kullanilmistir. Ornegin,
turungta (Citrus spp.) siirgiinlerin genglestirilmesinde (Navarro ve ark., 1975) ve
virlis ve patojenden ari bitki eldesinde (Navarro ve ark., 1975); tiziimde (Vitis spp.)
ana¢ ve c¢elik uyumsuzlugunda (Pathirana ve McKenzie, 2005); antepfistiginda
koklenme sorununun giderilmesinde (Onay ve ark., 2004) kullanilmistir. Badem ve
tiyesi oldugu Prunus cinsine ait onemli bazi tiirlere ait mikrogogaltim (Socias i
Company ve ark., 2012) ve mikroasilama (Yildirm ve ark., 2010; Isikalan ve ark.,

2011) calismalarina da literatiirde rastlamak miimkiindir.
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1.7.1. Prunus Cinsine Ait Baz1 Tiirlerin Mikrocogaltimi

Bademin de dahil oldugu Prunus cinsine ait meyve veren veya siis bitkisi
olarak kullanilan tiirlerde, meristem, gdvde ucu ve vejetatif tomurcuk gibi organlarin
kullanildigi mikrogogaltim ¢alismalari bulunmaktadir; Quoirin ve Lepoivre adli
arastiricilarin 1977 de yapmis olduklari ¢alismada Prunus tiirlerine ait meristem

pargalar1 kullanilmstir.

Prunus cinsleri igerisinde meyvesi yenen tlirlere ait ¢alismalara baktigimizda;
kayisida (Prunus armeniaca var. Helena) meristemleri (Perez-Tornero ve ark., 1999)
ve siirgiin uclart (Kramarenko, 1999); kirazda (Prunus avium var. F12/1) ve yabani
Kirazda siirgiin uglar1 (sirastyla Nemeth, 1979 ve Hammat ve Grant, 1997); visne de
(Prunus cerasus var. Schattenmorella, Northstar, Kelleris ve Nefris), visne
anaglarinda (Theiler-Hedritch ve Feutch 1985; Borkowska 1989) ve erikte (Prunus
cerasifera Ehrh. var. Santarosa) siirgiin uglari (Rogalski ve ark., 2003); seftalide
(Prunus persica var. Carelli) ise yanal siirglin uclart kullanilarak (Teixeira ve ark.,

2003) mikrogogaltim ¢alismalar1 bulunmaktadir.

Ayrica Prunus cinsine ait siis bitkisi olarak kullanilan tiirler arasinda ise P.
serotina Ehrh. (Hammat ve Grant, 1997), P. fruticosa L. (Pruski ve ark., 2005), P.
tomentosa L. (Pruski ve ark., 2005), P. serrulata (Hokanson ve Pooler, 2000) ve P.
mume (Harada ve Murai, 1996) gibi onlarca tiire ait mikrogogaltim g¢alismalari
bulunmaktadir (Aktiirk, 2009; Cheong, 2012).

Mikroasilama calismalar1 ise; farkli Prunus tiirlerinde (Colin ve Verhoyen
1975); Prunus armeniaca, Prunus persica ve Prunus cerasifera (Martinez ve ark.,
1979); Prunus persica (Mosella-Chancel ve ark., 1980); Prunus armeniaca
(Damiano ve ark., 1988) ve Prunus avium (Amiri, 2006) bulunmaktadir.

1.7.2. Bademin Mikro¢ogaltim

Farkli badem c¢esitleri ile gerceklestirilen mikrogogaltim galismalarinda, in
vitro kiiltiir kosullarinda {iretim verimi iyilestirilmeye ¢alisilmistir (Tabacknik, 1977;

Rugini ve Verma, 1983; Antonelli, 1992; Caboni ve Damiano, 1994; Miguel ve ark.,
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1996; Ainsley ve ark. 2000, 2001; Martins ve ark., 2004; Akbas ve ark., 2009, Naml1
ve ark., 2011). Yine bu calismalara ek olarak, bademde in vitro kosullarda
altkiltirleme sikliginin (Grant ve Hammat, 1999), besiyerinde farkli karbon
kaynaklarinin (Harada and Murai, 1996; Nowak ve ark., 2004), farkli demir
kaynaklarinin (Molassiotis ve ark., 2003) ve farkli bitki biiylime diizenleyicilerinin
kullaniminin (Pruski ve ark., 2000) etkileri arastirilmistir. Yine bademde Mycorrhiza
patojenlerine karsi savunma ile ilgili ¢alismalar ve mikrocogaltilmis bitkiciklerin
topraga aktarimindan sonraki biiyiime kosullarinin belirlenmesine yonelik yapilan
calismalar da bulunmaktadir (Hammerschlag ve Scorza, 1991; Hammat, 1999; Marin
ve ark., 2003). Mikrogogaltim c¢aligmalarina ek olarak, bademde ¢esitlerin
mikrocogaltimi ve koklendirilmesi i¢in mikroasilama tekniginin kullanildig
calismalarda (Ghorbel ve ark.,1998; Channuntapitat ve ark., 2003; Yildirim ve ark.,
2010; Isikalan ve ark., 2011) literatiirde bulunmaktadir.

Mikroagilama gibi Klonal ¢ogaltimda kullanilan teknikler, in vitro ¢ogaltim
teknikleri olarak ifade edilmektedir ve bu teknigin uygulanmasmin amaci ayni
genetik yapiya sahip bitkilerin iiretimidir. Ancak, bu tekniklerde gerek ortam gerekse
igsel beklenmeyen ve kontrol edilemeyen varyasyonlar da ortaya cikabilmektedir
(Kaya, 2011). Bu tiir varyasyonlar, dogal olarak meydana gelmektedir ve bunlar ya
hiicrelerdeki genetik degisimler ya da hiicre ve dokulardaki gecici degisimler olarak
ifade edilmektedir. /n vitro ¢ogaltim amagl vyiiriitiilen ¢alismalarda varyasyonlar
genellikle istenmemektedir. Bu nedenle in vitro ¢ogaltimda en giivenilir doku kiiltiirti
tekniklerinin kullanilmasi (6rnegin, mikrogogaltim ve mikroasilama) bilyilk 6nem
tagimaktadir. Yine de hangi teknik kullanilirsa kullanilsin, in vitro ¢ogaltim siiresince
genetik degisimin ortaya ¢ikma olasiligt bulunmaktadir. Bitki 1slahinda dogal
varyasyonun azaldigi veya varyasyon meydana getirmenin zor oldugu durumlarda
avantajli olarak degerlendirilen bu varyasyon, yeni bir kaynak olarak goriilmekte ve
doku kiiltirlerinde ortaya c¢ikan bu kalitsal degisikliklerin timii “somaklonal

varyasyon’ olarak tanimlanmaktadir (George, 1993).

Somaklonal varyasyon, in vitro kosullarda rejenere olan bitkiler arasinda ortaya
cikabilen, genetik (Evans, 1988) veya epigenetik (Li ve ark., 2008) kokenli
degisikliklerdir. Somaklonal varyasyon, kromozomal anomaliler, fenotipik mutasyon

sikligl, dizi degisimi, gen aktivasyon ve susturulmasi sonucunda goriilebilmektedir
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(Kaeppler ve ark., 2000). Bitkilerin kiigiik bir kap igerisinde, yapay bir ortamda
gelismeleri, bitkide strese neden olabilmekte ve bu stres de bitkilerin genetik
biitiinliigiinii  etkileyebilmektedir. [n vitro ¢ogaltimda kullanilan, ¢ogaltim
kaplarindaki bitkilerin bulundugu ortam biiyiikliigli, yine bu ortamda biriken etilen
ve CO, gibi gazlar, besi ortamina eklenen bitki biiylime diizenleyicileri ve diger
bir¢ok faktor, bitkilerde stres sinyallerinin olusmasina neden olarak, bazi metabolik
yolaklarin aktive ya da inaktive olmasi ya da degismesine yol agmaktadir. Bu durum
ana (verici) bitki ile klonlar1 arasinda genin dizisinde veya ifadesinde degisimine
neden olabilmekte ve bu da ilgili klonlarda fenotipik, genotipik ve sitolojik

degisikliklerin goériilmesine yol agmaktadir (Larkins ve Scowcroft, 1981).

1.8. Somaklonal VVaryasyon

Bitki doku kiiltiirii sonucunda olusabilecek somaklonal varyasyonlarin
belirlenmesi  amaciyla, DNA temelli bircok farkli molekiiler belirteg
kullanilmaktadir. Genom dizisinde olusan degisikliklerin belirlenmesi i¢in en ¢ok
kullanilan belirtecler; RAPD (Rastgele Cogaltilmis Polimorfik DNA, Williams ve
ark. 1990), ISSR (Basit Tekrarli Diziler Arast Polimorfizmi, Zietkiewicz ve
arkadaslari, 1994) ve AFLP (Cogaltilmis Parcalarin Uzunluk Polimorfizmi, Vos ve
ark. 1995) iken, gen ifadesinde olan varyasyonlarin tespiti igin bi-siilfit dizileme (EI-
Maarri, 2003) ve MSAP (Metilasyona Duyarli Cogaltilmis Polimorfik DNA, Reyna-
Lopez ve ark., 1997) tekniklerinin kullanimi tercih edilmektedir.

Tez calismasi kapsaminda ise mikroasilanan farkli badem cesitlerinde olasi
somaklonal varyasyonlarin belirlenmesi i¢in RAPD ve ISSR teknikleri kullanilmistir.
Bu tekniklerden RAPD 6n dizi bilgisine gerek duymaksizin rastgele secilen kisa
primerlerle genomun rastgele taranmasi ve olasi varyasyonun belirlenmesine olanak
saglamaktadir. Tez kapsaminda kullanilan ikinci teknik olan ISSR ise 6zellikle basit
tekrar dizileri (mikrosatellit) arasinda kalan dizilerin ¢ogaltilmasini hedefleyen ve
mikrosatellit dizileri ardina 1-2 veya daha fazla baz eklenerek hazirlanmis primerler
ile genomu tarayarak, varyasyonun belirlenmesini saglamaktadir Son yillarda bu
tekniklerin tek basina kullanilmalarinin somaklonal varyasyonun belirlenmesi i¢in

yetersiz oldugu ve bu nedenle genetik kararliliklarinin en az iki farkli molekiiler
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belirteg ile irdelenmesi gerektigi vurgulanmaktadir (Palombi ve Damiano, 2002,
Martins ve ark., 2004).

1.8.1. Baz1 Prunus Tiirlerine Ait Somaklonal Varyasyon

Belirleme Calismalar:

Literatiirde Prunus tiirlerinde mikrogogaltim ¢aligmalarini takiben klonlarda
olusacak olas1 somaklonal varyasyonun belirlenmesine yonelik sinirli sayida ¢alisma
bulunmaktadir. Ornegin; P. persica’ nin kallus kiiltiirlerinde (Hashmi ve ark., 1997)
ve P. armeniaca var. El-Hamawey ¢esidinin siirgiin ucu meristemleri kullanilarak
cogaltilan klonlarinda (Soliman ve ark., 2012) varyasyonlar RAPD belirtegleri ile P.
avium var. Hedelfinger yaprak eksplantlarindan elde edilen klonlarda (Piagnani ve

ark., 2005) ise ISSR belirteci ile somaklonal varyasyon irdelemistir.

1.8.2. Bademde Somaklonal Varyasyon Cahismalari

Tez konusunu olusturan bademin ozellikle bazi ¢esitlerinin mikrogogaltim
calismalar1 sonrasinda genetik degisimlerini arastiran calismalar sinirhdir ve
genellikle yapilan calismalar gesitler arasi genetik akrabaliklarin belirlenmesine
yoneliktir (Socias i Company ve ark., 2012). Martins ve arkadaglar1 (2004) ve
Sarmento ve arkadaslar1 (2005)’ de aksillar tomurcuklardan elde edilen klonlarin
genetik kararliliklarini RAPD ve ISSR belirtegleri kullanilarak, irdelemistir. Ancak
literatiirde tez calismasinin konusu olan mikroasilama sonrasinda ¢ogaltimi yapilan
klonlarin, genetik kararliliginin molekiiler belirteglerle irdelenmesine yonelik bir

calisma bulunmamaktadir.

1.9. Tezin Amaci

Badem cesitlerinin yetistirilmesinde ve iiriin alimlarinda, i¢ randiman ve meyve
dolgunlugu o6nemlidir. Badem geleneksel yetistiricilikte tohumdan c¢ogaltilirken,
koklenmesinde karsilagilan sorunlar asilama tekniginin kullanilmasina neden

olmustur. Bununla birlikte asilamada kullanilan ana¢ ve as1 kalemi arasinda uyum
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sorunlar ile karsilagilmaktadir. Bu nedenle, son zamanlarda tiiriin ¢ogaltiminda in
vitro kosullarda gergeklestirilen mikroasilama tekniginin uygulanmasi Onem
kazanmistir. Ancak mikroasilama sonrasinda elde edilen bitkilerin diizenli
altkiltirlemeler ile ¢ogaltimi sirasinda klonlarda olusabilecek genetik kararliliklarin
irdelendigi ¢alisma veya ¢aligmalar bulunmamaktadir. Bu nedenle, tez kapsaminda
mikroasilanan ‘Teksas’, ‘Ferrastar’ ve ‘Nonpareil’ ¢esitlerine ait bitkicikler 3, 6, ve 9
ay sire ile altkiiltiirlenerek c¢ogaltilmis ve olusan bitkiciklerden genomik DNA
izolasyonu yapilarak, molekiiler belirtegler (RAPD ve ISSR) yardimiyla, asilama ve
mikrogogaltim sonrasinda olusabilecek somaklonal varyasyonlar belirlenmistir.
Dolayisiyla tezin amaci, mikroasilama ve mikrogogaltim sonrasi elde edilen

klonlarin genetik kararliliklarinin molekiiler belirtegler ile irdelenmesidir.
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Materyal

2.1.1. Genomik DNA (gDNA) Izolasyonu ve Polimeraz
Zincir Reaksiyonu (PZR) Icin Gerekli Kimyasallar

ve Cihazlar

Tez ¢aligmasinin konusunu olusturan ticari badem g¢esitlerine ait ana bitki ve
klonlarinin gDNA izolasyonu (i-genomic Plant DNA extraction Mini Kit (Intron
Biotechnology, Inc., Katalog Numarasi; 1737,50) ve goriintiilenmesi i¢in kullanilan
kimyasallar ve cihazlar, sirasiyla Cizelge 2.1., 2.2. ve 2.3.” de sunulmustur. PZR
reaksiyonlar1 ve goriintiileme islemleri i¢in kullanilan kimyasallar ve cihazlar ise

Cizelge 2.4 ve 2.5’ de listelenmistir.

Cizelge 2.1. Ana bitki ve klonlarin gDNA izolasyonu i¢in kullanilan kitte bulunan

tamponlar ve saklama kosullari.

Tamponlar Saklama Kosullar

PG Tamponu (Liziz Tamponu) 25°C
PPT Tamponu (Coktiirme Tamponu) 25°C
PB Tamponu (Baglanma Tamponu) 25°C
PWA Tamponu (Yikama Tamponu A) 25°C
PWB Tamponu (Yikama Tamponu B) 25°C
PE Tamponu (Eliisyon Tamponu) 25°C
Enhancer Soliisyonu (Ayirim Artirici i

Soliisyon)
RNase A Soliisyonu 20°C

Proteinaz K Soliisyonu 20°C




Cizelge 2.2. Ana bitki ve klonlarin gDNA izolasyonu i¢in kullanilan kimyasallar.

Kimyasal Uretici Firma Katalog Numarasi
Siv1 Azot Messer
Etil alkol (%96) Pro-Lab
Agaroz Merck 1.16802.0250
Tris-HCI AppliChem A3452.0250
Asetik asit Merck 1.00063.2511
EDTA Calbiochem 324503
Etidyum bromiir (EtBr) Sigma E-1510
Jel Yiikleme boyasi Invitrogen 10813-015
A DNA-Hind I11 Fermentas SMO0103

Distile Su (dH,0)

Cizelge 2.3. Ana bitki ve klonlarin gDNA izolasyonu ve miktar tayini igin

kullanilan cihazlar.

Cihaz Ismi

Model Firma Ulke
Derin Dondurucu (-80 C) Forma 8600 Thermo ABD
Derin Dondurucu (-20 'C) GS51NAW30 Siemens  Tiirkiye
Buzdolabi (+4 C) GSF2200 Indesit Tiirkiye
Santrifiij D-78532 Hettich Almanya
Sicak Su Banyosu MP Julaba Almanya
Liyofilizator RC101-RCT90 Jouan Almanya
Vorteks Vortex Mixer VWR ABD
Mikrodalga Firin MW?71E Samsung Malezya
Jel Elektroforezi ve .
Giig Kaynag: MS09092879 Cleaver Ingiltere
Jel Dokiimantasyon ) . )
Cihant Chemidoc XRS BioRad ABD
Nanodrop BioSpec-nano Shimadzu Japonya
Hassas Terazi TP3030 Denver ABD




Cizelge 2.4. PZR reaksiyonu i¢in kullanilan kimyasallar.
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Kimyasal Adx Firma Ad1 Katalog Numarasi
Taq DNA polimeraz PZR Kkiti Intron Biotech. 25022
dNTP Intron Biotech. 25022
MgCl, Intron Biotech. 25022
Agaroz Merck 1.16802.0250
Tris-HCI AppliChem A3452.0250
Asetik asit Merck 1.00063.2511
EDTA Calbiochem 324503
Etidyum bromiir Sigma E-1510
Jel Yiikleme boyasi Invitrogen 10813-015
1 kb DNA belirteg Invitrogen 10488-072
100 bp DNA belirteg Invitrogen 10488-058
dH,0

Cizelge 2.5. PZR reaksiyonu i¢in kullanilan cihazlar.

Cihaz Ismi Model Firma Ad Ulke
Termal Dongii Cihazi PTC-200  MJ Research  Amerika
s Hettich
Santrifiij D-78532 Zentrifugen Almanya
Mikrodalga Firin MWT71E Samsung Malezya
: , Cleaver
Jel Elektroforezi ve Gilig MS09092879  Scientific  ingiltere
Kaynagi
Ltd.
Chemidoc BioRad ABD
- : ioRa
Jel Dokiimantasyon Cihazi XRS*
Denver
TP3030 ABD

Hassas Terazi

Instrument
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2.1.2. ‘Ferrastar’, ‘Nonpareil’ ve ‘Teksas’ Ticari Badem

Cesitlerinin Mikroasilanmasi ve Mikrog¢ogaltilmasi

Tez ¢alismasinin konusunu olusturan badem c¢esitlerinin mikroasilanmasi Dicle
Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Bahce Bitkileri Béliimii, Bitki Biyoteknolojisi
Laboratuvari’ nda Yildinm ve arkadaslarmin (2010) gelistirdigi protokole gore
yapilmistir. Kisaca, yapilan ¢alismada olgun materyalden alinan siirglin uglartyla
baslatilan kiiltiirlerden 8 ile 15 mm uzunlugunda alinan as1 kalemi, yabani bademlere
ait tohumlarin in vitro kosullarda ¢imlendirilmesiyle elde edilen govdelere dar
meristemli yarma as1 yontemi ile mikroasilanmigtir. Ayni ekip, mikroasilanan
bitkicikleri, 4 haftada bir altkiiltiirlemis ve ‘Ferrastar’, ‘Nonpareil”’ i¢in 3, 6 ve 9;
‘Teksas’ i¢in ise 6 ve 9. aylarda ¢ogaltilan klonlardan yaprak orneklerini almistir.
Buna ek olarak, mikroasilama yapilmadan once bu gesitlere ait ana bitkiden yaprak
ornekleri alinmistir. Daha sonra hem gesitlere ait ana bitkilerin hem de mikroagilama
ve mikrocogaltim sonrasi elde edilen klonlarin yapraklari (her gesitten belirtilen
altkiltlirler sonrasinda 2 birey olacak sekilde) soguk zincir ile Gebze Yiiksek
Teknoloji Enstitiisii, Molekiiler Biyoloji ve Genetik Bolimii, Bitki Biyoteknolojisi
Laboratuvari’ na aktarilmis ve gDNA’ lar1 izole edilene kadar -80'C’ de saklanmustur.
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2.2. Yontem

2.2.1. ‘Ferrastar’, ‘Nonpareil’ ve ‘Teksas’ Ticari Badem
Cesitleri Klonlarindan gDNA’ larin Izolasyonu ve
Miktar Tayini

-80°C ultra derin dondurucuda saklanan yapraklardan i-genomic Plant DNA
extraction Mini Kit (Intron Biotechnology, Inc.) kullanilarak, gDNA izolasyonu
gerceklestirildi. Bu protokole gore, otoklav edilerek steril edilen havanlar ezme
isleminden Once Orneklerin havana yapigsmamasi ve kolay ezilmesi i¢in sivi azotla
sogutuldu. Daha sonra yaprak ornekleri (50 mg) sivi azot ile ezildi ve 1.5 ml’ lik
ependorf tiiplere dagitildi. ik olarak tiiplere sirasiyla, 390 ul liziz tamponu, 7 ul
ayirimi daha iyi saglamak i¢in “enhancer” soliisyonu, 20 pl Proteinaz K ve 5 ul
RNase eklendi ve tiipler birka¢c defa vortekslenmeyi takiben agzi parafin ile
kapatilarak, 65C su banyosunda 30 dakika inkiibe edildi. inkiibasyon islemi
sirasinda yaklasik her 5-7 dakikada bir tiipler ¢evrildi.

Su banyosundaki inkiibasyon asamasindan sonra her tiipe 100 pl ¢oktiirme
sollisyonu eklenerek, tiipler 5 dakika buz icerisinde inkiibasyona birakildi. Buzdan
alinan tiipler, 13.000 rpm de 5 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonras1 tiiplerde
olusan fazlar karismayacak sekilde alinarak, {ist s1v1 yeni tiiplere alindi. Her tiip i¢in,
tiiplerden alinan {ist siviya DNA’ nin bir sonraki agamada kullanilacak olan spin
kolona baglanmasi i¢in 650 ul baglanma tamponu eklendi. Kit igerinde bulunan spin
kolon igeren toplama tiipiine ters-diiz edilen karisimdan 650 pl alind1 ve tiipler 13000
rpm de 1 dakika santrifiij edildi. Toplama tiipiinde kalan siv1 atildi. Spin kolon yeni
bir toplama tiipiine alindi ve 700 pL yikama tamponu eklendi. Tiiplerin 13.000
rpm’de 1 dakika santrifiij edilmesinin ardindan toplama tiipiinde biriken siv1 atildi ve
daha sonra spin kolon yeni bir toplama tiipiine aktarildi. 700 pl yikama tamponu
(Stoga kullanilmadan 6nce belirtilen miktarda %96°lik etil alkol eklendi) eklendi ve
tiipler 13.000 rpm de 1 dakika santrifiij edildi. Toplama tiipiinde kalan siv1 atildi ve
spin kolon dikkatli bir sekilde 1.5 ml’lik yeni ependorf tiipe yerlestirildi. Son olarak

spin kolondaki membran {izerine gelecek sekilde 50 pl eliisyon tamponu eklenerek,
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13000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi ve tiipte biriken sivi (gDNA) -20'C* da

saklandi.

DNA izolasyonunun ardindan, tiim orneklere ait genomik DNA’lar, A-HindllI
kesimi belirteg (Cizelge 2.6) ile birlikte %1’lik agaroz jele yiiklenerek, 80V’da 40
dakika boyunca yiiriitiildii.

Cizelge 2.6. Jele yiiklenen orneklerin hazirlanmasi

Yiiklenen
Kimyasal Eklenen Miktar (ul)
gDNA 3
Yiikleme boyasi (1x) 1
dH,O 8
Belirte¢ (A-Hindl11 5
kesimi)
dH,O 10

2.2.2. ‘Ferrastar’, ‘Nonpareil’> ve ‘Texas’ Ticari Badem

Cesitlerine Ait Klonlarin Genetik Analizleri

2.2.2.1. RAPD-PZR Analizleri

Elde edilen klonlar ile ana bitki arasindaki genetik kararlilik 6ncelikle RAPD
analizleri kullanilarak, irdelenmistir. Analizde 20 adet (Cizelge 2.7) RAPD primeri
kullanilmigtir. gDNA’ nin amplifikasyonu tiip basina, 1x PZR tampon [10 mMTris-
HCI (pH 8.3), 50 mM KCl], 2.5 mM MgCl,, 80 uM dNTP karisimi (dATP, dGTP,
dCTP ve dTTP), 50 ng primer, 50 ng DNA kalib1 ve 2U Taq DNA polimeraz (Intron
Biotechnology, 1-Tag™) igerecek sekilde toplamda 25 pl reaksiyon hacminde
gerceklestirildi. Termal dongii cihazinda (MJ Research INC PTC-200)
gerceklestirilen PZR reaksiyonu igin optimize edilen program, ilk olarak kalip
DNA’nin 95°C’ta 5 dk 6n denaturasyonunu takiben, minimum 35 dongii olacak
sekilde, 95°C’ta 30 sn, reaksiyonda kullanilan primerlere 6zgii baglanma sicakligi
olan 35°C’ta 1 dk, 72°C’ta 1 dk 40 sn ve PZR reaksiyonun tamamlanmasi igin, son



21

final uzama basamagi igin 72°C’ta 8 dk inkiibasyonu i¢cermektedir. Bu yonteme gore

yapilan PZR programina ait tim asamalar Cizelge 2.8’ de listelenmistir.

