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OZET

FLOW SITOMETRI iLE ULUSAL ELMA GENETIiK KAYNAKLARIMIZIN

CEKIRDEK DNA ICERIKLERI VE PLOIDi DUZEYLERININ BELIRLENMESI

Yaren Ipek SIMSEK
Tarla Bitkileri Anabilim Dali
Yiiksek Lisans Tezi
Danisman: Prof. Dr. Metin TUNA

Insanlik tarihinin ilk meyvesi olan elma (Malus x domestica ) yabanci déllenen bir tiirdiir.
Temel kromozom sayisi x=17 olan elma cinsi igerisinde ploidi, diploid (2n=2x=34) ile
pentaploid(2n=5x=85) arasinda degisim gostermektedir. Kiiltiirii yapilan elma gesitlerinin
cogunlugu diploid olmakla birlikte bir kismu ise triploiddir. Bu yiiksek lisans tez ¢alismasinin
amac1 flow sitometri ile Isparta Egirdir Meyvecilik Arastirma Enstitiisii biinyesinde bulunan
ulusal elma canli genetik kaynak koleksiyonunu olusturan genetik materyallerin ¢ekirdek
DNA igerikleri ve ploidi diizeylerini ilk defa belirlemektir. Koleksiyon yerli ve yabanci olmak
tizere toplamda 340 farkli elma cesit ve genotipini icermektedir. Calisma da Ornekler sagliklt
bitkilerin taze yapraklar1 kullanilarak hazirlanmistir. Floresan boya olarak propidium iodide
ve standart olarak Vicia sativa (Niliifer yaygin fig ) kullanilmigtir. Elde edilen sonuglara gore
calisma da kullanilan 340 adet elma ¢esit ve genotipinin 2C ¢ekirdek DNA igeriklerinin 1,46
pg ile 2,45 pg arasinda degistigi belirlenmistir. Yapilan istatistiksel analizler sonucunda DNA
icerigi farkhiliklarinin 6nemli oldugu saptanmistir. Koleksiyonda yer alan elma cesit ve
genotipleri 2C cekirdek DNA igeriklerine gore diploid ve triploid olmak {izere ¢ok kolayca
ayirt edilebilen iki grup olusturmaktadir. Ortalama 2C ¢ekirdek DNA igerigi diploid ve
triploidlerde sirasiyla 1,46 ile 1,69 pg ile 2,04 ile 2,45 pg arasinda degistigi belirlenmistir.

Yapilan bu calisma sonunda ulusal elma genetik kaynak koleksiyonunda yer alan elma cesit

ve genotiplerinden 284 tanesinin diploid iken, 56 tanesinin ise triploid oldugu belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Elma, Malus x domestica, Cekirdek DNA igerigi, Flow Sitometri,
Ploidy



ABSTRACT

DETERMINATION OF CORE DNA CONTENT AND PLOIDYNLEVELS OF OUR
NATIONAL APPLE GENTIC SOURCES BY FLOW CYTMETRIY

Yaren Ipek SIMSEK
Department of Tarla Bitkileri
MSc. Thesis
Supervisor: Prof.Dr. Metin TUNA

Apple (Malus x domestica), the first fruit in human history, is a cross pollinated plant species.
Basic chromosome number in the genus is x=17 as ploidy varies between diploid (2n=2x=34)
and pentaploid (2n=5x=85). Majority of apple cultivarsare diploids while some of them are
triploid. The objective of this study is to determine the nuclear DNA content and ploidy levels
of the genetic materials that make up the national apple living genetic resource collection in
Isparta Egirdir Fruit Growing Research Institute by using flow cytometry for the first time.
The collection consists of domestic and foreign 340 different apple varieties and genotypes,.
In the study, the samples were prepared using fresh leaf tissues from healthy plants,
Propidium iodide was used as a fluores cent dye. Vicia sativa (Commonvetch, cv Niliifer) was
used as an internal standard. According to there sult sobtained in the study, the 2C nuclear
DNA contents of 340 apple cultivars and genotypes varied between 1,46 pg and 2,45pg. The
nuclear DNA content differen cesamong apple cultivars and genotypes were statistically
significant as they established clearly separated two groups such as diploids and triploids. The
2C nulear DNA content of diploids and triploids varied between 1,46 ile 1,69 pg and 2,04 ile
2,45 pg, respectively. In the end of this study, it was found out that 284 out of 340 apple
cultivars and genotypes were diploid as the rest was triploid.

Keywords: Apple, Malus x domestica, Nuclear DNA Content, Flow Cytometer, Ploidy



ICINDEKILER

L0 7 8 i
A B ST RACT ettt sttt et E e et e s e he et e Rt e Rt et e Rt e Re e teent e Re e be et reens i
TCINDEKILER .........oooiiiiiieceeeeeeeseeee ettt sn sttt an st tnans iii
CIZELGELER DIZINI..........cooiiiiiiiieieeeeeeeeeeeee e ene s v
SEKILLER DIZINI.........cooiiiiiiiiiicecee ettt vi
SIMGELER DIZINI ......oocooiiiiiiiiineeses s vii
KISALTMALAR DIZINI .......ooooiiiiiiiiiiceeees s viii
TESEKKUR .......ooioiiieeeeee ettt ettt ettt ettt et ranas iX
Lo GIRIS .ottt ettt ettt ettt ettt ettt ettt ettt ettt ettt enenenans 1
1.1 Lteratlir OZEt cuvvuvveeiveieieieeeceeeeie ettt ettt s ettt 3
1.2 Calismanin Amact Ve KapSamil........cccoiiiiiiiiiiiiiiiiiesiie st 5
2. ELMA BITKIiSININ OZELLIKLERI, EKiMi, BAKIMI VE HASADI .................. 6
2.1 Elma Bitkisinin Genel OZelliKIETi..........ccovevevivcieieresieiseeieeieseseeeeeses s eneneeen, 6
2.2 Elma Bitkisinin HabitlisTl......ccooviiiiiriiiiiieiieiiee e 7
2.3 Spur Cesitler Ve OZeIlIKIETi. . .oeueviverererirereeereereeceeeeeeeeeees e s sae s seresesesesereresesesesesens 7
2.4 DOIIeNME BiyOlOJIST ..uvveiireeiieiiiieiiiesiie ettt sn e snne e 7
3. MATERYAL VE YONTEM ........ccccovisiiitieeeeeeeeeeesieeeessses e e ssses s, 9
3.1 MALEIYAL ... e e e ns 9
3.2 Flow Sitometri Ile Cekirdek DNA ANAliZi .....coovevevevevereeeeeeeeeeeiee e, 21
3.2.1 Stok Soliisyonun Hazirlanmasi ..........ccevveiiiiiiieiiceiieeseseee e 22
3.2.2 Doku Orneklerinin Analiz Igin Hazirlanmasi ............cccocoeveveveveveveeeeeeeeee, 22
3.2.3 Flow Sitometri ile DNA Igeriginin Olgiilmesi Ve Mutlak Degerin

HeSaplanmasi........c.ooiiiiiii e 24
3.2.4 IStatistikSel ANALIZ.........cocuevevirieeeiieteieeeeceeie ettt 27
3.3 Cekirdek DNA Igerigi Ile Ploidi Diizeylerinin iliskilendirilmesi..............c.ccoeuee... 27
3.3.1 Mikroskop ile Mitoz Kromozomlarinin sayillmasi.........ccccceeviieiiiiiicinnnnn, 28
3.3.2 Meristem Dokularin Elde EdiIImesi ........cccccoveviiiiiiiiiiiicicceceeee e 28
3.3.3 Kok Uglarmin Elde EAIIMESi.....cc.cciiiiiiiiiiiiiieciiiciie e 28

3.3.4 K6k Uglarmin Seliilaz Enzimleri ile Muamele Edilmesi Ve Preparatlarmn
HazZITTanmMaST.....c.viiiiiiic s 29
3.4 Kromozom Sayimi ve Fotograf Cekimi.........oouiiiiiiiiiiiiiiieiiciceeec e 30
A, BULGULAR ..ottt sttt b et e et et e e nbeeanbeesreeentee s 31
4.1 Cekirdek DNA ANANIZI c..oooiiiiiiiiiiiiiic e 31
4.2 Cekirdek DNA Igerigi ile Ploidy Diizeyinin Iliskilendirilmesi ..............ccoovvrevenen. 47



5. SONUC VE ONERILER ..........cccoiiiiiieeee ettt 49

KAYNAKLAR L.ttt h bbbt et e e e bt ebesneenbeenbe s 50
OZGECMIS ... Hata! Yer isareti tanimlanmamis.



CIZELGELER DiZINi
Cizelge 3.1. Calismada kullanilan elma gesit ve kodlart..........coccoeiiiiiiiiiiiiiiiice 9
Cizelge 3.2. Calismada kullanilan elma genotip ve kodlart .........ccccocvvviiiiiiiiiieniiie e 15

Cizelge 4.1. Calismamiz da kullanilan elma gesit ve genotiplerinin ortalama 2C Cekirdek
DNA igerikleri ve giiven araliklarina ait SONUGIAT...........ccuviiiiiiiiiieiii e 34



SEKILLER DIiZiNi

Sekil 3.1. Partec ticari kiti kullanilarak 6rneklerin hazirlanmasina ait akig

1S3 102 13 S PR ERSPRS 23
Sekil 3.2. Orneklerin karanlik yerde inkiibe edilmesi .........coceveveveveeereveieeieieeeeseeeiee e, 24
Sekil 3.3. Orneklerin flow sitometri cihazina yKIENMESi ...........ccevvveeveriveriicreisiereseeeieseaas 24

Sekil 3.4. Diploid elma bitkisi ve standarda ait (Niliifer yaygin fig ) G1 piklerinin birbirlerine
GOTE POZISYONIATT ..ttt bbb bt n e 26

Sekil 3.5. Histogramin cihazin sahip oldugu Flowmax yazilimi ile analiz edildikten sonraki

GOTUMTSTE 1.ttt ettt ettt e e bt e e bt e ek et e e b e e e ab e e e e s b e e e eab e e e amb e e e enb e e e nre e e nneeannes 26
Sekil 3.6. Cekirdek DNA igeriginin hesaplanmasinda kullanilan formiil ..............c.ccooeennenne 27
Sekil 3.7. Kok ucu elde etmek amaciyla ¢imlendirmeye alinan elma tohumlari ..................... 29
Sekil 3.8. Cimlendirmeye alinan tohumlarin petri kaplarindaki gortiniisii............ccccevieernenne 29

Sekil 4.1 Diploid elma bitkisine ait 6rnegin analizi sonucu elde edilen flow histogramin
goriintlisii (sol tarafta bulunan kisa pik elma bitkisi, sag tarafta bulunan uzun pik standarda
G Tl o8 S T ) IR 11331 ) USRS 32

Sekil 4.2 Diploid elma bitkisine ait 6rnegin analizi sonucu elde edilen flow histogramin
goriintlisii ( sol tarafta bulunan kisa pik elma bitkisi, sag tarafta bulunan uzun pik standarda
T 13 T ) IV U151 o PPN 32

Sekil 4.3. Triploid elma bitkisine ait 6rnegin analizi sonucu elde edilen flow histogramin
goriintlisii (sol tarafta bulunan kisa pik elma bitkisi, sag tarafta bulunan uzun pik standarda
(FIE DILKIST) QIEEIT). +eevveeeeieeie ettt b et r e 33

Sekil 4.4. Triploid elma bitkisine ait rnegin analizi sonucu elde edilen flow histogramin
gorlintiisii (sol tarafta bulunan kisa pik elma bitkisi, sag tarafta bulunan uzun pik standarda
(FIE DILKIST) QIEEIT). +eevveeeeieeie ettt ettt nn e 33

Sekil 4.5. Diploid Olan Elma Granny Cesidinin Kromozomlariin Goriinimii ...................... 48

Vi



SIMGELER DiZiNi

C Cekirdek DNA icerigi
2C Diploid Cekirdek DNA Igerigi
1C Haploid Cekirdek DNA igerigi

vii



KISALTMALAR DiZiNi

pL
ml
Pg
Pl
RNA
°C
cm

cm?

