T.C.
AKDENIiZ UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU

UZUMLERDE CEKIiRDEKSIZLiGIN ERKEN SELEKSiYONU AMACIYLA
DNA MARKORLERININ KULLANIMI

SERIFE DEREN AMCA

YUKSEK LiSANS TEZi

BAHCE BITKILERI ANABILIM DALI

2011



UZUMLERDE CEKIiRDEKSIZLiGIN ERKEN SELEKSIYONU AMACIYLA
DNA MARKORLERININ KULLANIMI

SERIFE DEREN AMCA

YUKSEK LiSANS TEZi

BAHCE BITKILERI ANA BiLiM DALI

Bu tez, 2010.02.0121.040 proje numarasiyla, AKDENiZ UNIVERSITESI
BILIMSEL ARASTIRMA PROJELERI YONETIM BiRiMi tarafindan

desteklenmistir.

2011



T.C.
AKDENIZ UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU

UZUMLERDE CEKIiRDEKSIZLiGIN ERKEN SELEKSiYONU AMACIYLA
DNA MARKORLERININ KULLANIMI

Serife Deren AMCA

YUKSEK LiSANS TEZi

BAHCE BITKILERI ANABILIiM DALI

Butez .../.../2011 tarihinde asagidaki jiiri tarafindan (....) not takdir edilerek Oybirligi /
Oyg¢oklugu ile kabul edilmistir.

Prof. Dr. H. Ibrahim UZUN (Danisman)
Prof. Dr. A. Naci ONUS
Dog. Dr. Mehmet KARACA



OZET

UZUMLERDE CEKIiRDEKSIiZLiGiN ERKEN SELEKSiYONU AMACIYLA
DNA MARKORLERININ KULLANIMI

Serife Deren AMCA

Yiiksek Lisans Tezi, Bahce Bitkileri Anabilim Dah
Damisman: Prof. Dr. H. ibrahim UZUN
Agustos 2011, 52 Sayfa

Asma 1slah programlarinda cekirdeksizligin belirlenmesi amaciyla SCC8 ve SCF27
DNA markérlerinin kullanimi incelenmistir. Bitki materyali olarak kullanilan genotipler
cekirdekli ana ve ¢ekirdeksiz baba olarak kullanilan tiziim gesitlerinin melezlenmesiyle

elde edilmistir.

Bireyler, Cinarli Karas: ve Tekirdag Cekirdeksizi, Italia ve Perlette, Italia ve Bars, Iri
Kara ve Tekirdag Cekirdeksizi liziim ¢esitleri arasinda Tekirdag Bagcilik Arastirma

Enstitiisii’'nde 6nceden yapilan melezlemelerle elde edilmisti.

DNA ornekleri 50 tiziim genotipinin yapraklarindan izole edilmis ve Sequenced
Characterized Amplified Regions (SCAR) analizi i¢in Polymerase Chain Reaction’da
(PCR) c¢ogaltilmigtir. SCC8’in, lziimlerde c¢ekirdeksizlik ile ilgili markore dayali
seleksiyon programlari i¢in imit verici bir DNA markorii oldugu kararina varilmigtir.
SCF27 belirgin bantlar vermesine ragmen homozigot ve heterozigot genotiplerin ayirt

edilmesi i¢in kullanigh degildir.

SCF27 markérii tiim  genotipler igin kesin bantlar gostermistir. Oysa SCC8

markdriinde 50 genotipin 43 tanesi bant vermistir.



Sonug olarak, asma 1slah programlarinda g¢ekirdeksizligin belirlenmesinde SCC8 ve
SCF27 gibi DNA markérleri kullanilabilir. Fakat iiziimlerde ¢ekirdeksizligin giivenilir
olarak belirlenmesi i¢in DNA markdr sonuglarinin, fenotipik tanimlamalar ve duyusal

analizler ile kombine edilmesi gerekir.
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ABSTRACT

USING DNA MARKERS FOR PRE-SELECTION OF SEEDLESSNESS
IN GRAPES

Serife Deren AMCA

M.Sc. Thesis, in Department of Horticulture
Adviser: Prof.Dr. H. ibrahim UZUN
August 2011, 52 Pages

SCC8 and SCF27 DNA markers were investigated for using the determination of
seedlessness in grapevine breeding programme. Genotypes which were obtained by
crossing between seeded female and seedless male grape cultivars were used as plant

material.

Progenies had been obtained by crossing between Cinarli Karasi and Tekirdag
Cekirdeksizi, Italia and Perlette, Italia and Bars, Iri Kara and Tekirdag Cekirdeksizi

grape cultivars in Tekirdag Viticultural Research Institute.

DNA of grape genotypes were isolated from leaf samples of 50 genotypes and
amplified in Polymerase Chain Reaction (PCR) for Sequenced Characterized Amplified
Regions (SCAR) analysis. It is founded that SCC8 is a promising DNA marker for
Marker Assisted Selection (MAS) programmes in seedlesness of grapes. SCF27 resulted
with clear bands but was not useful for differentiating homozygous and heterozygous

genotypes.

All genotypes showed distinct bands for SCF27 marker whereas 43 genotypes out of
50 had clear bands for SCC8 marker.



As a conclusion, DNA markers like SCC8 and SCF27 can be used for early
determination of seedlessness in grapevine breeding programmes. But combining the
results of DNA markers with sensory analysis and phenotype descriptions is necessary

for reliable determination of seedlessness in grapes.
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ONSOZ

Ulkemiz, asmanmn ve bagcilik kiiltiiriiniin anavatani olarak kabul edilip olduk¢a
uygun iklim kosullarina sahiptir. Diinya {izerinde bagcilik genis ¢apta yapilmasina ve
biliyiik ekonomik O6neme sahip olmasina karsin genetik anlamda bilgiler oldukca

smirlidir.

Asmanin birgok tiiketim sekli bulunmaktadir. Tiim diinyada sofralik olarak tiiketilen
tiziimlerde en c¢ok aranan 6zellik ¢ekirdeksiz olmasidir. Tiiketicilerden gelen bdyle bir
talep dogrultusunda komisyoncularin da bu 6zelligi tasiyan ¢esitleri tercih edip daha
yiiksek fiyatlardan satin almasindan dolay1 iireticiler de bu kritere sahip cesitleri tercih
etmesine neden olmaktadir. Bu nedenlerden dolayr yeni cesitler bulabilmek ig¢in

arastiricilar tiziim 1slah1 konusunda daha fazla ¢alismalar yapmaktadirlar.

Cekirdeksizlik 6zelligine sahip bireyler elde edebilmek igin yapilan melezlemeler
daha onceleri ¢ekirdekli anneler ile ¢ekirdeksiz babalarin melezlenmesiyle olmaktaydi.
Ciinkii ¢ekideksiz annelerin kullanilmasi halinde embriyo elde edilemediginden dolay1
¢imlenme sorunlar1 ¢gikmaktaydi. Ne var ki in vitro, embriyo kurtarma ve doku kiiltiirii
tekniklerinin gelismesiyle molekiiler yontemler de gelismis olup giderek bu konu
tizerinde daha fazla kullanilmaya baglanmistir. BOylece yapilan analizler sonunda

cekirdeksizligin kag genle idare edildigi lizerinde bir¢ok hipotez yer almaya baslamistir.

Cekirdeksizlik tespiti i¢in birgok analiz yontemleri bulunmaktadir. Ancak molekiiler
markdr yontemleri disindakilerin erken seleksiyon yapamamalari ve sonuglarinin
objektif olmamasi gibi bir takim dezavantajlari bulunmaktadir. Bu 6zelligin tespiti i¢in
ilk 6nce RAPD yontemi kullanilmis ve major lokus “sdl” ve buna bagh iki adet markor

bulunmustur. SCAR analizleri ile bulunan bu markorler gelistirilmistir.

Bu calismada, gelistirilmis olan bu markérlerin elli adet genotip {lizerinde denenerek

karsilastirmalar1 yapilmistir.
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SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

Simgeler

mg mili gram

cM santi Morgan

°C santigrad derece
ml mili litre

mM mili Molar

ul mikro litre

dk dakika
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M molar
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ng/ul nano gram/mikro litre
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“Polymerase Chain Reaction”

“Restriction Fragment Lenght Polymorphism”
“Amplified Fragment Lenght Polymorphism”
“Random Amplified Polymorphic DNA”
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Ultra Viole
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1. GIRIS

Tarimda {reticilerin baglica amaci, yetistirdikleri tirtinlerden daha ok, kaliteli ve
tikketim sekline gore pazarin istedigi kriterlere uygun iiriin almaktir. Bu durum {iziim
icin de gecerlidir. Sofralik, 6zellikle de kurutmalik {iziimiin kalite faktorleri arasinda
cekirdeksizlik ¢ok biiyiik 6nem tasimaktadir ve ¢ekirdeksiz tiziim yetistiriciligi giinden
giine artmaktadir. Pazarda bu 6zellige sahip ¢esitler tercih edilmekte ve daha yiiksek
fiyatlarda alic1 bulmaktadir.

Arastiricilar, ¢ekirdeksiz iizim gesitlerinin sofralik olarak daha fazla ilgi gérmesinin
sonucu olarak 1slah ¢aligmalarini gekirdeksiz ¢esit elde etme amacina yonlendirmislerdir
ve bu amacla melezleme c¢aligmalar1 yapmiglardir. Geleneksel melezleme yontemleriyle
cekirdeksiz bireyler elde etmek icin, ¢ekirdekli gesitler ana, ¢ekirdeksiz gesitler ise baba
olarak kullanilmistir. Ancak bu yontemle gekirdeksiz bireylerin elde edilme oranlari
olduk¢a diisiikk bulunmustur. Bu orani arttirmak amaciyla, iki c¢ekirdeksiz ¢esidin
melezlenmesinden sonra in vitro, embriyo kurtarma teknikleri ve doku kiiltiirii
tekniklerinden faydalanilmigtir. Yapilan melezlemelerde dejenerasyona ugrayan
embriyonun embriyo kurtarma teknigi ile 6zel bir sekilde ¢imlendirilerek yeni bireylerin

elde edilmesi ¢ekirdeksiz birey sayisini oldukca yiiksek miktarlarda arttirmistir.

Son yillarda molekiiler biyoloji ¢aligmalarinda meydana gelen gelismeler, ¢ogu canli
tiriinde oldugu gibi bitkilerde de hizli ve detayli genetik analizlerin yapilmasina olanak
saglamistir. Bu anlamda DNA markorlerinde elde edilen bilgiler farkli alanlarda
kullanilmistir. Bu ¢aligsmalarda incelenen 6zellikler, ¢evre kosullarinin etkisiyle farklilik
gostermemesinden dolayr kesin bilgi saglamada cesitlerin dogrudan genotipini

yansitacak ¢aligmalar olduklari i¢in daha biiylik 6nem kazanmiglardir.

Son yillarda elde edilen bireylerde g¢ekirdeksizlik 6zelligini tespit etmek amaciyla
degisik analiz yontemleri kullanilmistir. Bunlardan en 6nemlileri duyusal analiz, tartim
analizi ve molekiiler biyolojinin gelisimiyle molekiiler markor analizleridir. Ancak
duyusal analizlerde hem bitkinin verime yatmasi beklenmekte hem de sonuglar analizi

yapan arastiricidan arastirictya degisebilmektedir, tartim analizlerinde ise bitkinin



verime yatmasi beklenmektedir. Dolayisiyla bu yontemler hem zaman kaybina, hem
ekonomik kayiplara hem de subjektif sonuglarin alinmasina sebep olmaktadir. Oysa
molekiiler markor teknikleri ile hem daha erken, hem de daha objektif sonuglar

alinabilmektedir.

Polimeraz Zincir Reaksiyonunun (PCR) gelisimi ve spesifik DNA fragmentlerinin
cogaltilmasi yolu ile DNA polimorfizmi belirlenebilmektedir. Bir¢ok bitkide genetik
uzaklik c¢esitli molekiiler, kimyasal ve morfolojik 6zellikler kullanilarak belirlenmeye
calisilmaktadir. DNA sekansindaki polimorfizmin belirlenmesi igin ¢ok fazla sayida
teknik gelistirilmistir. RAPD, SCAR, AFLP, SSR v.b. bunlardan bazilaridir.