Cizelge 2.7. Genetik analizlerde kullanilan RAPD-PZR primerleri.

Primer Ismi

Baz Dizisi (5’ —3")

K-01
K-02
K-03
K-04
K-05
K-06
K-07
K-08
K-09
K-10
K-11
K-12
K-13
K-14
K-15
K-16
K-17
K-18
K-19
K-20

CATTCGAGCC
GTCTTC GCA A
CCAGCTTAGG
CCGCCCAAAC
TCT GTC GAG G
CACCTTTCCC
AGC GAG CAAG
GAA CACTGG G
CCCTACCGAC
GTG CAACGTG
ATTGCCCCAG
TGGCCCTCAC
GGT TGT ACCC
CCCGCTACAC
CTCCTGCCAA
GAG CGT CGA A
CCCAGCTGTG
CCT AGT CGA G
CAC AGG CGG A
GTGTCG CGAG
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Cizelge 2.8. RAPD-PZR analizinde kullanilmig olan program basamaklart.

. Primer .

. Denatiirasyon - Primer Uzamasi

Dongiiler o Baglanmasi o

95°C o 72°C
35°C

On Denatiirasyon 5 dakika - -

1-35 Dongii 30 saniye 1 dakika 1 dakika 40 saniye
36. Dongii - - 8 dakika

PZR iirtinlerinin amplifiye olup olmadiklarinin tespiti i¢in; balon joje igerisinde
750 mg agaroz ve 75 ml 1x TAE (Tris-Asetik asit-EDTA) tamponu ile karistirildi ve
mikrodalga firinda eritildi. 5-10 dakika oda sicakliginda sogumasi beklenen agaroz
jele, DNA’ larin UV 15181 altinda goriilebilmesi igin EtBr eklenip, karistirildi. Jel
daha sonra 20 kuyuluk tarak igeren jel kasting sistemine dokiildii ve jelin
polimerlesmesi beklendi. Polimerlesmenin ardindan jel, tarak ve kasting sisteminden

alinarak tray tizerinde 1X TAE yiiklii elektroforez tankina konuldu.

RAPD-PZR’ a 6zgii rastgele primerlerle ¢ogaltilan PZR firiinleri, toplamda 12
ul yiikkleme 6rnegi olacak sekilde 11 pl RAPD-PZR iiriinii ve 1 pl yiikleme boyasi
eklenerek, agaroz jele yiiklendi. Olusan bantlarin biiyiikliiklerinin belirlenmesi i¢in
jele 100 bg (1.5 pl) ve 1 kb (1.5u1+9 ul dH,0) DNA Ladder’ da agaroz jele yiiklendi.
Jel, 80 V’da 90 dk yiiriitildiikten sonra jel dokiimantasyon cihazinda (Biorad
Chemidoc XRS™) UV 151k altinda dijital olarak goriintiilendi.
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2.2.2.2. ISSR-PZR Analizleri

Tez kapsaminda elde edilen klonlar ile ana bitki arasindaki genetik kararlilik
ISSR-PZR belirtecleri kullanilarak da degerlendirilmistir. Analizde toplam 16 adet
(Cizelge 2.9) ISSR primeri kullammustir. ISSR-PZR analizlerinde tekrar bolgeleri
arasin1 hedef alan 6zgiin primerle gDNA’ nin ¢ogaltimi, 1x PZR tampon [10
mMTris-HCI (pH 8.3), 50 mM KCI], 2.5 mM MgCl,, 80 uM dNTP karigimi (dATP,
dGTP, dCTP ve dTTP), 50 ng primer, 50 ng DNA kalib1 ve 2U Tagq DNA polimeraz
olmak tizere toplam 25 ul reaksiyonluk final hacimde gergeklestirilmistir. Termal
dongii cihazinda (MJ Research INC PTC-200) gerceklestirilen PZR reaksiyonu igin
optimize edilen program, ilk olarak kalip DNA’ nin 95°C’ta 5 dk on
denaturasyonunu takiben daha sonra minimum 35 dongii olacak sekilde, 95°C’ta 30
sn (denaturasyon), 45-55°C” ta 1 dk (primer baglanmasi), 72°C’ta 1 dk 40 sn (uzama)
ve PZR reaksiyonun tamamlanmasi i¢in, son final uzama basamagi i¢in 72°C’ta 8 dk
inkiibasyonu igermektedir. ISSR reaksiyonu igin segilen primerlere ait baglanma
sicakliklart kullanilan her primer i¢in, primer dizisine bagli olarak, degismektedir.
Tez kapsaminda kullanilan ISSR primerleri i¢in belirlenen baglanma sicakliklart,
ISSR-10 primeri i¢in 50°C; ISSR-11 primeri i¢in 45°C; ISSR-13 primeri i¢in 52°C;
ISSR-14, ISSR-17, ISSR 19, ISSR 1 ve ISSR-2 primerleri i¢in ise 55°C” tir. ISSR-
PZR reaksiyonunda kullanilan amplifikasyon programinin basamaklar1 Cizelge 2.10’

da sunulmustur.



Cizelge 2.9. Genetik analizlerde kullanilan ISSR-PZR primerleri.
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Primer Ismi

Baz Dizisi (5’ —3")

ISSR-1
ISSR-2
ISSR-3
ISSR-4
ISSR-5
ISSR-6
ISSR-10
ISSR-11
ISSR-12
ISSR-13
ISSR-14
ISSR-15
ISSR-16
ISSR-17
ISSR-18
ISSR-19

GAG AGA GAG AGA GAG AT
GAG AGA GAG AGA GAG AC
CAC ACACACACACACAT
CAC ACACACACACACAC
CTCTCTCTCTCTCTCTT
CTCTCTCTCTCTCTCTC
GAG AGA GAG AGC
CAC ACACACAGT
GAA GAA GAA GAA GAAGC
GAA GAA GAA GAA GAA GG
TAG AGA GAG AGA GA
CTCTCTCTCTCT CTCTA
AGA GAG AGA GAG AGA GT
CTTCTTCTTCTTCTTA
CTTCTTCTTCTTCTTG
AACTCTCTCTCTCTCT

Cizelge 2.10. ISSR-PZR analizinde kullanilan program basamaklari.

Primer
Dénsiiler Denatiirasyon Baglanmasi Primer Uzamasi
& 95°C 45°C, 50°C, 72°C
52°C veya 55°C
On Denatiirasyon 5 dakika - -
1-35 Dongii 30 saniye 1 dakika 1 dakika 40 saniye
36. Dongii - - 8 dakika
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PZR {irtinlerinin amplifiye olup olmadiklarinin tespiti i¢in 6rnekler RAPD-PZR
reaksiyonunda ag¢iklandigi sekilde hazirlanmis, jele yiiklenmis ve elektroforez sonrasi

gorlntiilenmistir.

2.2.3. Olusan Bantlarin Degerlendirilmesi, Benzerlik
Oranlarmmin Hesaplanmas1 ve Dendogramlarinin

Olusturulmasi

‘Ferrastar’, ‘Nonpareil’ ve ‘Teksas’ badem ¢esitlerinin mikroasilama sonrasi
cogaltilan klonlarmmin RAPD ve ISSR primerleri ile yapilan PZR reaksiyonlari
sonucu olusan jel profillerinde her bir primer i¢in o ¢eside ait ana bitki ve klonlarda
var olan bantlar i¢in (1) olmayan bantlar i¢in (0) degeri verilerek, veriler toplandi.
Her ¢esit icin RAPD ve ISSR reaksiyonlarina ait veriler, MVSP 3.1 software
(Kovach, 1999) kullanilarak, analiz edildi. Bu yazilim programi ayni zamanda,
Jaccard (1908) benzerlik oranlarini hesaplamakta ve ana bitki ve klonlar arasinda
dendogram olusturulmasinda kullanilmistir. Buna ek olarak, PIC (Polymorphism
Information Content) degeri, PIC= 2Pi(1-Pi) formiilii (Botstein ve ark., 1980; Bhat,
2000) ile hesaplanmustir.
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3. BULGULAR

3.1. izole Edilen gDNA’ larin Miktarlarinin

Belirlenmesi

‘Ferrastar’, ‘Nonpareil’ ve ‘Teksas’ ¢esitlerine ait ana bitki ve klonlara ait
yaprak oOrneklerinden i-genomic Plant DNA extraction Mini Kit ile gDNA
izolasyonlar1 yapildi ve DNA belirteci ile birlikte jele yiiklendi (Sekil 3.1) ve
Nanodrop (Shimadzu bioSpec-nano) cihazi ile A260/A280 nm dalga boyunda 6lgtim
yapilarak, 6rneklere ait gDNA miktarlar1 belirlendi (Cizelge 3.1, 3.2, 3.3).

Hbdlln’ﬂ" '

Sekil 3.1. ‘Ferrastar’ (F), ‘Nonpareil’ (N) ve ‘Teksas’ (T) cesitlerine ait izole
edilen gDNA” larin jel goriintiisii. B: A DNA-Hind 11l DNA; A: Ana Bitki, 3-1
ve 3-2: mikroasilamadan sonra 3. alt kiiltire ait klonlar, 6-1 ve 6-2:
mikroasilamadan sonra 6. alt kiiltiire ait klonlar, 9-1 ve 9-2: mikroasilamadan

sonra 9. alt kiiltiire ait klonlar.



Cizelge 3.1. ‘Ferrastar’ ¢esidine ait ana bitki ve klonlarin gDNA miktarlari.

Ornek ismi DNA Miktar (ng/nl)
Ana Bitki 110.7

Klon (3-1) 69.4

Klon (3-2) 88.1

Klon (6-1) 99.4

Klon (6-2) 390.0

Klon (9-1) 99.4

Klon (9-2) 193.1

Cizelge 3.2. ‘“Nonpareil’ ¢esidine ait ana bitki ve klonlarin gDNA miktarlari.

Ornek ismi DNA Miktar1 (ng/ul)
Ana Bitki 50.6

Klon (3-1) 123.8

Klon (3-2) 22.5

Klon (6-1) 324.8

Klon (6-2) 309.4

Klon (9-1) 234.4

Klon (9-2) 187.5

Cizelge 3.3. ‘Teksas’ ¢esidine ait ana Bitki ve klonlarin gDNA miktarlari.

Ornek ismi DNA Miktar1 (ng/ul)
Ana Bitki 50.3

Klon (6-1) 400.0

Klon (6-2) 210.6

Klon (9-1) 192.4

Klon (9-2) 375.5
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3.2. RAPD-PZR Analizlerinin Degerlendirilmesi

3.2.1. P. dulcis ‘Ferrastar’ Cesidi icin RAPD-PZR

Analizlerinin Degerlendirilmesi

RAPD-PZR analizleri i¢in denemeye alinmis olan 20 primer (K-01-K-20)
arasindan ‘Ferrastar’ ¢esidi i¢in K-01, K-04, K-06, K-07, K-10, K-13, K-14, K-15,
K-18 ve K-20 primerleri ana bitki gDNA’ sinin g¢ogaltimi ¢alismalarinda bant
tretkenliginin az olmast veya hi¢ olmamasi nedenleriyle klonlar ig¢in
degerlendirmeye alinmadi. K-02, K-03, K-05, K-08, K-09, K-11, K-12, K-16, K-17
ve K-19 primerleri ise ana bitkide yeterli (en az 2 bant) bant iirettiginden (Sekil 3.2),
klonlara ait gDNA’ larda bu primerler ile amplifiye edilmis, ¢ogaltim iiriinleri ve ana
bitki ile birlikte bir belirtegle jele yiiklenerek, jel goriintiileri sirasiyla Sekil 3.3, Sekil
3.4, Sekil 3.5, Sekil 3.6, Sekil 3.7, Sekil 3.8, Sekil 3.9, Sekil 3.10, Sekil 3.11, Sekil
3.12° de sunulmustur. Her RAPD primer jel goriintiisii i¢in yapilan bant yorumlari
var olan bant i¢in 1; olmayan bant i¢in O verilerek degerlendirilmis ve bu yorumlar
strastyla Cizelge 3.4, Cizelge 3.5, Cizelge 3.6, Cizelge 3.7, Cizelge 3.8, Cizelge 3.9,
Cizelge 3.10, Cizelge 3.11, Cizelge 3.12, Cizelge 3.13° da sunulmustur.
Degerlendirme sonucunda ‘Ferrastar’ c¢esidi i¢in ana bitki ve klonlara ait gDNA’
larin ¢ogaltilmas1 sonrast her RAPD primeri i¢in olusan bant sayisi, polimorfik bant

sayist, polimorfizm yiizdesi ve PIC degeri ise Cizelge 3.14’ de verilmistir.

Sekil 3.2. ‘Ferrastar’ ana materyaline ait gDNA’ nin segilen RAPD primerleri
ile yapilan PZR reaksiyonu ile elde edilen bant profili.
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Sekil 3.3. ‘Ferrastar’ ¢esidine ait, K-02 primeri ile elde edilen RAPD-PZR jel
gorlintiisti. B: 100 b¢ + 1 kb Ladder DNA A: Ana bitki, 3-1 ve 3-2:
mikroasilamadan sonra 3. alt kiiltiire ait klonlar, 6-1 ve 6-2: mikroasilamadan
sonra 6. alt kiiltiire ait klonlar, 9-1 ve 9-2: mikroasilamadan sonra 9. alt kiiltiire

ait klonlar. Sekilde gosterilen ok polimorfik olan banti géstermektedir.

Cizelge 3.4. ‘Ferrastar’ ¢esidine ait, K-02 primeri ile elde edilen RAPD-PZR bant

sonugclart.
K-02 Primeri
Bant (bg) Klonlar
Ana 3-1 3-2 6-1 6-2 9-1 9-2
1300 1 1 1 1 1 1 1
1120 1 1 1 1 1 1 1
880 1 1 1 1 1 1 1
780 1 1 1 1 1 1 1
680 1 1 1 1 1 1 1
450 1 1 1 1 1 0 0
370 1 1 1 1 1 1 1
320 1 1 1 1 1 1 1
280 1 1 1 1 1 1 1
250 1 1 1 1 1 1 1
190 1 1 1 1 1 1 1




Sekil 3.4. ‘Ferrastar’ ¢esidine ait, K-03 primeri ile elde edilen RAPD-PZR jel
goriintiisii. B: 100 b¢ + 1 kb Ladder DNA A: Ana bitki, 3-1 ve 3-2:
mikroasilamadan sonra 3. alt kiiltiire ait klonlar, 6-1 ve 6-2: mikroasilamadan
sonra 6. alt kiiltiire ait klonlar, 9-1 ve 9-2: mikroasilamadan sonra 9. alt kiiltiire

ait klonlar. Sekilde gosterilen oklar polimorfik olan bantlar1 géstermektedir.
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Cizelge 3.5. ‘Ferrastar’ ¢esidine ait, K-03 primeri ile elde edilen RAPD-PZR bant

sonuglart.

K-03 Primeri

Bant (bg)

Klonlar

Ana 3-1 3-2 6-1 6-2 9-1 9-2

830
780
650
480
400
320
200
120

O O B P B PP R R

1

= I = R N T

1

O O B P B PP

1

I R S e N

1

= R = R N T i

O O L P B P

O O L P B P
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Sekil 3.5. ‘Ferrastar’ ¢esidine ait, K-05 primeri ile elde edilen RAPD-PZR jel
gorlintiisii. B: 100 b¢ + 1 kb Ladder DNA A: Ana bitki, 3-1 ve 3-2:
mikroasilamadan sonra 3. alt kiiltiire ait klonlar, 6-1 ve 6-2: mikroasilamadan
sonra 6. alt kiiltiire ait klonlar, 9-1 ve 9-2: mikroasilamadan sonra 9. alt kiiltiire

ait klonlar. Sekilde gosterilen oklar polimorfik olan bantlari gostermektedir.

Cizelge 3.6. ‘Ferrastar’ ¢esidine ait, K-05 primeri ile elde edilen RAPD-PZR bant

sonuglart.
K-05 Primeri
Klonlar
Bant (bg)
Ana 3-1 3-2 6-1 6-2 9-1 9-2
1100 1 1 1 1 1 1 1
980 1 1 1 1 1 1 1
880 1 1 1 1 1 1 1
670 1 1 1 1 1 1 1
620 1 1 1 1 1 1 1
570 1 1 1 1 1 1 1
480 1 1 1 1 1 1 1
460 1 1 1 1 1 1 1
370 0 o o 1 0 o0 0O
350 0 o o 1 1 0 0
230 1 1 1 1 1 1 1




Sekil 3.6. ‘Ferrastar’ ¢esidine ait, K-08 primeri ile elde edilen RAPD-PZR
jel goriintiisii. B: 100 bg¢ + 1 kb Ladder DNA A: Ana bitki, 3-1 ve 3-2:
6-1 ve 6-2:
9-1 ve 9-2

mikroagilamadan sonra 3.
mikroasilamadan sonra 6.
mikroasilamadan sonra 9. alt kiiltiire ait klonlar. Sekilde gosterilen ok

polimorfik olan bant1 gostermektedir.

Cizelge 3.7. ‘Ferrastar’ ¢esidine ait, K-08 primeri ile elde edilen RAPD-PZR

bant sonuglari.

alt kiltire ait klonlar,
alt  kiultire ait

klonlar,

K-08 Primeri

Klonlar

Bant(b¢) a2 31 32 61 62 91 92

1100
1000
900
800
700
690
580
550
490
420
360
200

1

PR RPRPRPORRLRRER

PR RPRRRPRRPRRPRPRRRER

1

PR RPRRPRPRRPRPRRREPR

1

PRRPRPRRPRRPRRRERR

1

RPRRPRRRPRPRRRRERR

1

PRRPRPRRPRRPRRRERR

1

PRRPRPRRPRRPRRRERR

32
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Sekil 3.7. ‘Ferrastar’ ¢esidine ait, K-09 primeri ile elde edilen RAPD-PZR jel
gorlintiisii. B: 100 b¢ + 1 kb Ladder DNA A: Ana bitki, 3-1 ve 3-2:
mikroasilamadan sonra 3. alt kiiltiire ait klonlar, 6-1 ve 6-2: mikroasilamadan
sonra 6. alt kiiltiire ait klonlar, 9-1 ve 9-2: mikroasilamadan sonra 9. alt kiiltiire

ait klonlar.

Cizelge 3.8. ‘Ferrastar’ ¢esidine ait, K-09 primeri ile elde edilen RAPD-PZR bant

sonugclart.
K-09 Primeri
Bant (bg) Klonlar
Ana 3-1 3-2 6-1 6-2 9-1 9-2
1200 1 1 1 1 1 1 1
950 1 1 1 1 1 1 1
850 1 11 1 1 1 1
800 1 11 1 1 1 1
750 1 1 1 1 1 1 1
620 1 1 1 1 1 1 1
520 1 1 1 1 1 1 1
350 1 1 1 1 1 1 1
280 1 1 1 1 1 1 1
180 1 1 1 1 1 1 1




L100) 2

Sekil 3.8. ‘Ferrastar’ ¢esidine ait, K-11 primeri ile elde edilen RAPD-PZR jel
goriintiisii. B: 100 b¢ + 1 kb Ladder DNA A: Ana bitki, 3-1 ve 3-2:
mikroasilamadan sonra 3. alt kiiltiire ait klonlar, 6-1 ve 6-2: mikroasilamadan

sonra 6. alt kiiltiire ait klonlar, 9-1 ve 9-2: mikroasilamadan sonra 9. alt kiiltiire

ait klonlar.
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Cizelge 3.9. ‘Ferrastar’ ¢esidine ait, K-11 primeri ile elde edilen RAPD-PZR bant

sonuglart.

K-11 Primeri

Bant (bg)

Klonlar

Ana 3-1 3-2 6-1 6-2 9-1 9-2

1200 1 1
1100
1000
800
600
520
480
350
200

R T T e e
e

1
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Sekil 3.9. ‘Ferrastar’ ¢esidine ait, K-12 primeri ile elde edilen RAPD-PZR jel
goriintiisii. B: 100 b¢ + 1 kb Ladder DNA A: Ana bitki, 3-1 ve 3-2:
mikroasilamadan sonra 3. alt kiiltiire ait klonlar, 6-1 ve 6-2: mikroagilamadan
sonra 6. alt kiiltiire ait klonlar, 9-1 ve 9-2: mikroasilamadan sonra 9. alt kiiltiire

ait klonlar.

Cizelge 3.10. ‘Ferrastar’ ¢esidine ait, K-12 primeri ile elde edilen RAPD-PZR
bant sonuglari.

K-12 Primeri
Klonlar
Bant (b¢)
Ana 3-1 3-2 6-1 6-2 9-1 9-2
1200 1 1 1 1 1 1 1
1100 1 1 1 1 1 1 1
1000 1 1 1 1 1 1 1
980 1 1 1 1 1 1 1
820 1 1 1 1 1 1 1
750 1 1 1 1 1 1 1
720 1 1 1 1 1 1 1
600 1 1 1 1 1 1 1
580 1 1 1 1 1 1 1
480 1 1 1 1 1 1 1
320 1 1 1 1 1 1 1
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Sekil 3.10. ‘Ferrastar’ ¢esidine ait, K-16 primeri ile elde edilen RAPD-PZR jel
goriintiisii. B: 100 b¢ + 1 kb Ladder DNA A: Ana bitki, 3-1 ve 3-2:
mikroasilamadan sonra 3. alt kiiltiire ait klonlar, 6-1 ve 6-2: mikroagilamadan
sonra 6. alt kiiltiire ait klonlar, 9-1 ve 9-2: mikroasilamadan sonra 9. alt kiiltiire

ait klonlar.

Cizelge 3.11. ‘Ferrastar’ ¢esidine ait, K-16 primeri ile elde edilen RAPD-PZR
bant sonuglari.

K-16 Primeri
Klonlar
Bant (b¢)
Ana 3-1 3-2 6-1 6-2 9-1 9-2
1250 1 1 1 1 1 1 1
950 1 1 1 1 1 1 1
650 1 1 1 1 1 1 1
500 1 1 1 1 1 1 1
450 1 1 1 1 1 1 1
250 1 1 1 1 1 1 1
220 1 1 1 1 1 1 1




Sekil 3.11. ‘Ferrastar’ ¢esidine ait, K-17 primeri ile elde edilen RAPD-PZR jel
gorlintiisti. B: 100 b¢ + 1 kb Ladder DNA A: Ana bitki, 3-1 ve 3-2:
mikroasilamadan sonra 3. alt kiiltiire ait klonlar, 6-1 ve 6-2: mikroagilamadan
sonra 6. alt kiiltiire ait klonlar, 9-1 ve 9-2: mikroasilamadan sonra 9. alt kiiltiire

ait klonlar.

Cizelge 3.12. ‘Ferrastar’ ¢esidine ait, K-17 primeri ile elde edilen RAPD-PZR
bant sonuglari.

K-17 Primeri
Klonlar
Bant (b¢)
Ana 3-1 3-2 6-1 6-2 9-1 9-2
1300 1 1 1 1 1 1 1
1100 1 1 1 1 1 1 1
990 1 1 1 1 1 1 1
900 1 1 1 1 1 1 1
800 1 1 1 1 1 1 1
710 1 1 1 1 1 1 1
650 1 1 1 1 1 1 1
600 1 1 1 1 1 1 1
450 1 1 1 1 1 1 1
310 1 1 1 1 1 1 1
190 1 1 1 1 1 1 1




Sekil 3.12. ‘Ferrastar’ ¢esidine ait, K-19 primeri ile elde edilen RAPD-PZR jel
gorilintiisti. B: 100 b¢ + 1 kb Ladder DNA A: Ana bitki, 3-1 ve 3-2:
mikroasilamadan sonra 3. alt kiiltiire ait klonlar, 6-1 ve 6-2: mikroasilamadan
sonra 6. alt kiiltiire ait klonlar, 9-1 ve 9-2: mikroasilamadan sonra 9. alt kiiltiire

ait klonlar.

Cizelge 3.13. ‘Ferrastar’ ¢esidine ait, K-19 primeri ile elde edilen RAPD-PZR
bant sonuglari.

K-19 Primeri

Klonlar

Bant (b¢)
Ana 3-1 3-2 6-1 6-2 9-1 9-2

1000 1 1 1 1 1 1 1
700 1 1 1 1 1 1 1
580 1 1 1 1 1 1 1
400 1 1 1 1 1 1 1
330 1 1 1 1 1 1 1
240 1 1 1 1 1 1 1
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‘Ferrastar’ ¢esidi i¢in secgilen primerler ile yapilan RAPD-PZR’ lara ait jel
goriintiileri degerlendirilerek olusturulan ve olusan bantlarla ilgili yapilan yorumlara
ait degerlendirmeler Cizelge 3.14° de verilmistir. Cizelgeye gore degerlendirmeye
aliman primerlere ait olusan bantlar irdelendiginde, 120 bg¢ ile 1300 bg arasinda
bantlarin olustugu belirlenmistir. Bu ¢eside ait ana bitki ve klonlar da amplifikasyon
saglayan primerler arasinda 12 bantla en fazla bant iireten primer K-08 primeri olup,
¢ogaltimda kullanilan 10 primer ile toplam da 96 bant elde edilmistir. Cogaltimda
kullanilan primerler arasinda 4 primer de (K-02, K-03, K-05 ve K-08) polimorfik
bantlarin olustugu gézlenirken, bu primerler ile toplamda 6 adet polimorfik bant elde
edilmistir. Dolayisiyla, ‘Ferrastar’ ¢esidine ait ana bitki ve klonlar arasinda olusan
bantlarin % 6.25” i polimorfik oldugu belirlenmistir. Primerler arasinda en yiiksek
PIC degeri K-02 primerinde 0.4082 hesaplanmistir. Ayrica RAPD-PZR analizlerinde
kullanilan primerler arasindaki polimorfik bant iireten primerlerin ortalama PIC

degeri ise 0.2585 olarak hesaplanmustir.
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Cizelge 3.14. P. dulcis ‘Ferrastar’ ¢esidinin ana bitki ve klonlarmin genetik kararliliginin belirlenmesinde kullanilan RAPD primer

dizileri ve bu primerlerden elde edilen degerlendirilmis bant ve polimorfik bant sayisi, yilizdesi ve PIC degerleri.

