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Ozet

Seleksiyon 1slahi, ¢ok yillik bitkilerde uygulanan yaygin bir yontemdir. Karadeniz Bdlgesi, kirmizi
ahududunun anavatani smurlart iginde yer almaktadir. Karadeniz bélgesinden, fenotipik 6zellikleri gz oniinde
bulundurularak segilen 15 kirmizi ahududu tipinin, genetik farkliligi ve tiplerin birbiriyle olan genetik yakinligi
RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) molekiiler markir teknigi kullanilarak incelenmistir. Caligmada, 20
RAPD primeri kullanilmig ve 55 markir belirlenmistir. Elde edilen makirlar degerlendirildiginde, Kastamonu,
Taskoprii-Kayadibi kdytinden secilen 37-01 ile Trabzon’dan segilen 61-04 tipleri arasinda genetik yakinlik % 98
oraninda belirlenmistir. Buna karsilik, Rize (53-02) ve Artvin’den (08-02) secilen tipler, genetik olarak % 50
oraninda benzer bulunmugtur. Segilen 15 kirmizi ahududu tipinin, birbirleriyle olan genetik benzerlik oranlart (%)
ortaya konulmustur. UPGMA (unweighted-pair group method aritmetic average) dendogram ve PCA (principal
component analysis) analizleri sonucu tiplerin birbirleriyle olan genetik yakinliklar1 ve uzakliklari belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Kirmiz1 Ahududu, Seleksiyon Islahi, RAPD Markir, Genetik Farklilik

Determination of Genetic Diversity on Selected Red Raspberry (Rubus ideaus L.) in Black Sea Region by
RAPD Technique

Abstract

Selection is a commonly employed method on higher plants. Blacksea region is within the center of origin of
raspberry. Fifteen red raspberry genotypes selected considering their different phenotypic properties. Genetic
relationship was investigated by RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) molecular marker techniques. Fifty-
five markers were determined by using twenty RAPD markers. When markers were evaluated 98% genetic similarity
was determined between 37-01 genotype selected from Kastamonu-Taskopru Kayadibi village and 61-04 from
Trabzon. In contrary, genetic similarity was 50% between genotypes selected from Rize (53-02) and Artvin (08-02).
Genetic similarity was determined among fifteen raspberry genotypes. Trabzon, Kastamonu, Artvin and Ordu seemed
to reside a great deal of raspberry genetic variability. Genetic relationship and distance was determined by using
UPGMA (unweighted-pair group method aritmetic average) dendogram and PCA (principal component analysis)
analysis.

Keywords: Red Raspberry, Selection Breeding, RAPD Marker, Genetik Divesity

1. Giris

Uziimsii meyveler grubuna giren
ahududu, Diinya’da genis yayilim alanina
sahiptir. Karadeniz bdlgesi, ahududunun
anavatani sinirlar igerisinde yer almaktadir.
Tirkiye’nin  kuzeyinde, batidan doguya
uzanan bir kusak boyunca, genellikle 1000
m ve daha fazla yiiksekliklerde, hava oransal
nemi fazla olan yerlerde dogal olarak
yetismektedir (Onur, 1996).

Rubus cinsinin idaeobatus alt cinsinde
yer alan ahududu, en fazla genetik ¢esitliligi

* [letisim: 1. Polat, e-Posta: i_polat@hotmail.com

olan meyve tiirleri arasindan yer almaktadir.
Ahududu cesitleri, meyvelerinin renklerine
gore 1li¢ grup altinda incelenmektedirler.
Bunlar: Kirmizi ahududu, Siyah ahududu,
Mor ahududu’laridir. Sar1 renkli meyvelere
sahip ahududular1 ise kirmizi ahududular
icerisinde incelenmektedirler. Uretim ve
tilketimi en ¢ok olan kirmizi ahududularidir
(Agaoglu, 1986).

Rubus L. cinsinde Ozellikle ahududu
ve bogilirtlen meyve tiirleri 6nemlidir, en
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fazla genetik cesitliligi  olanlardandir.
Rubus’un  poliploidi ~ diizeyi  diploid
(2x=2n=14)’den, dodecaploid
(12x=2n=84)’iye  kadar  degismektedir.

