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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

ULKEMIZDE YETISTIRILEN FARKLI CEKIRDEKLIK KABAK
POPULASYONLARININ BAZI TANE OZELLIKLERININ SAPTANMASI VE RAPD
YONTEMI ILE GENETIK ILISKILERININ BELIRLENMESI

Selen SEKER

Namik Kemal Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisi
Bahce Bitkileri Anabilim Dali

Danigsman: Prof. Dr. Levent ARIN

Bu ¢alismada iilkemizde tretilen, Cucurbita pepo tiiriine ait 10 adet ¢ekirdeklik kabak
cekirdegi genotipinin kalite 6zellikleri incelenmis, genotipler arasindaki farkliligi belirlemek
amacityla da molekiiler karakterizasyon c¢alismalari yapilmistir. Calismada kullanilan
genotipler cerezlik olarak {iretileceginden 1000 tane agirligi, tohum biyiikligii, kabuk
kalinlig1 ve kabuk/i¢ orani ozelliklerinin yani sira, raf omrii, tad1 ve aromasina etki eden
faktorlerden yag tayini, yag asitleri tayini, protein tayini ve mineral tayini analizleri
yapilmustir. Yapilan kalite analizleri neticesinde genotipler arasinda farklilik ve benzerlikler
oldugu saptanmistir. Calismalarin molekiiler kisminda ise 8 adet RAPD primeri kullanilarak
38 adet bant elde edilmis, bunlardan 18 adedi monomorfik, 20 adedi ise polimorfik (%52.63)
bulunmustur. RAPD analizlerinde kabak ¢ekirdekleri arasindaki benzerlik katsayisinin 0.70
ile 0.97 arasinda degisim gosterdigi belirlenmistir. Yapilan arastirmalar sonucunda, genotipler

arasindaki genetik uzakliklarin kalite unsurlari iizerine etkisi arastirilmistir.

Anahtar kelimeler: Kabak ¢ekirdegi, molekiiler karakterizasyon, RAPD, DNA markir
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ABSTRACT

MSc. Thesis

THE DETERMINING OF SOME GRAIN PROPERTIES OF SEVERAL PUMPKIN
GENOTIYPES WHICH IS GROWN IN TURKEY AND THEIR GENETIC
RELATIONSHIPS WITH RAPD METHOD

Selen SEKER

Namik Kemal University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Main Science Division of Horticulture

Supervisor : Prof. Dr. Levent ARIN

In this research, it was investigated the quality properties of the 10 crusty appetizers
pumpkin seeds’ genotypes that is belong to Cucurbita pepo and molecular characterization
was done to determine the difference among genotypes. Due to the fact that pumpkin seeds
will be used as appetizers, the weight of 1000 seeds, the size of the seed, the thickness of the
hull and hull/inner ratio are considered as well as shelf life, oil amount from the factors that
effect the taste and aroma, fatty, protein and mineral amounts was analyzed. Differences and
similarities were determined among the genotypes according to these analysis. In the RAPD
study, 38 bands were obtained by using 8 RAPD primers, 18 of these were found
monomorphic and 20 of these were found polymorphic (%52.63). In the RAPD analysis the
genetic similarity coefficients varied between 0.70 and 0.97. As a result of the research,

genetic distances among genotypes investigated on the quality characteristics.

Keywords : Pumpkin seed, molecular characterization, RAPD, DNA marker
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1. GIRIS

Kabak sicak iklimden hoslanan degisik iklim kosullarinda yetistirilebilme sansina
sahip tek yillik bir bitki tiridir (Anonim, 2006a). Olgunlasmis ve olgunlagsmamis
meyvelerinin insan beslenmesinde kullanilmasinin yaninda besleyici degeri yiiksek olan
tohumlar1 da 6zellikle lilkemiz, Akdeniz iilkeleri ve Ortadogu iilkelerinde g¢erezlik olarak
kullanilabildigi gibi, gida ve kozmetik sanayinde de degerlendirilebilmektedir (Stuart 2006,
Yanmaz ve Diizeltir 2003). Cucurbitaceae ailesine giren kabak tiirleri yazlik ve kislik
kabaklar olarak gruplandirilabilmektedir (Ditizeltir 2004). Cucurbita pepo L. tiirline giren
kabaklar yazlik kabaklar olarak adlandirilir ve ¢ogunlukla olgunlagsmamis meyveleri tiiketilir.
Buna karsilik Cucurbita moshata poir ve Cucurbita maxima duch ise kislik kabaklar olarak
kabul edilmekte ve olgunlasmis meyveleri tatli ve borek yapiminda kullanilmaktadir (Anonim
2006a). Ulkemizde yetistirilmekte olan gerezlik tiiketim amagl ¢ekirdek kabaklari,
cogunlukla Cucurbita pepo L. tiirinden olup, az miktarda da Cucurbita moschata tiiriinden
olan bal kabagi tohumlart da kullanilmaktadir (Yanmaz ve Diizeltir 2003). Baz1 arastiricilar
kabak tiirlerinin anavataninin Amerika oldugunu, bazilar1 ise Asya oldugunu iddia
etmektedirler. Bu arastiricilar Cucurbita pepo L., ile Cucurbita moshata poir’in orijininin
Amerika, Cucurbita maxima duch’in ise Asya kokenli oldugunu bildirmektedirler (Anonim
2006a).

Kabak c¢ekirdegi, kuruyemis olarak tiiketiminin yani sira, sahip oldugu yag, protein,
mineral maddeler ve aminoasitler yoniinden de zengin olup, insan saglig1 acisindan ayr1 bir
oneme sahiptir. Halk arasinda barsak parazitini gidermede etkili oldugu bilinen kabak
tohumlarmin %35-40 oraninda yag, %37 oraninda karbonhidrat, %35-40 oraninda protein
icerdigi, ayrica Ca, K, P, Mg, Fe ve Zn yoniinden de zengin oldugu bilinmektedir. Kabak
tohumlar1 B vitaminleri yoniinden zengin olup, ayrica da riboflavin, tiamin ve niacin
igermektedir (Diizeltir 2004). Kavrulmus kabak ¢ekirdekleri, salata, ¢orba ve c¢esitli et

yemeklerine lezzet arttiric1 olarak katilmakta ve sos yapiminda da kullanilmaktadir.

Cerezlik ve sanayide kullanilan kabaklar, kabukluluk durumuna gore kabuklu, zar gibi
ince kabuklu ve kabuksuz olarak 3 gruba ayrilmaktadir. Ulkemizde daha ¢ok kabuklu tipler

gerezlik olarak kullanilmakta ise de, sanayide kabuksuz tipler tercih edilmektedir (Yanmaz ve
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Diizeltir 2003). 1977 yilinda kabuksuz tohuma sahip kabaklar iizerinde yapilan genetik ve
yetistirme c¢alismalari sonucunda cerezlik ¢ekirdek endiistrisini destekleyici bir yiliksek
tohumlu triin 1rki gelistirme tesebbiislerine baslanmistir (Loy 2006). Kabuksuz bir kabak
cekirdegi olan Styria ¢esidi Avusturya’nin gliney bolgelerinde, Slovenya ve Macaristan’da da
yetistirilmektedir. Glinlimiizde kabuksuz kabak cekirdegi Tiirkiye’de Ankara’nin Nallthan
bolgesinde de yetistirilmektedir (Sacilik 2006, EI-Adawy ve Taha 2001).

Ulkemizde gerezlik olarak kullanilan kabaklar, sakiz kabag1 (Cucurbita pepo), helvaci
kabagi (C. maxima), bal kabagi (C. moschata) tiirleridir. Bu ¢ tiiriin ¢ekirdeklerinin her biri
cerezlik olarak yetistirilir ancak en fazla tercih edilen sakiz kabagi olarak bilinen tiiriin
cekirdekleridir. Ulkemizde yemeklik olarak kullanilan yazlik kabak iiretimi son yillarda ortii
altinda yapilan yetistiricilik ile kis aylar1 da dahil olmak iizere biitiin yi1l boyunca
yapilmaktadir. Yillik toplam kabak tiretimimiz 400-500 bin ton civarindadir (Anonim 2004).

Yazlik kabak ¢esitlerinin meyve rengi beyaz gri (sakiz), sari, turuncu, yesil ve koyu
yesildir. Sakiz ve Girit kabag1 gibi yazlik kabaklarin tohumlart genellikle beyazdir. 1000
tohum agirligt 200-400 g arasindadir. 1 kg’da 2500-5000 adet tohum bulunur. Hasat
olgunluguna gelmis kabaklar bitki lizerinde yapraklar sararip kuruyuncaya kadar bekletilir
(Anonim 2006a). Cekirdek kabaklarinda meyve hasadi, tohumlarin irilesip olgunlagsmasi igin
tam olgunluk déneminde yapilmaktadir. Ulkemizde kabak hasat dénemi agustos sonu ve
eylil aylaridir (Yanmaz ve Diizeltir 2003). Yazlik kabak ¢esitlerinden ortalama dekardan 40-
50 kg tohum alinabilmektedir. Meyve basina ortalama tohum verimi 30-100 g arasinda
degismektedir (Abak ve ark. 1990).

2004 yilina kadar gerezlik kabak iiretimi ile ilgili istatistiki bir deger verilmezken 2004
yilt itibariyle belirtilen istatistik verilerine gore Tiirkiye’de toplamda yaklasik 370.000 ton
olan kabak iiretimi igerisinde gerezlik kabak iiretim miktari 10.500 tondur (Anonim 2004).
Diinyada ve iilkemizde degisik amaglarla iiretilen ve gesitli tiirleri olan kabakta, 2005 yili
verilerine gore, diinya ekim alan1 yaklagik 1.5 milyon ha, iiretim ise yaklasik 20 milyon
tondur. Diinyada ilk 10-15 iilke arasinda yer alan Tirkiye’nin ekim alan1 22.000 ha, {iretimi
ise, taze kabak olarak 376.000 ton dur.

Diinyadaki kabak {iretimin %29.1° ini Cin, %17.7’ sini Hindistan, %5.4’ iinii Ukrayna,

%2.8’ ini de Meksika iiretmektedir. Bu siralamada Tiirkiye, Arjantin ve Japonya ile birlikte
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yaklasik %4’ lik iretimi saglamaktadir (Anonim 2006a). Ancak diinyada cerezlik kabak
acisindan bir istatistik s6z konusu degildir. Ulkemizde taze tiiketim ve bal kabaginin genelde
bahgelerde ve dar alanlarda ekilmesi nedeniyle, Tiirkiye’de ekilen toplam alanin yaris1 kadar
miktarmin (10.000 ha) gerezlik amagla ekildigi, tiretimin ise, ortalama 60-80 kg/da verim
iizerinden 6-8 bin ton civarinda oldugu tahmin edilmektedir. Uretimin en yogun oldugu il
Nevsehir olup, yaklasik ekim alanit 2.400 ha, tiretim ise 1.000 ton civarindadir (Anonim
2005).

Cerezlik kabak tohumlarinin Yunanistan’dan Trakya Bolgesine girdigi, burada
tireticiler tarafindan benimsenerek yetistiriciliginin yayginlastigi ve bu yorede cerezlik kabak
yetistiriciliginin yaklagik 20-25 sene 6ncesine dayandigi bildirilmektedir (Sakin 1985). Her ne
kadar elimizde istatistiki veriler olmasa da, bu konuda yapilan birka¢ arastirma sonucuna
gore, cekirdek kabagi olarak bilinen c¢erezlik kabak yetistiriciligi tlilkemizde en fazla
Kirikkale’nin Liileburgaz, Babaeski; Tekirdag’in Corlu; Edirne’nin Merkez ve Uzunkdprii
ilceleriyle, Adapazar1 ve Nevsehir, Kayseri, Aksaray, Antakya yorelerinde yapilmaktadir
(Diizeltir 2004).

Ulkemizin degisik yorelerinde basariyla yetistirilen cerezlik kabakta daha ¢ok yorelere
ve tane tipine gore isimlendirilen kdy cesitleri kullanilmaktadir. Nevsehir, Nevsehir sivrisi,
Hanim Tirnagi, Genis ¢ekirdek, Kabuksuz, Boncuk ve Kara Kabak gibi isimlerle tarimi
yapilan bu kdy populasyonlarinin sertifikali ve tescilli bir iiretimi olmayip, cerezlik kabakta
gerek 1slah, gerekse adaptasyon ve yetistirme teknigi konusunda yliriitiilmiis ¢cok az sayida
caligma bulunmaktadir (Diizeltir 2004). Bununla ilgili ulasilabilen en eski ¢aligmada 1993-
1997 yillar1 arasinda gerezlik kullanima uygun ¢esitlerin olusturulmasi amaciyla seleksiyon

caligmasi yiritilmistiir (Toprakkaristiran 1997).

Cerezlik kabak yetistiriciligine olan ilgi son yillarda artis gostermistir. Yemeklik
kabak yetistiriciligi 6zellikle i¢ bolgelerde ekonomik olmamaktadir. Ciinkii yemeklik kabak
yetistiriciligi yapmak iSteyen tireticiler tohum ekimini nisan sonu-mayis basinda yapmakita,
hasadin yapildig1 haziran ay1 ortalarinda ise piyasada kabak bol oldugu i¢in, kabak fiyatlari
diger bolgelerden gelen iiriin nedeniyle diismekte ve bunun sonucu olarak da tireticinin gelir

diizeyi azalmaktadir.



Oysa ¢erezlik kabak yetistiriciliginde, tretilen tohumlari satma yoniinde bir risk
bulunmamakta ve iriin daha yiiksek fiyatlara satildigi icin daha ekonomik olmaktadir

(Yanmaz ve Diizeltir 2003).

Ulkemizin Trakya illeri ve Nevsehir basta olmak iizere bircok yodresinde ekilen
cerezlik kabakta, sertifikali ve kaliteli bir tohumluk kullanilmamasi nedeniyle verim ve kalite
yoniinden sikinti yasanmaktadir. Bu sorunlar arasinda aymi kalitede yeterli {iriin
bulunamamasi, verimliligin diisiik olmas1 nedeniyle iiriin kayiplar1 sayilabilir. Ulkemizde ve
diinya pazarinda yogun bir talebin goriildiigii, cerezlik kabak iiretimi iilkemizde 6nemli bir
sektor olmasina karsilik cerezlik kabakta karsilasilan sorunlarin ¢oziimiine yonelik smnirli
sayida arastirmanin yapildigi dikkati ¢cekmektedir. Sektoriin gelisebilmesi icin 6zellikle gesit
gelistirme calismalarina agirlik verilmesi gerekmektedir. Bu aragtirma ile g¢esitlerin genetik
Ozellikleri Dbelirlendiginden, ileride yapilacak olan 1slah ¢alismalarinda 1slah siiresinin

kisalmasina katkida bulunulacaktir.

Genetik karakterizasyonun disinda kabak c¢ekirdeginin fiziksel ve kimyasal
standardizasyonu, Ornegin dis goriinlisii ve c¢itlama oOzelligi bitkiden bitkiye degisim
gostermektedir. Kimyasal igerigindeki farkliliklar da raf omrii ve tadi lizerinde 6nemli bir
etkiye sahiptir. Bu sebeple bu c¢alismada g¢esitlerin fiziksel ve kimyasal o6zellikleri

arastirilmastir.

Tarimsal iiretimde ve sanayide siirdiiriilebilirligin en 6nemli unsurlarindan biri de gen
kaynaklaridir. Ancak bugiine kadar sahip oldugumuz kaynaklarin genetik potansiyeli ortaya
cikarilmamis ve bu kaynaklar korunmamistir. Bu calisma ile bugiline kadar ¢esitli 1slah
yollartyla veya dogal olarak giiniimiize kadar gelmis cesitlerin kalite 6zellikleri incelenmis ve
cerezlik tiiketime uygun cesitler belirlenmistir. Ayn1 zamanda s6z konusu ¢esitlerin molekiiler
karakterizasyonu yapilip, akrabaliklar1 incelenmis bu sayede ortaya ¢ikan gesit 6zelliklerinin

yeni ¢esitlerin gelistirilmesi konusunda yol gosterici olmasi amaglanmustir.



2. KAYNAK OZETLERI

Bitki 1slah1 ve gesit gelistirilmesi ¢alismalarinda kullanilan genetik materyalin ismine
dogru olmasi ve aralarindaki genetik iliskilerin belirlenmesi biiylik 6nem tagimaktadir. Cok
uzun zaman ve masraf gerektiren c¢esit 1slah1 c¢alismalarinda materyal se¢imi oldukga
onemlidir. Yeni c¢esitlere patent hakkinin alinabilmesi ve yasalarin yaptirm giiciiniin

olabilmesi i¢in gesitleri birbirinden kesin olarak ayirt edebilecek yontemler kullaniimalidir.

Cesit tanimlama ¢alismalarinda baslangigta morfolojik 6zelliklerden yararlaniimastir.
Ancak morfolojik ozelliklerin ¢evre sartlarindan etkilenmeleri ve subjektif verilere dayali
olmasi morfolojik markirlerin kullanimini sinirlandirmistir. Yine gesit tanimlamas: amaciyla
biyokimyasal yontemlerden izoenzim ve flavanoid markirlar1 da kullanilmistir. Biyokimyasal
yontemlerde kullanilabilen markir sayisinin sinirli olmas: ve biyokimyasal analizlerin ancak
belli dokularda ve belli donemlerde yapilabilmesi bu yontemlerin kullanimini

stnirlandirmaktadir (Todorovic 1989, Rovira ve ark. 1993).

Ticari gen kaynaklarinin sertifikasyonu i¢in kiiltiir ¢esitlerinin tanimlanmasi, dogru
kiiltiirel uygulamalar ve bitki patent haklarinin korunmas: bakimindan DNA markirlarinin
kullanimi biiyiilk 6nem tasimaktadir (Kagar 2001). Molekiiler markirlar konusundaki
gelismeler bu konuda oldukc¢a kolaylik saglamaktadir. Son yirmi yil igerisinde hizla gelisen
molekiiler markir teknolojisi cesitlerin birbiri arasindaki genetik farkliligin belirlenmesi,
kromozom haritalamalari, gen kaynaklarinin Kkarakterize edilmesi ¢alismalarinda yeni
yontemler ortaya koymustur. Klasik yontemlere gore biiyiik avantajlar saglayan bu yeni
yontemler zaman ve is giicli gereksinimini azaltarak c¢alismalarin daha kisa siirede

sonuglanmasini saglamaktadir.

Ayrica molekiiler markirlar kullanilarak bitki gen kaynaklarinin arastirilmasi tiir ve
¢esit tammlamasinin yapilmasi ayn1 zamanda kalitim markirlari tizerinde ¢alisiimas: tarimsal
ac¢idan onemli olan karakterlerin ortaya ¢ikmasini saglamaktadir. DNA markirlarinin devreye
girmesi birgok bitki tiiriinde oldugu gibi meyve tiir ve ¢esitlerinin tanimlanmasinda da bir
doniim noktasi olusturmustur. Bu amagla kullanilan DNA markirlari; hibridizasyona dayal
markirlar (RFLP) ve PCR’a dayali markirlar (RAPD, SSR, AFLP vb.) seklinde iki gruba



ayrlirken giiniimiizde PCR’a dayali markirlarin kullanimi 6n plana ¢ikmstir. Bu tekniklerle

genetik materyalde DNA diizeyindeki en kiiciik degisiklikler bile belirlenebilir.

Genotiplerin molekiiler diizeyde incelenmesi amaciyla DNA parmak izlerinin
cikarilmas: gerekmektedir (Williams ve ark. 1990). Ilk DNA markér sisteminin uygulanmasi
RFLP (Resriction Fragment Lenght Polymorphism) analizleri ile olmustur (Botstein ve ark.,
1980). Polimeraz zincir reaksiyonunun (PCR) kesfinden sonra RAPD (Randomly Amplified
Polymorfic DNA), SSR (Simple Sequence Repeat), AFLP (Amplified Fragment Length

Polymorphism), markor sistemleri ortaya konulmustur.

Ozellikle daha hizli ve ucuz olan “RAPD” teknigi, genetik materyalin izlenmesinde
onemli gelismeler saglamistir (Ozcan ve ark. 2001). RAPD tekniginin tiir ve cesitlerin
tanimlanmasinda, SSR tekniginin hibrit bitki tanisinda, tiir ve c¢esitlerin ekolojik dagilim-
genetik iliskilerinin incelenmesinde, AFLP tekniginin ise ¢ok yakin bireylerin
tanimlanmasinda daha etkili sonug verdigi saptanmustir (Ergiil 2000, Yildirim ve Kandemir
2001).

