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Ozet: Bu calisma, S4 kademesindeki 83 adet cerezlik kabak (Cucurbita pepo L.) genotipinde SSR
markorleri ile genetik gesitlilik analizleri gergeklestirilmistir. Calisma kapsaminda ifadelene genomik
lokuslardan gelistirilmis olan 31 adet EST-SSR markord kullanilmis olup toplamda 107 tanesi (% 87.70)
polimorfik olan toplam 122 adet bant elde edilmistir. SSR alelleri var/yok (1/0) seklinde skorlanmis
olup veri dosyasi DARwin programinda genetik cesitlilik analizlerine tabi tutulmus, cerezlik kabak
genotipleri arasindaki molekiiler genetik iliskileri gosteren neighbor joining (NJ) dendrogrami
cizilmistir. Dendogram cerezlik kabak genotiplerinin {i¢ grupta toplandigini gostermektedir. Calisma
kapsaminda kullanilan markorlerin en yiiksek PIC degeri 0.42 olarak bulunmustur. Uzakhk matrisi ve
NJ dendrogrami arasindaki korelasyon, Mantel testi sonucu ile ortaya konmustur (r = 0.99). Molekiiler
genetik verilere dayanarak calisilan koleksiyonda hesaplanan genetik iliskiler molekiler 1slah
programlarinda 6nemli fayda saglayacaktir.

Anahtar sozciikler: Cerezlik Kabak, Molekiler Karakterizasyon, SSR markorleri.

Characterization of Edible Seed Pumpkin (Cucurbita pepo L.) Lines by SSR
(Simple Sequence Repeat) Markers

Abstract: The present work involves the molecular characterization of a collection of 83 well-
established edible seed pumpkin (Cucurbita pepo L.) lines in the prospective S4 stage. Molecular
genetic diversity among the pumpkin genotypes was determined by SSR markers. 31 EST- SSR markers
yielded a total of 122 amplified DNA fragments. Out of the 122 SSR alleles, 107 (87.70%) were
polymorphic and were used to measure the degree of genetic diversity among pumpkin accessions.
The DARwin software was used to generate a Dice coefficient dissimilarity matrix which was then
used to construct an unweighted neighbor joining dendrogram of the accessions. Neighbor joining
dendrogram demonstrated that the germplasm collection was clustered into three main groups. The
highest PIC value calculated for the marker set was 0.42. According to the Mantel test results,
correlation of the dissimilarity matrix and the dendrogram was 0.99, indicating a very strong degree of
correlation. Genetic relationships within the population inferred based on molecular genetic data will
provide valuable information to breeders for future breeding programs.
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GiRiS

Kabakgiller (Cucurbitaceae); Cucurbita maxima, Cucurbita moschata ve Cucurbita
pepo gibi tirleri blinyesinde barindiran Diinya’da ve Tirkiye’de ekonomik degeri yiksek
olan bitki turlerini igerir. Cucurbita pepo L., Cucurbitaceae familyasi iginde ekonomik degeri
ve genetik cesitliligi yiiksek olan énemli bir tiirdiir (Robinson ve ark., 1976). Ulkemizde
cerezlik tiiketim amacli yetistirilmekte olan ¢ekirdek kabaklari, cogunlukla Cucurbita pepo L.
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tlrd icerisinde bulunmaktadir (Seymen ve ark., 2012; Tiirkmen ve ark., 2015; Yavuz ve ark.,
2015a; Yavuz ve ark., 2015b).

Diinya’da 2.004.058,00 ha alanda 25.196.723,00 ton kabak tretilmektedir. Turkiye
de 22.300,00 ha alanda 393.530,00 ton kabak Gretilmektedir. Tirkiye cerezlik kabak Gretimi
552.648 dekar alanda 36.331 tondur (TUIK, 2014).

Tirkiye’'nin i¢ bolgelerinde kabak yetistiricilig§inde daha ¢ok yemeklik ya da bal
kabagi yerine gerezlik kabak tercih edilmektedir. Bunun sebepleri arasinda; yemeklik kabak
yetistiriciliginde ylUksek verim igin sulamanin zorunlu olmasi, hasadin sik yapilmasi, hasat
edilen meyvelerin muhafaza sirelerinin kisa olmasi gibi nedenler yer almaktadir. Ayrica
cekirdek kabak yetistiriciligi kira¢ kosullarda dahi yapilabilmektedir. Bu noktada cerezlik
kabak yetistiriciliginin en dnemli eksikliklerinden birisi ortaya ¢ikmaktadir. Ulkemizde tescilli
yapilmis gerezlik kabak gesitlerinin yetersizligi lreticileri zor duruma sokmaktadir. Piyasada
tescilli c¢esitlerin bulunmamasi Ureticilerin tohum temininde sikinti yasamasina ya da
tohumluk olarak sadece bir lokasyonda kullanilan tohumun bagka bir bélgede yeter verim
diizeyine ulasmamasi gibi sorunlar ortaya ¢iktig1 goriilmektedir (Seymen ve ark., 2013; Can
ve ark., 2014; Seymen ve ark., 2016)

