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Ozet: Bu caligmada beyaz nektarin tiplerinin diger Prunus cinsine giren seftali, nektarin, kiraz,
kayist, badem ve erik ile genetik akrabalik oranlari belirlenmeye c¢alisilmigtir. Bu amacla seftali
(Royal Glory), kiraz (Premier Giant), kayis1 (Roxana), badem (Texas), nektarin (Caldesi 85), erik
(Black Diamond) ve beyaz nektarin (17-BN-01 ve 17-BN-02) genotipleri kullanilmistir. Genetik
akrabalik oranlarmi belirlemek i¢in AFLP analizi yapilmistir. AFLP analizlerinde 6 primer
kombinasyon kullanilmis, toplam 282 AFLP fragment elde edilmistir. AFLP analizleri sonucunda
beyaz nektarin tiplerinin diger seftali ve nektarin gesitlerinden farkli genetiksel 6zelliklere sahip
oldugu goriilmiistiir. Hazirlanan dendrogramda beyaz nektarin tipleri birbirine genetik olarak en yakin
bulunurken, kiraz ¢esidi en uzak bulunmusgtur.

Anahtar Kelimeler: Beyaz Nektarin, AFLP, Molekdiler Markor.

Comparison of AFLP Polymorphism White Nectarine
Types with Important Prunus Species

Abstract: In this study, the genetic relationships were identified among white nectarine (17-BN-01
and 17-BN-02), peach (Royal Glory), cherry (Premier Giant), apricot (Roxana), almond (Texas),
nectarine (Caldesi 85) and plum (Black Diamond) genotypes within observed the Prunus species. For
this purpose, 282 AFLP fragments were marked by AFLP analyses, using 6 primer combinations. The
results of AFLP analysis have brought out the different genetic characters of white nectarine types
from other peach and nectarine varieties. In dendrogram, the genetic distance of white nectarine types
were found to be similar, although cherry species were found to be must distant from the genetic of
white nectarines

Key Words: White Nectarine, AFLP, Molecular Marker.
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Giris

Canakkale ili meyve yetistiriciligi bakimindan iilkemizde 6nemli bir yere sahiptir.
Bursa, Mersin ve Izmir illerinin ardindan en fazla seftali ve nektarin yetistiriciligi ilimizde
gerceklestirilmektedir(Ozgagiran ve ark., 2011). Son yillarda Rusya’ya olan ihracatimizin
artmas1 nedeniyle bolgemizde seftali ve nektarin tesislerinde hizl bir artis gdzlenmektedir.
Canakkale yoresinde Ozellikle Lapseki ve Bayramic ilceleri kaliteli seftali yetistiriciligi
bakimindan 6zel 6neme sahiptir. Bu ilgelerde Dixired, Redhaven, Glohaven, Cresthaven,
Blake, J.H. Hale, Monreo, seftali gesitleri ve Fantasia, Armking, Summer Super Star, Big
Top, Caldesi 2000, Veniis, Silver King gibi nektarin cesitleri yaygin bir sekilde
yetigtirilmektedir. Ticari olarak yetistiriciligi yapilan bu cesitlere ek olarak Canakkale
yoresinde beyaz nektarin olarak bilinen tiplerin de yetistiriciligi dikkat ¢ekicidir. Ulkemizde
sadece Canakkale ilinin Bayrami¢ ve Lapseki il¢elerinde ticari olarak yetistiriciligi yapilan
ve degisik tiplerden olusan bir populasyon 6zelligi tasimaktadir. Meyveleri Temmuz sonu
ile Eyliill bag1 arasinda olgunlagmaktadir. Beyaz nektarin popilasyonu 6zellikle Bayramig
ilgesine bagl Evciler beldesinde yogunluk gdstermektedir. Son yillarda Istanbul ve Izmir
gibi biiyiik sehirlerde yiiksek fiyatlarla alict bulmasi nedeniyle yetistiriciligi onemli bir
diizeye ulagmistir.

Son zamanlarda kullanilmaya baslanan AFLP (Amplified Fragment Length
Polymorphism — Cogaltilan Par¢a Uzunlugu Farkliligi) (Vos ve ark., 1995) ve SSR (Simple
Sequence Repeats — Basit Dizi Tekrarlart) teknikleri en fazla gtindemde olan molekiler
markor teknikleridir (Wu ve Prior, 2005).

