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OZET

Bu calismada, Cukurova Universitesi Bahge Bitkileri Bolimii karpuz
genetik kaynak koleksiyonunda yer alan toplam 93 genotip arasindaki genetik
cesitlilik SSR ve SRAP markérleri ile degerlendirilmistir. Arastirmada, 14
SSRprimeri ve 31 SRAP primer kombinasyonu kullaniimistir. En ylksek
polimorfizm orani, % 100 ile SSR markérlerinden elde edilmis ve bunu % 97.3 ile
SRAP markorleri izlemistir. Molekdler karakterizasyon sonucu elde edilen verilerle
yapilan kimeleme (cluster) analizlerine goére Turkiye’'nin degisik bolgelerinden
toplanan Citrullus lanatus var. lanatus alt turline ait karpuz genotiplerinin genetik
olarak birbirine yakin oldugu ve birlikte kiimelendigi tespit edilmistir.
Anahtar Kelimeler: Citrullus lanatus, Polimorfizm, Molekuler markorler, Genetik

kaynaklar

ABSTRACT

In this study, the genetic diversity of 93 genotypes selected from the
watermelon genetic resource collection of Horticulture Department in Cukurova
University was evaluated by SSR and SRAP markers. Fourteen SSR primers and
31 SRAP primer combinations were used in the experiment. The highest
polymorphism with 100 % was obtained from SSR markers, followed by SRAP
markers with 97.3 %. According to cluster analysis performed using molecular
characterization data set, it was determined that watermelon genotypes collected
from the different regions of Turkey of which belong to Citrullus lanatus var. lanatus
subspecies were genetically close and grouped together in the same cluster.
Key Words: Citrullus lanatus, Polymorphism, Molecular markers, Genetic

resources

Giris

Karpuz [Citrullus lanatus (Thunb.) Matsum. ve Nakai], Cucurbitaceae
familyasinin ekonomik éneme sahip en 6nemli tirlerinden birisi olup Afrika, Asya
ve Akdeniz'in sicak bolgelerinde yetisen 4 diploid (n=11) tir igerdigi kabul
edilmektedir (Robinson ve Decker-Walters, 1997; Wehner, 2008).
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Bitki genetik kaynaklari; klasik islah yéntemleri igin ¢esitli 6zelliklere sahip
baslangi¢ materyalleri saglamasinin yaninda, icerdikleri genetik gesitlilik nedeniyle
son yillarda hizla ilerleme kaydeden biyoteknoloji alaninda Ustin nitelikli bitki
cesitlerinin gelistiriimesi igin gerekli hammadde niteligindedir.

Karpuzlarda yapilan klasik taksonomi galigmalarinda kullanilan meyve sekli,
meyve kabuk rengi, tohum sekli ve tohum rengi gibi morfolojik karakterler bazi
genotiplerin ayriminda yeterli olmamakla birlikte (Che ve ark., 2003), birgcogu
cevresel kosullar tarafindan diizenlenmekte veya etkilenmektedir (Provvidenti,
1994).

Protein ya da DNA’da bulunan polimorfizme dayanan molekiler
markoérlerin - gelistiriimesi; taksonomi, filogeni, ekoloji, genetik ve bitki islahi
alanlarinda yuratulen galismalari blylk oranda kolaylastirmaktadir. Bitki dokusuna
ve gevresel faktorlere bagimli olmamalari ve bitki gelisiminin erken asamalarinda
dahi kullanilabilmeleri, molekuler markérlerin  ¢ok yararl araglar oldugunu
gOstermektedir (Espdsito ve ark., 2007).

Molekuler markérler, germplasm igerisindeki gesitliligin arastirilmasi,
genotipler arasindaki genetik yakinlklarin ortaya ¢ikarilmasi, c¢esitlerin
tanimlanmasi, tohum safliginin belirlenmesi, sistematik ¢alismalari, genetik kaynak
koleksiyonlarinin bazi spesifik genler bakimindan taranmasi ve genom
haritalamasinda etkin bir sekilde kullaniimaktadir. Boylece klasik bitki 1slahi
surecinde kargilasilan sorunlarin ¢ézimunde bitki islahgilarina yeni ufuklar
acmaktadirlar (Kumar, 1999; Levi ve ark., 2001).