Hizla artan dinya nifusunun besin ihtiyacini karsilamaya yonelik yeni cesitlerin
gelistiriimesinde biyoteknolojik uygulamalar bitki islahi agisindan son derece 6nemli bir
konu haline gelmistir. Bitki turlerindeki genetik varyasyonun daralmasindan dolayi gerekli
varyasyonun kdy poplilasyonlarindan, tescilli cesitlerden ve yabani akrabalarindan
saglanarak, uygun genlerin biyoteknolojik uygulamalar ile kiltir cesitlerine aktariimasi
gerekmektedir. Klasik bitki i1slahiyla bu genlerin aktarilmasinda zaman, emek, isgiict gibi
bircok problemle karsilasiimaktadir. Bitki biyoteknolojisi; cesitli doku kultlri ve genetik
mihendisligi tekniklerini kullanarak bitkilerin molekiiler seviyede iyilestiriimesinde
kullanilan 6nemli araglara sahiptir. Cok uzun vyillar sirebilen bitki islahi ¢alismalarini
kisaltmanin en 6nemli yollarindan biri molekiler yontemler ile olabilmektedir (OH, 1972).

Molekiler biyoloji alanindaki gelismelerin sagladigi olanaklar sayesinde turler,
cesitler ve hatta hatlar arasindaki benzerlik oranlari ve diizeyleri gesitli markor sistemleriyle
oldukga kolay tespit edilebilir duruma gelmistir. Islah galismalarinda morfolojik belirtegler
yerlerini daha gilivenilir sonuglar veren molekiiler markérlere birakmistir.

SSR (Simple Sequence Repeat) markarleri, 6karyatik genomlar icin mikemmel bir
polimorfizm kaynagidir. Genomda en siklikla rastlanan markor tiplerinden biridir. Genomda
dizilerin nerede bulundugu ve ne kadar tekrarlandig tiirden tire farklihk géstermektedir ve
bu farkhhiga goére SSR primerleri gelistirilmistir (Devran, 2003). SSR veya mikrosatelit
markérleri, popilasyon analizi icin en énemli markorler arasinda olup ve bitkilerde gen
havuzu genotiplenmesi, genetik baglanti ve iliskilendirme haritalamasi ¢alismalarinda ve
markor destekli islah galismalarinda yaygin olarak kullanilmaktadir (Ding ve ark., 2015).
Kodominant o6zellik sergilemesi, polimorfizm oraninin yiiksek olmasi, givenilir sonuglar
vermesinden dolayi siklikla kullanilan markérler tiplerinden biri olan SSR markorleri  en
informatif markorler arasindadir (Solmaz, 2010).

Yapilan bir calismada, cerezlik kabak tiiriiniin iran'da farkli bélgeler arasindaki
genetik gesitliligini arastirmak icin, 26 yerel gcesit 14 SSR markéri kullanilarak incelenmistir
(Rahim ve ark., 2013).

Bir diger kapsamli ¢alismada 104 genotip arasinda ki genetik iliskiler, 134 SSR ve
dort SCAR markori ile genotiplenmis olup toplam 20 iliski grubu arasinda dagilan toplam
418 allel elde edilmistir. Temel bilesenler analizi sonucunda, kabagin alt tlrleri pepo, texana
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ve fraterna' y1 temsil eden 104 genotip lc¢ ana kiimeye ayrildigi gésterilmistir (Gong ve ark.,
2012).

Bu calisma kapsaminda, cerezlik kabaklarda Umitvar olarak belirlenmis S4
kademesine kadar kendilemeleri yapilmis 83 adet hat arasindaki genetik gesitliligin EST-SSR
markorleri ile karakterize edilmistir. Elde edilen alel verileri koleksiyon igersinde ki genetik
cesitliligi ortaya koymus olup, hibrit ¢esit 1slahinda kullanilacak uygun ebeveyn adaylarin
belirlenmesinde kullanilacaktir.

