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Ozet

Ulkemizde en 6nemli yerel elma gesidi olan Amasya elmasi, sahip oldugu iyi meyve kalitesiyle Gnemli
bir genetik kaynaktir. Bu ¢aligmada Amasya elmasi igerisinden secgilen 'Kasel-37' ile 'Delbarestivale’ gesidi
melezlemesinden elde edilen F1 populasyonu kullanilarak Amasya elmasinin doymus genetik haritasinin elde
edilmesi ve sonrasinda aroma bilesikleri, seker ve organik asitler gibi baz1 meyve kalite ozellikleri ile iliskili
kantitatif 6zellik lokuslarinin belirlenmesi amaglanmistir. Calisma kapsaminda 699 SSR, 240 AFLP, 121 E-STS,
24 RGA primer gifti 6ncelikle ebeveynler ve 6 F1 bitkisinde a¢ilim gosterme bakimindan taranmis olup, agilim
gosterenler tiim F1 bitkilerinde analiz edilmiglerdir. 'Kasel-37' ¢esidinin genetik haritasinda toplam 621 markor
yer almig ve toplam harita uzunlugu 1.700,1 cM, ortalama baglanti grubu uzunlugu ise 100,0 cM olarak
hesaplanmustir. Toplam 17 baglant1 grubu iizerinde, 286 AFLP, 323 SSR, 7 adet E-STS, 2 RGA ve 3 adet farkli
ozellikler ile iliskili markorler yer almistir. 'Delbarestivale’ ¢esidinin genetik haritasinda toplam 557 markor yer
almig ve harita uzunlugu 1.826,7 cM, ortalama baglanti grubu uzunlugu ise 107,5 ¢cM olarak hesaplanmigtir.
Toplam 17 baglant1 grubu iizerinde, 254 AFLP, 390 SSR, 7 E-STS, 1 RGA ve 5 adet farkli 6zellikler ile iligkili
markérler yer almigtir. Sonug olarak, ‘Kasel-37" ve ‘Delbarestivale’ gesitleri icin QTL analizlerinde kullanmak
tizere doymus genetik haritalar olusturulmustur.

Anahtar kelimeler: Elma, amasya elmasi, genetik harita, mikrosatellit

Construction of a Saturated Genetic Linkage Map of Amasya Apple by SSR, AFLP, E-STS and RGA
Markers

Abstract

The most important local cultivar in Turkey is ‘Amasya’ which is a very important genetic source with a
good fruit quality. In this study, it was aimed to construct especially genetic map of Amasya cultivar and to
determine quantitative trait loci of fruit quality characters such as aroma compounds, sugars etc. by using a F1
population that was created by crossing ‘Kasel-37’ (female parent; selected from Amasya cultivar) and
‘Delbarestivale’ (male parent) cultivars. 699 SSR, 240 AFLP, 121 E-STS, 24 RGA primer pairs were screened
for segregation firstly in the DNAs of parents and 6 F1 plants, then segregated ones were analyzed in all F1
plants. A total of 621 markers were mapped in the genetic map of 'Kasel-37' cultivar, and the total map was
1.700,1 cM, The average length of linkage groups was calculated 100,0 cM. A total of 17 linkage groups was
located with 286 AFLP, 323 SSR, 7 E-STS, 2 RGA and 3 different characters. A total of 557 markers were
mapped in the genetic map of 'Delbarestivale' cultivar, and the total map was 1.826.7 ¢cM, The average length of
linkage groups was calculated 107.5 ¢cM. A total of 17 linkage groups was located with 254 AFLP, 390 SSR, 7
E-STS, 1 RGA and 5 different characters. In conclusion, saturated genetic maps were establihed for both
‘Amasya’ and ‘‘Delbarestivale’” cultivars to use them for QTL analysis.