AFLP tekniginin polimorfizm orani ¢ok yiiksek olup ¢ok sayida lokusu ayni anda ve
etkili bir sekilde taramasi nedeni ile parmak izi analizine ¢ok uygundur. AFLP analizleri ile
heterezigot ve homozigot bireyler arasindaki farkliliklar saptanabilmektedir. Cogunlukla
dominant markodrler vermesi ve farkli genetik haritalar arasinda transferinin gii¢ olmasi
AFLP tekniginin en 6nemli dezavantajlarindandir (Kagar, 2001).

Geuna ve ark. (2003), kayisi tiirlerinde toplam 118 birey tizerinde AFLP teknigini
kullanarak DNA parmak izi ¢alismalar1 yapmuslardir. Arastiricilar 5 primer kombinasyonu
kullanarak 165 polimorfik bant elde etmis, ¢esit ve tiirler arasindaki farliliklar ile akrabalik
durumlarmi ortaya ¢ikarmiglardir. Bu analizlerin sonucunda Akdeniz, Cin, Avrupa ve
Avrupa-Kuzey Amerika karigimli 4 temel grup belirlenmistir.

Prunus tiirlerinde de AFLP yoOntemi parmak izi ¢aligmalari i¢in kullanilmistir
(Aranzana ve ark., 2003). Kuzey ve Giiney Amerika, Avrupa ve Ispanya’da yetistirilen 210
nektarin ve seftali gesitlerinin AFLP yontemiyle DNA parmak izi analizleri yapilarak
genetik cesitlilik durumlaria bakilmistir. Bu ¢alisma sonucunda 9 AFLP primeri ile 297
bant sayillmigtir, 47 tanesi polimorfizmi géstermistir. 210 ¢esit icinden %93 oraniyla 196
farkli genotip tanimlanarak AFLP analizlerinin seftalilerde polimorfizmi belirlemekte etkili
oldugu kanisina varilmistir.

Aradhya ve ark. (2004), Prunus tiiriine ait 7 kiiltiir ve 7 yabani ¢esit arasinda genetik
cesitliligi ve farkliligi ortaya cikarmak amaciyla AFLP analizleri yapmiglar. Sonucta
Amygdalus, Armeniaca, Cerasus, Prunophora ismiyle tanimlanan 4 sube agiga
¢ikarmiglardir. Armeniaca Prunus’un alt cinsi olan “Prunuphora” tiiriinden farkliliklar
gOstermis, tiir icinde molekiiler varyasyon kayisida (0.0529) olurken kayisiyi, hekzaploid
erik (0.0359), badem (0.0330), kiraz (0.0310), diploid erik (0.0303), seftali (0.0263) takip
etmistir.
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Siis seftalisi (Prunus persica (L.) Batsch) ile yapilan ¢alismada Prunus persica ve
Purunus davidiana ¢esitlerinden olusan 51 siis seftalisinde AFLP markérleri kullanilarak
genetik iliskiler belirlenmeye calisilmis; Cin, Japonya ve Amerika’dan alinan siis seftalisi
orneklerinde 6 EcoRI/Msel AFLP primer cifti kullamilmig toplamda 275 markér elde
edilmistir (Hu, 2005). Aralarinda 265 bant polimorfik olmus, her sinif i¢in toplam
markérler 90°dan 140°a dogru siralanmigstir. PAUP-UPGMA agacinda kokenleri ayni olan 2
grup belirlenmis, Prunus davidiana tlrli Prunus persica grubunun diginda bulunmustur.
Prunus persica grubunda 20 siis seftalisinden 18’1 ayni grupta yer almistir. 5 bodur kiiltiir
¢esidi aymt kokene sahip grupta yer alarak %81°i gen havuzundaki c¢esitlerden
ayrilmiglardir. Bu sonuglar AFLP markoérlerinin siis seftalisindeki genetik iliskisini
belirleyebilmek i¢in ¢ok gii¢lii markorler oldugunu gostermistir.

