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FARKLI AHLAT GENOTIPLERININ MiKROCOGALTIM ETKiNLIGIiNiN
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OZET

Ahlat; Pyrus elaeagrifolia, Anadolu’ da dogal olarak yetisen kloroza ve kurakliga
dayanikli, ana¢ gelistirmede kullanilabilecek 6nemli gen kaynaklarindan biridir. Bu
caligmada {ilkemizin farkli noktalarindan belirli morfolojik kriterlere gore toplanmis 40
farkl1 ahlat genotipinin mikrogogaltim etkinliginin belirlenmesi, kolay ¢ogaltilan
timitvar tiplerin tespit edilmesi, molekiiler karakterizasyonunun yapilmasi
amagclanmistir. 2016 yilinda Erciyes Universitesi laboratuvarlarinda genotipler 9.0 pM
BA (benzyladenine), 0.5 uM IAA (indole-3-aceticacid), 0.3 uM giberillic acit (GA3) ile
desteklenmis, MS besin ortaminda kiiltiire alinmus, in vitro tepkileri belirlenmis, 13 adet
ISSR primeri molekiiler analizleri yapilmistir. Bu ¢alismalar ayr1 ayr1 degerlendirilmis
ve bulgulara gore 40 genotipten 20 tanesi %3.3 ile %16.6 arasinda degisen oranlarda in
vitro siirglin olusumu goéstermis, maximum siirgiin olusumu %16.6 oranla Nevsehir’ den
aliman N37 numaral1 genotip ile Kahramanmaras’ tan alinan KM53 numaral1 genotipte
elde edilmistir. Molekiiler analizler sonucu elde edilen dendograma gore genotipler
arasindaki genetik benzerlik 0.75-0.98 arasinda degismistir. En uzak genotip 0.75
benzerlik oraniyla AN64 nolu genotip olurken, birbirine en yakin genotipler N40 ve
N41 nolu genotipler olmustur. Farkli bolgelerden secilen 40 adet ahlat genotipinin
genetik benzerlikleri ile mikrogogaltim etkinligi arasindaki iliski dendogram iizerindeki
dagilima gore incelendiginde KY19 ve AD33 ayn1 grupta yer almig; N40, N45, N42,
N44, N38 nolu genotipler hem mikrogogaltim etkinligi yiiksek genotipler hem de

genetik olarak birbirine yakin genotipler olarak belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Pyrus elaeagrifolia, doku kiiltiirii, mikrogogaltim, PCR, ISSR
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ABSTRACT

Pyrus elaeagrifolia which grown extensively in Anatolia as wild pear species is one of
the most important genetic reseources for developing rootstock which is tolerant to
chlorosis and drought. In this study, it was aimed to determine the microbial activity of
40 different Pyrus elaeagrifolia species which selected from different part of Turkey
according to certain morphological criteria, to determine easily reproduced promising
types, to make molecular characterization. To determine multiplication efficriency
genotipes were cultured using MS media (9.0 uM BA (benzyladenine), 0.5 uM [AA
(indole-3-aceticacid), 0.3 uM giberillic acit (GA3), in vitro reaction were determined,
13 ISSR primers molecular analyzes were performed. These studies were evaluated
separately and 20 genotypes out of 40 genotypes showed in vitro shoot formation at
rates ranging from 3.3% to 16.6% and genotype N37 numbered from Nevsehir with
maximum shoot formation of 16.6% and genotype KM53 from Kahramanmaras were
obtained. Molecular analyzes showed that the genetic similarities between the
genotypes according to the resulting dendograma ranged from 0.75 to 0.98, with the
most distant genotype being AN64 polynucleotides with a similarity ratio of 0.75, while
the closest genotypes were N40 and N41 genotypes. Obtained results showed that there
were important variation among genotypes. When the relationship between the genetic
similarities of the 40 wild pear genotypes selected from different regions and the
microbial activity was analyzed according to the distribution on the dendograms, KY19
and AD33 belonged to the same group and the N40, N45, N42, N44 and N38 genotypes

were both genetically close to each other genotypes.

Keywords: Pyrus elaeagrifolia, tissue culture, micropropagation, PCR, ISSR



vii

ICINDEKILER

FARKLI AHLAT GENOTIPLERININ MiIKROCOGALTIM ETKINLiGININ
BELIiRLENMESI VE MOLEKULER KARAKTERIZASYONU

BILIMSEL ETIGE UYGUNLUK ......ocveuiieirietsieeeeseseee et st ses s I
YONERGEYE UYGUNLUK ......oevitiieiieenrsiesestesiessissssestsses s sesssssssessesesssssssnsssensans i
KKABUL-ONAY ..ottt ettt sse sttt ans st tas et nsass s s s sanensas iii
TESEKKUR ..ottt sttt s st en s st tesansnnnens v
OZET oottt ettt bttt st \Y
ABSTRACT ..ottt nt ettt sttt na sttt s et s s Vi
ICINDEKILER ....ovuiuititiiiiectete et eseeete et s st es s st s s s sssas s ensnsnsesans Vil
SIMGELER VE KISALTMALAR.......ccoeititteteeeseeeeeteesesessee s s sssenesesas s e X
CIZELGELER LISTESI ..ottt ettt ettt X
SEKILLER LISTESI ...oouiiiiiieiteeeeets et es s s s esn s s s s s s s s s s s s s s s s s s s enn s Xi

1. BOLUM
L] 1 23 1R 1

2. BOLUM

ONCEKI CALISMALAR

2.1. Ahlatta ve Diger Yumusak Cekirdeklilerde In Vitro Cogaltim Uzerine
Yapimis Calismalar.............ccooiiiiiiii e 9

2.2. Ahlatta ve Diger Yumusak Cekirdeklilerde Yapilmis Molekiiler Calismalar .13

3. BOLUM
MATERYAL VE METOT
.1 MALEIYAL ... s 19
SL2UMIBLOL. ...t 21

3.2.1.Doku Kiltiirii CaliSmast ............ccocoiiiiiiiiiiie e e 21



viii

3.2.1.1.Besin ortaminin hazirlanmasi.................ccccoiiiiii 21
3.2.1.2.Eksplantlarin yiizey sterilizasyonu ................cccccccooniiiniiini 21
3.2.1.3.Kiiltiir ortaminin $artlari....................coocoiii i 23
3.2.2. Molekiiler CaliSmMalar ..............cccooviiiiiiiic e 23
3.2.2.1. DNA ZOIASYONU.....ccuviiiiiiieiiesieesieeie sttt s 23
3.2.2.2.PCR OPLIMIZASYONU ....ovviniiiiiiiiieiieie ettt 25
3.2.2.3. ISSR lokuslarina ait primerler ...............c.cccccoviinniiiniii e, 27
3.2.2.4.Verilerin degerlendirilmesi ................c.ccccooiniiiiinii 27
3.2.2.5.Primerlerin polimorfizm oranlarinin saptanmasi ................c.cccocoeereenn. 28
4. BOLUM

ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1.Doku Kiiltiirit Calismalart .............c.ooooiiiiiiii e 29

4.2. Molekiiler CalisSmalar ......................oooiii i 32

4.2.1. ISSR Markir ANalizi ............cccoooiiiiiiii e 32

4.2.2. ISSR Soyagaci ve Matrix Plot (3D Plot) Analizleri...................ccocoeernennn 35
5. BOLUM

SONUCLAR VE ONERILER ...........c.cocooiiiiiieieeeeeeeee e, 38

KAYNAKLAR ettt et b et e et e et e e st e enbeenbaeanneeas 40

OZGECMIS ..ottt sttt 49



ul
AFLP
AgNO3
BA
GA;z
IAA
IBA
ISSR

mg

ml

MS
NAA
NaOH
ng
NH4NO3
PCR
QTL
RAPD
RIL
SRAP
SSR
TDZ

SIMGELER ve KISALTMALAR

: Mikrolitre

: Amplified Fragment Length Polymorphism
: Glimiignitrat

: Benzyl-adenine

: Giberellic acid

- Indole-3-acetic acid

: Indole-3-butyric acid

. Inter Simple Sequence Repeat

: Molar

: Miligram

: Mililitre

: Murashige&Skoog Medium

: Naphthalene acetic acid

: Sodyum Hidroksit

: Nanogram

: Amonyumnitrat

: Polymerase Chain Reaction

- Quantative Trait Loci

: Random Amplified Polymorfic DNA
: Recombinant Inbreed Line

: Sequence Related Amplified Polymorfism
: Simple Sequence Repeat

: Thidiazuron



Cizelge 3.1.
Cizelge 3.2.
Cizelge 3.3.
Cizelge 3.4.
Cizelge 3.5.
Cizelge 4.1.

Cizelge 4.2.

CIZELGELER LISTESI
Arastirmada kullanilan ahlat genotipleri...........ccooiiiiiiiiiiiiiiciiiece 20
DNA EKstraksiyon COZEItIST.....ccvuiiiivieiiiieiiiie st 25
PCR Mix Konsantrasyonlari........ccccocuveiiiuieiiiieniiiee e sieessnee s 26
PCR DOngili Programi ...........ccoooiiiiiiiiiiiieiis e 26
ISSR PrimMerleri.....cccooiiiiiiiiiiiii 27

Farkli bolgelerden secilen 40 adet ahlat genotipinin mikrogogaltim

T 1T NS 30

ISSR primerlerinin amplifikasyonu sonucu elde edilen bant
uzunluklar1 (BU), toplam bant sayis1 (TBS), polimorfik bant sayisi
(PBS) ve polimorfizm oranlart (PO).........cccoeiiiiiiiiiiiieiecc e 34



Sekil 1.1.
Sekil 2.1.
Sekil 3.1.
Sekil 3.2.
Sekil 3.3.
Sekil 3.4.
Sekil 3.5.
Sekil 3.6.
Sekil 3.7.
Sekil 4.1.

Sekil 4.2.
Sekil 4.3.
Sekil 4.4.
Sekil 4.5.
Sekil 4.6.

Sekil 4.7.

Sekil 4.8.

SEKILLER LiSTESI

Codominant ve dominant markdrlerin karsilastirilmast.........ccoceeiiiiieennn.
Genetik benzerlik matriks dendogrami ............ccoooeiiiiiiiiiiiicce,
Tirkiye’ nin farkli bolgelerinden toplanan ahlat genotipleri .............cve.nee.
Besi ortamlarinin hazirlanmast...........ccooveiiiiiii e
Eksplantlarin yiizey steriliZasyonu............ccooviiviiieiiniiniciisieeeece e
Eksplantlarin kiiltiir kaplarina diKilmesi ..........ccooovviiiiiiiiiniiencsess
Iklimdendirme dolabinda gozlemlenen kiiltiire alinmis doku parcalari.......
DINA 1ZOIASYONU ...ttt
PCR, GOrintileme CINAZI.......ccueeeiiiiiiie ittt

Farkli bolgelerden segilen 40 adet ahlat genotipinin mikrogogaltim

CEKINTIZI(D0) v eveereeeteesie ettt ettt e e e s e steeneesreenteeneesreees
Siirgiin gelisimi gosteren eNOtIPIET.......ccvvivireiiiriieiieie e
(VHVGTG); ISSR primerinin s6z konusu genotiplerdeki jel goriintiisii.....
(AGC)6G ISSR primerinin s6z konusu genotiplerdeki jel goriintiisii ..........
(AG)sT ISSR primerinin s6z konusu genotiplerdeki jel gorlintiisii .............
Farkli bolgelerden secilen 40 adet ahlat genotipinde 13 adet ISSR

markirt elde edilen dendogram (+: In vitro siirgiin gelisimi gosteren

GENOTIPIET) ot

Farkli bolgelerden segilen 40 adet ahlat genotipinde akrabalik

iliskilerini gosteren temel bilesenler analizi...........cccocveiiiiiiii i,

Farkli bolgelerden segilen 40 adet ahlat genotipinde akrabalik
iliskilerini gosteren temel bilesenler analizi (matrix plot (3D plot)

GOTUNTINTL .ttt

Xi



1. BOLUM
GIRIS

Genelde ‘ahlat’ yaygin adiyla bilinen fakat baz1 yorelerde ‘gakal armudu’, ‘¢ordiik’ gibi
yoresel isimleri de olan Pyrus elaeagrifolia Pall. [1], Giineydogu Avrupa’dan
baslayarak, Anadolu, Kafkasya ve Kirim’ a kadar olan bolgede genis yayilim alani
bulmus, kurak ve elverissiz kosullara ¢ok iyi uyum saglamig yabani bir armut tiiriidiir.
Yirmi iki Pyrus tiriinden biri olup; ahlat, yabani armut ve badem yaprakli ahlat
taksonlar1 sistematik olarak Giilgiller (Rosaceae) familyasi, Pomoideae alt familyasi

igerisinde incelenmektedir [2, 3].