Mikrolitre
Mililitre
Pikogram
Propidium iodide
Riboniikleik Asit
Santigrat Derece
Santimetre

Santimetre kare

viii



TESEKKUR

Yiiriitiiciisii oldugu TUBITAK- 210095 nolu ve 'Flow sitometri ile ulusal elma
genetik kaynaklarimizin ¢ekirdek DNA igerikleri ve ploidi diizeylerinin belirlenmesi’ baglikli
arastirma projesine burslu 6grenci olarak katilma imkani sunan Isparta Egirdir Meyvecilik
Aragtirma Enstitiisiinde gorevli Dog. Dr. Emel KACAL ve ayni zamanda katildigim bu
projeyi tez calismam haline getirmeme imkan saglayan, tezimin her agamasinda yardimci
olan, tez calismami basariyla tamamlamami saglayan, engin bilgi ve deneyimlerinden
faydalandigim tez danismanim, ¢ok degerli hocam Prof. Dr. Metin TUNA ’ya tiim i¢tenligimle
tesekkiir ederim. Tez caligmalarim boyunca destegini esirgemeyen Dr. Glilsemin SAVAS
TUNA’ ya ayrica tesekkiirlerimi belirtmek isterim. Tez calismam siiresince yanimda olan
calisma arkadaslarim, Zir. Miih. Bekir CAN, Zir. Miith. Sema GOKCE ‘ye sonsuz
tesekkiirlerimi sunarim. Tiim hayatimda oldugu gibi egitim hayatimda da her zaman yanimda
olan, hayattaki en biiyiik sansim, annem ve babam basta olmak iizere tiim aileme de tesekkiir

ve minnetimi 6zellikle belirtmek istiyorum.

Yaren Ipek SIMSEK

Ziraat Miihendisi



1. GIRIS

Flow sitometri yontemi baslangigta tibbi amag ile kan hiicrelerinin hizli ve hassas bir
sekilde analiz edilmesi amaciyla gelistirilmistir. Flow sitometri sivi bir akis sistemi i¢erisinde
stispansiyon halinde hareket etmekte olan hiicrelerin, organellerin veya nukleus ve kromozom
gibi mikroskobik partikiillerin bir 151k hiizmesi oniinden teker teker gectikleri sirada optik
ozelliklerini (florasan yogunlugu ve 11k sagilimi) analiz edebilen essiz bir tekniktir (Dolezel,
Greilhuber, Suda, 2007). Yo6ntemin tipta kullanimi kisa bir siire igerisinde yayginlasmis ve bu
giin tibbi arastirma ve klinik uygulamalarda yararlanilan vazgeg¢ilmez yontemlerden biri

haline gelmistir (Dolezel, vd., 2007).

Bitki hiicrelerinin boyutlarinin biiyiilk olmasi, hiicre duvarina sahip olmalar1 ve
sekillerinin flow sitometri’ ye uygun olmamasi nedenleriyle yontemin bitkilerde kullanimi
yaklagik 20 yil gecikmistir ( Savas Tuna, Yiicel, Simsek, Can, Tuna, 2022). Flow sitometri ile
ilk bitki hiicresinin analizi 1973 yilinda Friedrich Otto Heller tarafindan yapilmistir (Heller,
1973). Ancak Ornek hazirlamadaki zorluklar nedeniyle yontem ilgi gormemistir. Flow
sitometrinin bitkilerde kullanimi Galbraith ve arkadaslarinin bitki hiicrelerinin analiz igin
hazirlanmasinda kullanilan basit ve hizli bir yontemi gelistirmesi ile 1983 yilinda
yayginlasmaya baglamistir (Galbraith ve Shields, 1982). Flow sitometri bugiin birgok bitki
laboratuarinda rutin olarak yapilan bir analiz yontemi haline gelmistir. Yontem tipta oldugu
gibi genis bir kullanim potansiyeline sahip olmasina ragmen, bitkilerde ¢ogunlukla ¢ekirdek

DNA analizlerinde kullanilmaktadir.

Cekirdek DNA igerigi eukaryotlarin niikleusu igerisinde bulunan toplam DNA miktari
olup, “C” harfi ile ifade edilmektedir (Bennett ve Leitch, 1995). Cekirdek DNA degerleri
kitap ve bilimsel yayinlarda 1C ya da 2C olarak sunulmaktadir. 1C haploid bir ¢ekirdegin, 2C
ise diploid bir ¢ekirdegin DNA igerigini pikogram (pg) olarak ifade etmektedir (Bennett ve
Leitch, 1995).

Cekirdek DNA igerigi bir tiirlin ayn1 ploidi diizeyine sahip bireyleri arasinda genellikle
sabittir ve degisiklik gostermez (Bennett ve Leitch, 1995). Bununla birlikte tiirler arasinda
yaklagik 2000 misli farklilik gosterebilmektedir (Ozkan, Tuna, Kilian, Mori, ve Ohta, 2010).
Bu 6zelligi nedeniyle ¢ekirdek DNA igerigi genom (tiir) spesifiktir (Bennett, 2000; Dolezel,
2007; Ohri, 1998; Vrana, 2014). Bundan dolay1 ¢ekirdek DNA igerigi biyolojinin taksonomi,



genetik ve evrim gibi bir¢ok alani ile birlikte bitki 1slahinda sik¢a ihtiyac duyulan son derece

O6nemli temel bir bilgidir (Bennett, 2000; Dolezel, 2007; Ohri, 1998; Vrana, 2014).

Kromozom sayisi ile siki bir dogrusal iligkiye sahip olmasi nedeniyle flow sitometri ile
Olclilmiis ¢ekirdek DNA igerigi ploidi diizeyini belirlemek amaciyla mikroskop ile yapilan
kromozom sayimina alternatif bir yontem olarak kullanilmaktadir (Lu, Kaepler, Vogel,
Arumuganathan, DJ, 1998; Tuna, Vogel, Arumuganathan, Gill, 2001). Flow sitometri yonteminin
klasik yontem (mikroskop) ile yapilan ploidi analizine gore istiinliigii boliinen hiicreye
gereksinim duymamasi, hassasiyeti, kolayligi ve hizidir (Lu, vd., 1998; Tuna, vd., 2001).
Metot Ozellikle bu tez calismasinda oldugu gibi c¢ok sayida Ornegin ploidi diizeyinin

belirlenmesi gerektigi durumlarda biiyiik avantaj saglamaktadir.

Diinya tizerinde eski ve koklii bir gegmisi olan elma (Malus communis L.), botanikte
Rosales takiminin, Rosaceae familyasinin, Pomoideae alt familyasinin, Malus cinsi i¢erisinde
yer almaktadir (Oz ve Bulagay, 1986). Taksonomik bilgiler dogrultusunda cins igerisindeki
tiir sayist 40 ile 55 arasinda degismektedir. Kiiltiir elmalarmin olusumuna kaynak olan en
onemli elma tiirleri Malus communis, Malus baccata ve Malus prunifolia'dir (Aydogan,
2019).

Ik kiiltiir elmasmin ortaya ¢ikisi tiirler arasi melezlenmenin sonucudur (Harris,
Robinson, Juniper, 2002). Ancak bu tiirlerin atas1 Bat1 Cin ile eski Sovyet Birligi sinirinda
bulunan Malus sieversii’'dir. Yetistirilmekte olan kiiltiir elmalar1 Malus x domestica olarak
bilinirler (Korban ve Skirvin, 1984).

Elmanin temel kromozom sayisi n = 17° dir (Westwood, 1995). Kiiltiir ¢esitlerinin
cogunlugunun diploid (2n=2x=34) olmasina ragmen cins igerisinde ploidi diizeyi diploid ile

pentaploid arasinda degisim gostermektedir (Westwood, 1995).

Bununla birlikte farkli tiirlere ait ¢ok sayida ¢esit ve genotip iceren ulusal elma genetik
kaynak koleksiyonumuzda ki genetik kaynaklarin ploidi diizeyi heniiz belirlenmemistir. Bu
durum koleksiyonun bitki 1slah1 programlarinda kullanimini sinirlandirmaktadir. Bu
caligmanin amaci flow sitometri ile Isparta da bulunan canli elma genetik kaynak bahgesinde

yer alan elma ¢esit ve genotiplerinin heniiz bilinmeyen ploidy seviyelerinin belirlemektir.



1.1 Literatiir Ozeti

Temel kromozom sayist x = 17 olan elmanin kiiltiirii yapilan ¢esitleri ¢ogunlukla
2n=2x=34 kromozom sayisi ile diploid ploidi diizeyine sahiptir. Bununla birlikte elma cinsi
icerisinde ploidi, diploid (2n=2x=34) ile pentaploid (2n=5x=85) arasinda degisim
gostermektedir (Westwood, 1995).

Omek olarak gecmis yillarda yapilmis olan ¢alismalarda Malus sikkimensis tiirii
triploid olarak saptanmistir. Ayni ¢alisma da M. coronaria, M. hupehensis, M. lancefolia
Rehd , M. x platycarpa ve M. toringoides Rehd. Hughes., tiirleri ise hem triploid hem de
tetraploid (2n=4x=68) olarak saptanmislardir (Janick, Cummins, Brown, Hemmat, 1996).
Giliniimiizde yaygin olarak yetistiriciligi yapilan “Gala”, “Golden Delicious” ve “Red
Delicious” gibi elma cesitleri diploid ploidi diizeyine, "Hiiryemez" , "Giimiishane" ve "
Jonagold" ¢esitleri ise triploid ploidi diizeyine sahiplerdir.

Malus cinsi igerisinde 2C c¢ekirdek DNA igerigi degerleri tiirlere gore farklilik
gostermekle birlikte, ploidi seviyesi diploid (2x=34) olan Malus x domestica’da 2C gekirdek
DNA igerigi degeri 1.514; triploid (3x=51) olan M. hupehensis’de 2.121; M. sikkimensis’de
2.164 olarak belirlenmistir (Hofer ve Meister, 2010).

2016 yilinda yapilan bir ¢alismada Malus x domestica c¢esidinin g¢ekirdek DNA
icerigini 1,54-1,65 pg olarak saptanmistir (Podwyszynska, Kruczynska,, Machlanska, Dyki,
Sowik, 2016).

Dickson ve arkadaslar1 triploid bir elma tiirii olan Jonagold i¢in 2C ¢ekirdek DNA
igerigini 2,43-2,53 pg olarak saptamislardir (Dickson, Arumuganathan, Kresovich, Doyle,
1992).

Flow sitometri metodu bugline kadar bir¢ok bitki tiirliniin ¢ekirdek DNA igerigi ve
ploidi diizeyinin belirlenmesinde basariyla kullanilmistir.

Bu ¢alismalarin birinde 12 serin ve sicak mevsim ¢im bitkisinin 2C ¢ekirdek DNA
icerigi belirlenmistir. Yapilan bu calisma da sicak mevsim ¢im tiirlerinin 2C ¢ekirdek DNA
igeriklerinin 0,86 ile 1,95 pg arasinda degisirken serin mevsim ¢im tiirlerinin ise 2C ¢ekirdek
DNA igeriklerinin 5,65 ile 15,59 pg arasinda degistigini saptanmistir (Arumuganathan,
Tallury, Fraser, Bruneau, Qu, 1999).

Bagka bir ¢aligma da ise Tuna ve arkadaslar1 (2018) flow sitometri ile Dogu Anadolu
bolgesinin dogal florasindan toplanmis olan 130’dan fazla Festuca (yumak) popiilasyonunun
2C c¢ekirdek DNA igeriklerini belirlemislerdir. Bu ¢alismanin sonucunda Festuca
populasyonlarinin ortalama 2C g¢ekirdek DNA igeriklerinin 4,63 pg ile 15,03 pg arasinda
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degistigi saptanmistir. Bu sonuglara gore popiilasyonlarin ploidi diizeylerinin diploid ile
dekaploid arasinda degistigi belirlenmistir ( Savag Tuna, Yilmaz, Ulutas, Sahin, Nizam,
Yiicel, Tuna, 2018 ).

Yapilmis olan bagka bir yliksek lisans tez c¢alismasinda ise diploid yoncanin 2C
cekirdek DNA igerikleri yaklasik olarak 1,90 pg ¢ikarken tetraploid yoncanin ise 3,25 pg
dolayinda oldugu tespit edilmistir (Mavioglu Kaya, M., 2010).