Primer Primer Dizisi Bant Uzunlugu Bant Polimorfik Bant Polimorfizm PIC
Ismi (5-3) (b¢) Sayisi Sayisi Yiizdesi Degeri (Ort)
K-02 GTCTTCGCAA 190-1300 11 1 9.1 0.4082
K-03 CCAGCTTAGG 120-830 8 2 25.0 0.1224
K-05 TCTGTC GAGG 230-1100 11 2 18.1 0.3265
K-08 GAACACTGGG 200-1100 12 1 8.3 0.2449
K-09 CCCTACCGAC 180-1200 10 0 0.0 -
K-11 ATTGCCCCAG 220-1200 9 0 0.0 -
K-12 TGGCCCTCAC 320-1200 11 0 0.0 -
K-16 GAGCGTCGAA 220-1250 7 0 0.0 -
K-17 CCCAGCTGTG 190-1300 11 0 0.0 -
K-19 CACAGGCGGA 240-1000 6 0 0.0 -

Toplam 96 6 6.25 0.2585
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‘Ferrastar’ ¢esidine ait jel profilleri sonucu elde edilen benzerlik matriksi
(Cizelge 3.15) ve dendogram (Sekil 3.13) irdelendiginde benzerlik matriksinde ana
bitki ve klonlar arasindaki benzerliklerin 0.948 ile 1.000 arasinda degistigi
goriilmekte olup, benzerlik matriksi ortalamasi 0.9776 olarak hesaplanmistir.
Dendogram incelendiginde ana materyale en yakin klonun 3. alt kiiltiire ait klonlar 3-
1 ve 3-2 oldugu, ana bitkiye en uzak olan klonun ise 6. alt kiiltiire ait olan klon 6-1
oldugu goriilmektedir. Ayrica ana bitki ile mikroasilama sonrasi elde edilen klonlarin
genetik kararsizliklar 3. alt kiiltiirden sonra baslamis olup, klon 6-1’de gorece daha

fazla degisim elde edilmistir. Ancak yine de bu klon ana bitki ile 0.948 benzerlik

gostermektedir.

Cizelge 3.15. P. dulcis ‘Ferrastar’ ¢esidine ait ana bitki ile klonlar1 arasinda RAPD-
PZR analizi ile elde edilen benzerlik matriksi.
A 3-1 32 61 62 91 92
A 1,000
3-1 0,989 1,000
3-2 0,989 1,000 1,000
6-1 0,948 0,958 0,958 1,000
6-2 0,978 0,989 0,989 0,969 1,000
9-1 0,978 0,989 0,989 0,948 0,978 1,000
9-2 0,978 0,989 0,989 0,948 0,978 1,000 1,000
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b
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0352 0% 0,368 03976 0,984 0982 1

Jaccards Coeficient

Sekil 3.13. P. dulcis ‘Ferrastar’ ¢esidinin 6 klonundan, 10 RAPD primeri ile
elde edilen 96 banttan UPGMA analizi ile olusturulan dendogram. [A: Ana
bitki, 3-1 ve 3-2: mikroasilamadan sonra 3. alt kiiltiire ait klonlar, 6-1 ve 6-2:
mikroasilamadan sonra 6. alt kiiltiire ait Klonlar, 9-1 ve 9-2: mikroasilamadan

sonra 9. alt kiiltiire ait klonlar].
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3.2.2. P. dulcis ‘Nonpareil’ Cesidi Icin RAPD-PZR

Analizlerinin Degerlendirilmesi

RAPD-PZR analizleri i¢in denemeye alinan 20 primer (K-01-K-20) arasindan
‘Nonpareil” ¢esidi i¢in K-02, K-04, K-06, K-07, K-10, K-12, K-13, K16, K18 ve K-
20 primerleri ana bitki gDNA’ sinin ¢ogaltimi ¢aligsmalarinda az bant iiretmesi veya
hi¢ bant iiretmemesi nedeniyle diger klonlar i¢in degerlendirmeye alinmamistir. K-
01, K-03, K-05, K-08, K-09, K-11, K-14, K-15, K-17 ve K-19 primerleri ise ana
bitkide vermis olduklar1 yeterli bant liretkenliginden dolay1 degerlendirmeye alinarak
(Sekil 3.14), klonlara ait gDNA’ larin ¢ogaltimi yapilmis ve ¢ogaltim {iriinleri (ana
bitki ve klonlar) bir belirteg ile birlikte jele yiiklenerek, jel goriintiileri sirasiyla Sekil
3.15, Sekil 3.16, Sekil 3.17, Sekil 3.18, Sekil 3.19, Sekil 3.20, Sekil 3.21, Sekil 3.22,
Sekil 3.23, Sekil 3.24° de verilmistir. Her RAPD primer jel goriintiisii i¢in yapilan
bant yorumlar1 var olan bant i¢in 1; olmayan bant i¢in 0 degeri verilmis ve bu
degerler sirasiyla Cizelge 3.16, Cizelge 3.17, Cizelge 3.18, Cizelge 3.19, Cizelge
3.20, Cizelge 3.21, Cizelge 3.22, Cizelge 3.23, Cizelge 3.24, Cizelge 3.25° de
sunulmustur. Degerlendirme sonucunda ‘Nonpareil’ ¢esidi igin ana bitki ve klonlara
ait gDNA’ larin ¢ogaltilmasi sonrasi her RAPD primeri i¢in bantlar belirlenerek
olusan bant sayisi, polimorfik bant sayisi, polimorfizm yiizdesi ve PIC degeri Cizelge

3.26’° da verilmistir.

Sekil 3.14. ‘Nonpareil’ ana materyaline ait gDNA’ nin secilen RAPD

primerleri ile yapilan PZR reaksiyonu ile elde edilen bant profili.



Sekil 3.15. ‘Nonpareil’ ¢esidine ait, K-01 primeri ile elde edilen RAPD-PZR
jel goriintiisi. B: 100 b¢ + 1 kb Ladder DNA A: Ana bitki, 3-1 ve 3-2:
mikroagilamadan sonra 3. alt kiiltiire ait klonlar, 6-1 ve 6-2: mikroasilamadan
sonra 6. alt kiiltiire ait klonlar, 9-1 ve 9-2: mikroasilamadan sonra 9. alt kiiltiire

ait klonlar.

Cizelge 3.16. ‘Nonpareil” ¢esidine ait, K-O1 primeri ile elde edilen RAPD-PZR
bant sonuglari.

K-01 Primeri

Klonlar
Ana 3-1 3-2 6-1 6-2 9-1 9-2
1050 1 1 1 1 1 1 1

Bant (bg)

850 1 1 1 1 1 1 1
620 1 1 1 1 1 1 1
565 1 1 1 1 1 1 1
520 1 1 1 1 1 1 1
450 1 1 1 1 1 1 1
380 1 1 1 1 1 1 1




Sekil 3.16. ‘Nonpareil® ¢esidine ait, K-03 primeri ile elde edilen RAPD-PZR
jel goriintiisi. B: 100 b¢ + 1 kb Ladder DNA A: Ana bitki, 3-1 ve 3-2:
mikroasilamadan sonra 3. alt kiiltiire ait klonlar, 6-1 ve 6-2: mikroasilamadan
sonra 6. alt kiiltiire ait klonlar, 9-1 ve 9-2: mikroasilamadan sonra 9. alt kiiltiire

ait klonlar. Sekilde gosterilen ok polimorfik olan bant1 gdstermektedir.

Cizelge 3.17. ‘Nonpareil” ¢esidine ait, K-03 primeri ile elde edilen RAPD-PZR
bant sonuglari.

K-03 Primeri
Klonlar
Bant (bg)
Ana 3-1 3-2 6-1 6-2 9-1 9-2
850 1 1 1 0 0 0 O
780 1 1 1 1 1 1 1
480 1 1 1 1 1 1 1
400 1 1 1 1 1 1 1
310 1 1 1 1 1 1 1
220 1 1 1 1 1 1 1
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Sekil 3.17. ‘Nonpareil’ ¢esidine ait, K-05 primeri ile elde edilen RAPD-PZR
jel goriintiisi. B: 100 b¢ + 1 kb Ladder DNA A: Ana bitki, 3-1 ve 3-2:
mikroagilamadan sonra 3. alt kiiltlire ait klonlar, 6-1 ve 6-2: mikroasilamadan
sonra 6. alt kiiltiire ait klonlar, 9-1 ve 9-2: mikroasilamadan sonra 9. alt kiiltiire

ait klonlar. Sekilde gosterilen oklar polimorfik olan bantlar1 gdstermektedir.

Cizelge 3.18. ‘Nonpareil® ¢esidine ait, K-05 primeri ile elde edilen RAPD-PZR
bant sonuglari.

K-05 Primeri
Klonlar
Bant (b¢)
Ana 3-1 3-2 6-1 6-2 9-1 9-2
1290 1 1 1 1 0 0 0
1190 1 1 1 1 1 1 1
990 1 1 1 1 1 1 1
890 1 1 1 1 1 1 1
790 1 1 1 1 1 1 1
650 1 1 1 1 1 1 1
610 1 1 1 1 1 1 1
560 1 1 1 1 1 1 1
490 1 1 1 1 1 1 1
380 0 o o 1 1 0 O
250 1 1 1 1 1 1 1
210 0 0o 0 1 0 0 O
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Sekil 3.18. ‘Nonpareil® ¢esidine ait, K-08 primeri ile elde edilen RAPD-PZR
jel gortntisi. B: 100 b¢ + 1 kb Ladder DNA A: Ana bitki, 3-1 ve 3-2:
mikroasilamadan sonra 3. alt kiiltiire ait klonlar, 6-1 ve 6-2: mikroasilamadan

sonra 6. alt kiiltiire ait klonlar, 9-1 ve 9-2: mikroasilamadan sonra 9. alt kiiltiire

ait klonlar.

Cizelge 3.19. ‘Nonpareil” ¢esidine ait, K-08 primeri ile elde edilen RAPD-PZR

bant sonuglari.

K-08 Primeri

Bant (bg)

Klonlar

Ana 3-1 3-2 6-1 6-2 9-1 9-2

1100 1 1
1000 1
890 1
800 1
700 1
600 1
420 1
370 1

i e e

1
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N T e e e e

1

e e

1
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N T e e e e
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Sekil 3.19. ‘Nonpareil’ ¢esidine ait, K-09 primeri ile elde edilen RAPD-PZR jel
goriintiisti. B: 100 b¢ + 1 kb Ladder DNA A: Ana bitki, 3-1 ve 3-2:
mikroasilamadan sonra 3. alt kiiltiire ait klonlar, 6-1 ve 6-2: mikroasilamadan
sonra 6. alt kiiltiire ait klonlar, 9-1 ve 9-2: mikroasilamadan sonra 9. alt kiiltiire

ait klonlar. Sekilde gdsterilen ok polimorfik olan bant1 géstermektedir.

Cizelge 3.20. ‘Nonpareil” ¢esidine ait, K-09 primeri ile elde edilen RAPD-PZR
bant sonuglari.

K-09 Primeri

Klonlar
Ana 3-1 3-2 6-1 6-2 9-1 9-2
1670 0 0 0 1 1 1 0

Bant (b¢)

1480 1 1 1 1 1 1 1
1250 1 1 1 1 1 1 1
1000 1 1 1 1 1 1 1
930 1 1 1 1 1 1 1
800 1 1 1 1 1 1 1
620 1 1 1 1 1 1 1
520 1 1 1 1 1 1 1
370 1 1 1 1 1 1 1
330 1 1 1 1 1 1 1
190 1 1 1 1 1 1 1
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Sekil 3.20. ‘Nonpareil’ ¢esidine ait, K-11 primeri ile elde edilen RAPD-PZR jel
goriintiisii. B: 100 b¢ + 1 kb Ladder DNA A: Ana bitki, 3-1 ve 3-2:
mikroasilamadan sonra 3. alt kiiltiire ait klonlar, 6-1 ve 6-2: mikroasilamadan
sonra 6. alt kiiltiire ait klonlar, 9-1 ve 9-2: mikroasilamadan sonra 9. alt kiiltiire
ait klonlar. Sekilde gosterilen oklar polimorfik olan bantlar1 gdstermektedir.

Cizelge 3.21. ‘Nonpareil’ ¢esidine ait, K-11 primeri ile elde edilen RAPD-PZR
bant sonuglari.

K-11 Primeri
Bant (bg) Klonlar
Ana 3-1 3-2 6-1 6-2 9-1 9-2
1400 1 1 1 1 1 1 1
1300 1 1 1 1 1 1 1
1100 1 1 1 1 1 1 1
1000 1 1 1 1 1 1 1
800 1 1 1 1 1 1 1
700 1 1 1 1 1 1 1
650 0 o 0 o0 1 1 1
600 1 1 1 1 1 1 1
520 1 1 1 1 1 1 1
480 1 1 1 1 1 1 1
350 1 o o 1 1 1 1
330 1 1 1 1 1 1 1
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Sekil 3.21. ‘Nonpareil’ ¢esidine ait, K-14 primeri ile elde edilen RAPD-PZR jel
gorlintiisti. B: 100 b¢ + 1 kb Ladder DNA A: Ana bitki, 3-1 ve 3-2:
mikroasilamadan sonra 3. alt kiiltiire ait klonlar, 6-1 ve 6-2: mikroasilamadan
sonra 6. alt kiiltiire ait klonlar, 9-1 ve 9-2: mikroasilamadan sonra 9. alt kiiltiire

ait klonlar.

Cizelge 3.22. ‘Nonpareil’ ¢esidine ait, K-14 primeri ile elde edilen RAPD-PZR
bant sonuglari.

K-14 Primeri

Klonlar
Ana 3-1 3-2 6-1 6-2 9-1 9-2
1200 1 1 1 1 1 1 1

Bant (bg)

1100 1 1 1 1 1 1 1
890 1 1 1 1 1 1 1
780 1 1 1 1 1 1 1
720 1 1 1 1 1 1 1
650 1 1 1 1 1 1 1
550 1 1 1 1 1 1 1
380 1 1 1 1 1 1 1
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Sekil 3.22. ‘Nonpareil’ ¢esidine ait, K-15 primeri ile elde edilen RAPD-PZR
jel goriintiisi. B: 100 b¢ + 1 kb Ladder DNA A: Ana bitki, 3-1 ve 3-2:
mikroasilamadan sonra 3. alt kiiltiire ait klonlar, 6-1 ve 6-2: mikroasilamadan
sonra 6. alt kiiltiire ait Klonlar, 9-1 ve 9-2: mikroasilamadan sonra 9. alt kiiltiire
ait klonlar.

Cizelge 3.23. ‘Nonpareil” ¢esidine ait, K-15 primeri ile elde edilen RAPD-PZR
bant sonuglari.

K-15 Primeri
Klonlar
Bant (b¢)
Ana 3-1 3-2 6-1 6-2 9-1 9-2
960 1 1 1 1 1 1 1
850 1 1 1 1 1 1 1
700 1 1 1 1 1 1 1
650 1 1 1 1 1 1 1
600 1 1 1 1 1 1 1
550 1 1 1 1 1 1 1
400 1 1 1 1 1 1 1
290 1 1 1 1 1 1 1

o1



Sekil 3.23. ‘Nonpareil’ ¢esidine ait, K-17 primeri ile elde edilen RAPD-PZR jel
goriintiisi. B: 100 b¢ + 1 kb Ladder DNA A: Ana bitki, 3-1 ve 3-2:
mikroasilamadan sonra 3. alt kiiltiire ait klonlar, 6-1 ve 6-2: mikroasilamadan
sonra 6. alt kiiltiire ait klonlar, 9-1 ve 9-2: mikroasilamadan sonra 9. alt kiiltiire

ait klonlar. Sekilde gosterilen oklar polimorfik olan bantlar1 gdstermektedir.

Cizelge 3.24. ‘Nonpareil’ ¢esidine ait, K-17 primeri ile elde edilen RAPD-PZR
bant sonuglari.

K-17 Primeri

Klonlar
Ana 3-1 3-2 6-1 6-2 9-1 9-2
1250 1 1 1 1 1 1 1

Bant (bg)

1150 1 1 1 1 1 1 1
990 1 1 1 1 1 1 1
900 1 1 1 1 1 1 1
800 1 1 1 1 1 1 1
720 1 1 1 1 1 1 1
680 1 1 1 1 1 1 1
520 1 1 1 1 1 1 1
450 0 o o 1 1 1 1
410 1 1 1 0 0 0 O
350 0 o 0 1 1 1 1
310 1 1 1 1 1 1 1
250 1 1 1 1 1 1 1
185 1 1 1 1 1 1 1




Sekil 3.24. ‘Nonpareil® gesidine ait, K-19 primeri ile elde edilen RAPD-PZR
jel goriintiisi. B: 100 b¢ + 1 kb Ladder DNA A: Ana bitki, 3-1 ve 3-2:
mikroasilamadan sonra 3. alt kiiltlire ait klonlar, 6-1 ve 6-2: mikroasilamadan
sonra 6. alt kiiltiire ait Klonlar, 9-1 ve 9-2: mikroasilamadan sonra 9. alt kiiltiire

ait klonlar.

Cizelge 3.25. ‘Nonpareil” ¢esidine ait, K-19 primeri ile elde edilen RAPD-PZR
bant sonuglari

K-19 Primeri
Klonlar
Bant (bg)
Ana 3-1 3-2 6-1 6-2 9-1 9-2
1100 1 1 1 1 1 1 1
1000 1 1 1 1 1 1 1
850 1 1 1 1 1 1 1
810 1 1 1 1 1 1 1
690 1 1 1 1 1 1 1
590 1 1 1 1 1 1 1
480 1 1 1 1 1 1 1
430 1 1 1 1 1 1 1
410 1 1 1 1 1 1 1
320 1 1 1 1 1 1 1
250 1 1 1 1 1 1 1

53



54

‘Nonpareil” ¢esidi i¢in segilen primerler ile yapilan RAPD-PZR’ lara ait jel
goriintiileri degerlendirilerek olusturulan ve olusan bantlarla ilgili yapilan yorumlara
ait degerlendirmeler Cizelge 3.26° da verilmistir. Cizelgeye gore degerlendirmeye
alinan primerlere ait bantlar irdelendiginde, bantlarin 185 bg ile 1670 bg arasinda
oldugu goriilmektedir. Denenen primerler arasinda 14 bantla en fazla bant iireten
primer K-17 primeri olup, ¢ogaltimda kullanilan 10 primer ile toplamda 98 bant
olusmustur. Cogaltimda kullanilan primerler arasinda 5 primer de (K-03, K-05, K-
09, K-11 ve K-17) polimorfik bantlarin olustugu gozlenirken, bu primerler ile
toplamda 10 adet polimorfik bant elde edilmistir. Dolayisiyla olusan bantlarin %
10.2” si polimorfiktir. Primerler arasinda en yiiksek PIC degerleri (0.4898) K-03, K-
09 ve K-17 primerlerinde elde edilmistir. Ayrica RAPD-PZR analizlerinde kullanilan
primerler arasindaki polimorfik bant {ireten primerlerin ortalama PIC degeri ise

0.4490 olarak hesaplanmustir.
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Cizelge 3.26. P. dulcis ‘Nonpareil’ ¢esidinin ana bitki ve klonlarinin genetik kararliliginin belirlenmesinde kullanilan RAPD primer

dizileri ve bu primerlerden elde edilen degerlendirilmis bant ve polimorfik bant sayisi, yiizdesi ve PIC degerleri.

Primer ismi Primer Dizisi Bant Uzunlugu Bant Polimorfik Polimorfizm PIC

(5-3) (bg) Sayis1 Bant Sayisi Yiizdesi Degeri (Ort)
K-01 CATTCGAGCC 380-1050 7 0 0.0 -
K-03 CCAGCTTAGG 220-850 6 1 16.6 0.4898
K-05 TCT GTCGAG G 210-1290 12 3 25.0 0.3810
K-08 GAA CACTGG G 370-1100 8 0 0.0 -
K-09 CCCTACCGAC 190-1670 11 1 9.1 0.4898
K-11 ATT GCCCCAG 330-1400 12 2 16.6 0.4490
K-14 CCCGCTACAC 380-1200 8 0 0.0 -
K-15 CTCCTGCCAA 290-960 9 0 0.0 -
K-17 CCCAGCTGTG 185-1250 14 3 21.4 0.4898
K-19 CAC AGG CGG A 250-1100 11 0 0.0

Toplam 98 10 10.2 0.4490
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‘Nonpareil’ ¢esidine ait jel profillerinin yorumlanmasi sonucu elde edilen
verilerle hazirlanan benzerlik matriksi (Cizelge 3.27) ve dendogram (Sekil 3.25)
irdelendiginde benzerlik matriksinde benzerliklerin 0.907 ile 1.000 arasinda degistigi
goriilmekte olup, benzerlik matriks ortalamasi 0.9455 olarak hesaplanmistir. Ana
materyale en yakin klonun 3. alt kiiltiire ait 3-1 ve 3-2 klonlar1 iken, ana bitkiye en
uzak olan 6. alt kiiltiire ait olan klon 6-2 olarak goriilmektedir. Ayrica ‘Ferrastar’
¢esidinde elde edilen sonuca benzer sekilde ana bitkiden benzerlik olarak

uzaklagmalar mikroagilama sonrasi 3. alt kiiltiirden sonra baslamis olup, 6. alt kiiltiir

sonrasi (klon 6-2) en fazla kararsizlik olusmustur.

Cizelge 3.27. P. dulcis ‘Nonpareil’ ¢esidine ait ana bitki ile klonlar1 arasinda RAPD-
PZR analizi ile elde edilen benzerlik matriksi.
A 3-1 32 61 62 91 92
A 1,000
3-1 0,989 1,000
3-2 0,989 1,000 1,000
6-1 0,928 0,918 0,918 1,000
6-2 0,918 0,907 0,907 0,969 1,000
9-1 0,927 0,917 0,917 0,958 0,989 1,000
9-2 0,937 0,926 0,926 0,948 0,979 0,989 1,000
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Sekil 3.25. P. dulcis ‘Nonpareil’ ¢esidinin 6 klonundan, 10 RAPD primeri ile
elde edilen 98 banttan UPGMA analizi ile olusturulan dendogram. [A: Ana
bitki, 3-1 ve 3-2: mikroasilamadan sonra 3. alt kiiltiire ait klonlar, 6-1 ve 6-2:
mikroasilamadan sonra 6. alt kiiltiire ait Klonlar, 9-1 ve 9-2: mikroasilamadan

sonra 9. alt kiiltiire ait klonlar].
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3.1.2. P. dulcis “Teksas’ Cesidi Icin RAPD-PZR

Analizlerinin Degerlendirilmesi

RAPD-PZR analizleri i¢in denemeye alinmis olan 20 primer (K-01-K-20)
arasindan ‘Teksas’ ¢esidi i¢in K-01, K-04, K-05, K-06, K-07, K-10, K-12, K-14, K-
17 ve K-19 primerleri ana bitki gDNA’ sinin ¢ogaltimi ¢alismalarinda az bant
tiretkenligi veya bant flretkenliginin goriilmemesi nedeniyle diger klonlar icin
degerlendirmeye alinmamistir. K-02, K-03, K-08, K-09, K-11, K-13, K-15, K-16,
K-18, K-20 primerleri ise ana bitkide vermis olduklar1 yeterli bant tiretkenliginden
dolay1 degerlendirmeye alinarak (Sekil 3.26), klonlara ait gDNA’ larin ¢ogaltimi
yapilmig ve ¢ogaltim tiriinleri ana bitki ve klonlara ait belirteglerle jele yiiklenerek jel
goriintiileri sirasiyla Sekil 3.27, Sekil 3.28, Sekil 3.29, Sekil 3.30, Sekil 3.31, Sekil
3.32, Sekil 3.33, Sekil 3.34, Sekil 3.35, Sekil 3.36” da verilmistir. Her RAPD primer
jel goriintiisii i¢in yapilan bant yorumlari var olan bant i¢in 1; olmayan bant i¢in 0
degeri verilerek yorumlanmis ve bu yorumlar sirasiyla Cizelge 3.28, Cizelge 3.29,
Cizelge 3.30, Cizelge 3.31, Cizelge 3.32, Cizelge 3.33, Cizelge 3.34, Cizelge 3.35,
Cizelge 3.36, Cizelge 3.37° de sunulmustur. Degerlendirme sonucunda ‘Teksas’
¢esidi i¢in ana bitki ve klonlara ait gDNA’ larin ¢ogaltilmasi sonrast her RAPD
primeri i¢in olusan bant sayisi, polimorfik bant sayisi, polimorfizm yiizdesi ve PIC

degeri ise Cizelge 3.38’ de verilmistir.

