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Ozet

Bu ¢alismada ‘Amasya’ elmasinin SSR markorleri ile iskelet haritasinin olusturulmasi amaglanmustir. Bu
amagla Amasya elmasi icerisinden secilen ‘Kasel-41° ¢esidi ile ‘Williams Pride’ gesitlerinin melezlenmesinden
olusan F1 populasyonu galigmanin materyalini olugturmustur. SSR primer ¢iftlerinin taranmasi sonucunda 699
primer giftinden 417 adedi agilim gostermis ve bunlardan 207 adet ortak SSR markérii olarak 96 melez bireyde
analiz edilerek iskelet harita olusturulmugtur. Amasya elmasmin iskelet haritasinin olusturulmasinda agilim
gosteren 207 markor, 17 baglantt grubuna dagilim gostermistir. Bu harita 1351 ¢cM uzunlugunda olup, markdor
yogunlugu 12.2 ve markdérler arast ortalama uzaklik ise 6.5 cM olarak saptanmustir. Bdylece elmada simdiye
kadarki en iyi SSR markorleri ile iskelet harita bu galisma ile olusturulmustur. Yeni SSR markérleri ve farkli
markdr yontemlerinin kullanilmasi, ileriki zamanlarda yapilacak genetik haritalama g¢alismalarinda yiiksek
yogunluklu harita elde edilmesinde fayda saglayacaktir.

Anahtar kelimeler: Elma, SSR, iskelet harita, mikrosatellit

Construction of the Reference Genetic Linkage Map of Amasya Apple by Microsatellite (SSR) Markers

Abstract

This study aimed to construct reference genetic map of ‘Amasya’ apple cultivar with SSR markers. With
this aime, the cross between selected ‘Kasel-41’ from ‘Amasya’ apple cultivar and ‘Willams Pride’ cultivar
establishes this study's materials. As a result of screening 699 SSR pairs of primer in 96 hybrid individuals
showed 417 polymorphism.. A reference map was constructed by using 207 common SSR markers. The
reference genetic map was 1351 cM long , average marker number 12.17 with a mean marker density of 6.52.
Thereby producing the most dense SSR-based reference map currently reported for apple. In the future genetic
mapping and genomic studies, use of the new SSR markers and other marker methods will be useful to obtain
high density map.

Keywords: Apple, SSR, reference map, microsatellite

cesitler (Amasya cesidi diginda) yer alamamustir.
Amasya elma c¢esidimiz de periyodisite
gostermesi nedeni ile ¢ok dar bir alanda varligin
devam ettirmektedir. Yeme kalitesi oldukea iyi
olan ‘Amasya’ elmasinda periyodisite ile birlikte
meyve iriligi ve ¢ekirdek evi biiylikligi gibi
bazi kalite problemleri de vardir. Amasya elmasi
Tiirkiye’nin en Onemli elma gesitlerinden biri
olup tad: ve aromasi giinimiizde iretilen ticari
¢esitlerden ¢ok farklidir. Amasya elmasi ile ilgili

Giris

Elma, Rosaceae familyasinin, Pomoideae
alt familyas1 igerisinde yer alir. Haploid
kromozom sayist n=17’dir. Elma ¢esitlerinin
biiyik bir ¢ogunlugu diploittir (2n=34). Elma
Tiirkiye’de uzun yillardan beri yetistiriciligi
yapilan tiretim ve yetistirme alani bakimindan
diger 1liman iklim meyvelerinin basinda gelen
bir tir oldugu igin yillara gore diinya
siralamasinda {iglinciilik ile altincilik arasinda

yer almigtir. 2013 y1li rakamlarina gore (Faostat,
2015), Turkiye 2013 yilinda elma iretiminde
3.128.450 ton ile Cin ve ABD’den sonra ii¢iincii
sirada yer almaktadir.

Diinyada 6000°den fazla onemli elma
¢esidi oldugu bildirilmektedir. Ancak bunlarin
¢ok az1 ticari 6neme sahiptir (O’Rourke, 2003).

Tiirkiye elma gen merkezlerinden biri
olmasma ragmen, yabanci ¢esitlerin baskisi
altinda kalmis ve elma iiretim desenimizde yerli

olarak ilk c¢alisma Eltez ve Kagka (1983)
tarafindan  yapilmistir.  Arastiricilar, Nigde
yoresinde yaptiklari seleksiyon caligmasi ile her
yil meyve veren ve Kasel elmasi olarak
adlandirilan ve ozellikleri birbirinden farkli 52
adet ‘Amasya’ elmasi tipi elde etmislerdir.