Yapilmis bir bagka yiiksek lisans tez ¢alismasin da lilkemiz kosullarinda durumlarini
belirlemek i¢in yurt disindan getirilen 13 tiire ait tek yillik 70 adet yabani aygigegi
(Helianthus spp.) aksesyonunun 2C c¢ekirdek DNA igerikleri flow sitometri metodu ile
belirlenmistir. Calismada elde edilen sonuglara gore aygicegi tiirlerinin ortalama 2C ¢ekirdek
DNA igerikleri 6,2 pg (H. neglectus ) ile 23,6 pg (H. agrestis) arasinda degistigi saptanmistir.
Calismada kromozomlar:1 sayilan her iki tiirde de 2n=2x=34 kromozom sayilmis ve tiirlerin
diploid oldugu belirlenmistir (Sahin, 2019).

Bagka bir ¢aligma da ise flow sitometri ile Kosova bolgesinde dogal olarak yetisen
Tulipa tiirlerinin (T. luanica ve T. kosovorica ) ortalama 2C ¢ekirdek DNA igerikleri sirasiyla
46,80 ve 44,41 pg olarak belirlenmistir (Tuna, Gashi, ve Osmani, 2019).

2016 yilinda yapilmis olan bir yiiksek lisans tez c¢alismasinda flow sitometri ile
Tiirkiye’nin farkli bolgelerinden toplanmis su kabagi bitkilerinin 2C ¢ekirdek DNA igerikleri
0,71-0,81 pg arasinda oldugu belirlenmistir (Ersoy, 2016).

Farkli lokasyonlardan toplanmis olan bamya bitkilerinin ise 2C ¢ekirdek DNA
ierikleri 2,88 - 3,00 pg arasinda degistigi saptanmistir (Orkeii, 2016).

2019 yilinda yapilmis olan bir yiiksek lisans tez ¢calismasinda Adana, Antalya, Bilecik
ve Samsun kokenli seker otu (Stevia rebaudiana) genotiplerinin ortalama 2C ¢ekirdek DNA
igeriklerinin 1,52 ile 1,67 pg arasinda degistigi belirlenmistir (Karaoglu, 2019 ).

2012 yilinda flow sitometri metodu kullanilarak Adi fig (Vicia sativa) tiirlerinin
ortalama 2C ¢ekirdek DNA igeriklerinin 3,34 -3,65 pg arasinda oldugu saptanmistir (Tiryaki
ve Tuna, 2012).

2011 yilinda yapilmis olan yiiksek lisans tez ¢alismasin da yurt disindan temin edilmis
olan 83 Bromus catharticus aksesyonlarinin 2C ¢ekirdek DNA igerikleri flow sitometri ile ilk
defa belirlenmistir. Calisma da elde edilen sonuglara gére Bromus catharticus aksesyonlarinin
ortalama 2C cekirdek DNA igeriklerinin 11,79 ile 13,72 pg arasinda degistigi saptanmistir
(Teykin, 2011).

Yapilmis olan bir baska calisma da Tiirkiye’nin bati bolgelerinden toplanmis olan

Hypericum perforatum L. ( sar1 kantaron) aksesyonlarinin flow sitometri metodu ile ortalama
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2C ¢ekirdek DNA igerikleri tespit edilmistir. Caligmada, Tiirkiye’nin 23 farkli lokasyonundan
toplanan 39 Hypericum perforatum L. aksesyonuna ait tohumlar materyal olarak kullanilmis

ve ortalama 2C ¢ekirdek DNA igeriklerinin 0,8-2,57 pg arasinda degistigi tespit edilmistir (
Savas Tuna, Duyu, Uzun, Yucel, Tuna, 2017).

1.2 Cahsmanin Amaci ve Kapsam

Sunulan tez caligmasinin amaci; Flow sitometri ile Isparta Egirdir Meyvecilik
Aragtirma Enstitiisii biinyesinde bulunan ulusal elma canli genetik kaynak koleksiyonunu
olusturan genetik materyallerin ¢ekirdek DNA igerikleri ve ploidi diizeylerini ilk defa
belirlemektir. Koleksiyon yerli ve yabanci olmak iizere toplamda 340 farkli elma gesit ve
genotipinden olugmaktadir. Her gesit ve genotip koleksiyonda 3 birey ile temsil edilmektedir.
Calismamizda koleksiyon igerisinde yer alan tiim elma bitkileri 3 tekrarli olarak toplamda
1020 bitkinin analizi yapilmistir.

Gecmis yillar da yapilan caligmalar da saptanmis olan diploid ve triploid cesitleri
mevcut olup, mayoz boliinme sirasinda ¢icek tozlarinda ve yumurta hiicrelerin de normal
dagilim gdstermeyen kromozomlara sahip olan triploid ¢esitlerden iiriin almak i¢in mutlaka
tozlayicilara ihtiya¢ duyulmaktadir. Kurulan bahgeler de tozlayici olarak ¢ogunlukla diploid
cesitler kullanilmaktadir.

Bu nedenle koleksiyondaki genetik materyallerin ploidi seviyelerinin belirlenmesi
genetik kaynaklar1 projelerine dahil etmek isteyen elma genetik ve 1slahgilari i¢in son derece

yararli olacaktir.



2. ELMA BITKISININ OZELLIiKLERI, EKiMi, BAKIMI VE HASADI
2.1 FElma Bitkisinin Genel Ozellikleri

Insanlik tarihinin ilk meyvesi yumusak cekirdekli meyve tiirleri arasinda yer alan elma
bitkisinin ortaya ¢ikis yeri tam olarak bilinmemekle birlikte Kuzey Anadolu, Giiney
Kafkaslar, Rusya’nin Giiney Batisinda kalan bolgeler ve Kazakistan’in dogusunda ortaya
ciktigl tahmin edilmektedir (Ozbek, 1978). Yurdumuz da ise yetistiricilige uygun elverisli
kiltiir merkezleri Kuzey Anadolu ve Orta Karadeniz’dir. Farkli ekolojilere dogal olarak uyum
saglamaktadir. Bu nedenle diinya {izerinde genis bir sekilde yayilis gostermektedir (Aydogan,
2019).

Elma bitkisi yaklasik 2 metre kadar derinlere inebilen bir kok sistemine sahiptir. Dal
yapist ise odun ve meyve dali olarak iki sekilde goriilmektedir. Odun dallar1 agaglarin
sekillenmesinde ve biiyiimesinde gorev almaktadir. Ilerleyen yillarda meyve dallarma
doniistirler. Meyve dallari ise kendi aralarinda topuz, kargi, dalcik ve ¢itanak olarak 4 gruba
ayrilir. Meyve dali olarak topuz en kisa daldir. Ilk olustugu yildan itibaren dalin ucunda odun
tomurcugu vardir. Topuz dalinin meyve dalina doniistiigii yillar da bu odun tomurcugu ise
cicek tomurcuguna doniisiir. Karg: dali ise topuz dalina gore daha uzundur. 11k olustugu yilda
bile bir ¢igek tomurcugu bulunabilir. Uzunluk bakimindan topuz meyve dali ile kargi meyve
dali arasinda dalcik meyve dali yer alir. Citanak meyve dali bircok kese ve bir araya
toplanmasindan olusur.

Elma ¢igegine hiizme ad1 verilir, ayni zaman da bir hiizme de 4 ile 10 arasinda ¢i¢ek
bulunmaktadir. Cicekler bir ana eksen iizerinde u¢ kisimlar da ve yanlarda dizilmislerdir.
Ciceklenme eksenin ilist kismindan baslamakta ve asagiya dogru kademeli olarak devam
etmektedir. Hiizme de ki ¢igeklenme 4-15 giin arasinda tamamlanmaktadir. Cigeklerin yapisin
da 5 adet canak yaprak ve tag yaprak bulunur. Canak yapraklar yesil renklidir. Ta¢ yapraklar
ise beyaz, pembe renge sahiplerdir. Sahip oldugu disi organ sayis1 5 tane iken erkek organ
sayis1 15-20 arasinda degismektedir. Elma bitkisinin meyvesi ise yalanc1t meyvedir. Meyve de
5 karpelden olusan perikarp vardir. Ender goriilmekle beraber bu karpel sayis1 4 veya 6
olabilmektedir. Karpellerin olusturdugu odaciklar da 2 adet tohum taslagi bulunmaktadir.
Tohumlar bu odaciklardaki tohum taslagmin gelismesi ile olusurlar. Perikarp ise 3 farkli
kisimdan olusmaktadir. Yenebilen etli ve yumusak kismi olusturan yerlere ekzokarp ve
mezokarp adi verilmektedir. Sertlesmis ve kikirdaksi yapiya ise endokarp adi verilmektedir

(Ozgagiran, vd., 2005).



Iklim istegi olarak soguk 1liman sartlari sevmekle beraber sert kislara da dayamklilik
gostermektedir. Ayrica bol giines alan, yeterli neme sahip topraklar da iyi yetismektedir.

Elma meyvelerinin hasadi son derece dikkatli ve narin sekilde yapilmalidir. Meyve
ince kabuklu oldugu icin hasat sirasinda avug¢ ig¢ine alinmamali ve parmakla sikilma
yaptlmamalidir. Hasat yapildiktan sonra soguk hava depolarinda muhafaza edilmelidir

(Ozgagiran, vd., 2005).
2.2 Elma Bitkisinin Habitiisii

Genetik materyalimiz olan elma agac¢larinin biiytikliikleri kullanilmis olan anaglara,
bolge ekolojisine ve gesitlere gore degismektedir. Gelismekte olan agaglar da dallar genellikle
yanlara dogru agildigindan agaglar yayvan sekiller alirlar. Ayn1 zaman da bazi gesitler dik
biiyiirler ve piramit seklini alirlar, bazilar1 ise semsiye seklini alirlar (Ozgagiran, Unal,

Ozeker, Isfendiyaroglu, 2005).
2.3 Spur Cesitler ve Ozellikleri

1950°1i yillar da Amerika Birlesik Devletlerin de elma bitkinsinin dogal habitusu
disinda gelisen bazi mutantlara rastlanmistir. Normal elma agaglarinin aksine bu mutant
agaclar gelisme kuvvetleri ve dallanma sekilleri bakimindan farklilik gostermislerdir. Bu
mutant agaclarda, normal elma agag¢larinin aksine gelisme kuvvetlerinin diisiik olmasi, toplu,
sik dalli, sik yaprakli ve erken meyveye yatmalar1 goze ¢arpmistir. Bu agaglarda meyve dali
olarak topuz (spur ) bulundugu i¢in ¢esitlere spur adi verilmektedir. Spur tipe sahip agaclar da
daha kiigiik ve kalin dokulu yapraklar, ayn1 zaman da daha biiyiik ve iri yapili meyveler
bulunmaktadir. Normal elma agaclarinin meyve olgulagsma periyodunun aksine bu mutant
agaclarda meyve olgunlasmalar1 5-15 giin daha ge¢ olmaktadir. Spur ¢esitlere 6rnek olarak
Red Delicious dan olusan spur gesitler arasinda Starkspur Red Delicious yer alirken, Starking

Delicious dan olusan spur cesitler arasinda Redspur, Starkrimson yer almaktadir (Ozgagiran,
vd., 2005).

2.4 Déllenme Biyolojisi

Elma bitkisin de goriilen en 6nemli ve baslica sorun déllenmedir. EIma bitkisi kendi
cicek tozlar ile dollenme yetenegine sahip olmadigi i¢in yabanci dollenir. Bu nedenle kendine

verimli degildir.



Tiir icersinde ploidi diizeyi bakimindan farkliliklar gézlense de cesitlerin ¢ogu 2n =
34 kromozom ile diploid yapidadir. Diploid olan ¢esitler yiiksek oranda canli ¢igek tozlarina
sahip olup ¢icek tozlarinin sekli diizgiin, biiyiikliikleri homojendir. Bu nedenlerden dolay1
elma bahgelerin de tozlayici olarak kullanilirlar. Bitkilerin diger bir ploidi seviyesi ise triploid
olup 51 kromozom igermektedir. Bu g¢esitlerin olusumunda mayoz bdliinme sirasinda
kromozomlar da normal bir dagilim olmadig1 i¢in ¢igek tozlarinda ve yumurta hiicrelerin de
farkli sayida kromozoma sahiptirler. Bu nedenle bu ¢esitler kendine uyusmaz olup iiriin

vermek i¢in mutlaka tozlayiciya ihtiyag duymaktadirlar (Ozgagiran, vd., 2005).