2.1. Markar Tipleri

Markir destekli seleksiyonda kullanilan markir tipleri morfolojik, biyokimyasal

(protein) ve molekiiler olmak tizere {i¢ ana gruba ayrilmaktadir.

2.1.1. Morfolojik markirlar

Morfolojik belirleyiciler (markirlar); c¢icek rengi ve tohum sekli gibi gorsel olarak
karakterize edilebilen analizleri oldukca kolay olan fenotipik karakterlerdir (Yildirim ve
Kandemir 2001). Ancak sayilarinin az olusu yaninda c¢evreden ve diger lokuslardan
etkilenmeleri nedeniyle giiniimiizde fazla kullanilmamaktadirlar. Bunlarin yani sira birbirine
olduk¢a yakin genotipler arasinda simirli diizeyde polimorfizm gostermeleri ve dominant
Ozellikte olmalarindan dolayr sadece dominant fenotipi (AA ve Aa) resesif fenotipten (aa)

ayirmalart da morfolojik markorlerin diger dezavantajlaridir (Mohan ve ark. 2009).



2.1.2 Biyokimyasal markirlar

Biyokimyasal markirlar genlerin iirettikleri proteinlerdir. izoenzimler farkli olarak
yiikklenmis proteinlerdir. Elektroforez teknigi kullanilarak kolayca ayrilabilirler. Enzimler
spesifik biyokimyasal reaksiyonlari katalizler. Belirli enzimlerin substrat ve kofaktorleri
eklenerek jel lizerinde goriilmesi saglanir ve enzimatik reaksiyonlarin iiriinleri renkli olarak
tiretilir. Renkli tirtinler jel tizerinde goriiliir bantlar olusturur. Bu bantlar genetik temellere
sahiptir ve kodominant markir olarak genetik bilgi saglar. Bununla birlikte morfolojik
karakterlere gore ¢ok daha yaygin kullaniimakla birlikte izoenzim lokuslarinin azlig: ve bazi
enzim sistemlerinin cevre kosullarindan etkileniyor olmas: kullanimlarint sinirlar (Aka-Kagar
2001).

2.1.3. Molekiiler markirlar

Molekiiler belirleyiciler diger belirleyicilere gére daha gilivenilir olmalari, ¢evreden
etkilenmemeleri, bitkilerin gelismelerinin her asamasinda kullanilabilmeleri, bitkinin
olgunlagsmasinin beklenmesine gereksinim olmamasi ve genis bir varyasyon gostermeleri gibi
avantajlar1 nedeniyle son yillarda yaygin olarak kullanilmaktadirlar. Bu belirleyiciler farkli
genotiplere ait DNA niikleik asit dizilis farkliligini ¢esitli sekillerde ortaya koyarlar. Ayrica
bu belirleyicilerin DNA polimorfizmi klasik morfolojik veya biyokimyasal belirleyicilerden
cok daha fazladir (Ozcan ve ark. 2001).

Molekiiler markirlarin genel olarak islahta kullanim alanlari; genetik kaynaklarin
karakterizasyonu, cesitler arasindaki benzerlik ve farkliliklarin belirlenmesi, 1slah
programlarinda kullanilabilecek ebeveynlerin belirlenmesi, yeni gelistirilen ¢esitlerin koruma
altina alinmasi, bilinmeyen c¢esit ve genotiplerin tanimlanmasi, evrimsel gelismeler ve
kromozomlarda olusan yapisal degismelerin belirlenmesi ve kalitatif ve kantitatif lokuslarin
belirlenmesidir. Molekiiler markorlerin kaynag tiretildikleri bitkilerin DNA’laridir. Bundan
dolayr bitki populasyonundaki cesitlilik veya o populasyon igindeki bitki genotipleri
arasindaki iliskilerin tespitinde %100’e yakin giivenirlilikle sonug¢ verirler (Giilsen ve Mutlu
2005). Dolayisiyla bitki 1slahinda molekiiler diizeyde calismak zaman ve giivenilirlik

bakimindan 6nemlidir.



Molekiiler markirlar 1slah programlarinin daha iyi planlanmasini ve daha az maliyetle
yapilmasini, gelistirilen markér meyve ve ¢igek dzellikleriyle ilgiliyse ve 6zellikle ¢cok yillik
bitkilerde bitki meyve verinceye kadar, 2-10 yil beklemeden erken seleksiyonu saglar.
Analizi uzun ve pahali olan karakterler i¢in zaman ve ckonomik kazang saglar. Erken
seleksiyon sonucu deneme alanindan ve isgiiciinden kazang, daha fazla bitkiyle ¢aligabilme

olanag1 ve daha kisa siirede ana hedefe ulasma imkani saglar (Giilsen ve Mutlu 2005).

Molekiiler belirleyiciler, ayrica bitkilerin DNA parmak izlerinin ¢ikarilmasi ve ¢esit
tanimlamasinda da yogun bir sekilde kullanilmaktadir. Parmak izi analizleri kullanilarak
tescile sunulan ¢esit adaylarinin genetik ozellikleri belirlenebildigi gibi g¢esit adayinin elde
edilmesinde kullanilan anaglar da saptanabilmektedir. Bu durum, ekonomik agidan 6nemli
genetik kaynaklarin belirlenmesi ve Tiirkiye gibi bir¢ok bitkinin gen merkezi durumunda olan
ilkelerde, yabani gen kaynaklarimin korunmasi agisindan son derece onemlidir. Molekiiler
markorler agronomik olarak 6nem arz eden tek (major) bir genin geri melezleme yontemiyle
hizli ve etkin bir sekilde aktarimini saglarlar. Geri melezleme 1slahinda tekrarlanan anacin
miimkiin olan en yiiksek oranda tekrar geri elde edilmesinde de kullanilirlar. Fenotipik
gozleme gerek kalmaksizin geni tasiyan geri melez hatlarinin dogru seleksiyonunda
molekiiler markorler oldukca etkilidirler. Ayrica farkli karakterlere etki eden birden fazla

genin es zamanl aktarilmasini da miimkiin kilarlar (Y1ldirim 2008).

Molekiiler markirlarin 6zellikleri

Molekiiler markirlarin yararlihgi, morfolojik markirlardan kendilerini ayri1 kilan bes

ozellikten kaynaklanmaktadir (Khan ve Spoor 2001).

1. Pek ¢ok morfolojik markirin fenotipi, yalnizca tiim bitki seviyesinde teshis
edilebilir. Oysa molekiiler lokuslar, tiim bitki, doku ve hiicre seviyesinde denenebilirler.

2. Allel frekansi, morfolojik markirlarla karsilastirildiginda molekiiler lokuslarda daha
yiiksek olma egilimindedir.

3. Morfolojik mutantlar, istenilmeyen fenolojik etkilerle bir arada olmaya
meyillidirler.

4. Morfolojik lokustaki alleller, heterozigot genotiplerin tanimlanmasini sinirlayan bir

dominant —resesif tarzinda birbirini etkiler.



5. Molekiiler lokuslar, bir ac¢ihim populasyonundaki bireylerin genotiplerinin
belirlenmesine izin veren bir ko-dominant tarz sergilerler. Tek bir molekiiler markir, biitiin bu
ihtiyaglar1 karsilayamamaktadir. Cesitli molekiiler markirlar DNA seviyesinde polimorfizmi

ortaya ¢ikartmaya elverislidirler.

DNA markirinda bulunmasi istenen ozellikler:

1. Giivenilir olmasi,

2. Ko-dominant olmasi,

3. Yiiksek polimorfizim gdstermesi,
4. Birgok bilgi i¢ermesi,

5. Sonuglarin tekrarlanabilir olmasi,
6. Analizinin kolay ve basit olmasi,

7. Otomasyona uygun olmasidir.

Polimorfizim (Farkhhk gosterme): Kullanilan bir markirin farkli genotipleri ayirt edebilme
yetenegidir. Markirlarin farklilik gésterme oranlart markir tipine ve bitki tiiriine gore biiyiik
ol¢iide degismektedir (Yildirim ve ark. 2001). Polimorfizim, 300 ile 500 niikleotitte bir olusan
varyasyonlardir. Ekzon bdlgelerinde goézlenen varyasyonlar morfolojik —diizeyde
gozlenebilirken (Tohum rengi, bitki boyu vb.), intron bélgelerindeki varyasyonlar morfolojik

diizeyde gozlenememektedir.

Giivenilirlik: Ayni genetik materyal iizerinde yapilan bir markir analizinin her zaman ve her
kosulda ayn1 sonuglari vermesidir. Giivenilirlik, markir tipine gore degismektedir (Yildirim ve
ark. 2001).

Esbaskinhk (ko-dominanthk): Markirlarin esbaskin olmasi, yani her iki allelinde ayirt

edilebilmesidir. Bu durum bize ebeveynler hakkinda saglikl bilgiler vermektedir.

Molekiiler markirlarin uygulama alanlar:

e Genotipik tanimlama,
o Cesit tescili,
e |slah hatlarinin tanimlanmasi ve tohum saflik testlerti,
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e Hibrit ¢esit saflik testleri,
e Cinsiyet belirleme, genetik ¢esitliligin belirlenmesi,

e Gen kaynaklarinin genetik kokeninin belirlenmesidir.

Gen kaynaklarinin genetik kokeninin belirlenmesi,
e Genetik kaynagin yapisin1 anlamak,
e Duplike olan genotipleri belirlenmek,
e Orjini bilinmeyen genetik materyalleri belirlenmek,

e Islah programinda kullanilacak ebeveynleri belirlemek amaciyla kullanilir.

Molekiiler markirlardan en 6nemlilerini hibridizasyona dayali olan restriksiyon parga
uzunlugu polimorfizmi (RFLP) belirleyicileri ile Polimeraz Zincir Reaksiyonuna (PCR)
dayal: olan rastgele cogaltilmis polimorfik DNA (RAPD), basit dizilim DNA tekrarlar: (SSR),
cogaltilmis parga uzunlugu polimorfizmi (AFLP) gibi belirleyiciler olusturmaktadir (Kagar-
Aka 2001).

2.2. Molekiiler Cahismalarda Kullanilan Teknikler

1982 yilinda Saiki ve ark. tarafindan gelistirilen PCR tekniginin nispeten daha
ekonomik olmasi ve daha yiiksek polimorfizm saglamasi, giinimiizde PCR’a bagl tekniklerin
biiyiilk oranda tercih edilmelerini saglamistir. Yiiksek ortam sicakhigina dayanikli DNA
polimeraz enzimlerinin gelistirilmesi sayesinde bazi DNA kisimlarinin in vitro ortamlarda
cogaltiimas: saglanmis ve bu gelismeler giinlimiiz modern molekiiler markér ¢alismalarinin
temelini olusturmustur. Giliniimiizde uygulanisi ve temel prensipleri bakimindan ¢ok cesitli
molekiiler markor teknikleri mevcut olmakla birlikte arastirmalarda kullanilan baslica

tekniklere asagida kisaca deginilmistir.

2.2.1 RFLP teknigi:

Hibridizasyon temeline dayali olarak kullanilan RFLP (Restriction Fragment Length
Polymorphism) teknigi, genomik DNA’nin belirli niikleotid dizilerinden (restriction site) 6zel
enzimlerle (restriction enzymes) kesilerek gesitli molekiiler biiyiikliikklerde DNA pargalar elde

edilmesi temel prensibine dayanmaktadir. Giivenilirligi ve tekrarlanabilirligi yiiksek olan
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tekniklerdendir. Ancak, ¢ok miktarda temiz DNA gerekliligi ve maliyetinin nispeten yliksek

olmasi bu teknigin kullanimin: sinirlandiran baslica faktorlerdir.

2.2.2 RAPD teknigi:

RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) Williams ve ark. (1990) tarafindan
gelistirilen RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) teknigi basit ve kisa
oligoniikleotid primerler kullanilarak genomik DNA’nin rastgele bélgelerinin ¢ogaltilmasidir
(Kagar 2001). RAPD markirlari RFLP’nin tersine diisiikk kalitede ve miktarda DNA’ya
gereksinim duyulmasi, zaman ve maliyet yoniinden olumlu olmasina ragmen dominant markir
(Corazza-Nunes ve ark. 2002) olmalari nedeni ile yorumlanmasinin zorlugu, giivenilirliginin
cok sinirli olmasi, tekrarlanamamasi olumsuz yonleridir (Lavi ve ark. 1994). Teknigin diger
dezavantajlarinin arasinda dominant ozellikte markir verilmesi ve bu yolla elde edilen

markirlarin diger haritalara transfer edilememesi gelmektedir (Walton 1993).

2.2.3. SSR teknigi:

SSR (Simple Sequence Repeat) “mikrosatellit” olarak adlandirilan 1-6 baz
uzunlugunda kisa tekrar dizileri (A, AT, ATC, ATCG gibi) olup canli genomu {iizerinde
rastgele dagilmigtir. Bu dizilerin kullanildig: tekniklerden olan SSR, son yillarda yaygin bir
sekilde kullanilan markor tekniklerinden biri olmustur. Mikrosatellitleri ¢evreleyen DNA
dizileri genellikle ayni tiiriin bireyleri arasinda korunmus olduklarindan farkli genotiplerde
cakisan SSR bolgeleri PCR’da primerler ile ¢ogaltilarak segilebilmektedir. Ardisik SSR
tekrarlarimin sayisindaki farklilik PCR sonucu farkli uzunlukta DNA pargalarinin (bant)
olusmasina neden olmaktadir. Bu tekrarlar ¢ok yakin tiir ve gesitler arasinda yiiksek
polimorfizm gostermektedir. Bu markdr sisteminde SSR’lar1 ¢evreleyen korunmus DNA
dizileri primer olarak kullanilarak PCR islemi sonucunda bir lokustaki farkli alleller tespit
edilebilmektedir (Yildirnm ve Kandemir, 2001). SSR yontemi giivenilir, polimorfizm orani
yiiksek, esbaskin (kodominant), nispeten kolay ve tekrarlanabilirligi ¢cok yiiksek bir markor
yontemidir. Bitkilerde oldukga fazla bilgi verme 6zelligindedir. Ayrica PCR’a dayali olmasi
nedeni ile ¢ok az miktarda DNA’ya ihtiya¢ duymas1 ve akraba bitki tiirlerinde gelistirilmis
olan SSR primerlerinin kullanimina olanak saglamas: en Onemli avantajlarindandir. Bu
teknigin en onemli dezavantaji ise yeni markor (primer) gelistirilmesinin zorlugudur (Kagar
2001, Yildirim ve Kandemir 2001).
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2.2.4. ISSR teknigi:

Uygulanist bakimindan RAPD teknigine benzemekle birlikte ISSR (Inter- Simple
Sequence Repeats) teknigi, kullanilan primerlerin mikrosatellit bolgelerinden ¢ogaltilmis
olmalar1 ve “annealing” (primerin kalip DNA’ya yapismasi) sicakliklarinin yiiksek olmasi ile
RAPD tekniginden ayrilir. ISSR teknigi ile ilgili c¢alismalar 1994 yilinda baslamis
(Zietkiewicz ve ark. 1994, Gupta ve ark. 2000) ve sonraki ¢alismalarda bu teknigin bitki

tirlerindeki varyasyonu belirlemede yiiksek etkiye sahip oldugu saptanmastir.

2.2.5. AFLP teknigi:

AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism) c¢ogaltilan parca uzunlugu
farkliligint esas alan bir yontem olup, RAPD ydnteminin olumsuz yonlerini gidermek {izere
Vos ve ark.(1995) tarafindan gelistirilmistir. Genomik DNA’nin endoniikleaz enzimleriyle
kesilerek kesim uglarina adaptor eklenmesi, kesilen pargalarin ¢ogaltilmas: ve bu pargalarin
elektroforezle goriintiilenmesi asamalarindan olusmaktadir (Yildinm ve Kandemir 2001,
Sabir 2008). AFLP tekniginin polimorfizm orant ¢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 farkhiliklar saptanabilmektedir.
Cogunlukla dominant markorler vermesi ve farkli genetik haritalar arasinda transferinin giig
olmasi AFLP tekniginin en 6nemli dezavantajlarindandir (Kagar 2001, Yildirim ve Kandemir
2001).

2.2.6. STS teknigi:

STS teknigi (dizini etiketlenmis alanlar ) RFLP giivenilirligini ve PCR kolayligini bir
araya getiren bir tekniktir. Niikleotid dizilisi bilinen az kopyali RFLP problarindan yeterli
uzunlukta (16-24 niikleotid) baslaticit DNA’lar gelistirilmektedir. Baslatict DNA’lar ile
genomik DNA {izerinde c¢ok spesifik sartlarda DNA {iretimi yapilmasi ile RFLP probunun
temsil ettigi lokus g¢ogaltilmaktadir. Farkli genotiplerden iiretilen DNA’larin 4 niikleotid
tasiyan bir seri kesim enzimi ile kesilmesi sonucu iiretilen parcalarin i¢indeki tek niikleotid

degisikligi bile tanimlanabilmektedir.
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2.2.7. SCAR

SCAR (dizin karakterli ¢ogaltilmis bolgeler), bir polimorfik RFLP veya RAPD
klonlanir ve dizi analizi yapilir. Bu spesifik fragmente gore 2-24 niikleotidlik PCR primeri
sentezlenir. PCR’da ¢ogaltilmis spesifik primerleri bir kesim enzimleri ile kesilir. Sonugta
DNA’daki biiytikliik degisimi tespit edilir.

2.2.8. SSCP teknigi:

SSCP (tek pargali kontrol edilen polimorfizm) tek zincirli DNA’nin molekiil igi
etkilesimi sonucu her zincirin farkli formda katlanip kivrilmasiyla degisik konformasyonlarin
olugmasina ve poliakrilamid jelde farkli hizda hareket etmesi iizerine kurulmus bir yontemdir.
Mutasyon iceren DNA molekiilii tek baz bile farkli olsa normal dizide degisik bir yap1
olusturacagindan farkli yerlerde bantlasma go6zlenmektedir. Normal ve incelenen 6rnek

arasinda fark olmas1 mutasyonun varligini1 géstermektedir.

2.3. DNA Dizisinin Belirlenmesi

PCR tekniginin 1990’larda bulunmasindan bu yana DNA’y1 molekiiler diizeyde
incelememizi saglayan birgok markir sistemi ortaya ¢ikmistir. Bu sistemlerle genom haritalar:

olusturulmus ve bir¢ok hastaligin nedeni ortaya ¢ikartilmistir.

Tim yiiksek yapili organizmalarin genomlarindaki bir veya daha fazla ozelligin
karakterizasyonu DNA bantlarinin ortaya koyulmasiyla olur. Farkli biyiikliikteki ve farkli
sayidaki DNA bantlarinin ortaya koyulmasi ile her birey i¢cin DNA parmak izi elde edilmis
olur.

DNA profilinin gikarilmas: ve spesifik DNA parmak izlerinin elde edilmesinde izlenen

yollar asagidaki gibidir.

e Bitkisel materyalin saglanmasi,

o Bitkisel materyallerden DNA izolasyonu,

e Kullanilacak yonteme gore, genetik materyalin ¢ogaltiimas: ve ortaya koyulmasi
(PCR),
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e Bireyler arasindaki polimorfizimin farkli molekiiler markir teknikleri ile
belirlenmesi (RFLP, RAPD, AFLP, ISSR),
e DNA profilinin spesifik bir programda analiz edilmesidir (Aka Kagar 2001).

2.3.1. Bitkisel materyalin saglanmasi ve DNA izolasyonu

Bitki dokularindan saf DNA izolasyonu olduk¢a =zordur. Bitki dokularinin
polisakkaritler, polifenoller ve karbonhidratlarca zengin olmast DNA izolasyonunu
giiclestirir. DNA yeterince saf degilse PCR sonucunda amplifikasyon ger¢eklesmez (Luro ve
ark. 1992).