Bu arastirmanin amaci; liziimlerde Marker Assisted Selection (MAS) yontemiyle
SCC8 ve SCF27 DNA markorleri kullanilarak, farkli tiziim ¢esitlerinin
kombinasyonlarindan elde edilen F; dollerindeki ¢ekirdeksizligi 6nceden saptamak ve
giivenilirliklerini test etmektir. Boylece seleksiyon siiresi kisaltilarak ¢ekirdeksiz {iziim

1slah1 caligmalarinda, zaman ve para tasarrufu saglanmasi hedeflenmistir.



2. KURAMSAL BiLGILER VE KAYNAK TARAMALARI

2.1. Asmanin Orijini ve Uziim Uretimi

Diinya iizerinde ¢ok genis bir alana yayilmis bulunan asma tiirleri igerisinde en
Oonemlisi, halen diinya {liziim tretiminin %90’indan fazlasini saglayan Vitis vinifera
L.’dir. Asma, kokeni ¢ok eski yillar 6ncesine uzanan 6nemli bitki tlirlerinden birisidir.
Bagcilik tarihi, Avrupa ile Anadolu dogal florasinda yer alan bu tiiriin kiiltiire
alinmasiyla baglamistir. Arkeolojik bulgulara gore, bu tiiriin kiiltiire alinmasiyla
baslamistir. Arkeolojik bulgulara gore, bu asma tiiriiniin ilk olarak, Kafkasya ve
Anadolu’da kiiltiire alindig1 ve zamanla buradan diinyanin hemen her yerine yayildig
kabul edilmektedir (Celik vd 1998). Diinya iizerinde 11° - 53° kuzey enlem dereceleri
ile giiney yarim kiirede 20° - 40° giiney enlem dereceleri arasinda yetistiriciligi
yapilmaktadir. Ulkemizde; bagcilik 550 000 ha alan ve 4 000 000 ton iiziim iiretimi ile
tarim potansiyelimiz icerisinde 6nemli bir paya sahiptir. Bu potansiyeli ile Tiirkiye, alan
yoniinden Ispanya, Fransa ve Italya’nin arkasindan 4. sirada yer alirken, iiretim miktari
acisindan ise Italya, Fransa, Ispanya, ABD ve Cin’in ardindan 6. sirada yer almaktadir

(Y1ildirim 2008).

2.2. Asmanmin Ulkemizdeki Tiiketim Sekli ve Cekirdeksizligin Onemi

Uziim, iilkemizde sofralik, kurutmalik, saraplik, swralik ve pekmez olarak
tilketilmektedir. Sofralik olarak taze tiiketilen iiziimlerde cekirdeksizlik aranan bir
vasiftir. Piyasada uygun nitelikleri tasiyan ¢ekirdeksiz ¢esit bulunmasi halinde
cekirdekli gesitler yerine ¢ekirdeksiz ¢esitler tercih edilmektedir. Avrupa ve Amerika’da
sofralik olarak tiiketilen Sultani Cekirdeksiz ve Perlette gibi ¢ekirdeksiz ¢esitlerin
miktar1 c¢ekirdekli diger liztim ¢esitlerinin toplam tiiketiminden fazladir. Ayni1 durum
Tiirkiye icin de s6z konusudur. Tiirkiye’de sofralik olarak ihra¢ edilen toplam iiziim
miktarinin %62’sini tek basma Sultani ¢ekirdeksiz teskil etmektedir. Buna karsilik
onemli ¢ekirdekli erkenci cesit olan Cardinal ise %]14’iinii olusturmaktadir. i¢ pazara
Sultani Cekirdeksiz girdiginde diger cesitlere tercih edilmektedir. Ayni1 zamanda
cekirdeksiz cesitler cekirdeklilerden daha yiiksek fiyata alici bulmaktadir. Sofralik



cekirdeksiz liziim tiikketimi ve talebi devamli artarken diinya pazarinda tiiketilen kuru
lizimlin tamamina yakini ¢ekirdeksizdir. Kuru iizimde aranan ilk vasif c¢ekirdeksiz

olmasidir.

Acgiklanan durumdan dolay1 c¢ekirdeksiz cesitler iiretilebildigi takdirde gelecekte
bunlar g¢ekirdekli ¢esitlerin yerini alacak piyasaya hakim olacaktir. Bu nedenle yeni
cekirdeksiz cesitler elde etmek amaciyla 1slah caligmalari yapmak bugiin bagcilikta
calisan aragtiricilarin en fazla iizerinde calistiklar1 konu olmaktadir (Barig ve Giirnil

1991).

2.3. Asmalarda Cicek Yapisi, Tohum Taslagi ve Tane Tutum Sekilleri

Asmalarda c¢igekler, bilesik salkim {izerinde meydana gelirler. Cicek salkimim
olusturan c¢icek organ taslaklarmin farklilasmasi c¢iceklerin acilmasindan onceki yaz
gelisme periyodunda ve kiglik gozler igerisinde gerceklesmektedir. Boylece dinlenme
doneminin baglangicinda salkim taslaklarini olusturmus bir halde dinlenmeye
girmektedirler. Genel olarak dinlenme siirecinde higbir degisiklik meydana
gelmemektedir. Cicek organ taslaklarinin gelismesi, ¢igeklerin c¢esitli kisimlarin
olusturmak ftizere ilkbaharda yapraklanma ile birlikte yeniden hizlanmakta ve sirasiyla
kaliks, korolla, stamen ve pistilin farklilasmas1 gerceklesmektedir. Marasali’ya gore;
gelismenin ilerlemesi ile stamenler, filament ve anterleri olusturmak iizere
farklilagirken, karpeller de pistil ve kisimlarin1 olugturmak iizere birlesmektedirler. Bu
gelismelere paralel olarak anterlerde mikrosporogenez, ovaryumda ise oviillerin
farklilasmasiyla birlikte megasporogenez baslamaktadir (Elidemir 2006). Sekil 2.1.’de

olgun bir lizim tanesinin boyuna kesitinde organlar ve detaylar1 gosterilmektedir.
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Sekil 2.1. Olgun bir {iziim tanesinin boyuna kesiti (Elidemir 2006)

Asmalarda ¢ekirdek olusumu esas alinarak, liziim ¢esitlerindeki tane tutumu dort ana

grupta incelenmektedir (Baris ve Giirnil 1991).

1) Partenokarpi: Esas itibariyle cicekte disi organin gelismemis olmasina bagli
olarak dollenme olmadan tane tesekkiil etmesi halidir. Pearson’a gore partenokarpik
taneli ¢esit olan Black Corinth’te tozlanmadan sonra hig oviil gelisimi goriilmemektedir.
Partenokarpi oviiliin kusurlu yapisindan dolayr déllenememesinden meydana geldigi
gibi, oviiliin normal olmasi durumunda bile herhangi bir nedenle déllenememesinden
cekirdek gelismemesine ragmen tanenin tesekkiil etmesinde de ortaya cikmaktadir.
Birinci halde partenokarpi zorunludur. Yapisal kusuru olmayan oviiliin herhangi bir
nedenle dollenememesinden ise partenokarpi olup dollenme olmasi durumunda normal
cekirdekli tane tesekkiil edebilmektedir. Partenokarpik taneler normal irilige
ulasamamakta, kii¢iik kalmakta ve genellikle yuvarlak olmaktadir. Tanenin kiiciik
kalmas irilesmeyi saglayan ve cekirdekli tanelerde daha fazla olan oksin azligindan
kaynaklanmaktadir (Baris ve Giirnil 1991). Bu gruba 6rnek olarak Sekil 2.2.°de

gosterilmis olan Black Corinth ¢esidi verilmektedir.
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Sekil 2.2. Partenokarpik iiziim gesitlerinden olan Black Corinth salkimi

2) Stenospermokarpi: Stenospermokarpi terimi ilk kez Stout tarafindan 1936 yilinda
kullanilmistir. Sultani Cekirdeksiz, Perlette gibi ¢esitlerin tipik meyve olusum seklidir.
Cigegin yapist normaldir ve dollenme gergeklesir. Fakat dollenmeden belli bir siire
sonra (genellikle 3-4 hafta) gelismekte olan embriyo, nusellus ve integliment
dokularindaki anormalliklere bagli olarak dejenerasyona ugramakta ve gelismesi
durmaktadir. Embriyonun dejenerasyona ugrama zamanina gore c¢ekirdek biiytlikligi
degismekte; erken dejenerasyon halinde yumusak yesil ¢ok kiiciik ¢ekirdek taslagindan
baslayarak ge¢ dejenerasyonda ise neredeyse normal renk ve irilikte ¢ekirdekler
olugmaktadir. Bu tiir ¢ekirdekler parmakla ezilebilmekte ve c¢imlenememektedirler.
Tane i¢inde taslak halinde de olsa ¢ekirdek bulundugundan partenokarpiye gore taneler
daha iri olmaktadirlar. Uziimiin yenmesi sirasinda yumusak ¢ekirdek taslaklari
hissedilmediginden bu tiir ¢esitler g¢ekirdeksiz olarak nitelendirilmektedirler. Belirli
oranlarda yeni dollere gecen genetik bir karakter olarak bilinmektedir (Baris ve Giirnil
1991). Stenospermokarpik meyvelerin en Onemlilerinden olan Sultani Cekirdeksiz

cesidi Sekil 2.3.’de gosterilmektedir.



Sekil 2.3. Stenospermokarpik iiziim ¢esitlerinden olan Sultani Cekirdeksiz salkimi

3) Bos Cekirdeklilik: Tane olusumu stenospermokarpide meydana gelen
mekanizmaya benzer sekilde olmaktadir. Embriyonun dejenerasyonu 5-6 hafta sonra
so6z konusudur. Ancak dejenerasyon taneler hemen hemen normal renk ve seklini
aldiktan sonra meydana geldiginden goriiniim itibariyle normaldir. Cimlenme orani ¢ok
az, bos cekirdekli taneler olusmaktadir. Taneler ¢ekirdekli cesitler gibi iri, sert ama

hafiftirler. Sekil 2.4.’de bulunan Cavus ¢esidi bu gruba ornektir.

Sekil 2.4. Bos ¢ekirdeklilere 6rnek olarak verilen Cavus c¢esidi salkimi



4) Normal Cekirdeklilik: Bir veya birden fazla oviiliin dollenmesiyle olusan
embriyosu, endospermi gelismis, ¢ogunlukla ¢imlenme giicii olan ¢ekirdekli ve taneleri
ceside has iriligi gosteren meyve tesekkiilii seklidir. Uziimlerde birgok cesitte goriiliir.

Sekil 2.5.’de de gosterilmis olan Cardinal ¢esidi normal c¢ekirdeklilere 6rnektir.

Sekil 2.5. Normal ¢ekirdekli ¢esitlerden olan Cardinal ¢esidi salkimi

Cekirdeksiz iizlim elde etmek i¢in yapilan melezlemelerde ¢ekirdekli ¢esitler ana
cekirdeksiz ¢esitler baba olarak kullanilir. Elde edilen bireylerde ¢ekirdeksiz bitkilerin
oran1 genellikle diisiiktiir. Embriyo kiiltiirii kullanimiyla ¢ekirdeksiz annelerle ile
cekirdeksiz babalarin melezlerinden canli embriyo elde etmek artitk miimkiindiir. Bu
teknikle yiiksek oranda g¢ekirdeksiz bitkiler elde edilebilmektedir (Bouquet ve Danglot
1996).

2.4. Asmada Cekirdeksizlik Analizleri
Tiiketicilerin “gekirdeksizlik” i¢in pratik tanimi, yeme esnasinda ¢ekirdeklerin agizda

algilanabilirligine dayanir (Ledbetter ve Ramming 1989). Uziimlerde cekirdeksizlik

Ozelliginin tespiti i¢in 3 ana yontem uygulanmaktadir (Striem vd 1994).



