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1.GiRIiS Avlin TAMAM

1.GIRIS

Molekuler markirlarin hizli gelisimi  biyoteknolojinin  hizli bir sekilde
gelismesine olanak saglamistir. Molekiler markir kullanimi  bu  strecin ik
basamagini olusturmaktadir; bu nedenle blylk 6neme sahiptir. Rekombinant DNA
teknolojisi ile DNA’ya istenilen parcalarin eklenmesi ya da c¢ikarilmas:
gerceklestirilmis; bu da yeni Urtnlerin elde edilmesine olanak saglamistir. Mendel
genetigine dayanan klasik 1slah ¢aligmalarinin yerine molekiler markirlarin kesfi ile
istenilen ozelliklerin yerlerinin tespiti ve bulunan genlerin direkt aktarimi sonucu
daha kesin sonuglar elde edilmis, klasik 1slahin dezavantaji olan istenmeyen genlerin
kalitim bu sekilde engellenmistir.

Avokado cesitleri Uzerine arastiricilar farkli markir sistemlerini kullanarak
calismalar yapmslar, elde ettikleri bulgular 1s1g1nda cesitler arasindaki benzerlikleri
saptamislar ve genetik haritalar olusturarak 1slah calismalarinda kullanmuglardr.
Avokadonun ilk olarak 10.000 yil 6nce Meksika da yetistigi ileri strdlmtstdr.
Avokado (Persea americana Miller) meyvelerinin binlerce yildan beri Giiney
Amerika'mn belirli bolgelerinde gunlik besinin  biyuk kismint  olusturdugu
bilinmektedir (Snowdon, 1991). Avokadonun, 17.yy’ da Karayip adalarinda ortaya
ciktigi tahmin edilmektedir. 19.yy’da Amerikamin merkezinde yayilma gostermistir
(Whiley, 1991). Kesin cografik kokeni bilinmemesine karsin, tim gesitleri Orta
Amerika ve Meksikada yetistirilmektedir. Avokado kelimesi, Aztek ismi
‘ahuacat!’dan gelmektedir. Amerika mn kesfinden sonra, Avrupailar Kuzey
Meksikadan Peruya kadar olan Dbolgelerde avokadonun  yetistigini
gbzlemlemiglerdir. Bitki blyutk olasilikla Kolombiya mn Santa Marta bolgesinde
yapilan gozlemlere dayanarak, ilk defa 1510 yilinda ispanyol cografyaci Martin
Fernandez de Enrisco tarafindan ‘Suma de georafia kitabinda tammlanmustir.
Ispanyollar 16. ve 17. ylzyillarda, avokadoyu Maya ve Aztekler'in yasadigi
alanlardan Venezuella, Bati Hint, Sili, Maderiya ve Kanarya Adalarina tagimistir.
Fransizlar, 18. yuzyilda Reunion, Madagaskar ve Martinique’te de yetistirmislerdir.
Ayrica, bitki 18. yuzyilin ilk yarisinda Meksika'dan ABD’ye (Havai, Kaliforniya)
gecmistir (Anonim, 2006a). Afrika' ya yayilmasi ise ¢ok ge¢ olmustur; 19. ylizyilin



1.GiRIiS Avlin TAMAM

sonlarina dogru Portekizliler, Ispanyollar, Almanlar, Ingilizler ve Fransizlar
tarafindan yetistirilmistir. Aynt sekilde, Malezya ve Filipinlerde ilk olarak yaklasik
1900 yillarda bulundugu tespit edilmistir (Anonim, 2006a).