Genetik  ¢esitliligi  belirlemek  igin
kullanilan morfolojik, fizyolojik ve
biyokimyasal  yontemler hem  g¢evreden

etkilenmekte hem de ¢ok zaman almaktadir.
Fakat DNA markor tekniklerinin gelistirilmesi
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ile farkli ekolojilerdeki genetik materyaller daha
kolay incelenebilmektedir. Giiniimiizde AFLP,
ISSR, SSR, SRAP gibi farkli markor teknikleri
kullanilarak daha kisa siirede, daha giivenilir
sonuglarla, genetik ¢esitlilikler belirlenmektedir
(Kafkas ve ark., 2008).

Elmada bugiine kadar; RFLP, RAPD,
ISSR, SRAP, SSR ve AFLP yontemleri genelde
genetik kaynaklarin karakterizasyonu ve genetik
haritalama ¢aligmalarinda kullanilmistir.  Bu
molekiiler markor teknikleri  birbirleriyle
karsilagtirlldiginda, RFLP ve SSR markérlerinin
kodominant olmasi bu markor sistemlerini
avantajli  duruma getirmektedir.  Clinkii
kodominant markér sistemlerinin bilgi icerigi
¢ok yiiksektir ve oOzellikle genetik haritalama
¢aligmalarinda ¢ok biiyiik avantajlara sahiptir.

Genetik  baglanti  (linkage) haritalar
molekiiler  markorlerin - kalittimi  temeline
dayanmaktadir.  Bitkilerde yapilan genetik

haritalama ¢alismalarinda g¢ogunlukla F2, F3,
geri melez, double haploid gibi populasyonlar
kullanilmaktadir. Cok yillik bitkilerde ise
genglik  kisirhgr  doneminin  uzun olmasi
nedeniyle F1 populasyonlari
kullanilabilmektedir. Elmanin haploid
kromozom sayist n=17 oldugu i¢in (Liebhard ve
ark., 2003) ideal olarak olusturulacak genetik
haritada 17 baglanti grubunun olmasi beklenir.

Bu caligmanin amaci, Amasya elmasi
olarak, daha dnce Amasya elmasi igerisinden iyi
meyve Ozellikleri nedeniyle seleksiyon sonucu
elde edilmis ‘Kasel-41° g¢esidi ile ‘Williams
Pride’ ¢esidi arasinda yapilan melezleme sonucu
olusturulan ~ F1  populasyonu ile =SSR
markorlerini  kullanarak  Amasya elmasinin
iskelet genetik haritasini ortaya ¢ikarmaktir.
Materyal ve Yontem
Materyal

Bu caligmada ‘Kasel-41’ ve ‘Williams
Pride’ melezlenmesinden elde edilen 96 adet F1
bitkisi ile ebeveynler materyal olarak
kullanilmigtir. F1 bitkileri M9 anaci1 {izerine
asilanmis ve sonra bu bitkiler ile Egirdir
Meyvecilik  Arastirma  Enstitiisii, Samsun
Karadeniz Tarimsal Arastirma Enstitiisii ile
Malatya Kayist Aragtirma Enstitiisi’nde her F1
bitkisinden 2’ser adet olacak gsekilde deneme
parselleri kurulmustur.

Bu ¢alisma kapsaminda SSR analizlerinde
Guilford ve ark. (1997), Hokanson ve ark.
(1998), Gianfranceschi ve ark. (1998), Cipriani

ve ark. (1999), Testolin ve ark. (2000), Oddou-
Muratoriov ve ark. (2001), Dirlewanger ve ark.
(2002), Liebhard ve ark. (2002), Yamamoto ve
ark. (2002a; b), Hemmat ve ark. (2003),
Silfverberg Dilworth ve ark. (2006), Fernandez
ve ark. (2006), Inoue ve ark. (2007), Gasic ve
ark. (2009) ile Han ve ark. (2009; 2011)
tarafindan gelistirilen 699 adet SSR primer ¢ifti
genetik haritalamada kullanilmigtir. Bunlara
ilaveten, Cheng ve ark. (1996) tarafindan
gelistirilen meyve rengi ile iliskili markér,
Tartarini ve ark. (1999) tarafindan gelistirilen
karaleke hastaligina dayanim ile iligkili markor
ve Khan ve ark. (2007) tarafindan gelistirilen
ates yanikligima dayanim ile iligkili markor de
haritalamada kullanilmistir. Béylece toplam 702
primer ¢ifti bu ¢alismada kullanilmustir.