Sekil 3.26. ‘Teksas’ ana materyaline ait gDNA’ nin segilen RAPD

primerleri ile yapilan PZR reaksiyonu ile elde edilen bant profili.
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Sekil 3.27. ‘Teksas’ ¢esidine ait, K-02 primeri ile elde edilen RAPD-PZR jel
gorlintiisti. B: 100 b¢ + 1 kb Ladder DNA A: Ana bitki, 6-1 ve 6-2:
mikroasilamadan sonra 6. alt kiiltiire ait klonlar, 9-1 ve 9-2: mikroasilamadan

sonra 9. alt kiiltiire ait klonlar.

Cizelge 3.28. ‘Teksas’ ¢esidine ait, K-02 primeri ile elde edilen RAPD-PZR bant
sonuglart.

K-02 Primeri

Klonlar
Ana 6-1 6-2 9-1 9-2
880 1 1 1 1 1

Bant (bg¢)

790 1 1 1 1 1
650 1 1 1 1 1
500 1 1 1 1 1
450 1 1 1 1 1
360 1 1 1 1 1
310 1 1 1 1 1
225 1 1 1 1 1
195 1 1 1 1 1
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Sekil 3.28. ‘Teksas’ g¢esidine ait, K-03 primeri ile elde edilen RAPD-PZR jel
gorlintlisti. B: 100 b¢ + 1 kb Ladder DNA A: Ana bitki, 6-1 ve 6-2:
mikroasilamadan sonra 6. alt kiiltiire ait Klonlar, 9-1 ve 9-2: mikroasilamadan

sonra 9. alt kultiire ait klonlar.

Cizelge 3.29. ‘Teksas’ ¢esidine ait, K-03 primeri ile elde edilen RAPD-PZR bant
sonuglart.

K-03 Primeri

Klonlar
Ana 6-1 6-2 9-1 9-2
780 1 1 1 1 1

Bant (bg¢)

650 1 1 1 1 1
550 1 1 1 1 1
490 1 1 1 1 1
400 1 1 1 1 1
310 1 1 1 1 1
240 1 1 1 1 1
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Sekil 3.29. ‘Teksas’ gesidine ait, K-08 primeri ile elde edilen RAPD-PZR jel
gorlintlisii. B: 100 b¢ + 1 kb Ladder DNA A: Ana bitki, 6-1 ve 6-2:
mikroasilamadan sonra 6. alt kiiltiire ait Klonlar, 9-1 ve 9-2: mikroasilamadan

sonra 9. alt kiltiire ait klonlar.

Cizelge 3.30. ‘Teksas’ ¢esidine ait, K-08 primeri ile elde edilen RAPD-PZR bant

sonuglart.
K-08 Primeri
Klonlar
Bant (b¢)

Ana 6-1 6-2 9-1 9-2
1100 1 1 1 1 1
1000 1 1 1 1 1
890 1 1 1 1 1
800 1 1 1 1 1
700 1 1 1 1 1
590 1 1 1 1 1
490 1 1 1 1 1
420 1 1 1 1 1
350 1 1 1 1 1




Sekil 3.30. ‘Teksas’ ¢esidine ait, K-09 primeri ile elde edilen RAPD-PZR jel
gorlintlisi. B: 100 b¢ + 1 kb Ladder DNA A: Ana bitki, 6-1 ve 6-2:
mikroasilamadan sonra 6. alt kiltiire ait klonlar, 9-1 ve 9-2: mikroasilamadan

sonra 9. alt kiiltlire ait klonlar. Sekilde gosterilen oklar polimorfik olan bantlari

gostermektedir.

Cizelge 3.31. ‘Teksas’ ¢esidine ait, K-09 primeri ile elde edilen RAPD-PZR bant

sonuglart.

K-09 Primeri

Bant (bg¢)

Klonlar

Ana 6-1 6-2 9-1 9-2

1250 0 1
1000 1
830 1
800 0
600 1
550 1
380 1

R N = T = T =R

1

L N = Y = EE

1

e

L N = Y = EE

600
R
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Sekil 3.31. ‘Teksas’ ¢esidine ait, K-11 primeri ile elde edilen RAPD-PZR jel
goriintlisti. B: 100 b¢ + 1 kb Ladder DNA A: Ana bitki, 6-1 ve 6-2:
mikroasilamadan sonra 6. alt kiiltiire ait klonlar, 9-1 ve 9-2: mikroasilamadan
sonra 9. alt kiiltiire ait klonlar.

Cizelge 3.32. ‘Teksas’ ¢esidine ait, K-11 primeri ile elde edilen RAPD-PZR bant
sonugclart.

K-11 Primeri

Klonlar
Ana 6-1 6-2 9-1 9-2
1550 1 1 1 1 1

Bant (bg¢)

1500 1 1 1 1 1
1300 1 1 1 1 1
1250 1 1 1 1 1
1100 1 1 1 1 1
1000 1 1 1 1 1
900 1 1 1 1 1
800 1 1 1 1 1
600 1 1 1 1 1
470 1 1 1 1 1




Sekil 3.32. ‘Teksas’ ¢esidine ait, K-13 primeri ile elde edilen RAPD-PZR jel
gorlintlisii. B: 100 b¢ + 1 kb Ladder DNA A: Ana bitki, 6-1 ve 6-2:
mikroasilamadan sonra 6. alt kiltiire ait klonlar, 9-1 ve 9-2: mikroasilamadan

sonra 9. alt kiltiire ait klonlar.

Cizelge 3.33. ‘Teksas’ ¢esidine ait, K-13 primeri ile elde edilen RAPD-PZR bant

sonuglart.
K-13 Primeri
Klonlar
Bant (bg¢)

Ana 6-1 6-2 9-1 9-2
1560 1 1 1 1 1
1250 1 1 1 1 1
1150 1 1 1 1 1
990 1 1 1 1 1
790 1 1 1 1 1
750 1 1 1 1 1
550 1 1 1 1 1
420 1 1 1 1 1
350 1 1 1 1 1
300 1 1 1 1 1
290 1 1 1 1 1
220 1 1 1 1 1
140 1 1 1 1 1
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Sekil 3.33. ‘Teksas’ gesidine ait, K-15 primeri ile elde edilen RAPD-PZR jel
gorlintlisti. B: 100 b¢ + 1 kb Ladder DNA A: Ana bitki, 6-1 ve 6-2:
mikroasilamadan sonra 6. alt kiiltiire ait Klonlar, 9-1 ve 9-2: mikroasilamadan

sonra 9. alt kiiltiire ait klonlar.

Cizelge 3.34. ‘Teksas’ ¢esidine ait, K-15 primeri ile elde edilen RAPD-PZR bant

sonuglart.
K-15 Primeri
Klonlar
Bant (b¢)

Ana 6-1 6-2 9-1 9-2
980 1 1 1 1 1
850 1 1 1 1 1
720 1 1 1 1 1
680 1 1 1 1 1
590 1 1 1 1 1
550 1 1 1 1 1
410 1 1 1 1 1
280 1 1 1 1 1




Sekil 3.34. ‘Teksas’ ¢esidine ait, K-16 primeri ile elde edilen RAPD-PZR jel
gorlintlisti. B: 100 b¢ + 1 kb Ladder DNA A: Ana bitki, 6-1 ve 6-2:
mikroasilamadan sonra 6. alt kiltiire ait klonlar, 9-1 ve 9-2: mikroasilamadan

sonra 9. alt kiiltiire ait klonlar. Sekilde gosterilen ok polimorfik olan banti

gOstermektedir.

Cizelge 3.35. ‘Teksas’ ¢esidine ait, K-16 primeri ile elde edilen RAPD-PZR bant

sonuglart.

K-16 Primeri

Bant (b¢)

Ana 6-1 6-2 9-1 9-2

Klonlar

1250 1
750
650
600
510
420
290
250

=T = = e

1

N = T = T = Y =N S

1

= = =

1

e e

N = T = =
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Sekil 3.35. ‘Teksas’ gesidine ait, K-18 primeri ile elde edilen RAPD-PZR jel
goriintiisi. B: 100 b¢ + 1 kb Ladder DNA A: Ana bitki, 6-1 ve 6-2:

mikroasilamadan sonra 6. alt kiiltiire ait Klonlar, 9-1 ve 9-2: mikroasilamadan

sonra 9. alt kiiltiire ait klonlar.
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Cizelge 3.36. ‘Teksas’ ¢esidine ait, K-18 primeri ile elde edilen RAPD-PZR bant

sonuglart.
K-18 Primeri
Klonlar
Bant (bg¢)

Ana 6-1 6-2 9-1 9-2
1050 1 1 1 1 1
950 1 1 1 1 1
650 1 1 1 1 1
600 1 1 1 1 1
480 1 1 1 1 1
210 1 1 1 1 1
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Sekil 3.36. ‘Teksas’ gesidine ait, K-20 primeri ile elde edilen RAPD-PZR jel
goriintiisi. B: 100 b¢ + 1 kb Ladder DNA A: Ana bitki, 6-1 ve 6-2:
mikroasilamadan sonra 6. alt kiiltiire ait Klonlar, 9-1 ve 9-2: mikroasilamadan

sonra 9. alt kiiltiire ait klonlar.

Cizelge 3.37. ‘Teksas’ ¢esidine ait, K-20 primeri ile elde edilen RAPD-PZR bant

sonuglart.
K-20 Primeri
Klonlar
Bant (b¢)

Ana 6-1 6-2 9-1 9-2
760 1 1 1 1 1
700 1 1 1 1 1
650 1 1 1 1 1
500 1 1 1 1 1
360 1 1 1 1 1
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‘Teksas’ c¢esidi icin secilen primerler ile yapilan RAPD-PZR’ lara ait jel
goriintiileri degerlendirilerek olusturulan ve olusan bantlarla ilgili yapilan yorumlara
ait degerlendirmeler Cizelge 3.38° de verilmistir. Cizelgeye gore degerlendirmeye
alinan primerlere ait bantlar irdelendiginde, bantlarin 140 bg ile 1560 bg arasinda
oldugu goriilmektedir. Denenen primerler arasinda 12 bantla en fazla bant iireten
primer K-13 primeri olup, ¢ogaltimda kullanilan 10 primer ile toplamda 81 bant
olusmustur. Cogaltimda kullanilan primerler arasinda 2 primerde (K-09 ve K-16)
polimorfik bantlarin olustugu goézlenirken, toplamda 3 adet polimorfik bant elde
edilmistir. Buna gore olusan bantlarin % 3.7’ si polimorfiktir. Primerler arasinda en
yiikksek PIC degeri (0.4800) K-16 primerinde hesaplanmistir. Ayrica RAPD-PZR
analizlerinde kullanilan primerler arasindaki polimorfik bant iireten primerlerin

ortalama PIC degeri 0.3733 olarak hesaplanmigtir.
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Cizelge 3.38. P. dulcis ‘Teksas’ ¢esidinin ana bitki ve klonlarinin genetik kararliliginin belirlenmesinde kullanilan RAPD primer dizileri

ve bu primerlerden elde edilen degerlendirilmis bant ve polimorfik bant sayisi, yiizdesi ve PIC degerleri.

Primer ismi Primer Dizisi Bant Uzunlugu Bant Polimorfik Bant Polimorfizm PIC
(5°-3) (b¢) Sayisi Sayisi Yiizdesi Degeri (Ort)
K-02 GTCTTCGCAA 195-880 9 0 0.0 -
K-03 CCAGCTTAGG 240-780 7 0 0.0 -
K-08 GAA CACTGG G 350-1100 9 0 0.0 -
K-09 CCCTACCGAC 380-1250 7 2 28.6 0.3200
K-11 ATT GCCCCAG 470-1550 10 0 0.0 -
K-13 GGT TGT ACCC 140-1560 12 0 0.0 -
K-15 CTCCTGCCAA 280-980 8 0 0.0 -
K-16 GAG CGTCGA A 250-1250 8 1 12.5 0.4800
K-18 CCTAGTCGAG 210-1050 6 0 0.0 -
K-20 GTGTCG CGAG 360-760 5 0 0.0 -
Toplam 81 3 3.7 0.3733
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‘Teksas’ ¢esidine ait jel profillerinin yorumlanmasi sonucu elde edilen verilerle
hazirlanan benzerlik matriksi (Cizelge 3.39) ve dendogram (Sekil 3.37)
irdelendiginde, benzerlik matriksinde benzerliklerin ana bitki ve klonlar arasinda
0.963 ile 1.000 olarak degistigi goriilmekte olup, benzerlik matriks ortalamasi
0.9828 olarak hesaplanmistir. ‘Ferrastar’ ve ‘Nonpareil’ ¢esitlerine ait ana bitki ve
klonlar arasinda genetik karasizliklarin benzerlige 3. altkdiltiir sonrasi olmasi
nedeniyle, ‘Teksas’ ¢esidi igin 6. alt kiiltiir ve 9. alt kiiltiir sonrasi olusan klonlarla
ana bitki aras1 genetik benzerlik irdelenmistir. ‘Teksas” ¢esidinde elde edilen
benzerlik matriksi ve dendograma gore ana materyale en yakin klonun 6. alt kiiltiir
sonrast elde edilen 6-2 klonu oldugu, ana bitkiye en uzak olan klonun ise yine 6. alt
kiiltiire ait olan diger klon 6-1 ve 9. alt kiiltiire ait klonlar olan 9-1 ve 9-2°dir. Bunun
yaninda 6. alt kiiltiire ait 6-1 klonu ve 9. alt kiiltiire ait 9-1 ve 9-2 klonu genetik

olarak birbirleri arasinda benzerlik gostermektedir.

Cizelge 3.39. P. dulcis ‘Teksas’ ¢esidine ait ana bitki ile klonlar1 arasinda RAPD-
PZR analizi ile elde edilen benzerlik matriksi.
A 6-1 6-2 91 92
A 1,000
6-1 0,963 1,000
6-2 0,975 0,988 1,000
9-1 0,963 1,000 0,988 1,000
9-2 0,963 1,000 0,988 1,000 1,000




UPGHA

I T T | T
0,364 037 0476 0382 0,988 () 1

Jaccards Coeficient

Sekil 3.37. P. dulcis ‘Teksas’ ¢esidinin 6 klonundan, 10 RAPD primeri ile elde
edilen 81 banttan UPGMA analizi ile olusturulan dendogram. [A: Ana bitki, 6-1
ve 6-2: mikroasilamadan sonra 6. alt kiltire ait klonlar, 9-1 ve 9-2:

mikroasilamadan sonra 9. alt kiiltiire ait klonlar].
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3.2. ISSR-PZR Analizlerinin Degerlendirilmesi

3.2.1. P. dulcis ‘Ferrastar’ Cesidi Icin ISSR-PZR Analizleri

nin Degerlendirilmesi

ISSR-PZR analizleri i¢in denemeye alinan 16 primer (ISSR01-ISSR06 ve
ISSR10-ISSR19) arasindan ‘Ferrastar’ ¢esidi igin ISSR03, ISSR04, ISSR05, ISSR06,
ISSR14, ISSR16, ISSR17 ve ISSR18 primerleri, ana bitki gDNA’ sinin ¢ogaltimi
caligmalarinda az bant {iretkenligi veya bant liretkenliginin goriilmemesi nedeniyle
diger klonlar i¢in degerlendirmeye alinmamistir. ISSR01, ISSR02, ISSR10, ISSR11,
ISSR12, ISSR13, ISSR15 ve ISSR19 primerleri ana bitkide vermis olduklar1 yeterli
bant iiretkenliginden dolay1 degerlendirmeye alinarak (Sekil 38), klonlara ait gDNA’
larin gogaltim1 yapilmis ve ¢ogaltim iriinleri ana bitki ve klonlara ait belirtegler ile
jele yiiklenerek, jel goriintiileri sirasiyla Sekil 3.39, Sekil 3.40, Sekil 3.41, Sekil 42,
Sekil 3.43, Sekil 3.44, Sekil 3.45, Sekil 3.46° da verilmistir. Her ISSR primer jel
goriintlisii i¢in yapilan bant yorumlart var olan bant i¢in 1; olmayan bant igin 0
degeri verilerek degerlendirilmis ve bu degerlendirmeler sirasiyla Cizelge 3.40,
Cizelge 3.41, Cizelge 3.42, Cizelge 3.43, Cizelge 3.44, Cizelge 3.45, Cizelge 3.46,
Cizelge 3.47° de sunulmustur. Degerlendirme sonucunda ‘Ferrastar’ ¢esidi igin ana
bitki ve klonlara ait gDNA’ larin ¢ogaltilmasi sonrasi her ISSR primeri i¢in olusan
bant sayisi, polimorfik bant sayisi, polimorfizm yiizdesi ve PIC degeri ise Cizelge

3.48’ de verilmistir.

ISSR 10 ISSR 11 ISSR 12 ISSR 13 ISSR 15 ISSR 19 ISSR 01 ISSR 02

Sekil 3.38. ‘Ferrastar’ ana materyaline ait gDNA’ nin secilen ISSR
primerleri ile yapilan PZR reaksiyonu ile elde edilen bant profili.



Sekil 3.39. ‘Ferrastar’ ¢esidine ait, ISSRO1 primeri ile elde edilen ISSR-PZR jel
gorlintlisi. B: 100 b¢ + 1 kb Ladder DNA A: Ana bitki, 3-1 ve 3-2:
mikroasilamadan sonra 3. alt kiiltlire ait klonlar, 6-1 ve 6-2: mikroasilamadan
sonra 6. alt kiiltiire ait klonlar, 9-1 ve 9-2: mikroasilamadan sonra 9. alt kiiltiire

ait klonlar. Sekilde gdsterilen ok polimorfik olan bant1 gostermektedir.
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Cizelge 3.40. ‘Ferrastar’ ¢esidine ait, ISSRO1 primeri ile elde edilen ISSR-PZR

bant sonuclari.

ISSRO1 Primeri

Bant (b¢)

Klonlar

Ana 3-1 3-2 6-1 6-2 9-1 9-2

1060 1 1
800
700
580
520

I
i

1

N e

1

N e

1

e

N S =)

N S =)




Sekil 3.40. ‘Ferrastar’ ¢esidine ait, ISSR02 primeri ile elde edilen ISSR-PZR jel
gorlintlisti. B: 100 b¢ + 1 kb Ladder DNA A: Ana bitki, 3-1 ve 3-2:
mikroasilamadan sonra 3. alt kiiltiire ait klonlar, 6-1 ve 6-2: mikroasilamadan

sonra 6. alt kiiltiire ait klonlar, 9-1 ve 9-2: mikroasilamadan sonra 9. alt kiiltiire

ait klonlar.
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Cizelge 3.41. ‘Ferrastar’ ¢esidine ait, ISSR02 primeri ile elde edilen ISSR-PZR
bant sonugclari.

ISSR0O2 Primeri

Bant (bg¢)

Ana 3-1 3-2 6-1 6-2 9-1 9-2

Klonlar

980
920
850
780
750
550
520
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Sekil 3.41. ‘Ferrastar’ ¢esidine ait, ISSR10 primeri ile elde edilen ISSR-PZR
jel gorlintiisii. B: 100 b¢ + 1 kb Ladder DNA A: Ana bitki, 3-1 ve 3-2:
mikroasilamadan sonra 3. alt kiiltlire ait klonlar, 6-1 ve 6-2: mikroasilamadan
sonra 6. alt kiiltiire ait klonlar, 9-1 ve 9-2: mikroasilamadan sonra 9. alt kiiltlire

ait klonlar.

Cizelge 3.42. ‘Ferrastar’ cesidine ait, ISSR10 primeri ile elde edilen ISSR-PZR
bant sonugclari.

ISSR10 Primeri

Bant (bg) Klonlar
Ana 3-1 3-2 6-1 6-2 9-1 9-2
1100 1 1 1 1 1 1 1
1080 1 1 1 1 1 1 1
910 1 1 1 1 1 1 1
800 1 1 1 1 1 1 1
750 1 1 1 1 1 1 1
650 1 1 1 1 1 1 1
620 1 1 1 1 1 1 1
600 1 1 1 1 1 1 1
480 1 1 1 1 1 1 1
370 1 1 1 1 1 1 1
350 1 1 1 1 1 1 1
320 1 1 1 1 1 1 1
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Sekil 3.42. ‘Ferrastar’ ¢esidine ait, ISSR11 primeri ile elde edilen ISSR-PZR jel
goriintiisii. B: 100 b¢ + 1 kb Ladder DNA A: Ana bitki, 3-1 ve 3-2:
mikroasilamadan sonra 3. alt kiiltlire ait klonlar, 6-1 ve 6-2: mikroasilamadan
sonra 6. alt kiiltiire ait klonlar, 9-1 ve 9-2: mikroasilamadan sonra 9. alt kiiltiire

ait klonlar. Sekilde gosterilen oklar polimorfik olan bantlar1 gdstermektedir.

Cizelge 3.43. ‘Ferrastar’ cesidine ait, ISSR11 primeri ile elde edilen ISSR-PZR
bant sonugclari.

ISSR11 Primeri

Klonlar
Bant (b¢)
Ana 3-1 3-2 6-1 6-2 9-1 9-2
1150 0 0 0 0 1 1 1
1080 0 o o o0 1 1 1
850 1 1 1 1 1 1 1
800 1 1 1 1 1 1 1
700 1 1 1 1 1 1 1
650 1 1 1 1 1 1 1
550 1 1 1 1 1 1 1
480 1 1 1 1 1 1 1
400 1 1 1 1 1 1 1
344 1 1 1 1 1 1 1
320 1 1 1 1 1 1 1
300 1 1 1 1 1 1 1
250 1 1 1 1 1 1 1
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Sekil 3.43. ‘Ferrastar’ ¢esidine ait, ISSR12 primeri ile elde edilen ISSR-PZR jel
gorlintlisti. B: 100 b¢ + 1 kb Ladder DNA A: Ana bitki, 3-1 ve 3-2:
mikroasilamadan sonra 3. alt kiiltiire ait klonlar, 6-1 ve 6-2: mikroasilamadan
sonra 6. alt kiiltiire ait klonlar, 9-1 ve 9-2: mikroasilamadan sonra 9. alt kiiltiire

ait klonlar. Sekilde gosterilen oklar polimorfik olan bantlar1 gdstermektedir.

Cizelge 3.44. ‘Ferrastar’ cesidine ait, ISSR12 primeri ile elde edilen ISSR-PZR
bant sonugclari.

ISSR12 Primeri

Klonlar
Bant (b¢)
Ana 3-1 3-2 6-1 6-2 9-1 9-2
1100 1 1 1 1 1 1 1
980 1 1 1 1 1 1 1
880 1 1 1 1 1 1 1
720 1 1 1 1 1 1 1
700 0 O o o0 1 0 O
650 1 1 1 1 0 1 1
610 1 1 1 1 0 1 1
590 1 1 1 1 0 1 1
530 1 1 1 1 0 1 1
450 1 1 1 1 1 1 1
370 1 1 1 1 1 1 1
320 1 1 1 1 1 1 1
310 1 1 1 1 0 1 1
300 1 1 1 1 0 1 1
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Sekil 3.44. ‘Ferrastar’ ¢esidine ait, ISSR13 primeri ile elde edilen ISSR-PZR jel
gorlintlisti. B: 100 b¢ + 1 kb Ladder DNA A: Ana bitki, 3-1 ve 3-2:
mikroasilamadan sonra 3. alt kiiltlire ait klonlar, 6-1 ve 6-2: mikroasilamadan
sonra 6. alt kiiltiire ait klonlar, 9-1 ve 9-2: mikroasilamadan sonra 9. alt kiiltiire

ait klonlar.

Cizelge 3.45. ‘Ferrastar’ ¢esidine ait, ISSR13 primeri ile elde edilen ISSR-PZR
bant sonuglari.

ISSR13 Primeri

Klonlar
Ana 3-1 3-2 6-1 6-2 9-1 9-2
620 1 1 1 1 1 1 1
520 1 1 1 1 1 1 1

Bant (bg)




100

——
1910
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Sekil 3.45. ‘Ferrastar’ ¢esidine ait, ISSR15 primeri ile elde edilen ISSR-PZR jel
goriintiisi. B: 100 b¢ + 1 kb Ladder DNA A: Ana bitki, 3-1 ve 3-2:

mikroasilamadan sonra 3. alt kiiltiire ait klonlar, 6-1 ve 6-2: mikroasilamadan

sonra 6. alt kiiltiire ait klonlar, 9-1 ve 9-2: mikroasilamadan sonra 9. alt kiiltiire

ait klonlar. Sekilde gosterilen oklar polimorfik olan bantlari gostermektedir.

Cizelge 3.46. ‘Ferrastar’ ¢esidine ait, ISSR15 primeri ile elde edilen ISSR-PZR
bant sonuglari.