Ulkemizde &zellikle Kiitahya, Eskisehir, Bolu, Istanbul, Kastamonu, Sivas, Ankara,
Antalya ve Kayseri bolgelerinde yaygin olarak bulunmakta, bunun disindaki bir¢cok
bolgede de degisik diizeylerde ahlat populasyonlarina rastlanmaktadir. Ahlat agaglar
yuvarlak tagli, orta boylu, sik dalli ve dikenlidir. Meyveleri kiigiik, topag seklinde ve
cok kumludur. Ahlat kurak iklim sartlarina 1yi uyum saglamis, derin koklii, tamamen
kserofit 0Ozellikte olup armut yetistiriciliginde kullanilabilecek bir anag¢ olarak
belirtilmigtir [4, 5]. Mevcut ahlat populasyonlarindan Anadolu” nun degisik
bolgelerinde farkli amaclarla pratikte faydalanilmaktadir. Cesit degistirme asilar ile
tizerine degisik armut c¢esitleri asilanmakta, kurak kosullarda kirsal alanlarda
agaclandirma amagli kulanilabilmekte, meyveleri taze olarak, tursu yapilarak ya da

kurutularak tiiketilmektedir.

Dogada serbest tozlanma sonucu olusmus tohumlarla ¢ogalan bir tiir olan ahlatta uzun
yillar boyunca tiir i¢i ve tiirler aras1 dogal melezlemeler ile ¢cok genis bir ¢esitliligin
olustugu kabul edilmekle birlikte bu tiirde genetik c¢esitlilik ve populasyon yapisina
iliskin daha Once yapilmis herhangi bir arastirma bulgusu bulunmamaktadir. Genel

olarak kire¢li ve kurak alanlara uyum sagladigi gozlemlenen ahlatta bu zengin



cesitliligin 6zellikle anag 1slah1 ¢caligmalari i¢in biyotik ve abiyotik stres (kuraklik, kirec,
tuz vb.) kosullarma dayaniklilik karakterlerini i¢erisinde barindirdigi ongoriilmektedir.
Son yillarda 6zellikle odunsu bitkilerin, beklenen kiiresel iklim degisikligine nasil uyum
saglayacaklart konusu oOnemli aragtirma alanlarindandir. Sicak ve kurak c¢evre
kosullarinda yetisme yetenegine sahip olan yabani armut tiirlerinin bu noktada 6nemli
bitkilerden oldugu bildirilmektedir ve bunlarin ¢ok degerli oldugu ancak arazilere ve
orman alanlarina dagilmis halde bulunduklar1 vurgulanmaktadir [6]. Kiiresel iklim
degisikligi ozellikle kurak kosullara adapte olmus tiirlerin 6nemini bir kat daha
artirmaktadir. Bu noktada iilkemizde 6zellikle kurak kosullara ¢ok iyi adapte olmus olan
ahlat ¢ok onemli bir materyal haline gelmektedir. Bu materyallerin genetik varyasyon
diizeyinin ve bunlarin populasyon yapisinin belirlenmesi ile muhtemel orijin gruplarinin
ortaya konulmasi ve bunlar arasinda vejetatif olarak daha kolay cogaltilabilen tiplerin
belirlenmesi, bu genetik kaynaklarin yonetimi, kullanimi ve muhafazasi agisindan ¢ok
onemli ve ilk asamadir. Ahlat populasyonlarmin yogun olarak bulundugu yorelerden
ozellikle meyve iriligi basta olmak tiizere belirli kriterlere gore secilecek genotiplerin
tekerriirlii olarak g¢ogaltilmasi, vejetatif cogaltilma imkanlarinin ortaya konulmast,
erozyon kontrolii ve kurak-yari kurak sahalarin agaclandirilma, rehabilitasyon ve
kapama bahgeleri (6zel agaglandirma) tesislerinde kullanim imkanlarinin belirlenmesi,
orman koyliileri ile kirsal alanlarda yasayan yore halkinin ekonomik gelir elde etmesi,
tilkemizde ilk olarak ‘“ahlat genetik kaynaklar1 koleksiyonu” olusturulmasi, bu
koleksiyonun muhafaza edilmesi ve yapilacak sonraki ¢aligmalara kaynak teskil edecek

bir veri tabani olusturulmasi ¢ok 6nemlidir.

Ahlat ki soguklarma (-30°C) ve yetistigi ortamdan yiiksek diizeyde Fe ve Zn alma
yetenegi ile kloroza, diger bir ifadeyle yiiksek pH’ya ¢ok dayaniklidir ve bu nedenle
toprak ve iklim o6zellikleri diger birgok Pyrus tiirliniin yetismesi i¢in uygun olmayan
kirecli ve kurak kosullara ¢ok iyi uyum saglamistir. Armut kalem c¢esidi Pyrus
elaeagrifolia anaci ile kurakliga tolerans kazanir ve topraktan yiiksek seviyelerde azot,
fosfor, demir, bor ve ¢inko alir [7]. Demir-Kloroz ozellikle kiregli topraklara sahip
bolgelerde armut igin yaygin bir sorundur [8]. Pyrus elaeagrifolia kuraklik ve kloroza

toleransli anag gelistirmek i¢in kullanilan ¢ok 6nemli gen kaynaklarindan bir tanesidir

[7].



Ahlat tipleri arasinda meyve agirligi, abiyotik stres kosullarina dayanim ve vejetatif
cogalma potansiyelleri konusunda farkliliklar oldugundan, bu 6zellikler yoniinden 6ne
cikan ve daha kolay cogaltilabilen tiplerin ortaya konulmasi, yapilacak olan kurak- yar
kurak bolge agaglandirma ve rehabilitasyon calismalari i¢in ¢ok 6nemli bir alternatif

ortaya koyacaktir.

Armut anaclarinda modern 1slah yaklasimlar1 olarak anacin aga¢ tacini azaltmasi,
hastaliklara dayaniklilik, kis soguklarina ve kuraga dayamiklilik gibi 6zellikler
gosterilmektedir [9]. Buradan hareketle, lizerine asili ¢esitte orta biiyiiklikte tag
olusturan, kis soguklarina ve kuraklia olduk¢a dayanikli olan ahlat; ana¢ 1slah
calismalar1 i¢in ¢ok Onemli bir materyal olarak kabul edilebilir. Yapilan bir diger
caligmada, ahlatin demir klorozuna dayanikli ve aga¢ tacimi azaltici 6zellikte [10] ve
tuza dayamkli anag 1slah1 calismalari [11] icin uygun bir tiir oldugu belirlenmistir. Ote
yandan ahlatin hastaliklara dayanimi konusunda yeterli ¢alisma yapilmamistir. Bu
onemli 6zellikleri ile uygun ahlat genotipleri dogrudan anag olarak kullanilabilecegi gibi
1slah yoluyla 6zellikleri daha da iyilestirilerek ve klonal olarak iiretilerek standart bir

ahlat anaci gelistirilmesi miimkiindiir.

Uzun yillar boyunca dogada kendiliginden ve agik tozlanarak yetismekte olan ahlatlar
tohumla ¢ogalmaktadir. Bu nedenle yillar boyunca farkli genetik yapida bir¢ok
genotipin karisimi ile dogadaki ahlatlar icerisinde ¢ok genis bir genetik varyasyonun
meydana gelmis olmasi kuvvetle muhtemeldir. Bu konuda herhangi bir bilimsel
caligmanin simdiye kadar yapilmamis olmasi nedeniyle, bu c¢esitliligin boyutlari
konusunda net bilgiler mevcut degildir. Dogada bulunan ahlatlar igerisinde gozlemlere
dayanarak belirlenen farkli morfolojik ozellikler (yaprak biyiikligi ve rengindeki
farkliliklar, aga¢ tact genisligindeki farkliliklar, meyve iriligi ve olgunlasma
donemlerindeki farkliliklar vb.) igerisinde genetik olarak da bir ¢esitliligin oldugunu
gostermektedir. Ahlat, ozellikle iilkemizin orta kesimlerinde dogada yogun olarak
bulunmakta olup aga¢ sayist konusunda net bilgiler mevcut degildir. Genel olarak bu
agaclarin acik tozlanma sonucunda olusmus tohumlardan meydana gelmelerinden
dolay1 genetik olarak birbirinden farkli yapida olduklari kabul edilebilir. Ancak
ozellikle kirsal kesimde arazi agmak icin yapilan tahribatlar, odun ve kereste amacli

kesimler nedeniyle ahlat populasyonu tehlike altindadir. Bunun yaninda bazi yorelerde



ahlatin, kiiltir armut ¢esitleri ile asilanarak degerlendirilmesi ile bir kisim ahlat

populasyonu calisilamaz duruma gelmekte, dogal genetik yapimiz daralmaktadir.

Tirkiye toplam olarak 12000 civarinda takson barindirmakta olup bunlarin dért binden
fazlas1 endemiktir [12]. Ancak yine bu tiirlerin 1944 tanesi tehlike altindaki tiirler olup
bunlarin sayis1 her gecen giin artmaktadir. Bitki genetik kaynaklarimin korunmasina
yonelik olarak gelistirilen eylem planinda 6zellikle dogal olarak yetisen bitkiler igin; 1)
bunlarin toplanarak ex-situ muhafazasi, 2) karakterizasyon ¢alismalari ve degerlendirme
asamalar1 ¢ok Onemli iki asama olarak gosterilmektedir [13]. Ahlatla ilgili olarak
tilkemizin 6nemli bir bitkisi olan ve korunmasi gereken bu tiirlin ex-situ muhafazaya
alinmasi ve molekiiler karakterizasyonlarinin yapilarak cesitliliginin belirlenmesi

yapilan bu ¢alisma ile kismen de olsa saglanmis olacaktir.

Bitki biyoteknolojisinde goriilen yeni ve hizli gelismeler, bitki gen kaynaklarina ait
yapilan ¢aligmalarda, 6zellikle genetik ¢esitliligin korunmasi, tiretimi, karakterizasyonu,
1slah gibi amaclara katkilar saglamistir. Bu gelismeler sayesinde meyve tiirlerinin
karakterizasyonu genom analizleri ile yapilabilmekte, homozigotinin ¢ok kisa siirede
saglanmasi, melezlerin embriyo kiiltiirii ile yasatilmasi, kalitsal yapilar1 gen aktarima,
somaklonal varyasyon ve somatik hibridizasyon gibi in vitro teknikler ile taksonomik
bir sinirlama olmaksizin hizli ve etkili bir sekilde degistirilebilmekte, hizli, yogun ve
viriislerden ari ¢ogaltim, gen kaynaklarimin korunmasi ve bir¢ok etkene karsi

genotiplerin reaksiyonlarinin kisa siirede test edilmesi saglanabilmektedir [14-19].

Bu biyoteknolojik yontemlerin birgogunun farkli bitki tiplerinde uygulanabilmesinin ilk
sart1 In vitro kosullarda organogenesis i¢in uygun protokollerin olusturulmasidir. Bitki
parcalarindan dogrudan ya da kallus gelisiminden sonra dolayli olarak meydana
gelebilen in vitro organogenesis; kiiltiir tipi, besin ortamlarinin bilesimi ve inkiibasyon
kosullarinin degistirilmesi ile hiicre ve dokularin siirgiin ve kok taslagi meydana
getirmesi yOniinde uyarilmasi olarak tanimlanabilmektedir. 19801 yillardan sonra
meyve genotiplerinde baslayan, hem tohum [20-23] ve hem de somatik doku [24-33]
orjinli in vitro organogenesis c¢aligmalari, genellikle gen transferi Oncesinde

rejenerasyon kosullarinin belirlenmesi amaciyla planlanmistir [19].