DNA izolasyonu

DNA izolasyonu Doyle ve Doyle
(1987)’nin gelistirdigi ve Kafkas ve ark. (2006)
tarafindan modifiye edilen CTAB yontemi
kullanilarak ~ gerceklestirilmistir. ~ {zolasyon
sonucu elde edilen DNA’lar SSR analizleri igin
5 ng/ul konsantrasyonuna ayarlanmistir. Bu
sekilde tim DNA oOrnekleri PCR’a hazir hale
getirilmistir.

SSR Primer Ciftlerinin DNA’ya Baglanma
Sicakliklarimin Belirlenmesi

SSR primer ¢iftlerinin DNA’ya baglanma
sicakliklarinin ve amplifikasyon durumlarinin
belirlenmesi i¢in gradient PCR uygulanmustir.
SSR primer g¢iftlerinin yapisma sicakliklarinin
belirlenmesinde, 50.5°C, 53.5°C, 55.5°C, 57.5°C,
59.5°C ve 61.5°C sicakliklari kullanilmistir. En
iyi amplifikasyonun elde edildigi sicaklik primer
¢iftinin DNA’ya baglanma sicakligi olarak
belirlenmistir. Gradient PCR reaksiyonu, 12.5
mL olarak hazirlanmigtir.  Gradient PCR
reaksiyonu 75 mM Tris- HCI, pH: 8.8, 20 mM
(NH4),SO4, 2.0 mM MgCl,, %0.01 Tween 20,
200 mM dNTP,10 nM 5’ ucunda M13 iiniversal
(5-TGTAAAACGACGGCCAGT-3") baz dizisi
(Schuelke, 2000) primeri eklenmis ileri primer,
200 nM geri primer, 200 nM FAM, VIC, NED,
PET ile isaretlenmis M13 {iniversal primer, 0.6
tinite Taq DNA polimeraz ve 10 ng DNA
icermistir. Gradient PCR dongii kosullar: 94°C 2
dk, 6n denatiirasyon, 30 déngii boyunca 94°C 30
saniye, denatiirasyon 50.5°C, 53.5°C, 55.5°C,
57.5°C, 59.5°C ve 61.5°C sicakliklar1 arasinda
45 saniye, DNA’ya yapisma, 72°C’de 1 dk,
uzama, 10 dongii boyunca 94°C’de 30 sn
denatiirasyon, 52°C 45 sn, DNA’ya yapisma,
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72°C’de 1 dk uzama ve 1 dongii 72°C 5 dk son
uzama safhasi olarak uygulanmustir.

SSR Primer Ciftlerinin Polimorfizm
Bakimindan Taranmasi ve A¢ilim
Durumlarinin Belirlenmesi

Gradient PCR sonucu amplifiye olan ve
yapigma sicaklig1 saptanan primerler 96 elma F1
bitkisinde polimorfizm bakimindan taranmustir.
PCR driinlerinin elektroforezi ABI 3130xl
otomatik baz dizileme {initesinde (kapiler
elektroforez) yapilmustir. SSR analizleri sonucu
elde edilen bantlarin biiytikliikleri birbirlerine
¢ok yakmn oldugu igin agaroz jelde ayirmak
miimkiin olmadigindan, kapiler elektroforez ile
gerceklestirilmistir. SSR - PCR  kosullar1  bir
onceki bolimde anlatildigr gibi yapilmistir. ABI
cihazinda  elektroferezi  yapilan  Ornekler
GeneMapper 4.0 paket programu kullanilarak
DNA bantlar1 pikler halinde degerlendirilmis,
primerlerin  allelleri ve allel biiyiikliikleri
belirlenmistir.

Elektroforez sonucunda agilim gosteren
markérler Joinmap 4.1 (Van Ooijen, 2011) paket
programina gore skorlanip kodlanmistir. Farkli
acilimlara sahip SSR  primer ¢iftlerinin
skorlanmasindan ~ 6rnekler  Cizelge 1’de
verilmigtir. Ana ebeveynin heterozigot, baba
ebeveynin  homozigot ise ‘Imxll’, baba
ebeveynin heterozigot, ana ebeveynin homozigot
ise ‘nnxnp’ agilimi ve ebeveynler ortak bir adet
allele sahiptir. Bu durumda 1:1 agilimi
goriilmektedir.

Ebeveynlerin her ikisinin de ikiser allele
sahip oldugu durumlarda agilim gdsteren
markorler ‘Ortak Markoér’ olarak
degerlendirilmistir. Bu tip markorler hem ana
hem de baba ebeveynin haritasi ile iskelet harita
olusturmak i¢in kullanilabilir. Ortak markorler,
her iki ebeveynde iki allelin de ayni olmast ile
hkxhk (1:2:1), tek bir allel bakimindan farkli
olmasi ile efxeg (1:1:1:1), her iki allelin de farkli
olmasi ile abxcd (1:1:1:1) olarak
degerlendirilmistir.