Bu sorunun iistesinden gelmek i¢in alternatif ekstraksiyon buffert kullaniimaktadir.
Ekstraksiyon bufferlari hiicre igindeki DNA disindaki bilesiklerin uzaklastirilmas: esasina
dayanmaktadir. Ekstraksiyon bufferi’'nin pH’st ve spesifik koruyucu maddeler veya
deterjanlar belirli tiirler i¢in optimize edilmelidir. Ozellikle DNA’y1 pargalayan enzimler igin
optimum olan pH diizeyinden kaginilmahdir. Ornegin DNazlarin ¢alisma pH’st 7.0
civarindadir (Dunham ve Brayant 1983). Bu durumda DNazlarin ¢aligmasini ve DNA’y1
parcalamasint dnlemek igin bitki ekstraksiyon bufferinin pH 8.0 hatta pH 9.0 civarinda olmasi
gerekmektedir. Fenolik bilesiklerden tamamen temizlenmemis DNA’da kahverengilesme
meydana gelmektedir. Bunu oOnlemek i¢in 5-10 mM B-mercaptoethanol (BME)
kullaniimaktadir (Deng ve ark. 1995). Orijinal dokunun toplanmas: ve ekstraksiyondan 6nce
korunmasi DNA’nin kalite ve kantitesini ¢ok etkiler. Genel olarak en iyi doku taze olan
dokudur. Ciinkii taze dokularda yash dokularda go6zlenen fenolik bilesik olusumu
gozlenmemektedir. Bu durumun en 6nemli nedeni bitkinin dinlenme zamanlarinda fenolik
bilesik tiretmesidir. Fenolik bilesik olusumu saf DNA elde etmemizi zorlastirabileceginden
bitkinin aktif oldugu siirgiinlerin olusum donemlerinde bitki materyalinin toplanmasi tercih
edilmelidir. Toplanan yaprak ornekleri canliliklarint korumalarini saglamak amaciyla soguk
ve nemli bir ortamda saklanmalidir. Bitkisel materyalin en iyi sekilde saklanmasi
dondurularak ya da kurutularak olur (Liston ve ark. 1990). Bitkilerden DNA izolasyonunda
basarida, DNA’nin miktari, Kkalitesi ve kullanisligi 6nemlidir. DNA hiicrede serbest bir
molekiil halinde degildir. Bazi proteinler (histonlar, histon olmayan proteinler, HMG
proteinleri) RNA ile bir kompleks halinde bulunur. Iyi bir DNA izolasyonu gergeklestirmek

icin hiicre iginde hiicre duvarinin pargalanmasi, proteinlerin ve RNA’nin uzaklastiriimasi

14



gerekmektedir. DNA izolasyonu degisik organizma gruplarinda faklilik gosterse de temelde
hepsinde ayn1 agsamalar meydana gelir (Goksel 1999).

Basaril bir DNA izolasyonu i¢cin asagidaki kosullarin ger¢eklesmesi gerekmektedir;

e Ilk olarak hiicre duvar1 par¢alanmalidir. Bu amagla bitki materyali s1v1 azot, kuru
buz ya da sicak ekstraksiyon buffer1 i¢erisinde 6giitiiliir.

e Hiicre membrani parcalanir; bitki materyali CTAB adi verilen ekstraksiyon bufferi
ile muamele edilir. CTAB ¢6zeltisi iginde bulunan SDS protein yapilarini bozar,
NaCl polisakkaritleri ortadan kaldirir, PVP polifenolleri ortadan kaldirir, EDTA
(Etilendiamin tetraasetik asit) DNA’y1 riboniikleaz aktivitesinden korur,
Bmercaptaethanol proteinleri denatiire eder, boylece hiicre zar1 par¢alanmis olur.

e Aynca buffer/doku karistmina kloroform ve/veya fenol karisimi eklenerek
DNA’dan proteinlerin ayrilmasi saglanir, temiz DNA elde etmek igin kloroformla
yikama asamast iki kez tekrarlanabilir.

e Son olarak yikamas: gergeklestirilen DNA’y1 ¢oktiirmek igin izopropanol
kullanilir.  Dondurulmus dokunun G&giitiilmesi ile ekstraksiyon buffer1 ile
muamelesi arasindaki siire DNA’nin niikleotik degregasyonunu engellemek

amaciyla en aza indirilmelidir (Aka Kagar 2001).

2.3.2. DNA’min analizi

Niikleik asitlerin nanogram veya mikrogram diizeyindeki miktarinin belirlenmesi,
molekiiler biyoloji alaninda ¢alisan arastiricilar i¢in temel noktalardan biridir. Genellikle izole
edilen DNA’larin miktar tayininde absorbsiyon temeline dayanan spektrofotometrik
yontemler kullanilir (Temizkan ve Arda 2004 ).

2.3.3. Spektral yontemler

Niikleotidlerin heterosiklik halkalar1 260 nm dalga boyunda maksimum absorbsiyon
ozelligi gosterir. Bu nedenle 260 nm’de Olgililen absorbsiyon degerleri (A260) oldukga saf
olarak izole edilen niikleik asitlerin mikrogram diizeyinde miktarinin belirlenmesinde

kullanilir. Cift zincirli DNA molekiilleri igin, 1 optik dansitenin (OD) 50 pg/ml’ye karsilik
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geldigi bilinmektedir. Buna gore ¢ift zincirli DNA igin miktar belirlenmesinde asagidaki
formiil kullanilir: DNA (ug/ml) = A260 x sulandirma orani x 50 A260’daki degerler DNA ve
RNA’y1 birbirinden tam olarak ayirt etmeye yetmez. Bununla beraber 260 ve 280 nm dalga
boylarinda okunan degerler arasindaki oran niikleik asitlerin safligi hakkinda bilgi
vermektedir. Saflastirilmis DNA’da A260/A280 orani yaklagik 1.75-1.82 arasinda olmalidir.
325 nm’de Olgiilen deger DNA ¢ozeltisinde partikiil bulundugunu veya 6lgiimde kullanilan
kiivetin kirli oldugunu; 230 nm’deki deger ise niikleik asit ¢ozeltisinde peptitlerin veya

fenoliin bulundugunu gosterir (Temizkan ve Arda 2004).

2.3.4. Agaroz jel elektroforezi

Agaroz, bir kirmizi alg tirii olan Agar Agar’dan izole edilen dogrusal bir
polisakkarittir. Agaroz sicak suda c¢oziinir ve sogutuldugu zaman polimerde Karsilikli
hidrojen baglarinin olusumu ile jel yapisi olusur. Bu olusum geri doniisiimlidiir. Agaroz
konsantrasyonu % 0.5-1.5 arasinda degistirilerek jelin por ¢ap1 ayarlanabilir. Boylece kiigiik
DNA fragmentleri i¢in yiiksek, biiylik DNA fragmentleri i¢in diisiik agaroz konsantrasyonu
kullanilarak DNA’nin jelde en uygun sekilde yiirtimesi saglanir. DNA’nin jelde goriiniir hale
gelmesi i¢in ethidium bromidin DNA baglar1 arasina baglanarak 300-360 nm dalga boyunda
15181 absorbe etmesi sonucu floresan etki gdstermesi ile olur. izole edilen DNA genomik DNA

ise keskin bir bant ve yukar1 dogru biraz yayilan bir goriintii verir (Temizkan ve Arda 2004).

2.3.5. PCR (Polimeraz zincir reaksiyonu )

PCR’da genetik materyalin g¢ogaltilmas: ve ortaya koyulmas: esastir. DNA’nin
istenilen bir pargasinin in vitro kosullarda 15-20 niikleotit uzunluktaki oligoniikleotit dizileri
kullanilarak, sicakhga dayanikli Tag DNA polimeraz enzimi yardimiyla cogaltilmasina

dayanan bir yontemdir.

2.4. Kabakgil Tiirlerinde Molekiiler Diizeyde Yapilan Calismalar

Kabakgillerdeki molekiiler karakterizasyon calismalarma ilk olarak 1994 yilinda
baglanmigtir. Bu arastirmada, Zhang ve ark. (1994), karpuz genotipleri arasindaki

polimorfizmi RAPD yo6ntemi ile arastirmislardir. Bitkisel materyal olarak, erkek kisir 617AB,
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Dixilee, Fusarium solgunlugunun 1 ve 2 no’lu irklarina dayanikli PI 296341 ve tiim 1rklarina
kars1 duyarli New Hampshire Midget (NHM), 8 genotip ve NHM x Pl 296341 melezi
kullanilmistir. Test edilen 53 primerden 3’1 (% 5,6) amplifikasyon saglayamazken, 14 primer
(% 26,4) baz1 genotiplerde basarili olabilmistir. Genotiplerin tamaminda amplifikasyonu
saglayan 36 primer, toplam 159 adet bant olusturmustur. Bu bantlarin % 56,0°1 4 genotipte, %
51,6’s1 NHM ve P1296341 de ve % 10,1°1 de sadece 3 genotipte polimorfik bulunmustur.

Katzir ve ark. (1996), SSR teknigi ile kavun (Cucumis melo L.) ve Cucurbitaceae
familyasina ait bazi tiirler arasindaki farkliliklart belirlemeye calismiglardir. Ayrica SSR
primerlerinin Cucurbitaceae familyasina ait diger cins ve tiirlerde kullanilmasinin miimkiin
olup olmadigini belirlemeye ¢alismiglardir. Arastiricilar, 8 kavun, 11 hiyar, 5 yazlik kabak, 3
karpuz ve 1 kishk kabak ¢esidinden olusan degisik Cucurbitaceae tiirlerindeki polimorfizmi,
5 kavun ve 2 hiyar SSR primeri ile arastirmiglardir. Kavunda her biri 3-5 allelli markirlar
meydana getiren 5 SSR primerinden 2 tanesinin yakin akraba kavunlari birbirinden
ayirabildigini gostermiglerdir. Ayrica hiyar ve kavun SSR’lerinin benzer yiiksek homoloji
gostermeleri  yiliziinden, polimorfizmlerin ana kromozom diizenlemelerinden ziyade,

mutasyonlarla meydana geldigi sonucuna varmiglardr.

Jarret ve ark. (1997), Afrika, Avrupa, Asya ve Meksika kokenli, morfolojik olarak
birbirinden farkli 33 adet karpuz genotipi arasindaki genetik ¢esitliligi SSR markorleri ile
degerlendirmiglerdir. Kullanilan 8 adet SSR primerinden 7’si basariyla amplifikasyon vermis
ve elde edilen allel sayis1 3-7 arasinda degismistir. Kiimeleme (cluster) analizleri sonucunda
Citrullus genotiplerinin ¢gogunun birbirinden ayrildig: tespit edilmis ve % 25 genetik benzerlik
seviyesinde 4 grup olusmustur. En biiyiik grup C. lanatus var. lanatus genotiplerini
icermektedir ve kendi igerisinde 4 alt gruba ayrilmigtir. Genetik benzerlik bakimindan
birbirine en yakin genotipler bu grupta yer almakla birlikte, genotiplerin cografi kokeni veya
meyve et rengi gibi 6zellikler ile alt gruplarin olusmas: arasinda herhangi bir korelasyon
bulunmamistir. Calismada yer alan 3 adet egusi tipi genotip de C. lanatus var. lanatus
genotipleri ile birlikte gruplanmistir. Bu genotiplerin meyve eti acik renkli olup, tohumlar:
tipik bir sekilde yuvarlak ve ten rengidir. Kiimeleme analizlerinde egusi tipi karpuzlarin
Citrullus lanatus var. lanatus genotipleri ile birlikte gruplanmasi, egusi tipine 6zel morfolojik
karakterlerin ifadesinde az sayida genin rol aldig: diisiincesini ortaya koymaktadir. Ikinci
biiylik grup ise “citron” olarak da adlandirilan C. lanatus var. citroides alt tiiriiniin yabani ve

kiiltiire alinmig genotiplerinden olusmaktadir. Bu grupta yer alan genotiplerin tamami Giiney
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Afrika kokenli olup, meyve etleri agik (beyaz veya sari) renklidir ve bazilarn karpuz
hastaliklarina dayanikhidir. Dordiincti grup da C. colocynthis tiiriine ait tek bir genotipten

olugmaktadir.

Garcia ve ark. (1998), 7 kavun ¢esidine ait 32 hat arasindaki genetik akrabaliklar1
belirlemek icin  RAPD markorleri ve tarimsal 6zellikleri kullanmiglardir. Calismada
ispanya’da en ¢ok yetistirilen ¢esitlerden Galia ve Piel de Sapo genotipleri de yer almistir.
Aragtiricilar, genetik farkliligin hesaplanmasi ve kiimeleme analizleri i¢in 24 tarimsal 6zellik
ve 43 primerden toplam 115 giivenilir bant skorlamiglardir. Hatlar arasi1 genetik akrabaliklar

degerlendiginde, tarimsal 6zellikler ve RAPD arasinda uyum oldugu gozlenmistir.

Garcia-Mas ve ark. (2000), c¢alismalarinda kavunda genetik cesitliligin
belirlenmesinde RAPD, RFLP ve AFLP markorlerinin karsilagtirmasini  yapmiglardir.
Molekiiler markdorlerin 3 farkli tipi olan RAPD, RFLP ve AFLP’yi kavunun (Cucumis melo
L.) 6 genotipi arasinda genetik cesitliligin belirlenmesinde kullanmislardir. Her hat farkli bir
kavun genotipi ile temsil edilmis olup, bunlar; Piel de Sapo, Ogen, PI 161375, PI 414723,
Agrestis ve C105°dir. Polimorfik RAPD, RFLP ve AFLP bantlarini biitiin materyaller i¢in
skorlamiglardir. Elde edilen verilerden 3 markor sisteminin de esit seviyede bilgi verici
oldugu, AFLP’nin ise polimorfizm belirlemede en etkili yontem oldugu belirlenmistir. Lopez-
Sese ve ark. (2002), ¢ogunlugu inodorus grubundan olan 15 Ispanyol kavun ¢esidinin
populasyon yapisim1 12 SSR lokusu allelik varyasyonu ve 36 primer tarafindan iiretilen 100
RAPD band1 kullanilarak degerlendirmislerdir. Sonug¢ta RAPD markérleri kullanilarak
oldukea yiiksek diizeyde polimorfizm elde edilmis ve 8 SSR lokusunun da, cesitleri ayirmada
yararli oldugu bulunmustur. Arastiricilar oldukca yiiksek diizeyde heterojenite elde
etmislerdir. Bununla beraber denenen Ispanyol kavunlarinin oldukga genis bir genetik temele

sahip olduklari tespit edilmistir.

Katzir ve ark. (2000), Cucurbita pepo’da yaptiklar: ¢alismalarinda ISSR yontemiyle
90 polimorfik bantta, SSR yontemiyle 50 bantta 28 farkli genotipin birbirinden farkliliklarin
cluster analizi ile belirlemislerdir. Cucurbita pepo’nun 28 farkli 6rnegi {izerinde yapilan bu
caligmada kavuna ait 50 SSR primerinden yedisi (%14) fonksiyonel ve polimorfik
bulunmustur. Bu yedi primerden dordii (CMGA15, CSGA057, GMTC51 ve CMTG17) hig
allel vermezken, bir primer (CMCT160a) iki allel ve diger iki primer (CMAG59 ve
CSCTTT15a) ii¢ allel vermistir ISSR’da ise, 90 polimorfik bant degerlendirilmis ve en bilgi
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verici ISSR primerlerin 841 ve 842 no’lu primerler oldugu anlasilmigtir (sirasiyla 20 ve 21.
polimorfik bantlar). Bu ¢alismalarin sonucunda SSR primerlerinin Cucurbita pepo’nun

akrabalik iligkilerini belirlemede ¢ok daha iyi bir markir sistemi oldugu anlasiimistir.

Paris (2001), Israil'deki New Ya'ar Arastirma Merkezi'ndeki yazlik kabak (Cucurbita
pepo) koleksiyonunda 320 adet genotipin yer aldigini bildirmektedir. Genotiplerin 133 adeti
hibrit, 187 adeti agik tozlanan ticari ¢esitlerden, yoresel genotiplerden ve yabani formlardan
olusmaktadir. Genotiplere ait bitkilerde govde rengi, yaprak sekli ve rengi, yapraklarda
giimiislenme, gelisme tabiati, meyve sekli, meyve rengi ve diger bazi karakterlerin gozlemleri
yapilmistir. Bu gozlemler sonucunda genotipler alt tiirlerine ve ¢esit gruplarina gore

siniflandirilmasgtir.

Danin-Poleg ve ark. (2001), tarafindan genetik ¢esitlilik ¢alismalarinda kullanilmak
tizere Cucumis tiirlerinde toplam 61 SSR markori gelistirilmistir. Bunlarin 46 adedi kavun
genomik kiitiiphanesinden elde edilmistir. Karakterize edilen markdorlerin 40°1 (30 kavun ve
10 hiyar SSR’1), 13 kavun ve 11 hiyar (Cucumis sativus L.) genotipinde polimorfizmin tespiti
icin kullanilmigtir. Primer basina kavunlarda en fazla 6, hiyarlarda ise 5 adet allel belirlenmis,
genetik uzakhik degerleri de kavun igin 0.52 ve hiyar i¢in 0.28 bulunmustur. Degerler
arasindaki bu fark, hiyarin dar olarak bilinen genetik temeliyle uyumludur. Kavunlarda,
egzotik ve tath kavun gruplar arasinda, hiyarda ise iki alt tiir (C. sativus var. sativus ve C.

sativus var. hardwickii) arasinda belirgin bir farklilik tespit edilmistir.

Paris ve ark. (2003) ise, ozellikle kiltir formlar1 agirlikli olarak olusturan bir
Cucurbita pepo gen havuzunda bulunan genetik akrabalik iliskilerini AFLP, ISSR ve SSR
tekniklerini kullanarak agikhiga kavusturmaya c¢aligmiglardir. Bu galismalarinda 45 genotipi,
448 AFLP, 147 ISSR ve 20 SSR bandinin bulunup bulunmamasina gére karsilastirmiglar ve
bunlarin genetik uzakligin1 (GDs), UPGMA Cluster Analizi yaparak tahminlemislerdir. AFLP
analizleri AFLP Analiz Sistem I Kit (Gibro BRL) ile gergeklestirilmis, (Vos ve ark., 1995)
ISSR analizlerinde Kanada‘daki British Columbia Universitesi’den Kit#9 ait 807,809, 810,
841,842 ve 855 no’lu primerler ISSR analizlerinde kullanilmigtir (Zietkiewickz ve ark.,
1994). SSR reaksiyonlarinda ise kavun ve hiyardan elde edilen yedi primer g¢ifti test
edilmistir. Bu primerlerden besi (CMAG59,CMTC51, CSTCC813, CSCTTT15a) Katzir ve
ark.(1996) ve Danin-Poleg ve ark.(2001) tarafindan tarif edilirken, kalan iki primer ¢ifti
CMAGN73 ve CMTGNL17 primerleri olmustur. Calisma sonucunda, bu {i¢ markir sistemi
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arasinda yiiksek korelasyonlar elde edilmistir(p<0.01). Arastiricilarin bu ¢alismalar
sonucunda Cucurbita pepo igindeki ¢ alt tiirtin (fraterna, texana, ve pepo) morfolojik
Ozellikleri ile molekiiler bulgular arasinda uygunluk tespit edilmistir. Cucurbita pepo subsp.
fraterna, C. pepo subsp. texana’ya daha yakin, C. pepo subsp. pepo’ya daha uzak
bulunmustur. Cucurbita pepo’daki DNA polimorfizmi iki yiiksek poligenik karakter olan
meyve boyutu ve meyve sekli i¢in fenotipik varyasyonla olduk¢a uyumlu ¢ikmistir.

Kabakta yapilan bir baska ¢alismada Ferriol ve ark. (2003), ticari olarak tretimi
yapilan gesitler ve Ispanya’nin yerel genotiplerinden olusan Cucurbita pepo ’ya ait 69 genotipi
morfolojik ve molekiiler olarak degerlendirmislerdir. Molekiiler ¢aligmalar i¢in PCR” a dayali
AFLP ve SRAP olmak fizere iki molekiiler teknigi kullanmislardir. Arastirmacilar tercihen
amplifikasyon isleminde ORFs ( open reading frames, a¢ik okuma c¢ergeveleri) tercih
edilmistir. Calismalarda UPGMA metodu kullanilarak cluster analizi yapilmis ve bu iki
markir sistemi kullanilarak genotipler iki alt tiire ayrilmistir. Arastiricilar AFLP teknigi ¢ok
kompleks oldugundan hepsi morfolojik olarak bir grup gosteren 47 genotipten SRAP
markirlart ile uygunluk gosterenleri segmisler ve koleksiyondaki farkliliklart en yiiksek
derecede ortaya ¢ikarmaya ¢alismislardir. Calismanin sonucunda genetik ¢esitlilik ve genetik
tanilama degerleri morfotip ve alt tiirlerde iki markir sistemi arasinda farklilik géstermistir.
SRAP markairlari ile elde edilen bilgiler AFLP’ye gore gerek morfolojik cesitlilik, gerekse de
morfotiplerin evrimsel tarih siireciyle daha uyumlu bulunmustur. Bu ¢alismada, C. pepo ssp.
ovifera alttiirlinde meyve rengine gore farkli morfotipte goriilen 6rnekler morfolojik olarak

gruplandirilmastir.