Xu ve ark. (2006), 23 Japon seftali cesidi arasindaki genetik ayrimi ve genetik
baglantiy1 belirleyebilmek amaciyla 16 AFLP primer kombinasyonu kullanmiglar ve
toplamda 837 bant, 146 polimorfik bant elde ederek polimorfizm oranim %17.5
bulmuglardir.

Erogul (2009), Tiirkiye’de bulunan idris tipleri morfolojik ve molekiiler diizeyde
belirleyerek aralarindaki farkliliklari ortaya koymustur. Morfolojik verilere dayanarak 60
idris genotipinde olusturulan dendrogramda 4 ana grup olusmus, 3 grubu Kara idris grubu
olustururken, bir grubu da sar1 idris genotipleri olusturmustur. Bu amagla AFLP analizinde
4 primer kombinasyonu, 45 idris genotipinde kullanmis ve 14’4 monomorfik, 98i
polimorfik olmak iizere, toplam 112 bant elde etmistir. SSR yontemi ile birbirine ¢ok yakin
bulunan genotiplerin, AFLP analizleri sonucunda olusan dendogramda uzak oldugu
belirlenmistir.

Caligmamizda beyaz nektarin tiplerinin Prunus cinsine giren seftali, kiraz, kayisi,
badem, nektarin ve erik c¢esitleriyle genetik akrabalik iligkilerini belirlemek i¢cin AFLP
analizi yapilmustir.

Materyal ve Yo6ntem

Materyal

Calismamizda kullanilan Prunus tiiriinde yer alan Qesitle:"rin yapraklar1 15 Haziran 2011
tarihinde Uretici bahcelerinden ve Canakkale Onsekiz Mart Universitesi meyve parselinden
almmustir.

Yoéntem

Calismamizda ii¢ temel basamakta ger¢eklestirilen AFLP reaksiyonlari Vos ve ark.
(1995), tarafindan bildirilen yontemin modifikasyonu ile uygulanmistir. Buna gore izlenen
temel asamalar (1) Prunus tiirinde yer alan cesitlerin genomik DNA izolasyonu (2)
DNA’larin restiriksiyon enzimleri ile kesimi ve adaptorlerin eklenmesi (Restriksiyon ve
Ligasyon), 6n ¢ogaltim (preamplifikasyon) ve selektif cogaltim (selektif amplifikasyon) ve
(3) sonuglarin goriintiilenmesi ve istatistiksel degerlendirmesi seklinde olmustur.
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DNA izolasyonu

Vilgays ve Gonzalez (1990)’in DNA izolasyonu yo6nteminin modifikasyona
gidilmesiyle elde edilmistir. DNA izolasyonu i¢in Prunus tiirlerininde yer alan gesitlerin
yapraklari sivi azot igeren porselen havanlarda iyice ezilerek 1.5 ml’lik eppendorf tliplere
aktarilmustir.

Sonra her tiipe 500 pl ekstraksiyon buffer (0.15 M NaCl, 50 mM Tris pH:8, 10 mM
EDTA (Ethylene diamine tetra acetic acid), %1 SDS (Sodium dodecyl sulphate), 25 pl
proteinase K) konularak iyice siispanse oluncaya kadar karistirilmistir. Karisim daha sonra
65 'C’de 1 saat inkiibasyona birakilmistir. Bu uygulama niikleik asitlerin ekstrakte ve
hidrate edilmesini kolaylastirmaktadir. Bu inkiibasyon periyodundan sonra eppendorf
tiiplere esit hacimde fenol:kloroform-izoamil alkol (25:25 v/v) eklenerek 13.000 g’de 1 saat
santrifiigasyona birakilmustir. Uste toplanan sivinmn 400 ul’si yeni eppendorf tiiplere
aktarilarak tizerine 30 pul RNase A (10 mg/ml) ilave edilerek inkiibasyona birakilmistir. 37
"C’de yarim saat inkiibasyondan sonra 250 pl kloroform: izoamil alkol (24:1 v/v) eklenerek
15 dk santrifiij edilmistir. Uste toplanan sivi yeniden temiz eppendorf tiiplere alinarak
Uzerine esit hacim izopropanol eklenmistir. Bir saat veya tiim gece -20 °C’de
inkiibasyondan sonra 5 dk santrifiij uygulanarak tiipiin dip kisminda toplanan DNA pelleti
100 pl %80’lik etanol ile yikanarak ortam kosullarinda kurutulmustur. Daha sonra elde
edilen DNA pelleti 50 pl ultra saf su (d;H,0) igerisinde ¢6ziinerek bir sonraki asamada
kullanilincaya kadar -20 'C’de saklanmstur.