Bu calismanin amaci; Cukurova Universitesi Ziraat Fakdiltesi Bahge
Bitkileri Bolumu karpuz genetik kaynak koleksiyonunda yer alan ve farkl orijinlere
sahip olan 93 adetlik bir gekirdek koleksiyondaki genetik cesitliligin SSR ve SRAP
markor teknikleriyle arastiriimasidir.

Materyal ve Metot
Materyal

Calismada, Cukurova Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bahge Bitkileri
BolimU’ne ait karpuz genetik kaynak koleksiyonundan secilen 88 adet genotip ile 5
adet ticari ¢esitten olusan toplam 93 adet genotip kullaniimigtir.

Metot

Tez galismasi kapsaminda bazi karpuz genotiplerinin SSR ve SRAP markoarleri ile
karakterizasyonu gergeklestiriimis, ayrica Fusarium Solgunluguna dayanimlari
klasik ve molekuler ydntemlerle arastiriimistir.

DNA izolasyonu

DNA izolasyonu icin iki U¢ yaprakl genc¢ fidelerden yaprak Ornekleri
alinarak aliminyum folyoya sarilmig, sivi azota daldirilarak -196 °C’'de
dondurulmus ve -85 °C’de muhafaza edilmisti. DNA izolasyonu, Cukurova
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Universitesi Ziraat Fakiltesi Bahge Bitkileri Bolimi Bitki Biyoteknolojisi
Laboratuvarinda MiniPrep DNA izolasyon yontemi (Edwards ve ark., 1991) ile
gergeklestiriimistir. izole edilen DNA’larin miktar ve kaliteleri, 1.5 yl DNA érnegi
kullanilarak spektrofotometre (Nanodrop ND-100) ile dlgulmustar.
SSR Analizleri

Mikrosatellit analizlerinde toplam 14 adet SSR primer ¢ifti kullaniimigtir.
Tdm PCR reaksiyon bilesenleri DNA amplifikasyonu amaciyla termalcyler
(Eppendorf-Master Gradient Model) icerisine yerlestiriimisti. PCR Urinleri %
6.5’luk poliakrilamid jelde kosturulmustur. Elektroforez iglemi 1.5 saat slreyle 1500
V, 35 mA, 50 W, ve 48°C calisma kosullarina sahip Li-Cor aletinde
gerceklestirilmistir. Bantlarin degerlendiriimesinde 50-350 bp DNA markort (MWG
Biotech AG, Ebersberg, Germany) kullaniimistir.

SRAP Analizleri

Calismada SRAP Analizleri Li ve Quiros (2001)’a gore yapiimistir. Dokuz
adet forward (ileri) ve 10 adet reverse (geri) primerinin farkli kombinasyonlari
kullanilmigtir. Tim PCR reaksiyon bilesenleri DNA amplifikasyonu amaciyla Master
Gradient model termal cyler (Eppendorf) icerisine yerlestiriimistir PCR déngusi (Li
ve Quiros, 2001)’a gore yapilmistir.

Primerlerin Polimorfizm Oranlarinin Belirlenmesi

Calismada kullanilan SSR ve SRAP primerlerinin polimorfizm oranlari,
primerlerden elde edilen toplam polimorfik bant sayisinin, toplam bant sayisina
bdlinerek 100 ile carpilmasi sonucu agagida belirtilen formal ile bulunmustur.
Polimorfizm Orani (%) = (Polimorfik bant sayisi / Toplam bant sayisi) x 100

Benzerlik indeksleri ve Dendrogramlarin Olusturulmasi

SSR ve SRAP markorleri ile yapilan molekiler analizler sonucunda elde
edilen jel goruntilerine bakilmis ve bant varligi durumunda (1), yoklugu durumunda
(0) ve amplifikasyonun olmadigi durumlarda (9) degerleri verilerek ikili (binary)
matriks veri dosyasi hazirlanmistir.

