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Mikro Cogaltilan Disi buttum (Pistacia khinjuk Stocks) Agacinda ISSR Belirteci ile Somaklonal Varyasyonun Belirlenmesi
Yusuf ERSALIY, Hasan Cetin OZEN?, Engin TILKATS, Ahmet ONAY?

One Cikanlar: OZET:

+ Pistacia khinjuk agacinda klonal
mikrogogaltim 1

+ ISSR molekiiler belirtecinin
kullanilmasi2

» Somaklonal varyasyonun
belirlenmesi 3

Bitkilerde, biyotik ve abiyotik streslere karsi direng istenenilen karakterler olup,
mikrogogaltim teknikleri ile elde edilen klonlarda bu genetik 6zelliklerin kaybolmasi
istenmez. Mikrogogaltim teknikleri ile klonlanmus bitkilerin genetik kararliligini bilmek,
ticari tiretimde giivenli kullanimlart hakkinda 6nemli bir bilgi vermektedir. Bu ¢aligmada
buttum (Pisatacia khinjuk Stoks ) disi agaglarindan (Agagl ve Agac2) alinan siirgiinler
5., 10., 15., 20. ve 24. alt kiiltlirlerde anag olarak kullanilmigtir. Donor bitkilerde (Agag 1
Anahtar Kelimeler: ve Agac 2) ve bunlardan alm.an 6mel§1'er'in reje'ner'egayon yoluyla elde edilen klonlarmda}
« ISSR somaklonal varyasyonun belirlenmesi i¢in basit dizi tekrar1 (ISSR) molekiiler markérleri
kullanilmigtir. Siirglin ¢ogalmasi, 2 mg/L 6-benziladenin (BA) igeren Murashige ve
Skoog (MS) ortaminda saglanmigtir. Siirgiinler, 2 mg/L 1-Naftalinasetik asit (NAA)
iceren MS ortaminda koklendirilmistir. Segilen 20 adet primer kullanilarak 675'i
polimorfik (%72) olmak iizere toplam 925 bant elde edilmistir. Polimorfizm oran1 %36
(UBC841) ile %98 (UBCS855) arasinda degismistir. Benzerlik orani, Aga¢ 1 ile mikro-
cogaltilmig klonlart arasinda %74-79, Aga¢ 2 ile mikro-cogaltilmis klonlar1 arasinda
%78-82 araliginda bulunmustur.

*  Polimorfizm
» Benzil Adenin
¢ Buttum

Determination of Somaclonal Variation by ISSR Marker in Micropropagated Female Buttum (Pistacia khinjuk Stocks)
Tree

Highlights: ABSTRACT:
» Clonal micropropagation of

Pistacia khinjuk Treel
»  Use of ISSR molecular marker2
» Detection of somaclonal

The desired genetic characters that are resistant to biotic and abiotic stresses of
rootstocks must be retained in clones obtained from micropropagation techniques
without induction of somaclonal variations. Generally subculturing for long duration of
times may end up in somaclonal variations. Knowing the genetic stability of

variation 3 micropropagated clone plants gives a clue about their safe use in commercial production.
Keywords: In this study, shoots taken from buttum (Pisatacia khinjuk Stocks) female trees (Treel
« ISSR ’ and Tree2), were used as rootstocks in 5th, 10th, 15th, 20th, and 24th subcultures. Inter-

simple sequence repeat (ISSR) molecular markers were used for determination of
somaclonal variation in the donor plants (Treel and Tree2) and its regenerated clones.
Shoot proliferation was obtained on Murashige and Skoog (MS) medium containing 2.00
mg/L 6-benzyladenine (BA). The shoots were rooted on MS medium, containing 2 mg/L
1-Naphthaleneacetic acid (NAA). A total of 925 bands, 675 of which were polymorphic
(72%), were generated using selected 20 primers. Polymorphism ratio ranged from 36%
(UBC841) to 98% (UBCB855). The similarity rate was found in range of 74-79% between
Treel and its micropropaated clones, and 78- 82% between Tree2 and its
micropropagated clones.