Zhuang ve ark. (2004), farkli Cucumis tiirleri (C. sativus var. sativus L., C. sativus.
var. hardwickii (R.) Alef., C. hystrix, C. hytivus Chen & Kirkbride, C. Melo ve C. Metuliferus
Meyer and Naudin) arasindaki genetik iliskileri belirlemek i¢gin RAPD ve SSR markdrlerini
kullanmiglardir. 31 RAPD primerinden 200-3200 bp araliginda % 96’s1 polimorfik toplam
398 bant elde edilmistir. SSR analizlerinde ise 15 SSR primeri 109 bant {iretmistir. Bu
primerlerden 14’0 C. sativus var. sativus’da amplifiye olmus ve 9°u (% 64) polimorfik olarak
belirlenmistir. Her bir SSR’dan 1 ile 8 arasinda olmak iizere toplam 55 allel elde edilirken, C.
S. var. hardwickii’de 41 allel, C. hytivus'da 53 allel elde edilmistir. C. hystrix’de 15 primerin
12’s1 (% 80) amplifiye olmus ve 31 adet allel tiretmistir. C. melo’da ise primerlerin % 57’si
polimorfik olup, toplam 53 allel tespit edilmistir. C. melo var. conomon, C. melo var. agrestis

ve C. metuliferus tiirlerinde ise sirasiyla 38, 35 ve 29 adet allel amplifiye olmustur. Arastirma
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sonucunda, SSR ve RAPD markérleri kullanilarak belirlenen genetik iliskiler yiiksek oranda
uyumlu (r=0.94) bulunmustur. SSR ve RAPD analizleri 22 adet genotipi CS ve CM olarak iki
ayrrmistir. CS grubu; 11 adet C. sativus genotipi ile C. hytivus ve C. hystrix genotipleri, diger
grup CM ise 6 adet C. melo genotipi ile C. metuliferus’u igermektedir. SSR ve RAPD
markorleri ile C. hystrix ve C. sativus arasindaki genetik farkliliklar sirasiyla 0.59 ve 0.57, C.
Hystrix ve C. melo arasinda ise 0.87 ve 0.70 olarak tespit edilmistir.

Paris (2004), son ¢alismalarinda AFLP, ISSR ve SSR markirlarini kullanarak 6zellikle
kiltir formlarin agirlikli olarak yer aldigi, Cucurbita pepo icindeki 45 genotipin genetik
iliskilerini tayin etmeye c¢alismiglardir. Arastiricilar bu c¢alismalarinda 14 AFLP primer
kombinasyonundan 18 ile 55 arasinda bant elde etmisler ve bunlardan 10 ile 32 kadarini
polimorfik bulmuslardir. Elde edilen toplam 448 kolay skorlanabilir banttan 280’1 (%63)
polimorfik bulunmustur. Altt SSR primerinin kullanilmasiyla tretilen sirasiyla 16 ile 30
arasindaki giivenilebilir sekilde skorlanabilen bantlarin sayisindan 15 ile 23 arasi polimorfik
bant bulunmustur. Arastiricilar toplam 147 ISSR bandinin 108’ini (%74) polimorfik
bulmuslardir. Bu ¢alismada yedi Cucumis SSR primeri amplifiye edilmis toplam 20
polimorfik, farkli, skorlanabilir bant elde edilmistir. Boylece, sonugta temel veriler biiyiik
sayidaki AFLP bandi, orta sayida ISSR bandi ve goreceli olarak az sayida SSR bandindan
olusturulmustur. AFLP, ISSR ve SSR verilerinden elde edilen dendogramlar ve genetik
uzaklik matrisleri benzer bulunmustur. Uygulanan Mental testlerin korelasyon katsayilar:
AFLP ve ISSR arasinda 0.95, AFLP ve SSR arasinda 0.78 ve ISSRs ile SSRs arasinda 0.77
bulunmus ve bu {glinliin de istatistiki O6nemliligi ve giivenilirligi yiiksek (P<0,000001)
c¢ikmigtir. Sonug olarak bu ¢alismada yiiksek derecede poligenik karakter olan meyve
biiyiikliigii, AFLP ve SSR markdrlerinden elde edilen sonuglarla yenilebilir meyveli
formlarin, biiyiik meyveliler; pumpkin ve squash, siis ve yabani formlardan, kiigiik
meyveliler; gourd olarak ayrildig: goriilebilmistir. Ayrica diger bir yiiksek derecede poligenik
karakter olan meyve sekli bakimindan, Cucurbita pepo 'nun yenilebilir meyveli formlar: sekiz

¢esit- grubu ayrimi da (Paris, 1986) , tic DNA markér tipiyle alinan sonuglara yansimistir.

Diizeltir (2004), ¢ekirdek kabaklarinda ( Cucurbita pepo L. ) 2003 ve 2004 yillarinda
ilk yil 20 ve ikinci yil 9 olmak iizere toplam 29 kendilenmis g¢ekirdek kabagi hattinda
morfolojik ozelliklere gore tanimlama ve seleksiyon g¢alismalart yapmistir. Arastirict daha
onceki ¢alismalarda umutvar olarak belirlenmis hatlarda gesit tanimlamaya yonelik bitki,

yaprak, cicek, gen¢ meyve olgun meyve, tohumluk meyve ve tohum 6zellikleri belirlemeye ve
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bu hatlar arasindan kabak ¢ekirdegi tiiketimine uygun olanlar1 segmeye calismistir. Cesit
tanimlamada Uluslararas: Cesit Koruma Birligi (UPOV) tarafindan sakiz kabag: ( Cucurbita
pepo L, ) i¢in gelistirilen ¢esit Ozellik belgesindeki kriterleri esas alan arastirici, bitki
Ozellikleri, yaprak oOzellikleri,cigcek 0Ozellikleri, gen¢ meyve Ozellikleri, olgun meyve
ozellikleri, tohumluk meyve Ozellikleri ve tohum ozellikleri iizerine gozlem ve Olglimler
yaparak degerlendirmistir. Yapilan seleksiyon c¢alismalari sonucunda, 3/1, 9/1, 19/1 ve 20/1
no’lu hatlar umutvar bulunmus ve ileriki yillarda yapilacak calismalarda bu hatlarda

seleksiyona devam edilmesinin yararli olacag: bildirilmistir.

Nakata ve ark. (2005), bes tohum firmasindan temin ettikleri 67 kavun (Cucumis melo
L.) cesidi arasindaki genetik cesitliligi 25 RAPD primeri kullanarak degerlendirmislerdir. Bu
genotipler 8 market sinifindan olusan 3 varyeteye (var. cantalupensis market siniflar1 Earl’s,
House, Galia, Charentais, ve Ogen, var. inodorus Honeydew ve Casaba melons, var. conomon
market sinifi Oriental) aittir. Bu genotipler arasindaki genetik c¢esitliligi referans cesitlerle
karsilagtirarak belirlemeye calismislardir. 15 Japon oryantal kavun cesidinden 11’1 Giiney
Afrika referans gesitleriyle birlikte ayni grupta yer almistir. Japon conomon genotipleri
Casaba ve Honeydew c¢esitleriyle birlikte gruplanmistir. Sonug olarak yabani tiirlerden kiiltiire

alian kavun tipleri arasinda genetik farkliliklar tespit edilmistir.

Sensoy ve ark. (2007), tarafindan yapilan bir calismada, Tirkiye'nin degisik
bolgelerinden toplanmis olan toplam 56 kavun genotipi ve toplam 23 yerli ve yabanci genotip,
hem fenotipik hem de molekiiler 6zelliklerine bakilarak incelenmis ve kavunlarin genetik
akrabalik diizeyleri arastirilmistir. Fenotipik yontemde, kavun genotiplerine ait toplam 61 adet
Ol¢iim veya gozlemden yararlanilmis; molekiiler yontemde ise 33 primerden elde edilen 109
adet polimorfik RAPD markorii kullanilmistir. Kavun genotipleri arasindaki genetik akrabalik
dereceleri, fenotipik ve molekiiler veriler kullanilarak elde edilen degisik matrikslerden

dendrogramlar olusturularak incelenmistir.

Sart ve ark. (2007), 134 adedi Tiirkiye’nin farkli bolgelerinden toplanan, 172 adedi
Menemen Tarimsal Arastirma Enstitiisii’'nden saglanan ve yabani tiirlerin de ABD’den
(USDA) temin edildigi toplam 326 karpuz genotipinde RAPD markorleriyle genetik
karakterizasyon yapmislardir. Calismada 22 adet RAPD primeri kullaniimis, bunlardan
biiyiikliikleri 250-2200 bp arasinda degisen toplam 241 adet bant elde edilmis ve polimorfizm

oran1 % 60.6 bulunmustur. Kiimeleme (Cluster) analizi sonuglarina gére yabani tiirlere ait
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genotipler ayr1 bir grup olustururken, diger genotiplerin ¢ogu birlikte gruplanmis ve genetik

olarak birbirlerine yakin bulunmuslardir.

Giilsen ve ark. (2007), yaptiklar1 ¢alismalarinda SRAP ve fenotipik markir kullanarak
Tiirk bamya gen kaynaklarinda genetik farklilik ve akrabaliklar: belirlemeye galismiglardir.
Aragstiricilar yaptiklari bu ¢alismada 21 Tiirk orijinli ve ikisi rastgele se¢ilmis ABD orijinli
olmak tizere toplam 23 genotip kullanmislardir. SRAP teknigini kullanarak yaptiklar:
arastirmada ileri ve geri olmak tizere 39 primer kombinasyonu kullanarak 97 skorlanabilir
markir elde etmislerdir. Bu markirlarin %50’ si 23 genotipin tiimii i¢in polimorfik
bulunmustur. 23 genotipte 17 genotip disindaki genotipler diger her bir genotipten 0.93
benzerlik oramyla ayrilmistir. Fenotipik markir olarak 33 kalitlanabilir 6zellik arazide 10
replikasyon ile degerlendirmis ve bunlarin 28’i polimorfik bulunmustur. Arastirmacilar 33
fenotipik markir ile yaptiklart UPGMA analizi sonucunda hazirladiklari dendogramda tiim
genotipleri aywrabilmisler ancak bamya genotiplari arasinda cografik iliskilerin ¢ok net
ayrilmadigini belirtmislerdir. Sonu¢ olarak SRAP tekniginin markir yardimli seleksiyonda,

genetik haritalamada ve evrim ¢alismalarinda ¢ok yararl bir teknik oldugunu bildirmislerdir.

Gong ve ark. (2008), kabaklarda (Cucurbita) mikrosatellit (SSR) markorleri
gelistirmis ve bunlarin tiirler aras1 kullanim olanaklarini arastirmislardir. Bu amagla C. pepo
subsp. pepo cesidi Olkiirbis’in ve C. moschata cesidi Solar’mn SSR’larca zengin kismi
genomik kiitiiphaneleri olusturulmus ve 2400 klon sekanslanmistir. Bu sekanslarin 1058 adedi
(% 44) SSR igermis ve 532 SSR primeri dizayn edilmistir. Primerlerden toplam 500 adet (193
adet C. pepo, 307 adeti C. moschata) allel elde edilmistir. Gelistirilen SSR markoérlerinin
tirler aras1 aktarilabilirligini arastirmak igin 3 adet C. moschata, 1 adet C. ecuadorensis ve 8
cesit grubunu temsil eden 8 adet C. pepo genotipinden olusan toplam 12 genotip
kullanilmigtir. C. pepo’dan gelistirilen 193 primerin 155 adeti (% 80.3) polimorfik olup, 2-9
arasinda allel iretirken, C. moschata’dan gelistirilen 307 primerin 250 adeti (% 81.4)
polimorfik olarak tespit edilmis ve 2-7 arasinda allel olusturmustur. Her iki tiirde lokus basina
diisen ortalama allel sayisi 3.3’diir. Toplamda gelistirilen 500 primerin 405’1 (% 81)
polimorfik bulunmustur. Gelistirilen 193 C. pepo SSR markoriiniin 147’si (% 76.2), 307 C.
moschata SSR markoériiniin 215’1 (% 70) C. ecuadorensis tiiriine aktarilabilmis ve ¢ogu
durumda sadece tek bir allel elde edilirken SSR’larin C. pepoC. moschata arasinda transferi
daha yiiksek oranlarda bulunmustur. C. Pepo SSR’larinin % 88’1 C. moschata’da

kullanilabilir olup, bunlarin % 30.1’i 3 adet C. moschata genotipi arasinda polimorfik
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bulunmustur. C. moschata’dan elde edilen SSR’larin ise % 87.3’i C. pepo’da kullanilabilir
olup, % 50.5’1 8 adet C. Pepo genotipinde polimorfizm iiretmistir. Sonug olarak gelistirilen

SSR’larn tiirler arasinda yiiksek oranda transfer olabilecegi ortaya konmustur.

2.5. Kabak Cekirdeginin Kalite Ozellikleri

2.5.1. Kabak cekirdegi besin égeleri

Yagli tohumlardan olan kabak cekirdegi diyet i¢in gerekli olan besin ve kalori
degerlerine biiyiik oranda sahiptir. Yaglar iiriinii hem aroma hem de doyuruculuk agisindan
daha tatmin edici hale getirir. Yapilan ¢alismalarda kabak ¢ekirdeginin % 25,2-37,0 protein
ve % 37,8-45,4 oraninda yag icerdigi tespit edilmistir (Sacilik 2006, EI-Adawy ve Taha
2001). Yapilan smirh galismalar gostermektedir ki kabak g¢ekirdegi yagi yliksek miktarda
doymamis ve yari-kuru bir yagdir. Yiiksek protein ve enerji kaynagi olmasi agisindan
konsantre bir besin kaynagi olarak kabak c¢ekirdeginin kullanilabilecegi belirtilmektedir.
Kabak cekirdegi ¢ogu iilkede kavrulduktan sonra tuzlanarak gerezlik olarak tiiketilmektedir.
Kabuksuz kabak tohumlarindan ¢ikarilan yag ise salata yagi olarak kullanilmaktadir (Sacilik
2006). Kabak ¢ekirdegi proteinleri ntr bolgede asidik bolgeye gore daha kolay ¢oziinebilir.
Bu sebeple bu tohumlar biskiivi, ekmek ve et {irlinleri gibi gidalarin formiilasyonlarina

rahatlikla katilabilir (Olaofe 1994).

Kabak ¢ekirdegi tohumlar1 birgok mineral, vitamin, yag ve antioksidan igeren ¢ok
onemli bir besin kaynagidir. 34,5 g kabak cekirdegi tavsiye edilen giinlik E vitamini
ihtiyacinin yaklasik 1/3¢ini karsilamaktadir. Igerdigi besin dgeleri bakimindan Mg, Mn ve P
icin ¢ok iyi; Fe, Cu, protein, tekli doymamis yag ve ¢inko acisindan kabak ¢ekirdegi iyi bir
kaynaktir (Cizelge 2.1). 34,5g kabak cekirdegi ile giinlik Mg ihtiyacinin %46,1°i, Fe
thtiyacinin %28,7°si, Mn’1n %52°s1, Cu’in %241, E vitamininin %30,8°1, proteinin %16,9’u,
tekli doymamis yaglarin %19,7’si ve ¢inkonun da %17,1’ini karsilanabilmektedir. Diyet lifi
acisindan da zengin olmakla beraber arginin ve glutamik asit gibi amino asitleri yiiksek
oranda ihtiva etmektedir. Kabak ¢ekirdegi diger yagli tohumlarla karsilastirildiginda K
vitamini, E vitamini, magnezyum, fosfor, ¢inko ve potasyum igerigi agisindan oldukca
zengindir (Cizelge 2.1). Kabak ¢ekirdegi bu o6zelliklerinden dolay1r firin iirtinleri ile et

yemeklerinde siklikla kullanilmaktadir.
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Cizelge 2.1. Kabak cekirdeginin (34,5 g) besin icerigi ve giinliik ihtiyac1 karsilama
oranlar1 (% DV -Daily Value- Giinliik kalori ihtiyac1 2000 kalori referans alinarak

hesaplanmistir) (Anonim 2006b)

Miktar %DV Miktar % DV
Kalori 186,7 kcal 9,3 Folik Asit 19,8 ug 5
Toplam Karbonhidrat 6,19 2 Pantotenik Asit 0,1 mg 1,2
Diyet Lifi 1,359 54 Kalsiyum 14,8 mg 1,5
Toplam Yag 15,89 24,2 Demir 5,2 mg 28,7
Doymamis Yag 39 15 Magnezyum  184,6 mg 46,2
Protein 8,479 17 Fosfor 405 mg 40,5
Vitamin A 131,1 mg 2,6 Potasyum 278,5 mg 8
Vitamin C 0,7 mg 1,1 Sodyum 6,21 mg 0,3
Tiamin (B1) 0,1 mg 4.7 Cinko 2,6 mg 17,1
Riboflavin (B2) 0,1 mg 6,5 Bakir 0,5 mg 24
Niasin (B3) 0,6 mg 3 Mangan 1mg 52
Vitamin K 17,7 nug 22,3 Selenyum 1,9 ug 2,8
Vitamin B6 0,1 mg 4 Kolesterol 0 -
Vitamin E 4,62 mg 30,8

Cizelge 2.2. Kabak cekirdeginin (34,5g) besin iceriklerinin bazi1 tohum ve

cerezlerle karsilastirilmasi (Anonim 2006a,b,c,d,e,f,g)

Kabak Cekirdegi Aycicegi Findik Ceviz  Yer fistig1i Soya
Vitamin K (ng) 17,7 0,9 4,9 0,9 - 12,8
Vitamin E (mg) 4,62 9,0 5,3 8,1 2,9 -
Selenyum (ng) 1,9 27,5 0,8 1,7 2,5 6,7
Demir (mg) 5,2 1,4 1,62 1,0 1,6 6,9
Magnezyum (mg)  184,6 44,5 56,2 54,1 58,0 78,6
Fosfor (mg) 405 398,4 100 152,1 129,7 2239
Cinko (mg) 2,6 1,9 0,8 1,1 1,1 1,7
Bakar (mg) 0,5 0,6 0,6 0,6 0,4 0,4
Mangan (mg) 1 0,7 2,1 1,2 0,7 0,8
Potasyum (mg) 278,5 293,3 2346 1521 243,2 470,6
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Kabak ¢ekirdegi yag1 antioksidanlar, esansiyel yag asitleri gibi yararli besin 6geleri, -
karoten, lutein, a, B ve y-tokoferol, fitositeroller ve selenyum igermektedir (Zuhair ve ark.
1997). Kabak ¢ekirdeginin E vitamini bilesiminde y-tokoferol miktar1 a-tokoferole gore 2-10
kat daha fazladir (Murkovi¢ ve Prannhauser 2000). Yapilan c¢alismalarda kabak cekirdegi
yaginin yenilebilir yaglar i¢inde en yiiksek antioksidan kapasitesine sahip oldugu
goriilmistiir. Bu durum daha ¢ok tokoferol gibi klasik antioksidan iceren yaglardan ziyade
yagin kutupsal fraksiyonundan kaynaklanmaktadir. y-tokoferol a-tokoferole gore % 37 daha
yiiksek antioksidan kapasiteye sahiptir. Bunun sebebi y-tokoferoliin birincil oksidasyon
tirlinlerine ragmen antioksidan ozelligi gosterirken a-tokoferoliin gosterememesidir. Kabak
¢ekirdegi yaginda antioksidan kapasitenin % 59’u kutupsal fenoliklerden gelirken % 41’1
tokoferollerden kaynaklanmaktadir (Fruhwirth ve ark. 2003).