Avokado, kuzey yar1 kirede Korsika da ekvatordan 43° enlemine, Guatemala
ve Ruanda da Guiney yar1 kirede de 39° enlemine kadar yetistirilebildigi gibi deniz
seviyesinden 2500 m yukseklige kadar olan cok degisik iklim kosullarinda da
yetistirilebilmektedir. Fakat iki iklimsel kosul dikkate alinmalidir. Bunlar:
ciceklenme gorevini yerine getirme sirecinde, belirgin kuru bir donemin olmasi
gerekliligi ve cigeklenme boyunca en az 19-20°C maksimum sicaklik ve 7°C’ den
daha az olmayan minimum sicakliga gereksinim bulunmasidir. Avokado, yilda
2.300-2.500 saat gunes 1s1g1na ihtiya¢ duymaktadir. Yilda 2.000 saatten fazla giines
151¢1 alan bolgeler, avokado Uretimi icin oldukca uygundur. Genel olarak, sicaklik
yukseldiginde gelisim ve Uretim donemi kisalmaktadir. Optimum sicaklik, sicak
aylar boyunca ortalama 25°C ve soguk aylar boyunca ise 15°C olmalidir (Anonim,
2006a).

Avokado semitropik iklim bitkiss olmakla beraber, subtropik iklim
meyvelerinin glvenle yetistirildigi bolgelerde de yetistirilmektedir. En onemli
sinirlayici faktor distk sicakliktr.

1.1. Avokado' nun Dunya ve Turkiye deki Yetistiriciligi

Avokado yaklasik 50 Ulkede yetistirilen ve dinyadaki 60 dnemli subtropik
Urinden biridir (Ploetz, 1994). Y istiricilik alanlar1 ve dinya tretiminin diger bir
¢cok meyve turunin ¢ok altinda olmasina karsin, avokado yuksek besin degeri ve
kendine 6zgu tadh nedeniyle diinya tiketici pazarlarinda ¢ok iyi fiyatlarla alici bulan
bir meyve tlrtdur. Dinya da avokado Uretimi Meksika, Brezilya, ABD, ispanya,
Israil ve diger Ulkeler tarafindan yapilmaktachr (Van Zyl ve Feraira, 1995). FAO
2007 verilerine gore toplam avokado Uretimi dinyada 3.316.906 tondur (Cizelge
1.1)). Turkiye ise 524 tonla ¢ok dusuk bir avokado Uretimine sahiptir. (Anonim,
2007).
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Cizelge 1. 1. Dunyadaki Onemli Avokado Ureticisi Ulkeler,
Uretim Degerleri, Uretim Alanlar1 (Anonim, 2007)

) 2007

Ulkeler Uretim (Ton) Alan (Hektar)
Meksika 1.136.646 105.807
A.B.D. 247.000 27.357
Endonezya 2271577 41.232
Kolombiya 185.811 17.084
Brezilya 169.335 11.548
Sili 163.000 25.000
Dominik Cumhuriyeti | 113.621 1.226
Peru 103.417 11.762
Cin 90.000 12.500
Etopya 83.359 10.420
ispanya 82.000 10.000
[srail 77.909 5.100
Kenya 72.023 5.340
Konga 63.480 8.500
Guney Afrika 61.422 13.773
Tarkiye 524 130
Dunya 3.316.906 388.101

Ulkemizde vyetistiriciligi Antalya, Mersin, Mugla ve Adana ile sinirlidr.
Ulkemizde avokadonun ticari yetistiriciliginin yayginlastiriimas: amaciyla, 1970'li
yillarin basinda FAO araciligiyla, Kaliforniya dan diinyanin en 6nemli ticari gesitleri
‘Fuerte’, ‘Hass', ‘Bacon’ ve ‘Zutano’ ile ‘Nabal’, ‘Wurtz', ‘Reed’ olmak Uzere
toplam yedi adet ¢esit getirtilmistir. 1970 yilinda Kaliforniya dan getirilen gesitler;
Fuerte (21 adet ), Hass (21 adet), Zutano (23 adet), Bacon (21 adet), Nabal (4 adet),
Wurtz (5 adet), Reed (15 adet)'dir. Tohum olarak gelen anaglik gesitler ise Topa
Topa, Hass ve Mexicola dir. Bu cesitler Antalya, Dalaman-Mugla, Alata-Mersin,