*  Polymorphism
» 6-benzyladenine
» Pistacia khinjuk Stocks
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GIRIS

Antep fistig1 (Pistacia vera L.) tohumlar1 giinliikk diyette islenmis veya islenmemis olarak
tiketilebildigi icin ticari degeri oldukga yiiksektir. Antep fistig1 islenmis friinleri, sekerlemede,
firinlanmis yiyeceklerde ve dondurmada kullanilir (Tous ve Ferguson, 1996). Antep fistiginin giderek
artan degeri glinimiizde yillik biiriit deger cinsinden (2020-2021) 9 milyar dolara yaklastigi
bildirilmistir (Shahbandeh, 2022). 2019/2020 iiretim déneminde ABD’de 336 bin ton, Iran’da 205 bin
ton, Tiirkiye’de 85 bin ton, Suriye’de 70 bin ton ve Avrupa Birligi iilkelerinde 22 bin ton antep fistig1
iretilmistir (Aslan, 2020). Antep fistig1 ililkemizde ihracat ve iiretim hacmi ile 6nemli bir yer
tutmaktadir. Bunun en 6nemli nedeni, tilkemizin antep fistiginin dogal yayilis alani lizerinde olmasi ve
ilkemizin ekolojik kosullarinda daha 1iyi biiyiiylip gelismesidir. Kiltlir bitkilerinin biyiiytip
gelisemedigi veya yetistiriciliginin ticari olarak yapilamadigi susuz ve verimsiz, tagh ve/veya kayalik
egimli topraklarda yetisen bir bitki olmasi, iilkemizdeki ehemmiyetini giderek artirmaktadir. Antep
fistiginin iiretim kapasitesinin artirilmasi ekonomik ag¢idan biiyiik bir 6nem arz etmektedir. Yeni antep
fistig1 bahgelerinin tesis edilmesi veya yabani antep fistig1 anaglarinin asilanmasi ile iiretim
kapasitesinin artirilmasi miimkiin hale gelecektir (Kuru ve Ozsabuncuoglu, 1990).

Ulkemizde P. vera, Pistacia terebinthus L., Pistacia atlantica Desf. ve P. khinjuk (buttum)
baslica kullanilan antep fistig1 anaglaridir (Ayfer ve ark., 1990). P. khinjuk ayn1 yastaki diger anaglara
gore Ozellikle asilama bolgesi daha uygun kalinlikta oldugundan asilama isleminde avantajlar
saglamaktadir. P. khinjuk asilama agisindan uygun kalinlikta diiz gévdeler olustururken, P. vera ve P.
atlantica uzun govdeler olusturdugu halde govdenin kalinlig1 fazla gelisememektedir (Tekin ve ark.,
2001). Tirkiye’de buttum anacinin avantaji, su stresine karsi dayanikliligi, kok uru nematodlarma
gosterdigi dayanma giicii, zayif topraklarda iyi biiyiiylip gelismesi gibi kendine 6zgii 6zelliklere sahip
olmasidir (Tekin ve ark., 2001). Tirkiye’de kullanilan Kkiiltiir ¢esitleriyle asilama sonrasi asi
stirglinlerinin gelismesi yliksektir ve uyum sorunu yasanmamaktadir (Ayfer ve ark., 1990). P. vera, P.
khinjuk ve P. atlantica anaglari, Uzun, Kirmizi, Halebi, Siirt, Ohadi ve Kellekogi kiiltiir ¢esitleri ile
asilanmasi ile elde edilen meyve salkiminda meyve sayisinin P. khinjuk anacinda en yiiksek, P. vera
anacinda en diisiik oldugu tespit edilmistir. Meyvelerde ¢itlayan meyve sayisi yiizdesi agisindan da P.
khinjuk %3.1 ile en fazla ¢itlama oranina sahip iken en diisiik ¢itlama yiizdesinin %0.9 ile P. atlantica
anacinda oldugu ve P. vera anacinda bu oranin %1.4 oldugu tespit edilmistir (Ath ve ark., 2014).

Geleneksel olarak antep fistig1 anaglar1 tohum ile ¢ogaltilmaktadir ancak, tohumlarda ¢imlenme
yiizdesi ¢ok diisiiktiir ve bu durumun iireticiler i¢in hala 6nemli bir sorun olarak devam ettigi
bildirilmistir (Ayfer ve Serr, 1961; Joley, 1960; Joley ve Opitiz, 1971). Celikle ¢ogaltma diger aga¢
tirleri ile karsilagtirildiginda nispeten zor oldugu bildirilmistir (Serdar ve Fulbright, 2019). Pistacia
tiirleri heterozigoti gosterdiginden varyasyonlara agiktir oysa liriin kalitesinin degismemesi iireticiler
acisindan istenen Ozelliktir. Bu sorun biyoteknolik bir yontem olan klonal-mikrogogatim yontemiyle
asilmaya calisilmis ve varyasyon icermeyen uniform antep fistig1 anaglari elde edilmistir. Bir¢cok antep
fistig1 anaci bilimsel arastirmalar amaci ile mik¢ogaltilmis ise de ticari olarak sadece melez (P.
atlantica x P. integerrima) UCB1 anact mikrogogaltilmistir (Serdar ve Fulbright, 2019).

