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Ozet

Bu ¢alismada kiraz ve visne tiirlerinde anag olarak kullanilmak {izere selekte edilen yabani visneler RAPD (Random Amplified
Polymorphic DNA) molekiiler yontemi ile tanimlanmistir. Farkli bolgelerden selekte edilen 38 yabani vigne tipi 16 RAPD primeri
kullanilarak aragtirilmigtir. Kullanilan primerler 4 ile 16 arasinda degisen bantlar vermistir. Elde edilen veriler ile genetik benzerlikler
hesaplanmis ve genetik benzerliklere dayali dendrogram elde edilmistir. Calismada kullanilan tipler arasinda iki sinonim grup oldugu
belirlenmistir. En diisiik genetik benzerlik Simav-1 ile diger 37 tip (%89) arasinda bulunmustur. En yiiksek genetik benzerlik %99 ile
Yenisarbademli-6 ve Yenisarbademli-7, Sultandagi-7, Sultandagi-1 tiplerinden olusan sinonim grup arasinda tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Prunus cerasus L., Anag, RAPD, genetik benzerlik

Molecular Characterization of Some Wild Sour Cherry (Prunus cerasus L.) Types by

Using RAPD Technique

Abstract

In this research, it was identified with Wild Sour Cherry types which are used as rootstocks for sour cherry and sweet cherries by
RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) molecular technique. Selected in different areas of the 38 wild cherry types were
examined by using 16 primers of RAPD. The used primers ranged from four to seventeen bands. The data were analyzed to calculate
genetic similarity values and was performed to generate a dendrogram. The types which were used in the study, two groups were
determined to be synonyms. The lowest genetic similarity was evaluated between Simav-1 and 37 other types (%89). The highest genetic
similarity was identified between Yenisarbademli-6 and Yenisarbademli-7, Sultandagi-7, Sultandagi-1 types (%99) of synonyms the group

composed.
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GIRIS

Visnenin (Purunus. cerasus L.) anavatani Hazar
Denizi ile Istanbul arasindaki Kuzey Anadolu daglaridir
[10]. 2010 yilinda diinya vigne firetimi 1.172.915
tondur. Tirkiye 194.989 ton ile diinyada en fazla
Uretime sahip Ulkedir [2]. Visne meyve iiretimi yaninda
ana¢ olarak ta kullanilmaktadir. Kiraz ve visne
yetistiriciliginde visne anaglar1 bazi durumlarda tercih
edilmektedir. Ozellikle agir yapili, tinli, kus kiraz1 ve
idris i¢in agir topraklarda visne anacglar1 iyi sonug
vermektedir [11]. Nemli agir topraklarda performansi
daha iyi olan vigne anaglarinin soguklara dayanimi da
kiraz ve idris anaglarma gore daha iyidir [12].

Molekiiler markdr sistemleri giiniimiizde bitki 1slahi
¢aligmalarinda kullanimi olduk¢a yaygin bir arag olarak
yerini almistir. PCR temelli ilk markoér olan RAPD
uygulamasi kolay ¢abuk sonug alinabilinen bir tekniktir.
Az miktarda DNA ile ¢alisma imkéni vermesi, 10

niikleotidlik primer kullanilarak DNA  ¢ogaltim
yapilabilmesi, c¢alisma esnasinda radyoaktif madde
kullanimina gerek duyulmamasi bu teknigin olumlu
yonleridir. Bu olumlu 6zellikleri yaninda RAPD teknigi
bazi olumsuz ozelliklere de sahiptir ve bu ozellikler
analizlere baglamadan Once mutlaka Dbilinmelidir.
Bunlarin basinda PCR oOncesi Orneklerde meydana
gelebilecek bulasma, dominant Ozellik ve farkli
laboratuarlarda sonuclarin tekrarlanmasinda karsilasilan
gucluklerdir [13].

Yurt icinde ve yurtdiginda visne cesit ve anaclik
ozelliklerine  yonelik  molekiler  karakterizasyon
caligmalar [1, 3, 6, 9] gergeklestirilmis, tip ve g¢esitler
arasindaki  varyasyonlarmn  belirlenmesine  ydnelik
arastirmalar yapilmustir.

Bu calisma ile kiraz-visne yetistiriciliginde
kullanilmak iizere, iilkemizde visne tiretiminin yapildig
bolgelerinden anag gelistirilmesi amaciyla selekte
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edilmis olan yabani visne tiplerinin aralarindaki genetik
iligki RAPD teknigi ile molekiiler olarak incelenmistir.
Caligma sayesinde tipler ile ileride yapilmast planlanan
koklendirme, doku kiltiiri ve as1 uyusmazlik
caligmalar1 gibi uygulamalardan Once arastirmacilara
tiplerin genetik benzerlikleriyle ilgili bilgi saglanmasi
amaclanmistir.