2.4.1. Duyusal Analizler

Uziimlerde ¢ekirdeksizlik dzelliginin tespiti i¢in kullanilan ydntemlerden ilki duyusal
analizlerdir (Striem vd 1994, Ledbetter ve Shonnard 1991, Ledbetter ve Ramming
1989). Yani duyu organlarmin algilamasina dayanan analiz yontemidir. Ne var Ki
sonucu arastirmacidan arastirmaciya degismektedir (Ledbetter vd 1994). Algilanabilen
az gelismis ¢ekirdek izleri; tane sikiligi, meyvenin gevrekligi (Ledbetter ve Shonnard
1991), c¢ekirdegin gelisme derecesi, boyutu, integiimentlerin odunlagmasi, g¢ekirdek
kabugu sertligi ve endosperm gelisim derecesi (Ledbetter ve Ramming 1989) gibi bazi
faktorlerden etkilenebilmektedir. Cekirdeksiz ve ¢ekirdekli tanelerde ¢ekirdekler gorsel
olarak ebatlarda dort kategoride siniflandirilir; normal gekirdek, genis izler, orta izler ve
kiigiik izler. Cekirdeksizligin belirlenmesinde etkili olan bu faktorler kimi cevresel
etmenlerden ve kimyasal uygulamalarindan etkilenmektedir Ornegin; giberellin
uygulamasi. Cigeklenme Oncesi ve tam ¢igeklenme donemindeki uygulamalara gesitler
farkli tepki vermislerdir. Daha sonraki uygulamalara gore cicek a¢im Oncesindeki
uygulamalarda giberellin tane tutumunu engelleyip ¢ekirdek gelisimini durdurmaktadir.
Ciceklenmedeki uygulamalar cekirdek gelisimi biyiikliigiine az etkide bulunurken
cekirdek kabugu ve endosperm gelisim derecesini azaltarak etkilemistir (Striem vd
1994).

2.4.2. Tartim Analizleri

Bu yontem iiziim tanesinde bulunan normal veya rudimenter bir g¢ekirdegin taze
agirh@ina dayanmaktadir. Sayet bu agirlik 20-25 mg’in altinda ise cesit c¢ekirdeksiz
kabul edilirken iizerinde ise ¢ekirdekli kabul edilmektedir (Ledbetter ve Shonnard 1991,
Striem vd 1994). Bu yontemler asmalar verime yattiktan sonra, yani dikimden 4-5 yil
sonra yapilabildigi i¢in, melezlemelerde ¢ekirdeksizlik 6zelliginin saptanmasi ¢ok uzun

zaman almaktadir.



2.4.3. Molekiiler Markor Yontemleri

Ucgiincii analiz yontemi ise molekiiler belirte¢ yéntemleridir. Bu yontemler sayesinde
hem erken donemde sonu¢ alinabilmekte hem de ¢esidin DNA’sindan alinan 6rnekler
incelendigi i¢in sonuglar objektif olmaktadir (Streim vd 1994). Dolayisi ile yeni
cekirdeksiz cesit elde edilmesinde hem zamandan, hem de ekonomiden biiyiik 6l¢iide

tasarruf saglanmaktadir (Baris ve Giirnil 1991).

DNA markérleri tanimlama caligmalarinda daha dogru ve kesin sonuglar veren ve
bitki 1slahinda ve oOzellikle asmada genetik c¢alismalarin sinirlarini genisleten bu

markorler ;

A) Hibridizasyona dayali DNA markérler,
B) Polymerase Chain Reaction’a (PCR)’a dayali DNA markoérler,

olmak iizere baslica iki teknoloji dalinda gelisim gostermistir.

A) Hibridizasyona dayali DNA markérler:

Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP); hibridizasyon temeline dayali
en Onemli markdr teknigidir. Bu markdrler cesitli sekillerde etiketlenmis bir DNA
parcasinin (prob DNA) arastirilan bir DNA ornegindeki benzer veya ayni dizilisteki
DNA’ya melezlenebilmesini baz almaktadir. Dokulardan izole edilen genomik DNA,
restriksiyon enzimlerince (genellikle EcoR 1, Cla I, Hind 111, Hinf I) kesilir. Agaroz
jelde yiriitilir ve kesimi yapilmis olan DNA’nin biiyiikliikleri tespit edilmis olur.
Isitilarak ¢ift sarmalli halden tek sarmalli hale getirilen DNA naylon membrana
Southern Blot teknigi ile transfer edilir.  Prob (50-200 niikleotid) ile membrandaki
DNA biraraya getirilerek hibridize edilir. Ayirt edilebilmsi i¢in proba her zaman 5° ve
3’ uclarina izotop veya floresans etiketli bir baz eklenir. Elde edilen hibrit kurutulup
izotop veya floresansa bagli resmi ¢ekilir. Avantajlari; terarlanabilme kabiliyetlerinin
yiiksek olmasi, homozigotu heterozigottan ayirt edebilmeleri, uygun prob
kullanilmasiyla genlerin varligi ve sayis1 hakkinda kesin sonu¢ vermeleri ve her tiirlii

organizmada kullanilabilmeleridir. Dezavantajlar1 ise; yiiksek miktarda ve kaliteli
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DNA’ya ihtiya¢ duyulmasi, kullaniminin zor ve diger tekniklere gére daha fazla zaman
alic1 olmasidir. Ayrica izotop kullanildigr i¢in ¢evreye ve sagliga zaralidir, floresans ise

pahalidir. Probun elde edilip gelistirilmesi zordur (Karaca 2009).

B) PCR’a dayali olan markor teknikleri ise ;

Polimeraz zincir reaksiyonu DNA polimeraz enziminin kullanilmasiyla in vitro
sartlarda DNA {iretilmesini ifade eder. Bu iiretim i¢in 6-25 niikleotid uzunlugunda
baslatict DNA’lar (primerler) gerekir. Reaksiyon ortaminda ayrica pH’y1 ve tuz
konsantrasyonunu optimum hale getiren tampon ¢ozelti, polimeraz enziminin ihtiyag
duydugu MgCl ve DNA f{iretiminde kullanilacak A,T,G,C niikleotidlerinden her biri
bulunur. Polimeraz enzimi, bu baslatictc DNA’nin bir kalip DNA iizerine
baglanmasindan sonra, onu bir uctan uzatmaya baslar ve kalip DNA’nin aynisini {iretir.
DNA {iretim islemi birbirini izleyen bir dizi ¢ok spesifik sicaklik devrelerinde yapilir.

Sekil 2.6.’da PCR’1n asamal1 bir sekilde ¢calisma prensipleri gosterilmektedir.

- Cift iplikcikli DNA kalibi & BY
) ——— -3 3;
iplikgiklerin 2
0 5' —
(a) ayriimasi 195 c 3 5
e iplikgiklerin
ayrilmasi ve yeni 95°C
5 et 5 primerlerin yapiimasi
Primerlerin " (d)  5'm—
(b) 0-60°C . ™
yapilmasi 3
5 -
=
5' — , 3

(a)'dan (c)'ye kadar olan islemin 30-45 kez te

/

n tekrar = 2N molekiil

(¢) Tag polimeraz
enzimi ile

uzamasi \

Primerlerin
72°C

Sekil 2.6. PCR’1n sematik gosterimi (Yildirim ve Kandemir 2001)

PCR teknigine dayanan en 6nemli yontemlerden olan RAPD, SCAR, CAPS, AFLP,
SNP,SSR, CAPS-mikrosatellit asagida agiklanmustir.
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a) Rastgele Cogaltilmis DNA Farkhihigti (RAPD(s), Random Amplified
Polymorphic DNAC(S))

RAPD olarak adlandirilan bu teknik ilk gelistirilen teknik olup genellikle 10
niikleotid uzunlugunda primer ve bazi sartlarda primer seti kullanilarak genom {izerinde
bu primerlerin hibrit olusturduklart kisimlarin ¢ogaltimi ile polimorfizmi belirler,
genellikle dominant markor iretir, kullanimi yeni markor sistemlerinin gelisimi ile
birlikte giderek azalmaktadir (ince vd 2011). RAPD yénteminin ¢alisma prensibinin
semasi1 Sekil 2.7.’de gosterilmektedir.

PCR

5
10 b primer _.‘—“—

3
_ <«—10 b primer
35 Primerlar:

/ \ \ ¢ 6-10 baz uzunlugunda

5.
\ ¢ rasgele sekansa sahip
3’ 3 5 ¢ ticari olarak mevcut
/\ Ve
Ornek: ATGGCTATCA
VeV P W

40 kez gogaltma = 1012 adet kopya DNA molekiild

Sekil 2.7. RAPD tekniginin sematik gdsterimi (Y1ldirim ve Kandemir 2001)

b) Sekans1 Karakterize Edilmis Alanlar (SCAR(s), Sequence Characterized
Amplified Region(s))

Bu yontem de genellikle AFLP, RAPD, AP-RAPD yontemlerinden elde edilen ancak
polimorfizm tam olarak saptanamayan veya ¢oklu amplikon olusumundan dolay1 kesim
olmayan monomorfik amplikonlar 6nce agaroz jelden izole ediilir ve sekans dizi
analizleri ile yeni primer c¢iftleri olusturulur. Bu primer ciftleri kullanilarak PCR
analizleri ile polimorfizm arastirilir. SCAR yonteminde dominant ve kodominant
markérler elde edilmektedir (Ince vd 2011).
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c) Cogaltilarak Kesilmis Polimorfik Sekans Polimorfizmi (CAPS, Cleaved
Amplified Polymorphic Sequence)

RAPD, AFLP gibi yontemlerden elde edilen monomorfik amplikonlarin restriksiyon
enzimleri kullanilarak polimorfizme déniistiiriilmesinde kullamlmaktadir (Ince vd

2011).

d) Cogaltilan Par¢a Uzunlugu Farkhihgi (AFLP(s), Amplified Fragment Lenght
Polymorphisms)

Bu teknikte genomik DNA genellikle 2 6zel restriksiyon enzimleri ile kesilir, kesim
noktalarina 6zel adaptorler baglanir ve bu adaptér DNA sekanslamasina baglanabilen
primer c¢iftleri ile segici olarak g¢ogaltilmis olan DNA fragmanlarmin olusturdugu
polimorfizme dayanir. Genellikle poliaklamit jel elektroforezes ve giimiis nitrat

etiketleme ydntemi ile analiz edilir (Ince vd 2011).

e) Tek Niikleotid Polimorfizmi (SNP, Single Nucleotid Polymorphism)

Giliniimiizde giderek kullanim1 yayginlasan etkin bir yontem olup alleller arasindaki
tek niikleotid polimorfizmini belirlemede ve otomasyon floresan tekniklerinin gelismesi

ile mikro ¢ip ydnteminde etkin bir sekilde kullanilmaktadir (Ince vd 2011).

f) Basit Dizi Tekrarlari veya Mikrosatellitler (SSR Simple Sequence Repeats)

Genomda bulunan ardisik tekrarli (diizenli veya degisken) mikrosatellit alanlarim
iistten ve alttan ¢evreleyen 6zel primer ciftleri ile ¢ogaltarak ardisik tekrar sayidaki
polimorfizmi belirler. Bu yontem PCR tabanli olup az miktarda DNA’ya gerek duyar ve
oldukca yaygin kullanimi olan ko-dominant markdr sistemidir. Bu yontemde
mikrosatellit alanlarindaki polimorfizm markor olarak kullanilmakla birlikte 6zellikle
son donemlerde bu yontem kullanilarak mikrosatellitlerin genomdaki dagilimlari,

fonksiyonlar1 ve gen ifadesi iizerindeki etkileri de ¢alisiimaktadir (Ince vd 2011).
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g) CAPS-mikrosatellit (CAPS-microsatellite)

Akdeniz Universitesi Ziraat Fakiiltesi arastiricilar1 tarafindan gelistirilen bu yontemde
Ozellikle EST tabanli mikrosatellitlerde splisin, alternatif splisin olaylarindan dolay1 ¢ok
bliyiilk ve monomorfik mikrosatellit lokuslarinin degisik restriksiyon enzimleri
kullanilarak olusturdugu polimorfizme dayanan bir yontemdir. Bu sistem genellikle ko-
dominant markor tiretmekte olup agaroz jel elektrofrozes arastirma teknigine uygundur.
Ayrica PCR sonras1 amplikonlarin birlestirilerek analizi veya ¢ok sayida primer setinin

ayn1 PCR’da amplikasyonu bu yéntemin avantajlarindandir (ince vd 2011).

Asmada cekirdeksizlik 6zelliginin kalitim modeli son yapilan arastirmalara gore ii¢
tamamlayici ¢ekinik gen ve bagimsiz, diizenli baskin bir gen ile kontrol edilmektedir.