Somaklonal varyasyon doku kiiltiiriinde bulunan hiicrelerde meydana gelen degisiklikler olarak
ifade edilmektedir (Larkin ve Scowcroft, 1981). Bu tiir degisiklikler in vitro biiylime gelisme
ortamlarinda meydana gelebilmekte ve hiicredeki siirekli devam eden degisiklikler (genetik degisim)
ya da hiicredeki siirekli devam etmeyen degisiklikler (epigenetik degisim) olarak tanimlanmaktadir
(Orbovic ve ark., 2008). Siirekli devam eden degisiklikler, DNA sekansinin kalici olarak degismesi
nedeniyle goriilen kalitsal degisimlerdir. Bu degisimlerin mutasyona sebep oldugu kabul edilmektedir
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(Larkin ve Scowcroft, 1981). Siirekli devam etmeyen degisiklikler, hiicrelerin biiyiime ve gelisme
ortamindaki fizyolojik nedenlerden dolayi ortaya ¢ikan biliylime ve gelisme kosullari degistiginde
degisen gecici degisikliklerdir (Kaeppler ve ark., 2000). Kalitsal degisikliklere eksplantin genetik
ozellikleri ve tipi (Gaj, 2004), kiiltirde kalma siiresi (Smykml ve ark., 2007) ve besin ortami
komponentleri neden olabilmektedir (Pierik, 1987). Klonal-mikrogogaltimda amag ayn1 genetik yapida
bitkiler iiretmektir ancak bazi uygulamalarda kontrol edilemeyen ¢esitlilikler ortaya ¢ikabilmektedir.
Bu ¢alismada Agacl ve Agac2 genotiplerinden in vitro kiiltiirler baglatilmistir. Agacl ve Agac2
genotiplerinin 5., 10., 15., 20., 24. alt kiiltiirlerinden elde edilen klonlarda somaklonal varyasyon
miktar1 Basit Tekrarli Diziler Arast Polimorfizm (Inter Simple Sequence Repeat/ISSR) teknigi ile

tespit edilmeye calisilmistir.
MATERYAL VE METOT

Bitkisel Materyal

Donér bitki materyali, Gaziantep Fistik Arastirma Istasyonu bahcesinde bulunan iki adet disi
buttum agac1 (Agacl, Agag2) donér stogu olarak kullanilmustir. In vitro kosullarda kiiltiir basladiktan
sonra bu kiiltiirlerden elde edilen aksenik siirgilin uglari alt kiiltiirlenerek siirgiin stoklari elde edilmistir.
Siirgiin ¢cogaltim1 30 g/L sukroz ve 6 g/L agar ile 2 mg/L benzil adenin (BA), B5 vitaminleri Gamborg
ve ark. (1968), 100 mg/L inositol, iceren Murshige ve Skoog (1962) besin ortami, Koklendirme
ortami 2mg/L naftalen asetik asit (NAA) ile desteklenmistir. Kiiltiirler 16 saat floresan 151k (36 pmol
m-2 s-1) foto periyodunda %90 nemli bir ortamda GA 7 kapali kiiltiir kaplarinda bekletilmistir. Agagl
ve Agac2’den alinan yaprak ornekleri ve Agagl ve Aga¢2’nin mikrogogaltilmis 5., 10., 15., 20., 24. alt
kiiltiir klonlarinin yaprak ornekleri alinarak aliiminyum folyoya sarilip -20 °C de bekletilmistir.

Genomik DNA Ekstraksiyonu

Genomik DNA izolasyonu ve DNA ekstraksiyonu i¢in antep fistifinda kullanilan Doyle ve
Doyle (1987)’nin gelistirdigi ve Kafkas ve ark. (2001) tarafindan modifiye edilen yontem
kullanilmistir. Calismada ana materyaller ve klonlara ait genomik DNA’larin taranmasinda 20 ISSR
primeri kullanilmistir (Cizelge 1.).