Bircok Rubus g¢esinde morfolojik 6zellikleri
kullanarak ayirim yapmak oldukca zordur
(Antonius-Klemola, 1999). Ayrica
genotiplerdeki heterezigot oranmin yiiksek
olmasi genetik ¢esitliligi  arttirmaktadir.
Buna karsilik, klasik 1slah caligmalarii
zorlastirmaktadir (McNicol ve Graham,
1992; Antonius-Klemola, 1999).

Rubus’larda, 1920li yillardan Once
kirmiz1 ahududlarinda yeni ¢esitlerin elde
edilmesi, genellikle c¢iftcilerin tesadiifen
veya agik tozlanmayla elde ettikleri fidanlari
kullanmasiyla olmustur. Kontrollii olarak
melezleme c¢alismalarinin  yapilmasi ilk
olarak Amerika ve Ingiltere’de baslamis ve
1914°li  yillarda “Latham” c¢esidi elde
edilmistir. Daha sonra bir¢ok tilkede de 1slah
calismalari baslatilmustir. Islah
caligmalarinda ozellikle kirmizi ahududlar
Oonem kazanmistir. Verim ve Kkalite
bakimindan iyi hastalilk ve zararlilara
dayanikli gesitler elde etmek amaciyla ¢ok
fazla 1slah ¢aligmasi yapilmaktadir (McNicol
ve Graham, 1992).

Giiniimiizde, verimli ve meyve kalitesi
yiiksek ahududu cesitleri gelistirilmis ve
ticari alana sunulmustur. Ancak dogada
bulunan yabani ahududu tipleri &zenle
taranmakta, farkli karakterler, ¢esitli kalite
faktorlerini belirleyen o&zellikler {izerinde
durulmaktadir (McNicol ve Graham, 1992).

Ulkeler sahip olduklart gen
havuzlarini, korumak, genisletmek ve
bundan azami o6l¢iide yararlanmak yolunda
yogun caba harcamaktadir (Patamsyete ve
ark., 2004; Patamsyete ve ark., 2005; Atila
ve Agaoglu, 2000).

Ahududu  genetik  kaynaklarinin
incelenmesinde RFLP (Parent ve Pagé,
1992), SSR (Graham ve ark., 2002; Graham
ve ark., 2004, Stafne ve ark., 2005), AFLP
(Graham ve ark., 2004) gibi molekiiler
teknik  kullanilmakla  birlikte, RAPD
(Random Amplified Polymorphic
DNA)'inde bu tiirlin tanmisinda kullanimi
yaygindir.  Bitkilerin genetik yapilarmin
incelenmesinde, PCR (Polimeraz Chain
Reaction)’a dayali RAPD yontemi; tesadiifl
kisa niikleotid diziliminden (10 mer’lik)
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olusan primerlerin, ¢ok az bitki DNA’sinin
kullanildigi, kolay uygulanabilir ucuz bir
yontemdir (Williams ve ark., 1990).

Parent ve ark. (1993), 13 kirmiz1 ve 2
mor ahududu ¢esidini 19 RAPD primeri
yardimiyla ayirt etmeye caligmiglardir.
Calisma sonucunda 3 primerin biitiin
cesitlerde ayirim sagladigini gézlemislerdir.
Yine Parent ve Pagé (1998), 13 kirmiz1 ve 2
mor ahududu ¢esidini ayirt etmek amaciyla
polimorfizm saglayan 5 RAPD primeri
belirlemisler ve ¢esit ayiriminda basaril
olmuslardir. Graham ve ark. (1994), 10
kirmizi ahududu c¢esidinde; 10 primer
kullanmiglar ve 9 primerin ¢esit tayininde
¢ok basarili sonuglar verdigini ortaya
koymuslardir. Graham ve ark. (1997),
yabani ahududu ¢esit/tiplerinin  kiiltiir
cesitleriyle genetik iligkisini aragtirmiglardir.