Diploid ve triploid elma agaclar1 arasinda tozlanma bdceklerle, 6zellikle arilarla
saglanmaktadir. Tozlanmanin yeterli olabilmesi i¢in her 5 dekar alan i¢in 1 kovan
bulundurulmalidir. Tozlanma periyodu ise ¢esit ve sicakliklara bagli olarak 2 ile 9 giin
arasinda degismektedir. Sicakliklarin ise 14 °C’ nin lizerinde olmasi uygun tozlanmay1
saglamaktadir. Bahge tesisi yapilirken tozlayici ¢esidin esas geside oranit %10-15 arasinda

olmalidir ve aralarindaki mesafe 12-15 metreden az olmalidir (Ozgagiran, vd., 2005).



3. MATERYAL VE YONTEM
3.1 Materyal

Isparta Egirdir Meyvecilik Arastirma Enstitiisii biinyesinde bulunan elma genetik
kaynaklar1 bahcesinde MM106 klonal elma anaci {izerinde asilanmis canli bitki olarak
bulunan toplam 340 farkli elma ¢esit ve genotipi ¢alismamizda kullanilan bitki materyalini
olusturmaktadir. Koleksiyon bahgesinde bulunan her bir ¢esit ve genotip 3 bitki (340 x 3 =
1020) ile temsil edilmektedir. Calismamizda koleksiyonda bulunan tiim elma bitkileri ayri
ayr1 analiz edilmis ve bdylece her bir farkli genotip ve c¢esit i¢in 3 tekrarlama yapilmistir.
Calismamizda diploid ploidi diizeyleri hali hazirda belirlenmis olan ingiliz, Golden, Granny

ve Fuji gesitleri de yer almaktadir.

Cizelge 3.1. Calismada kullanilan elma gesit ve kodlar1

No Cesit

2 Canada Renette
3 Sinap

5 Double Red Delicious
6 Nigde Ingiliz

7 Staymared

9 Close

12 Crown Gold

15 Piraziz

16 Adsiz

17 WilmutaJonagold
21 Jonabress

22 Karpuz

24 Mutsu

27 Sar1 Gobek

30 Sar1 Elma

32 Stark

39 Cigit



Cizelge 3.1. Calismada kullanilan elma gesit ve kodlar1 ( devami)

41 Jonica

45 Reinette Tardiva

48 Black Stayman Improved
50 Hiiryemez

52 Black Stayman

53 Jonagold

54 Novaja

56 Kalkandelen

57 Winesap

58 Malus domestica

59 Candir

60 Otawa

61 Braeburn

64 Rubinstein

65 Pristine

67 Harim

69 Wayne Spur Delicious
74 S. EarlyStripe

75 Yenice

76 Manted

77 RedJim

79 Gelin Elmas1 (Kiitahya)
82 Red Elstar

85 Elstar Van Viliet

86 Delbarestivale

87 Lodi Early Golden

91 Discovery

92 Golden Weinsberg
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Cizelge 3.1. Calismada kullanilan elma ¢esit ve kodlar1 ( devami)

99 Cidagut

100 Topaz

101 Red Spur

104 Karasaki

106 Yenisehir

108 Early Blaze

110 Arlet

111 Calville Rouge Datan
113 Tavsanbasi (Kiitahya)
115 Aivania

118 Gallia Beauty

122 Astramel

125 Spartan

127 Maluskirghisorum
130 All Red Jonathan
132 Giimiishane

139 Malussieversii
140 Mor Spur

145 Sandik

147 Delprim

148 Stis Elmas1

150 Giircii

152 Top Red

155 Winter Banana
156 Oregon Spur

163 Gold Rudi

166 Mc Intosh

167 Fiesta
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Cizelge 3.1. Calismada kullanilan elma ¢esit ve kodlar1 ( devami)

170 Hena

171 Uzun Yomra

175 Ranna Cervana Ptitsa
178 Rome Beauty

179 Idared

183 Daldabir

185 Belle Fleo Jello
189 Melrose

191 Ozark Gold

192 Goldstar

193 Chesapeake

198 Yellow Spur

200 Blackjon

201 Victoria

202 Yaz Tavsanbasi
203 Gloster

204 Rewena

206 Lena

208 Democrat

213 Enterprise

215 Starking Delicious
217 Galaxy Selecta
219 Pancarlik

220 Daldatek

223 Zlatna Preyuzho Dna
224 Pilot

227 Jonathan
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Cizelge 3.1. Calismada kullanilan elma ¢esit ve kodlar ( devami)

228 Will Early Red

230 Jonafree

232 Anglyska Zelena

233 Ferik

235 Giiz Tavsanbasi

236 Raritan Rose

239 Early Red One

240 Double Red Stayman Winesap
242 Elstar

243 Summer Regent

248 Eden spur

251 Sky Line Supreme

253 Pink Lady

256 Ed Gould Golden Delicious
257 Ervin Spur

260 Red Free

263 Anna

264 Batum

268 Dayton

272 York Imperial

273 Gold Jon

275 Samsun

277 Champion

278 Calville Rouge Delicious
280 Red Dykmonszoef

281 Priam

284 Rajka

285 Pasa Elmasi
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Cizelge 3.1. Calismada kullanilan elma ¢esit ve kodlar1 ( devami)

286 William’sPride
287 Dlatro Prevuzho Dna
289 Skyspur

290 Seker

291 Santana

293 Rose De Benauge
295 Ak

296 Rize Demir

300 Korella

309 Gelendost

315 Prima

316 Astragan Rouge
317 RedIngred Marie
320 Dallies

321 Reine de Renettes
325 Priscilla

326 Red Delcorf

329 Wealthy

331 Mollies Delicious
335 King Lucious

336 Amasya (Uludag)
338 Malusniedzwetzkyana
340 Hi Early Delicious
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Cizelge 3.2. Calismada kullanilan elma genotip ve kodlar1

No Genotip

1 Yb-2

4 Coll 73

8 Coll 47

10 Gobek (2475)
11 546 E

13 Demir (2562)
14 GK 37

18 E71

19 210887 (1-2)
20 GK 20

23 GK 14

25 Yaz Elmasi (2563)
26 392 E

28 GK 73

29 220887 (3-5)
31 Elma (2523)
33 180887 (5-1)
34 GK 76

35 Elma (2582)
36 180887 (1-1)
37 180887 (5-2)
38 190887 (1-4)
40 496 E

42 GK 55

43 Coll 72

44 GK 33

46 Mektep Elmasi (2565)
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Cizelge 3.2. Calismada kullanilan elma genotip ve kodlar1 (devami)

47 Demir (2486)

49 220887 (3-2)

51 GK 60

55 42-Bs-5 (Almila)

62 Gelin Elmas1 (2475)
63 GK 18

66 GK 17

68 Tokat 1

70 42-Kp-1 (Mayhos Tavsanbasi)
71 KAGK 19

72 KAGK 45

73 GK 29

78 Kagel 41

80 Coll 22

81 Cooper 41

83 KAGK 2

84 KAGK 107

88 42-Ko-1 (Yayla Piar)
89 GK 12

90 Gemlik 2

93 42-E-2 (Ankara Giizeli)
94 KAGK 49

95 EL-23035 ( Amasya)
96 GK 78

97 KAGK 63

98 Amasya 37

102 GK 15

103 GK 11
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Cizelge 3.2. Calismada kullanilan elma genotip ve kodlar1 (devami)

105 Coll 23

107 KAGK 43

109 GK 6

112 220887

114 Cooper 40

116 GK 38

117 Red Rome 262

119 42-C-5 (Yaz Amasya)
120 J/5/4/59 Bel.

121 Oltu Elmasi (2594)
123 385 E

124 Bey Elmasi (2477)
126 KAGK 51

128 Tathi Elma 2492

129 220887 (1-2)

131 180887

133 42-E-4 (Mayhos Yildizkiran)
134 GK 65

135 KAGK 11

136 KAGK 22

137 KAGK 25

138 371E

141 130887 (3-4)

142 Mahsusa Elmasi (2478)
143 KAGK 7

144 KAGK 8

146 Sogiit Elmasi (2480)
149 GK 57
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Cizelge 3.2. Calismada kullanilan elma genotip ve kodlar1 (devami)

151 GK 50

153 GK 19

154 KAGK 29

157 529

158 Yb-1

159 GK 2331

160 Cooper 7-SB-2
161 KAGK 17

162 KAGK 34

164 GK 72

165 62-1

168 KAGK 104

169 E 70

172 32E1

173 GK 23

174 GK 81

176 Kadir-Hatice (2602)
177 GK 67

180 Karanfil (2570)
181 GK 2334

182 Beyaz Elma (2575)
184 504 J

186 GK 5

187 GK 2328

188 GK 35

190 42-E-7 (Yildizkiran)
194 Cooper 4

195 KAGK 114
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Cizelge 3.2. Calismada kullanilan elma genotip ve kodlar1 (devami)

196 GK 68

197 42-E-1 (Daldabir)
199 Tatli Elma (2511)
205 42-A-1 (Yaz elmasi)
207 542E

209 GK 2332

210 Tokat 2

211 42-Kp-3 (Karapimar Elmasi)
212 Aksu 4

214 KAGK 48

216 32E2

218 384 E

221 GK 2

222 GK 31

225 Demir (2514)

226 KAGK 6

229 Cooper 42

231 GK P 36

234 210887(1-4)

237 Altinok Elmasi (2490)
238 Orak 2

241 372 E

244 Cooper 44

245 Tavsanbasi (2531)
246 Gemlik-3

247 GK 48

249 KAGK 5

250 200887 (1-9)
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Cizelge 3.2. Calismada kullanilan elma genotip ve kodlar1 (devami)

252 Cincik (2471)

254 Cooper 39

255 Kirmizi elma (2552)
258 GK 47

259 Elma (2590)

261 Tokat 4

262 Petek 2577

265 Susuz Elma (2500)
266 Amasya 351

267 Coll 32

269 Cooper 900

270 GK 4

271 170887(2-5)

274 473 E

276 62-2

279 190887(3-2)

282 Kis Elmas1 (2590)
283 130887 (2-3)

288 210887 (2-1)

292 GK 66

294 GK 56

297 Petevrek Elmasi (2566)
298 GK9

299 42-E-6 (Kaba elma)
301 Yb 3

302 GK 63

303 200887 (1-2)

304 GK 82
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Cizelge 3.2. Calismada kullanilan elma genotip ve kodlar1 (devami)

305 250887 (1-10)

306 GK 2411

307 24 M 31

308 63-6-2

310 Amasya 532

311 GK 21

312 Pozmer 20

313 Sivanor Elmasi (2601)
314 Yaz Elmasi (2488)
318 42-C-3 (Tath Tavsanbasi)
319 GK 34

322 180887 (2-1)

323 GK 2329

324 Kasel 37

327 GK 13

328 180887 (4-4)

330 E 45

332 42-E-3 (Hanim Teni)
333 383 E

334 GK 32

337 GK 51

339 240887 (1-2)

3.2 Flow Sitometri ile Cekirdek DNA Analizi

(3 ayr bitki) olarak yapilmistir. Analizler de bitkilere ait saglikli, gen¢ fakat tam biiyiikliige
ulagsmis yaprak dokular1 kullanilmistir. Yaprak dokulart Isparta’dan Tekirdag’a buz kaliplar

arasma yerlestirilmis ve igerisinde iki tabaka nemlendirilmis havlu kagit bulunan klipsli

Cekirdek DNA analizleri toplam olarak 340 adet elma bitkisi tizerinde 3 tekrarlamali
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posetler ile gonderilmistir. Standart bitki olarak 2C c¢ekirdek DNA igerigi 3,65 pg olarak
bilinen Niliifer yaygin fig (Vicia sativa) kullanilmistir. Cekirdek DNA analizleri Namik
Kemal Universitesi Tarla Bitkileri Boliimii, Bitki Genetigi ve Sitogenetigi Laboratuarinda
bulunan PARTEC marka Flow sitometri cihazi kullanilarak yapilmistir. Caligsmamizda
ornekler Partec firmasinin ¢ekirdek izolasyon ve DNA boyama ticari kiti (CyStain PI absolute