Cizelge 1. Calismada kullanilan ISSR primerlerinin dizileri ve baglanma sicakliklar

. Primer Dizisi Primer
No Primer Ad: 5°-3) Baglanma Sicaklg
1 3ASSR27 (CT);GAG 51°C
2 3ASSR53 (AG)sCA 51°C
3 CHR (CA)YG 51°C
4 UBC 830 (TG)sG 51°C
5 UBC 847 (CA)RC 51°C
6 UBC 859 (TG)sRC 51°C
7 ISSR 15 (CA)RC 53°C
8 ISSR 8 (GA)YG 53°C
9 UBC 811 (GA)sC 53°C
10 UBC 835 (AG)sYC 53°C
11 UBC 855 (ACYT 53°C
12 W 814 (CT)sTG 53°C
13 3ASSR42 (GACA)4C 54 °C
14 3ASSR55 (AG)sTG 54 °C
15 ISSR 18 (GT)sYA 54 °C
16 ISSR 4 (AG)sRT 54 °C
17 ISSR 9 (GT)sRA 54 °C
18 UBC 825 (AC)sT 54 °C
19 UBC 841 (GA)YC 54 °C
20 UBC 857 (AC)sYG 54 °C
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Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) karisimi (1X Taq Buffer, 4 mM MgClz, 0.2 mM dNTP, 0.8
nmol primer, 0.5 U/ul Taq polimeraz) ayrica, genomik DNA o&rnekleri (Cizelge 2.), PZR’de
kullanilmak iizere 1 ng/ul olacak sekilde sulandirilmistir. Sonra baslangi¢ denatiirasyon sicakligi 94
9C’de 3 dakika 94 °C’de 1 dakika, primerin baglanmas1 51-54 °C°de 1 dakika, zincir uzamas1 72 °C’de
1 dakika ve son uzama 72 °C’de 10 dakika olacak sekilde PZR kosullar1 ayarlanarak PZR
uygulanmustir.

Polimeraz Zincir Reaksiyonu Uriinlerinin Agaroz Jel Elektroforezinde Gériintiilenmesi

PZR iiriinleri, % 1.5’lik agaroz jelde incelendi. DNA nin goriintiilenebilmesi i¢in floresan 6zellik
gosteren boyar madde kullanilmistir. PZR {irtinleri Red Safe Nucleic Acid Staining Solution (20,000x)
boyama maddesi ile karigtirildiktan sonra agaroz jele yiiklenmistir. PZR {irlinlerinin miktarim
belirlemek i¢in GeneRuler™ 100 bp, 50 bp DNA Ladder (Fermentas) kullanilmstir. Jel, 200 Voltta 60
dakika yiiriitiildiikten sonra jel goriintiileme cihazi [MiniBIS Pro Visualizing System (DNr Bio-
Imaging Systems)] ile ultra viyole 151k altinda goriintiilenmistir.

Cizelge 2. Agaroz jel elektroforezinde kullanilan ¢ozeltiler

Trisma Baz 890 mM
TBE Tamponu ( 10X) EDTA 20 mM
Borik Asit 890 mM
.. Bromofenol mavisi %0.25 (w/v)
Yiikleme Boyasi1 ( 6X) Sukroz %40 (Wiv)
Red Safe Red Safe Niikleik asit isaretleme ¢ozeltisi 20.000x

Olusan Bantlarin Degerlendirilmesi, Benzerlik Oranlarinin Hesaplanmasi1 ve Dendogramlarin
Olusturulmasi

PZR iirlinlerinin jel goriintiilerinden elde edilen bantlar “GenoSoft 3.8.2” software programinda
analiz edilmistir. Elde edilen veri matrisi, “Popgen32” programi ile genetik benzerlik ve genetik
uzaklik 6lgtimii yapilmistir (Nei, 1978). Bu matrikse dayali olusan dendogram, “TreeView” programi
ile gortintiilenmistir.