Biyoteknolojik yontemlerle ve virlisten ari bitki tiretiminde ¢esitli organ ve dokulardan

hizli ve giivenilir adventif siirgiinlerin eldesi onemlidir [34]. Bir¢ok meyve tiiriinde



oldugu gibi P. elaeagrifolia bitkisinin ebeveyn ile ayni ozelliklere sahip klonal
cogaltim celikle, daldirma ile ve mikro cogaltim ile miimkiindiir. Ozellikle tohumdan
cimlendirilmesi asamasinda karsilasilan zorluklar ve ¢elikle ¢ogaltilmasindaki sorunlar
nedeniyle in vitro ¢ogaltim yontemleri ahlatin klonal ¢ogaltiminda dnem kazanmuistir.

Bu yontem ile kisa siirede kitlesel iiretim saglanabilmektedir.

Meyve agaglarinin ¢ogaltiminda ve gelisiminde viriissliz ¢ogaltimin bir¢ok kullanish
uygulamasi mevcuttur. In vitro ¢ogaltim armut anaglarinin fidanlik kullanimi igin yil
boyunca kullanilabilirligine olanak saglamaktadir ve patojensiz armut gen kaynaklari,

tilkeler arasinda karantina bariyerleri boyunca kolaylikla degis tokus edilebilir [35].

Bitki genetik kaynaklarinin karakterizasyonu igin ise biyokimyasal markorler,

morfolojik markdrler ve molekiiler markorler kullanilmaktadir.

Bitkilerdeki genetik kaynaklarin karakterizasyonu i¢in baslangicta morfolojik,
fizyolojik ve sitolojik 6zellikler kullanilmis olup daha sonra bu asamayir daha da
kisaltmak ve giiclendirmek amaci ile biyokimyasal markorler gelistirilmistir. Son

zamanlarda ise molekiiler ¢alismalar ivme kazanmistir [36].

Molekiiler ~markorler, kendilerinin iretildigi  bitkilerin  hiicrelerinde  bulunan
DNA’lardaki niikleik asit dizilis farkliligini cesitli sekillerde gosterirler ve bitki
populasyonundaki ¢esitlilik veya o populasyon igindeki bitki genotipleri arasindaki

iligkilerin tespitinde %100’ e yakin giivenirlilikle degerlendirilirler.

DNA markorlerinde amag, bireyler (gesit, hat, tiir vb.) arasindaki DNA seviyesindeki
farkliligin ortaya ¢ikarilmasidir. Eger bu farklilik genomda tek bir bolgeyi gosteriyorsa
bu bir allel olarak adlandirilir. DNA seviyesinde bunu yapmanin baslica avantaji,
herhangi bir DNA zincirinin, iki birey arasindaki allelik farkliligi gosterebilmesidir.
Bunun i¢in o DNA dizininin herhangi bir proteini kodlayip kodlamadigini bilmeye
gerek yoktur. Kullanilacak markor sistemini etkileyen bazi1 faktorler vardir.
Polimorfizmin seviyesi veya populasyonun tipi, farkli ¢evrelerdeki stabilitesi, lokus

sayist, kolaylik, analiz maliyeti, altyap1 bu kriterlerden bazilaridir [37].

Genotipler arasinda farklilik gdstermeyen markorler monomorfik markdorler; ayni veya

farkli tiirlerin bireyleri arasinda farklilik gdsteren markdorler ise polimorfik markorler



olarak isimlendirilirler. Polimorfik markérler farkli genotipleri ayirt edebildigi igin

monomorfik olanlardan daha yararhdirlar.

Markdrlerin haritalamada kullanilabilmeleri i¢in polimorfik olmalar1 zorunludur. Yani;
bir melezleme ¢alismasi sonucu ortaya ¢ikan yavrularda inceleme yapilabilmesi igin
alternatif formlarinin bulunmasi gerekir. Polimorfizm DNA dizisinde yaklasik her 300
veya 500 niikleotidde bir olusan varyasyonlardir. Bir 6zelligi kodlayan diziler iginde
olusan varyasyonlar gozle goriilebilir fiziksel degisikliklere (hastaliga kars1 dayaniklilik,
tohum rengi, bitki boyu, vb.) sebebiyet verirler. Oysa varyasyonlarin ¢ogu herhangi bir
ozelligi kodlamayan diziler (intronlar) igerisinde gerceklesir ve bir organizmanin
fiziksel goriiniisii veya fonksiyonu iizerinde hicbir etkisi yoktur. Fakat bunlar DNA
diizeyinde belirlenebilir ve markor olarak kullanilirlar. Bitki tiiriine ve markor tipine

bagli olarak markorlerin farklilik gosterme oranlar1 degisiklik gostermektedir [38].

Homozigot ve heterozigotlar arasinda ayrimlanabilmelerine gore polimorfik markorler
dominant ve kodominant 6zellik gosterirler. Dominant markorler var veya yok olarak
belirlenirken, kodominant markorler boyut olarak farklilik gosterirler. Biitlin bu
kurallara gore bakilirsa, bir DNA markoriiniin farkli formlart (6rnegin jel tizerindeki
farkli boyuttaki bantlar) markor allelleri olarak adlandirilir. Bdylece dominant bir
markor sadece 2 allele sahipken, kodominant markdrler farkli bircok allele sahip
olabilmektedir. Kodominant markorlerle homozigot ve heterozigotlar arasindaki bu
farklilik net bir sekilde goriilebilmektedir (Sekil 1.1). Ancak dominant markorler bu
ayrimi yapamamaktadir [39].

Codominant Dominant

BPPF 12 3456789101112

X 12 343 67 89101112

AAaaAa AA AaAa aa Az aa AaAA Aa AA Aa ma BBhhBb B B bbB BB bhbhB B B_ bbb B

Sekil 1.1. Codominant ve dominant markorlerin karsilastiriimasi

Temelde, farkli iki DNA markorii teknigi mevcuttur. DNA markoérlerin bitkilerde
kullanimi PCR temelli olmayan RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism)
markorlerle baslamis olup, PCR (PZR) (Polymerase Chain Reaction = Polimeraz Zincir
Reaksiyonu) tekniginin ortaya ¢ikmasi ile birlikte PCR’a dayali DNA markdrler; SSR



(Simple Sequence Repeats), RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA, AFLP
(Amplified Fragment Length Polymorphism) ve SRAP (Sequence Related Amplified
Polymorphism) genetik tanimlamalarda kullanilmaya baslanmistir (Celikkol, 2011).
PCR, DNA’nin in vitro kosullarda enzimatik olarak sentezletilmesidir. Thermus
aquaticus’dan elde edilen sicakliga dayanikli polimeraz enziminin (Tag DNA
polymerase) kesfi PCR tekniginin gelistirilmesinde anahtar rolii oynamistir. Bu enzim
sayesinde hiicrede normal sartlar altinda gerceklesebilen dogal DNA replikasyonu
laboratuvar sartlarinda ‘termocycler’ adi verilen 06zel cihazlar yardimi ile
gerceklestirilmistir. Yontem, kiiclik miktardaki 6zellikli bir DNA parcasinin, bir dizi
enzimatik reaksiyon sonucu milyonlarca kez c¢ogaltilmasi orjinlidir. Cogaltilabilen
unsurlar DNA’nin istenilen veya rastgele sentezlenen bazi bolgeleridir, tamami degildir
[39]. Yeni yaygimlasmaya baslayan SNP (Single Nucleotide Polymorphism), DNA
zincirindeki tek nukleotit farkliligini kullanmaktadir. Bu teknik bitki genomuna ait

DNA zincir bilgisini gerektirdiginden, bitki bilimlerine girmesi gecikmistir [37].

Genetik c¢esitliligin belirlenmesinde, filogenetik ¢alismalarda, genom haritalarinin
olusturulmasinda ve evrim biyolojisinde bir¢ok bitkide uygulanabilen etkili bir teknik
olan ISSR (Inter-Simple Sequence Repeat) [40], hassas ve tekrarlanabilirligi yiliksek
olan, dkaryotik genomlarda tekrar eden 2, 3, 4, 5 gibi niikleotid birimlerinin lokustan
bagimsiz bir sekilde genomda rastgele dagilimlarini esas alan bir yontem oldugu i¢in

diger yontemler i¢inde 6ne ¢ikmaktadir [41, 42].

ISSR markorlerinin  uygulanmas: kolay ve primerleri daha uzun olduklarindan
giivenilirlikleri fazla, kullanimi hizhidir [43]. Yeterli bilgi sunan ISSR primerlerini
kullanmak zamandan tasarruf, diisiik bir maliyet ve genetik analizlerde pratiklik

saglamaktadir.

ISSR markérleri Mendel kalitimina uygun olarak dominant markorler vermektedir [44].
Bununla beraber kimi durumlarda homozigot ve heterozigotlugun tanimlanmasinda
kodominant markor de vermektedirler. Primer sentezlenebilmesi icin sekans bilgisinin
gerektigi SSR markorleri, AFLP markorlerinin yiiksek maliyeti, RAPD markorlerinin
disiik retkenligi birgok c¢alismada Onemli kisitlamalar olusturmaktadir. Bu
kisitlamalarin birgogunun ortadan kalkmasinda ISSR markérleri 6nemli bir tekniktir

[41].



Ahlatin in vitro ¢cogaltimi1 mevcut arastirmalarda uygulanmistir. Ahlat tipleri arasinda in
vitro ¢ogalma potansiyelleri konusunda farkliliklar olabileceginden, daha kolay
cogaltilabilen tiplerin ortaya konulmasi, yapilacak olan kurak- yar1 kurak bolge
agaclandirma ve rehabilitasyon c¢alismalar1 i¢in ¢ok Onemli bir alternatif ortaya

koyacaktir.

Bu ¢alismada farkli 40 ahlat genotipinin mikrogogaltim etkinlikleri; siirgiin olusturma
potansiyelleri incelenerek farkliliklar tespit edilmis, kolay ¢ogaltilabilen timitvar tipler
belirlenmistir. Genotipler arasi in vitro ¢ogaltim potansiyellerinde ciddi bir varyasyon
saptanmig, bu varyasyonun kalitimsal Ozelliklerle baglantisi ISSR molekiiler markor

yontemi kullanilarak agiga ¢gikarilmstir.



2. BOLUM

ONCEKIi CALISMALAR

2.1. Ahlatta ve Diger Yumusak Cekirdeklilerde In Vitro Cogaltim Uzerine
Yapilmis Calismalar

Uzun yillar boyunca dogada kendiliginden ve agik tozlanarak yetismekte olan ahlatlar
tohumla c¢ogalmaktadir. Bu nedenle yillar boyunca farkli genetik yapida bir¢ok
genotipin karisimi ile dogadaki ahlatlar igerisinde ¢ok genis bir genetik varyasyonun
meydana gelmis olmasi kuvvetle muhtemeldir. Tohumla ¢ogaltma {izerine az sayida
caligmanin yapildig: bildirilmekte [45], vejetatif ¢ogaltma iizerine yapilan ¢aligmalarin

ise ¢ok daha sinirli oldugu goriilmektedir [6].

Dolcet-Sanjuan et al. (1990), 4 Pyrus tiirtinde (P. amygdaliformis Vill, P. betulaefolia
Bunge, P. calleryana Dene, ve P. communis L.) ve Cydonia oblonga L.’ da uygun
mikrogogaltim protokoliinii belirlemek i¢in yaptiklar1 ¢aligmalarinda siirgiin ¢gogalmasi
icin 10-20uM Benzyladenine’ i ve 135uE m—2 s-1 yiiksek 151k siddetini optimal
bulmuslardir. Pyrus tiirlerinin koklendirilmesi icin siirglinler 7 giin boyunca ytiksek
seviyelerde (10-32uM) IBA’ ya maruz birakilmis veya siirgiinlere 10 uM IBA’ ya 15 sn
boyunca daldirma iglemi uygulanmig, ardindan oksinsiz ortama gecis yapilmistir.

Naphthaleneacetic acid C. Oblonga i¢in IBA’ dan daha etkili olmustur [46].