Bu baskin lokusa “sdl” lokusu ad1 verilmistir (Bouquet ve Danglot 1996).

Bu hipotezden yola ¢ikilarak DNA markdr yontemlerinden olan RAPD (Random
Amplified Polymorphic DNA ) ile 81 ¢esidin genetik farkliliklar1 incelenmistir. Burada
incelenen cesitlerin 36 adedi ¢ekirdekli 45 adedi ¢ekirdeksizdir. Kullanilan bu
cesitlerden ¢ekirdekli ¢esitler kendi aralarinda c¢ekirdeksizler ise kendi aralarinda
melezlenmislerdir. Boylelikle farkli kombinasyonlar elde edilmistir. Sdl lokusuna 0.7
santi Morgan (cM) uzaklikta opC08-1020 markdrii ve 3.5 ¢cM uzaklikta opP18-530
markdrii tespit edilmistir (Lahogue vd 1998). RAPD yontemiyle elde edilen bu
markdrler SCAR (Sequence Characterized Amplified Region) yontemiyle daha da
detaylandirilmistir. Lahogue vd 1998 tarafindan opC08-1020 markorii gelistirilerek ve
BgIII restriksiyon enzimi ile kesilerek SCC8, Blondon vd tarafindan 2001 yilinda
0opP18-530 markorii gelistirilerek ve yine ayni enzimle kesilerek SCP18 markorii elde
edilmistir (Francoise vd 2001, Korpas vd 2009). Daha sonra Ruby Seedless ile
Sultanina melezleri {lizerinde yapilan g¢alismalar sonunda SCAR teknigi ile basariyla
SCF27 markorii gelistirilmistir (Mejia ve Hinrichsen 2003). SCC8 markorii ile genis

poplilasyonlar {izerinde aragtirmalar yapilmistir.

Cekirdeksiz iiziim 1slahinda en 6nemli asamalardan birisi de kullanilan ¢ekirdeksizlik

analizidir. Kullanilan analiz ydntemlerinden MAS yontemi Ozellikle son yillarda

14



Oonemini giderek arttirmaktadir. Bu arastirmanin amact SCC8 ve SCF27 DNA
markorlerini kullanilarak, farkli iiziim gesitlerinin kombinasyonlarindan elde edilen F;
dollerindeki ¢ekirdeksizligi Onceden saptamak ve giivenilirliklerini test etmektir.
Boylece seleksiyon siiresi kisaltilarak ¢ekirdeksiz iiziim 1slah1 ¢alismalarinda, zaman ve

para tasarrufu saglanmasi hedeflenmistir.

Aragtirmada SCAR(s) (Sequence Characterized Amplified Region(s)) teknigi ile
SCC8 ve SCF27 markorleri kullanilarak c¢alisilmistir. Bunun nedeni ise kullanilan
markdrlerin bu teknikle gelistirilmesinin yaninda ¢ekirdeksizlik 6zelligi ile ilgili yapilan
calismalarin  birgogunda SCAR tekniginin uygulanmig olmasidir. Aragtirmada
kullanilan markdrlerden SCC8 markori ile yapilan calismalar SCF27 markori ile

yapilanlara oranla daha yogundur.
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Materyal

Materyal olarak, Tekirdag Bagcilik Arastirma Enstitlisii’'nde bulunan ¢ekirdeksizlik
ozelligi icin 7 ebeveyn ile yapilmis olan melezleme ¢alismalart sonucunda meydana
gelen 50 adet F; dollerindeki genotiplerden yararlanilmistir. Ayrica, partenokarpik
Ozellik gosteren Siyah Korent, stenospermokarpik oOzellik gosteren Sultani
Cekirdeksiz, bos cekirdeklilik 6zelligi gosteren Cavus ve yumusak ¢ekirdekli Trakya

[lkeren {iziim gesitleri denemede kontrol materyali olarak kullanilmistir.
Ebeveynler ve meyve ozellikleri:

Cmarh Karasi; bu ¢esit siyah renkli, ¢ekirdekli, orta-ge¢ mevsimde olgunlasan,
verimli, ortalama salkim agirligi 590 g., iri (6,5 g.) ve yuvarlak tanelidir. Salkim sekli
konik salkimlar homojen ve normal sikiliktadir. Tekirdag yoresinin yerli g¢esididir.
Tekirdag Cekirdeksizi; siyah renkli, ¢ekirdeksiz, orta-ge¢c mevsimde olgunlasan,
sofralik bir gesittir. Ortalama tane agirligr 3-4 gramdir. Islah ¢aligmalar1 sonucunda
Tekirdag Bagcilik Enstitlisii’'nden elde edilmistir. Italia; beyaz renkli, gekirdekli ve
tane biytikligi iridir. Olgunlagma zamani ise orta mevsimde olur. Barig; beyaz renkli,
cekirdeksiz ve tane biiyiikliigii ortadir. Tane sekli yuvarlak olup orta biiytikliiktedir.
Erkenci bir ¢esittir. Perlette; beyaz renkli, ¢ekirdeksiz ve tanesi kiigiiktiir. Tane sekli
yuvarlak olup erkenci bir gesittir. Iri Kara; tane rengi siyah olup cekirdekli bir gesittir.
Tane sekli yuvarlak ve ¢ok iridir. Olduk¢a geggidir. Beauty Seedless; tane rengi siyah

olup ¢ekirdeksizdir. Tane sekli oval ve orta iriliktedir.
Kombinasyonlar:
1. Cinarli Karas1 (37) x Tekirdag Cekirdeksizi (T); bu kombinasyondan 10 genotip,

Italia (7) x Barig(D); bu kombinasyondan 10 genotip,

2

3. ltalia (7) x Perlette (B); bu kombinasyondan 10 genotip,

4. Iri Kara (40) x Perlette (B); bu kombinasyondan 10 genotip,
5

Italia (7) x Beauty Seedless (C) bu kombinasyondan 10 genotip.
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Boylece denemede toplam 54 genotip incelenmistir. Ebeveynlere verilen kodlar
Tekirdag Bagcilik ve Arastirma Enstitiisii’nlin kullanmis oldugu kodlardir. Arastirma
bu kodlara sadik kalinarak yapilmistir. Asagidaki ¢izelgede O6rneklerin genotipleri ve

analizler sirasinda her birine verilmis olan 6rnek numaralar1 bulunmaktadir.

Ormegin; genotip (37xT)-173: Cmarli Karas1 ve Tekirdag Cekirdeksizi gesitleri
melezlenerek elde edilen yeni fertlerden 173. birey anlamina gelmektedir. Arastirmada

bu birey 1 no.lu 6rnek olarak ifade edilmektedir (Cizelge 3.1.).

Cizelge 3.1. Arastirmada kullanilan genotipler ve 6rnek numaralari

Ornek Numarasi Genotip
K Siyah Korent
S Sultani Cekirdeksiz
C Bozcaada Cavusu
I Trakya Ilkeren
1 (37 xT)-173
2 (37 xT)-174
3 (37 x T)-175
4 (37 x T)-177
5 (37 xT)-179
6 (37 xT)-193
7 (37 x T)-226
8 (37 xT)-228
9 (37 xT)-231
10 (37 xT)-238
11 (7 x D)-214
12 (7 x D)-267
13 (7 x D)-273
14 (7 x D)-279
15 (7 x D)-280
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Cizelge 3.1.’in Devamm

Ornek Numarasi Genotip
16 (7 x D)-284
17 (7 x D)-299
18 (7 x D)-322
19 (7 x D)-337
20 (7 x D)-339
21 (7 x B)-48
22 (7 x B)-50
23 (7 x B)-51
24 (7 x B)-53
25 (7 x B)-96
26 (7 x B)-103
27 (7 x B)-106
28 (7 x B)-117
29 (7 x B)-160
30 (7 x B)-165
31 (40 x B)-13
32 (40 x B)-18
33 (40 x B)-19
34 (40 x B)-20
35 (40 x B)-26
36 (40 x B)-37
37 (40 x B)-39
38 (40 x B)-56
39 (40 x B)-57
40 (40 x B)-88
41 (7xC)-1
42 (7x C)-29
43 (7 x C)-102
44 (7 x C)-109
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Cizelge 3.1.’in Devamm

Ornek Numarasi Genotip
45 (7xC)-111
46 (7 x C)-120
47 (7 x C)-133
48 (7 x C)-142
49 (7 x C)-150
50 (7 x C)-155

3.2. Metot

Cekirdekli annelerle cekirdeksiz babalarin melezlenmesiyle elde edilen bireylerin
DNA markdr yontemlerinden SCAR teknigi ile ¢ekirdeksizligin 6nceden tespitinin
amaglandig1 bu calismada, 6rnekler Tekirdag Bagcilik Enstitiisii’'nden temin edilmistir.
Tekirdag yoresinde baglarda goézler patlayip yeni siirgiinler gelismeye basladigi zaman
Haziran 2010°da alinmistir. Tiim analiz islemleri de Ankara Universitesi Bahge Bitkileri

Boliimii Biyoteknoloji laboratuarinda yapilmistir.
3.2.1. DNA analizleri
3.2.1.1. Orneklerin toplanmasi ve saklanmasi

Incelenecek genotipler Tekirdag Bagcilik Arastirma Enstitiisii'nden taze yaprak ve
siirglin ucu olarak alimip buz kutusu i¢ginde muhafaza edilerek ayni giin icerisinde
Ankara Universitesi, Bahce Bitkileri Boliimii'ndeki molekiiler laboratuvarina

ulastirilmistir.  Tiim  Srnekler -80°C’de  DNA  ekstraksiyon periyoduna kadar

saklanmugtir.

19



3.2.1.2. Genomik DNA ekstraksiyonu

Orneklerin ezilmesi:

-80°C’de bulunan yapraklar ve siirgiin uglari soguk havan ve havaneli ile siv1 azot
kullanarak ezilmistir. Sekil 3.1°de yaprak orneklerinin taze siirglinlerden havan igerisine
alinis1 gosterilirken Sekil 3.2.°de ezme islemi ve sonrasinda ependorf tiipe Grnegin
aktarihg1 gosterilmistir. Ependorf tiiplere alinan toz halindeki 6rnekler -80°C’de

saklanmistir.

Sekil 3.2. Toz haline gelen &rneklerin tiiplere aktarilmasi
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Genomik DNA ekstraksiyonu icin kullanilan ¢ozeltiler ve kimyasallar:

Ekstraksiyon metodunda Lefort vd 1998 yontemi izlenmistir. Bunun ig¢in gereken

kimyasallar ve miktarlari sirasiyla asagida Cizelge 3.2.’de verilmistir.

Cizelge 3.2. DNA ekstraksiyon ¢ozeltisi

Kimyasal Miktari

1. TRISpHS8.0 50 mM (2ml)
2. EDTAPpH8.0 50 mM (4ml)
3. 1% CTAB (19)

4. 0.5% TWEEN 20 (0.5 ml)

5. LiCl 0.4 M (10ml)
6. 2% PVP (20)

7. RNase-A 100 mg/ml

Toplam miktar 50ml
(Lefort vd 1998)

Bu kimyasallarin ¢ozeltide sirasiyla iyi bir sekilde dagilmalari saglanmistir.

Kimyasallarin kisaca 6zellikleri:

TRIS: DNA ekstraksiyonunda ve elektroforesisde yaygin olarak kullanilir. pH=7-9

arasinda ¢ozeltisinde etkisini daha yogun gosterir.
EDTA: Istenmeyen enzimlerin kofaktériidiir. EDTA kullanildiginda pH oldukca
onemlidir, pH=8 etkindir. Eger fazla miktarda kullanilirsa PCR’1n ¢alismasinda sorunlar

yasanir.

CTAB: Membran proteinlerinin, polisakkaritlerin giderilmesinde etkili gii¢lii bir

deterjandir.

TWEEN 20: Hiicre agregatlarinin dagilmasi saglan bir deterjandir.
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Lityum Klorid: Hem DNA hem de RNA ekstraksiyonunda kullanilir. Uygun
konsantrasyonda DNA elde edilirken, farkli konsantrasyonda RNA elde edilir.
Polisakkaritlerin baglanmasinda kullanilir. PCR’da kalintis1 olursa enzimatik

reaksiyonu onler.

PVP: Ozellikle CTAB ile birlikte kullanilinca polisakkaritleri ¢ok iyi uzaklastirir.
DNA’ya ¢ok iyi baglanir.