BULGULAR VE TARTISMA

Disi buttum agacina ait donoér bitkiler (Agagl, Agac2) ve mikrogogaltilan klonlarina ait genomik
DNA'’larda kullanilan 20 adet ISSR primerine ait skorlanabilir PZR iiriinleri ve polimorfizm oranlar
incelendiginde; kullanilan primerlerin 173-2097 baz cifti araliginda bant {irettigi goriilmiistiir. En ¢ok
bant olusturan primerin 64 bant ile UBC857 primeri oldugu goriilmektedir. Bu 64 bandin 61 tanesi
polimorfik bant olmus ve polimorfizm orami %95.3 olarak hesaplanmistir. En az bant olusturan
primerin 33 bant ile UBC859 primeri oldugu ortaya konmustur (Cizelge 3.). Bu 33 bandin 23 tanesi
polimorfik bant olmus ve polimorfizm oraninin %69.6 oldugu belirlenmistir. En yiiksek polimorfizm
orant UBCS855 primerinde %98.1 en diisiik polimorfizm oraninin ise %36.8 ile UBC841primerinde
oldugu tespit edilmistir. 20 adet ISSR primerinin olusturdugu toplam 925 bandin 675 tanesi polimorfik
bant olmus ve polimorfizm oran1 %72.9 olarak tespit edilmistir. Iki farkli primere (UBC859 ve
3ASSR27) ait jel goriintiileri sirastyla Sekil 1 ve Sekil 2°de verilmistir.

PZR amplifikasyonu sonucu Aga¢l ve Aga¢2 ile mikrogogaltilan klonlar1 arasinda (Nei, 1978)
katsayilarina gore olusturulan benzerlik matrisi (Cizelge 4.) ve dendogram (Sekil 3.) sonuglarina
bakildiginda; genel olarak altkiiltiirleme sayis1 artik¢a klonlarin dondr (Aga¢l ve Agag2) bitkilerden
genetik olarak uzaklastigi goriilmektedir. Mikrogogaltim teknikleri kullanilarak elde edilen bitkilerde,
genetik farkliligin nedeni, mikrogogaltim metodu, bitkinin genetigi, kiiltiir baslangi¢ eksplant1 tipi,
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bitki biiyiime diizenleyicilerinin tipi ve miktari, in vitro kiiltiir siiresi olarak kabul edilmektedir (Pierik,
1987). Meyve veren otsu ya da odunsu bitkilerin ticari olarak mikrogogaltimi yapilabilmektedir
(Noormohammadi ve ark., 2014). Ancak in vitro ¢ogaltim teknigi, donor bitki ile mikrogogaltilan
klonlar1 arasinda genetik farkliligin ortaya c¢ikmasina neden olabilmektedir (Larkin ve Scowcroft,
1981). Mikrogogaltim teknigi ile elde edilen klonlarin dondr bitkiye genetik olarak yakinliginin yiiksek
olmasi 6nem arz eden bir Ol¢iit olarak degerlendirilmektedir (Noormohammadi ve ark., 2014). Soma
klonal varyasyonlar in vitro kosullarinda kendiliginden ortaya ¢ikmaktadir. Bu varyasyonlar hiicredeki
kalic1 (genetik) degisiklikler ya da hiicre ve dokulardaki genetik olmayan degisikliler olarak kabul
edilmektedir (Orbovic ve ark., 2008).

Literatiirde ¢esitli bitki tiirlerinde PZR temelli farkli molekiiler belirtegler kullanilarak in vitro
mikrogogaltim tekniklerinde somaklonal varyasyonun yiiksek ya da diisiik seviyelerde oldugunu
bildiren farkli sonuglar elde edilmistir. Ornegin; 4 ve 6 yil boyunca siirgiinler kullanilarak
mikrogogaltilan badem (Prunus dulcis [Mill.] D. A. Webb.) bitkisinin genetik kararlilig1 i¢in yapilan
calismada RAPD ve ISSR belirtecleri kullanilmis ve mikro ¢ogaltilabilir diizeyde varyasyonlarin elde
edildigi ortaya konmustur (Martins ve ark., 2004). Benzer sekilde 8 yil boyunca mikrogogaltilan
Londra ¢mar1 (Platanus acerifolia Willd.) bitkisinde 38 adet farkli ISSR primeri kullanilarak test
edilen somaklonal varyasyon c¢alismasinda genetik benzerligin  %92-100 arasinda oldugu
vurgulanmistir (Huang ve ark., 2009). Elma (Malus pumila Mill.) anacinda yapilan genetik kararlilik
caligmasinda 10 adet RAPD primeri kullanilmis ve Jaccard’in benzerlik matrisine gére ana bitki ile
klonlar1 arasinda % 93-100 arasinda benzerlik oldugu vurgulanmistir (Gupta ve ark., 2009). Baska bir
calismada 5 ve 7 yil boyunca alt kiiltiirii yapilmis antep fistig1 (Pistacia vera L.) bitkisinin RAPD,
AFLP ve ISSR molekiiler teknikleri kullanilarak yapilan calismada ana bitkiler ile klon bitkiler
arasinda kabul edilebilir bir varyasyonun oldugu tespit edilmistir (Akdemir ve ark., 2016). Antep
fistig1 melez anaglarinda 12 aylik alt kiiltiirleme sonucu elde edilen klonlara uygulanan ISSR ve IRAP
teknikleri makul diizeyde bir polimorfizmin oldugunu ve melez Pistacia anaglarinin klonal
mikrogogaltimi i¢in gelistirilen mikcogaltim metodunun giivenilir bir sekilde kullanilabilecegi
vurgulanmistir (Calar, 2018). Diger taraftan, Dag kahvesi (Coffee arabica L.) bitkisinde mtRFLP,
RAPD ve ISSR primerleri (Rani ve ark., 2000), tespih agac1 (Melia azedarach L. var. umbraculifera
Knox) bitkisinde RAPD primerleri (Olmos ve ark., 2002), Codonopsis lanceolata Benth. et Hook. f.,
bitkisinde RAPD ve ISSR primerleri (Guo ve ark., 2006 ) kullanilarak yapilan somaklonal varyasyon
caligmalarinda DNA dizi seviyesinde genetik degiskenlik icerdigi gdsterilmistir.