Patamsyte ve ark. (2004), Litvanya’da
bulunan yabani kirmizi ahududu gen
kaynaginin ayirt edilmesi ve parmakizlerinin
cikarilmas1 amaciyla yaptiklar1 ¢aligmada,
44 RAPD primeri kullanmislardir. 285
RAPD lokusundan %80°ni polimorfik olarak
tespit etmisler ve R.ideaus germplasminin
ayrimi  i¢in  uygun  bulunmuslardir.
Bulgaristan’da yapilan bir diger c¢alismada
14 ahududu ve elit ¢esitler materyal olarak
kullanilmis, RAPD primerleri ile genetik
farklilik basarili bir sekilde tespit edilmistir
(Badjakov ve ark., 2006).

Bu c¢alismanin amaci, Karadeniz
bolgesinden (Kastamonu, Bartin, Sinop,
Ordu, Giresun, Trabzon, Rize ve Artvin)
selekte edilen 15 ahududu tipinin,
birbirleriyle genetik benzerlik oranlarimi
RAPD yontemi ile belirlemek ve DNA
parmakizlerini ortaya koymaktir. Ayrica
daha Onceden Kaplan ve ark. (2003)
tarafindan belirlenen morfolojik o6zellikleri
genetik bulgularla iligkilendirilmek
amaglanmustir.

2. Materyal ve Yontem
2.1. Materyal
Bu ¢aligmada, Onur ve ark. (1999)nin

1996-1997 yillar1 arasinda Karadeniz
Bolgesinden se¢mis olduklart 27 kirmizi



ahududu tipinden, 15'i bitkisel materyal
olarak kullanilmustir (Cizelge 1).

2.2. Yontem

Bitkiden DNA Izolasyonu: DNA
izolasyonu i¢in siirgiinlerin geng¢ yapraklari
kopartilmis, plastik torbalara konularak
etiketlenmis ve buz kutusunda laboratuara
taginmis, 0.5 gr yaprak sivi azotta
dondurularak ezilmigtir. DNA izolasyonu
CTAB yontemine gore yapilmistir (Doyle ve
Doyle, 1987). DNA konsantrasyonu % 1’lik
agaroz jelde DNA’larin yiiriitiilmesi ile
belirlenmis, kontrol olarak A DNA
kullanilmigtir

DNA Sentezlenmesi: 10 bazlik olan
20 RAPD primeri kullanilarak PCR’da DNA
sentezlenmesi yapilmistir. PCR reaksiyonu:
30 ng DNA, 3 mM MgCl,, 200 mM dNTP,
2.5 pl Buffer (10 x PCR buffer), 5 pmol/ul
primer ve 1 unit Taq polimeraz enzimi
olacak sekilde 25 ul hacimde
gerceklestirilmistir.

PCR dongiileri ise 1 dongii 94 °C’de
5 d; 35 dongii ise 94 °C’de 1 d, 38 °C’de
2d,72°C’de 2d; 1 dongii 72°C’de  5d
olacak sekilde Perkin Elmer Cetus marka
thermocycler kullanilarak
gergeklestirilmistir.

PCR firiinleri, % 2’lik agaroz jelde, 1
X TAE buffer i¢inde, 5 saatte 75 V’ta
aynistirilmigtir.  Jel, etidyum bromid ile
boyanmis ve uv 15181nda
fotograflandirilmistir.

DNA Bantlarinin Degerlendirilmesi:
RAPD primerlerinin olusturdugu polimorfik
DNA bantlar1 “1” (DNA band:1 var) ve “0”
(DNA bandi yok) olarak degerlendirilmis,
elde edilen veriler NTSYS-pc ( Numerical
Taxonomy Multivariate Analysis System)
programinda dendograma doniistiiriilmiistiir.

Ayrica  principle = component  analizi
yapilmistir (Rohlf;1993).
Secgilen 15 tipin, her RAPD

primerinde ayr1 ayri birbiriyle olan benzerlik
oranlarinin  degerlendirildigi  benzerlik
matriksinin ~ olusturulmasi  ise  Dice’s
coefficient (Dice, 1945) esasina gore
yapilmustir.

i. POLAT, M. GOCMEN

3. Bulgular ve Tartisma

Karadeniz Bolgesinden farkli ekolojik
kosullara ve yiikseltilere sahip alanlardan,
Ozellikle ormanlardan sec¢ilen 15 kirmizi
ahududu tipinin birbiriyle olan genetik
benzerlik oranlarim1 ve DNA parmakizleri
belirlemek amaciyla gergeklestirilen bu
arastirma, 20 RAPD primeri kullanilmustir.