Genetik Baglant1 Gruplarinin Olusturulmasi

Genetik haritanin olusturulmast Joinmap
4.1 (Van Ooijen, 2011) bilgisayar paket program
kullanilarak yapilmistir. Calisma sonucunda elde
edilen amplifikasyon iiriinleri Joinmap 4.1 paket
programma  gore skorlanip  kodlanmustir.
Referans genetik haritanin elde edilmesi ortak
markorler  ile  olusturulmustur.  Baglanti
gruplarinin uzunluklart ve rekombinasyon birimi

centiMorgan (cM) olarak Kosambi (1944)’ye
gore hesaplanmustir.

Ortak markorler ile olusturulan iskelet
genetik haritada baglanti gruplarinin
olusturulmasinda en disik LOD 5.0 degeri
kullanilmigtir. Her bir baglanti grubu igindeki
markor sirasint belirleyebilmek icin
hesaplamalarda standart Joinmap parametre
ayarlari kullamlmustir. Istatistik hesaplamalari
tamamlanarak baglanti gruplart olusturulduktan
sonra, MapChart 2.2 (Voorrips, 2002) bilgisayar
programi kullanilarak baglant1 gruplarina ait
grafik verilerinin ve sekillerinin diizenlenmesi
ve sayfa iizerinde yerlestirmesi yapilmustir.
Bulgular ve Tartisma

Bu caligmada ‘Kagel-41’ x ‘Williams
Pride’  populasyonu  kullanilarak  ortak
markorlerle ile referans genetik haritanin
olusturulmasi hedeflenmistir. olusturulan
genetik haritada haritalanan 207 adet markérden
118 adedi ‘abxcd’, 70 adedi ‘efxeg’ ve 19 adedi
‘hkxhk’ agilimi gdstermis ve bu markorler 17
baglanti grubunda dagilim géstermistir (Cizelge
2 ve Sekil 1). Toplam genetik harita uzunlugu
1351 cM ve markdrler arasi ortalama uzaklik ise
6.53 cM olarak hesaplanmistir. En fazla (20
adet) ortak markor 15. Baglanti grubunda yer
alirken, 1. baglanti grubu en az (7 adet) ortak
markdrii igeren grup olmustur. En uzun baglanti
grubu (120.9 cM) 15. baglant1 grubu olurken, 2.
Baglant1 grubu 8 adet markar ile en kisa baglanti
grubunu  olusturmustur.  Ortak  markorlerle
olusturulan genetik harita toplamda 207 markor
ile 6.5 cM markor yogunluguna sahip olmustur
(Cizelge 2). Olusturulan haritada baglanti
gruplarinin 6zellikleri karsilastirildiginda, ortak
markorlerle olusturulan genetik haritasinda 14.
baglanti grubu en yogun (markorler arasi mesafe
4.1 cM) grup iken, 9. baglant1 grubu ise en az
(10.7 cM) yogun grup olmustur.

Bu c¢alismada ortak markorler ile
olusturulan  genetik haritadan elde edilen
bulgular ile diger arastirmacilar tarafindan
elmada ortak SSR markorleri ile yapilan genetik
haritalama ¢aligmalarindan en fazla ortak markor
(207 adet) bu c¢alismada haritalanirken, en uzun
haritada da (1351.0 ¢cM) bu galigmadan elde
edilmistir. Yine baglant1 grubu basina diisen en
yiiksek ortalama markor sayist (12.18 adet) bu
calisgmadan elde edilmistir. Markér yogunlugu
bakimindan ise Aslan (2012) ile benzer degerler
(6.5 cM) elde edilmistir.
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ilk Kez Bu Cahismada Haritalanms Olan
SSR Markaérler

Bu calisgmada elmanin  haritalama
analizlerinde SSR markér teknigi kullanilarak,
acilim gosteren bircok kodominant markoriin
eldesi saglanmistir. Ortak markorler ile
olusturulan genetik haritada bugiine kadarki en
fazla ortak markér (207 adet) bu calismada
haritalanmig ve en uzun SSR esash harita da
(1351.0 c¢cM) bu c¢alismada elde edilmistir.
Ayrica baglanti grubu bagina diisen ortalama
markor sayist en yiksek (12.18 adet) bu
calismada elde edilmistir (Cizelge 2 ve Sekil 1)