Adana ve Iskenderun-Hatay ekolojik kosullarinda denemeye alinmustr.
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Antalya ve Alanya kosullarinda 1969-1983 yillar1 arasinda Dogrular ve ark.
(1983) tarafindan yapilan denemede; ‘Fuerte’, ‘Hass’, ‘Bacon’ ve ‘Zutano’
cesitlerinin bolgeye adapte olabildikleri ve ceside 6zel karakterler gosterdikleri
gordlmistar. En distk sicaklik dereceleri -5°C’nin altina diismeyen bolgelerimizde
Meksika alt tdrine ait olan cesitlerin, -4°C'nin altina dismeyen bdlgelerimizde
Meksika alt tdrine ait olan cesitler ile melezlerinin  (6rnegin  Fuerte)
yetistirilebilecegi sonucuna varilmistadir. Bat1 Hint Adalar: alt tirt gesitlerinin ise
Demre (Kas), Finike gibi yerlerde yetistirilebilme olasilig1 vardir. Bu c¢esitlerin ticari
yetistiriciligi icin Turkiye nin Akdeniz sahil kusagindaki bazi alanlar olduk¢a uygun
bulunmus ve daha sonra yayilmaya baslamistir. Ulkemizde avokado retimi 1980’ li
yillarin ortalarindan itibaren hizla artmistir (Cizelge 1.2.). Akdeniz bdlgesinde yer
aan Antalya, Mersin ve Mugla illerinde, 6nemli miktarda avokado Uretimi
yapiimaktadir. Toplam avokado Uretiminin yaklasik % 60-65'i1 Antalya ilinde
Uretilmektedir (Anonim, 2004).

Cizelge 1.2. Tirkiye nin 1987-2005 Yillar1 Arasindaki Toplam Uretim
Alan ve Uretim Miktar1 (Anonim, 2007)

1987 19859 1991 1995 1995 1997 1999 2001 2003 2004

illar

m Ak ha) w TEetin (tor)
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1.2 Avokado'nun Sistematigi

Persea cinsi tarcin ve 6nemli agac trlerini icine alan Lauraceae familyasinin
50 cinsinden biridir (Zentmyer, 1994). Persea americana icinde 3 botaniksel irk
bulunmaktadir. Bunlar; Meksika (P. Americana var. drymifolia Schlecht and Cham),
Guatemala (P. americana var. guatemalensis Williams) ve Antil (P. americana
Miller var. americana Mill.) olarak bilinir (Whiley, 1991). Persea alt turtne ait, P.
americana’ min her bir Uyesi cografik olarak farkli mikro gevrelere adapte olabilen alt
turler veya birkag cesitten olusan polimorfik ttrlerdir.
Familya: Lauraceae
Cins : Persea
Alt cins:. Persea
Turler: 1. Persea schiedeana Nees
2. Persea parvifolia Williams
3. Persea americana Mill
Irklar: 1. Persea americana var. americana (Antil Irki)
2. Persea americanavar. drymifolia (Meksika Irki)

3. Persea nubigena var.guatemala (Guatemala Irki)

Lauraceae (Defnegiller): Yapraklart amagsik ya da nadiren karsilikli dizilisli,
sar1 ya da beyaz renkli, iki ya da nadiren tek eseyli, ovaryumu Ust durumlu, eriksi ya
da bakka tipi meyveleri olan herdem yesil agag ya da ¢ali1 formundaki bitkilerdir
(Koral ve ark, 2000).

Persea: Persea, Lauraceae laurel familyasina ait herdem yesil yaklasik 150
turt bulunan bir cinstir. Cins iginde en iyi bilinen, yenilebilen meyvesiyle subtropik
bolgede yetisen avokado, P. americana’ dir. 15-30 m'’ye kadar uzayabilen orta boylu
agaclara sahiptir. Y apraklari govdeye karsilikli veya spiral dizilen, uzunlugu 5-30 cm
arasinda olan, 2-12 cm eninde, lanceolate veya genis lanseolate yapili basit
yapraklardir. Cigekleri tek embriyolu, 6 kiglk yesil sar1 renkli gigek ortusiyle, 3-6
mm uzunlugunda 9 stamenli kisa bilesik salkim seklindedir. Meyvelerin blyuklGgl
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P. americana’ da 10-20 cm ile, P. borbania ve P. indica’da 1-1.5 cm olan tohumun
dis1 etli, oval veya armut seklindedir (K oral ve ark, 2000).