Operon’un farkli primer gruplan ile
yapilan calismada 11 primerde polimorfik
DNA bantlar1 elde edilmistir. (Cizelge 2).
DNA  amplifikasyonu  gergeklesen 9
primerden toplam 55 RAPD bandi elde
edilmistir. Bu bantlarin 24’4 (% 43) 15
ahududu tipleri igin polimorfik, 31’1 (% 47)
monomorfik band olusturmustur. Bant
uzunluklari 200-2000 bp arasinda
degismektedir. Elde etmis oldugumuz
markirlar ile UPGMA ve PCA analizleri
sonucunda dendogram (Sekil 1) ve grafik
(Sekil 2) olusturulmustur. Degerlendirmede
matrix korelosyonu (r) 0.81, mantel t-test (t)
4.93 olarak bulunmustur.

Polimorfik DNA bant verilerinin
degerlendirilmesi sonucunda, Karadeniz’den
secilen 15 ahududu tiplerin birbirleriyle olan
genetik benzerlik indeksi Cizelge 3’de
verilmigtir.  Cizelge 3 incelendiginde,
genetiksel benzerlik, Kastamonu-Tagkoprii
Kayadibi koylinden secilen 37-01 ile
Trabzon’dan segilen 61-04 tipleri arasinda
% 98 oraninda belirlenmistir. Buna karsilik
birbirine genetik olarak en uzak (% 57)
tipler Rize (53-02) ve Artvin’den (08-02)
secilen tipler bulunmustur.  Artvin’in
Ardavus yaylasindan secilen 08-02 nolu tip
diger tiplere genetik benzerlik oran1 %50-60
arasinda degismistir. Secilen 15 Ahududu
tipinin genetik benzerlik indeksi %50 ile
%098 arasinda genis bir dagilim gdstermistir.
Elde edilen bu sonug, Antonius-Klemola,
(1999), Rubus ‘larda yaptigi, islah amagl
molekiiler markir ¢aligmasinda, heterezigot
oraniin fazla oldugunu bildirdigi c¢aligma
ile uyumluluk gostermistir.

Tiplerde Kaplan ve ark. (2003)
tarafindan belirlenen fenotipik 6zelliklerden
meyve rengi, meyve sekli, liziimciiklerin
tanelenme Ozelligi Cizelge 1’de verilmistir.
Cizelge 1’den de anlasilacag: iizere secilen
tipler fenotipik olarak birbirinden farklilik
gostermektedir.
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Cizelge 1. Karadeniz Bolgesinden segilen 15 kirmizi ahududu tipinin bazi morfolojik 6zellikleri
ve secildigi alanlar

Tipn | Tip Meyve | Uziimciiklerin Meyve Selekte edildigi yer
0 kodu rengi tanelenmesi sekli
1 37-05 * * * Daday-Azdavay, Kastamonu
2 | 08-02 | Orta Az Yuvarlak Ardavus yaylasi, Artvin
3 53-02 | Koyu Orta Yuvarlak Ayder yaylasi, Rize
4 | 52-11 Koyu Yok Yuvarlak Ordu
5 61-01 Koyu Yok Yuvarlak Kartiineli ¢evresi, Trabzon
6 | 57-01 Acik Orta Yuvarlak Gokceukur kdyii, Bayabat, Sinop
7 | 28-02 | Orta Yok Kisa konik | Caldagi-Yurt yaylasi, Giresun
8 74-01 Orta Cok Yuvarlak Merkez, Bartin
9 | 61-03 | Koyu Yok Yuvarlak Magka, Trabzon
10 | 61-02 | Orta Yok Kisa konik | Hamsikdy, Trabzon
11 | 37-01 Koyu Yok Yuvarlak Kayadibi koyii, Taskoprii, Kastamonu
12 | 61-04 | Acik Yok Yuvarlak Merkez, Trabzon
13 | 52-02 | Koyu Yok Yuvarlak Alibey koyii yaylasi, Ordu
14 | 08-01 Acik Yok Kisa konik | Ardanug yaylasi, Artvin
15 | 37-07 | Koyu Yok Yuvarlak Arag, Kastamonu

*: Veri elde edilememistir.