Cizelge 1. Selektif PCR agsamasinda kullanilan primerler ve kombinasyonlari

Primer adi Dizisi5............... 3’

E/SEL22 5’-GAC TGC GTA CCA ATT CAC-3’
M/SEL2 5’-GAT GAG TCC TGA GTA ACAC-3’
E/SEL32 5’-GAC TGC GTA CCA ATT CAG-3’
M/SEL2 5’-GAT GAG TCC TGA GTA ACAC-3’
AFLPc 5’-GAC TGC GTACCA ATT CTC-3’
M/SEL6 5’-GAT GAG TCC TGA GTA ACT C-3’
E/SEL22 5’-GAC TGC GTA CCA ATT CAC-3’
M/SEL7 5’-GAT GAG TCC TGA GTA ACT G-3’
AFLPd 5’-GAC TGC GTACCA ATT CTG-3’
M/SEL2 5’-GAT GAG TCC TGA GTA ACAC-3’
E/SEL22 5’-GAC TGC GTA CCA ATT CAC-3’
M/SEL6 5’-GAT GAG TCC TGA GTA ACT C-3’

Ug temel basamakta geceklesen AFLP reaksiyonlarinin sonuglar1 Sorensen’in (1948)
benzerlik indeksine (UPGMA cluster analizi-Unweighted pair group method with aritmetic
averages) gore degerlendirilmistir. Dendrogram ve benzerlik indeksinin olusturulmasi
agamasinda Beckman CEQ 8800 DNA Capillary Dizi Analizi aletinde PCR urlinlerinin
yiiriitiilmesi sonrasinda elde edilen veriler bilgisayar ortaminda var (1) yok (0) seklinde
skorlanmis ve elde edilen ham veriler Sorensen’s benzerlik indeksine gore
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degerlendirilmigtir. MVSP (Multi-Variate Statistical Package, version 3.1) programi
kullanilarak dendrogram elde edilmistir.
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Sekil 1. AFLP tekniginin 6nemli agsamalart.

Arastirma Bulgulan ve Tartisma

AFLP analizleri beyaz nektarin’in diger Prunus tiirleriyle akrabalik derecelerini
belirlemek i¢in 6 primer ¢ifti kullanilarak yapilmistir. 7 Prunus tiiriinde 8 genotipte (seftali
(Royal Glory), kiraz (Premier Giant), kayis1 (Roxana), badem (Texas), nektarin (Caldesi 85
ve beyaz nektarin (BN-1 ve BN-2) ve Erik (Black Diamond) bantlarin degerlendirmesi var
(1) - yok (0) seklinde yapilmustir. Kullanilan alt1 primer ¢iftinden toplam 282 adet AFLP
fragment ve 182 adet polimorfik AFLP fragment elde edilmistir. Polimorfik AFLP
fragment oran1 %67.02 olmustur. Cizelge 2’de AFLP analizlerinde kullanilan primer ¢iftleri
ve elde edilen 282 AFLP fragmentin primer c¢iftlerine gore dagilimi verilmistir. En ¢ok
AFLP fragment sayis1 ESEL22-MSEL2 primer ¢iftinden elde edilmistir.
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Cizelge 2. AFLP analizlerinde kullanilan primer giftleri ve polimorfik markdrlerin dagilimi

AFLP Primerleri Toplam Toplam Polimorfik Fragment
AFLP Polimorfik AFLP Fragment  Arahg (bp)
Fragment  AFLP Fragment Oram (%)
Sayisi Sayisi
ESEL22-MSEL2 66 47 71.21 61-516
ESEL32-MSEL2 52 28 53.84 61-460
AFLPC-MSEL6 45 28 62.22 64-410
ESEL22-MSEL7 49 35 71.42 76-441
AFLPD-MSEL2 35 24 68.57 64-500
ESEL22-MSEL6 35 27 77.14 72-393
TOPLAM 282 189 67.02 -

Calismada AFLP pargaciklarinin Beckman CEQ 8800 DNA Capillary Dizi Analizi
Aletinde yiiriitiilmesi sonucunda elde edilen piklerden 6rnek Sekil 2°de verilmistir.
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Sekil 2. AFLP pargaciklarinin Beckman CEQ 8800 DNA Capillary Dizi Analiz aletinde
yiiriitiilmesi sonucunda elde edilen piklerin farkli goriintiileri.