Persea americana (Avokado): Cicekli bitkilerden Lauracea familyasinda
siniflandirilan Meksika ve Orta Amerika kokenli agaclardir. Agaclari 20 metreye
kadar uzar, 12-25 cm uzunlugundaki yapraklart govde Uzerine karsilikli dizilir.
Cicekleri gosterigssiz, 5-10 mm genisliginde yesil-sar1 renklidir. Meyveleri armut
seklinde, 5-6.4 cm uzunlugunda ortasinda blyUk bir cekirdegi olan, 100 ile 1000
gram agirhiginda, 7 ila 20 cm uzunlugunda bir tohumdan olusur (Koral ve ark,
2000).

Persea americana var. americana (West Indian, Bat1 Hint, Antil wrki):
Kolombiya kokenlidir. Tropik bolgelerdeki ovalarda bulunan subtropik bir irktir.
Tropikal bolgelerde yetisir. Agaclarimin buyik, yesil yapraklar: vardir. Agaglar: 30
metreye kadar uzayabilen, seyrek dallanma gosteren bir wrktir. Yapraklar: ekliptik
veya ovaid seklinde, yaprak boyu 10-30 cm, eni 3-19 cm genisligindedir. Y aprak
boylar1 diger iki geside oranla daha buyuktur. Yapraklarinda anason kokusuna
rastlanmaz. Surguin renkleri sarimsi-yesil renklidir. Soguga ve kurakliga karsi hassas,
ama tuzluluga dayanikli olan bir wktir (Yesiloglu, 2006). Meyveleri uzun ve
genellikle buyuktir (400-900 g). Epidermisi oldukcga ince (0.8-1.5 mm), plrizsiz ve
parlaktir. Olgunlastigt zaman agik vyesil, yesilimsi sar1 veya kirmizimsi
olabilmektedir. Meyve etinin yag icerigi az (%10 den daha az) olmakla birlikte,
suludur. Cekirdek, cogunlukla meyve etine yapisik olmakla birlikte, blylktir ve
cekirdek yuzeyinde az veya ¢ok oranlar da burusukluk gézlenir. BUtin bu 6zellikler
meyveyi narin gostermektedir. Depolama icin yaygin olarak kullanilan ve diger
rklarin meyvelerinin frigorifik tasinabildigi sicakliklarda (+6°C, +8°C), genellikle
meyve eti kararmasi (Ustime zarari1) gorulmektedir. Ciceklenmeden hasat zamanina
kadar olan sire 5 ile 7 ay arasindadir. Avokado cesitlerinin yaklasik %15'i bu
rktandir. En ¢ok bilinenleri arasinda ‘ Peterson’,’ Pollock’ ve ‘Waldin' bulunmaktadir
(Anonim, 2006a).