Yag asidi kompozisyonu birgok faktdre (tiir, yetisme bolgesi, iklim, olgunluk durumu)
bagl olarak degigsmektedir. Kabak ¢ekirdegi yag1 dogal yapisi itibariyle zengin bir doymamis
yag asidi bilesime sahiptir. Bu 6zelligi ile diger yemeklik yaglara alternatif olarak kullanimi
timit vaat etmektedir. Doymamis yag asitlerinin toplam yag asidi bilesimine oram %78-79
civarindadir. Bazi ¢esitlerde bu oran %81,6-82,7 arasinda olmaktadir. Soya yag1 i¢in bu oran
%75 iken yer fistig1 i¢in %78 dir (Younis ve ark. 2000). Kabak ¢ekirdegi yaginda baskin olan
dort yag asidi palmitik (%9,5-14,5), stearik (%3,1-7,4), oleik (%21-46,9) ve linoleik (%35,6-
60,8) asittir ve kabak ¢ekirdeginin toplam yag asidi bilesimin %98’ini bu asitler
olusturmaktadir (Cizelge 2.3Fablo-1-3:). Kabak ¢ekirdegi ve yaginin stabilitesini linoleik asit
kuvvetli bir sekilde etkilemektedir. Linoleik asit, oksidasyonu hizlandirarak yagin g¢abuk
acilasmasina ve dolayisiyla raf Omriiniin kisalmasina neden olmaktadir. Yag asidi
kompozisyonu i¢inde linoleik asidin oransal olarak azalmasi ve oleik asidin buna bagli olarak
artmasi ile tirliniin raf 6mriinde bir uzama gegeklesmektedir (Younis ve ark. 2000, Murkovig

ve Prannhauser 2000)

Cizelge 2.3. Kabak cekirdegi yag asidi kompozisyonu (Anonim 2006b)

Yag asidi Yag icerigindeki oram (%)
Palmitik asit 9.5-145

Stearik asit 3.1-74

Oleik asit 21-46.9

Linoleik asit 35.6-60.8
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2.5.2 Kabak cekirdegi tiiketiminin saghk iizerine etkileri

Kabak c¢ekirdegi igerisinde yliksek oranda bulunan K vitamini kanin pihtilagsmasi i¢in
gerekli olan protrombinin yapiminda gorevlidir. Ayrica kemiklerin saglikli olmasi ve

kiriklarin iyilesmesi i¢in gerekli bir vitamindir (Kiimeli 2006, Baysal, 1999).

Kabak ¢ekirdeginde onemli miktarda bulunan potasyum sinir sistemi ve kaslarin
duyarliliginda spesifik etkiye sahiptir. Potasyum ayrica intraselliiler basingtan sorumludur,
sinir ve kaslarin duyarliliginda spesifik etkiye sahiptir ve sodyumla birlikte hiicrelerin asit-baz

dengesini gergeklestirmektedir (Damon ve ark. 2005, Demirci 2005).

Kemik olusumu ve bakimi ile bag dokulari i¢in oldukga gerekli olan mangan, protein
ve genetik malzemelerin sentezine katkida bulunarak besinlerden enerji liretmeye yardimci
olur (Berdanier 1998). Viicut igerisinde bir¢ok enzimin yapisinda bulunmasi yaninda kemik
ve kikirdak metabolizmasinda da 6dnemli role sahiptir. Ayrica bag dokusunun olusumu, lipit
ve karbonhidrat metabolizmasi i¢i de gereklidir. Mangan igeren siiperoksit dismutaz hiicreyi

kimyasal etkilerden ve radyasyonun olusturdugu karsinojenesizden korur (Demirci 2005).

Viicudumuz i¢in zorunlu minerallerden biri olan fosfor kemik ve dislerin olusumunda
bliyiik rol oynar. Doku tamirinde, biliylime icin gerekli olan proteinin sentezinde, karbonhidrat
ve yaglarin viicut tarafindan kullanilmasinda etkisi vardir, hiicre zarinin anahtar ogesidir
(Demirci 2005). Ayrica enerjinin depolanmasi ve kullanilmasinda gerekli olan ATP’ nin yap1
tasidir. B vitamini ile birlikte calisir, kas kasilmasina, bobreklerin faaliyetlerine, kalp atiminin

diizeninin siirdiiriilmesine ve sinir iletilerine yardimci olur (Berdainer 1998).

Kabak c¢ekirdeginin énemli mineral igeriginden birisi olan demir, bir¢ok enzim igin
hayati bir bilesendir (Demirci 2005). Hastaliklara direnci artirir, yorgunlugu azaltir ve kanin
kirmizi hiicrelerinin oksijenlenmesini saglar. Hemoglobinin bilesiminde bulunan demir, ATP
olusum siteminde ve kaslardaki miyoglobinin yapisinda da gorev almaktadir (Berdainer
1998). Ayrica bagisiklik sitemi ig¢in de 6nemli bir mineraldir. Viicut i¢in bu denli 6nemli olan
demir kabak c¢ekirdeginde bir insanin giinlik gereksinmesini karsilayacak diizeyde
bulunmaktadir. Kabak cekirdegindeki dnemli minerallerden bakir da viicut i¢in gerekli iz

elementlerden birisidir. Sinir sisteminin faaliyetlerinin diizgiin devam etmesinde ve enerji
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metabolizmasindaki enzimlerin aktivasyonunda gorev almaktadir (Baysal 1994, Berdainer

1998).

Kabak ¢ekirdegi ozellikle, prostat biiyiimesinden kaynaklanan idrar zorluguna karsi
kullanilmaktadir. Kabak g¢ekirdegi yapisinda, viicut igerisinde testesteronun, kendisinin ¢ok
daha giiclii bir formu olan dehidrotestesteron hormonuna déniismesini engelleyen kukurbitin
adindaki kimyasal bir maddeyi bulundurmaktadir. Bu bilesigin miktar1 tiire ve ¢eside bagi
olarak %0,5 ile %2 arasinda degismektedir (Anonim 2006). Dehidretestesteron olmaksizin
viicudun testesteron hiicrelerini artirmasi zorlagsmakta, dolayisiyla prostat biiyiimesi bu sayede
engellemis olmaktadir. Yapilan bir¢ok arastirmada Prostatik Hiperpilasia hastaligina karsi
kabak cekirdegi ile ¢ok basarili sonuglar elde edildigi belirtilmektedir (Anonim 2006a, Stuart
2006). Yag eldesi amaciyla kullanilan kabuksuz kabak g¢ekirdeklerinin prostat tedavilerinde
kullanilmasi ile iyi sonuglar alinmigtir (Sacilik 2006). Kabak ¢ekirdeginin bu sekilde bir
prostat koruyucu role sahip olmasi, aslinda ¢inko igeriginin yiliksek olmasindan
kaynaklanmaktadir. Cinko, tip diinyasinda prostat biiylikligiinii azaltmak amaciyla kullanilan
bir mineraldir (Anonim 2006a). Ayrica ¢inkonun bagisiklik sisteminin diizenli ¢alisabilmesi
icin gerekli oldugu ve yaralarin iyilesmesinde etkisi oldugu ve insiilin hormonunun da

yapisinda bulundugu bildirilmektedir (Baysal 1999, Demirci 2005).

Magnezyumun kas ve sinir fonksiyonlarinin yiiriitiilmesi, kemiklerin gii¢lendirilmesi,
kalp ritminin diizeninin saglanmasinda 6nemli bir gorev istlenmektedir. Kemik ve dislerin
yapisinda kalsiyum ve fosforla birlikte bulunur. Bir¢ok enzimin calismasi i¢in gerekli bir

mineraldir. Kan basincinin diizenlenmesine yardimeidir (Berdainer 1998, Anonim 2006).

Toplumlarin yiliksek oranda doymus yag iceren gidalar tiiketmeleri koroner kalp
hastaliklarinin artmasina sebep olmaktadir. Epidemolojik ¢aligmalar gostermistir ki gidalarda,
linoleik ve oleik asit gibi doymamis yag asidince zengin yag kullaniminin artmasi ile koroner
damar hastaliklarinin azalmasi arasinda dogrusal bir baginti bulunmaktadir (Stuart 2006,
Zuhair ve ark. 1997). Insanlar {izerinde yapilan galismalarda diyette yiiksek miktarda linoleik
asit igeren soya yagi kullanimi sonucu koroner damar hastaliklarindan 6liimlerin kayda deger
bir sekilde azaldigi goriilmistiir (Younis ve ark. 2000). Damar sertligini énlemede yardimci

olan linoleik asit de kabak ¢ekirdeginde yiiksek oranda bulunmaktadir (Anonim 2006a).
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Gliglii bir antioksidan olan E vitamini, kalp hastaliklarin1 dnlemede etkilidir; kanin
damar i¢inde pihtilagmasini engelleyerek, damar sertligini ve tikanikligini dnler, kansere karsi
koruyucudur, viicudun oksijeni kullanmasina yardim eder, yaralarin iyilesmesini hizlandirir
ve hiicre zarinin okside olarak erken bozulmasini engelleyerek hiicre zar1 ve hiicreyi saglikli
kilar. Son arastirmalar, E vitamininin Alzheimer ve Parkinson hastaliklarina karst da

koruyucu oldugunu ispatlamistir (Department of Health and Human Services 2005).

Kabak Uygur tip kitaplarinda bir¢ok hastaliga ilag olarak tavsiye edilmektedir. Ayrica
kansere karsi ilag elde etmek i¢in de ugrasilmaktadir. Cin’de de depresyon tedavisinde
kullanilmaktadir. (Loy 2006). Kabak ve g¢ekirdekleri Hindistan ve Meksika gibi ¢ogu iilkede
uzun yillardir geleneksel bir ilag olarak kabul edilmekte ve bagirsak kurtlarna karsi, idrar
soktiiriicii olarak, prostat biiylimesini ve kanserini engellemede, mide kanserine karsi,
kadmiyum zehirlenmelerinde, bagirsak yumusatict olarak, akciger rahatsizliklarinin
tedavisinde ve idrar yolu hastaliklarinin tedavisinde kullanilmaktadir (Younis 2000, Stuart
2006).

Bitkilerde bulunan ve kolesterole ¢ok benzer yapida olan fitosterollerin diyetlerde
yeterli miktarda bulunmasi halinde kandaki kolesterol seviyesini diisiirdiigiine ve bagisiklik

sistemini giiclendirerek c¢esitli kanser risklerini azaltti§ina inanilmaktadir. Kabak ¢ekirdeginde

265mg / 100g fitesterol bulunmaktadir (Anonim 2006b).
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1 Materyal

Cerezlik kabak c¢ekirdegi ¢alismasinda kullanilmis materyaller iilkemizdeki ¢ekirdek
kabag1 yetistiriciliginin yogun olarak yapildigi Nevsehir ilinden ve Trakya Tarimsal
Aragtirma Enstitlisii arazisinde yetistirilen genotiplerden saglanmistir. Cizelge 3.1°de

caligmada kullanilan bitkisel materyaller verilmistir.

Cizelge 3.1. Calismada kullanilan bitkisel materyal

No Kod Materyalin saglandigi yer

1 PG 1208 Nevsehir

2 PG 1209 Nevsehir

3 PG 1210 Nevsehir

4 PG 1211 Nevsehir

5 PG 1212 Nevsehir

6 PG 1213 Nevsehir

7 PG 1214 Trakya Tarimsal Arastirma Enstitlsi
8 PG 1215 Trakya Tarimsal Arastirma Enstitlsu
9 PG 1216 Trakya Tarimsal Arastirma Enstitlsu
10 PG 1217 Trakya Tarimsal Arastirma EnstitlsU

3.2 Yontem

Arastirmada kullanilan materyallerin kalite o©zelliklerine etki eden faktorlerin
arastirilmast amaciyla fiziksel ve kimyasal 6zellikleri (nem miktari, yag miktari, protein
miktart ve yag asidi kompozisyonu) incelenmistir. Buna ek olarak da molekiiler markirlarla
(RAPD) genetik uzakliklari tespit edilerek tim bu kriterler 1s1g8inda cesitlerin molekiiler
karakterizasyonu yapilmis, genetik uzakliklarinin kalite unsurlari tizerine etkisi aragtirilmistir.

Yapilan tiim ¢aligsmalar asagida verilmistir.

3.2.1 Kalite ozelliklerinin belirlenmesinde kullanilan metotlar

Kabak cekirdeklerinin kalite 6zelliklerinin tespiti i¢in analizler Palanci Gida

Laboratuarinda gergeklestirilmistir.
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3.2.1.1. Kabak ¢ekirdeklerinde fiziksel 6zelliklerin tespiti

Secilen kabak c¢ekirdeklerinde asagida belirtilen fiziksel analizler yapilarak g¢erezlik

tiiketim i¢in uygun olanlar belirlenmistir.

» Nem miktar::
Analiz edilen kabak ¢ekirdeklerinin nem miktart AOAC 925.40 metoduyla nem tayin

cihazi kullanilarak tespit edilmistir.

» Kabuk/i¢ oram
Kabak c¢ekirdeginin kabuk/i¢ orani {iriiniin tiikketimi sirasinda begeniyi etkileyen
onemli faktorlerden birisidir. Arastirma kapsaminda yapilmis olan karakterizasyonda cerezlik
kabak ¢ekirdeginin bu 6zelliginin belirlenmesi tamamlayici etkiye sahip olmasi agisindan
onemlidir. Bunu tespit amaciyla kabuk/i¢ orani ve kabuk kalinlig: kriterleri incelenmistir. Bu

amagla hektolitre ve dijital mikrometre cihazlari kullanilmistir.

» 1000 tane agirhg
1000 tane agirlig1 kabak cekirdeginin tane iriligi ve doluluguyla dogru orantili olarak
artar. Bu amagla yapilan analizler aragtirma amacina uygun olarak yiiksek bin tane agirligini
hedeflemektedir. Kabak c¢ekirdekleri elek sarsma makinesi ile degisik Olciilerdeki elekler

yardimiyla standardize edilmis ve sayilarak tartimi yapilmistir.
» Tohum biiyiikligii
Analiz edilmek istenen kabak ¢ekirdegi taneleri elek sarsma makinesi ile standart elek
caplarina sahip eleklerden gecirildikten sonra en, boy ve kalinliklar1 6l¢iilmiistiir.
3.2.1.2. Kabak cekirdeklerinde kimyasal 6zelliklerin tespiti
Kabak cekirdeklerinde asagida belirtilen kimyasal analizler yapilmistir. Elde edilen

sonuglar diger analiz sonuglart ile birlikte degerlendirilerek c¢erezlik tiikketime uygun olan

gesitler secilebilmistir.
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> Yag tayini:
Kabak c¢ekirdeklerinin yag miktarini tespiti igcin AOAC 948.22 analiz metodu ile
soxhlet prensibiyle ¢alisan yag tayin cihazi kullanilmistir. 40-60 °C kaynama sicakligina
sahip ¢cozgenle drneklerin muamele edilmesi ve yapidaki yagin bu sekilde uzaklastirilmasi ile

solvent ekstraksiyonu uygulanmistir.

» Yag asitleri kompozisyonunun belirlenmesi:

Yag asidi kompozisyonun belirlenmesi ve 0Ozellikle yiiksek oleik asit igeren
genotiplerin saptanmasi i¢in 6ncelikle 6rnekten bir uygun solvent yardimiyla ekstrakte edilen
yaglar AOAC 969.33 metoduyla tiirevlendirilmistir. Ardindan AOAC 963.22 metodu ile
standartlar kullanilarak gaz kromatografisi ile yag asidi kompozisyonu belirlenmistir. FID
dedektorlii, otomatik enjektorlii ve uygun programla calisan bir bilgisayara bagl, gaz

kromatografi cihazi kullanilmistir.

> Mineral tayini:
Aragtirma kapsaminda analizi yapilan genotiplerin bakir, demir ve ¢inko

minerallerinin tayini AAS, ICP-OES ve ICP MS metodu ile yapilmstir.

3.2.2 Molekiiler Karakterizasyon

Calismanin bu kisimda genotiplerin rastgele se¢ilmis bolgelerinin PCR metoduyla
cogaltilmasi ile genotiplerin bu bolgeleri arasinda niikleotid dizilisi bakimidan farkliliklardan
yararlanarak genetik uzakliklari belirlenmistir. Bu amaca ulasabilmek ig¢in PCR iiriinleri
agaroz jel tzerinde yiriitilerek ¢ogaltilmis bolgelerin olusturdugu bantlarin  molekiil
agirh@gindaki farkliliklardan yararlanarak genotiplerin  DNA dizilislerindeki farklilik
belirlenmistir. Eger genotipler bir birleri ile yakin iligkili ise, daha fazla bandi ortak olarak
paylasmis olup, birbirleri ile nispeten daha uzak akraba olan genotipler ise, daha az sayida
bandi ortak olarak paylagmislardir. Tiim bu genetik ¢alismalar, béliimiimiizde bu tiir analizleri
yapmak miimkiin olamadigi ic¢in Tibitagin Gebze’de bulunan Marmara Arastirma
Merkezi’nin, Gen Miihendisligi ve Biyoteknoloji Enstitiisi, Bitki Gen Teknolojileri

Laboratuvar’indan hizmet satin alinarak yapilmistir.
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3.2.2.1 Bitkisel materyalin saglanmasi

Kabak cekirdegi tohumlar1 23.06.2011 tarihinde 45 gozli viyollere 5’er adet olacak
sekilde torf ortamina ekilmistir. Ekilen tohumlar giin 1518inda her giin sulanarak ilk gercek
yaprakli oldugu doneme kadar yetistirilmis ve yapraklar istenilen boyuta gelince hasat
edilerek genetik karakterizasyon analizlerine baslanmistir. Bitkilerin fide ddnemindeki

goriintigleri Sekil 3.1.°de verilmistir.

Sekil 3.1. Bitkilerin fide doneminde goriiniisleri

Genomik DNA izolasyonunda her bir genotipi temsilen 3 yaprak dokusu
kullanilmistir. Elde edilen genomik DNA’lar, PCR reaksiyonlar i¢in uygun miktarda olacak
sekilde sulandirilmis ve yapilan tiim RAPD analizlerinde hazirlanan bu genomik DNA’lar

kalip olarak kullanilmisgtir.

Analizi yapilan ornekler asagida belirtildigi bicimde kodlanmustir.

M- DNA size marker (100 bc)
1- 1208 no’lu 6rnek
2- 1209 no’lu 6rnek
3- 1210 no’lu 6rnek
4- 1211 no’lu 6rnek
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5- 1212 no’lu 6rnek
6- 1213 no’lu 6rnek
7- 1214 no’lu 6rnek
8- 1215 no’lu 6rnek
9- 1216 no’lu 6rnek
10-1217 no’lu 6rnek

3.2.2.2 DNA izolasyonu

Genomik DNA izolasyonu asagidaki prosediire gore yapilmistir.

e Taze yapraklardan 0.2 g tartilarak tiiplere yerlestirilir ve sivi azot ile dondurulur.
Steril, soguk havan veya ogiitiicli cihazlar kullanilarak sivi azot varliginda toz haline
gelene kadar pargalanir.

e Toz haline getirilmis yaprak dokular1 {izerine 0.6 ml ezme tamponu eklenerek
tamamen homojen dagilim saglanana kadar tiipler altiist edilir ve liziz saglanir. 5
dakika oda sicakliginda tutularak proteinler, RNA ve diger molekiillerle kompleks
halinde bulunan DNA’nin serbest hale gegmesi saglanir.

e Uzerine 0.6 ml soguk fenol eklenen tiipler, birka¢ kez tersyiiz edilerek iyice
karistirtlir. Bu sekilde yikilan proteinlerin ve hiicre atiklarinin 6lmesi saglanir.

e Hazirlanan karigim 13000 devir/dakika’da 10 dakika santrifiij edilerek hiicre artiklar
ve proteinlerin bulundugu fenollii kisim DNA’nin ¢6ziildiigii sulu fazdan ayrilir.

e Santrifiijiin ardindan DNA’nin bulundugu ve tiipiin iist kisminda bulunan sivi kisim
pipet yardimi ile dikkatlice alinarak temiz bir tiipe aktarilir.

e Burada bir eksiklik var peklenip tiipler tersyiiz edilerek iyice karistirilir.

e 13000 devir/dakika’da 10 dakikalik santrifiij isleminden sonra iist fazi olusturan ve
DNA’y1 igeren sulu faz yine pipet yardimiyla yeni bir tiipe aktarilir.

e Uzerine 50 ul 3 M soguk sodyum asetat ve 1 ml soguk saf etanol (EtOH) eklenen iist
stvi birkag kere yavasca karistirildiktan sonra DNA’nin ¢oktiiriilmesi amaciyla

-70 °C’de 30 dakika bekletilir.
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e Siire sonunda 13000 devir/dakika’da 20 dakikalik santrifiij isleminden sonra ¢dken
DNA molekiillerinin tiipiin dibinde pellet olusturdugu gozlenir. Ust siv1 atilarak dipte
kalan ¢okelti 1 ml %75’lik soguk saf etanol ile ile 1 defa yikanir.

e Yikama islemi tamamlandiktan sonra {ist sivisi atilan tiipler temiz bir kaba filtre
kagidinin {izerine ters ¢evirilerek oda sicakliginda kurumaya birakilir.

e Kuruyan DNA ¢okeltisi 50-100 pl steril distile suda ve TE buffer ile ¢éziindiiriiliir. Bu
asamada, elde edilen DNA saf degildir. Bol miktarda RNA’da bulunur. RNA’larin
yikilarak uzaklastirilmas1 amaciyla 2 pl (2U) RNaz A eklenerek tiipler 37°C’de 30
dakika inkiibe edilir.