P) kullanilarak hazirlanmstir.
3.2.1 Stok Soliisyonun Hazirlanmasi

Partec firmasma ait ¢ekirdek izolasyon ve DNA boyama ticari kiti (CyStain PI
absolute P) icerisin de boyama soliisyonu, izolasyon bufferi, propidium iodide ve RNAse
bulunmaktadir. Kit igerisinde yer alan ¢ekirdek izolasyon soliisyonu kullanima hazir iken
boyama soliisyonu her bir 6rnek igin; 2 ml boyama soliisyonu, 12 ul PI ve 6 pl RNA

karistirilarak hazirlanir. Soliisyon kullanimdan hemen 6nce hazirlanmistir.
3.2.2 Doku Orneklerinin Analiz i¢in Hazirlanmasi

Elma ve standart olarak se¢ilmis Niliifer yaygin fig (Vicia sativa) bitkilerinin geng ve
saglikli yapraklarindan sirastyla 1,0 cm? ve 0,5 cm? boyutunda kesilen doku pargalart petri
kabma yerlestirilmistir. Uzerlerine 500 pl gekirdek izolasyon soliisyonu ilave edilmistir.
Daha sonra keskin bir jilet yardimiyla 30-60 saniye siiresince kiiciik parcalara ayrilacak kadar
pargalanmistir. Daha sonra hazirlanan 6rnegin i¢inde bulunan petri kabi 10-15 saniye kadar
calkalanmistir. Bu islemden sonra rnek filtre ile siiziilerek tiip igerisine aktarilmistir. Uzerine
ise daha dnceden hazirladigimiz 2 pl boyama soliisyonu ilave edilmis karanlik bir ortamda 60
dakika boyunca inkiibe edilmistir. Inkiibe edilen ornekler siire sonunda flow sitometri

cihazinda analiz edilmistir.
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Sekil 3.1. Partec ticari kiti kullanilarak 6rneklerin hazirlanmasina ait akis semasi
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Sekil 3.3. Orneklerin flow sitometri cihazina yiiklenmesi

3.2.3 Flow Sitometri fle DNA i¢eriginin Ol¢iilmesi Ve Mutlak Degerin Hesaplanmasi

Ornek hazirlama protokolii uygulanarak islem gormiis bitki dokularinin hiicreleri
mekanik olarak birbirinden ayrilmistir. Boylece hiicre ¢ekirdekleri serbest kalmis, cekirdek
zar1 buffer igerisinde bulunan deterjanlarca tahris edilip ¢ekirdek zari iizerinde delikler
olugsmustur. Olusan bu delikler sayesinde boyama soliisyonun igerdigi pozitif (+) yiikli
propidium iodide (PI) c¢ekirdek igerisine girerek negatif (-) yiikli niikleik asitlere
baglanmistir. Cekirdek igerisine giren PI miktar1 ¢ekirdegin icerisinde bulunan DNA miktari
ile orantilidir. Siispansiyon halinde bulunan boyanmis hiicre ¢ekirdekleri Flow sitometri
cthazinin akis sisteminde bulunan lazer 15181 6niinden teker teker gecmektedirler. Bu esnada
lazer 15181 her ¢ekirdegin igerisinde bulunan PI boyasini aktive eder. Aktive olan PI ¢ekirdek
icerisinde bulunan PI miktar: ile orantili bir sekilde floresan 15181 yayar. Yayilan bu floresan
15181 cihazin optik bolimlerinde ayristirilarak dijital degerlere (rakam) dondstirtlip Flow

histogrami olarak cihaza bagli olan bilgisayarin monitoriine yansitilir. Flow histograminin
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dikey ekseni analiz edilen partikiil (¢ekirdek) sayisini, yatay eksen ise floresan yogunlugunu
gostermektedir. Yatay eksenin sagina dogru ilerledikce florasan yogunlugu artmaktadir. Flow
histogram tizerinde goézlenen pikler 6rnek ve standarda ait G1 pikleridir. Histograminin en
solunda bulunan ve konik olmayan genis bir pik’e benzer yiikseklik ise pargalanma sonucu
ortaya ¢ikan debris denilen hiicre kalintilarini (pargalanmis c¢ekirdekler, kromozomlar,
plastitler, diger ve organelleri) gostermektedir. Bu kisim kirlilik olarak da
isimlendirilmektedir. Ornegin hazirlanmas1 sirasinda gosterilecek hassasiyet ile bu kirliligin

minimize edilmesi mimkindir.

Cekirdek DNA igerigi histogram iizerinde bulunan Ornek ve standarda ait G1
piklerinin ortalama floresan yogunluklarma ait degerler kullanilarak asagidaki formiil ile
hesaplanir. Flow histogram cihaza 6zel Flowmax programi ile analiz edildiginde 6rnek ve
standarda ait piklerin floresan yogunluklarina ait degerleri histogramin sag iist kosesinde tablo

halinde goriilmektedir (Sekil 3.5.).
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Sekil 3.4. Diploid elma bitkisi ve standarda ait (Niliifer yaygin fig ) G1 piklerinin birbirlerine
gore pozisyonlari
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Sekil 3.5. Histogramin cihazin sahip oldugu Flowmax yazilimi ile analiz edildikten sonraki

gorunust

Ornegin cekirdek DNA igerigi Sekil 3.5.” in sag iist kosesindeki tabloda yer alan piklere ait
mean degerleri kullanilarak asagidaki formiil araciligi ile hesaplanmaktadir.
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DNA miktari bilinmeyen (6rnek)
bitkiye ait floresan yogunlugu

( G1 pikinin degeri)
Cekirdek DNA igerigi = x Standardin DNA Igerigi

Standarda ait floresan yogunlugu
(G1 pikinin degeri )

Sekil 3.6. Cekirdek DNA igeriginin hesaplanmasinda kullanilan formiil

Sekil 3.5. de sunulmus olan histogramin mean degerleri formiilde yerine
yerlestirildiginde 6rnegin ortalama 2C ¢ekirdek DNA igerigi (118,67 /238,10) x 3,65 =1,53

pg olarak hesaplanmis olur.
3.2.4 Ilstatistiksel Analiz

Yapilan bu calisma da 340 adet elma cesit ve genotipine ait 2C cekirdek DNA
iceriklerinin istatistiksel analizi Confidence Intervals giiven aralig1 analiz metodu kullanilarak
yapilmustir (Steel and Torrie, 1960). Bu test sonucunda kullandigimiz her parametre igin bir
alt ve iist sinir degeri elde edilmistir. Alt ve iist degerleri Ortlisen cesit ve genotipler arasinda
cekirdek DNA icerigi bakimindan farklilik olmadig kabul edilmektedir. Yontem (T) testine
esdegerdir (Steel and Torrie, 1960).

3.3 Cekirdek DNA Icerigi Ile Ploidi Diizeylerinin liskilendirilmesi

Flow sitometri ile yapilan ploidi analizlerinde belirlenmis ¢ekirdek DNA igeriginin
ploidi diizeyi ile iliskilendirilmesi gerekmektedir. Bu iglem farkli DNA igerigine sahip 6rnek
gruplarinda birer ornegin kromozomlarinin klasik yontem olan mikroskop ile sayilmasiyla
yapilmaktadir. DNA igerigi benzer olan Orneklerin ploidi diizeylerinin ayni oldugu
varsayillmaktadir. Sadece bir 6rnegin kromozomlar: sayilarak tiim 6rneklerin ploidi diizeyleri
belirlenmis olmaktadir. Bu iliskilendirme sayet var ise daha Once yapilmis caligmalarin

sonuglarindan yararlanarak da yapilabilmektedir.

Calismamiz da hali hazir da diploid oldugu bilinen dort adet elma gesidi de yer
almaktadir. Bu nedenle bu elma gesitleri ile benzer DNA igerigine sahip tiim g¢esit ve

genotipler diploid (2n = 2x = 34) olarak kabul edilmistir. Ayn1 zaman da bu sonucu teyit
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etmek maksadiyla diploid grupta yer alan Ingiliz, Golden, Granny ve Fuji cesitlerin de

mikroskop ile mitoz kromozomlarinin sayimi da yapilmstir.

Diger grupta yer alan genotip ve cesitlerin yaklasik % 50 daha fazla ¢ekirdek DNA

igerigine sahip olmalar1 nedeniyle triploid olduklar1 varsayilmistir.
3.3.1 Mikroskop ile Mitoz Kromozomlarinin sayilmasi

Kromozom sayimi meristem dokular kullanilarak hazirlanmis sitolojik preparatlar
tizerinde yer alan hiicreler igerisindeki mitoz kromozomlarmin mikroskop altinda incelenerek

yapilmustir.
3.3.2 Meristem Dokularin Elde Edilmesi

Elma bitkilerinin yabanci doéllenmelerinden dolay1r baslangigta calismamiz da
meristem dokularin siirgiin uglarindan elde edilmesi planlanmis olmasina ragmen, siirgiin ucu
meristem dokularimin elde edilememesi sebebiyle meristem dokular bu g¢esitlere ait

tohumlarin ¢imlendirilmesiyle kok u¢larindan elde edilmistir.
3.3.3 Kok Uclarmin Elde Edilmesi

Bu amag ile 4 diploid elma ¢esidine ait tohumlar igerisinde 2 tabaka nemlendirilmis
filtre kag1d1 bulunan petri kabina aralikli olarak yerlestirilmistir. Petri kaplar sirastyla 6nce 24
saat 20 °C ye ayarlanmis etiiv de daha sonra da yine 24 saat +4 °C de inkiibe edilmistir. Soguk
uygulamasindan sonra petri kaplar1 tekrar etiive transfer edilmis ve kok uglari uygun
gelismeyi gosterene kadar 151ksiz ortamda inkiibe edilmistir. Kok uglart yaklasik 1 cm kadar
biiyiidiiklerinde bir jilet yardimiyla kesilerek igerisinde soguk su bulunan cam siselere transfer
edilmistir. Kok uclar1 soguk su icerisinde yaklasik 20 saat kadar inkiibe edildikten sonra
igerisinde farmer soliisyonu (3 kisim etanol 1 kisim asetik asit) bulanan cam sigelere transfer

edilmistir. Kok uglar1 bu sekilde kullanilana kadar buzdolabinda (+4°C) muhafaza edilmistir.
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Sekil 3.8. Cimlendirmeye alinan tohumlarin petri kaplarindaki goriiniisii

3.3.4 Kok Uclarimn Seliilaz Enzimleri ile Muamele Edilmesi Ve Preparatlarin

Hazirlanmasi

3:1 alkol:asetik asit soliisyonu igerisinde bulunan kok uclar1 soliisyon ile beraber bir
petri kabina aktarilmis ve ardindan kok uglari pecete ile kurulanarak icerisinde %1°lik Sitrat
Soliisyonu ile 3 defa 5 dakika bekletmek suretiyle yikanmistir.Yikanmadan sonra kok uglari
enzim soliisyonuna {%20(v/v) pectinase (Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO, USA), %1
(w/v) cellulase (Calbiochem, San Diego, CA, USA) ve %1 (w/v) cellulase Onozuka R-10
(Serva)} transfer edilerek 37 °C de yaklasik 2 saat inkiibe edilmistir. Siire sonunda kap
icerinde bulunan enzim pipet yardimiyla kaptan uzaklastirilmis ve sitrat buffer eklenerek buz
iizerinde 10 dakika inkiibe edilmistir. Kok ucu meristem dokulari mikroskop yardimiyla
kaliptra ve epidermis kisimlarindan izole edildikten sonra bir mikro pipet ile alinarak lam
tizerinde transfer edilmis ve ince bir alet ile parcalanarak yayilmasi saglanmigtir. Daha sonra
meristem dokunun bulundugu kisim iizerine 1 damla % 45’lik asetik asit damlatilarak lamel
kapatilmistir. Dapi ilavesi i¢in preparat tizerindeki lamel derin dondurucuda minimum 1 saat

bekletildikten sonra dikkatli bir sekilde uzaklastirilmis ve 24 saat oda sartlarinda
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kurutulduktan sonra dapi ilave edilerek {izerine tekrar lamel yerlestirilmistir. Dapi ilavesinden

sonra preparatlar analiz edilene kadar buzdolabinda (+4°C) karanlikta bekletilmistir.
3.4 Kromozom Sayim ve Fotograf Cekimi

Hazirlanan sitolojik preparatlar iizerinde iyi dagilmis ve tam kromozom sayisina sahip
hiicrelerin kromozomlar1 olympus marka BX 51 model mikroskobu ile sayilmis ve hiicrelerin
fotograflart 1000 misli biiyiitiilerek spot marka Rt Slider model CCD dijital kamera ile
cekilmistir.
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4. BULGULAR
4.1 Cekirdek DNA Analizi

Calismamizda ulusal canli elma genetik kaynak koleksiyonumuzda yer alan 340 adet
elma ¢esit ve genotipinin ¢ekirdek DNA igerikleri ilk defa basariyla belirlenmistir. Bir kag
genotip hari¢ standart sapma degerlerinin 0,07 degerinin altinda gerceklesmis olmasi
calismada elde edilen sonuclarin giivenilirligini gostermektedir (Tuna, vd., 2001). Bununla
birlikte 4 genotipin {Jonagold, Novaja, 42-Bs-5 (Almila), Kalkandelen} standart sapmasi
digerlerinden oldukga yiiksek (0,40-0,49) oldugu tespit edilmistir.