Persea americana var. drymifolia (Meksika irki): Meksika mn daglik
bolgelerindeki dustk sicakliklara adapte olabilen oldukga dayamkli bir rktir.
Tropikal ve subtropikal bolgeler yetisme ortamlaridir. Agaglari 40 metreye kadar
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uzar. Y apraklarimin sekilleri oval veya ovaid olabilmektedir. Yaprak boylari 8-17 cm
uzunlugunda, yaprak enleri 4-15 cm genisliginde olmaktadir Y apraklar: diger iki irka
oranla daha kugclktir ve ezildikleri zaman karakteristik olarak anason kokusu
vermektedirler. Geng slirgiin rengi yesildir. Diger irklara gore cigceklenme daha erken
olmakta ve ciceklenmeden hasada kadar olan siire 7 ile 9 ay arasinda olmaktadir.
Meyveleri kiigik ve uzundur. Meyve agirliklart 250 gramdan biraz fazladir. Kabugu
cok ince ve puruzludir. Meyve eti genellikle liflidir ve yuksek bir yag igerigine
(% 30'dan fazla) sahiptir. Cekirdegi genellikle biyik ve meyve etine bazen yapisik
olmaktadir (Yesiloglu, 2006). Bu 1wk, tuza karsi ¢ok hassastir. Fakat yiksek
sicakliklar ve disuk nispi neme dayanabilmektedir. Ayrica, Phytophtora cinnamomi
hastaligina kars1 diger cinslere gore daha dayaniklidir. Bu nedenle iyi bir anag
olmakta ve genetik potansiyelinden 1slah programlarinda yararlanilmaktadir.
Meyveler yag Uretimi icin kullamldiginda, bu cinsin yiksek yag oram 6nemli bir
0zellik olarak karsimiza gikmaktadir. Cesitlerin yaklasik %20’ si bu irka aittir. En gok
bilinen ¢esitleri ‘Duke’, ‘Gottfried’, ‘Topa Topa ve ‘Meksikola® dir (Anonim,
2006a).

Persea nubigena var.guatemala (Guatemala wrki): Bu wrkin kdkeninin,
Guatemala nin  daglik bdlgelerinin olmasimin - yaminda Meksika'da bulunan
Chigpas'in da olabilecegi dusinulmektedir. Agaclart 30 metreye kadar
uzayabilmektedir. Yapraklart oval, ovoid veya dikdortgen seklinde olabilmektedir.
Y aprak boylari 8-20 cm boyunda, yaprak genisligi 10-24 cm olmaktadir. Soguklara
ve tuzluluga toleranslari orta derecededir. Surgin renkleri  kirmizimsidir.
Y apraklarinda anason kokusuna rastlanmamaktadir. Diger wrklardan farkl: olarak bu
rkta yuksek oranda periodisite gorulmektedir (Y esiloglu, 2006). Y apraklart buyik
ve koyu yesil renklidir. Meksika irki kadar soguga dayanikli olmasa da, 6zel tarim
alanlarinda yetistirilmeye uygundur. Meyveleri yuvarlak, kalin kabuklu ve cok
purtzitdar. Meyvelerinin boyutlar1 degismektedir; ama genelde Meksika irkinda
bulunan meyvelerden daha blyik oldugu gorilmektedir. Cekirdekleri oldukca kiguk
ve tamam meyve etine sikica baghdir. Meyve etinin yag icerigi %10-20 arasinda
orta derecededir. Ciceklenmeden hasat zamamna kadar olan sire 8 ile 10 ay
arasindadir. Kaliforniya nin soguk bolgelerinde daha uzun siirede olabilmektedir (12-
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14 ay). Bu rk melezler icin iyi bir ebeveyndir (kuguk cekirdekli gesit elde etme de
kullanilmaktadir). ‘Anahein’, ‘Corona’, ‘Sharwil’in oldugu bu ik, avokado
gesitlerinin yaklasik % 40'1m igermektedir. En 6nemli ticari ¢esitleri ‘Edranol’,
‘Nabal’, ve ‘Reed’ dir (Anonim, 2006a). Uc wrkin morfolojik 6zellikleri Cizelge
1.3."de verilmistir.

Melez Cesitler: Uluslararas ticaret agisindan onemli olan gesitlerin blyik
bir kismi melezdir. Bunlar, genellikle dogal melezler olmakla birlikte, bazi1 nadir
durumlarda U¢ rkin tstiin verimlilik dzelliklerinden yararlanmak igin yapilan 1slah
calisgmalart sonucunda olusturulmuglardir. Temel secim  Kriterleri  agronomik
(zararlilara ve hastalilarla 6zellikle kok ¢urukligu mantarina dayaniklilik, tuzluluga
ve soguga kars1 dayaniklilik, verimlilik, vb.) ve meyve kalitesiyle (boyut, yuksek
meyve eti oran, tat, lifsizlik, yag icerigi vb.) ilgili olmaktadir. ‘Bacon’, ‘Ettinger’,
‘Fuerte’ ve ‘Lula’ dogal Meksika x Guatemala melezleridir. Guatemala x Bati- Hint
melezleri, genellikle Florida da yetistirilmekte olan ‘Ajax’, ‘Booth’, ‘Choquette’,
‘Collinson’ ve *Simpson’ gesitlerini icermektedir. ‘Indian River’ gibi Meksika x Bat1
Hindistan melezleri nadir gorilen ¢esitlerdendir. Irklar arast melezlemeler sonucu
farkli gesitlerin elde edilmesi mimkiin olmaktadir (Anonim, 2006a).
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Cizelge 1.3. Avokadonun Ug Irkimin Ozellikleri (Y esiloglu, 2006)