Keywords: Apple, Amasya apple, genetic map, microsatellite

Giris ikinci sirada yer almaktadir (Faostat, 2015). Cin
ve ABD diinya elma iretiminde ilk iki siray:
alirken Tiirkiye 2.4 milyon tonla tigiincii sirada
yer almaktadir. Ulkemizde elma
yetistiriciliginde ‘Golden’, ‘Red Delicious’,
‘Elstar’, ‘Granny Smith’, ‘Braeburn’, ‘Fuji’,
‘Mutsu’, ‘Idared’, ‘Jonagold’, ‘Gala’ ve
mutantlar1 ile yerli elmalarimiz ve ‘Amasya’
cesitleri kullanilmaktadir (Sahinoglu, 2011).

Elma (Malus communis L.) Rosaceae
(gtilgiller) familyasi, Pomoideae alt familyast ve
Malus cinsine giren ve kiiltiirii yapilan bir
meyve tirtidiir. Elma 1liman iklim meyve tiirleri
igerisinde iiretimi ve yetistirme alan1 en fazla
olan tiirdiir (Ozgagiran ve ark., 2004). Diinya
meyve Uretiminde elma 80.822.520.63 ton ile
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Amasya elma ¢esidi aroma ve seker igerikleri
yoniinden yabanci standart cesitlerden ayrilan,
1slah ve genetik ¢aligmalari i¢in olduk¢a 6nemli
bir genetik kaynaktir. Amasya elma c¢esidinin
periyodisite, renk, ¢ekirdek evi bilyiikliigi ve
meyve  kiigiikliigii ~ gibi  problemlerinin
¢oziilmesi, yani sira bazi yeni karakterlerin
gelistirilmesi 1slah caligmalartyla miimkiindiir
(Kafkas ve ark., 2010). Elmada ilk genetik
haritalama caligmast Hemmat ve ark. (1994),
ikinci olarak Conner ve ark. (1997) ve daha
sonra Maliepaard ve ark. (1998) tarafindan
yapilmustir. Elmada referans olabilecek genetik
haritalar Liebhard ve ark. (2003), Silfverberg-
Dilworth ve ark. (2006), Han ve ark. (2011),
Wang ve ark. (2012), Zhang ve ark. (2012),
Khan ve ark. (2012) tarafindan yapilan
caligmalar ile olusturulmustur. Elma ¢esit
islahinda siireg, olusturulacak genetik haritalar
ve  gelistirilecek DNA  markdrleri  ile
kisaltilabilir. Genetik baglantilarin
olusturulmasinda ideal olarak, bir tiiriin haploid
kromozom sayist kadar baglanti  grubu
olusturulmasi gerekmektedir. Elmanin haploid
kromozom sayist n=17’dir. Bu g¢alismanin
amact, ileride elmada meyve kalite 6zellikleri ile
iligkili DNA markorleri gelistirmek igin yerel
¢esidimiz olan Amasya elmasi igerisinden
secilmis ‘Kasel-37" ¢esidi ile ‘Delbarestivale’
cesitleri arasinda yapilan melezleme sonucu
olusan F1 populasyonu kullanarak doymus
genetik haritalar olusturmaktir.

Materyal ve Yontem
Bitki Materyali ve DNA izolasyonu

Bu caligma kapsaminda, bitki verim ve
meyve Ozellikleri bakimindan zit o6zelliklere
sahip Kasel-37 (ana ebeveyn) x Delbarestivale
(baba ebeveyn) melezlenmesinden elde edilen
180 adet F1 bitkisi ile ebeveynler materyal
olarak  kullamilmustir.  Egirdir  Meyvecilik
Arastirma  Enstitiisi, Samsun  Karadeniz
Tarimsal Arastirma Enstitiisii ile Malatya Kayis1
Arastirma Enstitiisii’'nde; F1 bitkileri M9 anaci
lizerine agilanmuis olarak ve her F1 bitkisinden 2
veya 3 adet olacak sekilde deneme parselleri
kurulmustur. Ebeveyn ve F1 bitkilerden DNA
izolasyonu Doyle ve Doyle (1987)’nin
gelistirdigi Kafkas ve ark. (2006) tarafindan
modifiye edilen CTAB yontemi kullanilarak
yapilmustir. 1zolasyonu sonras ise stok DNA’lar
SSR, E-STS ve RGA analizleri ig¢in 5 ng/pl
konsantrasyonuna ve AFLP analizleri i¢in ise 50
ng/pl konsantrasyonuna ayarlanmistir.