 RNAse inaktivasyonu igin 6rnekler 65°C’de 10 dakika inkiibe edilir.

e izole edilen DNA’nmn miktarmn belirlenmesi amaciyla 1/200 oraninda distile su ile

sulandirilarak spektrofotometrede, 260 nm dala boyunda 6l¢tim yapililir.

DNA izolasyon islemi Sekil 3.2°de gosterilmistir.

Sekil 3.2. DNA izolasyonu

3.2.2.3 DNA konsantrasyonunun belirlenmesi

Yaprak dokularindan izole edilmis olan DNA’larin konsantrayonlart esit

olmayacagindan bundan kaynaklanan problemleri énlemek amaciyla PCR isleminden once

35



izole edilmis olan DNAlarin konsantrasyonu oOl¢iilerek belirlenmeli ve sonra birbirlerine

esitlenmelidir. Bu amagcla spekrofotometre kullanilmistir.

Spektrofotometrik DNA analizi asagidaki gibi yapilmistir.

1. DNA konsantrasyonunun olgiimii i¢in diliisyon hazirlanir (995 ml TE tamponu +5
ml DNA 6rnegi:1/200 sulandirilir). izole edilen genomik DNA’nin ¢oziindiigii tampon,
diltisyon tamponu olarak kullanilmalidir ve bu tampon kullanilarak spektrofotometre

stfirlanmalidir.
2. Karigimlar vortekslenir.
3. Spektrofotometre TE tamponu kullanilarak sifirlanir.

4. Diliisyonun 260 ve 280 nm’deki degerleri 6l¢iilir. DNA miktar1 asagida verilen

formiile gore hesaplanir.

DNA (pl/ml) = 260 nm’deki O.D x sulandirim orani1 x katsay1 (50)

260 ve 280 nm’deki degerler arasindaki oran (260 / 280 O.D) niikleik asitlerin saflig
hakkinda da fikir verir. Bu oran iyi saflastirilmis DNA’da yaklasik 1.8, RNA’da ise
2’dir. Eger ortamda fenol veya protein bulunuyorsa oran bu degerlerden diisiik

olacaktir.

3.2.2.4. Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)

PCR reaksiyonlari, 0.5 ml’lik mikrotiipler kullanilarak, 30 ul’lik toplam reaksiyon
hacmine sahip PCR makinesi Kkullanilarak gerceklestirilmistir. Bu amagla, son
konsantrasyonlari; 1x PCR tamponu (10 mM Tris-HCI pH 8.3, 50 mM KCI, %0.01 jelatin),
100 ng genomik DNA, 0.5 mM dNTP, 25 mM MgCl2, 50 ng primer, 0.5 U Taqg DNA
polimeraz (Promega) enzimi olacak sekilde bilesenler mikrotiiplerde biraraya getirilmis, son
olarak iyice karistirilan tiiplere esit hacimde mineral yag eklenmis ve tiipler; ¢ift iplikli DNA

molekiilinde denatiirasyonun saglanmast ig¢in 94°C, primerlerin genomda kendileriyle

tamamlayicilik 6zelligi gosteren bolgelere baglanmalari igin 350C, enzimin reaksiyonu kataliz

etmesi i¢in 72°C sabit sicaklik dereceleri secilmistir.
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Tiipler; 94°C’de 30 saniye, 35°C’de 1 dakika, 72°C’de 1 dakika 45 saniye olan
reaksiyon déngiilerinden gegirilerek ve son olarak 72°C’de 8 dakika tutularak toplam 35
dongii sonucunda reaksiyon tamamlanmis ve RAPD dirlinleri %1.2°lik agaroz jelde

yiiriitiilerek fotograflanmistir.

Sekil 3.3 Calismada kullanilan PCR cihazi

3.2.2.5. PCRiiriinlerinin jel iizerinde yiiriitiilmesi

PCR metodu ile rastgele c¢ogaltilan ve elde edilen DNA fragmentlerinin
belirlenmesinde tiim laboratuarlarda rutin olarak yararlanilan yontem jel elektroforezidir.
Yontemin en 6nemli avantaji basit ve hizli olmasidir. U.V 15181 altinda floresan etki gosteren
etidyum bromiir (EtBr) boyasinin kullanimi ile ¢ok diisiik konsantrasyonlarda (1-10ng) olsa
bile DNA’nin jel tizerindeki yerini belirlemek miimkiindiir. DNA nin elektroforetik analizinin
temeli, bu molekiiliin elektriksel bir alanda, jel iizerindeki gociine dayanir. Bu go¢ hizi
molekiiliin biiylikliigline, yapisina, jelde kullanilan maddenin konsantrasyonuna, iyonik

kuvvete ve uygulanan akima bagli olarak degismektedir.

Jel elektroforezinde kullanilan destekleyici madde (matriks) mekaniksel etkiyi

engellemek ve molekiilleri biiyiikliiklerine gore ayirmak igin kullanilir. Matriks nisasta,
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poliakrilamid, agaroz veya agaroz-akrilamid karisimi olabilir. Poliakrilamid jeller genellikle
kiigiik DNA fragmentleri (5-500 baz cifti) ve RNA molekiillerinin ayiriminda kullanilir. Bu
tip jeller, ayirim gii¢leri ¢cok fazla oldugundan, boyut bakimindan birbirine ¢ok yakin DNA
fragmentlerinin analizleri i¢in daha uygundur. Ancak uygulanacak DNA’nin yiiksek
konsantrasyonda olmas1 gerektiginden bu tip jellerin kullanilmas1 pratik degildir. Bu nedenle

rutin olarak en fazla kullanilan yontem agaroz jel elektroforezidir.

3.2.2.6 Agaroz jel elektroforezi

Agaroz, bir kirmizi alg tirli olan Agar agar’dan izole edilen dogrusal bir
polisakkarittir. Agaroz sicak suda c¢oziiniir ve sogutuldugu zaman polimerde karsilikli
hidrojen baglarinin olusumu ile jel yapist olusur. Bu olusum geri doniisiimliidiir. Ticari olarak

iretilen agarozlarin saflik dereceleri farkli olabilmektedir.

Agaroz konsantrasyonu %0.5-1.5 arasinda degistirilerek jelin por c¢api ayarlanabilir.
Boylece, kiiciik DNA fragmentleri i¢in yiiksek, bliylik DNA fragmentleri i¢in diisiik agaroz
konsantrasyonu kullanilarak DNA’nin jelde en uygun sekilde yiiriimesi saglanabilir. DNA nin
elektrik akimi altinda ilerleme hizi kullanilan tamponun kompozisyonuna ve iyonlagsma
kapasitesine gore degisir. En sik kullanilan yiirtitme tamponlart TAE (Tris asetat) ve TBE

(Tris borat) tamponlaridir.

DNA’nin jelde goriiniir hale gelebilmesi i¢in etidyum bromiiriin DNA baglar1 arasina
baglanarak 300 veya 360 nm’de 15181 absorblamasi sonucu floresan etki gostermesi ile olur.
Bu etki DNA konsantrasyonuna bagli olarak kuvvetli ya da zayif olabilir. Genomik DNA
agaroz jelde keskin bir bant ile bandin asag1 ve yukar: kismina dogru yayilan bir goriintii

Verir.
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JEL ELEKTROFOREZI
PCR sonras:

DNA
DNA
Kopyalar:
a2
—_—>

1. PCR irunleri, yukleme
soldsyonu ile jele
yuklenir.

2. PCR urunleri iki akim
arasinda biyukluklerine

gore ilerier 3. Uriinler (+) y&niinde hareket
eder.
15l E 0
@ i 1 in @ 4. Baz uzunludu agisindan
kisa Urin daha hizl hareket
imn I S~——"eder ve bu nedenle jelin en
oninde yer alir.

Sekil 3.4. Jel Elektroforezi

3.2.2.7 Sonug¢larin Degerlendirilmesi
e Primerlerin polimorfizim oranlariin belirlenmesi

Calismada kullanilan RAPD primerlerinin polimorfizim orani, primerlerden elde

edilen polimorfik bant sayilarinin, toplam bant sayisina boliiniip 100 ile ¢arpilmasi sonucu
asagida belirtilen formiil ile bulunmustur.

Polimorfizm Orani (%) = (Polimorfik bant sayisi/Toplam bant sayis1) x100

e Benzerlik indeksleri ve dendogramlari olusrurulmasi

RAPD amplifikasyon iiriinleri var (1) yada yok (0) seklinde degerlendirilmis ve elde
edilen veriler NTSYSpc 2.11V (Rohlf, 2004) bilgisayar paket programinda analiz edilmistir.

Genetik benzerlik katsayis1 Jaccard'a gore hesaplanmis olup, soyagacinin elde edilmesinde

UPGMA yontemi kullanilmigtir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Fiziksel Ozelliklere Ait Bulgular Bulgular

e Bin tane agirhgina iliskin sonuclar

On adet ¢ekirdeklik kabak c¢ekirdegi genotipi ile yiiriitilen g¢alismada bin tane

agirligina iliskin elde edilen verilerde varyans analizi yapilmis ve elde edilen varyans analiz

sonuglar1 Cizelge 4.1 ve Cizelge 4.2°de verilmistir.

Cizelge 4.1. Bin tane agirhigi i¢in varyans analiz tablosu

Varyasyon Serbestlik  Kareler Kareler Hesaplanan Tablo F degeri
kaynagi derecesi toplami  ortalamasi F 5% 1%

Blok 5 25063 12532  4.250* 355 6.01

Cesit 9 427422 474913 161073 34 3.37

Hata 18 530.72 29.48

Genel 20 4352355  1500.81

Yirtitilen bu caligmada, genotipler arasinda bin tane agirligi yoniinden farklilik

istatistiki olarak dnemli bulunmugtur. Genotipler arasindaki farkliliklarr ortaya koymak icin

Duncan testi yapilmis ve 6nemlilik gruplar1 ortalama degerler tizerinde gosterilmistir.

Cizelge 4.2.Bin tane agirlig1 icin genotiplerin dnemlilik gruplari

Genotipler 1000 tane agirhd (g)
PG 1209 270.75 a
PG 1208 259.10 ab
PG 1210 245.40 b
PG 1212 227.90 C
PG 1213 202.67 d
PG 1211 196.05 d
PG 1217 177.15 e
PG 1214 174.55 e
PG 1216 168.60 ef
PG 1215 162.05 f
Hko=29.484

Bin tane agirligi bakiminda genotipler incelendiginde; bin tane agirhig 270.75 g ile

162.05 g arasinda degismistir. Yapilan dnemlik testi sonucunda en yiiksek bin tane agirligi

PG 1209 ve PG 1208 no’lu genotiplerde bulunmustur. En diisiik bin tane agirligr ise, PG 1216

ve PG 1215 no’lu genotiplerde bulunmustur.
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e Nem degerlerine ait sonuclar

Numunelerde yapilan ¢alismada nem degerine iliskin verilerde varyans analizi pilmis

ve varyans analiz sonuglar1 Cizelge 4.3 ve Cizelge 4.4’te verilmistir.

Cizelge 4.3. Nem tayini i¢in varyans analiz tablosu

Varyasyon Serbestlik  Kareler Kareler Hesaplanan Tablo F degeri
kaynagi derecesi toplami  ortalamasi F 5% 1%

Qe§it 9 3.17 0.35 5.63** 2.34 3.37

Hata 18 1.13 0.06

Genel 29 44 015

Yapilan ¢alismada genotipler arasindaki nem degerindeki farklilik istatistiki olarak
onemli bulunmustur. Duncan testi ile de genotipler arasindaki farkliliklar ve Onemlilikler

ortalama degerler tizerinden Cizelge 4.4 te gosterilmistir.

Cizelge 4.4. Nem tayini i¢in genotiplerin 6nemlilik gruplari

Genotipler Nem (%)
PG 1216 6.81 a
PG 1208 6.65 ab
PG 1212 6.52 ab
PG 1217 6.41 abc
PG 1210 6.28 abc
PG 1211 6.15 hbd
PG 1209 599 cd
PG 1215 598 cd
PG 1214 595 cd
PG 1213 576 d
Hko=0.062

Denemeye alinan kabak c¢ekirdegi genotiplerinde nem degeri %6.81 ile %5.76
arasinda degismistir. Yapilan onemlik testi sonucunda ise, en yiikksek nem degerine sahip
genotipler sirasiyla; PG 1216, PG 1208 ve PG 1212 no’lu genotiplerdir. En diisiik nem

oranina sahip genotip ise, PG 1213 no’lu genotiptir.
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e Tohum eni degerine iliskin sonuglar

Genotipler arasinda tohum eni degerlerine iliskin varyans analiz sonuglar1 Cizelge 4.5

ve Cizelge 4.6’da verilmistir.

Cizelge 4.5. Genotiplerin tohum eni i¢in varyans analiz tablosu

Tablo F degeri

Varyasyon Serbestlik  Kareler Kareler Hesaplanan

kaynagi derecesi toplami  ortalamasi F 5% 1%
Blok 2 33 1.65 0.75 3.55 6.01
Cesit 9 19 2.11 0.96 2.34 3.37
Hata 18 39.46 2.19
Genel 29 61.76 2.13

Yapilan varyans analiz sonuglarina goére genotipler

yoniinden farklilik istatistiki olarak 6nemli bulunmustur.

Cizelge 4.6. Tohum eni i¢in genotiplerin dnemlilik gruplari

Genotipler Tohum eni (mm)
PG 1215 10.76 a
PG 1217 10.04 a
PG 1209 9.84 b
PG 1214 9.63 b
PG 1212 894 b
PG 1210 8.78 b
PG 1208 8.68 b
PG 1216 8.64 b
PG 1213 8.48 b
PG 1211 8.08 b
Hko=2.192

arasinda tohum eni degerleri

Denemeye alinan kabak ¢ekirdegi genotiplerinde tohum eni degeri 10.76 mm ile 8.08

mm arasinda degismistir. Yapilan 6nemlik testi sonucunda ise,

en yliksek tohum eni degerine

sahip genotipler sirasiyla; PG 1215, PG 1207 no’lu genotiplerdir.
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e Tohum boyu degerine iliskin sonuclar
Genotipler arasindaki tohum boyu yoniinden farkliliklari arastirmak amaciyla elde

edilen veriler varyans analizi yapilmis ve sonuglar Cizelge 4.7 ve Cizelge 4.8’de verilmistir.

Cizelge 4.7. Genotiplerin tohum boyu i¢in varyans analiz tablosu

Varyasyon Serbestlik  Kareler Kareler Hesaplanan Tablo F degeri
kaynagi derecesi toplami  ortalamasi F 5% 1%

Cesit 9 241.39 26.82 2.13 234 3.37

Hata 18 226.61 12.59

Genel 29

Varyans analiz tablosu sonuglarina gére genotipler arasindaki tohum boyu yoniinden
farklilik istatistiki olarak onemli bulunmustur. Genotipler arasindaki farkliliklart ortaya

koymak i¢in Duncan testi yapilmis ve onemlilik gruplarn ¢izelge 4.8’de verilmistir.

Cizelge 4.8. Tohum boyu i¢in genotiplerin énemlilik gruplari

Genotipler Tohum boyu (mm)
PG 1217 26.13 a
PG 1208 25.54 a
PG 1209 21.61 ab
PG 1212 20.86 ab
PG 1210 20.70 ab
PG 1211 20.22 ab
PG 1213 19.70 ab
PG 1214 18.17 b
PG 1216 17.66 b
PG 1215 17.54 b
Hko=12.589

Yapilan arastirmalar ve c¢ikan sonuclar neticesinde kabak cekidegi genotiplerinin
tohum boyu 26.13 mm-17.54 mm arasinda degismistir. Onemlilik gruplarma bakildiginda ise
en yliksek tohum boyu, PG 1217, PG 1208 genotiplerinde bulunurken, en diisiik tohum boyu
ise, PG 1214, PG 1216 ve PG 1215 genotiplerinde bulunmustur.

43



e Tohum kalinhgina iliskin analiz sonuclar:
Arastirmada kullanilan on adet kabak cekirdegi tohumunda tohum kalinligina iligkin
faklart belirlemek amaciyla yapilan analiz sonuglari Cizelge 4.9 ve Cizelge 4.10’da

verilmistir.

Cizelge 4.9. Genotiplerin tohum kalinlig1 i¢in varyans analiz tablosu

Varyasyon Serbestlik  Kareler Kareler Hesaplanan Tablo F degeri
kaynag derecesi toplami  ortalamasi F 5% 1%

Blok 2 0.01 0.01 0.59 3.55 6.01

Cesit 9 1.47 0.16 22.85 ** 234 3.37

Hata 18 0.14 0.01

Genel 29 1.62 0.06

Yiriitilen bu c¢alismada, genotipler arasinda tohum kalinlig1 yoniinden farklilik
istatistiki olarak dnemli bulunmustur. Genotipler arasindaki farkliliklar1 ortaya koymak i¢in

Duncan testi yapilmis ve 6nemlilik gruplar1 Cizelge 4.10 lizerinde gosterilmistir.

Cizelge 4.10. Tohum kalinlig1 i¢in genotiplerin 6nemlilik gruplari

Genotipler Tohum kalinhg (mm)
PG 1212 2.73a
PG 1209 2.63 ab
PG 1210 2.62 ab
PG 1208 2.52 bc
PG 1211 2.50 bc
PG 1213 240 ¢
PG 1216 2.38¢C
PG 1214 2.17d
PG 1215 2.11d
PG 1217 2.06d
Hko=0.008

Yapilan 6nemlilik testi sonucunda tohum kalinlig1 yoniinden genotipler arasindaki fark
2.73 mm ile 2.06 mm arasinda degismekte olup, en yiiksek tohum kalinligi, PG 1212, PG
1209, PG 1210 genotiplerinde, en diisiik tohum kalinhig1 ise, PG 1214 ve PG 1215 ve PG

1217 genotiplerinde bulunmustur.
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e Kabuk ic¢ oranina iliskin analiz sonug¢lari

Kabuk i¢ oranina iliskin elde edilen verilerde yapilan varyans analiz sonuglar1 Cizelge

4.11 ve Cizelge 4.12°de verilmistir.

Cizelge 4.11. Genotiplerin kabuk i¢ orani i¢in varyans analiz tablosu

Varyasyon Serbestlik  Kareler Kareler Hesaplanan Tablo F degeri
kaynag derecesi toplami  ortalamasi F 5% 1%

Blok 2 0.61 0.31 1.40 3.55 6.01

Cesit 9 54.84 6.09 27.84** 234 3.37

Hata 18 3.94 0.22

Genel 29 59.39 2.05

Cizelge 4.11°deki varyans analiz sonuglarina gore, genotipler arasinda kabuk i¢ orani
degeri yoniinden istatistiki olarak 6nemli farkliliklar ortaya ¢ikmistir. Genotipler arasindaki
farkliliklar1 ortaya koymak i¢in Duncan testi yapilarak ve dnemlilik gruplarina gore genotipler

ayrilmistir.

Cizelge 4.12. Kabuk i¢ orani i¢in genotiplerin dnemlilik gruplari

Genotipler Kabuk ig orani (mm)
PG 1210 82.21 a
PG 1212 82.19 a
PG 1211 81.72 ab
PG 1214 81.33 ab
PG 1213 81.29 ab
PG 1209 81.09 b
PG 1208 79.96 ¢
PG 1216 79.44 ¢
PG 1215 79.32 ¢
PG 1217 77.90 d
Hko=0.219

Yapilan 6nemlilik testi sonucunda kabuk i¢ oran1 %82.21 mm ile %77.90 mm arasinda
degismis olup, en yiiksek kabuk i¢ oranina sahip genotipler, PG 1210 ve PG 1212, en diisiikk
kabuk i¢ oranina sahip genotip ise, PG 1217 no’lu genotiptir.
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4.2 Kimyasal Ozelliklere Ait Bulgular

e Protein tayinine iliskin analiz sonuclar:

Genotipler arasindaki protein

oranindaki farklilig1 belirlemek amaciyla yapilan

varyans analiz sonuglar1 Cizelge 4.13 ve Cizelge 4.14’de verilmistir.