MATERYAL YONTEM

Materyal

Bu arasgtirma, Afyonkarahisar, Ankara, Isparta,
Konya ve Kitahya illerinden selekte edilerek

Meyvecilik Arastirma Istasyonu’nda kurulan anag 1slah
parseline aktarilan 38 yabani visne tipiyle (Cizelge 1.),
Molekiiler Biyoloji Laboratuarinda yiiriitiilmiistiir.

Cizelge 1. Caligma materyalini olugturan yabani visne
tipleri ve alindigi iller

Afyonkara-  Ankara
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Sultandag: 11
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Sultandag 13
DNA Izolasyonu
Bitki genomik DNA izolasyonu, CTAB DNA

ekstraksiyon yodntemi [4]  ile gergeklestirilmistir.
izolasyonda ilkbaharda alinan taze yaprak ornekleri
kullanilmistir. DNA kalitesi spektrofotometre ve agaroz
jel elektroforezine tabi tutulmus c¢alismaya uygun
olduklar1 goriilerek -20 °C’ de muhafazaya alinmistir.

PCR Asamasi

Aragtirmada daha 6nce kullanilan [5] ve basarili
bulanan 16 primer (Cizelge 2) kullanilmistir.

PCR karisimi 1X PCR tampon soliisyonu (50Mm
KCI, 10mM Tris HCI 25 °C pH 9.0, 1%Triton X-100), 1
pl genomik DNA, 2,5 mM MgCl2, 0,5 mM dNTP, 20
pmol primer ve 2,5 Unite Fermantas Ex Taq DNA
polimeraz enzimi igceren ve suplile 25
tamamlanarak hazirlanmistir. Hazirlanan PCR karisimi
Bio-Rad C1000 Thermal Cycler PCR cihazina
yerlestirilip 94 °C’ de 3 dakika siireyle bir denatiirasyon
yapildiktan sonra 40 dongii olacak sekilde 94°C’ de 30
saniye, 38C’ de 1 dakika, 72 °C’ de 1 dakika
tutulmustur. Son olarak PCR karigimi “2 de 10
dakika tutularak markér ¢ogaltilmustir.

PCR asamasi sonrasinda elde edilen iiriinlerin
goriintiilenmesi amaciyla % 1.5 ’lik agaroz jel (Sigma
Agarose) hazirlanmigtir. PCR reaksiyonlarindan elde

Cizelge 2. Visne karakterizasyon ¢aligmasinda
kullanilan RAPD primerlerin listesi
Primer Sequence
OPGO03 5 GAGCCCTCCAJZ
OPGO05 5"CTGAGACGG A3’
OPG17 5" ACGACCGACA3J
OPHO04 5" GGAAGTCGCC3¥
OPN11 5" TCG CCGCAAATZ
M2 5"GCCACACACAYZ
RAPD1 5" ACGCAGGCAC3
P49 5" GTACCAGTGASJZ
F04 5"GGT GATCAGG 3’
RO1 5 TGCGGGTCC T3
TO7 5 GGCAGGCTG T3’
u19 5 GTCAGTGCG G 3’
D07 5 TTGGCACGG G 3’
E15 5"ACGCACAACC3Z
FO1 5" ACGGATCCTG 3
u10 5" ACCTCGGCACJ

edilen drlnler 100 bp plus DNA biyiklik markoriyle
(Fermantas) birlikte agaroz jelde ve Tris borik asit
EDTA (TBE) tampon sollisyonu igerisinde elektroforez
yontemiyle ayristirilmistir.  Daha sonra ethidium
bromide ile boyanip, Kodak EL Logic 200 jel
goriintiileme  sisteminde ultraviyole 151k  altinda
goriintiilenmistir.

Sonugclarin degerlendirilmesi

Jel elektroforezi ve goriintiileme islemleri sonucunda
elde edilen goriintiilerdeki bantlar varliginda bir (1),
yoklugunda sifir (0) ve amplifikasyonun goriilmedigi
durumlarda dokuz (9) seklinde skor edilerek kayit altina
almmistir. Elde edilen veriler NTSYS (Numerical
Taxonomy Multivariate Analysis System, NTSYS-pc
version 2.11, Exeter Software, Setauket, N.Y. USA, )
[7] bilgisayar paket programinda analiz edilmistir.
UPGMA (Unweighted Pair-Group Method With
Arithmetic Average) metoduna gére dendrogram elde
edilmistir. Yapilan analizlerle calismada kullanilan
yabani visne tipleri arasindaki varyasyon ve benzerlik
diizeyleri tespit edilerek ve genetik yapinin 6zellikleri
ortaya konulmustur.

Her primer kombinasyonu i¢in toplam bant sayisi
(TBS), polimorfik bant sayist (PBS) ve polimorfizm
oranlart (PO) belirlenmistir [7]. Polimorfizm orani
formiil (Polimorfizm Orami (%) = (Polimorfik Bant
Sayist / Toplam Bant Sayis1)) X 100) yardimiyla
bulunmustur.