SSR Analizleri

Bu ¢aligma kapsaminda SSR analizlerinde
699 adet SSR primer c¢ifti (Cizelge 1) genetik
haritalama c¢aligmalarinda kullanilmistir. SSR
primer ciftlerinin DNA’ya baglanma
sicakliklarini  belirlemek i¢in gradient PCR
yapilmigtir. SSR primerlerinden bant verenlerin
acilim durumlan belirlenmistir. Son olarak ise
acilim  gosteren primer giftleri tiim F1
populasyonunda analiz edilmistir.

AFLP Analizleri

AFLP analizleri Vos ve ark. (1995)’nin
gelistirdigi, Kafkas ve ark. (2008)’nin degisiklik
yaptigi yonteme gore yapilmigtir. AFLP ileri ve
geri primerleri ile olusturulan 240 primer
kombinasyonu, ‘Kasel-37° ve ‘Delbarestivale’
bitkileri ile 6 F1 melez bitkinin DNA’larinda
tarama asamasinda kullanilmis olup acilim
gosteren ve kolay skorlanan 45 adet primer
kombinasyonu segilerek 180 adet F1 melez
bitkinin analizlerinde kullanilmiglardir.

E-STS ve RGA Primerlerinin Analizleri

121 adet E-STS ve 24 adet RGA
(resistance gene analogues) primer ¢ifti (Naik ve
ark., 2006) ebeveynlerde ve 6 F1 bitkisinde
tarandiktan sonra agilim gosterenler 180 adet F1
bitkisinde test edilmistir.

Elmada Onemli Ozellikler ile iliskili
Gelistirilen Markorlerin Analizleri

Elmada onemli 6zellikler ile iligkili daha
once farkli arastiricilar tarafindan bulunan
markorlerin analizi markorleri bulan
arastiricilara  gore yapilmistir. Kiilleme, ates
yanikligi, yaprak biti ile elma pamuklu biti,
karalekeye (Vf) dayanim, meyve asitligi, meyve
kabuk rengi ve raf omrii ile ilgili gelistirilen
markorler de oOncelikle ebeveynler ve 6 Fl
bitkisinde taranmustir. A¢ilim gosteren primerler
ile tim F1 bitkilerde analiz edilmistir. PCR
reaksiyonlart  ve elektroforez, markorleri
gelistiren aragtiricilara gore yapilmustir.

Elektroforez

E-STS ve RGA per iirliinlerinden 10 pl
kullanilarak %1.5-3 arasi jel
konsantrasyonlarinda  agaroz elektroforez
yapilmistir.  Elektroforez  isleminde ~PCR
tirtinlerinden 0.5xTBE tampon ¢6zeltide (89 mM
Tris-Cl, 89 mM borik asit, 20 mM EDTA)
agaroz jelde yiiriitilerek ethidium bromid ile
boyanmisg, UV altinda goriintiileri ¢ekilmis ve
DNA bant goriintiileri bilgisayara aktarilmustir.
Elde edilen goriintillere gore agilim gosteren
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bantlar belirlenerek degerlendirmede
kullanilmigtir. AFLP ve SSR yontemlerinde
PCR oOrneklerinin kapiler elektroforez iglemi
ABI 3130x1 [Applied Biosystems Inc., Foster
City, CA, ABD, (ABI)] genetik analizor cihazi
kullanilarak yapilmistir. Analiz sonunda olusan

elektroferogram  goriintilleri  Genmap 4.0
(Applied Biosystems Inc.) paket programi
kullanilarak DNA  bantlar1  pikler halinde

degerlendirilerek primerlerin allelleri ve allel
biiyiiklikleri belirlenmistir.