. . ESIT GRUBU

OZELLIKLER M eksika \C sGuaIemaJa | West Indian
AGAC (Gendl)
Dogal K tkeni Guatemala

M eksika daglari daglan Tropik ovalar

Ekolojik
adaptasyon Subtropik Subtropik Tropik
Soguklara
tolerans Y Uksek Orta Cok Dusuk
Tuza tolerans Cok Dusuk Orta Y Uksek
Periyodisite Dusuk Cok Dusuk
YAPRAK
Buyuklugii K ligiik iri Cok iri
Rengi Yesil Yesil Soluk Yesil
Surgun rengi Yesilims Kirmizms Sarims-yesil
Anoson kokusu | Var (¢ogunlukla) Y ok Y ok
CICEK
Sezon Erkenci Gegal Orta-Erkenci
Cicek-Olgunluk |5-7ay 10 - 18 ay 6-8ay
MEYVE

L ok kugciik-orta K tiguk-Iri Orta-Cok iri
0L 850-20(59) (208-3509) (400-9%0 9)
Sekli Cogunlukla Uzun Cog.Yuvarlak Degisken
MEYVE KABUGU
Kabuk Rengi Gendllikle Mor Siyah yadayesil | Kestanerengi
Kabuk Y Uzeyi Mumsu értiili,diz Degisken piruzli | Parlak
Kabuk Kalinhg: |ince Kalin Orta
Kabugun
Soyulmas Y ok Degisken Var
Tohum
Tohum/Meyve . .
Oram Iri Sikhikla kuguk Iri
Tohum Kabugu |ince Genellikleince Kalin
Tohum Y lzeyi Diz Diz PUrazli
MEYVE ETi
Aroma Anoson kokulu Sikhkla zengin Tatl, yumusak
Yag Icerigi En yuksek (% 30) Yiksek (%10-20) | Dusuk (%10)
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1.3. Avokadonun Morfolojik Ozellikleri

Avokado agaclar sekil olarak farkliliklar gosteren, 8 ile 20 metreye kadar
blylyebilen herdem yesil agaclardir (Jackson, 1986). Ta¢ yapisi genelde yuvarlak
ve siki yapidadir. Gevrek yapida ve carpik dallanan, bol yaprakli bir taca sahiptir.
GoOvdesi mantar dokusu ile kapli olup yaslandik¢a govdede yariklar olusur. Y apragi
basit yaprak formundadir. Yapraklar: oval ve eliptik sekildedir. Yaprak uzunluklar
7.5-35.5 cm kadar ve olgunlasmamis yapraklarin rengi acgik yesildir. Meksika
(Persea drymifolia) at tarinin yapraklart anoson kokuludur. Geng sirginler
kirmizimin tonlar1 ve beyazimsi renkte olurlar (Hodgson, 1947).