MATERYAL VE METOT

Calismada daha o6nce ( Cucurbita pepo L.), Umitvar olarak belirlenmis S4
kademesine kadar kendilemeleri yapilmis 83 adet cerezlik kabak genotipi kullanilmistir.
Molekiler karakterizasyon icin gen¢ fide doneminde bulunan bitkilerden steril bistiri
yardimiyla bitkinin saglikh, geng¢ yapraklarindan (yaklasik 0, 25g ) her genotipi temsil edecek
sekilde bes adet bitkiden DNA izolasyonu igin ornekler alinmis ve bulk yapilmistir.
Bitkilerden alinan geng yaprak ornekleri sivi azotta ani soklama ile dondurularak -80°C derin
dondurucuda DNA izolasyonu yapilincaya kadar muhafaza edilmistir.

Cerezlik kabak genotiplerinden DNA izolasyonu CTAB protokoliine gore
gerceklestirilmistir (Doyle ve Doyle, 1987). Cerezlik kabak DNA 6rneklerinden Blanca ve ark.
(2011) yiinda gelistirdikleri EST-SSR markorleri ¢alismada kullanilan baglanma sicakliklari
kullanilarak yapihmistir. EST-SSR markarlerinin ¢ogaltilmasi icin gerceklestirilecek olan PCR
reaksiyonlari, BioRad PCR cihazinda gergeklestirilmis olup. Toplam 20 pL hacimli PCR
reaksiyonu icin 1x AmplitagGold® PCR Tamponu, 2.5 mM MgCI2, 200uM her bir dNTP
(Promega), 300 nM her bir primer, 0.5 Unite AmplitagGold® polimeraz enzimi (Applied
Biosystems Foster City CA), 1.0uL DNA ve niikleaz icermeyen H,O iceren bir protokol
hazirlanmistir.

Agaroz jeli elektroforezinde PCR reaksiyonunun calsip calismadigi kontrol
edildikten sonra, kabak genotiplerine ait DNA 6rneklerinden ¢ogaltilmis olan EST-SSR
markdrleri, Qiaxcel Fragment Analyzer (Qiagen Sample&Assay Technologies) kapiller
elektroforez sistemi ile ylksek ¢ézlintrliikte goriintiilenmistir. Markor alelleri manuel olarak
var/yok seklinde skorlanip, DarWin (http://darwin.cirad.fr/darwin) yaziiminda NJ yéntemi
kullanilarak bir genetik gesitlilik analizi yapilmistir.

BULGULAR

Blanca ve ark. (2011) yilinda gelistirilen EST-SSR markorlerinin 31 tanesi ¢alisma
kapsaminda uygulanmistir. Calisma kapsaminda kullanilan EST-SSR markor bilgileri Tablo
1’de verilmistir.

Galisma kapsaminda kullanilan 83 kabak genotipinde 107 adet polimorfik SSR aleli
elde edilmistir.
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Tablo 1. Calismada Kullanilan EST-SSR markor bilgileri

Markir Tekrar Sayisi Allel Sayisi  Markir Tekrar Allel Sayisi
Sayisi
CUTC001906 7 2 CUTC018879 7 2
CUTC002749 10 4 CUTC020992 10
CUTC004158 7 2 CUTC022867 8 2
CUTC004307 8 2 CUTC023363 7 3
CUTC004399 7 3 CUTC046645 9 2
CUTC004782 6 3 CUTC000906 12 2
CUTC004991 7 3 CUTC000913 9 1
CUTC005739 8 2 CUTC000922 10 1
CUTC005800 11 5 CUTC000933 8 1
CUTC006209 9 3 CUTC001016 10 2
CUTC006703 7 1 CUTC001032 6 1
CUTC006891 12 2 CUTC001044 6 1
CUTC007942 8 3 CUTC001051 35 2
CUTC008357 8 3 CUTC001060 5 1
CUTC008409 8 2 CUTC001075 7 1
CUTC008419 7 1 CUTC001088 10 1
CUTC008659 7 1 CUTC001127 13 1
CUTC009316 7 3 CUTC001131 15 2
CUTC009607 11 4 CUTC001137 7 2
CUTC009760 7 3 CUTC001156 7 2
CUTC010796 8 1 CUTC001186 11 3
CUTC011336 9 3 CUTC001231 6 1
CUTC012342 7 3 CUTC001239 13 1
CUTC015525 7 1 CUTC001251 8 3
CUTC017708 8 2 CUTC001261 10 2
CUTC001273 6 1

Calisilan kabak genotipleri arasindaki molekiler genetik cesitlilik unweighted
Neigbor-joining (NJ) yéntemi kullanilarak belirlenmis ve olusturulan dendrogram asagida
gosterilmistir.
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Sekil 1. Unweighted Neigbor-joining yontemi ile gizilmis genetik gesitlilik analizi sonucunu gosterir
dendrogram.