ISSR15 Primeri

Bant (b¢)

Klonlar

Ana 3-1 3-2 6-1 6-2 9-1 9-2

1450
1350
1100
770
580
500
380

1
1
1
0
1
1
0

1

1
1
0
1
1
0

0

0
1
0
1
1
1

N T T

0

0
1
0
1
1
0

o - O +—» O

N T T




Sekil 3.46. ‘Ferrastar’ ¢esidine ait, ISSR19 primeri ile elde edilen ISSR-PZR jel
gorlintlisti. B: 100 b¢ + 1 kb Ladder DNA A: Ana bitki, 3-1 ve 3-2:
mikroasilamadan sonra 3. alt kiiltiire ait klonlar, 6-1 ve 6-2: mikroasilamadan
sonra 6. alt kiiltiire ait klonlar, 9-1 ve 9-2: mikroasilamadan sonra 9. alt kiiltiire

ait klonlar. Sekilde gosterilen ok polimorfik olan bant1 gdstermektedir.
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Cizelge 3.47. ‘Ferrastar’ cesidine ait, ISSR19 primeri ile elde edilen ISSR-PZR
bant sonuglari.

ISSR19 Primeri

Bant (b¢)

Ana 3-1 3-2 6-1 6-2 9-1 9-2

Klonlar

1180
820
750
650
630
500
350

1
1
1
1
1
1
1

1

1
1
1
0
1
1

1

1
1
1
0
1
1

L K = T S == SN =

1

1
1
1
0
1
1

N N e T

L N = T S == SN =
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‘Ferrastar’ ¢esidi icin segilen primerler ile yapilan ISSR-PZR’ lara ait jel
goriintlileri  degerlendirilerek olusturulan ve olusan bantlarla ilgili yapilan
degerlendirmeler Cizelge 3.48° de verilmistir. Cizelgeye gore degerlendirmeye
alinan primerlere ait olusan bantlara irdelendiginde, olusan bantlarin 250 bg ile 1450
b¢ arasinda oldugu goriilmektedir. Denenen primerler arasinda 14 bantla en fazla
bant tireten primer ISSR12 primeri olup, ¢ogaltimda kullanilan 8 primer ile toplamda
67 bant olusmustur. Cogaltimda kullanilan primerler arasinda 5 primerde (ISSR1,
ISSR11, ISSR12, ISSR15, ISSR19) polimorfik bantlarin olustugu goézlenirken,
toplamda 15 adet polimorfik bant elde edilmistir. Buna gore olusan bantlarin
%22.38’ 1 polimorfiktir. Primerler arasinda en yiiksek PIC degeri (0.4898) ISSR11
primerinde hesaplanmistir. Ayrica ISSR-PZR analizlerinde kullanilan primerler
arasindaki polimorfik bant iireten primerlerin ortalama PIC degeri ise 0.3592 olarak

hesaplanmustir.
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Cizelge 3.48. P. dulcis ‘Ferrastar’ ¢esidinin ana bitki ve klonlarinin genetik kararliliginin belirlenmesinde kullanilan ISSR primer

dizileri ve bu primerlerden elde edilen degerlendirilmis bant ve polimorfik bant sayisi, ylizdesi ve PIC degerleri.

. . . Bant Polimorfik  Polimorfizm PIC
Primer Primer Dizisi - Bant .. . - .
ismi (537 Uzunlugu Sayisi Bant Yiizdesi Degeri
(b¢) Sayisi (%) (Ort)
ISSR01 GAG AGA GAG AGA GAG AT  520-1060 5 1 20.0 0.4082
ISSR02 GAG AGA GAG AGA GAG AC  520-980 7 0 0.0 -
ISSR10 GAG AGA GAG AGC 320-1100 12 0 0.0 -
ISSR11 CAC ACACACAGT 250-1150 13 2 15.3 0.4898
ISSR12 GAA GAA GAA GAA GAA GC  300-1100 14 7 50.0 0.2449
ISSR13 GAA GAA GAA GAA GAA GG 520-620 2 0 0.0
ISSR15 CTCTCTCTCTCTCTCTA 380-1450 7 4 57.1 0.4694
ISSR19 AACTCTCTCTCTCTCT 350-1180 7 1 14.3 0.4082
Toplam 67 15 22.38 0.3592




84

‘Ferrastar’ ¢esidine ait jel profillerinin yorumlanmasi sonucu elde edilen

verilerle hazirlanan benzerlik matriksi (Cizelge 3.49) ve dendogram (Sekil 3.47)

irdelendiginde, benzerlik matriksinde ana bitki ve klonlar arasinda benzerliklerin

0.815 ile 0.984 arasinda degistigi goriilmekte olup, benzerlik matriks ortalamasi

0.9025 olarak hesaplanmistir. Ana materyale en yakin klon 3. alt kiiltiire ait klon

(3-1)’ dir. ISSR-PZR analizlerine gore ana bitkiden benzerlik olarak uzaklagmalar

basladig1 klon (3-1) dir. Ana bitkiye en uzak olan Kklon ise 6. alt kiiltiire ait olan

klon 6-2 olarak goriilmektedir.

Cizelge 3.49. P. dulcis ‘Ferrastar’ ¢esidine ait ana bitki ile klonlar1 arasinda ISSR-

PZR analizi ile elde edilen benzerlik matriksi.

A 31 3-2 6-1 6-2 9-1 9-2

A 1,000

3-1 0,984 1,000

3-2 0,937 0,952 1,000

6-1 0,953 0,968 0,952 1,000

6-2 0,815 0,828 0,841 0,803 1,000

9-1 0922 0,906 0,921 0,879 0,857 1,000

9-2 0,909 0,923 0,908 0,954 0,818 0,923 1,000
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082 083 088 031 034 087 1

Jaccards Coeficient

Sekil 3.47. P. dulcis ‘Ferrastar’ ¢esidinin 6 klonundan, 8 ISSR primeri ile elde
edilen 67 banttan UPGMA analizi ile olusturulan dendogram. [A: Ana bitki, 3-1
ve 3-2: mikroasilamadan sonra 3. alt kiltire ait klonlar, 6-1 ve 6-2:
mikroasilamadan sonra 6. alt kiiltiire ait klonlar, 9-1 ve 9-2: mikroasilamadan

sonra 9. alt kiiltiire ait klonlar].
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3.2.2. P. dulcis ‘Nonpareil’ Cesidi icin ISSR-PZR

Analizlerinin Degerlendirilmesi

ISSR-PZR analizleri i¢in denemeye alinan 16 primer (ISSR01-ISSR06 ve
ISSR10-ISSR19) arasindan ‘Nonpareil’ ¢esidi i¢in ISSR03, ISSR04, ISSROS,
ISSR06, ISSR14, ISSR16, ISSR17 ve ISSR18 primerleri ana bitki gDNA’ sinin
cogaltimi caligmalarinda az bant iiretkenligi veya bant iiretkenliginin goriilmemesi
nedeniyle diger klonlar i¢in degerlendirmeye alinmamistir. ISSRO1, ISSR0OZ2,
ISSR10, ISSR11, ISSR12, ISSR13, ISSR15 ve ISSR19 primerleri ise ana bitkide
vermis olduklart yeterli bant iiretkenliginden dolay1 degerlendirmeye alinarak
(Sekil 48), klonlara ait gDNA’ larin ¢ogaltimi yapilmis ve ¢cogaltim iiriinleri, ana
bitki ve klonlar bir belirtegle jele yiiklenerek, jel goriintiileri sirasiyla Sekil 3.49,
Sekil 3.50, Sekil 3.51, Sekil 3.52, Sekil 3.53, Sekil 3.54, Sekil 3.55, Sekil 3.56” da
verilmigtir. Her ISSR primer jel goriintiisii i¢in yapilan bant yorumlari var olan
bant i¢in 1; olmayan bant i¢in 0 degeri verilerek degerlendirilmis ve bu
degerlendirmeler sirasiyla Cizelge 3.50, Cizelge 3.51, Cizelge 3.52, Cizelge 3.53,
Cizelge 3.54, Cizelge 3.55, Cizelge 3.56, Cizelge 3.57° de sunulmustur.
Degerlendirme sonucunda ‘Nonpareil’ ¢esidi igin ana bitki ve klonlara ait gDNA’
larin ¢ogaltilmasi sonrasi her ISSR primeri i¢in bantlar belirlenerek olusan bant
sayis1, polimorfik bant sayisi, polimorfizm yiizdesi ve PIC degeri ise Cizelge

3.58’ de verilmistir.

ISSR13  ISSR15 ISSR19 ISSRO1  ISSR 02

Sekil 3.48. ‘Nonpareil’ ana materyaline ait gDNA’ nin segilen ISSR

primerleri ile yapilan PZR reaksiyonu ile elde edilen bant profili.
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Sekil 3.49. ‘Nonpareil’ ¢esidine ait, ISSRO1 primeri ile elde edilen ISSR-PZR
jel gorlintiisii. B: 100 b¢ + 1 kb Ladder DNA A: Ana bitki, 3-1 ve 3-2:

mikroagilamadan sonra 3. alt kiiltiire ait klonlar, 6-1 ve 6-2: mikroasilamadan

sonra 6. alt kiiltiire ait klonlar, 9-1 ve 9-2: mikroasilamadan sonra 9. alt kiiltiire

ait klonlar.

Cizelge 3.50. ‘Nonpareil’ ¢esidine ait, ISSRO1 primeri ile elde edilen ISSR-PZR

bant sonuglari.

ISSRO1 Primeri

Bant (bg)

Klonlar

Ana 3-1 3-2 6-1 6-2 9-1 9-2

1080 1 1
1050 1
800 1
750 1
650 1
580 1
520 1
460 1

N N S N T

1

N N S N T

1

e e e

1

N N N N O =

1

N N N N T

e e e
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Sekil 3.50. ‘Nonpareil’ ¢esidine ait, ISSR02 primeri ile elde edilen ISSR-PZR
jel goriintiisi. B: 100 b¢ + 1 kb Ladder DNA A: Ana bitki, 3-1 ve 3-2:
mikroasilamadan sonra 3. alt kiiltlire ait klonlar, 6-1 ve 6-2: mikroasilamadan
sonra 6. alt kiiltiire ait klonlar, 9-1 ve 9-2: mikroasilamadan sonra 9. alt kiiltiire

ait klonlar. Sekilde gosterilen oklar polimorfik olan bantlar1 gdstermektedir.

Cizelge 3.51. ‘Nonpareil’ ¢esidine ait, ISSR02 primeri ile elde edilen ISSR-PZR
bant sonuglari.

ISSR02 Primeri

Klonlar
Bant (bg¢)
Ana 3-1 3-2 6-1 6-2 9-1 9-2
2150 0 o 0 O 1 o0 O
1170 0 o 0 0O 1 o0 O
950 1 1 1 1 1 1 1
920 1 1 1 1 1 1 1
750 0 o 1 1 1 1 1
720 0 o 1 1 1 1 1
600 0 o 0o o0 1 o0 1
580 0 o 0 o0 1 o0 1
500 0 o 0 0O 1 o0 O
450 0 o 0 0O 1 o0 O
420 0 o 0 O 1 o0 O
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Sekil 3.51. ‘Nonpareil’ ¢esidine ait, ISSR10 primeri ile elde edilen ISSR-PZR jel
goriintiisi. B: 100 bg + 1 kb Ladder DNA A: Ana bitki, 3-1 ve 3-2:
mikroasilamadan sonra 3. alt kiiltiire ait klonlar, 6-1 ve 6-2: mikroasilamadan
sonra 6. alt kiiltiire ait kKlonlar, 9-1 ve 9-2: mikroasilamadan sonra 9. alt kiiltiire ait

klonlar. Sekilde gosterilen oklar polimorfik olan bantlar1 gostermektedir.

Cizelge 3.52. ‘Nonpareil’ ¢esidine ait, ISSR10 primeri ile elde edilen ISSR-PZR
bant sonuglari.

ISSR10 Primeri

Klonlar
Bant (bg¢)
Ana 3-1 3-2 6-1 6-2 9-1 9-2
1100 1 1 1 1 1 1 1
950 0 o 0 1 0 0 O
750 1 1 1 1 1 1 1
670 1 1 1 0 0 0 O
630 1 1 1 1 1 1 1
550 0 o 0 1 0 0 O
500 1 1 1 1 1 1 1
480 1 1 1 1 1 1 1
370 1 1 1 1 1 1 1
350 1 1 1 1 1 1 1
210 1 1 1 1 1 1 1
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Sekil 3.52. ‘Nonpareil’ ¢esidine ait, ISSR11 primeri ile elde edilen ISSR-PZR
jel goriintiisi. B: 100 b¢ + 1 kb Ladder DNA A: Ana bitki, 3-1 ve 3-2:

mikroasilamadan sonra 3. alt kiiltiire ait klonlar, 6-1 ve 6-2: mikroagilamadan

sonra 6. alt kiiltiire ait klonlar, 9-1 ve 9-2: mikroasilamadan sonra 9. alt kiiltiire

ait klonlar. Sekilde gosterilen ok polimorfik olan bant1 géstermektedir.

Cizelge 3.53. ‘Nonpareil’ ¢esidine ait, ISSR11 primeri ile elde edilen ISSR-PZR
bant sonuglari.

ISSR11 Primeri

Bant (bg¢)

Ana 3-1 3-2 6-1 6-2 9-1 9-2

Klonlar

980
800
750
650
480
420
340
250

0
1
1
1
1
1
1
1

0

N N = T = T =Y SN S

0

N N = T = T =Y SN S

0

e i

R = e e e =

N = e e e T T o

e i
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Sekil 3.53. “Nonpareil’ ¢esidine ait, ISSR12 primeri ile elde edilen ISSR-PZR
jel goriintiisi. B: 100 b¢ + 1 kb Ladder DNA A: Ana bitki, 3-1 ve 3-2:

mikroasilamadan sonra 3. alt kiiltiire ait klonlar, 6-1 ve 6-2: mikroagilamadan

sonra 6. alt kiiltiire ait klonlar, 9-1 ve 9-2: mikroasilamadan sonra 9. alt kiiltiire

ait klonlar. Sekilde gosterilen oklar polimorfik olan bantlar1 gdstermektedir.

Cizelge 3.54. ‘Nonpareil’ gesidine ait, ISSR12 primeri ile elde edilen ISSR-PZR

bant sonuglar:.

ISSR12 Primeri

Klonlar

Bant (b¢)

Ana 3-1 3-2 6-1 6-2 9-1 9-2

1100 1 0
730
680
600
550
480
400
340

e T e e
I T e e

0

L T T Y SN S S

0

e e e

0

N T T

o O B O O O B

e e e
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Sekil 3.54. ‘Nonpareil® ¢esidine ait, ISSR13 primeri ile elde edilen ISSR-PZR
jel goriintiisi. B: 100 b¢ + 1 kb Ladder DNA A: Ana bitki, 3-1 ve 3-2:

mikroasilamadan sonra 3. alt kiiltiire ait klonlar, 6-1 ve 6-2: mikroagilamadan

sonra 6. alt kiiltiire ait klonlar, 9-1 ve 9-2: mikroasilamadan sonra 9. alt kiiltiire

ait klonlar. Sekilde gosterilen oklar polimorfik olan bantlar1 gostermektedir.

Cizelge 3.55. ‘Nonpareil’ ¢esidine ait, ISSR13 primeri ile elde edilen ISSR-PZR
bant sonuglari.

ISSR13 Primeri

Bant (bg¢)

Ana 3-1 3-2 6-1 6-2 9-1 9-2

Klonlar

900
750
610
500
480
390

=

1

N e

0

N =)

1

L

1

N e

N e

L
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Sekil 3.55. ‘Nonpareil’ ¢esidine ait, ISSR15 primeri ile elde edilen ISSR-PZR
jel goriintiisi. B: 100 b¢ + 1 kb Ladder DNA A: Ana bitki, 3-1 ve 3-2:

mikroasilamadan sonra 3. alt kiiltiire ait klonlar, 6-1 ve 6-2: mikroasilamadan

sonra 6. alt kiiltiire ait klonlar, 9-1 ve 9-2: mikroasilamadan sonra 9. alt kiiltiire

ait klonlar. Sekilde gdsterilen oklar polimorfik olan bantlar1 géstermektedir.

Cizelge 3.56. ‘Nonpareil’ gesidine ait, ISSR15 primeri ile elde edilen ISSR-PZR
bant sonuclari.

ISSR15 Primeri

Bant (b¢)

Ana 3-1 3-2 6-1 6-2 9-1 9-2

Klonlar

1380
1050
980
960
810
580
560

1
1
1
0
1
1
1

N S S = e e

N S S = e e

1

1
0
0
1
1
1

N T T

N T = = = T = =

R Rk R O O
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Sekil 3.56. ‘Nonpareil’ ¢esidine ait, ISSR19 primeri ile elde edilen ISSR-PZR
jel goriintiisi. B: 100 b¢ + 1 kb Ladder DNA A: Ana bitki, 3-1 ve 3-2:
mikroasilamadan sonra 3. alt kiiltiire ait klonlar, 6-1 ve 6-2: mikroasilamadan
sonra 6. alt kiiltiire ait klonlar, 9-1 ve 9-2: mikroasilamadan sonra 9. alt kiiltiire

ait klonlar. Sekilde gosterilen ok polimorfik olan bant1 gdstermektedir.

Cizelge 3.57. ‘Nonpareil’ ¢esidine ait, ISSR19 primeri ile elde edilen ISSR-PZR
bant sonuglari.

ISSR19 Primeri

Klonlar
Ana 3-1 3-2 6-1 6-2 9-1 9-2

Bant (bg)

|

1150 1
980 1
970 1
800 1

700 1

1
1
1
1
1

|

690
560
500
450
360

I e =T T Y = S S
I e e e T e T T S N
e e e e e T T S S =
N e e e T o T S S
N e e e T o T S S
e e e e e T T S S =
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‘Nonpareil’ ¢esidi i¢in segilen primerler ile yapilan ISSR-PZR’ lara ait jel
goriintlileri  degerlendirilerek olusturulan ve olusan bantlarla ilgili yapilan
yorumlara ait degerlendirmeler Cizelge 3.58” de verilmistir. Cizelgeye gore
degerlendirmeye alinan primerler ile olusan bantlar irdelendiginde, bantlarin 210
b¢ ve 2150 bg arasinda olustugu goriilmektedir. Denenen primerler arasinda 11’ er
bantla en fazla bant iireten primerler ISSR02 ile ISSR10 primerleri olup,
cogaltimda kullanilan 8 primer ile toplamda 69 bant olusmustur. Cogaltimda
kullanilan primerler arasinda 7 primerde (ISSR02, ISSR10, ISSR11, ISSR12,
ISSR13, ISSR15, ISSR19) polimorfik bantlarin olustugu gézlenirken, toplamda
24 adet polimorfik bant elde edilmistir. Dolayisiyla olusan bantlarin %34.78’ 1
polimorfiktir. Primerler arasinda en yiiksek PIC degeri (0.4898) ise ISSR11
primerinde hesaplanmistir. Ayrica ISSR-PZR analizlerinde kullanilan primerler
arasindaki polimorfik bant iireten primerlerin ortalama PIC degeri ise 0.3231

olarak hesaplanmuistir.
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Cizelge 3.58. P. dulcis ‘Nonpareil’ ¢esidinin ana bitki ve klonlarinin genetik kararliliginin belirlenmesinde kullanilan ISSR primer dizileri ve bu

primerlerden elde edilen degerlendirilmis bant ve polimorfik bant sayisi, yiizdesi ve PIC degerleri.

Primer Primer Dizisi Bant Uzunlugu Bant Polimorfik Bant Polimorfizm PIC Degeri
Ismi (5-3) (be) Sayisi Sayisi Yiizdesi (Ort)
ISSRO1  GAG AGA GAG AGA GAG AT 460-1080 8 0 20.0 -
ISSR02  GAG AGA GAG AGA GAG AC 420-2150 11 9 81.8 0.3356
ISSR10 GAG AGA GAG AGC 210-1100 11 3 27.3 0.3265
ISSR11 CAC ACA CAC AGT 250-980 8 1 12.5 0.4898
ISSR12 GAA GAA GAA GAA GAAGC 340-1100 8 6 75.0 0.2449
ISSR13 GAA GAA GAA GAA GAA GG 390-900 6 2 333 0.4082
ISSR15 CTCTCTCTCTCTCTCTA 560-1380 7 2 28.6 0.3673
ISSR19 AACTCTCTCTCTCTCT 360-1150 10 1 10.0 0.2449
Toplam 69 24 34.78 0.3231
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‘Nonpareil’ ¢esidine ait jel profillerinin yorumlanmasi sonucu elde edilen
verilerle hazirlanan benzerlik matriksi (Cizelge 3.59) ve dendogram (Sekil 3.57)
irdelendiginde, benzerlik matriksinde ana bitki ve klonlar arasinda benzerliklerin
0.776 ile 0.946 arasinda degistigi goriilmekte olup, benzerlik matriks ortalamasi
0.8532 olarak hesaplanmistir. Ana materyale en yakin klon 3. alt kiiltiire ait 3-2

klonudur. Ana bitkiye en uzak olan klon ise 6. alt kiiltiire ait olan 6-2 bireyidir.

Cizelge 3.59. P. dulcis ‘Nonpareil’ ¢esidine ait ana bitki ile klonlar1 arasinda
ISSR-PZR analizi ile elde edilen benzerlik matriksi.
A 331 32 61 62 91 92
A 1,000
3-1 0,929 1,000
3-2 0,946 0,912 1,000
6-1 0,850 0,881 0,898 1,000
6-2 0,776 0,803 0,818 0,821 1,000
9-1 0,780 0,810 0,828 0,862 0,785 1,000
9-2 0,823 0,852 0,869 0,902 0,908 0,864 1,000
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Sekil 3.57. P. dulcis ‘Nonpareil® ¢esidinin 6 klonundan 8 ISSR primeri ile elde
edilen 69 banttan UPGMA analizi ile olusturulan dendogram. [A: Ana bitki, 3-
1 ve 3-2: mikroasilamadan sonra 3. alt kiiltire ait klonlar, 6-1 ve 6-2:
mikroasilamadan sonra 6. alt kiiltiire ait klonlar, 9-1 ve 9-2: mikroasilamadan

sonra 9. alt kiiltiire ait klonlar].
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3.2.3. P. dulcis ‘Teksas’ Cesidi I¢cin ISSR-PZR

Analizlerinin Degerlendirilmesi

ISSR-PZR analizleri i¢in denemeye alman 16 primer (ISSR01-ISSR06 ve
ISSR10-ISSR19) arasindan ‘Teksas’ ¢esidi igin ISSR03, ISSR04, ISSROS,
ISSR06, ISSR14, ISSR16, ISSR17 ve ISSR18 primerleri ana bitki gDNA’ sinin
cogaltimi ¢calismalarinda az bant iiretkenligi veya bant iiretkenliginin goriilmemesi
nedeniyle diger klonlar i¢in degerlendirmeye alinmamistir. ISSRO1, ISSRO0Z2,
ISSR10, ISSR11, ISSR12, ISSR13, ISSR15 ve ISSR19 primerleri ise ana bitkide
vermis olduklart yeterli bant iiretkenliginden dolay1 degerlendirmeye alinarak
(Sekil 58), klonlara ait gDNA’ larin ¢ogaltimi yapilmis ve ¢ogaltim iiriinleri, ana
bitki ve klonlar bir belirtegle birlikte jele yiikklenmis ve jel goriintiileri sirasiyla
Sekil 3.59, Sekil 3.60, Sekil 3.61, Sekil 3.62, Sekil 3.63, Sekil 3.64, Sekil 3.65,
Sekil 3.66” da verilmistir. Her ISSR primer jel goriintiisii i¢in yapilan bant
yorumlart var olan bant icin 1; olmayan bant i¢in O degeri verilerek
degerlendirilmis ve bu degerlendirmeler sirasiyla Cizelge 3.60, Cizelge 3.61,
Cizelge 3.62, Cizelge 3.63, Cizelge 3.64, Cizelge 3.65, Cizelge 3.66, Cizelge
3.67° de sunulmustur. Degerlendirme sonucunda ‘Teksas’ ¢esidi i¢in ana bitki ve
klonlara ait gDNA’ larin ¢ogaltilmas1 sonrasi her ISSR primeri i¢cin bantlar olugan
bant sayisi, polimorfik bant sayisi, polimorfizm yiizdesi ve PIC degeri ise Cizelge

3.68° de verilmistir.

ISSR 10 ISSR11  ISSR 12 ISSR13 ISSR15 ISSR19 ISSR 01 ISSR 02

Sekil 3.58. ‘Teksas’ ana materyaline ait gDNA’ nin segilen ISSR primerleri

ile yapilan PZR reaksiyonu ile elde edilen bant profili.
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Sekil 3.59. ‘Teksas’ ¢esidine ait, ISSRO1 primeri ile elde edilen ISSR-PZR jel
goriintlisti. B: 100 b¢ + 1 kb Ladder DNA A: Ana bitki, 6-1 ve 6-2:

mikroasilamadan sonra 6. alt kiiltiire ait klonlar, 9-1 ve 9-2: mikroasilamadan

sonra 9. alt kiiltiire ait klonlar. Sekilde gosterilen oklar polimorfik olan bantlar

gostermektedir.

Cizelge 3.60. ‘Teksas’ ¢esidine ait, ISSR01 primeri ile elde edilen ISSR-PZR

bant sonuglari.