Dolcet-Sanjuan et al. (1992), Pyrus tiirleri ve C. 0blonga’ nin in vitro manipiilasyonlari
adli ¢aligmalarinda sonug olarak; 1: mikrocogaltim prosediiriiniin optimizasyonunu, 2:
adventif silirgiin olusumu baslangicini, 3: diisiik Fe oranina anaglarin karakterizasyon ve
seciminin diferansiyel tepkilerini belirtmislerdir. Yiiksek 151k siddetinin (135 umolm-2s-
1) Pyrus’ ta yaprak yiizeyini genislettigi ve ¢arpma oranini arttirdigi i¢in dnemli bir sart
oldugunu kaydetmislerdir. Adventif siirglinler yaprak disklerinden
P. amygdaliformis Vill. ve Cydonia oblongaL’ da TDZ ve NAA iceren MS besi
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ortaminda rejene olmustur. Optimal kombinasyon P. amygdaliformis i¢in 3 uM TDZ ve
1 uM NAA igerirken, C.oblonga i¢in 32 uM TDZ ve 0.3uM NAA i¢ermektedir.
Mikrosiirgiinler, kokler Fe miktarinin azaltilmasma onemli farkliliklar gostermistir.
Disiik Fe varligina yiiksek toleransa sahip P. amygdaliformis’ in kokleri Fe eksikligine
hassas C. oblonga’ ya gore 12 kat daha fazla tepki gostermistir. C. oblonga’ nin yaprak
disklerinden elde edilen adventif siirgiinler, diisik Fe varligmma toleransa sahip

somaklonal varyantlarin taranmasi i¢in kullanilmistir [47].

Yeo ve Reed (1995), Pyrus anacinda mikrogogaltimi incelediginde eksplantlarini agik
alanda yetisen Pyrus calleryana Dcne ‘Oregon Pear Rootstock (OPR) 157, P.
betulifolia Bunge ‘OPR 260°, and P. communis L. ‘Old Home’ x ‘Farmingdale 230’
(‘OH x F 230’) 1n giiglii dallarindan se¢mistir. ‘OPR 260’ and ‘OH x F 230’ siirgiinleri
IBA ile desteklenmis Cheng ortaminda, NAA’dan daha iyi ¢ogalma gostermistir. 0.5
uM’ dan biiyiik NAA ve IBA konsantrasyonlar: siirgiin cogaltimini engellemistir. ‘OPR
260’ ve ‘OH x F 230’ i¢in en basarili mikrogogaltim ortam1 8 uM BA ve 0.5 uM IBA
ile desteklenmis Cheng ortami olarak belirlenmistir. ‘OPR 157 in en 1iyi siirgiin
cogaltimi1 8 uM BA ile saglanmistir ve 0.5 uMdan diisitk NAA’ dan ve oksin icermeyen
ortamdan IBA’ ya gore daha iyi sonu¢ alimmistir. ‘OH x F 230” IBA ve NAA etkisiyle
kolayca koklenmistir (>80%). ‘OPR 260’ i¢in en iyi koklenme orani (42.9%), 10 uM
IBA igeren besi ortaminin karanlikta 1 hafta bekletilmesiyle, ‘OPR 157’ i¢in en iyi
koklenme orani (23.9%) 10 uM NAA ya 15 sn daldirma ile saglanmustir. iklimlendirme
i¢in koklenen bitkiler serada 4 hafta siire ile tutulmustur [48].

Shibli et al. (1997), ‘Yabani Armutun (Pyrus syrica) Mikrogogaltimi’ isimli

b

caligmasinda basarili siirglin  olusumunun 1.5-2.0 mg |- benzyl adenine ile
desteklenmis MS besi ortaminda saglandigini, benzyl adenine (2.0 mg 1-l) ve zeatin
(1.5-2.0 mg |- in kallus olusumunu artirdigini bildirmistir. Indole butyric acid, indole
acetic acid ve naphthalene acetic acid in vitro koklenmeyi uyarmis ve maximum %72
koklenme 3.0 mg 1-l indole acetic acid ile saglanmistir. Ne aktif komiirin ne de
polyvinylpyrrolidoneun in vitro koklenmeyi etkilemedigini gozlemlemistir. Cam veya
plastik kapakli serada aralikli sis kullanilarak koklenen siirgiinler aklimatize edildiginde

%095 hayatta kalma basarisi saglanmistir [49].



11

Dumanoglu vd. (1999), iki ahlat tipine ait yesil ¢eliklerde IBA ve Putrescine’ nin
koklenme ve siirme {izerine etkilerini arastirmislardir. Koklenme oranlar1 ortalama

olarak Ahlat 1 tipinde % 11.4, Ahlat 2 tipinde ise % 43.8 olarak belirlenmistir [50].

Giiltekin vd. (2006), yaptiklar1 ¢alismada, ahlat (Pyrus elaeagrifolia Pall.), yabani armut
(P. communis L.) ve badem yaprakli ahlat (P. amygdaliformis Vill.)’ta baz1 tohum
Ozellikleri ve farkli soguk 1slak katlama islem kombinasyonlar1 ile degisik ekim
zamanlarinin bu tiirlerin tohumlariin ¢imlenme yiizdelerine olan etkilerini incelemistir.
Her 3 tiirde de 9 (2 Kasim 2004 tarihinde dogrudan ekim), 11 (2 Ocak 2005 tarihinde
dogrudan ekim) ve 2 (6-7°C sicaklikta 2 ay soguk-katlama 2 Mart tarihinde ekim) nolu
on iglemler ¢imlenme ylizdesini olumlu yonde en fazla etkileyen 6n islemler olmustur.
Buna karsilik, her 3 tiirde de tohumun ¢imlenme yiizdesini en az etkileyen 6n islemler
15 (2 Mayis 2005 tarihinde dogrudan ekim) ve 14 (2 Nisan 2005 tarihinde dogrudan

ekim) nolu 6n islemler olmustur [45].

Dumanoglu ve Aygiin (2006), ‘Baz1 Ayva (Cydonia oblonga Mill.) Genotiplerinde
Yaprak Disklerinden Siirgiin Organogenesisi’ adli ¢aligmalarinda bitkisel materyal
olarak, Quince A (bodur), S.O. (Sabahattin Ozbek) 39-200 (bodur), S.O. 18-82 (orta
kuvvetli) ve S.0. 58-315 (kuvvetli) klon anaglar1 ile Esme, Limon ve Cukurgdbek
cesitlerini kullanilmistir. TDZ + NAA kombinasyonlari ya da BA + NAA, AgNO; ve
putrasin uygulamalarinin iki denemede Organogenesis igin etkilerini arastirmistir.
Siirgilin organogenesisi sadece 0.33 mg/l TDZ + 0.5 mg/l NAA + 2.0 mg/l AgNOsiceren
MS (Murashige ve Skoog) temel besin ortaminda Onemli diizeyde uyarilmistir.
Uygulamalar1 sonucunda siirgiin olusturma oran1 Quince A’da %80.0, S.0. 39-200°de
%56.7, S.0. 18-82°de %17.5, S.0. 58-315"de %37.5, Esme’de %36.7, Limon’da %40.0
ve Cukurgobek’de %43.3 olarak belirlenmistir. Ortalama siirgilin sayis1 ise genotiplere

gore 0.4-2.7 adet/disk arasinda degismistir [19].

Diger bir ¢alismada ise in vitro kosullarda ¢imlendirilmis ahlat ¢6giirti izerine in vitro
mikro agilama yontemi ile yari bodur ‘OHF-333’ klon anaci asilanmis ve farkl
uygulamalarin as1 basarisina ve materyallerin dis ortama alistirilmasi {izerine etkileri
incelenmistir. S6z konusu as1 kombinasyonu in vitro mikro asilama teknigi ile basarili

bir sekilde elde edilmis ve asili bitkilerin dis kosullara alistirilmasi konusunda daha
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ayrintili ¢alismalara ihtiya¢ oldugu belirtilmistir. Bu c¢aligma ahlat ile ‘OHF-333’

anacinin as1 uyusmasi hakkinda olumlu bilgiler vermektedir [51].

Bir Pyrus tiirii olan Pyrus pyrifolia’ da Thakur et al. (2008), mikrogogaltimda eksplant
kurulusunu ve siirgiin olusumunu incelemis, calisma sonucunda en yiiksek eksplant
olusumu kig mevsimi boyunca gozlemlenmis (77.88%), bu oran bahar mevsimi boyunca
da yaklasik olarak ayni kalmistir (76.21%). En diisiik eksplant olusumu yagmurlu sezon
boyunca goézlemlenmistir (61.94%). Siirgiin u¢larinin olusumu (69.07%), bogum

segmentlerinin olusumundan (71.95%) 6nemli 6l¢lide diisiiktiir [52].

Bhatt et al. (2012), elma igin diisiik maliyetli mikrogogaltim ortamini belirlemek amaglh
caligmalarinda M9 elma anacinin taze stirgiinlerini 3 mg/l BA, 2 mg/l Kinetin, % 3
sukroz ve % 0.8 agar iceren MS besi ortamina aktarmiglardir. % 85.7 oraninda multiple
stirglin elde etmiglerdir. Daha sonra maliyeti diisiirmek amaci ile sukrozu sofra sekeri ile
degistirmis, sivi MS ortamina 2 mg/l1 BA, 3 mg/l Kinetin, % 3 sofra sekeri ilave edip 22
eksplantta siirgiin gelisimi gozlemlemislerdir. Sofra sekeri ile sukroz arasinda siirgiin

gelisimi, biiylime, siirgiin sayisi, koklenmede onemli farkliliklar gézlemlenmemistir

[53].

Reed et al. (2012), yaptiklar1 ¢alismada Pyrus sp. siirgiinlerinin mikrogogaltimi ve
bliylimesinde kalsiyum klorit, potasyum fosfat ve magnezyum siilfatin yiiksek
konsantrasyonda kullaniminin 4.4 pM BA (benzyladenine) ile desteklenmis MS

ortamina gore daha iyi sonug verdigini belirtmistir [54].

Boudabous et al. (2013), Malus domestica L. kiiltiir ¢esidi Douce de Djerba’ da
mikrogogaltim ¢alismalarinda nodal eksplantlarda BAP (1.0 mg.L™") ve IBA (0.1
mg.L™") ile desteklenmis temel MS besi ortaminda yiiksek oranda siirglin olusumu
(85%) ve farklilasma gbzlemlenmistir. In vitro ¢ogaltilmis mikro siirglinler en yiiksek
¢ogalma oranini gdsteren BAP (1.0 mg.L™") ve IBA (0.1 mg.L™") ile desteklenen ortama
aktarilmis, kardeslenme hizlica gergeklesmistir. BAP siirgiin olusumunu ve biiyiimeyi +
yonde etkilemistir fakat 4.0 mg.L™" yi asan konsantrasyonun bilyiimeyi azalttigi
kaydedilmistir. IBA (3.0 mg.L™) ve toz aktif komiir 2.0 g.L"! ile zenginlestirilmis yar1
mukavemetli MS ortaminda kiiltiirlenen siirgiinlerde saglikli kok gelisimi ile yiiksek
oranda koklenme (% 66.7) goriilmistiir. Kokleri iyi gelisen bitkiler % 60 hayatta kalma

orani ile dig ortama aktarilmistir [55].
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Aygilin ve Dumanoglu (2015), ahlat (P. elaeagrifolia) bitkisinde in vitro siirgiin
¢ogalmasmi ve in vitro ve ex vitro koklenme olusumunu incelemistir. Temel MS
ortamini yalnizca benzyladenine (BA) nin farkli konsantrasyonlar1 veya oksinlerle
birlikte kombinasyonu ile desteklemislerdir. Ilk kiiltiirde siirgiin cogalmasi yiizdesi 9.0
uM BA ve 0.5 uM indole-3-acetic acid ile desteklenmis MS ortaminda %80’ in
tizerinde elde edilmistir. Alt kiiltiirlerde en yiliksek oranda siirgiin ¢ogalmasi 4.5 ve 9.0
uM BA igeren MS ortaminda goriilmiistiir. In vitro koklenme denemelerinde yiiksek
performans 5 uM indole-3-butyric acid (IBA) i¢eren besi ortaminda elde edilmistir. Ex
vitro koklenme denemelerinde ise 10 uM IBA nin ¢abuk daldirma yontemi ile

uygulanmasindan énemli 6l¢iide etkilenmistir [6].