Bu c¢alismada ortak markorler ile
olusturulan genetik haritada toplam 19 markor
ile ilk defa haritaya yerlestirilmistir. Bunlardan
15 adedi Han ve ark. (2009), 3 adedi Inoue ve
ark. (2007) ve 1 adedi Oddou-Muratorio ve ark.
(2001) tarafindan gelistirilmistir (Cizelge 3).
Sonu¢

Bu ¢alismada SSR markorleri kullanilarak
Amasya elmasi igerisinden seleksiyon ile elde
edilen ‘Kasel-41’ c¢esidi ile ‘Williams Pride’
¢esitlerinin genetik haritasinin SSR markérler ile
olusturulmast  gergeklestirilmistir. ~ Caligma
kapsaminda, bugiine kadar yapilmis olan elma
genetik haritalama analizleri igerisinde en fazla
SSR primer ¢ifti kullanimi gergeklesmistir. Tim
genomu kapsayan kodominant markdrlerce
doymus bir harita eldes edilmistir. Gelecekte
yapilacak haritalama ¢aligmalarinda daha yiiksek
yogunluklu genetik haritalar elde etmek igin
daha fazla sayida acilim gosteren markorler
baglant1 gruplarina yerlestirilmelidir. Bunun igin
AFLP ve SRAP gibi dominant markdrlerden ve

ozellikle SSR ve SNP gibi kodominant
markorlerden yararlanilmalidir.
Ayrica bu c¢aligmada F1 bitkilerden

yapilacak gozlem ve analizler ile bazi 6nemli
ozellikler ile iligkili markorler
gelistirilebilecektir.
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Cizelge 1. Farkli agilimlara sahip SSR primer ¢iftlerinin skorlanmasindan

Agilim Ana ebeveyn Baba ebeveyn
1.Says alleli 2.Says alleli 1.Says alleli 2.Says alleli
Abxcd (1:1:1:1) a b c d
Efxeg (1:1:1:1) e f e g
Hkxhk (1:2:1) h k h k
Lmxll (1:1) | m 1 1
Nnxnp (1:1) n n n p

Cizelge 2. ‘Kasel-41” ve ‘Williams Pride’ ¢esidleri ortak genetik haritasinin baglant1 gruplarina ait markor

sayilart

Ac¢ilim Toplam Markorler arasi

LG abxed efxeg hkxhk markor Uzunluk (cM) ortalama uzaklik
sayis1 €M)
1 2 3 2 7 64.7 9.2
2 6 - 2 8 47.4 5.9
3 7 3 - 10 71.9 7.1
4 6 5 1 12 92.6 7.7
5 5 3 2 10 93.1 9.3
6 4 3 1 8 58.6 7.3
7 2 8 1 11 79.3 72
8 11 4 - 15 64.6 43
9 3 5 - 8 85.8 10.7
10 10 6 1 17 88.5 52
11 8 3 - 11 90.6 8.2
12 10 4 2 16 71.5 4.8
13 5 5 1 11 80.2 72
14 13 2 1 16 65.7 4.1
15 13 6 1 20 120.9 6.0
16 5 2 3 10 88.7 8.8
17 8 8 1 17 80.9 4.7
Toplam 118 70 19 207 1351.0 6.5

Cizelge 3. Kasel-41’ ve ‘Williams Pride’ ¢esidleri ortak genetik haritasinin baglant1 gruplarinada ilk kez bu

haritalanmis olan primerler

Sira Primer Gelistirildigi tiir Agilim Baglanti grubu
1 BACSSR182 Malus pumila hkxhk LGl
2 BACSSR42 Malus pumila abxcd LG2
3 MSS1 Sorbus torminalis hkxhk LG2
4 BACSSR70 Malus pumila abxcd LG5
5 BACSSR71 Malus pumila abxcd LG6
6 BACSSR139 Malus pumila abxcd LG8
7 BACSSR68 Malus pumila abxcd LG9
8 IPPN13 Pyrus pyrifolia abxcd LG9
9 BACSSR67 Malus pumila abxcd LG10
10 BACSSR72 Malus pumila abxed LG10
11 BACSSR119 Malus pumila efxeg LG10
12 BACSSR37 Malus pumila efxeg LG10
13 BACSSR84 Malus pumila abxcd LGI12
14 BACSSR133 Malus pumila abxcd LGI12

15 BACSSR122 Malus pumila abxcd LG13

16 IPPNO1 Pyrus pyrifolia abxcd LG14

17 BACSSR99 Malus pumila efxeg LGI15

18 Kal4 Pyrus pyrifolia - Pyrus hkxhk LGl6
communis

19 BACSSR101 Malus pumila abxed LG17
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