Dendrogramlarin olusturulmasinda NTSYS (Numerical Taksonomy and
Multivariate Analysis System Version 2.0) paket programi kullaniimistir (Rohlf,
1998). Oncelikle Jaccard (1908) ydntemi kullanilarak bir benzerlik matriksi
olusturulmustur. Bu matriks kullanilarak UPGMA (Unweighted Pair Group Method
using Arithmetic Average) metodu ile kiimeleme (Cluster) analizleri yapilmis ve
dendrogramlar elde edilmistir.

Arastirma Bulgulari ve Tartigma
Karpuz Genotiplerinin SSR Teknigi ile Karakterizasyonunda Polimorfizmin
Degerlendirilmesi

Calismada kullanilan 14 adet SSR lokusundan buyuklikleri 102-235 bp
arasinda olan toplam 66 adet allel elde edilmis ve bunlarin tamami polimorfik
bulunmustur (Cizelge 1). Primer basina disen toplam allel sayisi 2 ile 7 (ortalama
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4.7) arasinda degismistir. Polimorfik allel sayisi ise yine 2 ile 7 (ortalama 4.7)
arasindadir. Elde edilen toplam allel sayisi bakimindan Cgb4765 ve Cgb4767
lokuslari en fazla (7 adet), CLG7992 ve ASUW2 lokuslari ise en az (2 adet)
sayida alleli Gretmistir. Primer ciftlerinden elde edilen toplam polimorfizm orani
ise % 100 bulunmustur.

Cizelge 1. SSR primerlerinin amplifikasyonu sonucu elde edilen toplam allel sayisi
(adet), polimorfik allel sayisi (adet), allel biydklikleri (bp),
polimorfizm orani (%)

No Primer Toplam Polimorfik Polimorfizm orani
Adi Allel Sayisi | Allel Sayisi (%)
(adet) (adet)
1 CMCT44 4 4 100
2 CMACC146 3 3 100
3 CMTC168 5 5 100
4 Cgb4765 7 7 100
5 CLG7992 2 2 100
6 Cgb4767 7 7 100
7 ASUW2 2 2 100
8 ASUW13 4 4 100
9 ASUW19 4 4 100
10 Cgb5009 6 6 100
11 C.1.1-06 4 4 100
12 C.1.1-20 6 6 100
13 C.1.2-23 6 6 100
14 C.1.2-140 3 3 100
Toplam - 66 66 -
Ortalama - 4.7 4.7 100

Tez calismasi kapsaminda SSR analizlerinden elde edilen bulgulara
bakildiginda 14 adet primerden 2-7 arasinda allel elde edildigi gértulmektedir.
Karpuzlarda ve diger Cucurbitaceae tirlerinde SSR markérlerinin kullanildigi
farkh calismalarda bu sayi ile uyumlu deg@erler oldugu gibi, daha az veya daha
¢ok allelin géruldigu calismalar da bulunmaktadir. Karpuzlarda Jarret ve ark.
(1997)nin C. lanatus var. lanatus, C. lanatus var. citroides ve C. colocynthis
turlerine ait 33 genotiple yaptiklari ¢alismada 3-7 arasinda, Guerra-Sanz (2002),
C. lanatus genotipleri ve cesitlerinde 1-8 adet arasinda, C colocynthis
genotiplerinde 0-2 adet arasinda ve hibritlerde 0-4 adet arasinda allel tespit
etmislerdir. Nimmakayala ve ark. (2009) ise 30 SSR primer ciftinin 2-12 arasinda
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allel drettigini bildirmislerdir. Calismada tespit edilen % 100 polimorfizm orani
karpuzlarda farkli markérlerle elde edilen polimorfizm oranlarina (RAPD % 5, Levi
ve ark., 2007; % 60.2, Solmaz ve ark., 2010; ISSR % 80.2, Levi ve ark., 2004; %
40.0, Levi ve ark., 2007; AFLP % 97.8, % 81; Levi ve ark., 2004; 2007; SRAP %
80.5, Levi ve ark., 2007) gore oldukga yuiksek bir degerdir.