RNase-A: RNA’nin pargalanmasini saglar.

Genomik DNA izolasyon yontemi:

Calismada uygulanan genomik DNA izolasyonu asagida verilen sekliyle uygulanmig

ve sirastyla takip edilmistir.

1. Her bir 6rnek i¢in 1 ml ekstraksiyon solusyonuna 10pul Mercaptoethanol
eklenmistir.

2. 100 mg’lik yaprak dokusuna bu ¢dzelti ilave edilmistir.

3. Ornekler 65°C 15 dk. su banyosunda calkalayarak bekletilip sonra da oda
kosullarinda sogutulmustur.

4. Uzerine 0.5 ml kloroform/izoamilalkol (24:1) eklenerek 20-25 defa sallanip

30 dk. buz iizerinde bekletilmistir.

3 dk. 14.000 rpm de santrifiij edilmistir.

Ust faz (siipernatant) yaklasik 0.7 ml yeni bir tiipe aktarilmustir.

Uzerine yaklasik 0.8 ml isopropanol eklenmistir.

15-20 dk. buz tlizerinde bekletilmistir.

1 dk. 14.000 rpm de santrifiij edilmistir.

© o N o O

10. Ust faz atilmustir.

11. Pellet iizerine 1 ml (%70 etil alkol eklenip 2 dk. 14.000 rpm de santrifiij
edilmistir.

12. Etil alkol uzaklastirilmistir ve 50-100 ul TE (pH 8.0) veya steril su (nuklease

free) da ¢oziilmesi saglanmigstir.
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13. Her 100 pl soliisyon ig¢in 1pul RNase-A eklenerek 37°C’de 30 dk.

bekletilmistir (Lefort vd 1998) .

3.2.1.3. Genomik DNA’nin kalite ve kantitesinin belirlenmesi

DNA’nin saflig1 nanodrop cihazi ile kontrol edilmistir. Bunun i¢in izolosyonu yapilan

DNA’dan yaklagik 2ul kullanilarak protein, polisakkarit ve niikleik asit oranlari
belirlenmistir (Sambrook 1998).

Daha sonra elde edilen DNA’lar %1 agaroz jelde yiiriitiilmiistiir. Bunun i¢in yapilan

islemler sirasiyla;

1)
2)
3)
4)

5)

6)

Balon jojeye 0,5 mg agaroz jel tartilmistir.

Bunun igerisine 50 ml 1X TBE konulmustur.

Mikro dalgada 2 dakika bekletildikten sonra iyice eriyen agaroz jeli ¢ikarip
sogumaya alinmstir.

28X30 cm’ lik tankin igerisine jel dokiiliip taraklar yerlestirildikten sonra
donmaya birakilmistir.

Donan jel elektroforez konulup ve kuyucuklara 4 ul DNA ve 6 pul
bromofenol blue karigimi pipetle yiiklenmistir.

Her bir 6rnek kuyucuklara konulduktan sonra 100 voltluk elektrikle
elektroforez tanki calistirilmistir. 1 saat boyunca kosulmustur. DNA UV
transliminatér ile gOrlinlir hale getirilip ve dijital kamera ile

goriintilenmistir.

3.2.2. Genomik DNA’mn optimizasyonu

PCR c¢alismast i¢in kullanilacak olan DNA miktar1 optimize edilerek hata payi

minimize edilmistir. Bunu i¢in DNA konsantrasyonu 100 ng/ul olarak almmustir

(Korpas vd 2009). DNA miktarlar1 1pl, 1,5ul ve 2ul olarak denenmis ve en iyi sonug

1ul de alinmustir.
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3.2.3. Markorlerin PCR karisimlari

Analiz sirasinda kullanilan primerler SCF27 ve SCC8’dir. Bu markdrler liziimlerde
cekirdeksizligin belirlenmesinde yiiksek oranda etkili bulunmustur (Korpas vd 2009).
SCC8 primerinin baz dizilimi;

SCCS (ileri)= 5’-GGT-GTC-AAG-TTG-GAA-GAT-GG-3’

SCC8 (geri)=5’-TAT-GCC-AAA-AAC-ATC-CCC-3’ dir (Lahogue vd 1998).
SCF27 primerinin baz dizilimi;

SCF27 (ileri)= 5’-CAG-GTG-GGA-GTA-GAA-TG-3’

SCF27 (geri)=5’-CAG-GTG-GGA-GTA-AGA-TTT-GT-3’ dir (Cabezas vd 2006).

SCC8 markorii icin PCR Karisimi:
SCCS8 primeri i¢in uygulanmis olan PCR karigimi Cizelge 3.3.’de verilmistir.

Cizelge 3.3. SCC8 primer ¢iftinin PCR karisim miktarlar

Kimyasal Miktar

DNA I ul 100 ng/pul

Primer ileri 1l 10 pmol/ul
Primer geri 1 ul 10 pmol/ul
dNTPmix 0.5 pul 25mM/pl

Taq DNA Polymerase 0.2 pl Su/ul

MqCl, 1.5ul 50 mM stok

10x buffer 2 ul

Bidistile H,0O 12.8 pl

Toplam Hacim 20 ul (Lahogue vd 1998)

Bu PCR karigiminda en iyi sonucu alabilmek i¢cin MgCl, miktarlar1 1pl, 1,5ul ve 2pl

olarak denenmis ve en iyi sonug 1.5 pl’de alinmustir.
SCF27 markérii icin PCR Karisimi:

SCC27 primeri i¢in uygulanacak olan PCR karisimi asagidaki Cizelge 3.4.’de

verilmistir.
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Cizelge 3.4. SCF27 primer ¢iftinin PCR karigim miktarlari

Kimyasal Miktar

DNA I ul 100 ng/ul

Primer ileri I ul 10 pmol/pl
Primer geri 1l 10 pmol/ul
dNTPmix 0.5 ul 25mM/pul

Taq DNA Polymerase 0.2 ul Su/pl

MgCl, 1.5ul 50 mM stok

10x buffer 2 ul

Bidistile H,O 12.8 ul

Toplam Hacim 20 pul (Lahogue vd 1998)

Yine tipki SCC8 markoriinde oldugu gibi PCR optimizasyonu yapmak ig¢in
karisimdaki MgCl, miktarlarindan 1 pl, 1,5 pl ve 2 pl olacak sekilde denenmistir. En iyi
sonu¢ SCC8 markdriinde oldugu gibi 1,5 pl ile hazirlanan karisimda alinmistir. Daha

sonra her iki markor i¢in de ayr1 ayri PCR karisimlar1 PCR tiiplerine konulmustur.

3.2.4. Markorlerin PCR amplifikasyon kosullar:

Bir PCR reaksiyonunda ¢ift zincirli DNA 90-95°C’de denatiire oldugu bilinmektedir.
Cift sarmalli olan DNA iplik¢ikleri birbirinden ayrilip tek sarmalli hale gelmektedir.
94°C’de 3 dakika bir dongii ile ilk denatiirasyon yapilmistir. Ardindan 1 dakika

denatiirasyon yapilmistir.

Primerlerin baglanmas1 (annealing) i¢in gereken zamanin; primerin uzunluguna, baz
kompozisyonuna, primerin konsantrasyonuna ve sicakliga bagli oldugu bilinmektedir.
Bu nedenle 56°C’de 1 dk.’da yapilmustir.

Primerin uzamasi (extension), yani sentez asamasi uzama zamani hedef DNA’nin
konsantrasyonu ve uzunluguna bagl olarak gerceklesmektedir. 72 °C’de dNTP ve Taq
DNA polimeraz da reaksiyona girerek primer hedef DNA’nin karsisinda senteze

baslamistir. Sentez asamasit 2 dk’da gerceklesmistir. Daha sonra 10 dk. daha
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bekletilerek hatali eslesmelerin giderilmesi saglanmistir. Tiim bu islemler PCR cihazi

ile otomatik olarak yapilmistir.

Cizelge 3.5. SCC8 ve SCF27 markoérleri igin amplifikasyon kosullar1 (Korpas vd 2009)

sicakhk siire Dongii islem
94°C 3 dk. 1 dongii denatiirasyon
94°C 1 dk. denatiirasyon
56°C 1 dk. 30 dongii annealing
72°C 2 dk. extension
72°C 10 dk. 1 dongii extension

3.2.5. Restriksiyon enzim ¢alismalar1 ve agaroz jele yiikleme

Bir dominant markér olan SCF27 igin restriksiyon enzimi kullanilmamistir.
Orneklerin DNA’sindan 2 ul pipetle alindiktan sonra bromofenol blue’dan da her bir

ornek i¢in 5 pl alinmistir. Tiim bu 6rnekler %1.5°lik agaroz jele yiiklenmislerdir.

Kodominant markér olan SCC8 icin ise yapilan PCR amplifikasyonundan sonra elde
edilen iiriine 10 iinite (5 pl) BgIII restiriksiyon enzimi ilave edilip etiivde 37°C ’de 4
saat bekletilmistir. Toplamda hacim 25ul’ye ulagmistir. Daha sonra DNA’lar tipki
SCC27 markoriindeki gibi 2 pl DNA ve 5 pl bromofenol blue pipetle alinip
karistirillarak %1.5’lik agaroz jele yiiklenmislerdir (Korpas vd 2009). %]1.5’lik agaroz
jele yiiklenen 6rnekler 100 V’luk elektroforez tankinda 1 saat siireyle yiiriitiilmiislerdir.
Jel igerisinde negatif kutuptan pozitif kutba dogru giden 6rnekler boylarina gore yol
almiglar ve silire sonunda farkli yerlerde durmuslardir. Durduklar1 yerlerde bandlar
verirler. Etidyum bromid sayesinde UV transliminator ile goriiniir hale gelen DNA’lar

dijital kamera ile goriintiilenmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. DNA Analizleri

Ornekler almip genomik DNA’nin izolasyonu ve optimizasyonu Lefort yontemine
gore yapildiktan sonra nanodrop sonuglari alinmustir. Iki kez kontrollii bir sekilde

yapilan analiz sonuglarina gore DNA miktarlar ve safliklar1 belirlenmistir.

UV sinlarinda 230, 260 ve 280 nm dalga boylarindaki Ol¢limlerin absorbans
degerleri Orneklerin DNA’larinin safliklarinin  degerlendirilmelerini saglamaktadir.
DNA miktar1 bu tip analizlerde olduk¢a Onem tasimaktadir. DNA miktarinin
gerekenden az olmasi yapilacak olan arastirmanin analizlerinde sorunlar yaganmasina
neden olabilecegi i¢in yeniden DNA izolasyonuna ihtiya¢ duyulabilmektedir. DNA’nin
safliginin en az miktar1 kadar 6nemli oldugu bilinmektedir. Saf olmayan bir DNA, PCR
cihazinda c¢ogaltilamayabilir veya jeldeki goriintiisii yaniltict sonuglar ortaya
cikartabilmektedir. UV 15181 altinda 260 nm’de DNA’nin absorbe edildigi bilinmektedir.
230 nm’lik dalga boyunda ise polisakkaritlerin emilimi daha fazladir. 280 nm’de
proteinlerin emilimi yogun olmaktadir. Spektrofotometrede yapilan dl¢timler sonucunda
oranlarin hesaplamalar1 yapilarak ayni1 zamanda DNA’nin saflig1 da tayin edilmektedir.
Nanodrop 6lgiimlerinde ise arastiricilarin bu hesaplamalar1 yapmasina gerek kalmadan

otomatik olarak sonugclar alinabilmektedir.

Aoconm/Azgonm orant 1.8-2 arasinda alinan sonu¢ en ideal olan oran olarak
bilinmektedir. Sayet ikinin ¢ok iizerinde ise RNA kalintis1 oldugunu gostermektedir.
Oranin 3’{in lizerinde olmasi halinde DNA pargalanmis anlamina gelmektedir. PCR
caligmalari i¢in en ideal Azgonm/Azsonm Orani 1.6 ve lizerinde olan (1.6-2) oranlar oldugu

bilinmektedir.

Aogonm/Azzonm orani 1 civarinda ise PCR cihazi ¢alisirken, 1.7-2 arasindaki degerler

ideal oranlardir. 1’in altindaki oranlarda ise polisakkarit oldugu anlasilmaktadir.
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Arastirmada kullanilan Orneklerin 6l¢iimleri iki kez yapilmistir. Bu iki 6lgiimiin

ortalamalar1 da Cizelge 4.1.’da verilmistir.