ISSRO1 Primeri

Bant (b¢)

Klonlar

Ana 6-1 6-2 9-1 9-2

1070 0 1
1020 0
780 0
750 0
580 1
520 1
450 0

L T = T T =R

1

=)

1

A e e e

R e e e
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B A 6-1 6-2 9-1 9-2

Sekil 3.60 ‘Teksas’ ¢esidine ait, ISSR02 primeri ile elde edilen ISSR-PZR jel
goriintlisti. B: 100 b¢ + 1 kb Ladder DNA A: Ana bitki, 6-1 ve 6-2:
mikroasilamadan sonra 6. alt kiiltiire ait klonlar, 9-1 ve 9-2: mikroasilamadan
sonra 9. alt kiiltiire ait klonlar. Sekilde gosterilen oklar polimorfik olan bantlar

gostermektedir.

Cizelge 3.61. ‘Teksas’ ¢esidine ait, ISSR02 primeri ile elde edilen ISSR-PZR
bant sonuglari.

ISSR02 Primeri

Klonlar
Ana 6-1 6-2 9-1 9-2
980 1 1 1 1 1
880 1 1
710 1 1
550 1 1

Bant (b¢)

1 1
1 0
1 0

N =
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Sekil 3.61. ‘Teksas’ ¢esidine ait, ISSR10 primeri ile elde edilen ISSR-PZR jel
goriintlisti. B: 100 b¢ + 1 kb Ladder DNA A: Ana bitki, 6-1 ve 6-2:

mikroasilamadan sonra 6. alt kiiltiire ait klonlar, 9-1 ve 9-2: mikroasilamadan

sonra 9. alt kiiltiire ait klonlar. Sekilde gosterilen ok polimorfik olan banti

gostermektedir.

Cizelge 3.62. ‘Teksas’ ¢esidine ait, ISSR10 primeri ile elde edilen ISSR-PZR
bant sonuglari.

ISSR10 Primeri

Bant (bg)

Ana 6-1 6-2 9-1 9-2

Klonlar

750
650
630
550
490
360
300

1

1
1
0
1
1
1

1

1
1
0
1
1
1

1

1
1
0
1
1
1

1

1
1
0
1
1
1

R e e e
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Sekil 3.62. ‘Teksas’ ¢esidine ait, ISSR11 primeri ile elde edilen ISSR-PZR jel
goriintiisi. B: 100 b¢ + 1 kb Ladder DNA A: Ana bitki, 6-1 ve 6-2:
mikroasilamadan sonra 6. alt kiiltiire ait klonlar, 9-1 ve 9-2: mikroasilamadan

sonra 9. alt kiiltiire ait klonlar.

Cizelge 3.63. ‘Teksas’ ¢esidine ait, ISSR11 primeri ile elde edilen ISSR-PZR
bant sonuglari.

ISSR11 Primeri
Klonlar
Ana 6-1 6-2 9-1 9-2
1100 1 1 1 1 1

Bant (b¢)

980 1 1 1 1 1
780 1 1 1 1 1
650 1 1 1 1 1
480 1 1 1 1 1
400 1 1 1 1 1
340 1 1 1 1 1
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Sekil 3.63. ‘Teksas’ ¢esidine ait, ISSR12 primeri ile elde edilen ISSR-PZR jel
gorlintlisi. B: 100 b¢ + 1 kb Ladder DNA A: Ana bitki, 6-1 ve 6-2:

mikroasilamadan sonra 6. alt kiiltiire ait klonlar, 9-1 ve 9-2: mikroasilamadan

sonra 9. alt kiiltiire ait klonlar. Sekilde gosterilen ok polimorfik olan banti

gostermektedir.

Cizelge 3.64. ‘Teksas’ ¢esidine ait, ISSR12 primeri ile elde edilen ISSR-PZR
bant sonuglari.

ISSR12 Primeri

Bant (bg)

Ana 6-1 6-2 9-1 9-2

Klonlar

750
680
580
535
450
370
320
280

1
1
1
1
1
1
1
1

1

[ T = T T =Y =N S

1

= R N N =

1

= T

= T e
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Sekil 3.64. ‘Teksas’ ¢esidine ait, ISSR13 primeri ile elde edilen ISSR-PZR jel
goriintiisi. B: 100 b¢ + 1 kb Ladder DNA A: Ana bitki, 6-1 ve 6-2:

mikroasilamadan sonra 6. alt kiiltiire ait klonlar, 9-1 ve 9-2: mikroasilamadan

sonra 9. alt kiiltiire ait klonlar. Sekilde gosterilen oklar polimorfik olan bantlar

gostermektedir.

Cizelge 3.65. ‘Teksas’ ¢esidine ait, ISSR13 primeri ile elde edilen ISSR-PZR
bant sonuglari.

ISSR13 Primeri

Bant (b¢)

Ana 6-1 6-2 9-1 9-2

Klonlar

880
800
600
500
400

1
1
1
1
1

0

P B O

0

=)

N e e

N =)
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Sekil 3.65. ‘Teksas’ ¢esidine ait, ISSR15 primeri ile elde edilen ISSR-PZR jel
goriintlisti. B: 100 b¢ + 1 kb Ladder DNA A: Ana bitki, 6-1 ve 6-2:

mikroasilamadan sonra 6. alt kiiltiire ait klonlar, 9-1 ve 9-2: mikroasilamadan

sonra 9. alt kiiltiire ait klonlar. Sekilde gosterilen oklar polimorfik olan bantlar

gostermektedir.

Cizelge 3.66. ‘Teksas’ ¢esidine ait, ISSR15 primeri ile elde edilen ISSR-PZR

bant sonuglari.

ISSR15 Primeri

Klonlar

Bant (bg)

Ana 6-1 6-2 9-1 9-2

1600 0 1
1420 0
1100 1
950 1
850 1
580 1
500 1
350 1

L T T = T =V S S

1

e T e e

0

o r P P O L, O

o B P P O L, O
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Sekil 3.66. ‘Teksas’ ¢esidine ait, ISSR19 primeri ile elde edilen ISSR-PZR jel
gorlintlisii. B: 100 b¢ + 1 kb Ladder DNA A: Ana bitki, 6-1 ve 6-2:

mikroasilamadan sonra 6. alt kiiltiire ait klonlar, 9-1 ve 9-2: mikroasilamadan

sonra 9. alt kiiltiire ait klonlar.

Cizelge 3.67. ‘Teksas’ ¢esidine ait, ISSR19 primeri ile elde edilen ISSR-PZR

bant sonuglari.

ISSR19 Primeri

Bant (b¢)

Ana 6-1 6-2 9-1 9-2

Klonlar

1150
980
960
780
660
650
500
450
350
340

1
1
1
1
1
1
1
1
1
1

1

D T T o T S S S S N S

1

B e e e e T e T T

1

L T T S S e SR SN

1

L T T S e e SR SN
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‘Teksas’ ¢esidi i¢in secilen primerler ile yapilan ISSR-PZR’ lara ait jel
goriintlileri  degerlendirilerek olusturulan ve olusan bantlarla ilgili yapilan
yorumlara ait degerlendirmeler Cizelge 3.68 de verilmistir. Cizelgeye gore
degerlendirmeye alinan primerlere ait olusan bantlar irdelendiginde, bantlarin 280
be ile 1600 bg arasinda olustugu goriilmektedir. Denenen primerler arasinda 10
bantla en fazla bant iireten primerler ISSR19 primerleri olup, cogaltimda
kullanilan 8 primer ile toplam da 56 bant olugsmustur. Cogaltimda kullanilan
primerler arasinda 6 primerde (ISSRO1, ISSR02, ISSR10, ISSR12, ISSR13,
ISSR15) polimorfik bantlarin olustugu goézlenirken, toplamda 15 adet polimorfik
bant elde edilmistir. Bu sonuglara géreolusan bantlarin % 26.78’ i polimorfiktir.
Primerler arasinda en yiiksek PIC degerleri ISSR12, ISSR13 ve ISSR15
primerlerinde 0.4800 olarak hesaplanmistir. Ayrica ISSR-PZR analizlerinde
kullanilan primerler arasindaki polimorfik bant iireten primerlerin ortalama PIC

degeri ise 0.4160 olarak hesaplanmustir.
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Cizelge 3.68. P. dulcis ‘Teksas’ ¢esidinin ana bitki ve klonlarinin genetik kararliliginin belirlenmesinde kullanilan ISSR primer dizileri ve bu

primerlerden elde edilen degerlendirilmis bant ve polimorfik bant sayisi, yiizdesi ve PIC degerleri.

Primer Bant Uzunlugu Bant Polimorfik Bant Polimorfizm PIc
) Primer Dizisi (5'-3") Degeri
Ismi (be¢) Sayis1 Sayisi Yiizdesi
(Ort.)
ISSRO1 GAG AGA GAG AGA GAG AT 450-1070 7 5 714 0.3840
ISSR02 GAG AGA GAG AGA GAG AC 550-980 4 2 50.0 0.3200
ISSR10 GAG AGA GAG AGC 300-750 7 1 14.3 0.3200
ISSR11 CAC ACA CAC AGT 340-1100 7 0 0.0 -
ISSR12 GAA GAA GAA GAA GAA GC 280-750 8 1 12.5 0.4800
ISSR13 GAA GAA GAA GAA GAA GG 400-880 5 2 40.0 0.4800
ISSR15 CTCTCTCTCTCTCTCTA 350-1600 8 4 50.0 0.4800
ISSR19 AACTCTCTCTCTCTCT 340-1150 10 0 0.0
Toplam 56 15 26.78 0.4160
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‘Teksas’ c¢esidine ait jel profillerinin yorumlanmasi sonucu elde edilen
verilerle hazirlanan benzerlik matriksi (Cizelge 3.69) ve dendogram (Sekil 3.67)
irdelendiginde, benzerlik matriksinde ana bitki ve klonlar arasindaki
benzerliklerin 0.796 ile 0.811 arasinda degistigi goriilmekte olup, benzerlik
matriks ortalamast 0.8546 olarak hesaplanmistir. ‘Ferrastar’ ve ‘Nonpareil’
cesitlerine ait verilerde ana bitki ve klonlar arasindaki genetik kararsizliklarin 3.
altkiiltiir sonras1 elde edilen klonlarda olmasi nedeniyle, RAPD-PZR analizinde
oldugu gibi ‘Teksas’ ¢esidi i¢in 6. alt kultiir ve 9. alt kiiltlir sonras1 olusan
klonlarla ana bitki arasindaki genetik kararlilik bakilmistir. Ana materyale en
yakin klonun 9. alt kiiltiirden sonra elde edilen klon (9-1) olup, ana bitkiye en
uzak olan birey ise yine 9. alt kiiltiire ait olan klon 9-2’ dir. Elde edilen

dendogramda 6. altkiiltiire ait klonlar bir arada; 9. altkdiltiire ait klonlar ise yine bir

arada ancak farkli grupta bulunmaktadir.

Cizelge 3.69. P. dulcis ‘Teksas’ ¢esidine ait ana bitki ile klonlar1 arasinda ISSR-
PZR analizi ile elde edilen benzerlik matriksi.
A 6-1 6-2 91 92
A 1,000
6-1 0,836 1,000
6-2 0,811 0,906 1,000
9-1 0,849 0,873 0,815 1,000
9-2 0,796 0,889 0,830 0,941 1,000
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Jaccards Coeficient

Sekil 3.67. P. dulcis ‘Teksas’ ¢esidinin 4 klonundan, 8 ISSR primeri ile elde
edilen 56 banttan UPGMA analizi ile olusturulan dendogram. [A: Ana bitki, 6-
1 ve 6-2: mikroasilamadan sonra 6. alt kiiltiire ait klonlar, 9-1 ve 9-2:

mikroasilamadan sonra 9. alt kiiltiire ait klonlar].
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4. TARTISMA

4.2. gDNA lizolasyon Yonteminin Se¢imi

Odunsu bitkilerin bir¢ogunda polisakkarit, protein ve polifenol bilesikleri,
izole edilen gDNA’ nin safligin1 etkilemekte ve bu durum sonrasinda yapilacak olan
gDNA amplifikasyon ¢aligmalarinda sorun olusturmaktadir (Ramirez ve ark., 2004,
Ozden Tokatli, 2005). Bu nedenle, literatiirde dzellikle odunsu bitkilere ait gDNA
izolasyonu ornegin, guavo, avakado, mango (Ramirez ve ark., 2004) ve antepfistig
bitkilerinde (Ozden-Tokatl;, 2005; Akdemir ve ark., 2012), kit yerine genellikle
CTAB yontemi kullanilarak, manuel olarak yapilmistir. Ancak, tez kapsaminda
yapilan badem bitkisine ait 6rneklerde “i-genomic Plant DNA extraction Mini Kit”
ile gDNA izolasyonu yapilmis ve uygun saflikta ve miktarda DNA elde edilmistir.
Bu nedenle, kit kullanimina gore daha fazla zaman alan ve gorece daha ¢ok is giicii
gerektiren manuel gDNA izolasyonunun gerceklestirilmesine gerek kalmamaistir. Tez
kapsaminda kullanilan ilgili kitin icerdigi spin kolonlarin kullanimi ile gDNA

yukarida ad1 gecen safsizliklardan arindirilmistir.

4.1. Klonlarin Genetik Kararhlhiklarmmin irdelenmesi
Icin Yapilan RAPD-PZR ve ISSR-PZR Sonuclarinin

Degerlendirilmesi

Ozellikle badem gibi Prunus gesitlerinin kendine déllenmeyip, baska bir
birey tarafinda dollenmesi geleneksel tiretimde meyve kalitesi ve verimini
degistirmektedir (Isikalan ve ark., 2011). Bunun yami sira badem ¢esitlerinin
geleneksel yollar ile {iretiminde birgok sorunla karsilasilmaktadir ve bunlarin baginda
agacin koklenme problemi gelmektedir (Tereso ve ark., 2008; Yildirim ve ark., 2010,
Namli ve ark., 2011; Isikalan ve ark., 2011). Bu sorunlarin giderilmesi ve iiretimde
miktar ve Kkalite artis1 ig¢in in vitro mikrogogaltim tekniklerinden biri olan
mikroasilama teknigi gelistirilmistir. Dicle Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Bahge
Bitkileri Boliimii, Bitki Biyoteknolojisi Laboratuvar’’ nda Yildirim ve arkadaslar
tarafindan gerceklestirilen ‘Ferragnes’ ve ‘Ferraduel’ ¢esitlerine ait mikroasilama

tekniginin basarili sonuclar vermesinin ardindan (Yildirim ve ark., 2010) aym ekip
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tarafindan bu defa da ozellikle birbirlerinin tozlastiricisi durumunda olan ticari
oneme sahip ‘Nonpareil’, ‘Ferrastar’ ve ‘Texas’ ¢esitleri ayn1 yontem kullanilarak,
basarili bir sekilde mikroagilanmistir. Tez kapsaminda ise mikroasilama
calismalarinin ardindan ana bitki ve elde edilen klonlarin mikroasilama ve bunu
takiben mikrocogaltma sonrasinda olusan bitkiciklerin genetik kararliliklari

molekiiler belirtegler kullanilarak, irdelenmistir.

Biyoteknolojik yontemlerle geleneksel {iretimde karsilasilan sorunlar
giderilmeye calisilsa da, bu yontemlerde kullanilan yontemin, genotipin, kimyasallar
(bitki biliylime diizenleyicileri, besiyeri hazirlanmasinda kullanilan maddeler vb)
ozellikle mikrogogaltimdaki kiiltiir kabi igerindeki ortam sartlar1 (kaptaki nem,
besiyerine saldigi maddeler ve bunun 6ncesi ve sonrasinda gelisen stres) alt kiiltiir
stire ve sikligi nedeniyle in vitro cogaltilan klonlarda morfolojik ve genetik
degisimler goriilebilmektedir (Pierik, 1987; Bairu ve ark., 2011). Bu nedenle,
literatiirde de belirtildigi gibi in vitro sartlarda ¢ogaltilan bitkilerin genetiksel olarak
cogaltimin baslatildigi ana (verici) bitkiye gore varyasyon icermesini beklemek
olasidir (Kaya, 2011). Mikrogogaltim sonucu yiiksek oranda tespit edilen somaklonal
varyasyon Ozellikle ticari olarak kullanilan ¢esitler i¢in Onemlidir. Somaklonal
varyasyonlar, morfolojik (Rodriguez ve ark., 1998); biyokimyasal (Wang ve ark.,
2007); molekiiler [sitolojik, protein, izozim, hibridizasyona dayanan (RFLP) ve PZR
tabanli (RAPD, AFLP ve mikrosatellit gibi)] yontemler ile belirlenebilir (Bairu ve
ark., 2011). Ozellikle PZR tabanli belirteclerin gelistirilmesiyle literatiirde
somaklonal varyasyonun belirlenmesinde genellikle bu belirteglerin tek basina veya
diger belirteglerle birlikte kullanimi tercih edilmistir (Martins ve ark., 2004; Bairu ve
ark., 2011).

Olas1 somaklonal varyasyonun belirlenmesinde ilk olarak ucuz ve etkili bir
PZR tabanl teknik olan RAPD ile ilgili ¢alismalar bulunmaktadir (Munthali ve ark.,
1996; Mondal ve Chand, 2002). Ayrica daha sonraki zamanlarda gelistirilen PZR
tabanli teknikler de (6rnegin; ISSR, SSR ve AFLP) somaklonal varyasyonun
belirlenmesi ¢aligmalarinda kullanilmistir (Bairu ve ark., 2011). Ancak son yillarda
somaklonal varyasyonlarin belirlenmesi i¢in gelistirilen PZR tabanli belirteglerin
kullanildig1 calismalarda bu tekniklerin tek basina kullanimlarinin klonlarda bulunan

olas1 genetik kararsizliklarin belirlenmesinde yeterli olmadig1 ve bu tip ¢aligmalarin
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birden fazla molekiiler belirte¢ kullanilarak yapilmasi gerektigi ortaya c¢ikmistir
(Martins ve ark., 2004). Bu nedenle, basta badem olmak iizere farkli bitkilerde
mikrogogaltim sonrasi varyasyonlarin belirlenmesinde en az 2 farkli molekiiler
belirte¢ kullanilmistir (6rnegin; Martins ve ark., 2004; Leva ve Petruccelli, 2011,
Bhatia ve ark., 2011). Olas1 somaklonal varyasyonlarin belirlenmesi i¢in molekiiler
belirtecler arasindan RAPD ve ISSR belirtegleri, uygulanmalarinin gorece kolayligi
ve ucuzlugu nedeniyle ¢okg¢a tercih edilmektedir (Bhatia ve ark., 2011). Tez
kapsaminda yapilan c¢alismada da in vitro kosullarda mikroasilanan ticari éneme
sahip badem c¢esitlerinin belirlenen zaman dilimi igerisinde (‘Ferrastar’ ve
‘Nonpareil’ ¢esidi icin; 3., 6. ve 9. altkiiltiir sonrasi; ‘Teksas’ ¢esidi i¢in ise 6. ve 9.
altkiiltiir sonrasi) alinan yaprak drneklerinden yapilan gDNA izolasyonunun ardindan
RAPD ve ISSR teknikleri kullanilarak, klonlarda bulunan olas1 genetik varyasyon
irdelenmistir. Yapilan molekiiler analizler sonucunda bireylerde olusan bant
profillerinden elde edilen verilerle, polimorfizm orani hesaplanmistir. Buna ek
olarak, tez kapsaminda elde edilen polimorfik bantlarin goriildiigii birey sayisini da
gdz Oniline alan ve son zamanlarda polimorfizm calismalarinda kullanilan PIC

degerleri de Botstein adl arastiriciya (1980) gore hesaplanmustir.

Mikroasilanan ‘Ferrastar’ ¢esidine ait klonlarda yapilan RAPD analizleri
sonucunda 6 primer ile ¢ogaltim sonucunda ana bitki ve klonlar arasinda
monomorfik bant elde edilirken, denenen 4 primer ile bireyler arasinda polimorfik
bantlar belirlenmistir. Bu analiz sonucunda elde edilen ortalama polimorfizm orani
%6.25 olup, ortalama PIC degeri 0.2585” dir. Ayn1 bireylerin genetik kararliliklarinin
ISSR ile irdelenmesi sonucunda ise 5 primer ile polimorfik bantlar elde edilmis ve
RAPD analizlerine goére gorece fazla ortalama polimorfizm orami (%22.38) ve
yiiksek ortalama PIC degeri (0.3592) elde edilmistir. ‘Nonpareil’ cesidinde ise
mikroasilama sonrast mikrogogaltilan klonlar ve ana bitki arasinda 5 primer ile
monomorfik bant iiretimi gerceklesmistir. Denenen diger 5 primer ile bireyler
arasinda polimorfik bantlar belirlenmistir. RAPD analizleri sonucunda bu ¢esidin
mikroagilanan ve mikrogogaltilan bireyleri arasindaki toplam polimorfizm orani
%10.2 olup, ortalama PIC degeri 0.4490° dir. Aym bireylerin genomlar1 ISSR
belirteci kullanilarak, degerlendirildiginde ise denenen 8 primerden 7 tanesinde
polimorfik bantlar elde edilmis ve ‘Ferrastar’ cesidine ait klonlar ile elde edilen

sonuglara benzer sekilde ‘Nonpareil’ g¢esidine ait klonlarda da ISSR belirteci ile
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RAPD analizlerine gore daha yiiksek polimorfizm orani (%22.38) ve PIC degeri
(0.3231) hesaplanmustir.

Tez kapsaminda mikroasilama ve mikrogogaltim sonrasi genetik kararliliklar
irdelenen ‘Texas’ ¢esidine ait bireylerin RAPD analizlerinde denenen 8 primer
tamamen monomorfik bant olusumu ile sonuglanmig ve sadece 2 primer ile
polimorfizm elde edilmistir. Bu ¢eside ait ana bitki ve klonlar arasindaki ortalama
polimorfizm oran1 %3.7 olup, PIC degeri 0.3733” dir. Tersine, bu bireylerin ISSR
analizleri ile irdelenmesi sonucu, 8 primerden 6’ sinda polimorfik bantlar goriilmiis
ve tez kapsaminda kullanilan diger iki badem ¢esidinde elde edilen sonug ile benzer
sekilde ISSR belirtecleri ile ‘Texas’ c¢esidine ait klonlarda da daha yiiksek
polimorfizm orani (%26.78) ve PIC degeri (0.4160) bulunmustur.

Tez kapsaminda kullanilan 3 ¢eside ait bireylerde elde edilen bu sonuglara
gore mikrogogaltim sonucunda ¢ogaltilan klon bitkiciklerin genetik kararliliklarinin
birden fazla molekiiler teknik ile irdelenmesi ve olas1 varyasyonun belirlenmesi i¢in
RAPD analizleri yerine ISSR belirtecinin tercih edilmesi gerekmektedir. Literatiirde
de ISSR belirteci ile RAPD analizine gore bireylerde daha fazla polimorfizm
belirlendiginden (Devarumath, 2002; Palombi ve Damiano, 2002; Borchetia ve ark.,
2009; Alizadeh ve Singh, 2009; Mehrotra ve ark., 2012), tez kapsaminda elde edilen
bu bulgu literatiir ile uyumludur. Ayrica RAPD analizinde kullanilan rastgele
tasarlanan primerlere gére ISSR primerlerinin tekrarlanan dizi boélgelerine yonelik
olmast yani ¢ogaltimin rastgele yerine belirli bir bolgeye hedeflenmesi ve ayrica
ISSR primerlerinin baglanmasinda kullanilan gérece yliksek baglanma sicakliklari bu
belirtecin genoma spesifik baglanmasini (Bhatia ve ark., 2011) ve dolayisiyla

bireylerde var olan varyasyonun belirlenme olasiligini arttirmaktadir.

Yapilan molekiiler analizler sonucunda ana bitki ile klonlar arasindaki
varyasyonlarin 3. alt kiiltiire ait klonlardan sonra meydana geldigi ve varyasyonun 6.
alt kiiltiire ait klonlarda genellikle artis gosterdigi goriilmektedir. Uygulanan agilama
protokolii sonunda 3. alt kiiltiire kadar minimum diizeyde seyreden polimorfizmin 6.
alt kiiltiire dogru artmasinin nedeni, bitkilerin yapay bir besi ortaminda ve stirekli
bitki biiylime diizenleyicisi varliginda uzun siireli altkiiltiirlenmesi olabilir. Bununla

birlikte, PIC degeri>0.5 (6rnegin, Tylophora rotundifolia’ da; Sebastian ve ark.,
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2010) ise polimorfizm yiiksek derecedir, eger 0.25<PIC<0.5 (6rnegin, Swertia
chirata’ da; Chaudhuri ve ark., 2009) ise makul bir polimorfizm, eger ki 0.25>PIC
(6rnegin, arpada (Hordeum vulgare)’ de Campbell ve ark.,, 2011) ise zayif
polimorfizm varligindan bahsetmek gerekir (Botstein ve ark., 1980; Borchetia ve
ark., 2009). Tez kapsaminda kullanilan ii¢ ¢eside ait klonlarda elde edilen polimorfik
bantlara bagli olarak hesaplanan PIC degerlerine bakildiginda, bu degerlerin 0.5’ ten
kiiciik olmas1 klonlarda ortaya ¢ikan varyasyonun makul bir diizeyde oldugunu ve
polimorfizmin yiiksek olmadigini ortaya ¢ikarmaktadir (Chaudhuri ve ark., 2009;
Borchetia ve ark., 2009). PIC degeri ile ilgili derlenen c¢alismalarda da bu oranin
onemi sik¢a vurgulanmaktadir (Borchetia ve ark., 2009; Naghavi ve ark., 2009;
Sharma ve ark., 2012).