Cizelge 2. Polimorfik bant olusturan ve olusturmayan primerler

Polimorfik bant olusturan primerler

Amlifikasyon olusturmayan primerler

A-11, A-06, 4A-23, 4A-24,
4A-25, 4A-26, 4A-29, F-14,

AK-3, A-3, F-19, C-8, C-11,
E-1, E-3, E-11, E-19

C-9, C-10, 1-20

Elde edilen fenotipik verilerin tiplere
gore dagilim dendrogrami  olusturul-
mamistir. Bu nedenle fenotipik ve RAPD
verileri  birlikte  degerlendirilmemistir.
Ancak, Kaplan ve ark. (2003) tarafindan
yapilan calismada da 08-02 Ahududu tipi
diger tiplerden farkli bulunmustur (Sekil 2).

Tiplerin  birbiriyle olan  genetik
iligkisini gdsteren dendogram incelendiginde
(Sekil 1 ve Sekil 2), 15 tipin 4 alt gruba
dagildigr goriilmiistiir. Birinci alt grupta,
Kastamonu (37-05) ve Ordu (52-11)’dan
segilen tipler yer almustir. ikinci alt grupta
Trabzon (61-01) ve Sinop (57-01)’dan
secilen tipler yer almustir. Ugiincii alt grupta
secilen 9 tip yer almig ve tiplerin birbiriyle
olan genetik iligkisi en fazla % 79 oldugu
goriilmiistiir. Dordiincii alt grupta ise Rize
(53-02) ve Artvin (08-02)’den segilen iki
tipten olusmustur. Bu iki tip diger ahududu
tiplerine de genetik olarak oldukga (yaklasik
%60) uzak bulunmustur. Birbirine en uzak
(yaklasik %50) tipler Artvinden selekte
edilen 08-02 tipi ile Rize’den selekte edilen
53-02 tipleri arasinda tespit edilmistir. Bu iki
tipin diger tiplerden farkli olmasi, bolgeye
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yeni Ahududu tiplerinin  girdirildigini
diisiindiirmiistiir. Ozellikle Artvin ilinin
Gircistan’a yakin olmast bu diislinceyi
kuvvetlendirmistir.

Ordu’dan  secilen  52-11 tipi
dendrogramda (Sekil 1) birinci alt grupta
yer alirken, yine ayni1 ilden secilen 52-02 tipi
farkli alt (iiglincii) gruba diigmiistiir. Benzer
durum, Artvin’den sec¢ilen 08-01 ve 08-02
tipleri i¢inde gecerli olmustur. Ayn sekilde
Trabzon’dan farkli yerlerden secilen 61-01
ikinci grupta, 61-02 ve 61-03 tipleri ii¢iincii
alt grupta yer almistir. Sekil 2’de de
principle  component analizi  sonucu
gostermis oldugu dagilim goriilmektedir.

Segilen tiplerin genetik yakinlig
iizerine, secilmis oldugu bolgelerin etkili
oldugunu sdylemek zor olmaktadir. Tiplerin
secildigi alanlar arasinda Ahududu gen
akisinin bulundugu diisiiniilmektedir (Sekil
2). Kirmizi Ahududu tiplerinde, polimorfik
DNA bantlar1 olusturan bazi RAPD
primerleri ve Onemli RAPD markirlar
Cizelge 4’de verilmistir. Buna gore; bazi
RAPD primerleri, segilen bazi tipler igin
ayirt edici markir olusturmustur. 4A-29



RAPD primeri 08-02 nolu tip i¢in, 4A-23
primeri ise 52-02 nolu tip i¢cin RAPD
molekiiler markir olarak belirlenmistir.
Graham ve ark. (1994), 10 kirmizi
ahududu ¢esidinin, DNA parmak izlerini
tespit etmek amaciyla 10 adet RAPD primeri
kullanmigtir. Bu primerlerden higbiri tek
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basina biitlin ¢esitleri ayirt etmede basarili
olamamigtir.  Fakat, kullanmig oldugu
primerlerle hangi cesitlerin ay1rt
edilebilecegini belirlemistir. Benzer sonug,
yapilan bu ¢aligmada da goriilmiistiir.