Cizelge 4.13. Genotiplerin protein tayini varyans analiz tablosu

Varyasyon Serbestlik  Kareler Kareler Hesaplanan Tablo F degeri
kaynag derecesi toplami  ortalamasi F 5% 1%

Blok 2 0.41 0.21 1.37 3.55 6.01

Gesit 9 41.88 4.65 31.15%* 234 3.37

Yiiriitiilen bu calismada, varyans analiz tablosuna gore genotipler arasinda protein

degeri yoOniinden farklilik istatistiki

olarak onemli bulunmustur. Genotipler arasindaki

farkliliklar1 ortaya koymak icin Duncan testi yapilmis ve onemlilik gruplar1 Cizelge 4.14’te

verilmistir.

Cizelge 4.14. Protein tayini icin genotiplerin 6nemlilik gruplari

Genotipler Protein (%)
PG 1212 25.50 a
PG 1208 25.35a
PG 1213 25.14 ab
PG 1211 25.02 ab
PG 1215 24.47 be
PG 1216 24.38 bc
PG 1210 24.02 ¢
PG 1214 23.05d
PG 1209 22.59 de
PG 1217 21.88¢
Hko=0.149

Yapilan varyans analiz sonuglarina gore protein oram1 %25.50 ile %21.88 arasinda

degismistir. Onemlilik testine bakildiginda ise, en yiiksek protein oranina sahip genotipler, PG

1212 ve PG 1208 no’lu genotipler bulunmustur. En diisiik protein oranina sahip genotip ise,

PG 1217 no’lu genotiptir.
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e Yag tayinine iliskin analiz sonuclar:

Kaliteye etki eden Onemli unsurlardan biri olan yag degerine iliskin elde edilen

verilere gore varyans analizi yapilmis ve sonuglar Cizelge 4.15 ve Cizelge 4.16’da verilmistir.

Cizelge 4.15. Genotiplerin yag tayini varyans analiz tablosu

Varyasyon Serbestlik  Kareler Kareler Hesaplanan Tablo F degeri
kaynagi derecesi toplami  ortalamasi F 5% 1%

Blok 2 0.19 0.09 1.85 3.55 6.01

Cesit o 37.86 421 826 a4 337

Hata 18 9.17 051

Genel 2 47.22 163

Yapilan aragtirmalar neticesinde istatistiki olar genotiplerin yag degerleri arasindaki

fark 6nemli bulunmustur. Cizelge 4.16’da 6nemlilk gruplari verilmistir.

Cizelge 4.16. Yag tayini igin genotiplerin 6nemlilik gruplari

Genotipler Yag (%)
PG 1211 40.63 a
PG 1209 40.13 ab
PG 1213 39.43 abc
PG 1214 39.39 abc
PG 1215 38.58 hd
PG 1212 38.13 ce
PG 1210 37.94 ce
PG 1217 37.81 de
PG 1208 37.67 de
PG 1216 36.94 e
Hko=0.509

PR

Yag oranin genotipler arasinda % 40.63 ile %36.94 degerleri arasinda degistigi
belirlenmistir. Cizelge 4.16’daki sonuglara gore, en yiiksek yag degerine sahip genotip PG
1211 bulunmustur. En diisiik toplam yag oranina sahip genotip ise PG 1216 no’lu genotiptir.
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e Palmitik asit degerine iliskin analiz sonug¢lari

Palmitik asit degerine iliskin elde edilen verilerde yapilan varyans analiz sonuglari

Cizelge 4.17 ve Cizelge 4.18’de verilmistir.

Cizelge 4.17. Genotiplerin palmitik asit varyans analiz tablosu

Varyasyon Serbestlik  Kareler Kareler Hesaplanan Tablo F degeri
kaynag derecesi toplami  ortalamasi F 5% 1%

Blok 2 0.11 0.05 1.27 3.55 6.01

Cesit 9 23.71 2.63 63.46** 234 3.37

Hata 18 0.75 0.04

Genel 29 24.56 0.85

Yiriitilen bu c¢alismada, genotipler arasinda palmitik degeri yoniinden farklilik

istatistiki olarak onemli bulunmustur.

Cizelge 4.18. Palmitik asit i¢in genotiplerin 6nemlilik gruplari

Genotipler Palmitik asit (%)
PG 1217 1343 a
PG 1216 13.05a
PG 1211 12.39b
PG 1210 11.93 be
PG 1214 11.81 cd
PG 1213 11.71 cd
PG 1208 11.42 de
PG 1209 11.01 ef
PG 1212 10.72 f
PG 1215 10.63 f
Hko0=0.042

Tez kapsaminda kullanilan kabak cekirdegi genotiplerinde palmitik asit oran1 %13.43
ile %10.63 degerleri arasinda degismistir. Yapilan onemlik testi sonucunda en yiiksek
palmitik asit degerine sahip genotipler, PG 1217 ve PG 1216’dir. En diisiik palmitik asit
degerine sahip genotipler ise PG 1212 ve PG 1215 no’lu genotiplerdir.
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e Steraik asit degerine iliskin analiz sonuclar:

Steraik asit degerine iligkin elde edilen verilerde yapilan varyans analiz sonuglari

Cizelge 4.19 ve Cizelge 4.20°de verilmistir.

Cizelge 4.19. Genotiplerin steraik asit varyans analiz tablosu

Varyasyon Serbestlik  Kareler Kareler Hesaplanan Tablo F degeri
kaynag derecesi toplami  ortalamasi F 5% 1%

Blok 2 0 0 0.054 3.55 6.01

Cesit 9 7.14 0.79 118.863** 234 3.37

Hata 18 0.12 0.01

Genel 29 1.27 0.25

Yiirtitilen bu calismada, genotipler arasinda steraik asit degeri yoniinden farklilik
istatistiki olarak dnemli bulunmustur. Genotipler arasindaki farkliliklar1 ortaya koymak i¢in

Duncan testi yapilmis ve dnemlilik gruplari ortalama degerler iizerinde gosterilmistir.

Cizelge 4.20. Steraik asit igin genotiplerin 6nemlilik gruplari

Genotipler Steraik asit (%)
PG 1211 5.59 a
PG 1213 5.54 a
PG 1212 5.50 ab
PG 1210 5.47 ab
PG 1214 535b
PG 1216 512c
PG 1209 5.09c
PG 1208 4.89d
PG 1215 422¢
PG 1217 4.22¢e
Hko=0.007

Denemeye alinan kabak ¢ekirdegi genotiplerinde steraik asit orani %5.59 ile % 4.22
arasinda degismistir. Yapilan dnemlik testi sonucunda en yiiksek streraik asit degerine sahip
genotipler, PG 1211 ve PG 1213 no’lu genotiplerdir. En diisiik steraik asit sahip genotipler
ise, PG 1215 ve PG 1217 no’lu genotiplerdir.
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e Oleik asit degerine iliskin analiz sonug¢lari
Kabak ¢ekirdegi genotipler arasindaki oleik asit yoniinden farkliligi belirlemek

amaciyla yapilan varyans analiz sonuglar1 Cizelge 4.21 ve Cizelge 4.22’de verilmistir.

Cizelge 4.21. Genotiplerin oleik asit varyans analiz tablosu

Varyasyon Serbestlik Kareler Kareler Hesaplanan Tablo F degeri
kaynagi derecesi toplami  ortalamasi F 5% 1%

Blok 2 2.25 112 0.77* 3.55 6.01

Cesit 9 3520.35 391.15 269.51** 2.34 3.37

Hata 18 26.12 1.45

Genel 29 3548.72 12237

Yapilan ¢alismada genotipler arasindaki farklilik oleik asit degeri yoniinden istatistiki

olarak 6nemli bulunmustur. Duncan testi ile onemlilk gruplar1 olusturulmus ve Cizelge

4.22’de verilmistir.

Cizelge 4.22. Oleik asit i¢in genotiplerin 6nemlilik gruplari

Genotipler Oleik asit (%)
PG 1215 61.65 a
PG 1216 54.56 b
PG 1214 44.24 c
PG 1212 39.96 d
PG 1213 39.78 d
PG 1217 3629 e
PG 1210 33.11f
PG 1211 31.11fg
PG 1209 29.11¢
PG 1208 25.22 h
Hko=1,451

Denemeye alinan kabak g¢ekirdegi genotiplerinde oleik asit oran1 %61.65 ile % 25.22

PR

degerleri arasinda degistigi belirlenmistir. Onemlilik testi sonuglarma gore en yiiksek oleik

asit oranina sahip genotip, PG 1215 no’lu genotiptir. En diisiik oleik asit oranina sahip genotip

ise PG 1208 no’lu genotiptir.
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e Linoleik asit degerine iliskin analiz sonuc¢lari

Linoleik asit degerine iliskin elde edilen verilerde yapilan varyans analiz sonuglari

Cizelge 4.23 ve Cizelge 4.24°de verilmistir.

Cizelge 4.23. Genaotiplerin linoleik asit varyans analiz tablosu

Varyasyon Serbestlik  Kareler Kareler Hesaplanan Tablo F degeri
kaynag derecesi toplami  ortalamasi F 5% 1%

Blok 2 0.07 0.03 0.44 3.55 6.01

Cesit 9 363899 40433  5246.68%* 34 3.37

Hata 18 1.39 0.08

Genel 29 364045 12553

Yiirtitillen bu calismada, genotipler arasinda linoleik asit degeri yoniinden farklilik
istatistiki olarak dnemli bulunmustur. Genotipler arasindaki farkliliklar1 ortaya koymak i¢in

Duncan testi yapilmis ve dnemlilik gruplar ¢izelge 4.24’te verilmistir.

Cizelge 4.24. Linoleik asit i¢in genotiplerin 6nemlilik gruplari

Genotipler Linoleik asit (%)
PG 1208 56.65 a
PG 1209 56.45a
PG 1211 49.99 b
PG 1210 4797 c
PG 1216 45.74 d
PG 1213 41.25¢
PG 1212 40.53 f
PG 1214 37.21g
PG 1216 26.17 h
PG 1215 21.97i
Hko=0.077

Kabak c¢ekirdegi genotiplerinde linoleik asit degeri %56.65 ile %56.45 degerleri
arasinda degismistir. Yapilan onemlik testi sonucunda en yiiksek linoleik asit degerine sahip
genotipler, PG 1208 ve PG 1209 nolu genotiplerdir. En diisiik linoleik asit degerine sahip
genotip ise PG 1215 no’lu genotiptir.
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e Fe minerali degerine iliskin analiz sonuclari

Genotipler arasindaki Fe minerali degeri arasindaki farklilig1 belirlemek amaciyla elde

edilen verilerde yapilan varyans analiz sonuglar1 Cizelge 4.25 ve Cizelge 4.26’da verilmistir.

Cizelge 4.25. Genotiplerin Fe minerali varyans analiz tablosu

Varyasyon Serbestlik  Kareler Kareler Hesaplanan Tablo F degeri
kaynag derecesi toplami  ortalamasi F 5% 1%

Blok 2 68.93 34.47 1.07 3.55 6.01

Cesit 9 1774153 197128  6L18** 514 3.37

Hata 18 580 32.22

Genel 29 18390.46  634.15

Yiirtitilen bu c¢alismada, genotipler arasinda Fe minerali degeri yoniinden farklilik
istatistiki olarak dnemli bulunmustur. Genotipler arasindaki farkliliklar1 ortaya koymak i¢in

Duncan testi yapilmis ve dnemlilik gruplari ortalama degerler iizerinde gosterilmistir.

Cizelge 4.26. Fe minerali igin genotiplerin 6nemlilik gruplari

Genotipler Fe minerali (mg/kg)
PG 1213 229.14 a
PG 1211 204.23 b
PG 1212 195.42 bc
PG 1217 190.51 cd
PG 1210 180.26 d
PG 1209 167.88 e
PG 1215 162.31e
PG 1216 161.96 e
PG 1208 160,90 e
PG 1214 142.36 f
Hko=32.222

Denemeye alinan kabak ¢ekirdegi genotiplerinde Fe minerali degeri 299.14 mg/kg ile
142.36 mg/kg arasinda degismistir. Yapilan dnemlik testi sonucunda en yiiksek Fe degerine
sahip genotip PG 1213 no’lu genotiptir. En diisiik Fe degerine sahip genotip ise, PG 1214

no’lu genotiptir.
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e 7Zn minerali degerine iliskin analiz sonuclari

Zn minerali degerine iliskin elde edilen verilerde yapilan varyans analiz sonuglari

Cizelge 4.27 ve Cizelge 4.28°de verilmistir.

Cizelge 4.27. Genotiplerin Zn minerali varyans analiz tablosu

Varyasyon Serbestlik  Kareler Kareler Hesaplanan Tablo F degeri
kaynag derecesi toplami  ortalamasi F 5% 1%

Blok 2 1.69 0.85 20.64** 3.55 6.01

Cesit 9 343233 38137 929449%* 534 3.37

Hata 18 0.74 0.04

Genel 29 3432.76  118.44

Yirtitillen bu calismada, genotipler arasinda Zn minerali degeri yoniinden farklilik

istatistiki olarak dnemli bulunmustur. Genotipler arasindaki farkliliklar1 ortaya koymak i¢in

Duncan testi yapilmis ve 6nemlilik gruplar1 ortalama degerler tizerinde gosterilmistir.

Cizelge 4.28. Zn minerali i¢in genotiplerin 6nemlilik gruplari

Genotipler Zn minerali (mg/kg)
PG 1208 105,08 a
PG 1213 88,90 b
PG 1212 88,11 ¢
PG 1215 85,73 d
PG 1209 85,70 d
PG 1210 84,38¢
PG 1216 8191f
PG 1217 80,56 ¢
PG 1214 70,71 h
PG 1211 62,45 i
Hko=0.041

Denemeye alinan kabak g¢ekirdegi genotiplerinde kabuk Zn minerali degeri 105.08

mg/kg ile 62.45 mg/kg degerleri arasinda degismistir. Yapilan 6nemlik testi sonucunda en

yiiksek Zn minerali degerine sahip genotip PG 1208°dir. En diisiik Zn minerali degerine sahip

genotip ise PG 1211 no’lu genotiptir.
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e Cu minerali degerine iliskin analiz sonuc¢lar:
On adet ¢erezlik kabak ¢ekirdegi numunelerinde Cu minerali degerine iligkin farklilig1
belirlemek amaciyla elde edilen verilerde yapilan varyans analiz sonuglari Cizelge 4.29 ve

Cizelge 4.30’da verilmistir.

Cizelge 4.29. Genotiplerin Cu minerali varyans analiz tablosu

Varyasyon Serbestlik Kareler Kareler Hesaplanan Tablo F degeri
kaynag derecesi toplami  ortalamasi F 5% 1%

Blok 2 0.18 0.09 3.097 355 6.01

Cesit 9 27.33 3.04 104.22** 2.34 3.37

Hata 18 0.52 0.03

Genel 29 28.04 0.97

Yiirtitiilen bu caligmada, genotipler arasinda Cu minerali degeri yoniinden farklilik
istatistiki olarak dnemli bulunmustur. Genotipler arasindaki farkliliklar1 ortaya koymak i¢in

Duncan testi yapilmis ve onemlilik gruplar ortalama degerler lizerinde gosterilmistir.

Cizelge 4.30. Cu minerali igin genotiplerin 6nemlilik gruplari

Genotipler Cu minerali (mg/kg)
PG 1209 10.33 a
PG 1215 10.28 a
PG 1216 983 b
PG 1217 9.79 bc
PG 1208 9.69 bc
PG 1213 9.43 cd
PG 1210 9.09 de
PG 1212 895 e
PG 1211 7.99 f
PG 1214 717 ¢
Hko=0.029

Denemeye alinan kabak cekirdegi genotiplerinde Cu minerali degeri 10.33 mg/kg ile
7.17 mg/kg degerleri arasinda degismistir. Yapilan onemlik testi sonucunda en yiiksek Cu
minerali degerine sahip genotipler, PG 1209 ve PG 1215°dir. En diisiik Cu minerali degerine
sahip genotip ise PG 1214 no’lu genotiptir.
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4.3 Molekiiler Karakterizasyona Ait Bulgular

Calismada kullanilan 8 RAPD primeri degerlendirildiginde; toplam 38 adet bant elde
edilmistir. Bu bantlardan 18 adedi monomortfik bulunurken (%47.37), 20 adedi de polimorfik
bulunmustur (%52.63). Bant sayilar1 karsilastirildiginda en yiiksek sayida bandin OPC7 ve
OPCS8 primerlerinden elde edilirken, en diisiik sayida bandin OPC6 ve OPC15 primerlerinden
elde edilmistir. OPC1 ve OPC5 primerlerinden ise sadece monomorfik bantlarin elde edildigi

gbzlenmistir.

Yapilan degerlendirmeler sonucu elde edilen toplam bant sayilar1 (TBS), polimorfik
bant sayilar1 (PBS), monomorfik bant sayilar1 (MBS), bant araligi (BA), polimorfizm orani
(PO) degerleri toplu sekilde ¢izelge 4.31°de verilmistir.

Cizelge 4.31 RAPD primerlerinin amplifikasyonu sonucunda elde edilen toplam bant sayilari
(TBS), monomorfik bant sayilar1 (MBS), polimorfik bant sayilar1 (PBS), bant araliklar1 ve
polimorfizm oranlart (PO).

Primer Adi TBS MBS PBS BA (pb) PO (%)
OPC1 1 1 0 - 0
OPC4 6 3 3 1000-550 50
OPC5 4 4 0 980-550 0
OPC6 3 2 1 785-580 33.3
OPC7 10 3 7 980-500 70
OPC8 7 1 6 920-610 85.71
OPC9 5 3 2 920-500 40

OPC15 2 1 1 700-550 50
Toplam 38 18 20 500-1000 52.63

Istatistiksel analiz sonuglarmna gore, kabak ¢ekirdegi genotipleri arasindaki genetik
benzerlik indekslerinin 0.70 ile 0.97 arasinda degisim gosterdigi belirlenmistir. Arastirmada
yer alan tiim kabak genotipleri arasindaki Jaccard genetik benzerlik katsayilar1 Cizelge

4.32°de verilmistir.
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Cizelge 4.32. Kabak ¢ekirdegi genotipleri arasindaki Jaccard genetik benzerlik katsayilar

Genotip

no 1208 1209 1210 1211 1212 1213 1214 1215 1216
1209 0.72

1210 0.676 0.838

1211 0.735 0.903 0.862

1212 0.638 0.843 0.800 0.866

1213 0.694 0906 0.750 0.870 0.812

1214 0.676 0.838 0.793 0.928 0.800 0.806

1215 0.727 0.838 0.793 0928 0.800 0.806 0.925

1216 0.694 0.848 0.806 0.870 0.870 0.875 0.806 0.806

1217 0.714 0818 0.833 0.838 0.838 0.843 0.774 0.774 0.966

Cerezlik kabak genotiplerine ait genomik DNAlarin

8 RAPD primeri ile

amplifikasyonu sonucunda elde edilen bantlar sayisal degerlere doniistiiriilerek (1 ve 0)

NTSYS adl: programda benzerlik indeksleri olusturulmus ve bu benzerlik indekslerine gore

UPGMA yontemi kullanilarak olusturulan dendogram Sekil 4.1°de sunulmustur.