Elde edilen sonuglar ¢izelge 4.1. de topluca sunulmustur. Cizelge 4.1. den goriilebilecegi
lizere ¢alismamizda incelenen 340 elma ¢esit ve genotipinin ortalama 2C ¢ekirdek DNA
icerigi 1,46 ile 2,45 pg arasinda degismektedir. Elde edilen bu sonuclara gére elma ¢esit ve
genotipleri ortalama 2C ¢ekirdek DNA sonuglarina gore ¢ok bariz iki gruba ayrilmaktadir.
Elma cesit ve genotipleri arasinda gozlenen c¢ekirdek DNA farkliliklar: istatistiki agidan
onemli bulunmustur. Birinci grupta ortalama 2C ¢ekirdek DNA igerigi 2,04 ile 2,45 pg
arasinda degisim gosterirken ikinci grupta 1,46 ile 1,69 pg arasinda degisim gostermektedir.
Cekirdek DNA degerleri grup icerisinde siireklilik (continious) gosteren data 6zelligine sahip

iken gruplar arasinda 0,35 pg lik bir aralik gézlenmektedir.
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Sekil 4.1 Diploid elma bitkisine ait 0rnegin analizi sonucu elde edilen flow histogramin
goriintiisii (sol tarafta bulunan kisa pik elma bitkisi, sag tarafta bulunan uzun pik standarda
(fig bitkisi) aittir).

100 Peak Index Mean  Area Area% CV% ChiSqu.
1 1.000 4951 303 2021 1953 035
2 2282 11299 369 2461 471 0.35
3 5333 26404 827 5518 337 035
80
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Sekil 4.2 Diploid elma bitkisine ait 6rnegin analizi sonucu elde edilen flow histogramin
gorilintiisii ( sol tarafta bulunan kisa pik elma bitkisi, sag tarafta bulunan uzun pik standarda
(fig bitkisi) aittir ).
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Sekil 4.3. Triploid elma bitkisine ait 6rnegin analizi sonucu elde edilen flow histogramin
goriintiisii (sol tarafta bulunan kisa pik elma bitkisi, sag tarafta bulunan uzun pik standarda

(fig bitkisi) aittir).
100 Peak  Index Mean  Area Area% CV% ChiSqu.
1 1000  56.92 306 1895 2649 022
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Sekil 4.4. Triploid elma bitkisine ait 6rnegin analizi sonucu elde edilen flow histogramin
goriintiisii (sol tarafta bulunan kisa pik elma bitkisi, sag tarafta bulunan uzun pik standarda
(fig bitkisi) aittir).
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Cizelge 4.1. Calismamiz da kullanilan elma ¢esit ve genotiplerinin ortalama 2C Cekirdek
DNA igerikleri ve giliven araliklarina ait sonuglar

Cekirdek S;Yl::
No  Cesit i[s): ’e\lriAgi SS;erf;” L Grup
(pg 2C) sinr  siir
1 Yb-2 2,45 0,03 0,02 239 252 A
2 Canada Renette 2,44 0,09 0,07 222 266 A
3 Sinap 2,43 0,04 0,03 234 251 A
4 Coll 73 2,38 0,06 0,05 222 253 A
5 Double Red Delicious 2,37 0,03 0,02 230 243 A
6 Nigde Ingiliz 2,36 0,01 0,01 234 238 A
7 Staymared 2,36 0,05 0,04 224 247 A
8 Coll 47 2,36 0,06 0,05 221 250 A
9 Close 2,35 0,05 0,04 223 248 A
10  Gobek (2475) 2,35 0,03 0,03 227 243 A
11 546 E 2,35 0,05 0,04 224 247 A
12 Crown Gold 2,35 0,06 0,05 220 250 A
13 Demir (2562) 2,35 0,05 0,04 222 247 A
14 GK37 2,34 0,01 0,00 2,33 236 A
15 Piraziz 2,34 0,05 0,04 222 247 A
16 Adsiz 2,34 0,11 0,09 208 260 A
17 Wilmuta Jonagold 2,34 0,03 0,02 227 241 A
18 ET71 2,34 0,03 0,02 226 241 A
19 210887 (1-2) 2,34 0,07 0,06 215 252 A
20 GK 20 2,34 0,01 0,00 232 235 A
21 Jonabress 2,33 0,02 001 229 237 A
22  Karpuz 2,33 0,02 0,02 227 238 A
23 GK14 2,32 0,00 0,00 229 236 A
24  Mutsu 2,32 0,02 0,02 227 237 A
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Cizelge 4.1. Calismamiz da kullanilan elma gesit ve genotiplerinin ortalama 2C Cekirdek
DNA igerikleri ve giiven araliklarina ait sonuglar (devam)

25  Yaz Elmasi (2563) 2,32 0,05 0,04 2,19 244

26 392E 2,32 0,03 0,02 225 238

27  Sar1 Gobek 2,31 0,06 005 218 245

28 GK73 2,31 0,07 0,06 2,13 2,48

29 220887 (3-5) 2,31 0,07 0,06 212 249

30  Sar1 Elma 2,30 0,04 0,03 221 239

31 Elma (2523) 2,29 0,05 0,04 2,18 240

32 Stark 2,29 0,08 0,06 2,10 248

33 180887 (5-1) 2,29 0,02 001 225 232

34 GK76 2,29 0,07 005 212 245

35 Elma (2582) 2,29 0,07 0,05 213 245

36 180887 (1-1) 2,27 0,03 0,02 220 2,35

37 180887 (5-2) 2,27 0,02 002 222 233

38 190887 (1-4) 2,27 0,04 004 216 238

39 Cigit 2,27 0,09 0,08 2,04 250

40 496 E 2,27 0,05 0,04 215 2738

41  Jonica 2,26 0,06 0,05 211 241

42  GK55 2,26 0,10 0,09 2,00 252

43 Coll 72 2,25 0,03 002 219 232

44 GK33 2,25 0,03 003 216 2,34

45 Reinette Tardiva 2,23 0,10 0,08 1,99 247

46  Mektep Elmasi (2565) 2,23 0,11 0,09 197 249

47  Demir (2486) 2,23 0,12 0,09 194 252

48  Black Stayman Improved 2,22 0,03 0,02 2,15 2,30

49 220887 (3-2) 2,22 0,09 0,07 199 245

DD IS AN PR D IS IS I SIS S S S S I A 1S (P P e I

50 Hiryemez 2,21 0,08 0,06 2,02 239
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Cizelge 4.1. Calismamiz da kullanilan elma gesit ve genotiplerinin ortalama 2C Cekirdek
DNA igerikleri ve giiven araliklarina ait sonuglar (devam)

51 GK&60 2,21 0,05 0,04 2,08 233

52  Black Stayman 2,16 0,10 0,08 1,92 240

53 Jonagold 2,13 0,40 0,33 1,12 3,13

54  Novaja 2,08 0,45 0,37 096 3,20

55 42-Bs-5 (Almila) 2,07 0,49 0,40 0,86 3,29

56 Kalkandelen 2,04 0,42 0,35 0,98 3,09

57 Candir 1,69 0,04 0,03 159 1,79

58 Otawa 1,68 0,02 001 164 171

59  Braeburn 1,68 0,02 002 162 1,73

60  Gelin Elmast (2475) 1,67 0,03 002 160 1,73

61 GK18 1,65 0,06 0,05 151 1,79

62 Rubinstein 1,65 0,03 0,02 157 1,72

63  Pristine 1,65 0,01 0,00 163 1,66

64 GK17 1,64 0,07 0,06 146 181

65 Harim 1,64 0,03 0,03 156 1,72

66 Tokat1l 1,63 0,03 0,03 155 171

67  Wayne Spur Delicious 1,63 0,11 0,09 1,37 1,90

68 42-Kp-1 (Mayhos Tavsanbasi) 1,63 0,03 0,02 156 1,70

69 KAGK 19 1,63 0,02 0,02 158 1,68

70 KAGK 45 1,63 0,05 0,04 150 1,76

71 GK29 1,63 0,01 0,00 161 1,64

72 S. Early Stripe 1,63 0,02 0,02 157 1,68

73  Yenice 1,63 0,05 004 150 1,75

74 Manted 1,62 0,05 0,04 150 1,75

75 RedJim 1,62 0,05 0,04 149 1,75

W W W W W W W W W W W W W W W W W W W @ > > > > > >

76  Kasel 41 1,62 0,08 0,07 141 182
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Cizelge 4.1. Calismamiz da kullanilan elma gesit ve genotiplerinin ortalama 2C Cekirdek
DNA igerikleri ve giiven araliklarina ait sonuglar (devam)

77  Gelin Elmasi (Kiitahya) 1,62 0,02 0,01 158 1,65

78 Coll 22 1,62 0,02 0,02 156 1,67

79  Cooper 41 1,61 0,02 0,01 158 1,65

80 Red Elstar 1,61 0,03 0,02 155 1,68

81 KAGK?2 1,61 0,08 0,06 1,42 1,80

82 KAGK 107 1,61 0,04 0,03 151 1,72

83  Elstar Van Viliet 1,61 0,04 0,03 152 1,70

84  Delbarestivale 1,61 0,02 001 157 164

85 Lodi Early Golden 1,61 0,02 0,02 155 1,66

86 42-Ko-1 (Yayla Piar1) 1,61 0,02 0,02 155 1,66

87 GK12 1,61 0,03 0,02 153 1,68

88 Gemlik 2 1,61 0,02 0,02 155 1,66

89  Discovery 1,60 0,02 0,01 157 1,64

90 Golden Weinsberg 1,60 0,03 0,02 154 1,67

91 42-E-2 (Ankara Giizeli) 1,60 0,02 0,02 155 1,66

92 KAGK 49 1,60 0,04 0,03 152 1,69

93 EL-23035 (Amasya) 1,60 0,03 0,03 152 1,68

94 GK78 1,60 0,01 0,01 1,58 1,62

95 KAGK 63 1,60 0,02 0,01 156 1,64

96 Amasya 37 1,60 0,06 0,05 144 1,76

97  Cidagut 1,60 0,03 0,02 153 1,67

98 Topaz 1,60 0,01 0,00 158 161

99  Red Spur 1,60 0,04 0,03 150 1,70

100 GK15 1,60 0,04 0,03 150 1,70

101 GK11 1,60 0,03 0,02 153 1,66

W W W W W W W W W W W W W W W W W W W W W W W W W W

102 Karasaki 1,60 0,02 0,02 154 1,65
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Cizelge 4.1. Calismamiz da kullanilan elma gesit ve genotiplerinin ortalama 2C Cekirdek
DNA igerikleri ve giiven araliklarina ait sonuglar (devam)