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 NK

M —

Sekil 1. UBC859 primeri ile disi buttum agaci rnekleri PZR tiriinii agaroz jel goriintiisii; M:100 b¢ DNA ladder, 1: Agagl, 2: Agag2, 3: Agagl-5. alt
kiiltiir, 4: Agac1-10. alt kiiltiir, 5: Agag1-15. alt kiiltiir, 6: Agag1-20. alt kiltiir, 7: Agag1-24. alt kiiltiir, 8: Aga¢2-5. alt kiiltiir, 9: Aga¢2-10. alt kiiltiir, 10:
Agac2-15. alt kiiltiir, 11: Agag¢2-20. alt kiiltiir, 12: Agac¢2-24. alt kiiltiir. NK:Negatif Kontrol. Oklar polimorfik bantlar1 temsil etmektedir.
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Sekil 2. 3ASSR27 primeri ile disi buttum agaci 6rnekleri PZR iiriinii agaroz jel gortntiisii; M:100 bg DNA ladder, 1: Agacl, 2: Agag2, 3: Agagl-5. alt
kiiltiir, 4: Agag¢1-10. alt kiiltiir, 5: Agac1-15. alt kiiltiir, 6: Agag¢1-20. alt kiiltiir, 7: Agag1-24. alt kiiltiir, 8: Aga¢2-5. alt kiiltiir, 9: Aga¢2-10. alt kiiltiir, 10:
Agag2-15. alt kiltiir, 11: Agag2-20. alt kiiltiir, 12: Agag¢2-24. alt kiiltiir. NK:Negatif Kontrol. Oklar polimorfik bantlari temsil etmektedir.

Calismamizda kullandigimiz  ISSR  teknigi ve primerlerin Polimorfizm Bilgi Igerigi
(Polymorphism Information Content/PIC) giivenilirligi Botstein ve ark. (1980)’e gore giivenilir olarak
cikmugtir. Nei (1978) kuralina gore Benzerlik oran1 Agac1 ile klonu arasinda en diisiik %74 en yiiksek
%79, Aga¢2 ve klonu arasinda en diisiik %78 en yliksek %82 olarak tespit edilmistir.