Cizelge 4.1. Tiim 6rneklerin nanodrop sonucuna gore dlciilen DNA saflik ve miktarlar

DNA
Melezler ve ' DNA saflik degerleri
kontrol Ornek | miktar:
gesitler (ng/ul) | Azeonm/Azgonm | Azeonm/A230nm
Siyah
180,09 1,89 1,46
Korent K
Sultani
- . 593,86 1,96 1,97
Cekirdeksiz S
Bozcaada
135,83 1,95 1,66
Cavusu C
Trakya
. ‘ 59,38 1,83 121
Ilkeren |
. 64,26 1,92 112
3 ) 623,82 1,93 1,83
IS
< 5 75,94 2,01 1,53
o)
i=
-
!
o 4 121,52 1,86 1,31
5
=
-
S 5 132,26 1,93 1,67
<
S 6 122,47 2,03 1,61
g 7 23,77 1,77 0,94
M
5 8 114,45 1,89 1,65
O
10 165,5 1,96 1,56
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Cizelge 4.1.’in Devamm

Melezler DNA
ve u miktari DNA saflik degerleri
Ornek &
kontrol
. (ng/pl) Az60nm/A280nm A260nm/A230nm
cesitler
11 19,86 1,80 0,7
12 560,12 1,99 1,89
13 80,41 1,97 1,45
a
- 14 624,17 1,96 1,94
5
f—'i 15 65,02 1,92 1,35
= 16 94,20 1,02 1,47
<
=
= 17 869,95 2,01 2,06
18 64,10 1,89 1,02
19 26,34 1,92 0,92
20 57,10 1,84 0,92
21 1047,08 1,96 1,93
22 997,40 1,94 1,78
23 557,28 1,85 1,88
)
g 24 186,79 1,98 1,87
@
od 25 230,20 1,97 1,80
X
E 26 152,14 1,91 1,58
o
£ 27 551,93 1,89 1,31
28 4215 1,90 1,03
29 76,95 1,89 1,02
30 31,23 1,87 0,91
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Cizelge 4.1.in Devam

Melezler DNA
ve ) miktari DNA saflik degerleri
‘ | Ornek
ontro
(ng/ul) Azsonm/Azgonm | Az60nm!A230nm
cesitler
31 66,16 1,91 1,12
32 258,01 1,94 1,83
‘% 33 27,94 1,89 0,92
3 34 | 5620 1,96 1,20
(0]
> 35 60,24 1,94 115
S 36 663,11 1,04 1,92
et 37 | 7416 2,05 172
<
.ﬁ 38 827,20 1,99 1,88
39 547,93 1,89 1,53
40 94,01 1,94 1,40
4 11451 1,04 113
42 459,67 1,94 1,58
Q 43 580,43 1,94 1,04
a3
o 44 1037,89 1,97 1,96
(D)
[¢B)
2 45 181,47 1,95 1,65
5
@
& 46 54,85 1,86 1,03
X
§ 47 30,77 1,03 1,00
E
= 48 7451 1,98 1,01
49 580,16 1,97 117
50 120,00 1,98 1,67

Arastirmada kontrol amacli bulunan Siyah Korent, Sultani Cekirdeksiz, Bozcaada

Cavusu ve Trakya Ilkeren haric, diger rneklerin 45 adedinde Azgonm/Azgonm Orani igin
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en ideal deger olan 1,80-2,0 arasinda sonug elde edilmistir. Birinci ve onuncu 6rnek
arast Cinarli Karas1 (37) ve Tekirdag Cekirdeksizi (T)’nin melezlenmesi sonunda
meydana gelen bireylerdir ve bu bireylerin 7 adedinde ideal sonug alinmistir. On birinci
ve yirminci ornekler arasindaki toplam ideal miktar1 9 adettir. Bu bireyler Italia (7) ile
Baris (D)’in melezlenmesiyle elde edilmistir. Yirmi bir ile otuz arasindaki ornekler
Italia (7) ve Perlette (B) melezidir ve hepsi ideal degerleri vermistir. iri Kara (40) ve
Perlette (B) melezinden alinan Ornekler ise otuz bir ve kirk arasindadir. Toplamda 9
adedi ideal sonuclar1 vermistir. Italia (7) ve Beauty Seedless (C) melezinden olusan
bireylerin ise hepsi ideal sonuglari vermistir. Bunlarin disinda 3. 6rnekte 2,01, 6.
ornekte 2,03, 7. ornekte 1,77, 17. ornekte 2,01, 37. ornekte 2,05 degerleri elde
edilmistir. Ancak onlarda da PCR cihazi ¢alismistir ve sonug¢ alinmistir. Hi¢bir 6rnekte

RNA kalintisina ve parcalanmis DNA’ya rastlanmamistir (Cizelge 4.1.).

Aogonm/Azzonm orani igin en ideal deger olan 1,70-2,0 arasinda toplamda 13 adet
bireyde sonu¢ alinmistir. Cinarli Karasi (37) ve Tekirdag Cekirdeksizi (T) melezi
bireylerinin (1. 6rnek ile 10. 6rnek arasi) 1 tanesinde, Italia (7) ile Baris (D)in
melezlenmesiyle elde edilen bireylerin ise (11. drnek ile 20. ornek arasi) 2 tanesinde
ideal sonu¢ alinmustir. Italia (7) ile Perlette (B)’nin melezlenmesiyle elde edilen
bireylerin ise (21. 6rnek ile 30. drnek arasi) 5 tanesinde, Iri Kara (40) ve Perlette (B)
melezinden alinan Ornekler ise otuz bir ve kirk arasindadir. Toplamda 4 adedi ideal
sonuclar1 vermistir. Italia (7) ve Beauty Seedless (C) melezinden olusan bireylerden
sadece bir tanesi ideal sonuglar1 vermistir. Azgonm/Az30nm Orani birin altinda olan 1. ve
10. 6rnek arasinda 1 adet birey, 11. ve 20. 6rnek arasinda 3 adet birey, 21. ve 30. 6rnek
arasinda ise 1 adet birey, 31. ve 40. 6rnek arasinda 1 adet birey sonu¢ vermistir. Ancak

bu orneklerde da PCR ¢alismistir. Diger bireyler ise 1,7 ve 1 arasinda sonu¢ vermistir

(Cizelge 4.1.).
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Ornekler
S KC 111927345 68 10

Sekil 4.1. Arastirmada kullanilan kimi 6rneklerin DNA goriintiileri

Agaroz jel elektroforez sonuglari ile de kullanilan DNA’nin PCR ¢aligmalari igin
uygun oldugu belirlenmistir. Sekil 4.1.’de nanodrop Olgiimleri yapilmis olan kimi
orneklerin jeldeki DNA goriintiileri bulunmaktadir. Sekil 4.1'de goriildiigli tizere bazi
orneklerden elde edilen DNA'nin kalite ve kantitesinde farkliliklar bulunmaktadir. Bu
durum bundan sonra yapilacak calismalarda géz Oniline alinarak daha fazla 6rnekten
DNA izolasyonunun gerceklestirilmesi gerektigini ve farkli DNA izolasyon
yontemlerinin ~ 6rnegin; Karaca vd (2005)'e gore DNA izolasyonlarinin

gerceklestirilmesinin gerekliligini gdstermektedir.

4.2. PCR Analizleri

SCAR analizinde kullanilan SCC8 ve SCF27 primerleri 1998 yilinda Lahogue

tarafindan gelistirilen amplifikasyon kosullar1 yapilmistir.
4.2.1. SCC8 Markorii:
SCC8 amplikonunun Bglll restriksiyon enzimi ile kesim sonucu elde edilen

bulgularda "+/+", "+/-" ve "-/-" skorlamalar1 gerceklestirilmistir. Bu durum analiz islemi

sonucunda tek band vermesi durumunda c¢ekirdeksizligi sembolize etmek igin
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"SCC8+/SCC8+" ("+/+" durumu), ¢ekirdekliligi sembolize etmek i¢in "scc8-/scc8-" (*'-
[-" durumu), c¢ekirdekli-gekirdeksiz karisim durumunu sembolize etmek igin ise

"SCC8+/scc8-" ("+/-" durumu) sembolize durumlar1 kullanilmistir.

Restriksiyon kesim enzimleriyle elde edilen sonuglarinin band goriintiilerine gore tek
band verenler homozigot baskin g¢ekirdeksiz fenotipini yansitirken, iki band verenler
homozigot ¢ekinik “-/-” ¢ekirdekli, ii¢ band verenler ise heterozigot baskin “+/-” gesitli

oranlarda ¢ekirdekli fenotipini yansitmistir (Frangoise vd 2001).

Arastirmada kullanilan popiilasyonun SCC8 primeri ile PCR amplifikasyon {iriinleri
olusturulmustur (Sekil 4.2). SCC8 lokusunda genotipin jeller {izerindeki DNA
tirtinlerinin %1,5’luk jelde yiritilmistir. PCR iriin boyutu cekirdekli, ¢ekirdeksiz
veya yart ¢ekirdeklilik durumlarinda dahi tek bir amplikon elde edilmistir. Elde edilen
amplikon biyiikligii yaklasik olarak 1 kb olup birden fazla (en az 2) farkli fragmandan

olusmaktadir.

Ornekler

19 21 22 23 24 20 25 26

Sekil 4.2. Arastirmada kullanilan bazi1 genotiplerin SCCS8 primer gifti ile olusturulan

PCR amplifikasyon iiriinlerinin agaroz jel lizerindeki goriintiisii
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Sekil 4.2.°de SCC8 primeri ile PCR cihazinda ¢ogaltilan kimi 6rneklere ait resim
sunulmustur. Daha sonra %]1,5’luk agaroz jelde yiiriitiiliip yukaridaki érnek goriintiideki

gibi bandlar elde edilmistir. Band vermeyenler tekrarlanmistir.

Buna gore, devaminda Bglll restriksiyon enzimi ile kesilerek elde edilen iiriinlerin

fenotipik sonuclari agagidaki ¢izelgede verilmistir.

Band veren tiim o6rneklerin PCR iirtinleri Bglll enzimiyle kesildikten sonra elde

edilen goriintiilerdeki band sayilarina gore sonuglar kaydedilmistir.
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Cizelge 4.2. Popiilasyonun SCC8 markoriine ve Bglll kesim enzimine gore sonuglar ve

agiklamalari
Marki Bolll Kesim
Melezler Ornek Genotip arsor Enzimi ile Aciklama
SCC8
Sonucu
_ K Siyah Korent 1 +/+ cekirdeksiz
_ S Sultani Cekirdeksiz | 1 +/+ ¢ekirdeksiz
_ C Bozcaada Cavusu 1 -/- cekirdekli
_ I Trakya Ilkeren 1 -/- ¢ekirdekli
1 (37 xT)-173 1 -/- gekirdekli
2 (37 xT)-174 1 -/- ¢ekirdekli
¢ekirdekli /
3 (37 x T)-175 1 +/- cekirdeksiz
karisik
S
S 4 (37 x T)-177 1 -/- cekirdekli
k¢
(]
=
R 5 (37 x T)-179 1 -/- ¢ekirdekli
&
helt}
S
E 6 (37 x T)-193 1 -/- cekirdekli
=
=
§ 7 (37 x T)-226 1 -/- cekirdekli
2
S
i 8 (37 xT)-228 1 -/- gekirdekli
g
=
O
9 (37 xT)-231 1 -/- cekirdekli
¢ekirdekli /
kirdeksi
10 (37 x T)-238 1 +- Ferrdeel
karigik
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Cizelge 4.2.’nin Devam

Marks Bglll Kesim
Melezler Ornek Genotip areor Enzimi ile Aciklama
SCC8
Sonucu
¢ekirdekli /
11 (7 x D)-214 1 +/- cekirdeksiz
karisik
¢ekirdekli /
12 (7 x D)-267 1 +/- cekirdeksiz
karigik
¢ekirdekli /
13 (7 x D)-273 1 +/- ¢ekirdeksiz
karisik
— 14 (7 x D)-279 1 -/- cekirdekli
A
g ¢ekirdekli /
® 15 (7 x D)-280 1 +- cekirdeksiz
6 karisik
=
E
= 16 (7 x D)-284 1 +/+ ¢ekirdeksiz
17 (7 x D)-299 0
18 (7 x D)-322 1 +/+ cekirdeksiz
19 (7 x D)-337 0
20 (7 x D)-339 0
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Cizelge 4.2.’nin Devam