103 Coll 23 1,60 0,03 0,02 1,53 1,66

104 Yenisehir 1,60 0,04 0,03 149 1,70

105 KAGK 43 1,60 0,02 001 15 1,63

106 Early Blaze 1,59 0,01 0,01 156 1,62

107 GK©6 1,59 0,05 004 148 171

108 Arlet 1,59 0,01 0,00 158 161

109 Calville Rouge Datan 1,59 0,04 0,03 150 1,69

110 220887 1,59 0,03 0,02 153 1,66

111 Tavsanbasi (Kiitahya) 1,59 0,02 0,01 156 1,63

112 Cooper 40 1,59 0,02 0,01 155 1,63

113 Aivania 1,59 0,02 0,01 155 1,63

114 GK 38 1,59 0,03 0,02 152 1,66

115 Red Rome 262 1,59 0,01 001 157 161

116 Gallia Beauty 1,59 0,06 0,05 144 174

117 42-C-5 (Yaz Amasya) 1,59 0,06 005 145 1,73

118 J/5/4/59 Bel. 1,59 0,03 0,03 151 1,67

119 Oltu Elmasi (2594) 1,59 0,04 0,03 149 1,69

120 Astramel 1,59 0,03 0,02 152 1,65

121 385E 1,59 0,03 0,03 151 1,67

122 Bey Elmasi (2477) 1,59 0,01 000 157 1,60

123 Spartan 1,59 0,03 0,02 151 1,66

124 KAGK 51 1,59 0,08 0,07 139 1,79

125 Maluskirghisorum 1,58 0,02 0,02 153 1,64

126 Tath Elma 2492 1,58 0,08 0,06 1,40 1,77

127 220887 (1-2) 1,58 0,01 0,00 1,57 1,60

W W W W W W W W W W W W W W W W W W W W W W W W W W

128 All Red Jonathan 1,58 0,04 0,03 148 1,68
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Cizelge 4.1. Calismamiz da kullanilan elma gesit ve genotiplerinin ortalama 2C Cekirdek
DNA igerikleri ve giiven araliklarina ait sonuglar (devam)

129 180887 1,58 0,04 0,03 1,50 1,67

130 Gilimiishane 1,58 0,01 0,01 155 161

131 42-E-4 (Mayhos Yildizkiran) 1,58 0,03 0,02 151 1,66

132 GK 65 1,58 0,06 005 144 1,72

133 KAGK 11 1,58 0,04 0,03 1,49 1,68

134 KAGK 22 1,58 0,02 0,02 153 1,64

135 KAGK 25 1,58 0,02 0,01 155 1,62

136 371E 1,58 0,03 0,02 151 1,65

137 Malus sieversii 1,58 0,02 0,02 152 1,63

138 Mor Spur 1,58 0,04 0,03 1,47 1,68

139 130887 (3-4) 1,58 0,01 0,00 156 1,59

140 Mahsusa Elmasi (2478) 1,58 0,02 001 154 161

141 KAGK'7 1,58 0,04 0,03 1,47 1,68

142 KAGK 8 1,58 0,01 001 155 161

143 Sandik 1,58 0,06 0,05 142 1,74

144 Sogiit Elmast (2480) 1,58 0,07 006 1,40 1,75

145 Delprim 1,57 0,05 0,04 146 1,69

146 Siis Elmasi 1,57 0,02 001 154 161

147 GK57 1,57 0,01 0,00 156 1,59

148 Giircii 1,57 0,03 0,02 151 1,64

149 GK 50 1,57 0,05 0,04 146 1,69

150 Top Red 1,57 0,03 0,02 151 1,64

151 GK19 1,57 0,05 0,04 145 1,70

152 KAGK 29 1,57 0,05 0,04 145 1,70

153 Winter Banana 1,57 0,04 0,04 1,46 1,68

W W W W W W W W W W W W W W W W W W W W W W W W W W

154 Oregon Spur 1,57 0,02 0,01 153 161
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Cizelge 4.1. Calismamiz da kullanilan elma gesit ve genotiplerinin ortalama 2C Cekirdek
DNA igerikleri ve giiven araliklarina ait sonuglar (devam)

155 5291 1,57 0,00 0,00 1,57 157

156 Yb-1 1,57 0,01 0,01 155 159

157 GK 2331 1,57 0,06 005 142 1,72

158 Cooper 7-SB-2 1,57 0,13 0,10 126 1,88

159 KAGK 17 1,57 0,04 0,03 1,47 1,67

160 KAGK 34 1,57 0,05 0,04 144 1,70

161 Gold Rudi 1,57 0,07 0,05 1,40 1,73

162 GK 72 1,57 0,03 0,02 150 1,63

163 62-1 1,57 0,01 0,00 155 1,58

164 Mc Intosh 1,57 0,03 0,02 150 1,63

165 Fiesta 1,57 0,02 0,02 151 1,62

166 KAGK 104 1,57 0,04 0,03 1,46 1,67

167 GKP36 1,57 0,01 0,01 154 1,60

168 E70 1,56 0,02 0,02 151 1,62

169 Hena 1,56 0,04 0,03 146 1,67

170 Uzun Yomra 1,56 0,02 0,02 151 1,62

171 32E1 1,56 0,05 0,04 145 1,68

172 GK 23 1,56 0,03 0,02 150 1,63

173 GKS81 1,56 0,01 0,01 153 1,59

174 Ranna Cervana Ptitsa 1,56 0,05 0,04 144 1,69

175 Kadir-Hatice (2602) 1,56 0,02 0,01 153 1,60

176 GK 67 1,56 0,01 0,01 154 1,558

177 Rome Beauty 1,56 0,01 0,01 154 1,58

178 Idared 1,56 0,01 0,01 154 1,558

179 Karanfil (2570) 1,56 0,03 002 1,49 163

W W W W W W W W W W W W W W W W W W W W W W W W W W

180 GK 2334 1,56 0,02 0,01 152 1,60
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Cizelge 4.1. Calismamiz da kullanilan elma gesit ve genotiplerinin ortalama 2C Cekirdek
DNA igerikleri ve giiven araliklarina ait sonuglar (devam)

181 Beyaz Elma (2575) 1,56 0,03 003 1,47 1,65

182 Daldabir 1,56 0,03 002 149 1,63

183 5041 1,56 0,02 0,02 151 161

184 Belle Fleo Jello 1,56 0,02 0,01 152 1,60

185 GK5 1,56 0,07 0,05 1,40 1,72

186 GK 2328 1,56 0,01 0,01 154 1,58

187 GK 35 1,56 0,03 0,02 1,49 1,63

188 Melrose 1,56 0,05 0,04 1,44 1,67

189 42-E-7 (Yildizkiran) 1,56 0,07 0,06 138 1,73

190 Ozark Gold 1,56 0,03 0,02 1,49 1,62

191 Goldstar 1,56 0,01 0,00 154 1,57

192 Chesapeake 1,56 0,01 0,00 154 157

193 Cooper 4 1,56 0,04 0,03 1,47 1,64

194 KAGK 114 1,56 0,02 0,01 153 1,60

195 GK 68 1,56 0,02 0,01 152 1,59

196 42-E-1 (Daldabir) 1,55 0,03 002 148 1,63

197 Yellow Spur 1,55 0,04 0,03 145 1,65

198 Tatli Elma (2511) 1,55 0,04 003 145 1,65

199 Blackjon 1,55 0,02 0,01 152 1,59

200 Victoria 1,55 0,04 0,03 145 1,65

201 Yaz Tavsanbasi 1,55 0,03 0,02 1,48 1,63

202 Gloster 1,55 0,05 0,04 143 1,68

203 Rewena 1,55 0,01 0,01 152 1,58

204 42-A-1 (Yaz elmasi) 1,55 0,02 0,01 152 159

205 Lena 1,55 0,06 0,05 1,40 1,70

W W W W W W W W W W W W W W W W W W W W W W W W W W

206 542E 1,55 0,05 0,04 144 1,66
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Cizelge 4.1. Calismamiz da kullanilan elma gesit ve genotiplerinin ortalama 2C Cekirdek
DNA igerikleri ve giiven araliklarina ait sonuglar (devam)

207 Democrat 1,55 0,02 0,010 151 1,59

208 GK 2332 1,55 0,02 0,01 151 159

209 Tokat 2 1,55 0,03 0,02 1,48 1,62

210 42-Kp-3 (Karapinar Elmasi) 1,55 0,04 0,03 1,46 1,64

211 Aksu4 1,55 0,05 0,04 1,44 1,66

212 Enterprise 1,55 0,03 0,02 148 1,62

213 KAGK 48 1,55 0,06 0,05 1,40 1,70

214 Starking Delicious 1,55 0,03 0,02 1,48 1,61

215 32E2 1,55 0,01 0,01 152 1,58

216 Galaxy Selecta 1,55 0,04 0,03 1,44 1,65

217 384E 1,55 0,08 0,06 136 1,73

218 Pancarlik 1,55 0,03 0,02 1,48 161

219 Daldatek 1,55 0,07 005 139 171

220 GK2 1,55 0,03 0,03 1,47 1,63

221 GK31 1,55 0,05 0,04 143 1,66

222 Zlatna Preyuzho Dna 1,55 0,06 0,05 1,41 1,68

223 Pilot 1,55 0,04 0,03 146 1,63

224 Demir (2514) 1,55 0,05 004 143 1,66

225 KAGK 6 1,55 0,04 0,03 145 1,64

226 Jonathan 1,54 0,03 0,02 1,48 161

227 Will Early Red 1,54 0,03 0,03 146 1,62

228 Cooper 42 1,54 0,02 0,02 149 1,60

229 Jona free 1,54 0,02 0,01 151 1,58

230 Anglyska Zelena 1,54 0,02 0,01 151 1,58

231 Ferik 1,54 0,01 0,00 1,53 1,56

W W W W W W W W W W W W W W W W W W W W W W W W W W

232 210887(1-4) 1,54 0,01 0,01 151 1,57
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Cizelge 4.1. Calismamiz da kullanilan elma ¢esit ve genotiplerinin ortalama 2C Cekirdek
DNA igerikleri ve giiven araliklarina ait sonuglar (devam)

233 Giiz Tavsanbasi 1,54 0,03 0,02 147 1,62

234 Raritan Rose 1,54 0,03 0,02 147 161

235 Altinok Elmasi (2490) 1,54 0,03 0,02 147 161

236 Orak 2 1,54 0,03 002 147 161

237 Early Red One 1,54 0,01 001 152 1,56

238 Double Red Stayman Winesap 1,54 0,09 0,07 1,33 1,75

239 372E 1,54 0,01 0,01 152 1,56

240 Elstar 1,54 0,02 0,01 150 1,57

241 SummerRegent 1,54 0,04 0,03 144 163

242 Cooper 44 1,54 0,04 0,03 145 1,62

243 Tavsanbast (2531) 1,54 0,02 0,02 1,48 1,59

244 Gemlik-3 1,54 0,05 0,04 141 1,66

245 GK 48 1,54 0,01 0,00 152 155

246 Eden spur 1,54 0,03 002 146 161

247 KAGK 5 1,54 0,04 0,03 143 1,64

248 200887 (1-9) 1,54 0,04 0,03 144 1,64

249 Sky Line Supreme 1,54 0,07 0,06 136 1,71

250 Winesap 1,53 0,01 0,01 150 1,55

251 Cincik (2471) 1,53 0,06 0,05 139 1,68

252 Pink Lady 1,53 0,01 0,01 150 1,56

253 Cooper 39 1,53 0,04 0,03 143 1,64

254 Kirmizi elma (2552) 1,53 0,03 0,03 145 1,61

255 Ed Gould Golden Delicious 1,53 0,02 0,02 148 1,59

256 ErvinSpur 1,53 0,08 0,07 133 1,74

257 GK 47 1,53 0,03 0,03 145 161

258 Elma (2590) 1,53 0,04 003 144 1,63

W W W W W W W W W W W W W W W W W W W W W W W W W W

259 Red Free 1,53 0,08 0,07 133 1,74
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Cizelge 4.1. Calismamiz da kullanilan elma ¢esit ve genotiplerinin ortalama 2C Cekirdek
DNA igerikleri ve giiven araliklarina ait sonuglar (devam)

260 Tokat 4 1,53 0,05 0,04 141 1,66

261 Petek 2577 1,53 0,02 001 150 157

262 Anna 1,53 0,01 0,01 150 1,56

263 Batum 1,53 0,03 0,02 1,47 1,60

264 Susuz Elma (2500) 1,53 0,02 0,02 148 1,58

265 Amasya 351 1,53 0,02 0,02 1,48 1,58

266 Coll 32 1,53 0,01 0,01 151 1,55

267 Dayton 1,53 0,02 0,02 148 1,58

268 Cooper 900 1,53 0,02 0,01 149 157

269 GK4 1,53 0,08 0,07 133 1,73

270 170887(2-5) 1,53 0,07 0,05 1,37 1,69

271 York Imperial 1,53 0,03 0,02 1,46 1,60

272 Gold Jon 1,53 0,03 0,03 1,44 1,62

273 473 E 1,53 0,03 0,02 146 1,60

274 Samsun 1,53 0,06 0,05 1,39 1,67

275 62-2 1,53 0,06 0,05 1,38 1,68

276 Champion 1,53 0,01 0,01 150 1,56

277 Calville Rouge Delicious 1,53 0,06 0,05 1,39 1,66

278 190887(3-2) 1,53 0,02 0,01 1,49 1,56

279 Red Dykmonszoef 1,53 0,10 0,08 1,28 1,77

280 Priam 1,53 0,05 0,04 140 1,65

281 Kis Elmasi (2590) 1,52 0,01 0,01 149 1,55

282 130887 (2-3) 1,52 0,07 0,06 1,35 1,69

283 Rajka 1,52 0,02 0,02 1,47 1,58

284 Pasa Elmasi 1,52 0,01 0,01 150 154

285 William’sPride 1,52 0,03 0,02 1,45 1,59

W W W W W W W W W W W W W W W W W W W W W W W W W W w

286 Dlatro Prevuzho Dna 1,52 0,01 0,01 150 154
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Cizelge 4.1. Calismamiz da kullanilan elma gesit ve genotiplerinin ortalama 2C Cekirdek
DNA igerikleri ve giiven araliklarina ait sonuglar (devam)