Cizelge 3. Kullanilan primerlerin {irettigi bantlar ve polimorfizm

Primer ismi Primer Dizisi Bant Uzunlugu Bant Polimorfik Polimorfizm PIC Degeri
5 -3) (be) Sayisi Bant Sayisi (%) (ort)
3ASSR27 (CT):GAG 319-1763 34 31 91.176 0.96539
3ASSR53 (AG)sCA 372-1511 58 51 87.931 0.97859
CHR (CA)YG 425-1263 47 23 48.936 0.94431
UBC 830 (TG)sG 220-1285 46 28 60.869 0.95368
UBC 847 (CA)RC 242-839 40 26 65.000 0.94370
UBC 859 (TG)sRC 306-884 33 23 69.696 0.93480
ISSR 15 (CA)RC 231-874 37 20 54.054 0.89408
ISSR 8 (GA)YG 188-1965 37 36 97.297 0.97151
UBC 811 (GA)sC 318-1143 46 29 63.043 0.95652
UBC 835 (AG)sYC 238-1200 44 34 77.272 0.96590
UBC 855 (AC)sYT 266-1532 53 52 98.113 0.98042
W 814 (CT)eTG 323-1697 34 22 64.705 0.91176
3ASSR42 (GACA)4C 266-1629 36 25 69.444 0.94907
3ASSR55 (AG)eTG 303-1149 44 42 95.454 0.97520
ISSR 18 (GTYA 343-1212 44 28 63.636 0.95351
ISSR 4 (AG)eRT 173-1107 59 40 67.796 0.96294
ISSR 9 (GT)eRA 274-1367 53 28 52.830 0.95336
UBC 825 (AC)sT 328-1480 59 55 93.220 0.98075
UBC 841 (GA)YC 187-1105 57 21 36.842 0.91535
UBC 857 (AC)sYG 255-2097 64 61 95.312 0.98291
Toplam 925 675 72.972 0.95369
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Cizelge 4. Disi buttum agacina ait donor bitkiler (Agagl, Agac2) ve mikrogogaltilan klonlarinda Nei
(1978) kuralina gore genetik benzerlik matrisi

pop ID 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

1 *** 0.795 0.785 0.782 0.783 0.748 0.774 0.782 0.785 0.765 0.754 0.755
2 *** 0.838 0.817 0.828 0.792 0.807 0.805 0.820 0.795 0.783 0.782
3 *** 0822 0823 0.791 0.808 0.804 0.819 0.785 0.773 0.774
4 *** 0817 0.779 0.794 0.792 0.807 0.779 0.770 0.774
5 *** 0,780 0.825 0.803 0.823 0.783 0.774 0.776
6 *** 0789 0.782 0.794 0.786 0.751 0.749
7 *** 0.808 0.811 0.795 0.792 0.770
8 *** 0819 0.800 0.791 0.783
9 *** 0.817 0.814 0.795
10 *** 0.810 0.800
11 *** - 0.788
12 *kx

1: Agacl, 2: Agag2, 3: Agacl-5. alt kiiltiir, 4: Agag1-10. alt kiiltiir, 5: Agag1-15. alt kiiltiir, 6: Agag¢1-20. alt kiiltiir, 7: Agag1-24. alt kiiltiir, 8: Agag2-5. alt
kiiltiir, 9: Agag¢2-10. alt kiiltiir, 10: Agag2-15. alt kiiltiir, 11: Agac2-20. alt kiiltiir, 12: Agac2-24. alt kiiltir

12.82666

Agac
§.80593 Afag 2

075676
02847 E.sum Afag 145, Kilir

030256 P39 pgag 115, Kilkir

0418 9445 Afag 2-10. Kiilir

023406 10.15001

Afag 1-10. Killir

1.16605 1057184

Aiag 124, Alt Kiilir

024014 1080390

Agac 25 Kl

1197195 Aga 1-20. Alt Kiilir

051319 Agac 2415 Kiilti
061437 1508 Lo Aac 2-15. Killfiir

068177 1051319 Agac 2.20. Alt Kilir

Agag 2-24. AltKillir

Sekil 3. Disi buttum agacina ait ana bitkiler (Aga¢1, Aga¢2) ve mikrogogaltilan klonlarinda TreeView programi ile
olusturulan dendogram

SONUC

ISSR belirteci primerleri PZR f{irlinlerinde buttum bitkisi dondr ve klon genomlar1 arasinda
giivenilirligi yiiksek polimorfik bantlar olugsmustur. Donér bitki ve klonlar arasinda benzerliklerin bu
primerler kullanilarak tespit edilebilecegi goriilmiistiir. ISSR belirte¢ sistemi ve kullanila 20 adet
primer ile buttum disi agacindan mikrogogaltilan klonlar1 arasinda alt kiiltiir sayis1 artik¢ca somaklonal
varyasyon derecesinin artig1 tespit edilmistir. Pistacia cinsinin 6nceki ¢alismalari ile benzer bir fiziksel
ve kimyasal ortamda biiyiitillen klonlarda diisiik genetik kararliligin goriilmesi bagka molekiiler
belirteglerle desteklenmesini gerekli kilmaktadir.

TESEKKUR

Bu arastirmaya, Batman Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinatorliigii “BTUBAP-
2011-FED-1” kodlu proje numarasi ile destek saglanmigtir.
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