Sonuclar Sorensen’in (1948) benzerlik indeksine (UPGMA cluster analizi-Unweighted
pair group method with aritmetic averages) gore degerlendirilmistir. MVSP (Multi-Variate
Statistical Package, version 3.1) programu kullanilarak dendrogram elde edilmistir (Sekil.3).

34



FauA
Kiraz (Premier Giant)
t Kayisi (Roxana)
Erik (Black Diamond)
Badem (Texas)
BeyazNK 2 (17-BN-02)
C Beyaz NK 1 (17-BN-01)

Nektarin (Caldesi 85)

Seftali (Royal Glory)

r T T T T T 1
052 0s 08 a7s [EN 082 1

Jacearnds Coeficlent

Sekil 3. AFLP markérleri kullanilarak hazirlanan ve Prunus tiirleri arasindaki genetik
benzerligi gosteren UPGMA dendrograma.

Dendrogram sonuglarina gore analizi yapilan Prunus tiirleri arasindaki genetik
farkliklar %57.8’e kadar diigmektedir. Genetik olarak en yakin genotipler %87.3 ile beyaz
nektarin 1 ve beyaz nektarin 2 genotipleri arasinda olmustur. Beyaz nektarin genotiplerine
uzaklik sirastyla nektarin, seftali, badem, erik, kayis1 ve kiraz izlemistir. Beyaz nektarin
genotiplerine en yakin nektarin olurken en uzak kiraz olmustur (Cizelge 3). AFLP analizleri
sonucunda beyaz nektarin tiplerinin diger seftali ve nektarin cesitlerinden farkli genetiksel
ozelliklere sahip oldugu goriilmistiir.

Cizelge 3. Prunus tiirlerinde yapilan AFLP analizleri sonucunda elde edilen benzerlik
indeksi

Seftali Kiraz  Kayim  Badem Nektarin Erik BN1 BN2

Seftali -
Kiraz 0.615 -
Kayisi 0.589 0.582 -

Badem 0.667 0.600 0.653 -
Nektarin 0.761 0.606 0.624 0.702 -

Erik 0.629 0.597 0.629 0.661 0.711 -
BN1 0.778 0.578 0.623 0.710 0.852 0.713 -
BN2 0.784 0.628 0.627 0.730 0.788 0.675 0873 -

Sonug ve Oneriler

Calismamizda beyaz nektarin genotiplerinin (BN-1 ve BN-2) ve diger Prunus tiriine
giren geftali (Royal Glory), kiraz (Premier Giant), kayist (Roxana), badem (Texas), nektarin
(Caldesi 85) ve erik (Black Diamond) ¢esitleriyle akrabalik 6zelliklerinin ortaya koymak
amaciyla AFLP markérleri basarili bir sekilde uygulanmis ve 6 primer g¢iftinden toplam 282
adet AFLP fragment ve 182 adet polimorfik AFLP fragment elde edilmistir. Polimorfik
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AFLP fragment orant %67.02 olmustur. Elde edilen sonuglar neticesinde dendrogram
olusturulmustur.

Dendrogram tizerindeki biitiin ¢esitler iginde genetik benzerliklerine gore en diisiik
genetik benzerlige sahip ¢esitler 0.582 orani ile kiraz ¢esidi Premier Giant ile kayisi gesidi
Roxana, en yiksek genetik benzerlik ise 0.873 orani ile beyaz nektarin ¢esitleri arasindadir.
Dendrogram {izerinde cesitler genetik benzerlik yoniinden bir birlerinden uzak kabul
edilmigtir. AFLP analizleri sonucunda beyaz nektarin tiplerinin diger Prunus tirlerine ait
cesitlerden farkli genetiksel 6zelliklere sahip oldugu saptanmistir.
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