EST-SSR alel verileri ile gergeklestirilen gesitlilik analizi sonucunda olusturulan
cerezlik kabak genotipleri arasindaki molekiler genetik iliskileri gbsteren NJ dendrogrami,
kabak genotiplerinin ¢ ana kiimeyeden olusan dort grupta toplandigini géstermektedir
(Sekil 1). Uzakhk matrisi ve NJ dendrogrami arasindaki korelasyon, Mantel testi sonucu ile
ortaya konmus olup yiiksek diizeyde korelasyon gostermektedir (r = 0.99). Calisma
kapsaminda kullanilan markérlere ait PIC degeri hesaplanmis olup en yiiksek PIC degerine
sahip markoriin 0.42 degeri ile CUTC006209 oldugu gérilmistir.

Genotiplerin 41 tanesi A grubunda toplanmis olup, B Grubu 39, D grubu ise 3
genotipten olusmustur. Genotipler arasindaki ortalama benzemezlik degeri, 0.28 bulunmus
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olup, analiz edilen genotipler arasindaki molekiler genetik gesitliliginin disiik oldugunu

gostermektedir.
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M gy
il
146
) 3%2&
.‘ﬁ. o
4
) g
[ ]
115 94.54.96
1
] 08 ¢
105 ¢
A4
1M
B
(1] 02
1]
—_— e P S SR
[ ]
¥:3 o Ky A B % 2 i3 1 % 0 1% 45? . ? %
e e it o
ﬁ?;}ﬁ. 75
L .Sﬁ
'% Boygy &
106 (TR | '
0 Y !
e 108 l&' i &
3 £ ap
L4 !
o o ©
é
+-42 ] Fdﬁ
930 13
=M 9

Sekil 2. SSR Alel verileri kullanilarak olusturulan Temel Bilesen Analizi (PCA) grafigi.

SSR markor analizleri ile elde edilen veriler gerezlik kabak genotipleri arasindaki
molekiler genetik iliskilerin belirlenmesinde kullanilmis ve genel olarak koleksiyonun
gosterdigi cesitlilik dizeyi ile birlikte genotiplerin birbiri ile molekiler genetik yakinlik

durumlari belirlenmistir.
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PCA, cerezlik kabak genotiplerinin gesitlilik ve i1slah ¢alismalari igin basitlestirilmis
bir siniflandirmasini saglamistir. PCA grafigi, olclilen degiskenler bakimindan tablo icinde
genotipler arasindaki benzerlikleri yansitan geometrik mesafeleri gostermektedir.
Kimeleme analizi inceleginde; genotiplerin iki gruba ayrildigi gérilmistir. 1. grup PCA 1 ve
PCA 2'de pozitif degerde ayrilmistir. ikinci grup ise PCA1 pozitif ekseninde ve PCA 2
ekseninde negatif degerde ayrilmistir. Sonuglara goére 2, 3, 100, 83, 18, 88, 60, 20, 87, 93,
30, 99, 31 ve 25 numarali genotiplerin anag¢ olarak kullanilabilecegi ve bu genotip
kombinasyonlari ile melez azmanhginin yiiksek ihtimal ile yakalanacagi 6ngorilmektedir.

SONUC

Cerezlik kabak genotipler arasindaki genetik cesitliligin belirlenmesinde 31 adet
EST-SSR markdrd kullaniimigtir. EST-SSR markérlerinin ¢alisma kapsaminda kullanilmak
Uzere secilmesinin temel sebebi, bu markor tipinin genomun ifadelenen bdlgelerinden
Uretilmis olmasi ve bu genomik bdlgelerde gozlemlenecek polimorfizimlerin fenotipe
yansima ve calisilan popllasyon icerisinde ki genetik cesitliligi yansitmada daha gergekgi bir
sonu¢ verecegi duslUnillmesidir. Protein kodlamayan genomik bolgelerden Uretilen
markorler ile gergeklestirilen cesitlilik analizi calismalarinin popilasyondaki genetik cesitliligi
oldugundan daha yilksek gosterme potansiyelinin yiksek oldugu zira bu tarz genomik
lokuslardaki mutasyonlari fenotipe etki etmeme olasiliginin yiksek olusu, hesaplanan
genetik farkhliklarin gercek cesitlilikten c¢ok daha yliksek olacagl yonindeki verilerdir.
Calisma kapsaminda molekiiler genetik verilere dayanilarak hesaplanan genetik iliskiler,
popilasyonda cesitlilik derecesini belirleyerek gelecekteki islah programlari icin degerli
bilgiler saglayacak oldugunu ortaya koymustur. Calismanin gerezlik kabakta planlanan islah
programi icin yararl olacagi distnilmektedir.
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