Tez kapsaminda somaklonal varyasyonlarin tespiti i¢in, RAPD ve ISSR
belirtegleri kullanilmistir. Mikroasilama ve mikrogogaltim sonrasi elde edilen
klonlarda olasi genetik kararsizlik AFLP ile epigenetik varyasyonlar ise MSAP gibi
farkli molekiiler belirtecler kullanilarak, irdelenebilir. Ancak yine de tez kapsaminda
kullanilan molekiiler belirteglerle tespit edilen polimorfizm orani, uygulanan
mikroasilama ve mikrocogaltim protokollerinin badem bitkisinde uygulanabilir

oldugunu gostermektedir.
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5. SONUC

Yildinnm ve arkadaglari tarafindan 2010 yilinda ‘Ferragnes’ ve ‘Ferraduel’
cesitleri i¢in gelistirilen mikroasilama teknigi, ticari Ooneme sahip ‘Nonpareil’,
‘Ferrastar’ ve ‘Texas’ badem c¢esitlerinin de mikroasilanmasinda basarili sonuglar
vermistir. Ancak yontemin ve sonrasinda segilen elit klonlarin uzun siireli in vitro
cogaltimimin klonlar ve ana bitki arasinda genetik kararsizliga neden olma olasilig1
tez kapsaminda bu bireylerin iki farkli molekiiler belirtec ile irdelenme gerekliligini
ortaya ¢ikartmistir. Bu nedenle, tez kapsaminda her ii¢ ¢eside ait ana bitki ve klon
bireyler, RAPD ve ISSR belirtecleri ile analiz edilmis ve elde edilen sonuglar

maddeler halinde asagida siralanmustir:

e ‘Ferrastar’ ¢esidi i¢cin RAPD analizi sonucunda ana bitki ve klonlarda
toplam 96 bant elde edilmistir. Bu bantlarin 6 tanesi polimorfik olup,
bireyler arasindaki ortalama polimorfizm oranit %6.25 ve ortalama
PIC degeri 0.2585’ dir. ISSR belirtecinin kullanim1 ile ise toplamda
67 bant elde edilmistir. Bu bantlarin 15 i polimorfik olup, ortalama
polimorfizm oran1 %22.38 ve ortalama PIC degeri 0.3592°dir.

e ‘Nonpareil’ ¢esidi i¢in RAPD analizi sonucunda ana bitki ve klonlarda
toplam 98 bant elde edilmistir. Bu bantlarin 10 tanesi polimorfik olup,
bireyler arasindaki ortalama polimorfizm orant %10.2 ve ortalama
PIC degeri 0.4490° dir. ISSR belirtecinin kullanimi ile ise toplamda
69 bant elde edilmistir. Bu bantlarin 24” i polimorfik olup, ortalama
polimorfizm oranm1 %37.38 ve ortalama PIC degeri 0.3231” dir.

e ‘Texas’ ¢esidi i¢cin RAPD analizi sonucunda ana bitki ve klonlarda
toplam 81 bant elde edilmistir. Bu bantlarin 3 tanesi polimorfik olup,
bireyler arasindaki ortalama polimorfizm oran1 %3.7 ve ortalama PIC
degeri 0.3733’ dir. ISSR belirtecinin kullanimi ile ise toplamda 56
bant elde edilmistir. Bu bantlarin 15° 1 polimorfik olup, ortalama

polimorfizm oran1 %26.78 ve ortalama PIC degeri 0.4160 dir.
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e Tez kapsaminda denenen her {li¢ ¢esitte de ISSR analizi ile RAPD
belirtecine gore daha yiliksek polimorfizm orani ve PIC degeri elde

edilmisgtir.

e Ana bitki ve klonlar arasinda elde edilen polimorfizm orani ve PIC
degerlerine gore mikroasilama sonrasi her {i¢ tiiriin bireylerinde de
uygulanan ¢ogaltim metodu azda olsa genetik kararsizliga neden
olmustur. Ancak, bu varyasyon, her ii¢ tiirde de iki molekiiler belirteg
ile irdelenme sonucunda hesaplanan PIC degerlerinin 0.5 ten kiigiik

olmasi1 nedeniyle, makul bir polimorfizm olarak goriilmektedir.

o Gergeklestirilen basarili mikroasilama protokoliinii takiben uygulanan
mikrocogaltim yonteminin klonlarda 6nemli bir varyasyona neden
olmadig1 ortaya cikartilmis ve diger badem cesitlerine de yontemin

uygulanabilir oldugu gorilmiistiir.

e Tez kapsaminda elde edilen sonuglar, 2012 yilinda SCI kapsaminda
bulunan “Biotechnology and Biotechnological Equipment” dergisinde

yayinlanmistir (Yildirim ve ark., 2012).
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ABSTRACT

A successful micrografting technique for the almond cultivars (cvs) “Texas”, “Ferrastar” and “Nonpareil” was developed using
in vitro germinated seedlings as rootstocks and axenic shoot cultures established from mature tree sources as microscions. In
vitro germinated seedlings, which developed 14 days after culturing in the modified Murashige and Skoog (MS) medium, were
decapitated and used as rootstock. Shoot culture initiation from three almond cvs (“Texas”, “Ferrastar” and “Nonpareil”)
was successfully achieved by culturing mature shoot tips from forced nodal buds, about 4—6 mm, on a modified MS medium
containing 1 mg-L™" benzyl adenin (BA). Slit micrografting on epicotyl and on hypocotyls were equally successful (83.3 % to
100 %). Grafting success was dependent on the rootstock type and lenght of the scion. Grafting success varied between 83.33 %
and 100 % depending on the cultivar, when the scion contained 1, 2, and 3 nodes. When almond scions, about 1.5 cm long,
were micrografted on germinated seedling and cultured on proliferation medium (PM), the mean shoot length was 19.84 mm,
16.50 mm, 26.93 mm for the cvs “Texas”, “Ferrastar” and “Nonpareil” respectively. Micrografts could be easily cultured on
a hormone-free semi-solid MS medium and were potted out after 4 to 6 weeks of culture growth. Rooted micrografted plantlets
were successfully acclimatized and transferred to potting mix with 100 % survival. Although low percentages of variation were
obtained in tested cvs (3.70 %, 6.25 % and 10.2 % in “Texas”, “Ferrastar” and “Nonpareil”), molecular analysis showed
that the developed micrografting technique produces genetically stable plantlets, at least up to 6 months of sub-culturing in cvs
“Ferrastar” and “Nonpareil ”. The described micrografting technique could be used for rejuvenation of shoot explants of mature

elite almond cultivars and it also has potential use in the commercial production of other almond cultivars.

Biotechnol. & Biotechnol. Eq.

Keywords: almond, restoring, slit micrografting

Abbreviations: BA: benzyl adenin; IBA: indole-3-butyric
acids; MS: Murashige and Skoog; PM: proliferation medium;
RAPD: random amplified polimorphic DNA; RM: rooting
medium

Introduction

Almond (Prunus dulcis Mill.) is one of the nut crops cultivated
widely in the USA, the Mediterranean region and Australia.
The majority of commercial almonds are self-incompatible
(autogamy), and typically require cross-pollination (32).
However, a continuous genetic variation has occurred across
species through the ages, which has led to the formation of
different types of trees in terms of crop development, fruit
quality and yield, and tolerance to environmental stresses
(15). To reduce the problem of immense genetic variation in
populations and to obtain genetically identical populations,
vegetative propagation via layering, cutting, division, and
budding/grafting is applied. However, for almond like many
other woody plants, these techniques are inefficient due to the
large number of problems faced in this fruit species in in vivo
rooting of cuttings. Micropropagation techniques are being
applied to address the mass propagation needs and to bring about
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rapid improvement of this important crop species. Although
successful tissue culture protocols have been reported for the
juvenile explant of some almond cultivars (3, 5, 21, 23, 31),
the published reports, especially for mature almond cultivars
(1, 3, 7, 23, 33) still need to be improved due to the problems
faced with in vitro rooting of micropropagated microshoots.
Attempts to improve the in vitro rooting of “Nonpareil” and
“Ne Plus Ultra” cultivars by assessing the influences of several
culture requirements was reported by Ainsley et al. (2). Sixty
percent rooting have been observed in both “Nonpareil” and
“Ne Plus Ultra” cultivars using explants immersed for 12 h
in water—agar 6 mg-L"' with 1.0 mmol-L"' indole-3-butyric
acids (IBA) followed by incubation of microshoots in auxin-
free basal media including 100.0 mol-L"' pholoroglucinol
(PG). Effectively overcoming the recalcitrance structure of
the rooting can also be overcome by applying a micrografting
technique to the almond cultivars in the same manner as the
rooting of “Ferragnes” and “Ferraduel” (37). Micrografting
is an effective technique especially for rejuvenation, which
was investigated in the 1980s (6, 17). It has the potential to
combine the advantages of rapid in vitro multiplication of
healthy plants with the increased productivity that results
from grafting superior rootstock—scion combinations (12).
This technique is an accommodation of the well-known

1



grafting concept and procedures except that it could only be
practiced on a very small scale (microsurgery) and requires
exceptional manual dexterity. Micrografting can be achieved
either in vivo or in vitro. In vivo micrografting consists of
grafting a relatively small scion originating from a desirable
mother plant onto a young rootstock obtained either from a
seedling or from an herbaceous cutting grown in a nursery or
under aseptic conditions. On the other hand, in the case of in
vitro micrografting the scion is surface sterilized before use
and the rootstock is either a seedling obtained from aseptically
germinated seed or a micropropagated microcutting (26, 27).

Thefirstattempts torejuvenate mature trees by micrografting
of in vitro mature almond scions onto hybrid almonds was
carried out by Martinez-Gomez and Gradziel (20), who grafted
buds of “Nonpareil” seedlings onto different rootstocks with
bud survival varying from 30 % to 90 %, while Ghorbel et al.
(13) micrografted apical buds from in vitro shoots of the same
cultivar with 60 % to 80 % success. In vitro micrografting in
which almond scions were grafted on rootstock stems and
cultured on a rooting medium with 50 % and 65 % survival for
“Nonpareil 15-1” and “Ne Plus Ultra”, respectively, was also
investigated by Channuntapipat et al. (8). Micrografting of
seedling shoot tips and buds on in vitro germinated rootstock
has also been described by Ramanayake and Kovoor (29).
Although several studies have been published regarding in vitro
micrografting of almond cultivars, until now, none of these
publications may be used for mass commercial production
of selected almond cultivars. The regeneration protocols
described in these publications tend to be difficult to replicate
and no use of the protocol described in these publications
may be made for any other commercially important almond
cultivars. Recently, Yildirim et al. (37) reported a successful
micrografting technique using embryo-germinated seedlings
as a roostock and a mature regenerated shoot as a scion of
the almond cvs “Ferragnes” and “Ferraduel”. The described
micrografting technique resulted in 100 % regeneration in both
of the tested almond cultivars, indicating that the success of the
protocol was not cultivar dependent.

In the present paper the previously developed micrografting
technique was applied on different commercially variable
almond cvs “Texas”, “Ferrastar” and Nonpareil. In addition, the
genetic stability of the clones was also assessed, as somaclonal
variation can be a real problem when in vitro propagation is
used for mass propagation. Since in the almond micrografting
process no adventitious formation of new buds is involved, and
only the natural system of axillary bud re-growth is used for
the production of new buds, no genetic changes are expected to
occur in the micrografted trees. Therefore, the objectives of this
study were: 1) to determine the applicability of the previously
developed micrografting technique to different almond
cultivars; 2) to reveal the optimum development conditions for
the almond cvs “Texas”, “Ferrastar” and “Nonpareil”; and 3)
to test if the developed propagation methodology is useful for
producing true-to-type planting material.

2

Materials and Methods

Plant Materials

The details of the rootstock development were reported by
Yildirim et al. (37). In short, dehusked mature almond seeds
were surface-sterilized for 15 min in commercial bleach (1.2%
sodium hypochlorite, NaOCIl) at a volume fraction of 10 %.
Then, the seed coats were removed and the kernels were
washed three times with sterile distilled water. After washing
the intact kernels, the half of the kernels was cut and the
kernels with the embryogenic axes were cultured in Magenta
GA-7 vessels (Chicago Corp.) containing 50 ml plant growth
regulator-free MS medium. Fourteen-day-old in vitro seedlings
were decapitated above the cotyledons, and used as rootstocks
for grafting.

In vitro shoot cultures of almond scions (Prunus dulcis
cvs “Texas”, “Ferrastar” and “Nonpareil”) were initiated from
6-year-old almond trees grown in the Diyarbakir Province
of southeastern Turkey. Fifteen to 20 mm shoot tips were
surface-sterilized for 10 min in 10 % commercial bleach.
After four to five rinses in sterile distilled water, shoot tips
were cultured in Magenta GA 7 vessels containing 50 mL of
Murashige and Skoog (24) medium with Gamborg vitamins
(11) supplemented with 1.0 mg-L"' BA and 30 gL' sucrose
to induce shoot proliferation. Stock cultures of “Texas”,
“Ferrastar” and “Nonpareil” were maintained in a fresh MS
medium supplemented with 1.0 mg L' BA.

Effects of scion type on the success of the micrografts

In order to evaluate the effect of the type of scions on the
grafting success and shoot length, microscions of the following
types were used: shoot tip, shoot tip plus 1 node, shoot tip plus
2 nodes, and shoot tip plus 3 nodes. Semi-solid MS medium
supplemented with 30 g-L"' sucrose was used to maintain the
micrografts in vitro.

Effect of rootstock type on micrografting

Successful slit micrografting was developed for the almond cvs
“Ferragnes” and “Ferraduel” by Yildirim et al. (37). In order
to further develop this method, the following rootstock types
were used: 1) seedlings were decapitated (1-1.5) cm above the
cotyledonary joint and the expanded cotyledons were excised,
and 2) the rootstock seedling was decapitated 0.5 cm below
the cotyledonary joint and a vertical slit was made on the
stump. The base of the shoot tip or shoot tip plus 2 nodes, cut
in v-shape, was then fitted into the slit.

Effects of media on the micrograft development

Due to the results of the experiments regarding the above
mentioned two micrografting procedures, shoot tip plus 1
node was used in this micrografting trial. Micrografts were
cultured in three different media: 1) proliferation medium
(PM) with Gamborg vitamins containing 0.5 mg-L"! BA and
0.1 mg'L! IBA, 30 g'L"! sucrose and 7 gL' agar; 2) rooting
medium (RM) with Gamborg vitamins containing 0.5 mg-L™!
IBA and 0.1 mg-L! BA, 30 g'L! sucrose and 7 g-L! agar; and
3) a hormone-free medium consisting of Gamborg vitamins,
30 g'L!' sucrose and 7 g-L"! agar.
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All the media used throughout the above experiments were
prepared by a modified MS medium solidified with 7 g-L! agar
and adjusted topH 5.7 with NaOH and HCl before autoclaving at
121 °C. All cultures were maintained in Magenta GA-7 vessels
containing 50 ml culture media with subculturing every 3 or 4
weeks. All the cultures were placed and maintained for at least
3 weeks in a growth room under 16 h photoperiod (40 pmol-m
25" with day and night temperatures of (25 + 2) °C. Fifteen to
20 mm shoot tips were micropropagated and subcultured every
4 weeks for more than a 1-year period.

Acclimatization

The successful micrografts were carefully removed from
the culture vessels, and rinsed with tap water to remove
the remaining agar from the root system. Then, they were
transplanted into individual commercial plastic pots filled with
an autoclaved mix of equal volumes of peat and perlite (1:1),
enriched with a %4 strength MS salt solution, covered with a
plastic bag to maintain high relative humidity, and transferred
to a growth room at (25 + 2) °C. During the first 2 weeks, plants
were gradually acclimatized by making holes in a plastic bag.
The pots were grown in a culture room with 40 pmol-m2s’!
photosynthetic photon flux density (PPFD) at a photoperiod
of 16 h. Following a 4- or 5-week period of acclimatization
by progressive reduction of the humidity approximately from
95 % to 65 %, the micrografted plantlets were maintained under
in vitro conditions for another 4 weeks in the earthen pots and
kept in a shade house for further growth and observation.

DNA extraction and PCR amplification

The pair clones of 3 (3-1 and 3-2), 6 (6-1 and 6-2) and 9 (9-1
and 9-2) months subcultured plants from micrografted P.
dulcis cvs “Nonpareil” and “Ferrastar” donor plants (D) and
the pair clones of 6 (6-1 and 6-2) and 9 (9-1 and 9-2) months
subcultured plants from micrografted cultivar (cv.) “Texas”
donor plants (D) were selected randomly for genetic stability
analysis by RAPD markers. Genomic DNA was extracted from
frozen leaves by using i-genomic Plant DNA extraction Mini
Kit (Intron Biotechnology, Inc.) following the manufacturer’s
instructions and stored at -20 °C until further use. The DNA
was quantified by both agarose gel electrophoresis by using A
-DNA as a marker and spectrometric measurements. Totally,
15 primers were assessed for their reproducibility in donor
plants and only 10 primers that gave clear and reproducible
bands were used in RAPD PCR analysis for each cultivar
(Table 1). The optimized RAPD protocol was carried out in a
volume of 25 pul of reaction mixture containing 50 ng template
DNA, 50 ng primer, 1xPCR reaction buffer (10 mM Tris-HCl
[pH 8.3], 50 mM KCI), 2.5 mM MgCL, 2 mM dNTP mix
and 2 units of Tag DNA polymerase (Intron Biotechnology,
i-Taq™). The amplification reaction consisted of an initial
denaturation step at 95 °C for 5 min, followed by 35 cycles
for 30 s at 95 °C for denaturation, 1 min at 35 °C for primer
annealing, 1 min 40 s at 72 °C for the extension step. The final
extension step was done for 8 min at 72 °C and reactions were
kept at 4 °C.
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The RAPD amplification products were electrophoresed
in 1 gL' agarose with 1xTAE buffer (Tris-asetic acid-
EDTA buffer) at a constant voltage (80 V) and detected with
ethidium bromide. The amplified products were visualized and
photographed digitally on a UV transilluminator.

Statistical analysis

All the experiments were conducted using a completely
randomized block design. Each experiment was carried
out using at least 12 replicants and repeated at least twice.
Significance was determined by analysis of variance, with the
least significant (P < 0.05) differences, among mean values
of grafting success (%), mean shoot length (mm), and the
percentage of rooting, the percentage of viable regenerants (%)
4 weeks and 52 weeks after transplanting were estimated by
using Duncan’s new multiple range tests. For RAPD analysis,
only clear and reproducible amplified bands were scored. Data
was scored as “1” for the presence and “0” for the absence
of a given DNA band of each plant material. The similarity
matrix and dendogram were constructed using MVSP 3.1
software package (18). Genetic similarities between samples
were measured by the Jaccard’s similarity coefficient (16).
Similarity coefficients were used to construct a dendogram
using the UPGMA (unweighted pair-group method with
arithmetical average) (30).

Results and Discussion

In vitro morphogenic responses of almond microscions
(“Texas”, “Ferrastar”, “Nonpareil”) and rootstocks
Dehusked mature almond seeds were harvested from one tree
(Fig. 1A). In vitro germinated almond seedlings (Fig. 1B)
derived from the embryos with half kernels were decapitated
and used as rootstocks. The in vitro regenerated mature shoots
were initiated according to Yildirim et al. (37) from the forced
shoot tips of mature almond cultivars and the proliferated
microshoots were micropropagated, and subcultured every
4 weeks for more than a 1-year period. Shoot formation was
observed within 10 days of explanting of the apical tips from
the forced shoot tips (Fig. 1C). On the modified MS medium,
microshoots were micropropagated (Fig. 1D), and subcultured
every 4 or 5 weeks. After 2 or 3 weeks, the newly formed leafy
shoot tips (shoot tip alone, shoot tip plus 1 node, shoot tip
plus 2 nodes, and shoot tip plus 3 nodes) were removed from
the shoots before they were used as microscions. The scion
base of shoot tips was cut in the form of a v-shape (Fig. 2A).
The upper portion of the rootstock was decapitated in order
to use the germinated seeds as rootstocks and a vertical slit
was made on the stump (Fig. 2B). Grafts where the scion was
semi-hard produced very successful grafts depending on the
cultivar 3 days after micrografting to the seedling rootstocks
(Fig. 2C). Successful grafts occurred when scions with stems
were used. Two weeks after micrografting, apical or axillar
shoot development was evident on the micrografts (Fig. 2D).
Then, the micrografts were transferred to pots and acclimatized
under a transparent nylon-bag cover for 4 to 6 weeks (Fig. 3A).
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Micrografts also exhibited substantially new shoot growth
with several new leaves after six months of the acclimatization
period (Fig. 3B). However, slow growth and a lack of shoot
development were noticed when the micrografts were grown
in a hormone-free MS medium.

Fig. 1. In vitro production of almond rootstocks and microscions: dehusked
mature-wild almond seeds, bar = 12 mm (A); 14-day-old in vitro propagated
seedlings on a MS medium containing 1 mg-L"! BA, bar = 9.5 mm (B); in vitro
culture initiation from mature shoot tips of the almond cultivars, bar = 8.5 mm
(C); multiple shoots differentiated on MS medium supplemented with 1 mg-L-
' BA, bar = 12 mm (D).

Fig. 2. Stages of micrografting: scion bases cut in a v-shape, bar = 9 mm (A);
germinated seeds used as rootstock and a vertical slit was made on the stump,
bar = 4 mm (B); cv. “Nonpareil”, 3 days old after micrografting to the wild
seedling rootstocks, bar = 15 mm (C); micrografted plant (arrow: the point
of graft union) with new emerged axillary shoots, 3 weeks of culture, bar =
6 mm (D).

4

Fig. 3. The growth of micrografts of cv. “Ferragnes” under in vitro and in
vivo conditions: micrografted plantlets successfully acclimatized 4 weeks after
potting under a transparent nylon cover, bar = 16.5 mm (A); plantlets with in
pots 1 year after transfer to in vivo conditions, bar = 42 mm (B).

The rate of successful grafted shoots was influenced by the
type of scions (Table 2). The scions of shoot tips plus 3 nodes
gave the best results with 100 % successful grafts for the cvs
“Ferrastar” and “Nonpareil”, whereas only 85.71 % successful
grafts were obtained for the scion of the cv. “Texas”. Scions
of a single shoot tip also gave 100 % successful grafts for the
cvs “Texas” and “Nonpareil”. Similarly, there were significant
differences in the shoot length between the treatments tested.
In cvs “Texas” and “Ferrastar” the single shoot tip plus 2 nodes
produced the highest mean shoot number, but a single shoot
tip also gave relatively longer shoots for cv “Nonpareil”. In
general, the growth and development for the cv “Texas” was
very poor when a single shoot tip and a single shoot tip plus
one node was used, but the cv “Nonpareil” gave better results
for the development of the shoot length among the cultivars
studied.

The grafting success of both the tested rootstock types varied
from 83.33 % to 100 % (Table 3). Relatively higher grafting
success was observed in shoot tip grafting on epicotyl grafts
than in shoot tip grafting on hypocotyls for all the cultivars
tested. The increased success achieved in the former may be
due to better cambial contact and absence of competition from
buds that are present in the latter. Similarly, the length of the
scion showed a significant effect on the graft. The shoot length
was the highest (17.66 mm) when shoot tip plus 2 nodes was
used for the cv “Ferrastar”, and the lowest (8.8 mm) for the cv
“Nonpareil”.