Cizelge 3. Karadeniz’den secilen 15 Ahududu tipinin birbirleriyle olan genetik benzerlik indeksi

(%) degerleri
2

Tipler 1 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 | 12 | 13 | 14 | 15

1 100

2 50| 100

3 78| 50] 100

4 82| 52| 70] 100

5 67| 60| 66| 77| 100

6 64| 60| 70| 71| 92| 100

7 73] 60| 64| 81| 84| 78] 100

8 56| 60| 55| 72| 75| 65| 83| 100

9 58] 60| 59| 67| 77| 81| 83| 92| 100

10 64| 60| 66| 70| 83| 76| 77| 71| 88| 100

11 61| 60 63| 71| 81| 73| 8| 82| 87| 77| 100

12 62| 60| 57| 85| 92| 80| &9| 88| 77| 72| 98] 100

13 58] 60| 64| 58| 71| 61| 75| 83| 73| 67| 59| 82| 100

14 57] 60| 56| 76| 88| 81| 95| 79| 8| 79| 88| 92| 74| 100

15 79| 60] 53| 83| 87| 60| 8] 80| 90| 8&7] 75| 83] 75| 83| 100
3705
L on

[ 61-01

5701

08-01

3707

52-02

2802

61-03

|3'."-01

|61-04

53-02

08-02

T
046

Coafficient

T
064

T T T T T 1
082 100

Sekil 1. Karadeniz Bolgesi’nden segilen 15 ahududu tipinin birbiriyle olan % benzerlik oranini

gosteren dendogram (UPGMA)
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Sekil 2. Karadeniz Bolgesi’nden segilen 15 ahududu tipinin principle component analizi sonucu
gostermis oldugu desen

Cizelge 4. Ahududunda 6nemli RAPD markorler

Ahududu Tipleri

Markérler 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 12 | 13 14 | 15
4A-24 1650 + |+ | + + |+ | +
4A-24 1000 + |+ |+ |+ |+ | + + | + | +
4A-245 + + + |+ |+ |+ | + + |+ | +
4A-265000 + + + |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+
4A-261650 + |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ ]+ |+ |+
4A-26400 + +
F-14500 + + +
4A-29509 +
4A-29400 +
C-95000 + + |+ | + | + + +
C-91300 + |+ |+ |+ ] + | + + + + + +
C-91500 + + +
C-9500 + + +
C-9400 + +
C-9300 + + | + +
4A-2350 +
4A-233 + | + + | + + | +
4A-235 + + |+ |+ |+ | + | + +
C-105990 + + + + + + + +
C-101650 + + + + + +
C-10;500 + + +
C-101900 + + + + + + +
C-10490 + + + + + + + + +
4. Sonug¢ secilen 15 kirmizi ahududu tipinin, 11

RAPD primeri ile yapilan DNA analizi
Calisma sonucunda, Karadeniz sonucunda genetik olarak birbirinden farkh
Bolgesi’'nden seleksiyon 1slah1  sonucu oldugu belirlenmistir. Bu sonug, seleksiyon
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caligmasinin  basarili olarak yapildigini
gostermektedir. Genetik benzerliginin % 50
ve % 98 arasinda degismesi, Karadeniz
bolgesinde bulunan Kirmizi ahududu
tiplerinde  genetik  varyasyonun fazla
oldugunu gostermektedir. Ayrica birbirine
yakin ve uzak bolgeler arasinda gen
akiginin oldugu kanisina varilmustir.
Uygulamas1 kolay ve ucuz olan
RAPD molekiiler markir tekniginin, kirmizi
ahududu seleksiyon 1slah1 ile segilen
tiplerin genetik farkliligin1 ve DNA parmak
izlerinin belirlenmesinde basarili bir sekilde
kullanilabilecegi tespit edilmistir.
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