SSR Analizleri Sonucu Elde Edilen Dendrogramin Degerlendirilmesi

SSR analizleri sonucu olusturulan dendrogram (Sekil 1) incelendiginde,
genotipler arasindaki genetik benzerlik oraninin 0.02 ile 1.00 arasinda degistigi
go6rilmustar. Kar 78 ile Kar 200 ve Kar 86 ile Kar 162 harig, diger tim genotiplerin
ve gesitlerin birbirinden ayrildigi saptanmistir. Bu ¢alismada birbiriyle ¢ok yakin
iliskili genotipleri ayirmada son derece basarili olan SSR markoérlerinin, farkh
orijinlere sahip genotiplerin olusturdugu germplazmda bazi genotipleri birbirinden

ayiramadigi saptanmistir.
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Sekil 1. SSR markorleri ile elde edilen dendrogram

Karpuz Genotiplerinin SRAP Teknigi ile Karakterizasyonunda Polimorfizmin
Degerlendirilmesi

Calismada kullanilan 31 primer kombinasyonundan elde edilen bant
blyudkltkleri 100-1000 bp arasinda degismistir (Cizelge 2). En kug¢ik bant uzunlugu
100 bp ile melem4, meleml1ll me3eml, me3em3, me3em4, medem2, medems3,
me5em1, me5em4, me7em8 ve mel11em1 kombinasyonlarindan, en biylk bant
uzunlugu ise 1000 bp ile melem6, me2em6, me3em2, me3em3, me3emob,
med4em6, meSem2, meSem6, meSem12 kombinasyonlarindan elde edilmistir.
Degerlendirilen 31 primer kombinasyonu, 461’i polimorfik toplam 472 adet bant
uretmigtir.

Primer basina elde edilen toplam bant sayisi 10-25 (ortalama 15.2)
arasinda, toplam polimorfik bant sayisi ise 8-25 (ortalama 14.9) arasinda

-63 -



C.U Fen ve Miihendislik Bilimleri Dergisi Y11:2013 Cilt:29-2

degismistir. En fazla bant me5em12 (25 adet) kombinasyonundan, en az bant ise
meSem1 (10 adet) kombinasyonundan elde edilmigtir. Polimorfik bant sayisi
bakimindan ise me5em12 kombinasyonu en c¢ok (25 adet)), medem1
kombinasyonu ise en az (8 adet) bandi Gretmistir

Primerlerin toplam polimorfizm orani ise % 97.3 olarak tespit edilmistir.
Polimorfizm orani en yliksek primer kombinasyonlari % 100 ile me1em4, me2em3,
me2em4, me2em5, me2em6, me3eml, me3em2, me3em3, me3em4, me3em5,
me3em6, medem2, med4em3, medem4, medem6, meS5em2, me5em3, me5emb5,
me5em6, me5em12, me6em6, me9em11, me11em1 iken, en disik oran ise %
72.7 ile medem1l primer kombinasyonuna aittir
Kolay uygulanabilen, tekrarlanabilen ayni zamanda ucuz ve etkili bir markoér sistemi
olan SRAPIn (Li ve Quiros, 2001) ayni zamanda ¢ok sayida polimorfik bant
verebilen bir markdr sistemi oldugu Guo ve Luo (2006) tarafindan bildirilmigtir.

Arastirmada kullanilan 31 SRAP primer kombinasyonundan elde edilen
toplam bant (472) ve toplam polimorfik bant sayisinin (461) arastiricilarin tespitiyle
uyumlu bulundugu gérilmektedir.

Karpuzlarda SRAP markér teknigi kullanilarak yapilan genetik cgesitlilik
¢alismalarinda elde edilen primer basina ortalama bant sayisinin ve polimorfizm
oraninin yurUtilen tez galismasi ile karsilastirildiginda daha distk degerler aldigi
dikkati gekmektedir. Ornegin Levi ve Thomas (2007), genetik gesitlilik seviyesi
oldukga disUk olan 24 karpuz genotipinde polimorfizmi, toplam 146 markér (RAPD,
ISSR, AFLP, SRAP) kullanarak arastirmis ve 53 RAPD markérinden 5’inin (% 9.4),
15 ISSR markérinden 6’sinin (% 40.0), 37 AFLP markérinden 30'unun (% 81.0)
ve 41 SRAP markdrinden 33'unin (% 80.5) polimorfik oldugunu tespit etmiglerdir.
Arastiricilar, SRAP markdrlerinin AFLP markérleri kadar etkili oldugunu ve karpuz
genomunda farkl baglanti (linkage) bdlgelerini temsil ettigini bildirmiglerdir.