Marki Bglll Kesim
Melezler Ornek Genotip arsor Enzimi ile Aciklama
SCC8
Sonucu
¢ekirdekli /
21 (7 x B)-48 1 +/- cekirdeksiz
karigik
¢ekirdekli /
22 (7 x B)-50 1 +/- cekirdeksiz
karigik
o 23 (7 x B)-51 1 +/+ cekirdeksiz
% 24 (7 x B)-53 1 +/+ cekirdeksiz
a 25 (7 x B)-96 1 ++ gekirdeksiz
E—:\ ¢ekirdekli /
= 26 (7 x B)-103 1 +- gekirdeksiz
c_:s karigik
27 (7 x B)-106 1 +/+ ¢ekirdeksiz
28 (7 x B)-117 1 +/+ cekirdeksiz
29 (7 x B)-160 1 +/+ ¢ekirdeksiz
30 (7 x B)-165 1 +/+ cekirdeksiz
31 (40 x B)-13 0
32 (40 x B)-18 1 +/+ cekirdeksiz
33 (40 x B)-19 0
< 34 (40 x B)-20 1 ++ gekirdeksiz
3
E 35 (40 x B)-26 1 +/+ ¢ekirdeksiz
>
& 36 (40 x B)-37 1 +/+ ¢ekirdeksiz
~
V; 37 (40 x B)-39 1 +/+ ¢ekirdeksiz
38 (40 x B)-56 1 +/+ cekirdeksiz
39 (40 x B)-57 1 +/+ cekirdeksiz
40 (40 x B)-88 1 +/+ cekirdeksiz
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Cizelge 4.2.’nin Devam

Marki Bolll Kesim
Melezler Ornek Genotip aror Enzimi ile Aciklama
sccs
Sonucu
41 (7xC)-1 1 +/+ cekirdeksiz
42 (7 x C)-29 1 +/+ cekirdeksiz
o 43 (7 x C)-102 1 +t cekirdeksiz
(7]
é 44 (7 x C)-109 1 ++ gekirdeksiz
3 45 (7 x C)-111 1 ++ cekirdeksiz
>
% 46 (7 x C)-120 1 +/+ ¢ekirdeksiz
[«5]
f 47 (7 x C)-133 0
= 48 (7 x C)-142 0
Lé cekirdekli /
- 49 (7 x C)-150 1 +/- ¢ekirdeksiz
karisik
50 (7 x C)-155 1 +/+ cekirdeksiz

Elde edilen verilere gore tiim sonuglar Cizelge 4.2.” de verilmistir. Buna gore; band
goriilmeyen fert sayisina bakildiginda tiim popiilasyonda toplamda 7 adet bulunmustur.
Bunlarin 3 adedi Italia (7) ile Baris (D) melezinde, 2 adedi Iri Kara (40) ile Perlette (B)
melezini, 2 adedini de Italia (7) ile Beauty Seedless (C) melezinden meydana gelen

bireyler olusturmaktadir.
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Cizelge 4.3. Popiilasyonun SCC8 markdriine gore toplam fert sayilari ve yiizde

sonuglari
Melezler @ 5 S 5 5 . —% "§
= > £ N N - -~ o
& g + Z g = s 8
s 83|38 %% |E z g
37xXT 0 8 2 %0 %80 %20
7xD 2 1 4 %28,57 | %14,29 | %57,14
7xB 7 0 3 %70 %0 %30
40x B 8 0 0 %100 %0 %0
7xC 7 0 1 %87,5 %0 %12,5
Toplam 24 9 10 %55,81 | %20,93 | %23,26

Elde edilen bulgular 6zet halinde Cizelge 4.3.’de fert sayilari ve yiizdeleri ile birlikte
verilmektedir. Arastirmada kullanilan tiim Orneklerin kesim sonuglarmin band
goriintlilerine gore (kontroller hari¢) tek band verenler homozigot baskin cekirdeksiz
fenotipini yansitan toplamda 24 adet birey bulunmaktadir. Cinarli Karas1 (37) ve
Tekirdag Cekirdeksizi (T) melezinin genotiplerinde hi¢ c¢ekirdeksiz ferde
rastlanmamistir. Cekirdeksiz fenotipini yansitan fertler diger melezlere aittir. Italia (7)
ve Barig (D) melezine ait 2 adet genotip, Italia (7) ve Perlette (B) melezine ait 7 adet
genotip, Iri Kara (40) ve Perlette (B) melezine ait 8 adet genotip, Italia(7) ve Beauty
Seedless (C) melezinde ise 7 adet genotip homozigot baskin c¢ekirdeksiz olarak
bulunmustur. Yiizdesel oranda incelendiginde ise, ¢ekirdeksiz fertler en yiiksek Italia
(7) ve Perlette (B) melezinde, Iri Kara (40) ve Perlette (B) melezinde, Italia (7) ve
Beauty Seedless (C) melezinde %70, %100 ve %87,5 oranlarinda bulunmustur. Italia
(7) ve Barig (D) melezinde bu oran %28,57’dir. Toplam popiilasyonun %55,81’i

homozigot baskin ¢ekirdeksiz olarak bulunmustur.
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Iki adet band veren ¢ekirdekli fenotipini yansitan bireyler ise 9 adet olarak
bulunmustur ve toplam popiilasyona orani ise %20,93tiir. Cekirdeklilik fenotipini
yansitan en fazla birey sayist Cinarli Karasi (37) ve Tekirdag Cekirdeksizi (7)
melezlerinin bireyleridir. 8 adet fert %80 oranla en fazla orani olusturmaktadir. Italia
Baris melezinde ise bir genotip %14,29 orani ile ¢ekirdeklilik fenotipini yansitan bir fert

bulunurken diger melezlerde ise homozigot ¢ekinik ¢ekirdekli genotipi bulunmamustir.

Cekirdekli / ¢ekirdeksiz karisik fenotipi yansitan ve jel goriintiilerde ii¢ band veren
bireyler ise toplamda 10 adet olarak saptanmistir. Bunlarin 2 adedi Cinarli Karasi (37)
ve Tekirdag Cekirdeksizi (T) melezine, 4 adedi Italia (7) ve Baris (D) melezine, 3 adedi
Italia (7) ve Perlette (B) melezine ve 1 adedi de Italia (7) ve Beauty Seedless (C)
melezine aittir. Bu bireylerin yiizdesel oranlarina baktigimizda Cimnarli Karasi ve
Tekirdag Cekirdeksizi melezinde %20, Italia ve Barig melezinde %57,14, Italia ve
Perlette melezinde %30, Italia ve Beauty Seedless melezinde ise %12,5 bulunmustur.

Cizelge 4.2.2°’de 7 bireyde SCCS8 primer c¢ifti ile yapilan c¢aligmalarda toplam 7
bireyde PCR firiinii elde edilememistir. Bu bireylere ait PCR ¢alismalar1 tekrarlanmis
ancak herhangi bir band elde edilememistir. Bu nedenden dolay1 bu bireylerde SCC8

primer ciftlerinin baglanma bolgelerinde rekombinasyonun olustugu diistiniilmektedir.

4.2.2. SCF27 Markori:

Mejia ve Hindrichsen 2003 yilinda yapmis olduklari arastirmada SCF27 markori i¢in
elde edilen jel goriintiilerinde band vermeyen genotiplerin ¢ekirdeklilik fenotipini
yansittigini verenlerin ise ¢ekirdeksizlik fenotipini yansittigini belirtmistir. Elde edilen
ilk jel goriintiilerinde band vermeyen bireyler lizerinde tekrar ¢alisilip goriintiilenerek

dogru olup olmadig1 yeniden kontrol edilmistir.

Amplifikasyon {rtinleri agaroz jelde yiiriitiildiikten sonra bandlarin varliklari tespit

edilmistir (Sekil 4.3.).
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Ornekler
S 12 9 14 17 21 22 23 24

Sekil 4.3. Arastirmada kullanilan bazi genotiplerin SCF27 primer giftleri ile olusturulan
PCR amplifikasyon {irlinlerinin agaroz jel iizerindeki goriintiisii

Arastirmada kullanilan poptilasyonun SCF27 primer giftleri ile olusturulan PCR
tiriin sonuclar1 ve agiklamalar1 Cizelge 4.4.’de bunlarin fert sayilar1 ve agiklamalari

verilmektedir.
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Cizelge 4.4. Popiilasyonun SCF27 markoriine gore fert sayilar1 ve aciklamalari

. ) Markor
Melezler | Ornek Genotip SCE27 Aciklama

_ K Siyah Korent 1 cekirdeksiZ

_ S Sultani Cekirdeksiz 1 cekirdeksiz

_ C Bozcaada Cavusu 0 cekirdekli

B I Trakya Ilkeren 0 ¢ekirdekli

o 1 (87 x T)-173 1 ¢ekirdeksiz

IS -

g 2 (87 xT)-174 0 cekirdekli

o

% 3 (37 x T)-175 0 cekirdekli

;:D 4 (37 x T)-177 0 cekirdekli

o

g 5 (37 x T)-179 0 cekirdekli

(]

» 6 (37 x T)-193 0 cekirdekli

D 7 (37 x T)-226 0 gekirdekli

: 8 (37 x T)-228 0 cekirdekli

N

Té 9 (37 xT)-231 cekirdekli

s 10 | (37xT)-238 cekirdekli
11 (7 X D)-214 1 ¢ekirdeksiz
12 (7 x D)-267 1 cekirdeksiz
13 (7 X D)-273 1 ¢ekirdeksiz

a 14 (7 x D)-279 1 cekirdeksiz

o _ cekirdeksiz

g 15 (7 x D)-280 1

< 16 (7 x D)-284 1 cekirdeksiz

o~

= 17 | (7xD)-299 0 cekirdekli
18 | (7xD)-322 0 cekirdekli
19 (7 x D)-337 0 cekirdekli
20 (7x D)-339 0 cekirdekli
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Cizelge 4.4.’iin Devam

. ) Markor
Melezler | Ornek Genotip Aciklama
SCF27
21 | (7XB)-48 1 gekirdeksiz
22 (7 X B)-50 1 cekirdeksiz
23 (7 X B)-51 1 cekirdeksiz
= o4 (7 X B)-53 1 cekirdeksiz
P
= 25 | (7XB)-96 0 cekirdekli
o
>
- 26 (7 X B)-103 1 cekirdeksiz
i)
[ 27 (7 X B)-106 1 ¢ekirdeksiz
28 (7 X B)-117 0 cekirdekli
29 | (7 XB)-160 1 cekirdeksiz
30 | (7XB)-165 0 cekirdekli
31 | (40X B)-13 0 cekirdekli
32 | (40X B)-18 0 gekirdekli
= 33 (40 X B)-19 0 cekirdekli
Q
£ 34 | (40X B)-20 0 cekirdekli
St
[P}
~ -
» 35 (40 X B)-26 0 cekirdekli
S
% 36 (40 X B)-37 0 cekirdekli
S
<
e -
= 37 (40 X B)-39 0 cekirdekli
38 (40 X B)-56 1 cekirdeksiz
39 (40 X B)-57 0 cekirdekli
40 (40 X B)-88 1 cekirdeksiz
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Cizelge 4.4.’iin Devam

Melezler | Ornek Genotip D;[Z;l;ir Aciklama
41 | (7TxC)1 1 cekirdeksiz
42 (7xC)-29 1 cekirdeksiz
G 43 | (7xC)-102 0 cekirdekli
7
% 44 | (7xC)-109 0 cekirdekli
3
;; 45 | (TxC)111 0 cekirdekli
8 % | (7xC1120 0 —
% 47 (7 x C)-133 L cekirdeksiz
E 48 (7 x C)-142 1 gekirdeksiz
49 | (7xC)-150 0 cekirdekli
50 | (7xC)-155 0 cekirdekli