Dumanoglu vd. (2016), yaptiklar1 ¢alismada, “Golden Delicious” ve “Mondial Gala”
elma ¢esitlerinin (Malus x domestica Borkh.) siirgiin ucu kiiltiirii ile ¢ogaltiminda
siirglin ve kok olusumu tizerine Murashige ve Skoog (MS) temel besin ortamina
amonyum nitratin 1/4, 1/3, 1/2 ve 1/1 diizeylerinde katilmasinin etkilerini arastirmistir.
Ortamlara siirgiin ¢ogaltma agsamasinda 1.0 mg/l BA ve 0.5 mg/l GAs, koklendirme
asamasinda 0.2 mg/l IBA+0.2 mg/l NAA ilave etmis, ek olarak in vitro koéklenmenin
tyilestirilmesi amactyla zor koklenen “Golden Delicious” ve kolay kdklenen “MM106”
(kontrol) genotiplerine ait mikro ¢eliklere farkli dozlarda IBA (0.25, 0.50, 1,0, 1.5, 2.0
ve 3.0 mg/l) veya IBA+NAA (0.5+0.5 mg/l) ilave edilmis makro element diizeyi 1/2
olan MS besin ortamina dogrudan ya da IBA solusyonlarma (1000 ve 4000 ppm) hizli
daldirmanin ardindan dikmistir. Koklendirme denemelerinde kiiltiirler ilk 1 hafta
karanlikta tutulmustur. En yiiksek siirgiin olusumu 8.7 adet/eksplant ile “Mondial Gala”
cesidinde 1/4 NH4NOj; diizeyinde elde edilmistir. “Golden Delicious” ¢esidinde 4.0-5.2
adet/eksplant arasinda degisen siirglin sayis1 iizerine NH4NO;3 diizeylerinin etkisi
istatistiksel anlamda benzer olmustur. Zor ve kolay koklenen elma genotiplerinde
koklenme orant 1000 ppm IBA uygulamasi ile %50 (Golden Delicious) ve %100
(MM106) diizeylerine ¢ikarilmistir [56].

2.2. Ahlatta ve Diger Yumusak Cekirdeklilerde Yapilmis Molekiiler Calismalar

Pyrus spp. diinyada en genis yayilim alan1 gosteren tiirlerden bir tanesidir. Pyrus cinsi

taksonomik olarak Rosaceae familyasinin Pomoideae alt familyasinda incelenmektedir.
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Challice ve Westwood, (1973) Pyrus spp. x=17 kromozom sayisinda oldugunu ve 20
temel tiir bulundurdugunu belirtmislerdir [57].

Pyrus tiirleri arasinda kiiltiire alinmis, ticari olarak Uretimi yapilan ¢ok az tiir

bulunmaktadir.

Ulkemiz bitki cesitliligi ve genetik kaynaklar bakimindan diinyadaki &nemli
merkezlerden birisidir. Pyrus cinsi yumusak c¢ekirdekli meyveler igerisinde ikinci

Oonemli tiirdiir ve hemen hemen tiim bolgelerde de yetistirilmektedir.

Cesitler arasindaki genetik varyasyonu ortaya cikarmakta hangi molekiiler DNA
tekniginin en uygun oldugunu belirlemek amaciyla RFLP (Restriction Fragment Length
Polymorphisms), AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphisms), RAPD (Random
Amplified Polymorphic DNA), SSR (Simple Sequence Repeat) ve ISSR (Inter Simple
Sequence Repeat) DNA isaretleyici teknikleri Kkarsilastirllmis ve polimorfizm
bakimindan SSR ve AFLP teknikleri; maliyet bakimindan RAPD ve ISSR teknikleri;
tekrarlanabilirlik bakimindan RFLP, SSR, ISSR ve AFLP DNA tekniklerinin avantajl
olduklar belirtilmistir [58].

DNA temelli molekiiler markorler Pyrus cinsinde genetik akrabaligin analizleri ve

cesitlerin farkliliklarinin ortay1 konulmasinda etkili bir sekilde kullanilmaktadir [59].

Molekiiler ¢alismalar cesitler arasinda genetik akrabaligin tanimlanmasi, genetik
cesitliligin hesaplanmasi ve genetik kimliklerin ortaya konulmasinda giiglii bir arag

olarak ortaya ¢ikmustir [60].

Monte — Corvo et al. (2000), tarafindan Portekizin 8 yerel armut ¢esidinin de bulundugu
toplam 25 armut ¢esidinde AFLP ve RAPD markorleriyle yaptiklari calismada gesitlerin
genetik akrabaliklarin1 degerlendirmistir (Sekil 2.1).
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Sekil 2.1. Genetik benzerlik matriks dendogrami [61]

Forte et al. (2002), yaptiklar1 ¢aligmalarda, kloroplastta bulunan matK geni markirlarina
gore Orta Asya yabani elmasi olan Malus sieversii’ nin kiiltiirii yapilan elmalara en
yakin tiir oldugunu belirlemislerdir. Bunun yaninda diger bir yabani elma tiirli olan
Malus sylvestris’in Malus sieversii ile yakin iliskili oldugunu ve Malus sylvestris’in
kiiltiirii yapilan elmalarin ortaya ¢ikisinda ikincil 6nemli grup oldugunu bildirmislerdir

[62].

Ashok et al. (2006), Kuzey Amerika’ nin 28 ticari armut ¢esidinin SSR markorleri ile
akrabaliklarini1 arastirdiklart calismasinda 7 armut ¢esidinin digerlerinden farkh

oldugunu tespit etmislerdir [63].

Coart et al. (2006), elma igerisindeki kloroplast varyasyonu ve kiiltiirii yapilan elma
(Malus domestica) ile Avrupa yabani elmasi (Malus sylvestris) arasindaki iliskileri
cpDNA markirlari ile arastirmiglardir. Malus domestica ile Malus sylvestris arasinda
bilinenden daha yakin bir iligki oldugu ve 8 kloroplast haplotipinin iki tiirde de var
oldugu belirlenmistir. Ote yandan Asya yabani elmasi olarak bilinen Malus sieversii ve
Malus domestica’ da yalnizca bir kloroplast haplotipi ortak olarak bulunmustur. Malus
cinsi igerisinde yliksek diizeyde cpDNA polimorfizmi bulunmus ve bu durum M.

domestica’nin orijininin karmasik oldugu seklinde yorumlanmustir. Ote yandan M.
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sylvestris olarak bilinen bazi1 genotiplerin aslinda M. sieversii ve M. domestica melezi

oldugu ortaya konulmustur [64].

Erdogan vd. (2007), yaptiklar1 ¢alismada Ankara ve ¢evresinde daha 6nceden se¢ilmis
39 ‘Ankara’ armudu klonu arasindaki genetik farkliliklar1 RAPD teknigi ile
arastirmistir. DNA miktar1 18.4 ng/ul ile 103.9 ng/ul arasinda degismistir. 25 adet
primerden (Operon) 2 tanesinde amplifikasyon zayif olmus digerleri ise agikga
okunabilen ve tekrarlanabilen bantlar vermistir. Fakat bu bantlar polimorfizim

gostermediginden ‘Ankara’ armudu klonlarinin genetik ayrimi yapilamamustir [65].

Bir yabani elma tirii olan Malus sieversii’ nin farkli boélgelerden toplanmis
genotiplerinde genetik iliski ¢aligmalar1 yapilmis ve gesit veya genotiplerin cografik
orijinleri ile genetik yapilar1 arasinda bir iliski oldugu bildirilmistir. Buna gore, ayni
cografik bolgede ortaya c¢ikan genotipler diger bolgelere has genotiplere gore
birbirlerine genetik olarak daha yakin bulunmaktadir [66].

Brini et al. (2008), Tunus’ un 25 yerel armut ¢esidi ve 6 Avrupa armut ¢esidi
arasinda genetik cesitlikleri arastirmislardir. 25 yerel armut ¢esitleri arasinda 12 farkh

parmak izi deseni tespit etmislerdir [67].

Richards et al. (2009), Kazakistan’ in sekiz farkli bolgesinden toplanmis olan toplam
949 adet Malus sieversii genotipinde genetik ¢esitliligi incelemislerdir. Genetik
cesitlilik bakimindan boélgeler arasinda 6nemli farkliliklar belirlenmis ve giineybati
bolgelerden alinan 6rneklerin kuzey bolgelerden alinanlara gore daha fazla varyasyon
gosterdigi tespit edilmistir. Bunun yaninda her bdlge icerisinde de onemli diizeyde
varyasyon saptanmistir. Arastirmacilar ayni populasyonda yapilan diger calismalarda
elma hastaliklarina karsi tepkilerin de belirlendigini ve toplama yapilan bolgeler

arasinda bu bakimdan da varyasyon oldugunu belirtmislerdir [68].

Volk et al. (2009), Kirgizistan orijinli ve Malus kirghisorum olarak bilinen tiire ait 49
elma genotipi ile Kazakistan orijinli M. siversii elmalarin1 genetik yapi1 olarak
karsilagtirmiglardir. Calismada Kirgizistan’ daki M. kirghisorum tiiriiniin bazi farkl

allleri tasidig1 ancak M. sieversii ile iligkili bir tiir olabilecegi lizeride durulmustur [69].
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Forsline et al. (2010), Kazakistan’ da 1989, 1993, 1995 ve 1996 yillarinda elma
genetik kaynaklar1 toplama ¢alismalar1 yapmislardir. Calismada cogunlukla tohum
ornekleri alinmis olmakla birlikte ayni miktarda as1 gozii seklinde de toplama
yapilmistir. Toplam 894 agagtan 12 bin civarinda tohum alinmig ve ABD’ ye
gotiriilmiistiir. Kazakistan’ dan toplanan elma genetik kaynaklar lizerinde ABD’ de
farkli arastirma kuruluslarinda, soguga dayaniklilik ve basta ates yanikligi (Erwinia
amylovora Burrill) ve karaleke (Venturia inaequalis (Cooke) Wint.) olmak tizere bir¢ok
hastaliga kars1 olan tepkileri belirlenmis ve bu konularda dayanikli ¢esit eldesi igin

olumlu sonuglar alinmistir [70].

Gasi et al. (2010), Bosna Hersek ve yabanci orijinli elma ¢esitlerinde morfolojik ve
molekiiler markirlarla akrabalik diizeylerini arastirmislar ve sonugta yerli ve yabanci

materyallerin belirgin olarak birbirinden farkli olduklarini1 bulmuslardir [71].

Pereira-Lorenzo et al. (2008), Kanarya adalarina 6zgii yerel elma cesitleri ile yabanci
orijinli ¢esitleri karsilastirmiglar ve sadece yerel ¢esitlere 6zgii bes adet allel oldugunu
saptamiglardir. Bu durum gen merkezi olmasa bile uzun yillar (Kanarya adalari i¢in
yaklagik 500 yil) yetistiricilik yapilan bolgelerde de o bdlgeye Ozgii degisimlerin

meydana geldigini ve oraya has genetik havuzun olustugunu géstermektedir [72].

Ulkemizde bulunan elma genetik kaynaklarinda varyasyon diizeyini belirlemek igin
peroksidaz markirlari ile g¢alismalar yapilmigtir [73]. Bu ¢alismada genetik kaynaklar
igerisinde kullanilan markirlar yoniinden yiiksek diizeyde bir varyasyonun oldugu tespit
edilmistir. Orijin bolgeleri ililkemizin birbirine yakin cografik alanlart olan ve
morfolojik 6zellikler yoniinden benzerlik gosteren genotipler genel olarak birbirine
yakin olarak konumlanmiglardir. Bu durum bu genotiplerin muhtemelen ayni genetik

ataya sahip olabilecegini gostermektedir.

Bayazit vd. (2011), yaptiklar1 ¢alismada Tiirkiye’ nin farkli bolgelerinden segilen 13
ayva cesidinde RAPD teknigini kullanarak genetik haritalama yapmustir. Kullandiklar
30 primerden 14 tanesi hi¢ polimorfizm gdstermedigi i¢in polimorfizm gdsteren 16
primer ile ¢aligmalarini siirdiirmiistiir. Genotipler arasinda 0.483 ile 0.925 arasinda

benzerlik gozlemlenmistir [74].
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Uzun vd. (2016), Tiirkiye’ deki elma gen kaynaklar arasindaki iligkiyi belirlemek i¢in
yaptiklar1 ISSR taramasinda 14 primerle ¢alismis, toplamda 111 band elde etmis ve
bunlardan 76 tanesini polimorfik olarak belirlemistir. Calismada primer basina diisen
polimorfizm oran1 5.4, ortalama polimorfizm bilgi igerigi ise 0.37 olarak kaydedilmistir.
Yapilan UPGMA analizi sonucunda tipler 0.79 ile 0.98 arasinda genetik benzerlik
gostermistir ve  UPGMA analizine dayanan dendrogramda ise birgok alt grup
belirlenmistir.  Yerel c¢esitler arasinda yiiksek seviyelerde genetik varyasyon
gbzlemlenmistir. Yabanci ¢esitlerden M.baccata, M. prunifolia ve M. sylvestris yerel
cesitler arasinda karigtk olarak kiimelendirilmis sekilde incelenmistir. Caligmada
Tiirkiye' nin elma genetik ¢esitliligi agisindan zengin oldugu ve bu tiirlerin elma 1slah

programlari igin firsatlar saglayabilecegi sonucuna varilmistir [75].