Cizelge 2. SRAP primerlerinin amplifikasyonu sonucu elde edilen toplam bant
sayisi (adet), polimorfik bant sayisi (adet), bant uzunluk araliklari (bp), polimorfizm
orani (%)

Primer Gifti Toplam Bant | Polimorfik Bant | Bant Uzunluk | Polimorfizm
Sayisi Sayisi Araliklari Orani
(adet) (adet) (bp) (%)
melem3 12 11 175-900 91.7
melem4 15 15 100-950 100
melem6 11 10 175-1000 90.9
melemll 18 18 100-900 100
me2em3 14 14 150-900 100
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me2em4 16 16 150-900 100
me2em5 11 11 150-900 100
me2em6 16 16 150-1000 100
me3eml 11 11 100-750 100
me3em2 17 17 125-1000 100
me3em3 15 15 100-1000 100
me3em4 15 15 100-950 100
me3em5 15 15 125-900 100
me3em6 17 17 125-1000 100
medeml 11 8 125-900 72.7
medem2 17 17 100-950 100
medem3 14 14 100-900 100
medem4 14 14 150-900 100
me4em6 16 16 175-1000 100
me5em1 10 9 100-900 90
me5em2 16 16 150-1000 100
me5em3 13 13 175-900 100
me5em4 23 22 100-925 95.7
me5em5 12 12 175-925 100
me5em6 15 15 150-1000 100
me5em10 16 15 150-900 93.8
mebem12 25 25 125-1000 100
me6em6 18 18 125-900 100
me7em8 15 13 100-900 86.7
me9em11l 18 18 125-800 100
mel3em4 16 15 125-925 93.8
Toplam 472 461 - -
Ortalama 15.2 14.9 - 97.3

SRAP Analizleri Sonucu Elde Edilen Dendrogramin Degerlendirmesi

Dendrogram (Sekil 2) incelendiginde genotiplerin tamaminin birbirinden
ayrildigi, 93 adet genotipin genetik benzerlik diizeyinin 0.22 ile 0.97 arasinda
degistigi ve temelde 2 ana grup olustugu (1 ve 2) gérilmustir. Birinci ana grupta
(1) yer alan Praecitrullus fistulosus genotipleri (Pl 217522 ve Pl 174812) 0.22
benzerlik dizeyinde Citrullus cinsine giren tim genotipleri iceren ikinci ana gruptan
(2) ayrilmistir. Karpuzlarda genetik cesitliligin RAPD markoérleriyle arastirildigi
Solmaz ve ark. (2010) tarafindan yapilan ¢alismada da benzer sonuglar elde
edilmis, Praecitrullus fistulosus genotipleri diger tim Citrullus genotiplerinden 0.26
benzerlik dizeyinde ayriimis ve genetik olarak da birbirlerine % 98 oraninda yakin
bulunmustur.
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Sekil 2. SRAP markorleri ile elde edilen dendrogram

Sonug

Bu galisma ile Turkiye'nin farkl bolgelerinden toplanan karpuzlarda genetik
cesitlilik ilk kez molekuler olarak SSR ve SRAP markér teknikleri ile arastiriimistir.
Sonug¢ olarak her ne kadar morfolojik 6zellikler agisindan ¢ok farkli olsalar da
kultiru yapilan Citrullus lanatus var. lanatus alt tiriinde yer alan bu genotiplerin
genetik olarak yuksek dizeyde polimorfizme sahip olmadiklari saptanmistir. Bu
durumun Tarkiye'nin karpuzun gen merkezinden uzak olmasindan ve yabani
formlarin tUlkemizde yetismemesinden kaynaklandigi distinilmektedir.

Elde edilen veriler, karpuzlarda genetik cesitlilik konusunda yapilacak
g¢alismalara 6nemli bir kaynak olup, yol gosterecektir. Bundan sonra yapilacak
galismalarda karpuzlarda meyve kalitesini ve hastaliklarini kontrol eden genlerin
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haritalanmasi ve bu genlerle baglantii markérlerin gelistirilerek islahta kullanimi
Uzerinde durulmalidir.
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