Molekiiler Markorlerin Degerlendirilmesi ve
Genetik Baglanti Gruplarinin Olusturulmasi

Grattapaglia ve Sederoff (1994)’un ¢ok
yillik  bitkilerde 6nerdigi ‘double pseudo
testcross” metoduna gore genetik haritalar elde
edilmistir. Buna gore her bir ebeveyn i¢in ayri
bir harita yani iki genetik harita olusturulmustur.
Joinmap 4.1 (Van Ooijen, 2011) bilgisayar paket
programi genetik  baglanti gruplarinin
olusturulmasinda  kullanilmustir. Baglant
gruplarinin uzunluklar1 ve rekombinasyon birimi
centiMorgan (cM) olarak Kosambi (1944)’ye
gore hesaplanmistir. Oncelikle ortak markérler
(‘hkxhk’, ‘efxeg’ ve ‘abxcd’) ile referans genetik
harita olusturulmus ve sonra diger markorler ile
ebeveyn haritalar1 olusturulmustur. Joinmap
paket programinda ‘Lokus genotip frekans’
fonksiyon komutu ile dnce her bir markor igin
ki-kare (X?) degerleri hesaplanmis ve baglanti

gruplarinin olusturulmasinda markdrlerin
beklenen 1:1:1:1, 1:2:1 ve 1:1 agilim oranlarina
uygunlugunu test edilmistir. Mendel

oranlarindan sapma gosteren markoérler ki-kare
(X analizi belirlenmistir. Genetik baglant:
gruplart  (linkage) =~ Kosambi  haritalama
fonksiyonu (Kosambi, 1944) yardimiyla ‘LOD
gruplamasit’ yapilarak olusturulmustur. Her iki
ebeveyn ile tim ve ortak markdrler ile
olusturulan  genetik  haritalarda  baglanti
gruplarinin olusturulmasinda en diisiik LOD 5.0
degeri kullanilmigtir. Istatistik hesaplamalari
tamamlanarak baglanti gruplart olusturulduktan
sonra, MapChart 2.2 (Voorrips, 2002) bilgisayar
programi kullanilarak baglantt gruplarina ait
grafik verilerinin ve sekillerinin diizenlenmesi
ve sayfa iizerinde yerlestirmesi yapilmugtir.
Bulgular ve Tartisma

Kasel-37’ ve ‘Delbarestivale’ ¢esitleri igin
doymus genetik haritalar olusturulmustur.
Calisma kapsaminda 699 SSR, 240 AFLP, 121
E-STS, 24 RGA primer ¢ifti F1 bitkilerinde
analiz edilmislerdir. ‘Kasel-37 ve

‘Delbarestivale’ elma  ¢esitlerinin  genetik
baglanti gruplarinda toplamda 468 AFLP, 417
SSR, 12 E-STS, 3 RGA ve 7 adet belirli 6zellik
ile iligkili markorler yer almistir (Sekil 1).
Sonugta, her iki ¢esidin baglanti gruplarinda
haritalanan markorlerin %62.6’s1 AFLP, %46’s1
SSR ve geri kalan %2.4’tnii diger markorler
olusturmustur.