Buna gore; arastirmada kontrol amacl kullanilan Siyah Korent, Sultani Cekirdeksiz,
Cavus ve Cardinal ¢esitleri hari¢ 50 genotipte toplamda 30 adet (0) yani ¢ekirdekli birey
saptanirken, band veren (1) ¢ekirdeksiz 20 adet birey bulunmustur. Bu bulgularin
melezlerdeki fert sayilar1 ve bunlarin yilizdesel oranlar1 asagidaki Cizelge 4.5.°de

gosterilmektedir.
SCF27 markorii homozigot ve heterozigotlugu ayristiramamaktadir. Bu nedenden

dolayr dominant bir markdr sistemidir. Bandin bulunamamasi ¢ekirdekliligi

gostermektedir.
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Cizelge 4.5. Popiilasyonun SCF27 markoriine gore toplam fert sayilar1 ve yiizde

sonuglari
(] (]
:;50 5 :§D -
2 5 |2z |
=R~ =R = 4
28 |25 | % | &
5 N 5 < 4o} >
=2 EF | E |3
S EE|BO| B
Melezler = = o
28 [ 838 | = <
37XT 1 9 %10 9690
7xD 6 4 %60 2640
7xB 7 3 %70 %30
40x B 2 8 %20 2680
7xC 4 6 %40 %60
Toplam 20 30 %40 2060

Cizelge 4.5.°de de gosterildigi iizere SCF27 markoriine gore toplamda 20 adet
fenotipik olarak ¢ekirdeksizlik 6zelligini yansitan birey bulunmustur. Bu toplam miktari
melezlere gore inceledigimizde birbirinden farklilik gostermektedirler. Buna gore en
yiiksek miktarda ¢ekirdeksiz fert sayisi Italia (7) ile Perlette (B) melezinde bulunmustur.
Bu melezde 7 adet %70 oraninda cekirdeksizlik fenotipini yansitan fert saptanmistir.
Italia (7) ile Baris (D) melezinde 6 adet ¢ekirdeksiz fert bulunmaktadir. Bu miktarin
yiizdesel orani %60°dir. Italia (7) ile Beauty Seedless (C) melezinde bu miktar 4 adettir
ve yiizdesel oranm1 %40’tir. Iri Kara (40) ve Perlette (B) melezinde bu miktar 2 adede
(%20) inerken Cinarl Karasi (37) ile Tekirdag Cekirdeksizi (T) melezinde sadece 1 adet

cekirdeksizlik fenotipini yansitan birey bulunmaktadir.
SCF27 markoriine gore ¢ekirdeklilik fenotipini yansitan bireyler toplamda 30 adettir.

Cinarli Karas1 (37) ile Tekirdag Cekirdeksizi (T) melezinde 9 adet (%90), Italia (7) ve
Baris (D) melezinde 4 adet (%40), Italia (7) ve Perlette (B) melezinde 3 adet (%30), Iri
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Kara (40) ile Perlette (B) melezinde 8 adet (%80), Italia (7) ve Beauty Seedless (C)

melezinde ise 6 adet (%60) bulunmaktadir.

Yapilan calismada her iki markorle elde edilen bulgulan karsilastirdigimizda
asagidaki orneklerde oldugu gibi birbirlerinden farkli sonuclar da elde edilmistir
(Cizelge 4.3. ve Cizelge 4.5.). Baz1 genotipler markdriin birinde ¢ekirdekli olarak
gorliniirken digerinde ¢ekirdekli olarak goriinmektedir veya durumu SCC8 markdriinde
cekirdekli / g¢ekirdeksiz karisik olan bir genotip, SCF27 markoriinde ¢ekirdeli veya
cekirdeksiz goziikebilmektedir. Ancak her iki markdrde de ayni sonucu veren genotipler
mevcuttur. Melezleme sonucu elde edilen bireylerin yeni olmalari ve heniiz verime
yatmamalarindan dolay1 ¢ekirdeksizlikleri konusunda morfolojik olarak veya duyusal
olarak kesin bir karara varilmamais olmasi1 sonuglarin degerlendirilmesini
giiclestirmektedir.  Bu  nedenle molekiiler diizeyde markorlerle  yapilan
degerlendirmelerin  ileriki  yillarda melez  genotiplerde yapilacak  duyusal

degerlendirmelerle karsilastirilarak kesin sonuca varilmasi gerekir.

Cinarli Karas1 (37) ile Tekirdag Cekirdeksizi (T) melezinde SCC8 markoriine gore 1
no.lu ornek cekirdeklilik fenotipini yansitirken, SCF27 markdriine gore ¢ekirdeksizlik

fenotipini yansitmaktadir.

Italia (7) ile Barig (D) melezinde SCC8 markoriine gore 14 no.lu 6rnek ¢ekirdeklilik
fenotipini yansitirken, SCF27 markoriine gore cekirdeksizlik fenotipini yansitmaktadir.
Ayrica 18 no.lu 6rnek SCF27 markoriine gore cekirdekli sonucunu verirken 18 no.lu

ornekte ise ¢ekirdeksiz sonucu elde dilmistir.
Italia (7) ile Perlette (B) melezinde markdrleri karsilagtirdigimizda 25 no.lu 6rnek, 28
no.lu 6rnek ve 30 no.lu 6rnek c¢ekirdeklilik fenotipini yansitan bireylerken SCC8

markdriine gore hepsi ¢ekirdeksizlik fenotipini yansitmaktadir.

Iri Kara (40) ile Perlette (B) melezinde bu farkliliklar olduk¢a fazladir. SCF27

markoriine gére 32 no.lu, 34 no.lu, 35 no.lu, 36 no.lu, 37 no.lu ve 39 no.lu 6rneklerde
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¢ekirdekli sonucu elde edilirken, SCC8 markoriine gore hepsi ¢ekirdeksiz sonucu elde

edilmistir.

Italia (7) ve Beauty Secedless (C) melezinde de farkliliklar fazladir. SCF27
markoriinde 43 no.lu, 44 no.lu, 45 no.lu, 46 no.lu ve 50 no.lu 6rnekler ¢ekirdeklilik

fenotipini yansitirken SCC8 markoriinde ise ¢ekirdeksizlik fenotipini yansitmaktadir.

Toplamda incelendiginde tiim popililasyonda 16 adet bireyde farkli fenotipleri
yansitan sonuglar elde edilmistir. SCC8 markdrii ¢ekirdeksiz iki ebeveyninin
melezlerinden olusan fertlerde daha basarili sonuglar verdigi bilinmektedir (Lahoque vd
1998). Arastirmada kullanilan fertlerin ebeveynlerinin ¢ekirdekli ve ¢ekirdeksiz
melezlerinden olugsmast SCC8 ve SCF27 markdrlerinin birbirinden farkli sonuglar
vermesinin sebeplerinden biri olabilir. Islah ¢alismalarinda SCF27 markdéri kullanildigt
zaman band vermeyen bireylerin iptal edilmesiyle c¢alisma daha kisa siirede
sonuclanabilir. Ayrica c¢ekirdeksiz (stenospermokarpik 0Ozellikteki) iki ebeveynin

melezlenmesi ile elde edilen bireylerin analizlerinde SCC8 markorii de kullanilabilir.

Bouquet ve Danglot’un 1996°daki hipotezine gore stenospermokarpik ¢ekirdeksizlik
birbirini tamamlayan 3 ¢ekinik gen tarafindan ve bunlar diizenleyen dominant bir gen
tarafindan kontrol edilmektedir. Tane biiyiikliigii ve g¢ekirdeksizlik i¢in QTL lokusu
bulunmustur. Cekirdekli ¢ekirdeksiz melezlerine ait bireylerde yapilan arastirmalarda
%74-%82 arasinda dogruluk payina ait sonuglar alinmistir (Korpas vd 2009). Adam
Blondon 2001°de null allellerin de etkili olabilecegini agiklamistir. SCF27" allelinin
varhigi veya yoklugu ¢ekirdeksizlik iliskisini ortaya koymaktadir (Mejia ve Hindrichsen
2003).
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5. SONUC

Asmanin bir¢ok tiiketim sekli bulunmaktadir. Bu tiiketim sekillerinden en onemlisi
olan sofralik tiiketim seklinde en 6nemli 6zelliklerden biri ¢ekirdeksizliktir. Cekirdeksiz
lizim ¢esitleri ¢ekirdeklilere oranla daha pahali olmaktadir. Yeni ¢ekirdeksiz ¢esitlerin
elde edilebilmesi i¢in 1slah caligmalar1 yapilmaktadir. Cekirdeksizligin tespiti icin
yapilan analizlerde molekiiler markor analiz yontemleri 6nemli yer tutmaktadir. Cilinki
hem daha objektif hem de zamandan ve ekonomiden tasarruf saglamaktadir. Bu
arastirmada simdiye kadar asmada cekirdeksizlik 6zelliginin tespiti i¢in gelistirilmis
olan molekiiler markdrler yardimiyla erken seleksiyonun yapilabilirligi {izerine

calisiimustir.

Aragtirmada asmada DNA dizisi bilinen ve ¢ekirdeksizlik fenotipi ile ilgili major
lokus “sdl” ile baglantili oldugu tespit edilen 2 adet markoér, SCC8 ve SCF27
kullanilmistir.  Arastirmada kullanilan popiilasyonun genel 6zelligi ebeveynlerden
birinin ¢ekirdekli digerinin ise ¢ekirdeksiz olmasidir. 50 adet genotipten meydana gelen
popiilasyonun SCC8 markorii ile %55,81 oraninda ¢ekirdeksizlik fenotipini yansitan
birey saptanirken, %20,93 oraninda ¢ekirdekli fenotipini yansitan birey saptanmuistir.
%23,26 oraninda c¢ekirdekli / cekirdeksiz karigik fert sayist bulunmustur. Bunlara
karsilik %14 oraninda primer ciftlerinin baglanabilecegi sekanslarin bulunmadig:

rekombinasyonlar tespit edilmistir.

SCF 27 markorii ile %40 oraninda ¢ekirdeksiz fert elde edilirken %60 oraninda
cekirdekli fert elde edilmistir. Calismada yararlanilan bireylerden elde edilen sonuglara
gore SCC8 primer ¢iftlerinin daha g¢ok ¢ekirdeksiz (stenospermokarpik ozellikteki)
ebeveynlerin melezlenmesiyle elde edilen fertlerde daha iyi sonuclar verebilecegi
diisiiniilmektedir. SCC8 ve SCF27 markoérlerinin farkli sonuglar verdigi fertler de bu
nedene dayanmaktadir. Islah caligmalarinda bu tip ebeveynler secilirse SCC8 de daha
net sonuglar verebilir. Ayrica yine 1slah ¢aligmalarinin siiresini kisaltabilmek i¢in

popiilasyon i¢in SCF27 markorii kullanildiginda band vermeyen bireylerin iptal
edilebilir.

48



SCF27 primer ¢ifti homozigotlukla heterozigotlugu ayirt edememektedir. Ancak bu
primer ¢ifti kullanilarak 1slah calismalarmi kisaltmak miimkiindiir. Ornegin 1slah
caligmalarinda SCF27 primer ¢ifti kullanilarak homozigot c¢ekirdekli bireyler elimine
edilebilir ve geriye kalan heterozigot ve homozigot ¢ekirdeksiz fertler 1slah

caligmalarina alinabilir.

Bu tez calismasinda elde edilen veriler bir arada degerlendirildiginde SCCS8
markoriiniin etkin bir sekilde kullanilabilmesi i¢in eldeki popiilasyonlarin ¢ekirdeksiz-
cekirdeksiz melezleri olmasi ve bu melezlerde homozigot ve heterozigot bireylerin etkin
bir sekilde bu markorle ayirt edilebilecegi belirlenmistir. SCC8 markdriintin ko-
dominant bir markér olmast nedeni ile fertlerin genotipleri etkin bir sekilde

belirlenebilmektedir.

Calismada her iki markor tekniginden alinan sonuglar arasinda bazi durumlarda
uyumsuzluklar belirlenmistir. Bu uyumsuzluklarin nedeni her ne kadar markorler ile
cekirdeksizlik geni arasindaki mesafenin uzun olmasi ve rekombinasyonlardan
kaynaklanabilecegi 6ngoriilmiis olsa da popiilasyon sayisinin ¢ok diisiik tutulmasi, PCR
calismalarinda ortaya c¢ikan olumsuzluklar ve arastirma olanaklarindan da

kaynaklanabilecegi goz oniine alinmalidir.
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