Bir bagka c¢alismada Pmnar vd. (2016), Tirkiye’ nin farkli bolgelerinden segtikleri 17
ayva c¢esidinde meyve karakterizasyonu ve SRAP teknigini kullanarak genetik
haritalama yapmistir. Meyve karakterizasyonunda ‘Bardacik’ en yiiksek meyve
agirhigina sahipken, titre edilebilir asit miktar1 oram1 ‘Osmancik’ ta gozlemlenmistir.
Meyve Ozelliklerinde cesitler arasi ciddi bir varyasyon tespit edilmistir. Molekiiler
analizlerde ise 23 SRAP primeri ile ¢alisilmis, toplamda 133 bant elde edilmis olup
bunlardan 67 tanesi polimorfiktir. Genetik benzerlik 0.78 ile 1.00 arasindadir. 2 gesit
(‘Sekergevrek’ ve ‘32S04”) diger ¢esitlere oranla genetik olarak daha farkli bulunmustur
[76].



3. BOLUM
MATERYAL VE METOT

Bu aragtirma, 2016 — 2017 yillarinda Erciyes Universitesi, Seyrani Ziraat Fakiiltesi
Arastirma Birimi Bahge Bitkileri Bolimii Doku Kiiltiirii ve Molekiiler Genetik
Laboratuvarlarinda yiirtitilmustiir.

3.1. Materyal

Bu c¢alismanin Dbitkisel materyalini ‘Dogal Ahlat (Pyrus elaeagrifolia Pall.)
Populasyonlarindaki Iri Meyveli Tiplerin Belirlenmesi, Molekiiler Karakterizasyonu,
Vejetatif Cogaltma Kapasiteleri ile Kurak-Yarikurak Alanlarda Kullanim Imkanlarmm
Belirlenmesi ve Muhafazas1’ arastirma projesi kapsaminda toplanan ahlat genotipleri

olusturmaktadir.

Toplamda 40 adet ahlat genotipi ile ¢alisma yiiriitillmiistiir (Sekil 3.1). Bu genotiplerin

illere gore dagilimi asagida yazilmis olup Cizelge 3.1° de verilmistir.

Sekil 3.1.Trkiye’ nin farkli bolgelerinden toplanan ahlat genotipleri



Cizelge 3.1. Arastirmada kullanilan ahlat genotipleri
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SIRA GENOTIP ALINDIGI iL ALINDIGI MEVKI

NO
1 KY2 Kayseri Talas-Basakpinar
2 KY8 Kayseri Talas-Basakpinar
3 KY14 Kayseri Talas-Basakpinar
4 KY15 Kayseri Tomarza-Giris
5 KY21 Kayseri Tomarza-incili K&yii
6 AD32 Adana Tufanbeyli-Ugevler
7 AD33 Adana Tufanbeyli-Ugevler
8 AD35 Adana Tufanbeyli-Fatma Kuyu
9 N37 Nevsehir Urgiip-Yesiloz
10 N38 Nevsehir Urgiip-Yesiloz
11 N40 Nevsehir Urgiip-Yesiloz
12 N41 Nevsehir Urgiip-Yesiloz
13 N42 Nevsehir Urgiip-Yesiloz
14 N44 Nevsehir Urgiip-Yesiloz
15 N45 Nevsehir Urgiip-Yesiloz
16 KY48 Kayseri Hacilar-Sesli
17 KM52 Kahramanmaras Goksun
18 KM53 Kahramanmaras Goksun
19 KM54 Kahramanmaras Goksun
20 KM55 Kahramanmaras Goksun
21 KM57 Kahramanmaras Goksun
22 AN59 Ankara Ayas
23 ANG4 Ankara Beypazari-Ahlatlik Gegidi
24 ANG7 Ankara Beypazari-Ahlatlik Gegidi
25 E70 Eskisehir Eskisehir-Saricakaya arasi
26 AKT73 Afyonkarahisar Bayat-Yiiregil arasi
27 AK76 Afyonkarahisar Bayat-Yiiregil arasi
28 AK79 Afyonkarahisar Afyon-Suhut arasi
29 D83 Denizli Cardak-Denizli arasi
30 D84 Denizli Merkez
31 us7 Usak Ulubey
32 189 Isparta Sarkikaraagac
33 KN92 Konya Hiiytik-Buduk mah.
34 KN95 Konya Konya-Beysehir arasi
35 KN97 Konya Konya-Beysehir arasi
36 KN100 Konya Merkez
37 IE2 Isparta Egirdir
38 IE4 Isparta Egirdir
39 IE5 Isparta Egirdir
40 IE13 Isparta Egirdir




21

3.2.Metot
3.2.1.Doku Kiiltiirii Calismasi
3.2.1.1.Besin ortaminin hazirlanmasi

Calismada Aygiin ve Dumanoglu (2015)’ in gelistirdikleri protokol uygulanmistir. 0.3
uM giberellik asit (GA3z) ile desteklenmis MS (Murashige&Skoog Medium -
Murashige, 1962) besi ortam1 kullanilmis olup; bu besi ortam1 30 g/l sukroz, 7.0 g/l agar
ve benzyladenine (BA; 9.0 uM), indole-3-aceticacid (IAA; 0.5 uM) ile desteklenmistir
[6]. Besin ortaminda kiiltiire alinan eksplantlarin bu islemden kisa siire sonra ortama
salgiladiklar1 fenolik maddelerin absorbsiyonu amaciyla 2 g/l toz aktif karbon ilavesi
yapilmugtir. Besin ortamlarinin pH’s1 agar eklenmeden ve otoklavlanmadan 6nce 5.7 ye
ayarlanmis ve sonrasinda otoklavda 121 °C’ de 20 dakika siireyle sterilize edilmigtir

(Sekil 3.2).

Sekil 3.2. Besi ortamlarinin hazirlanmasi

3.2.1.2.Eksplantlarin yiizey sterilizasyonu

Kiiltiire alinan genotiplerde siirglinler o yili siirmiis ve belli bir piskinlige ulasmis
olanlardan alinmistir. Laboratuvar ortamina getirilen siirgiinler yapraklarindan
ayrildiktan sonra yaklasik 3’ er goz igerecek sekilde kesilmis, oncelikle akan ¢esme
suyu altinda 5 dk yikanmistir, ardindan %0.1 fungusit iceren sulu ¢ozeltide 10 dk siire
ile bekletildikten sonra steril kabine alinmis, %70 etil alkole 1 dk muamele edilip steril

saf sudan gecirilmis, ardindan %10 ticari sodyum hipoklorit ¢dzeltisine % 0.1 Tween 20
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ilave edilmis, eksplantlar bu ¢ozelti ile 18 dk calkalanmis ve steril distile su ile 3 kez

durulanmustir (Sekil 3.3).

Sekil 3.3. Eksplantlarin yiizey sterilizasyonu

Yiizey sterilizasyonunun ardindan =1 cm uzunlugunda 1° er goz igerecek sekilde

yeniden kesilen eksplantlar BA, GA3z ve IAA ile desteklenmis 10 ml MS besin ortami

iceren kiiltiir kaplarina dikine kiiltiirlenmistir (Sekil 3.4).

Sekil 3.4. Eksplantlarin kiiltiir kaplarina dikilmesi
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Her bir genotipte 1 kiiltiir kabinda 3’ er eksplant olacak sekilde 30 eksplant tekerriirlii
olarak kiiltiire almmustir. i1k kiiltiirden 4 hafta sonra gdzlerden siiren siirgiin uzunlugu 1
cm’ yi gegtiginde eksplantlar 9.0 uM BA ve 0.3 uM GAj ile desteklenen alt kiiltiir MS

ortamina aktarilmistir [6]. Eksplantlarin siirgiin gelistirme oranlar1 kaydedilmistir.
3.2.1.3.Kiiltiir ortaminin sartlari

Iklim kabininin 15181 35 umol/mz/s (yaklasik 3200 lix) 1sik yogunlugunda, ortam
sicaklig1 24+1 °C olacak sekilde ayarlanmis ve fotoperyot (zamanlayict yardimiyla 16/8
saat 151k/karanlik) uygulanmistir (Sekil 3.5).

Sekil 3.5.1klimdendirme dolabinda gézlemlenen kiiltiire alinmis doku pargalari

3.2.2. Molekiiler Calismalar
3.2.2.1. DNA izolasyonu

Arastirmada ¢alisilan 40 ahlat genotipinin DNA izolasyonu ig¢in bitkilerin hastalik ve
zararlilardan ari, yeni agmakta olan genc¢ siirgiin yapraklari kullanilmistir. Bitkiden
alinan yapraklar laboratuvara getirildikten sonra izolasyon islemi modifiye edilmis
CTAB protokoliine [77] gore yapilirken, DNA kalite ve miktar 6l¢timleri %1’ lik agaroz
jelde yiritilerek yapilmistir. DNA 6rnekleri analizler yapilincaya kadar —20 °C’ de

muhafaza edilmistir.
DNA izolasyonunda kullanilan tampon ¢ozeltinin icerigi gosterilmistir.

DNA izolasyon protokoli;

e 62°C’ de su banyosunu dnceden hazirlanir.
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Taze yapraklar (0.2 gr) 0.6 ml ekstraksiyon ¢6zeltisi (Cizelge 3.2) igerisinde
ezilmistir.

62 °C’ de 30 - 60 dakika boyunca inkubasyon yapilir, 6rnekler arasira ters-diiz
edilir.

300 ul chloroform: octanol (24 : 1) ¢ozeltisi ilave edilir ve yavasga ters-diiz
yapilarak karigtirilir (100 defa).

14000 rpm.’ de 5 dk santrifiij edilir.

Sulu kismu pipetle ¢ekilerek baska steril 1,5 ml’ lik bir tiipe aktarilir.

500 ul chloroform: octanol (24:1) ¢ozeltisi ilave edilir ve yavasca ters-diiz
yapilarak karigtirilir (100 defa).

14000 rpm.’ de 5 dk santrifiij edilir.

2. kez 500 ul chloroform: octanol (24:1) ¢ozeltisi ilave edilir ve yavasca ters-diiz
yapilarak karistirilir (100 defa).

14000 rpm.’ de 5 dk santrifiij edilir.

Ust faz pipetle cekilerek baska steril 1,5 ml” lik bir tiipe aktarilr.

Uzerine toplam hacmin 2/3 ii kadar (550 ul) soguk isopropanol ilave edilir
(beyaz ¢okelek halinde DNA + diger organik bilesikler gozle goriilebilir). 30 dk
veya daha fazla siire ile —20 °C’de bekletilir.

14000 devirde 2 dk santrifiij edilir ve s1vi kismi uzaklastirilir.

Elde edilen pelletin iizerine 500 ul yikama ¢ozeltisi (% 76 etanol ve 10 mM
NH4Ac (amonyum asetat)) ilave edilir ve oda sicakliginda 10 dk bekletilir.
14000 rpm’ de 3 dk santrifiij yapilir ve stvi kisim uzaklastirilir.

Beyaz ¢okelek tamamen kuruyuncaya kadar ¢eker ocakta bekletilir.

Beyaz cokelti lizerine 300 ul TE (10 mM Tris, 0,1 mM EDTA, pH 7.,4) ilave
edilir.

Cokelti tamamen ¢oziinene kadar oda sicakliginda gece boyunca veya 65 °C de
60 dk boyunca bekletilir.

10 ug/ml son konsantrasyon olacak sekilde RNAse ilave edilir ve 37 °C” de 30
dk inkube edilir.