287 210887 (2-1) 1,52 0,05 004 1,39 165

288 Skyspur 1,52 0,05 0,04 139 1,65

289 Seker 1,52 0,02 0,02 147 157

290 Santana 1,52 0,06 0,05 136 1,68

291 GK 66 1,52 0,02 0,02 147 157

292 Rose De Benauge 1,52 0,05 0,04 141 1,63

293 GK 56 1,52 0,04 0,03 142 1,62

294 Ak 1,52 0,02 0,01 1,48 155

295 Rize Demir 1,52 0,03 0,03 144 1,60

296 Petevrek Elmasi (2566) 1,52 0,01 0,01 1,49 155

297 GK9 1,52 0,03 0,02 145 1,558

298 42-E-6 (Kaba elma) 1,52 0,04 0,03 141 1,62

299 Korella 1,51 0,04 003 142 161

300 Yb3 1,51 0,02 0,02 146 157

301 GK&63 1,51 0,04 0,03 143 1,60

302 200887 (1-2) 1,51 0,02 001 1,47 155

303 GK 82 1,51 0,04 0,03 141 161

304 250887 (1-10) 1,51 0,02 0,02 1,46 1,56

305 GK 2411 1,51 0,07 0,05 135 1,67

306 24M31 1,51 0,02 0,02 1,45 1,56

307 63-6-2 1,50 0,02 0,01 147 154

308 Malus domestica 1,50 0,04 004 139 161

309 Gelendost 1,50 0,04 0,03 1,42 159

310 Amasya 532 1,50 0,02 0,02 145 156

311 GK21 1,50 0,01 0,00 1,49 1,52

W W W W W W W W W W W W W W W W W W W W W W W W W W

312 Pozmer 20 1,50 0,03 0,02 143 1,558
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Cizelge 4.1. Calismamiz da kullanilan elma gesit ve genotiplerinin ortalama 2C Cekirdek
DNA igerikleri ve giiven araliklarina ait sonuglar (devam)

313 Sivanor Elmasi (2601) 1,50 0,03 0,03 1,41 1,59

314 Yaz Elmasi (2488) 1,50 0,07 0,05 133 1,66

315 Prima 1,50 0,03 0,02 142 157

316 Astragan Rouge 1,50 0,11 0,09 122 1,78

317 Red Ingred Marie 1,49 0,05 0,04 1,37 1,62

318 42-C-3 (Tath Tavsanbasi) 1,49 0,03 002 142 1,57

319 GK 34 1,49 0,04 0,04 138 1,60

320 Dallies 1,49 0,02 0,02 144 154

321 Reine de Renettes 1,49 0,09 0,07 1,27 171

322 180887 (2-1) 1,49 0,02 001 1,45 1,52

323 GK 2329 1,49 0,04 0,03 139 159

324 Kagsel 37 1,49 0,04 0,03 1,39 1,59

325 Priscilla 1,48 0,05 0,04 137 1,60

326 Red Delcorf 1,48 0,06 005 132 1,64

327 GK13 1,48 0,04 0,03 1,38 1,58

328 180887 (4-4) 1,48 0,02 0,02 143 154

329 Wealthy 1,48 0,01 0,01 146 1,50

330 E45 1,48 0,08 0,06 1,29 1,67

331 Mollies Delicious 1,48 0,04 0,03 1,39 157

332 42-E-3 (Hanim Teni) 1,48 0,03 0,02 141 154

333 383E 1,48 0,04 0,03 1,38 1,58

334 GK 32 1,48 0,08 0,07 128 1,68

335 King Lucious 1,47 0,04 0,03 138 157

336 Amasya (Uludag) 1,47 0,03 0,02 140 1,55

337 GK&51 1,47 0,12 0,10 1,18 1,77

W W W W W W W W W W W W W W W W W W W W W W W W W W

338 Malus niedzwetzkyana 1,47 0,05 0,04 135 1,58
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Cizelge 4.1. Calismamiz da kullanilan elma gesit ve genotiplerinin ortalama 2C Cekirdek
DNA igerikleri ve giiven araliklarina ait sonuglar (devam)

339 240887 (1-2) 1,47 0,05 004 135 158 B

340 Hi Early Delicious 1,46 0,05 0,04 135 157 B

4.2 Cekirdek DNA Icerigi Ile Ploidy Diizeyinin iliskilendirilmesi

Yapilmis olan bu tez galigmasinda incelenmis olan 340 elma c¢esit ve genotipinin
¢ekirdek DNA igerikleri ile ploidy seviyeleri klasik yontem ile kromozom sayarak
iliskilendirilmistir. Ortalama 2C ¢ekirdek DNA igeriklerinin 1,46 ile 1,69 pg arasinda degisim
gdsterdigi ikinci gruptan 4 diploid kiiltiir ¢esidinde ( Ingiliz, Golden, Granny, Fuji )yapilan
kromozom sayimlarinda tiim ¢esitlerin 2n=2x=34 kromozom ile diploid ploidi diizeyine sahip
olduklar tespit edilmistir. Bunun iizerine 2C ¢ekirdek DNA igerikleri benzer oldugundan
grup icerinsin de yer alan diger B grubundaki tim c¢esit ve genotiplerinde 2n=2x=34
kromozom ile diploid olduklar1 varsayilmistir. Boylece klasik yontem (mikroskop) ile sadece
bir kag¢ bitkinin kromozomlarini saymak suretiyle elma koleksiyonu icerisinde yer alan tiim

cesit ve genotiplerin ploidi diizeyi belirlenmistir.
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Sekil 4.5. Diploid Olan Elma Granny Cesidinin Kromozomlarinin Goriintimii

Ancak birinci grupta yer alan ve ortalama 2C ¢ekirdek DNA igerigi 2,04 ile 2,45 pg
arasinda degisim gosteren ¢esit ve genotipler i¢in elimizde somatik doku bulunmadigindan
kromozom saymak miimkiin olmamistir. Bununla birlikte bir tiiriin ¢ekirdek DNA igerigi ile
kromozom sayis1 arasinda c¢ok siki bir pozitif iliski oldugu bilinmekte ve ploidi diizeyi
arttikca ¢ekirdek DNA igeriginin de misli olarak artis gostermektedir (Ozias-Akins ve Jarret,
1994). Bu nedenle diploid (2n) elma bitkilerinde ortalama ¢ekirdek DNA igerigi yaklagik
olarak 1,50 pg civarinda oldugu kabul edilirse haploid (n) elma bitkisinin ortalama ¢ekirdek
DNA igeriginin 0,75 pg oldugu ortaya ¢ikmaktadir. Birinci gruptaki elma bitkilerinin ¢ekirdek
DNA igerigi 2,04 ile 2,45 pg arasinda degisim gosterdigi ve ortalama degerin 2,25 pg
civarinda oldugu dikkate alindiginda bu degerin 1,50 (diploid elma genomunun ortalama
degeri) + 0,75 (haploid elma genomunun ortalama degeri) pg degerlerinin toplamina ¢ok
yakin oldugu goriilmektedir. Dolayistyla bu grup icerisindeki bitkilerin ploidi diizeyi 3x = 51
kromozom ile triploid oldugu ortaya ¢ikmaktadir.

Calismamizda elde edilen sonuglar daha 6nce yapilmis olan g¢alisma sonuglari ile
biiyiik benzerlik gostermektedir. Bu ¢alismalardan birin de Hofer ve Meister (2010) diploid
(2x=34) olan Malus x domestica’ nin ortalama 2C degerini 1,51 pg, triploid (3x=51) olan M.
Hupehensi’ in ortalama 2C degerini 2,12 pg, M. Sikkimensis’in ortalama 2C degerini 2,16 pg
olarak belirlemistir (Hofer ve Meister, 2010). Yapilan baska bir ¢alisma da Podwyszynska
vd. (2016) diploid Malus x domestica gesidinin 2C ¢ekirdek DNA igerigini 1,54-1,65 pg
olarak belirlemistir ( Podwyszynska vd., 2016). Triploid bir elma tiirii olan Jonagold i¢in 2C
cekirdek DNA igerigi 2,43-2,53 pg olarak rapor edilmistir (Dickson vd., 1992).
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5. SONUC VE ONERILER

Yiritilmiis olan bu tez g¢alismasinin amaci Isparta canli elma genetik kaynak
bahgesinde yer alan elma gesit ve genotiplerinin heniiz bilinmeyen ploidi seviyelerini ilk defa
belirlemektir. Analizler, klasik yontemde oldugu iizere hizli boliinen meristem dokuya ihtiyag
duymayan, hassasiyeti, kolayligi, hizi ve nispeten ekonomik olmasi nedeniyle &zellikle
calisgmamizdaki gibi 6rnek sayist fazla olan benzer ¢alismalarda en ¢ok tercih edilen ve bu

alanda en yeni metot olan flow sitometri ile yapilmustir.

Calismada koleksiyonu olusturan 340 adet elma c¢esit ve genotipinin ¢ekirdek DNA
icerikleri ilk defa basartyla belirlenmistir. Bir ka¢ genotip hari¢ standart sapma degerlerinin
0.07 degerinin altinda gergeklesmis olmasi ¢alismada elde edilen sonuglarin giivenilirligini
gostermektedir. Elde edilen sonuclar incelenen 340 elma c¢esit ve genotipinin ortalama 2C
¢ekirdek DNA igerigi 1,46 ile 2,45 pg arasinda degismektedir. Elma genotipleri arasindaki
¢ekirdek DNA farkliliklar istatiski agidan Oonemli bulunmustur. Elma ¢esit ve genotipleri
ortalama 2C ¢ekirdek DNA sonuglarina gore ¢ok bariz iki gruba ayrilmaktadir. Birinci grupta
ortalama 2C ¢ekirdek DNA igerigi 2,04 ile 2,45 pg arasinda degisim gosterirken ikinci grupta
1,46 ile 1,69 pg arasinda degisim gostermektedir. Cekirdek DNA degerleri gruplar igerisinde
stireklilik (continious) gosteren data 6zelligine sahip iken gruplar arasinda 0,35 pg’ lik bir

aralik gézlenmektedir.

Elma genotiplerinin ¢ekirdek DNA igerikleri ile ploidi diizeyleri iliskilendirildiginde
birinci gruptaki bitkilerin triploid, ikinci gruptaki bitkilerin ise diploid ploidi diizeyine sahip
olduklart belirlenmistir. Calismamizda elde edilen bu sonucglara gore Isparta Egirdir
Meyvecilik Arastirma Enstitiisii  biinyesinde bulunan ulusal elma genetik kaynaklari
bahgesinde yer alan 340 elma c¢esit ve genotipinin sadece diploid ve triploidlerden olustugu
saptanmigtir. Koleksiyonda yer alan genotiplerden 56 tanesi triploid iken, 284 tanesinin ise
diploid oldugu belirlenmistir. Bu bilgiler 1s18inda ¢esit ve genotiplerin belirlenmis ploidi
seviyeleri 1slah calismalarinda kullanilabilecektir. Ayn1 zaman da bu bilgiler 15181n da elma

bahgesi tesisinde diploid olan ¢esit ve genotiplerden tozlayici olarak yarar saglanacaktir.

Yapilan bu tez ¢aligmasiin sonucunda Flow sitometri yonteminin elma bitkilerinin

ploidi diizeylerinin belirlenmesinde basariyla kullanilabilecegi bir kez daha teyit edilmistir.
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