10 adet kabak c¢ekirdegi genotipi genetik benzerlik acisindan degerlendirildiginde

genetik olarak birbirine en yakin genotipler sirasiyla 1216 ve 1217 no’lu genotiplerin

olduklar1 anlagilmaktadir. 1208 no’lu genotipin ise, kullanilan diger genotiplerden genetik

olarak en uzak genotip oldugu anlasilmaktadir.
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Sekil 4.1. Kabak ¢ekirdegi genotiplerinde RAPD tekniginin uygulanmasi sonucu elde

edilen soyagaci
Calismada kullanilan 8 adet RAPD primerinin 10 ¢ekirdeklik kabak genotipine
uygulanmasi sonucu elde edilen PCR amplifikasyon {iriinlerinin goriiniislerine ait resimler

Sekil 4.2,4.3,4.4,4.5,4.6,4.7, 4.8 ve 4.9’da sunulmustur.
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900 bp
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600 bp
500 bp

Sekil 4.2. Primer OPC 4

Primer OPC 4 ile yapilan analizde elde edilen bant aralig: 1000 ile 550 bp arasindadir.
En belirgin bantlar incelendiginde 1000, 890, 800, 750, 690, 550 bp olmak {izere 6 adet bant

elde edilmistir. Bu bantlardan 1000, 800 ve 550 bp monomorfik, 890, 750 ve 690 bp ise
polimorfiktir.
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Sekil 4.3. Primer OPC 5

Yapilan degerlendirme sonucu, OPC 5 no’lu RAPD primerinde 980, 850, 800, 620 ve

550 bp olmak {izere 4 adet monomorfik bant elde edilmistir. Polimorfik bant

gozlemlenmemistir. Elde edilen bant araligi ise, 980 ile 550 bp arasinda degisme gostermistir.
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Sekil 4.4. Primer OPC 6

OPC 5 no’lu RAPD primerinde 785, 650 ve 580 bp olmak iizere 3 adet bant elde
edilmistir. Bu bantlardan 650 ve 580 bp monomorfik bulunurken, 785 bp uzunlugundaki bant
polimorfik bulunmugtur. Elde edilen bant aralifi 785 ile 580 bp arasinda degisme

gostermistir.
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Sekil 4.5. Primer OPC 7

Elde edilen sonuglar incelendiginde en belirgin bantlar degerlendirilmis ve OPC 7
no’lu primerde 10 adet bant oldugu belirlenmistir. Bu bant araliklar1 980 ile 500 bp arasinda
degisme gostermistir. Monomorfik olan bantlar 820, 780 ve 500 bp uzunlugundaki bantlar
olurken, 980, 950, 900, 650, 620, 570, 560 bp uzunlugundaki bantlar ise polimorfik

bulunmustur.
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Sekil 4.6. Primer OPC 8

Elde edilen sonuglara gore en belirgin bantlar dikkate alindiginda bant araligi 920 ile
610 bp arasinda degisme gostermistir. Yapilan degerlendirme sonucunda OPC 8 no’lu RAPD
primerinde 920, 900, 850, 800, 710, 620 ve 610 bp olmak {izere 7 adet bant elde edilmistir.
Bu bantlardan yalnizca 900 bp uzunlugundaki bant monomorfik bulunurken, diger 6 adet bant

polimorfik bulunmustur.
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Sekil 4.7. Primer OPC 9

Yapilan degerlendirmeler sonucunda OPC 9 no’lu RAPD primerinde 920, 770, 650,
520 ve 500 bp olmak iizere 5 adet bant elde edilmistir. Bu bantlardan yalnizca 520 bp

uzunlugundaki bant polimorfik bulunurken, diger 4 adet bant monomorfik bulunmustur.
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Sekil 4.8. Primer OPC 15

Elde edilen sonuglara gore en belirgin bantlar dikkate alindiginda OPC 15 no’lu
RAPD primerinde 700 ve 550 bp uzunlugundaki bantlarin net olarak goriilebildigi ortaya
cikmigtir. 700 bp uzunlugundaki bant monomorfik bulunurken, 550 bp uzunlugundaki bant

ise polimorfik bulunmustur.

64



1000 bp
900 bp
800 bp
700 bp
600 bp
500 bp

Sekil 4.9. Primer OPC 1

Elde edilen sonuglara gore en belirgin bantlar dikkate alindiginda OPC 1 no’lu RAPD

primerinde yalnizca 1 adet bantin net goriilebildigi belirlenmistir. 810 bp uzunlugundaki bu

bant monomorfik bulunmustur.
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5.SONUC ve TARTISMA

Tez c¢alismasi kapsaminda 10 adet ¢erezlik kabak ¢ekirdegi genotiplerinde fiziksel ve
kimyasal analizler yapilmistir. Yapilan fiziksel analizler neticesinde, bin tane agirlhigi
bakimindan en yiiksek deger, PG 1209 no’lu genotipten alinmis, bunu PG 1208 no’lu genotip
izlemistir. PG 1215 no’lu genotip ise, en diisiik bin tane agirhigi degerini vermistir. Yanmaz
ve Diizeltir (2003)’in bildirdigine gore, bin tane agirlig1 bakimidan kabak ¢ekirdekleri; iri (>
250 g), Orta (200-250 g), Kiiciik (< 200 g) olacak sekilde smiflandirilmistir. Bu degerler
dogrultusunda, PG 1209 ve PG 1208 iri sinifa, PG 1210, PG 1212 ve PG1213 orta siifa, PG
1211, PG1217, PG1214, PG1216 ve PG 1215 ise kiiciik sinifina girmistir. Cerezlik kabak
cekirdeginin Kabak ¢ekirdeginde iri taneli gesitler tercih edilmektedir. Kabak ¢ekirdeginin iri
olmasi tiiketici agisindan begeniyi arttiracagindan bin tane agirlig yiiksek genotiplerden PG
1209 ve PG 1208 cerezlik olarak onerilebilir. PG1209 ve PG 1208’in genetik akrabaliina
bakildiginda ise; ayn1 grupta olmalarina ragmen, bu genotiplerin 0.72 oraninda benzer, yani

uzak akraba oldugu sonucuna varilmistir.

Yiriitiilen calismada, genotipler arasinda nem degeri yoniinden farklilik istatistiki
olarak Oonemli bulunmustur. Denemeye alinan kabak g¢ekirdegi genotiplerinde nem degeri
%6.81- %5.76 degerleri arasinda degismistir. Yapilan onemlik testi sonucunda en yiiksek nem
degerine sahip genotipler sirasiyla; PG 1216, PG 1208 ve PG 1212 no’lu genotiplerdir. En
diisiik nem oranma sahip genotip ise, PG 1213’ no’lu genotiptir. Nem miktar1 gidanin
dayanikliligini etkileyen 6nemli bir faktordiir. Nem miktar1 belli bir diizeyin iistline ¢iktiginda
mikroorganizma aktivitesi artar ve kiif, kizisma, filizlenme, zararli bocekler ve toksinler gibi
istenmeyen durumlar ortaya g¢ikar. Kuruyemislerde nem orant %5-%15 arasinda olmalidir
(Anonim, 2011). Bu bilgiler gz 6niinde bulunduruldugunda nem degeri en diisiik olan

PG1213 no’lu genotip secilmelidir.

Yapilan analizler neticesinde tohum eni bakimindan cesitler arasindaki farklilik
istatistiki olarak énemli bulunmustur. Istatistiki sonuglara bakildiginda PG 1215 ve PG 1217
no’lu genotiplerin ayn1 grupta oldugu, diger genotiplerin ise baska bir grupta toplandig
sonucuna vartlmistir. PG1215 ve PG 1217 genotiplerinin tohum eni bakimindan en yiiksek
degere sahip oldugu belirlenmis olup, bu genotiplerin genetik benzerlik oraninin 0.77 oldugu

sonucuna varilmigtir. Bu genotiplerin cerezlik olarak tiiketilecegi diisiiniildiiglinde, genis
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tohum enine sahip cekirdekler ¢ok fazla tercih edilmeyeceginden PG 1215 ve PG 1217
genotiplerinin disindaki genotiplerin ¢erezlik tiiketime daha uygun olacagi sonucuna

varilmstir.

Denemeye alinan kabak c¢ekirdegi genotiplerinde tohum boyuna bakildiginda ise,
tohum boylarinin 26.13 mm-17.54 mm arasinda degistigi belirlenmistir. Yapilan 6nemlik testi
sonucunda en yiiksek tohum boyu, PG 1217, PG 1208 no’lu genotiplerinde bulunmustur.
Bunlan sirasiyla, PG 1209, PG 1212, PG 1210, PG 1211 ve PG 1213 no’lu genotipler takip
etmistir. En diisiikk tohum boyu ise, PG 1214, PG 1216 ve PG 1215 no’lu genotiplerinde
bulunmustur. Tohum boyu ¢erezlik kabak ¢ekirdeginde begeniyi etkileyen en dnemli fiziksel
unsurlardan biri oldugundan tohum boyu yiiksek olan genotiplerden PG 1217 ve PG 1208
genotiplerin c¢erezlik olarak secilmesinin daha uygun oldugu sonucuna varilmistir. Bu

genotiplerin genetik akrabaliklarina bakildiginda ise, benzerlik katsayisinin 0.71 oldugu

belirlenmistir.

Tohum kalinligi bakimindan genotipler arasindaki fark istatisti olarak Onemli
bulunmustur. Yapilan 6nemlik testi sonucunda en yiiksek tohum kalinligi degeri, PG 1212,
PG 1209, PG 1210 no’lu genotiplerde bulunmustur. En diisiik tohum kalinligi ise, PG 1214 ve
PG 1215 ve PG 1217 no’lu genotiplerde bulunmustur. Cerezlik olarak kullanilan kabak
cekirdeklerinde tohum kalinliginin az olmasi istenmektedir. Bu sebeple tohum kalinlig: diistik
olan genotiplerden cerezlik olarak, PG 1214 ve PG 1215 ve PG 1217 no’lu genotipler
secilebilir. Bu genotiplerin genetik akrabaliklarina bakildiginda PG 1214 ve PG 1215 no’lu
genotiplerin benzerlik oraninin yiiksek oldugu (0.92) goriilmektedir. PG 1217’nin ise bu

genotiplere nispeten uzak oldugu sdylenebilir.

Kabuk i¢ oran1 olarak genotipler incelendiginde ise, kabuk i¢ oran %82.21 ile %77.90
arasinda degismistir. Yapilan 6nemlik testi sonucunda en yiiksek kabuk i¢ oranina sahip
genotipler, PG 1210 ve PG 1212 no’lu genotiplerdir. En diisiik kabuk i¢ oranina sahip genotip
ise, PG 1217 no’lu genotiptir. Yanmaz ve Diizeltir (2004), yaptiklar1 ¢alismalarda iilkemizde
genel olarak tercih edilen kabak ¢ekirdeginin sekli eliptik, krem renkli, iri veya orta irilikte
tohumlara sahip, ¢itlamasi kolay ve i¢i dolgun olan ¢esitler oldugunu saptamislardir. Bu bu
veriler dogrultusunda i¢i dolgun olan genotiplerin gerezlik tiiketime daha uygun oldugu

sOylenebilir. Bu sebeple, PG 1210 ve PG 1212 no’lu genotipler ¢erezlik olarak daha uygundur

67



ve cerezlik kabak cekirdegi liretimi i¢in secilebilir. Bu genotiplerin genetik benzerliklerine

bakildiginda ise, 0.80 oraninda benzer genotipler oldugu anlagilmistir.

Kaliteye etki eden Onemli unsurlardan protein, yag ve yag asitleri analizleri de
arastirma kapsaminda incelenmistir. Daha 6nce yapilan ¢aligmalarda kabak cekirdeginin %
25.2-37.0 protein igerdigi tespit edilmistir (Sacilik, 2006; El-Adawy ve Taha, 2001).
Yiiriitilen bu caligmada, genotipler arasinda protein degeri yoniinden farklilik istatistiki
olarak 6nemli bulunmustur. Yapilan analizler sonucunda ise, kabak c¢ekirdegi genotiplerinde
protein orani %25.50 ile %21.88 arasinda degismistir. Yapilan énemlik testi sonucunda en
yiiksek protein oranina sahip genotipler, PG 1212, PG 1208, PG 1213 ve PG1211 no’lu
genotiplerdir. En diisiik protein oranina sahip genotip ise, PG 1217 no’lu genotiptir. PG 1217
ile PG 1216 genotipleri birbirine en yakin genotip olduklar1 halde farkli grupta yer aldiklar
goriilmektedir. Besin degeri yoniinden protein miktari dnemli bir etken oldugundan g¢erezlik
olarak protein orani yiiksek olan genotiplerden PG 1212, PG 1208, PG 1213 ve PG1211 no’lu

genotipler cerezlik kabak c¢ekirdegi liretimi i¢in Onerilen genotiplerdir.

Yag oraninda bakildiginda ise, genotipler arasinda yag degeri yoniinden farklilik
istatistiki olarak onemli bulunmustur. Analizler neticesinde kabak c¢ekirdegi genotiplerinde
toplam yag oran1 % 40.63 ile %36.94 degerleri arasinda degismistir. Yapilan onemlik testi
sonucunda en yiiksek yag degerine sahip genotipler, PG 1211 ve PG 1209 no’lu genotiplerdir.
En diisiik yag oranina sahip genotip ise, PG 1216 no’lu genotiptir. Yagl tohumlardan olan
kabak ¢ekirdegi, liriinli hem aroma hem de doyuruculuk agisindan daha tatmin edici hale
getirir. Yapilan c¢alismalarda kabak ¢ekirdeginin % 37,8—45,4 oraninda yag icerdigi tespit
edilmistir (Sacilik, 2006; El-Adawy ve Taha, 2001). Yapilan arastirmada PG1208 PG1216
no’lu genotiplerin digindaki tim genotiplerin yag degeri ortalama degerin istiindedir. Yag
orant en yiiksek genotiplerden olan PG1211 ve PG 1209 no’lu genotipler ¢erezlik olarak
onerilebilir. Bu genotiplerin genetik akrabaliklarina bakildiginda ise, 0.90 oraninda benzer

oldugu sonucuna varilmstir.

Denemeye alinan kabak cekirdeklerinde yag asitlerinden palmitik asit, steraik asit,
oleik asit ve linoleik asit degerleri de incelenmis ve kabak cekirdegi genotipleri arasindaki
farklilik istatistiki olarak Onemli bulunmustur. Kabak c¢ekirdegi genotiplerinde yapilan
analizlerde, oleik asit orant %61.65 ile % 25.22 degerleri arasinda degismistir. Yapilan

onemlik testi sonucunda ise, en yiiksek oleik asit oranina sahip genotip, PG 1215 no’lu
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genotiptir. En diisilik oleik asit oranina sahip genotip ise PG 1208 nolu genotiptir. Linoleik asit
degerine bakildiginda ise, genotiplerin linoleik asit degerleri %56.65 ile %56.45 arasinda
degismistir. Yapilan O6nemlik testi sonucunda en yiiksek linoleik asit degerine sahip
genotipler, PG 1208 ve PG 1209 no’lu genotiplerdir. En diisiik linoleik asit degerine sahip
genotip ise, PG 1215 no’lu genotiptir. Denemeye alinan kabak c¢ekirdegi genotiplerinde
steraik asit oran1 %5.59 ile % 4.22 arasinda degismistir. Yapilan 6nemlik testi sonucunda en
yiiksek streraik asit degerine sahip genotipler, PG 1211 ve PG 1213’ nolu genotiplerdir. En
diisiik steraik asit sahip genotipler ise, PG 1215 ve PG 1217 no’lu genotiplerdir. Palmitik asit
degerime bakildiginda genotipler arasindaki palmitik asit degerleri %13.43 ile %10.63
degerleri arasinda degismistir. Yapilan Oonemlik testi sonucunda en yiiksek palmitik asit
degerine sahip genotipler, PG 1217 ve PG 1216’dir. En diisiik palmitik asit degerine sahip
genotipler ise, PG 1212 ve PG 1215 no’lu genotiplerdir. Younis ve ark. (2000)’nin yaptiklari
calismalarda kabak ¢ekirdegi yaginin zengin bir doymamuis asit bilesimine sahip oldugunu ve
yag asidi kompozisyonunun bir¢ok faktore (tiir, yetisme bolgesi, iklim, olgunluk durumu)
bagli olarak degismekte oldugunu saptamislardir. Younis ve ark., (2000); Murkovi¢ ve
Prannhauser, (2000)’in yaptiklar1 arastirmalarda ise, linoleik asitin, oksidasyonu hizlandirarak
yagin ¢abuk acilagmasina ve dolayisiyla raf dmriiniin kisalmasina neden oldugunu, ayrica yag
asidi kompozisyonu i¢inde linoleik asidin oransal olarak azalmas1 ve oleik asidin buna bagh
olarak artmasi ile iiriinlin raf dmriinde bir uzama gegeklestirdigini saptamiglardir. Bu sebeple
cerezlik olarak olarak firetilecek kabak cekirdeginde oleik ve linoleik asit miktar1 oldukga
onemlidir. Arastirma sonuglarma gore, linoleik asit miktar1 diisiik buna karsi, oleik asit
miktar1 yiiksek olan genotiplerden PG 1215 ve PGI1216 no’lu genotipler cerezlik kabak

cekirdegi liretimi i¢in uygundur.

Tez ¢aligmas1 kapsaminda ¢erezlik kabak c¢ekirdedgi genotipleri Fe, Zn ve Cu mineral
degerleri bakimindan da incelenistir. Inceleme neticesinde, genotipler arasinda Fe minerali
degeri yoniinden farklilik istatistiki olarak 6nemli bulunmustur. Denemeye alinan kabak
cekirdegi genotiplerinde Fe minerali degeri 299.14 mg/kg ile 142.36 mg/kg arasinda
degismistir. Yapilan 6nemlik testi sonucunda en yliksek Fe degerine sahip genotip PG 1213
no’lu genotiptir. En diisiik Fe degerine sahip genotip ise, PG 1214 no’lu genotiptir. Zn
minerali degerleri ise, 105.08 mg/kg ile 62.45 mg/kg degerleri arasinda de§ismistir. Yapilan
onemlik testi sonucunda en yiiksek Zn minerali degerine sahip genotip PG 1208°dir. En diisiik
Zn minerali degerine sahip genotip ise, PG 1211 no’lu genotip bulunmustur. Cu minerali

degeri 10.33 mg/kg ile 7.17 mg/kg degerleri arasinda degismistir. Yapilan onemlik testi
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sonucunda en yiiksek Cu minerali degerine sahip genotipler, PG 1209 ve PG 1215 nolu
genotiptir. En diisiik Cu minerali degerine sahip genotip ise, PG 1214 no’lu genotiptir.
Demirci, (2005)’in bildirdigine gore; kabak cekirdeginin dnemli mineral iceriginden birisi
olan demir, bir¢cok enzim i¢in hayati bir bilesendir. Kabak c¢ekirdegindeki Onemli
minerallerden bakir da viicut icin gerekli iz elementlerden birisidir. Sinir sisteminin
faaliyetlerinin  dlizglin devam etmesinde ve enerji metabolizmasindaki enzimlerin
aktivasyonunda gorev almaktadir (Baysal, 1994; Berdainer, 1998). Kabak c¢ekirdeginin bir
prostat koruyucu role sahip olmasi ¢inko igeriginin yiiksek olmasindan kaynaklanmaktadir.
Cinko, tip diinyasinda prostat biiyiikligiinii azaltmak amaciyla kullanilan bir mineraldir
(Anonim, 2006a). Arastirma kapsaminda incelenen Fe, Zn ve Cu mineralleri bakimindan en

zengin genotip PG 1213 no’lu genotiptir.

8 farkli primer kullanilarak yapilan RAPD analizleri ile ise, kalite ozellikleri
bakimindan farklilik gésteren 1208, 1209, 1210,1211, 1212, 1213, 1214, 1215, 1216 ve 1217
numarali genotiplerin genetik uzakliklar1 incelenmistir. RAPD analizi sonucunda; 8 primerin
4’11 ile (OPC1, OPC6, OPC15 ve OPC19) yapilan analizlerde genotipler arasinda belirgin
farkliliklar g6zlenmemesine ragmen diger 4 adet primer kullanilarak yapilan analizler ile
calismada kullanilan 10 adet kabak ¢ekirdegi genotipi birbirinden ayrilabilmistir. Bu sonuglar
RAPD tekniginin ¢ekirdeklik kabak genotiplerini birbirinden ayirma ve mevcut genetik
cesitliligin - saptanmasinda kullanilabilecegini  gostermektedir. Yapilan daha Onceki
calismalarda da, RAPD tekniginin tiir ve ¢esitlerin tanimlanmasinda daha etkili sonug verdigi

saptanmistir (Ergiil 2000, Yildirim ve Kandemir 2001).

RAPD analizi sonuglarina gore ¢alismada kullanilan 10 ¢ekirdeklik kabak genotipinin
birbirinden farkli genotipler oldugu anlagilmigtir. Yapilan arastirma gostermektedir Ki;
genotiplerin kalite 6zelliklerine etki eden faktorlerin farkli degerler vermesi bu genotiplerin

birbirinden farkli genetik 6zellikte olmasindan kaynaklanmaktadir.
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