200 ul TE ve 15 ul amonyum asetat (10 mM, pH 7,7) ilave edilir. Son olarak
cozelti iizerine 2 hacim kadar soguk etanol ilave edildikten sonra 20 dk siire ile

veya gece boyunca —20 °C’ de bekletilir.
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e 14000 rpm.” de 3 dk santrifiij yapilir ve sulu kismi dikkatlice doktiikten sonra

oda kosullarinda ¢okelti iyice kurutulur.
e Uygun miktarda TE (10 mM Tris, 0.1 mM EDTA, pH 7.4) ilave edilir (100-
200ul) [77].

Sekil 3.6. DNA izolasyonu

Cizelge 3.2. DNA Ekstraksiyon Cozeltisi

Kimyasal Oran
CTAB % 2
EDTA 20Mm
Tris-Cl 100Mm
NaCl 1.4M
Mercaptoethanol %0.2

3.2.2.2.PCR optimizasyonu

ISSR primerleri i¢in Uzun vd. (2009)’ nin kullandigr PCR yontemi optimize edilerek
kullanilmigtir [78]. Cizelge 3.3’ te her primer i¢in optimize edilmis dd.H,O, Buffer,
MgCl,, dNTP, primer, DNA Taq Polimeraz ve DNA miktarlar1 ve Cizelge 3.4’ te dongii

programlari verilmistir.
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Cizelge 3.3. PCR Mix Konsantrasyonlari

DNA Buffer MgCl, dNTP Tag Su Tp.Hacim
20ng/ 10xpul  50mM 100m 05 uL pL
ul M U
ISSR 2ul  1,5pu  1,5pu 0,33 02 797 15
Cizelge 3.4. PCR Dongili Programi
Sicakhk Siire Aciklama
94 °C 3 dk-1 dongii On denatiirasyon
94 °C 1 dk-35 dongii Denatiirasyon
53°C 50 dk-35 dongii Baglanma
72°C 2 dk-35 dongii-2 tekrar Uzama
72°C 7 dk-1 dongii Son uzama
4°C 4 Bekleme

PCR c¢aligmalarindan elde edilen PCR iiriinlerine 3 pl yiikleme buffer: (20 ml gliserol
(% 40), 30 ml steril su, 0.05 g bromofenolblue) eklenerek elde edilen karigim % 2’ lik

agaroz jele yiiklenerek 110 V elektrik akimi altinda 3 saat siireyle kosturulmustur.

Agaroz jelin hazirlanmasinda 1X TAE buffer1 kullanilmis ve igerisine 25 pl (0.5 mg/ml)

ethidiumbromide ¢ozeltisi eklenmistir. Her elektroforez isleminde 100 bp DNA Ladder

standart olarak yiliklenmistir. Elektroforez isleminden sonra jeller bilgisayara bagli olan

jel gorlintileme cihazina alinarak UV altinda jel goriintiileri bilgisayara kaydedilmis,

polimorfik bantlar olup olmadigina bakilmistir (Sekil 3.7).

Sekil 3.7. PCR, Goriintiilleme cihazi
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3.2.2.3. ISSR lokuslarina ait primerler

Calismada izolasyonu yapilan DNA’ lar genetik benzerlik ve farkliliklarmin tespit
edilmesi amaciyla Cizelge 3.5 te verilen ISSR markorleriyle taranmistir. Arastirmada
20 adet ISSR primeri test edilmis ve bu primerlerden polimorfik ve skorlamasi kolay
olan 13 ISSR primeri bu ¢alisma igin se¢ilmistir.

Cizelge 3.5. ISSR Primerleri

Primer adi Primer ac¢ilim 5' -3'
1 (AG)sT AGAGAGAGAGAGAGAGT
2 (VHVGTG), HVVGTGTGTGTGTGTGTG
3 (AG)YC AGAGAGAGAGAGAGYC
4 (CT)sTG CTCTCTCTCTCTCTCTTG
5 (HVHCA),T HVHCACACACACACACAT
6 BDB(CA),C BDBCACACACACACACAC
7 (AGC)G AGCAGCAGCAGCAGCAGCG
8 (TCC)sRY TCCTCCTCCTCCTCCRY
9  (GA)YG GAGAGAGAGAGAGAGAYG
10 (DBDACA), DBDACACACACACACACA
11  (CAC)s CACCACCACCACCAC
12 (GAA) GAAGAAGAAGAAGAAGAA
13 (CA)sAC CACACACACACAAC

3.2.2.4 Verilerin degerlendirilmesi

Yapilan molekiiler analizler sonucunda elde edilen jel goriintiileri degerlendirilmis ve
tim primerlerin bantlarini igeren bir tabloya skorlamalar sonucu elde edilen baz cifti
birimindeki bant biiytikliikleri yazilmigtir. DNA bant varligi durumunda (1), yoklugu
durumunda (0) degerleri verilerek ikili (binary) matriks dendogram tablosu veri dosyasi
hazirlanmigtir. Elde edilen verilerin analizi i¢in NTSYS (Numerical Taxonomy
Multivariate Analysis System) 2.1 bilgisayar paket programi kullanilmig, Rohlf [79]
metoduna gore elde edilen benzerlik matrisinin UPGMA (Unweigted Pair Group
Method Arithmetic Average) gruplandirmasi ile genetik iliskinin seviyesi belirlenmistir.

Benzerlik indeksleri Dice [80] e gére hesaplanmustir.



3.2.2.5.Primerlerin polimorfizm oranlarimin saptanmasi

Primerlerin polimorfizm oranlari belirlenirken asagida yer alan formiil uygulanmistir.

Polimortfik bant sayis1
Polimorfizm orani1 = x 100
Toplam bant sayis1

28
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4. BOLUM

ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1.Doku Kiiltiirii Calismalar:

Belli aga¢ ve meyve ozellikleri dikkate alinarak Tiirkiye’ nin farkli bircok bdlgesinden
secilip toplanan 40 farkli Pyrus elaeagrifolia L. bitkisinin ilkbahar siirgiinleri in vitro
¢ogaltim i¢in en basarili metot olan Aygiin ve Dumanoglu (2015)’ e gére MS ortamina
transfer edilmistir [6]. Arastirma sonucunda incelenen tiim o&zelliklerle genotipler
arasinda Onemli farkliliklar belirlenmistir. Kiiltiire alma islemini takiben 4 hafta
sonunda siirgiin gelisimi gosteren ve gdstermeyen genotipler belirlenmis, mikrogogaltim
etkinligi Cizelge 4.1’ de verilmistir. Bulgulara gore 40 ahlat genotipinden 20 tanesinde
stirgiin gelisimi  gozlemlenmistir (Cizelge 4.1). Genotiplerin siirglin  olusturma
potansiyelleri %3.3 ile %16.6 arasinda degismektedir ve en yiiksek siirgiin gelisim orani
%16.6 oranla Nevsehir’ den alman N37 numarali genotip ile Kahramanmarag’ tan
alinan KM53 numarali genotiptedir. Oysa Aygiin ve Dumanoglu (2015), yaptiklar
caligmada P. eleagrifolia Pall.’” da baslangi¢ kiiltiiriinde stirgiin ¢ogalmasi oranini
yiiksek seviyelerde (>80%) 9.0 uM BA ve 0.5 uM IAA ile desteklenmis MS besi
ortaminda gozlemlemistir. Alt kiiltiirlerde ise en yiiksek basariy1 4.5 uM ve 9.0 uM BA
ile desteklenmis besi ortamlarinda saglamistir [6]. Boudabous et al. (2013) ise Malus
domestica L. kiiltiir ¢cesidi Douce de Djerba’ da mikrogogaltim ¢alismalarinda nodal
eksplantlarda BAP (1.0 mg.L™") ve IBA (0.1 mg.L™") ile desteklenmis temel MS besi
ortaminda yiiksek oranda siirgiin olusumu (85%) ve farklilasma gézlemlemis, in vitro
¢ogaltilmis mikro siirgiinleri en yiiksek ¢ogalma oranmi gosteren BAP (1.0 mg.L™") ve
IBA (0.1 mg.L™") ile desteklenen ortama aktarmis, kardeslenme hizlica
gerceklestirilmistir [55]. Yine aymi sekilde bir bagka Pyrus tiirli olan Pyrus pyrifolia’ da
Thakur et al. (2008), mikrocogaltimda eksplant kurulusunu ve siirgiin olusumunu
incelemis, ¢alisma sonucunda kis mevsimi boyunca dahi yiiksek oranda siirgiin olusumu

gozlemlenmis (77.88%), bu oran bahar mevsimi boyunca da yaklasik olarak ayni
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kalmistir [52]. Pyrus elaeagrifolia Pall.’in (ahlat) “Ahlat 1” (boz ahlat) ve “Ahlat 2 (ak
ahlat) tipleri ile Pyrus communis L.’ nin “Ankara” armudu ¢esidinden yesil geliklerin
koklenmesi ve stirmesi tizerine IBA ve Putrescine’ in etkileri arastirilirken siirme orani,
koklenen ve siiren ¢elik orani, koklenme orani Ahlat 1° de sirasiyla %0.0, %0.0 ve
%11.4; Ahlat 2° de %32.4, %32.4 ve %43.8 olarak belirlenmistir, siirme-koklenme
oranlarinin diisilk oldugu goriilmektedir [50]. Bir baska c¢alismada ise Aygiin ve
Dumanoglu (2006), ‘Bazi Ayva (Cydonia oblonga Mill.) Genotiplerinde Yaprak
Disklerinden Siirgiin Organogenesisi’ uyarmaya calisirken bitkisel materyal olarak, 8
farkl1 ayva genotipi kullanmis ve uygulamalari sonucunda siirgiin olusturma orani
Quince A’ da %80.0, S.0. 39-200° de %56.7, S.0. 18-82° de %17.5, S.0. 58-315" de
%37.5, Esme’ de %36.7, Limon’ da %40.0 ve Cukurgobek’ te %43.3 olarak
belirlemistir. Ortalama siirgiin sayis1 genotiplere gore oldukga farklilik gostermektedir
[19]. Farkli ahlat genotiplerinde mikrogogaltim etkinligini belirlemek amagli yapilan bu
calismada da genotiplerin siirgiin olusturma oranlar1 disiik ve in vitro tepkileri
birbirinden farklidir. Bu farkliligin genetik farkliliktan ve agacin kendiliginden olusup

gelisme gosterdigi alanin sartlarindan kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir.

Cizelge 4.1. Farkli bolgelerden secilen 40 adet ahlat genotipinin mikrogogaltim

etkinligi(%)

GN Siirgiin GN Siirgiin GN Siirgiin GN Siirgiin

Gelisimi Gelisimi Gelisimi Gelisimi

(%) (%) (%) (%)
KY2 0,00 N40 10,00 KM57 3,30 us7 0,00
KY8 0,00 N41 10,00 AN59 0,00 189 0,00
KY14 0,00 N42 13,30 AN64 0,00 KN92 0,00
KY19 6,60 N44 6,60 AN67 0,00 KN95 3,30
KY21 0,00 N45 10,00 E70 0,00 KN97 0,00
AD32 3,30 KY48 10,00 AK73 0,00 KN100 0,00
AD33 3,30 KM52 6,60 AK76 0,00 IE2 13,30
AD35 0,00 KM53 16,60 AK79 0,00 IE4 0,00
N37 16,60 KM54 13,30 D83 0,00 IES 0,00
N38 6,60 KM55 10,00 D84 3,30 IE13 3,30
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W Surglin Gelisimi(%)

Sekil 4.1. Farkli bolgelerden segilen 40 adet ahlat genotipinin mikrogogaltim

etkinligi(%)

Sekil 4.2. Siirgiin gelisimi gosteren genotipler
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4.2. Molekiiler Calismalar
4.2.1. ISSR Markir Analizi

ISSR primerleri kullanilarak genotiplerin akrabalik iliskilerini belirlemek amaciyla
yapilan molekiiler ¢aligmadan elde edilen goriintiilerden bazilar1 genotiplerin Cizelge

3.1° de verilen sira numaralari ile birlikte Sekil 4.3, Sekil 4.4 ve Sekil 4.5’ te verilmistir.