‘Kasel-37" ¢esidinin genetik haritasinda
193 adet 1:1:1:1 ve 13 adet 1:2:1 agihm gosteren
SSR markorii, 82 adet 3:1 agilim gosteren AFLP
ve E-STS markorii ile 333 adet 1:1 ag¢ilim
gosteren AFLP, SSR, E-STS, RGA ve diger
markdrler olmak tizere toplam 621 adet markor
yer almustir. 'Kagel-37' ¢esidinin genetik harita
uzunlugu 1701,1 cM, ortalama baglanti grubu
uzunlugu ise 100,0 cM olarak hesaplanmustir.
Toplam 17 baglanti grubu tizerinde, 286 AFLP,
323 SSR, 7 E-STS, 2 RGA ve 2 adet belirli
ozellik ile iligkili markorler yer almustir.
‘Delbarestivale’ ¢esidinin genetik haritasinda ise
188 adet 1:1:1:1 ve 12 adet 1:2:1 agilim gdsteren
SSR markorii, 83 adet 3:1 agilim gosteren AFLP
ve E-STS markorii ile 274 adet 1:1 agilim
gosteren AFLP, SSR, E-STS, RGA ve diger
markorler olmak {izere toplam 557 markor yer
almistir. 'Delbarestivale' ¢esidinin genetik harita
uzunlugu 1826.7 cM, ortalama baglantt grubu
uzunlugu ise 107,5 cM olarak hesaplanmustir.
Toplam 17 baglant1 grubu tizerinde, 254 AFLP,
290 SSR, 7 E-STS, 1 RGA ve 5 adet belirli
ozellik ile iligkili markorler yer almigtir.

Bu calismada farkli arastiricilar tarafindan
gelistirilen elmada 7 farkli 6zellikle iliskili daha
markorleri haritalanmistir. Elmada meyve rengi
ile ilgili BC226 SCAR markérii ‘abxcd’ agilimi
gostermis ve ‘Kasel-37° ve ‘Delbarestivale’
genetik  haritalarmin 9. baglant1  grubuna
yerlesmistir. Ates yaniklifina dayaniklilik ile
ilgili CH-Sd1 markérii her iki ebeveyn
haritasinda da 7. baglanti  grubunda
haritalanmistir. Elmada rosy leaf curling afide
dayanim ile ilgili SASSR markorii hem ‘Kasel-
37" hem de ‘Delbarestivale’ ¢esitlerinin 7.
baglant1 gurubunda ates yanikligina dayanim ile
yakin bolgede haritalanmiglardir. Karalekeye
dayanim ile ilgili bulunan CH-Vfl markéri
‘nnxnp’ acilimi gostermis ve ‘Delbarestivale’
¢esidi genetik haritasinin 1. baglanti grubunun
sonuna yerlesmistir. Meyve yumusamasi ile
ilgili Md-Exp7SSR markori  ‘nnxnp’  agilimi
gostermistir  ve  Delbarestivale  ¢esidinde
haritalanmistir. Kiillemeye dayanim ile ilgili
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bulunan EMMO02-SCAR markori  ‘nnxnp’
acilimi  gostererek Oncelikle ‘Delbarestivale’
¢esidinin genetik haritasinda yer almis ancak
daha sonra haritalama sirasinda ortalama ki-kare
katki degeri yiiksek olmasi nedeniyle haritadan
¢ikartlmistir. Sonug olarak, markdrleri bulan

arastiricilar  ile bu ¢aligmadaki markorlerin
kromozomlar tizerindeki yerleri
karsilagtirildiginda, markorlerin ayni

kromozomlar iizerinde yer aldigi belirlenmistir
(Sekil 1).

Bu ¢aligmada elde edilen toplam harita
uzunluklari literatiirde yer alan  birgok
calismadan daha uzun bulunmus ve sadece Khan
ve ark. (2012) tarafindan yapilan ¢aligmaya gore
daha kisa  bulunmustur. ‘Kasel-37° ve
Delbarestivale c¢esitlerinde elde edilen toplam
harita uzunluklart sirasiyla 1700.1 cM ve 1826.7
cM iken Khan ve ark. (2012) tarafindan bes
genetik haritadan elde edilen ortak haritanin
toplam uzunlugu 1991.4 c¢M olarak bulunmustur.
Bunun en 6nemli nedeni de Khan ve ark. (2012)
tarafindan yapilan ¢aliymada ¢ok sayida SNP
mark®ériiniin kullanilmis olmasidir. Ozellike SNP
markérlerin - genomda ¢ok stk bulunmasi
nedeniyle baglanti gruplarini uzatmak miimkiin
olmustur.