Table 4 shows the effects of the medium in which the grafted
plantlets were cultured on growth of micrografted scions.
After 4 weeks significant differences in mean shoot length
(mm) and root development of successful micrografts were
observed between the treatments. Four weeks after growth, the
highest mean shoot length of the micrografts were 19.84 mm,
16.50 mm and 26.93 mm for the cvs “Texas”, “Ferrastar” and
“Nonpareil” grown in the PM medium, respectively. In this
medium, however, the secondary root development was not
as good as the shoot length development. Micrografts grown
in the hormone-free medium gave a mean shoot length of
15.25 mm, 14.37 mm and 26.53 mm for “Texas”, Ferrastar” and
“Nonpareil”, respectively (Table 4). The micrografts in the MSO
media also exhibited the highest root development percentages
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TABLE 1

Total number and size range of amplified fragments and number of polymorphic fragments generated by RAPD with 10 random
primers in P. dulcis cvs “Ferrastar”, “Nonpareil”, “Texas”, donor plants and their clones

Primer
Primer| sequence Cultivars
(5-3)
Ferrastar Nonpareil Texas
Size | Number of | Number of |Polymorphism| Size [Number of| Number of |Polymorphism| Size |Number of| Number of |Polymorphism
range | amplified |polymorphic| percentage |range| amplified [polymorphic| percentage |range| amplified |polymorphic| percentage
(bp) | fragments | fragments (%) (bp) |fragments | fragments (%) (bp) |fragments | fragments (%)
CAT TCG 380-
KOy 6ee i i ) ) 1050 7 0 00 ) i ) )
GTCTTC| 190- 195-
K-02 GCAA | 1300 1 1 9.1 - - - - 880 9 0 0.0
CCAGCT | 120- 220- 240-
K-03 T™@GG | 830 8 2 25.0 250 6 1 16.6 730 7 0 0.0
TCT GTC| 230- 210-
K-05 GAGG | 1100 11 2 18.1 1290 12 3 25.0 - - - -
GAA CAC| 200- 370- 350-
K-08 TGGG | 1100 12 ! 8.3 1100 8 0 00 1100 ’ 0 00
CCCTAC| 180- 190- 380-
K-09 cGac | 1200 10 0 0.0 1670 1 1 9.1 1250 7 2 28.6
ATT GCC | 220- 330- 470-
K-11 CCAG | 1200 9 0 0.0 1400 12 2 16.6 1550 10 0 0.0
TGG CCC| 320-
K-12 TCAC | 1200 1 0 0.0 - - - - - - - -
GGT TGT 140-
K-13 ACC C - - - - - - - - 1560 12 0 0.0
CCC GCT 380-
K141 cac . ) ) ) 1200 8 0 00 ; . ) )
CTC CTG 290- 280-
K-15 CCAA - - - - 960 9 0 0.0 980 8 0 0.0
GAG CGT| 220- 250-
K16 17 Ceaa | 1250 7 0 0.0 - - - ) 1250 8 1 125
CCCAGC | 190- 185-
K-17 TGTG | 1300 11 0 0.0 1250 14 3 21.4 - - - -
CCTAGT 210-
K18 | "cgag | - ) ) ) ) ) ) ) 1050 6 0 00
CACAGG| 240- 250-
K-19 CGGA | 1000 6 0 0.0 1100 11 0 0 - - - -
GTGTCG 360-
K-20 CGAG - - - - - - - - 760 5 0 0.0
Total 96 6 6.25 Total 98 10 10.2 Total 81 3 3.70
TABLE 2

Effect of the type of scions on grafting success and shoot length on the grafts in MS medium containing 30 g-L"! sucrose*

Explant type Grafting success (%) Mean Shoot Length (mm)

(Length of scion) Texas Ferrastar Nonpareil Texas Ferrastar Nonpareil
Shoot tip 100.0£0.00 a [83.33+11.23b| 100.0£0.00a | 5.80 £0.24¢c | 5.00£0.25d | 16.00+£0.68 a
Shoot tip plus 1 node 100.0+0.00a | 100.0+0.00a |83.33+11.23b| 825+0.79b | 7.75+0.21c | 10.90+0.48 ¢
Shoot tip plus 2 nodes | 85.71£9.70b |{83.33 £11.23b| 100.0£0.00a | 9.83+0.54a | 16.70+1.22a | 12.83+£0.63 b
Shoot tip plus 3 nodes | 85.71+£9.70b | 100.0+0.00a | 100.0£0.00a | 9.25+0.37a | 13.58+0.63b | 10.66 £0.68 ¢

* Different lowercase letters above any two columns indicate that the means are statistically different at P < 0.05 according to the Duncan multiple test. Data
are means of 2 experiments with 12 replicates.
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with some new axillary roots but shoot formation was reduced
within 4 weeks of the development period. In general, relatively
shorter shoots were obtained when the RM media was used for
micrograft development. However, new root development in the
RM media was as high as that in the PM media.

Acclimatization

Four weeks after acclimatization, the survival rates from the
micrografts were 100 %, 85 % and 90 % for the cvs “Texas”,
“Ferrastar” and “Nonpareil”, respectively, when sterile
compost was used for the acclimatization (Table 5). The
micrografts from the three cultivars acclimatized in the non-
sterile compost gave the lowest level of viable regenerants.
The micrografts grown in the semi-sterile compost gave
survival rates of 75.0 %, 70.0 % and 75 % for the cvs “Texas”,
“Ferrastar” and ‘“Nonpareil”, respectively. Micrografts also
exhibited substantially new shoot growth with at least three
to five new leaves within 4 weeks of the acclimatization
period. After 4 weeks of successful acclimatization, the
micrografts were transferred to bigger pots containing a mix
composed of peat and perlite. There was no evidence of a
significant difference in the frequencies of viable regenerants
between those that had undergone treatments after one year
of transplanting. This compost was found to be satisfactory
for survival of plantlets from in vitro cultures of micrografted
plantlets. At least 85 % of the plants propagated in vitro were
recovered and grown as normal plants (Fig. 3B).

Analysis of genetic stabilities in regenerants of P. dulcis
cvs “Nonpareil”, “Ferrastar” and “Texas” by RAPD
Amplified DNA bands were scored with all of the selected
RAPD primers (Table 1) and each primer yielded amplification
products ranging in size from 185 bp to 1670 bp in cv.
“Nonpareil”, from 120 to 1300 in cv. “Ferrastar”, and from
140 to 1560 in cv. “Texas”. The number of bands for each
primer varied from 6 in primer K-03 to 14 in primer K-17
in cv. “Nonpareil”, from 6 in primer K-19 to 12 in primer
K-08 in cv. “Ferrastar”, and from 5 in primer K-20 to 12 in
primer K-13 in cv. “Texas”. These 10 primers used in RAPD
analysis yielded a total of 98 scorable bands with an average
of 9.8 bands per primer in cv. “Nonpareil”, 96 scorable bands
detected in cv. “Ferrastar” with an average of 9.6 bands and
81 scorable bands detected in cv. “Texas”, with an average
of 8.1 bands per each primer. Totally, 88 monomorphic
and 10 polymorphic (10.2 %) bands in cv. “Nonpareil”,
90 monomorphic and 6 polymorphic (6.25 %) bands in cv.
“Ferrastar” and 78 monomorphic and 3 polymorphic (3.70 %)
bands in cv. “Texas” were produced with all the tested primers.
The highest number of three polymorphic bands was detected
by primer K-3 and K-17, whereas primers K-01, K-08,
K-14, K-15 and K-19 resulted in monomorphic bands in cv.
“Nonpareil”. In the case of cv. “Ferrastar”, the highest number
of polymorphic bands (two) was obtained by primer K-03 and
K-05; and the lowest (no bands), by primers K-09, K-11, K-12,
K-16, K-17, and K-19. The highest number of polymorphic
bands (two) was obtained by primer K-09 and, except for
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primer K-16, the other primers did not give any polymorphic
bands in cv “Texas”. RAPD amplification patterns of P. dulcis
cvs “Nonpareil” and “Ferrastar” are shown by representative
gel profiles of primers K-05 and K-09 (Fig. 4), K-03 and K-05
(Fig. 5), respectively. Cluster analysis was carried out on the
basis of Jaccard’s similarity coefficients between 7 individuals
(6 micropropagated and 1 donor plant) for cv. “Nonpareil” and
“Ferrastar” and 5 individuals (4 micropropagated and 1 donor
plant) for cv. “Texas” by means of UPGMA. The similarity
values ranged from 0.907 to 1.000 with a mean of 0.945 in
cv. “Nonpareil”, they ranged from 0.948 to 1.000 with a mean
of 0.976 in cv. “Ferrastar”, and from 0.963 to 1.000 with a
mean of 0.982 in cv. “Texas”. As shown in the dendogram
for cv. “Nonpareil” (Fig. 6), the donor plant and 3 month
subcultured plants (3-1 and 3-2) clustered together, while the
other clones (6-1, 6-2, 9-1 and 9-2) were closest related with
a similarity value of 0.968 and generated another group. In cv.
“Ferrastar”, although the donor plant and all clones had 97 %
level of similarity, clone 6-1 had the lowest similarity value
(94 %) and formed another group. Clones 9-1 and 9-2 were in
the same group with the donor plant, but clones 3-1, 3-2 and
6-2 were more close to the donor plant (Fig. 7). In the case of
cv “Texas”, the donor plant and all the other clones clustered
in two groups and clone 6-2 had the highest similarity value
(97.5 %) to the donor plant. Other clones (6-1, 9-1 and 9-2)
had the same similarity value (96.3 %) with the donor plant
(Fig. 8). Overall, the molecular analysis showed that the
genetic instability of the micrografted clones, although with a
small percentage, started after 6 months of subculturing in cvs
“Ferrastar” and “Nonpareil”.

D 31 32

D 31 32 61 62 9192 M

61 62 91 92 M
" | 2100
1500

600

Fig. 4. RAPD analysis using primers K-05 (A) and K-09 (B) in P. dulcis
cv. “Nonpareil” donor plant (D) and its clones. M: molecular size marker
(100 bp + 1 kb, Invitrogen).

D 31 32 616291 92 M
2100
1500

M D 31 32 61 62 9-1 92

100 100

Fig. 5. RAPD analysis using primers K-03 (A) and K-05 (B) in P. dulcis cv.
“Ferrastar” donor plant (D) and its clones. M: molecular size marker (100 bp +
1 kb, Invitrogen).

Effects of scission type, rootstock type and media on the
micrografts

Micrografting was applied successfully to some woody species
such as Pistacia vera Onay et al. (26), Hevea brasiliensis
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TABLE 3

Effect of micrografting (rootstock type) on grafting success and shoot length on the grafts in MS medium containing 30 g-L"!
sucrose and 0.5 mg-L' BA+ 0.1 mg-L"' IBA*

. ) Grafting success (%) Mean Shoot Length (mm)
Micrografting type - -
Texas | Ferrastar | Nonpareil Texas Ferrastar | Nonpareil
On hypocotyl
Shoot-tip grafting |83.33 + 11.23 b|100.00+0.00 a|100.00 +0.00a| 10.00£0.47b | 12.33£0.68b | 12.25+0.57b
Shoot tip plus 2 nodes | 100.00 + 0.00 a | 100.00 £ 0.00 a|83.33 + 11.23 b| 13.16 +0.32a | 17.66 £0.68a | 8.80+0.35¢
On epicotyl
Shoot-tip grafting | 100.00 +0.00 a| 100.00 = 0.00 a|100.00+0.00a| 11.91+0.41b | 13.58£0.75b | 12.41 £0.58 b
Shoot tip plus 2 nodes |83.33 +11.23 b |100.00 + 0.00 a | 100.00 £0.00 a| 14.10+0.69a | 9.58+0.39¢ | 16.83+0.53 a

* Different lowercase letters above any two columns indicate that the means are statistically different at P < 0.05 according to the Duncan multiple test. Data
are means of 2 experiments with 12 replicates.

TABLE 4
Effect of culture medium on micrograft development*
. Mean shoot length (mm) Root development (%)
Culture medium - -
Texas Ferrastar Nonpareil Texas Ferrastar Nonpareil

PM** 19.84+1.72a | 1650+ 1.33a | 2693+ 1.64a | 66.67+12.59a|66.67+12.59a|46.67+13.33b
RM*#* 1413+ 1.27b | 1633+ 1.88a | 1497+ 1.89b | 66.67+12.59a | 66.67 +12.59 a |60.00 + 13.09 ab

MSQ**#** 1525+1.28b | 1437+2.06a | 26.53+2.07a | 80.00+10.69a|73.33+11.81a| 86.67+9.08 a

* Data are mean values from at least 20 micrografts. Different lowercase letters above any two columns indicate that the means are statistically different at

P<0.05

according to the Duncan multiple test (P < 0.05). Data were taken 4 weeks after culture to the micrografting development medium.
** PM + 3 % sucrose + 0.7 % agar + 0.5 mg'L' BA+ 0.1 mg'L'IBA,
*#% RM + 3 % sucrose + 0.7 % agar + 0.5 mg-L' IBA+ 0.1 mg L' BA,;
**%% MS0, Hormone-free MS+ 3 % sucrose + 0.7 % agar.

TABLE 5
The effects of compost on acclimatization of almond plantlets in sand peat and perlite (1:1) mixture*®
Viable regenerant (%)
Compost 4 weeks after transplanting** 52 weeks after transplanting®**
Texas Ferrastar Nonpareil Texas Ferrastar Nonpareil
Sterile 100.00+0.00a | 85.00+8.19a | 90.00+6.88a | 95.00+5.00a | 90.00+6.88 a | 100.00 +0.00 a
Semi-sterile 75.00£9.93b | 70.00+10.51a| 75.00£9.93a | 90.00+6.88a | 85.00+8.19a | 90.00+6.88 a
Non-sterile 30.00+£10.51 ¢ | 25.00£9.93b | 40.00+11.23 b | 100.00+0.00a | 85.00+8.19a | 90.00 + 6.88 a

* Data are mean values from at least 20 micrografts. Different lowercase letters above any two columns indicate that the means are statistically different at

P <0.05 according to the Duncan multiple test (P < 0.05).
** Data taken 4 weeks after transplanting to growth room conditions;
**% Data taken 52 weeks after transplanting to glass house conditions.

Perrin et al. (28) and Quercus Ewald and Naujoks (9) and some
almond cultivars, i.e. (8, 13,20, 37), for the rejuvenation of adult
tissues. Among them, Ghorbel et al. (13) achieved 60 % to 80 %
success with micrografting “Nonpareil” apical buds excised
from in vitro shoots. Later, Martinez-Gomez and Gradziel (20)
grafted seedlings of the same cultivar onto different rootstock
with 30 % to 90 % bud survival. When 1.5 ¢cm long almond
scions were micrografted on rootstock stems and cultured on
a rooting medium, 60 % and 65 % survival (“Nonpareil 15-
1”” and “Ne-Plus Ultra”, respectively) were also achieved (8).
Very recently, Yildirim et al. (37) micrografted apical buds
(approximately 1 cm) from in vitro shoots of the almond cvs
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“Ferragnes” and “Ferraduel” onto rootstocks derived from
zygotic embryos of the cultivars with 100 % success. In order
to assess the applicability of this technique to different almond
cultivars, in vitro shoots obtained from elite mature trees of
“Texas”, “Ferrastar” and “Nonpareil” were micrografted on
in vitro germinated rootstock. In this study scions of a shoot
tip plus 3 nodes gave the best results with 100 % successful
grafts for the cvs “Ferrastar” and “Nonpareil”, whereas only
85.71 % successful grafts were obtained for the scion of
the cv. “Texas”. As in the previous publication (37), in this
study the successful micrografts were obtained without need
of pre-treatment of the microscions. This result was also in
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agreement with the results of Navarro (25) and Wu et al.
(36), who obtained higher micrografting success with several
woody species by using untreated microscions. It should
also be noted that the micrografting success rates obtained
in this study with the three cvs “Texas”, “Ferrastar” and
“Nonpareil” microscions gave similar results in comparison
with the previous study of Yildirim et al. (37), in which 100 %
micrografting success rate was achieved with the “Ferragnes”
and “Ferraduel” almond cultivars by utilizing mature shoot tip
microscions. There was significant difference between the two
types of micrografting, as the grafting success was higher in
the shoot tip grafting on epicotyl grafts than that in the shoot
tip grafting on hypocotyls for all the cultivars tested (Table 3).
The increased shoot length in the hypocotyls may be due to
cambial contact and absence of competition from axillary buds
that are present in the epicotyls. Although several authors have
previously reported that in the micrografting of different plant
species, e.g., cashew (34), pistachio (26), cherry (4) and King
Protea (36), including almond (13), the size of the scion affects
the success rate of micrografts, no significant difference in
the frequency of successful micrografts was obtained in the
three of the almond cultivars tested when the microscion was
applied to different sizes.
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Fig. 6. Dendogram illustrating the similarity coefficients among 6 micropropagated
plantlets and the donor plant of P. dulcis cv. “Nonpareil” by UPGMA analysis
derived from a total of 98 bands produced by the 10 RAPD primers.
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Fig. 7. Dendogram illustrating the similarity coefficients among 6
micropropagated plantlets and the donor plant of P. dulcis cv. “Ferrastar” by
UPGMA analysis derived from a total of 96 bands produced by the 10 RAPD
primers.
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Fig. 8. Dendogram illustrating the similarity coefficients among 4
micropropagated plantlets and the donor plant of P. dulcis cv. “Texas” by
UPGMA analysis derived from a total of 81 bands produced by the 10 RAPD
primers.

The culture medium also showed a significant effect on the
graft success (Table 4). In the present study, the micrografts in
rooting medium showed a good root system but reduced shoot
formation. New shoot elongation was observed when the PM
medium was used for the development of the grafts. Similarly,
Yildirim et al. (37) reported that MSO permitted good growth
and branching of the roots and resulted in the development
of axillary branching of the scion of cvs “Ferragnes” and
“Feraduel”. Moreover, it was also previously stated that the
composition of the media that grafts are established in can
also have an effect on micrografting success (10). In this
study, there was no significant difference in the means of
micrografting success in the three cultivars, as 100 % frequency
was obtained in a hormone-free MS medium, as well as in PM
and in RM (data not shown). However, it should also be noted
that relatively lower plant survival was obtained in micrografts
established in MSO medium during acclimatization. Hormone-
free semi-solid MS medium with 3 % sucrose was found to
be ideal for culturing of micrografts. Similarly, Onay et al.
(26, 27) in pistachio, Mantell et al. (19) and Ramanayake and
Kovoor (29) in cashew, and Yildirim et al. (37) in almond
have used solid medium for the establishment of micrografts.
This result probably shows that the transfer of endogenous
cytokinins or auxins to the scion on the part of the rootstock
was not adequate in the hormone-free medium and absorption
of plant growth regulators from the medium and transfer to the
microscion is needed for a higher survival after transfer to in
vivo conditions (37).

To the best of our knowledge, this is the first report which
includes assessment of the genetic integrity in micrografted
almond cultivars. However, genetic analysis of almond
plantlets propagated with axillary branching (21) and
adventitious regeneration and meristem culture (22) showed
genetic integrity of the plantlets. But it is well-known that
tissue culture conditions result in physiological stress that
can lead to impairment of normal developmental controls
and trigger the mechanism of somaclonal variation (14).
Somaclonal variation can be detected by using different
molecular techniques. Among them, randomly amplified
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polymorphic DNA (RAPD) (35) is one of the mostly used
molecular markers as it is relatively fast, easy and cheap. Thus,
in order to confirm that micrografting is a reliable propagation
method, RAPD molecular marker technique was carried
out in P. dulcis cvs “Ferrastar”, “Nonpareil” and “Texas”
donor plants and their regenerants. In this study, five of the
10 primers in cv. “Nonpareil” and six of 10 primers in cv.
“Ferrastar” generated monomorphic patterns among the donor
plants and its clones, confirming the genetic uniformity of the
micropropagated materials. However, other primers produced
polymorphism (Fig. 4 and Fig. 5) although at a low percentage.
RAPD analysis showed that subculturing of micrografted
plantlets especially more than 6 months lead to increase of
polymorphism for cvs “Ferrastar” and “Nonpareil”. In the
case of cv. “Texas”, as somaclonal variation was observed
after a 6 months’ subculturing period, in cvs “Ferrastar” and
“Nonpareil” evaluation of only 6 and 9 months subcultured
plants was assessed in this study. The overall polymorphism
frequency detected in P. dulcis cv. “Texas” was relatively
lower (3.70 %) in comparison with cv. “Ferrastar” (6.25 %)
and cv “Nonpareil” (10.2 %). We showed that the developed
micrografting protocol can be safely applied in almond
cultivars up to 6 months of subculture but a longer subculture
period may result in somaclonal variation although at low
level in almond cultivars.

Conclusions

A standardized micrografting technique using in vitro raised
seedlings as rootstock and shoot scions from mature elite trees
was successfully applied to almond cvs “Texas”, “Ferrastar”
and “Nonpareil”. The results of the RAPD analysis strongly
suggest that in the three tested almond cultivars, the optimized
micrografting protocol may not induce genetic variability until
6 months. To the best of our knowledge, this is the first study
on assessment of the genetic stability of micrografted almonds
by RAPD analysis.

Acknowledgements
The authors are grateful to DUBAP (Dicle University Research
Project Councel) #DUBAP-09-ZF-80.

REFERENCES
1. Ainsley P.J., Collins GC., Sedgley M. (2000) In Vitro
Cell Dev. — PL, 36, 470-474.

2. Ainsley P.J., Collins GC., Sedgley M. (2001) In Vitro
Cell Dev. - P1., 37, 778-785.

3. Ainsley P.J., Hammerschlag F.A., Bertozzi T., Collins
G.G., Sedgley M. (2001) Plant Cell Tiss. Org., 67, 221-
226.

4. Amiri MLE. (2006) J. Food Agric. Environ., 4, 151-154.
5. Antonelli M. (1992) Acta Hortic., 300, 255-260.

6. Burger D.W. (1985) Comb. Proc. Int. Plant Prop. Soc., 34,
244-253.

BIOTECHNOL. & BIOTECHNOL. EQ.

7. Caboni E., Damiano C. (1994) Plant Sci., 96, 163-165.

8. Channuntapipat C., Sedgley M., Collins G. (2003) Sci.
Hort., 98, 473-484.

9. EwaldD.,Naujoks G.(1996)In: DevelopmentofIntegrated
Systems for Large Scale Propagation of Elite Plants Using
In Vitro Techniques — Report of Activities (F. O’Riodain,
Ed.), COST 822, European Commission, Directorate
General for Science, Research and Development, Brussels,
156-160.

10. Fotopoulos S., Sotiropoulos T.E. (2005) New Zealand J.
Crop Hort. Sci., 33, 75-79.

11. Gamborg O.L., Miller R.A., Ojima K. (1968) Exp. Cell
Res., 50, 151-158.

12. Gebhardt K., Goldbach H. (1988) Physiol. Plant, 72,
153-159.

13. Ghorbel A., Chatibi A., Thaminy S., Kchouk M.L.
(1998) Acta Hort., (ISHS) 470, 429-433.

14. Guo W., Gong L., Ding Z., Li Y., Li F., Zhao S., Liu B.
(2006) Plant Cell Rep., 25, 896-906.

15. Giirel S., Giilsen Y. (1998) Turk. J. Bot., 22, 363-373

16.Jaccard P. (1908) Bull. Soc. Vaudoise Sci. Nat., 44, 223-
270.

17.Jonard R. (1986) In: Biotechnology in Agriculture and
Forestry, Vol. 1, Trees 1 (Y.P.S. Bajaj, Ed.), Springer-
Verlag, Berlin, 31- 48.

18. Kovach W.L. (1999) MVSP-A Multi Variante Statistical
Package for Windows, ver. 3.1. Kovach Computing
Services, Pentraecth, Wales, UK.

19. Mantel S.H., Boggett B., Bessa A.M.S., Lemos E.E.P.,
Abdelhad A.R., Mneney E.E. (1998) In: Proceedings of
the International Cashew and Coconut Conference, Dar
es Salaam, 17-21 February, 1997 (C.P. Topper, P.D.S.
Caligari, A.K. Kullaya, S.H. Shomari, L.J. Kasuga, P.A.L.
Masawe, A.A. Mpunami, Eds.), BioHybrids International,
Reading, UK, 95-107.

20. Martinez-Gomez P., Gradziel T.M. (2001) In vivo
micrografts in almond and their application in breeding
programs. HortTechnology, 11, 313-315.

21.Martins M., Sarmento D., Oliveira M.M. (2004) Plant
Cell Rep., 23, 492-496.

22.Martins M., Tenreiro R., Oliveira M.M. (2003) Plant
Cell Rep., 22, 71-78.

23.Miguel C.M., Druart P., Oliveira M. (1996) In Vitro Cell
Dev. —P1.,, 32, 148-153.

24, Murashige T., Skoog F. (1962) Physiol. Plant., 15, 473-
497.

25.Navarro L. (1988) Acta Hort., 227, 43-55.

26. Onay A., Pirinc V., Yildirim H., Basaran D. (2004) Plant
Cell Tiss. Org., 77, 215-219.

27.0nay A., Tilkat E., Isikalan C., Namli S. (2007) In:
Protocols for Micropropagation of Woody Trees and Fruits



(S. Mohan Jain, H. Haggman, Eds.), Springer, Netherlands,
289-298.

28.Perrin Y., Lardet L., Enjalric F., Carron M. (1994) Can.
J. Plant Sci., 74, 623-630.

29. Ramanayake S.M., Kovoor S.D. (1999) J. Hort. Sci.
Biotechnol., 74, 265-268.

30. Rohlf F.J. (1993) NTSYS-pc: Numerical Taxonomy and
Multivariate Analysis System, Exeter Publishing, New
York.

31. Rugini E., Verma D.C. (1983) Plant Sci. Lett., 8, 273-281.

32.Socias 1., Company R., Gomez Aparas J., Alanso
J.M. (2005) Year and enclosure effects on fruit set in an
autogamous almond. Scientia Horticulturae, 104, 369-377.

10

33. Tabacknik L., Kester D.E. (1997) HortScience, 12, 545-
547.

34. Thimmappaiah Puthra G.T., Anil S.R. (2001) Sci. Hort.,
92, 177-182.

35. Williams J.G.K., Kubelik A.R., Livak K.J., Rafalski
J.A., Tingey S.V. (1990) Nucleic Acids Res., 18, 6531-
6535.

36. Wu H.C., du Toit E.S., Reinhardt C.F. (2007) Plant Cell
Tiss. Org. Cult., 89, 23-28.

37.Yildirnm H., Onay A., Siizerer V., Tilkat E., Ozden-
Tokath Y., Akdemir H. (2010) Sci. Hortic. — Amsterdam,
125, 361-367.

BIOTECHNOL. & BIOTECHNOL. EQ.