N ' ol ' v ——
> 5% %S D BE BB BIDBEIEEE - - -

|
1 2 345676 801taz1d14 1546 1718 192021 22 2324

T s e ———————

Sekil 4.3. (VHVGTG); ISSR primerinin sdz konusu genotiplerdeki jel goriintiisii
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4 4 « B4 3803
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Sekil 4.4. (AGC)sG ISSR primerinin s6z konusu genotiplerdeki jel goriintiisii
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Sekil 4.5. (AG)sT ISSR primerinin s6z konusu genotiplerdeki jel goriintiisii

Calismada ele alinan genotiplerin birbirleriyle olan akrabalik iliskilerini belirlemek
amactyla yapilan ISSR c¢alismalarinda toplam 13 primer kullamilmistir. Caligmada
kullanilan primerlerden elde edilen polimorfik bant uzunlugu araliklar1 100 b¢ (AG)sT
ile 1300 b¢ (TCC)sRY arasinda degisiklik gostermistir. Primerlerden toplam 76 bant
elde edilirken, primer basina diisen ortalama bant sayist 5.8 olmustur. Elde edilen
bantlarin 62 adedi polimorfik olarak saptanmis, polimorfik bantlarin primer basma
diisen ortalamasi 4.7 olarak hesaplanmistir. Calismada kullanilan ISSR primerlerinden 7
tanesinde (CTsTG, AGCsG, CACs, GAAs CAAC, GAsYG ve TCCsRY) polimorfizm
orani %100’ e ulasirken, en diisik polimorfizm orami %25 degeri ile BDBCA;C
primerinde goriilmiistiir. Diger primerlerden elde edilen oranlar bu degerler arasinda
degismistir (Cizelge 4.2). Erdogan ve ark., (2007) yaptiklar1 ¢aligmada Ankara ve
cevresinde daha Onceden segilmis 39 ‘Ankara Armudu’ klonu arasindaki genetik
farkliliklar1 RAPD teknigi ile arastirmistir. 25 adet primerden (Operon) 2 tanesinde
amplifikasyon zayif olmus digerleri ise agikga okunabilen ve tekrarlanabilen bantlar
vermistir. Fakat bu bantlar polimorfizim gostermediginden ‘Ankara’ armudu klonlarinin

genetik ayrimi yapilamamaistir.
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Cizelge 4.2. ISSR primerlerinin amplifikasyonu sonucu elde edilen bant uzunluklari
(BU), toplam bant sayisi (TBS), polimorfik bant sayist1 (PBS) ve
polimorfizm oranlari1 (PO)

Primer Adi BU TBS PBS PO (%)
(AG)sT 100-400 9 5 55.5
(VHVGTG), 110-500 10 8 80.0
(AG);YC 300-850 7 5 714
(CT)sTG 400-900 4 4 100.0
(HVHCA);T 650-1100 5 3 60.0
BDBCA;C 700-1250 4 1 25.0
(AGC)sG 300-1100 5 5 100.0
(TCC)RY 350-1300 7 7 100.0
(GA)YG 300-1100 6 6 100.0
(DBDACA), 300-1100 7 6 85.7
(CAC)s 350-1000 4 4 100.0
(GAA)s 400-1250 5 5 100.0
CAGAC 550-1100 3 3 100.0
Ortalama - 5.8 4.7 82.8

Toplam - 76 62




4.2.2. ISSR Soyagaci ve Matrix Plot (3D Plot) Analizleri
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Sekil 4.8. Farkli bolgelerden secilen 40 adet ahlat genotipinde akrabalik iliskilerini
gosteren temel bilesenler analizi (matrix plot (3D plot) goriiniimii)

Calismada kullanilan 40 adet ahlat genotipi ile 13 adet ISSR primer ile elde edilen
dendogram Sekil 15° te verilmistir. Elde edilen dendograma goére genotipler arasindaki
genetik benzerlik 0.75-0.98 arasinda degismistir. Yapilan UPGMA analizine gore 2 ana
grup elde edilmis ve grup 1° de AN64 nolu genotip yer alirken grup 2’ de diger 39
genotip yer almistir. Genotipler arasinda en uzak genotip 0.75 benzerlik oraniyla AN64
nolu genotip olurken, birbirine en yakin genotipler N40 ve N41 nolu genotipler
olmustur. S6z konusu genotipler Nevsehir ilinden ayn1 bolgeden segilen genotipler iken,
AN46 nolu genotip ise Ankara ili Beypazari-Ahlatlik Gecgidi’ nden secilmistir.
Dendogram genel olarak incelendiginde ahlat genotipleri bolgelere gore ayrilmig
gorinmektedir. Diger taraftan ayni bolgeden secilen bazi genotipler ayri gruplarda yer
almis olup bunun nedeni genetik farklilik olabilecegi gibi kullanilan markir sistemi ile

elde edilen band sayis1 olabilir.

Farkli bolgelerden segilen 40 adet ahlat genotipinin genetik benzerlikleri ile
mikrocogaltim etkinligi arasindaki iliski dendogram iizerindeki dagilama gore
incelendiginde; KY19 ve AD33 ayni1 grupta yer almis, N40, N45, N42, N44, N38 nolu
genotipler hem mikrogogaltim etkinligi yiiksek genotipler hem de genetik olarak
birbirine yakin genotipler olarak belirlenmistir. Diger taraftan KM52, KMS57 nolu
genotipler mikro cogaltim etkinligi yiiksek genotipler olup aym1 zamanda genetik
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benzerlik oranlari birbirine yakin ¢ikmigtir. D83 ve D84 nolu genotipler ile KM53,
KM54, KMS55, IE13 nolu genotipler ayni grupta yer alirken, yine s6z konusu
genotiplerin mikro ¢ogaltim etkinlikleri yiiksek bulunmustur (Sekil 4.6, 4.7, 4.8). Brini
et al. (2008), Tunus’ un 25 yerel armut ¢esidi ve 6 avrupa armut ¢esidi arasinda genetik
cesitlikleri arastirmislardir. 25 yerel armut gesitleri arasinda 12 farkli parmak izi deseni
tespit etmislerdir [67]. Richards et al. (2009), Kazakistan’ 1 sekiz farkli bolgesinden
toplanmis olan toplam 949 adet Malus sieversii genotipinde genetik c¢esitliligi
incelemislerdir. Genetik c¢esitlilik bakimindan bolgeler arasinda 6nemli farkliliklar
belirlenmis ve gilineybat1 bolgelerden alinan 6rneklerin kuzey bolgelerden alinanlara
gore daha fazla varyasyon gosterdigi tespit edilmistir. Bunun yaninda her bolge
igerisinde de dnemli diizeyde varyasyon saptanmustir [68]. Ulkemizde bulunan elma
genetik kaynaklarinda varyasyon diizeyini belirlemek icin peroksidaz markirlar ile
calismalar yapilmistir [73]. Bu c¢alismada genetik kaynaklar igerisinde kullanilan
markirlar yoniinden yiiksek diizeyde bir varyasyonun oldugu tespit edilmistir. Orijin
bolgeleri lilkemizin birbirine yakin cografik alanlar1 olan ve morfolojik 6zellikler
yoniinden benzerlik gosteren genotipler genel olarak birbirine yakin olarak
konumlanmiglardir ve bu durum bu genotiplerin muhtemelen ayni genetik ataya sahip
olabilecegini gostermektedir. ISSR primer sistemiyle elde edilen dendogram ile mikro
cogaltim etkinligi karsilastirildiginda bir iliskinin oldugu goriilmekte ve elde edilen

bulgular mikro ¢ogaltim etkinligine genotipin etkisinin oldugu tezini desteklemektedir.



5. BOLUM

SONUCLAR VE ONERILER

Bu c¢alisma Tirkiye’ nin farkli bolgelerinden toplanan kloroz, kuraklik gibi stres
kosullarina, asir1 kis soguklarina dayanikli, elverigsiz kosullara ¢ok iyi uyum saglamis
bir tiir olan ahlat genotiplerinin gesit degistirme asilarinda ana¢ olarak veya kurak
kosullarda kirsal alanlarda agaclandirma amacli kulanilabilmesi i¢in klonal ¢ogaltima
uygun tiplerin belirlenmesi amaciyla fidanlik kosullarinda gereksinim duyulan uzun
iretim siirecini kisaltacak In vitro c¢ogaltim etkinlikleri ve s6z konusu genotiplerin

akrabalik iligkileri incelenmistir.

Aragtirmada 40 adet ahlat genotipinin, 2016 yilinda alinan taze siirgiinleri aseptik
sartlarda kiltiire alinmustir. Sonug olarak bu 40 genotipin 20 tanesinde %3.3 ile %16.6
arasinda degisen oranlarda siirgiin gelisimi gozlemlenmistir ve en yiiksek siirgiin
gelisim oran1 %16.6 oranla Nevsehir’ den alinan N37 numarali genotip ile
Kahramanmarag’ tan alinan KMS53 numarali genotip olarak belirlenmistir. Elde edilen
diigiik siirglin gelisimi oranlar1 ahlatin zor ¢ogaltilan bir tiir oldugunu géstermistir. Ahlat
mikrosiirgiinlerinde daha iyi bir sonug alinmasi i¢in ortam sartlarinin optimize edilmesi

ve buna bagli olarak ¢calismalarin devam ettirilmesi 6nerilmektedir.

Calisma kapsaminda molekiiler tanimlama yontemlerinden ISSR markor teknikleri
kullanilarak ahlat genotiplerinin genetik olarak parmak izleri ¢ikarilmis ve genetik
benzerlik oranlar: belirlenmis, elde edilen rakamsal ve grafiksel veriler yardimi ile
genotipler arasindaki iliski degerlendirilmistir. Calismada, ele aliman ahlat
genotiplerinin ISSR teknikleri ile tanimlanmalarinda kullanilacak polimorfizm orani
yiiksek primerler belirlenmistir. Calismada kullanilan 20 adet ISSR primeri ile 6n
tarama islemi gergeklestirilmis ve tarama ¢alismasi sonucunda bu primerler i¢erisinden

13 tanesinin polimorfizm seviyeleri bakimindan uygun sonuglar verdigi bulunmustur.
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Yapilan ¢aligmada kullanilan ISSR tekniginin basarili bir sekilde yiiriitiildigii, sonraki

caligmalarda bu teknigin kullanilabilecegi sonucuna varilmastir.

ISSR tekniginde en yiiksek polimorfizm orani1 % 100 elde edilirken; toplam 76 adet

bandin, 62 tanesinin polimorfik oldugu belirlenmistir.

ISSR analizlerine gore benzerlik indeksi bakimindan en yiiksek genetik benzerlik N40
ve N41 genotipleri arasinda bulunurken, bunu sirasiyla KY8, KY14 ve N42 genotipleri
izlemistir. En uzak genetik benzerlige sahip genotip AN64 nolu genotip olarak

saptanmustir.

Olusturulan dendrogram sonucunda belirli gruplarda yer alan bireylerin kendi i¢lerinde,
doku kiiltiiri ¢alismasinda incelenen 6zellikler agisindan daha yiiksek benzerlik oranina

sahip oldugu ve bu nedenle akrabalik iliskilerinin daha yiiksek oldugu sdylenebilir.

Meyve ve g¢igeklerinin insan sagligi i¢in sagladigi yarar, bahge kiiltiirleri agisindan
degerlendirildiginde baz1 yumusak ¢ekirdekli meyve tiirleri i¢in anag¢ olarak kullanilma
potansiyeli ayrica agag sekli, rengi ve diger morfolojik 6zelliklerinden dolayi siis bitkisi
olarak peyzajda genis bir kullanim alanina sahip olmasi, kiiresel iklim degisikligi ile
ozellikle kurak kosullara adapte olmus tiirlerin 6neminin bir kat daha artmasi ve ahlatin
da bu noktada iilkemizde 6zellikle kurak kosullara ¢ok iyi adapte olmus bir genetik
materyal olmasi, bu materyallerin genetik varyasyon diizeyinin ve bunlarin populasyon
yapisinin belirlenmesi ile muhtemel orijin gruplarinin ortaya konulmasi ve bunlar
arasinda vejetatif olarak daha kolay c¢ogaltilabilen tiplerin belirlenmesi, bu genetik
kaynaklarin yonetimi, kullanimi ve muhafazas1 agisindan ¢ok dnemlidir ve yapilacak

sonraki caligmalara kaynak teskil edecek bir veri tabani olusturmaktadir.

Bu ¢alismanin materyallerini i¢eren ahlat gen havuzunun ciddi bir genetik cesitlilik
barmdirdig1 yapilan bu ¢alismayla ortaya konmus ve vejetatif ¢ogaltimda basarili sonug

gosterebilecek genotipler ve bu genotiplerin lokasyonlar1 belirlenmistir.
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