BULGULAR VE TARTISMA

Uygulanilan 16 primerden 4-16 arasinda degisen
DNA bantlart elde edilmistir. OPG17, RAPDI1 ve P49
primerlerinde polimorfik bant elde edilememistir. Bant
elde edilen 13 primerden 62’si polimorfik toplam 116
bant elde edilmistir. Ayrica bu primerlerin polimorfizm
oraninin da % 53,45 oldugu tespit edilmistir. En yiiksek
polimorfizm oran1 (%90,91) U19 primerinde, en diisiik
polimorfizm orani (%16,67) ise FOI primeri ile elde
edilmistir (Cizelge 3).
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Aragtirmada yer alan tipler iki ana gruba ayrilmistir
(Sekil 1). Ana grubun birinde sadece Simav-1 tipinin
yer aldigi, diger 37 tipin ise baska ana grup icinde ¢ok
sayida alt grup olusturdugu gozlemlenmistir. Calismada
kullanilan tipler arasinda iki sinonim grup oldugu
belirlenmistir. Dendogram incelendiginde en diisiik
genetik benzerlik Simav-1 ile diger 37 tip (%89)
arasinda, en yiiksek genetik benzerlik %99 ile
Yenisarbademli-6 ve Yenisarbademli-7, Sultandagi-7,
Sultandagi-1 tiplerinden olusan sinonim grup arasinda
tespit edilmistir.

Calismada genetik uzakligin  cografi konum
benzerligi ile birebir drtiismemistir. Ornegin Simav-1
tipi kendi cografi bolgesinden alman oOrneklere olan
uzakligi ile diger tiplere olan uzaklig1 aynidir.

Caligmada 2 sinonim grup elde edilmistir. I. Sinonim
grupta Yenisarbademli-7, Sultandagi-7, Sultandagi-1, 11.
Sinonim  grupta  Sultandagi-9, Yenisarbademli-2
tiplerinin yer aldig1 goriilmiistlir. Arastirmada kullanilan
RAPD primerleri ile bu tipler arasinda genetik farklilik
tespit edilememistir. Visne gesit ve tiplerinin arasinda
daha once yapilan molekiiler karakterizasyon
calismalarinda da genetik varyasyonun diisik oldugu,
hatta sinonim gruplarin oldugu ¢alismalar [1, 3, 6, 9]
mevcuttur.  Calismamizda da  tipler arasindaki
varyasyonun %89 — 100 arasinda degistigi, genetik
varyasyonun diisiik oldugu tespit edilmistir.

Cizelge 3. Calismada kullanilan RAPD primerleri igin
Bant Uzunluk Araliklart (bp), Toplam Bant Sayisi
(TBS), Polimorfik Bant Sayisi (PBS), Polimorfizm

Orani (PO)

primer | Avn (op) | T8 | PBS | POGO
OPGO03 300-2700 16 5 31,25
OPG05 200-2800 14 6 42,86
OPG17 700-2000 5 0 0,00
OPHO04 600-2800 10 9 90,00
OPN11 350-2000 7 2 28,57
M2 180-1000 7 4 57,14
RAPD1 500-1200 5 0 0,00
P49 200-650 4 0 0,00
FO4 400-1400 5 4 80,00
RO1 400-2100 8 5 62,50
T07 400-1500 9 3 33,33
u19 250-2500 11 10 90,91
D07 200-1500 7 5 71,43
E15 290-950 75,00
FO1 300-1200 6 1 16,67
u10 100-2200 12 5 41,67
TOPLAM* 116 62 53,45

*: Polimorfik bant gdsteren primerler dikkate almmustir.
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Sekil 1. Baz1 yabani visne tiplerinin RAPD analizleri sonucu elde edilen dendogram
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SONUC VE ONERILER

Bu caligma ile yeni anag¢ gelistirilmesi amaciyla
ilkemizin vigne {iretiminin yogun olarak yapildig:
bolgelerden selekte edilen yabani visne tiplerinin
genetik iligkileri RAPD markérleri ile belirlenmistir.
Elde edilen sonuglar incelendiginde, tipler arasindaki
genetik benzerligin yakin oldugu, tiplerin cografi
konum benzerlikleri ile genetik iliskilerinin arasinda bir
dogrusal bir oran olmadigi gorilmiistiir.

Yapilan ¢aligma materyaller ile ilgili yapilacak 1slah
ve molekiiler calismalara alt yap1 olusturacaktir. Halen
devam eden seleksiyon projesi igin tiplerin genetik
iligkileri hakkinda 1slahgilara yeni veriler
olusturulmustur. Yabani visne tipleri ile daha fazla
molekiiler ¢alisma yapilmast ile is gilici ve zaman
tasarrufu, tiplerin ozellikleri ile ilgili daha fazla bilgi,
amaglanan 1slah kriterlerine odaklanma saglayacaktir.
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