Literatiirlerde genetik harita yogunluklar
24 cM ile 9.4 cM arasinda degismekte, bu
¢alismada ise ‘Kasel-37" gesidinde 2.9 ¢cM ve
Delbarestivale ¢esidinde ise 3.6 ¢cM yogunlugu
ile iyi bir doymus genetik harita elde edilmistir.
Bu calismada ‘Delbarestivale’ ¢esidi genetik
haritasinin 8. baglanti grubu diger baglanti
gruplarina gore en az sayida (9 adet) markor
iceren baglanti grubu olmustur. Benzer sekilde,
‘Kasel-37" ¢esidi genetik haritasinin 6. baglanti
grubu da diger gruplara gore en az markor (18
adet) iceren grup olmustur.

Sonug¢ ve Oneriler

Bu calismada SSR, AFLP, E-STS, RGA
markorleri ve onemli ozellikler ile gelistirilen
markorler kullanilarak Amasya elmasi (‘Kasel-
37°) ve ‘Delbarestivale’ ¢esitlerinin genetik
haritalar1 olusturulmustur. Boylece ileri agamada
bu haritalar kullanilarak elmada aroma
bilesikleri, seker ve organik asitler gibi bazi
meyve kalite Ozellikleri ile iliskili kantitatif
ozellik lokuslar1 belirlenebilecektir. Bdylece
elmada ileride meyve kalite 6zellikleriile iligkili
markore dayali seleksiyon (MAS) calismalar
yapilabilecektir.

Hem ‘Kasel-37" hem de ‘Delbarestivale’
gesitlerinin  harita yogunluklarini  arttirmak
amacityla genomda diger markorlere gore ¢ok
daha sik olarak yer alan SNP markorleri
kullanilabilir.

Sonu¢ olarak, elmada iyi ve doymus
genetik  haritalarin  olusturulmast ile F1
bitkilerden  fenotipik  verilerin  alinmasi
sonucunda elmada 1slah siiresini ve maliyetini
kisaltmak tizere onemli ozellikler ile iliskili
DNA markérleri gelistirlebilir.
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Cizelge 1. SSR primerlerinin sayilari ve yararlanildig1 kaynaklar

No Kaynak Gelistirildigi Tiir Kisaltmalar Test Eg:lll:t? SS:;}Sanmer
1 |Guilford ve ark. (1997) Malus pumila NZ 14
2 |Hokanson ve ark. (1998) Malus pumila GD 8
3 |Testolin ve ark. (2000) Prunus persica UDP 1
4 |Oddou ve ark. (2001) Sorbus torminalis MSS 9

Liebhard ve ark. (2002) ve .
5 |Gianfranceschi VE: ark. )(1998) Malus pumila CHMS 146
Pyrus pyrifolia - Pyrus
6 |Yamamoto ve ark. (2002a) ! ?a}mmum‘s ! BGK.HG 9
7 [Yamamoto ve ark. (2002b) Pyrus pyrifolia NH,NB 15
8 |Hemmat ve ark. (2003) Elma, Armut GD 10
9 |Fernandez ve ark. (2006) Malus pumila EMPC 19
. Pyrus communis Hi,CN,ALLAF,AU,

10 [Silverberg ve ark. (2006) U,z 148
11 |Inoue ve ark. (2007) Malus pumila IPPN 14
12 [Han ve ark. (2009) Pyrus pyrifolia BAC 187
13 |Han ve ark. (2011) Malus pumila CTG,CN 119
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Sekil 1. ‘Kasel37°(K) ve

Sekildeki sol kisimda yer alan rakamlar cM olarak markérler aras1 mesafeyi ifade etmektedir.
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