Avokadonun cigekleri salkim seklinde olusur. Acik yesil renkli, kiglik ve
godterissiz cigekleri vardir. Arilarin sevdigi gosterisli gigeklere sahip degildirler.
Cicekleri hermafrodittir, ancak fonksiyonel olma durumu gine ve ceside gore
farklilik gosterir. Dokuz adet erkek organi bulunur. Kigik soluk yesil renkli gicekler
gun icinde iki kere acilir; ilk agildiginda disi, ikinci agildiginda erkek 6zelligi gosterir
(Whiley, 1991). A grubu gigekler sabahtan Gglene kadar disi, 6gleden sonra erkek
fonksiyonludur. B grubu cicekler ise sabahtan 6glene kadar erkek, 6gleden sonra disi
fonksiyonludur. Bir gigegin erkek veya disi fonksiyonlu oldugunu anlayabilmek igin
erkek cicek tozu keseciklerinin durusuna bakmamiz gerekir. Her cicekte dokuz adet
anter bulunur. Bu anterlerden alt1 adedi asagiya U¢ adedi yukariya donikse disi, alt1
adeti yukariya Uc adeti asagiya doniikse erkek fonksiyonludur. Avokado cigeklerinin
erkek ve disi organlar: farkli donemlerde fonksiyonel olduklarindan tek cesit kendi
kendine tozlamp dollenememektedir. Bu nedenle tek cesitle ya da tek grupla bahce
kurulmamalidir. Bahce tesis ederken bolge ekolojisi de gbz 6niine alinarak A ve B
grubu gesitler karistirilarak dikilmelidir (Tuzcu, 1996). Avokadolar ciceklenme
sekilleri baz alinarak A tipi (Hass;, Guatemala) ve B tipi (Bacon; Fuerte) (tozlanan)
(Nakasone ve Paul, 1998) olmak uUzere iki tip olarak gruplandirilir. Farkl
zamanlarda gicek actigi icin kendine verimsizdir. Meksika grubu erken, Antil ortave
Guetemala grubu cesitler gec donemde cicek agmaktadirlar.

Meyve sekli armut (pyriform) veya oval sekildedir (Nakasone ve Paul,
1998). Meyveler cesitli blyukluk, sekil, renk ve 6zelliklere sahiptir. Agirliklari 200-

10
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600 gram arasinda degisir. Kabuk rengi hafif sarimtirak yesilden koyu yesile,
kahverengi-kestane renginden, erguvani-siyaha kadar degisir. Kabuk kalinlig: 0.8-6.0
mm’dir. Cekirdekle kabuk arasindaki etin agcik sar1 rengi kabuk yakininda yesilimsi
olur. Meyve eti yiuksek yag icerir (%7-25). Her meyvede tek bir ¢ekirdek vardir.
Sekilleri yuvarlak, yumurtamsi, konik veya silindiriktir. iki kotiledonludur, bazen
kotiledon ¢ parcali olabilir. Tohum kabugu rengi agik kahverenginin tonlaridir.
Cekirdek ici beyaz, sarimsi veya yesilimsi beyaz renktedir. Ylzeyi diz veya
purdzltdar (Hodgson, 1947).

Meksika ve Guatemala, soguga dayamkli gruplardir. Antil grubu soguga
dayanikl1 degildir. Meksika (Persea drymifolia) ve Guatemala (Persea nubigena) alt
turlerinin cesitleri, daha serin ve kurak bir iklimde; Antil (Persea americana) altttrt
cesit ve melezleri, yillik yagis miktart 2500 mm’yi gegebilen tropik ovalarda iyi
gelisme gostermekle birlikte, avokado yetistiriciligi icin yillik minimum yagis
miktar1 750-1000 mm arasindadir. Yagisin yeterli olmadigi zamanlarda sulama
yapmak gerekir. Tohumdan biylyen avokado agaclari 4 ile 8 yil icinde Urln
vermeye baslar, vejetatif cogalanlar ise 3 yil icinde Urln verir.

Avokado meyvelerinin  etli oldugu bilinmektedir (Zentmyer, 1994).
Meyveler klimatrik 6zellik gostermektedir. Avokado meyveleri agag Uzerinde yeme
olumuna gelmez, agactan koparildiktan sonra klimatrik yikselme ve solunum
pikinden sonra tam olgunluk meydana gelir (Phan, 1975). Bu nedenle tereyagi
kivamina kadar yumusayinca tuketilir. Meyve eti besleyici ve kalincadir. Meyve et
rengi acik sari, fistik yesili ve soluk yesil arasinda degisir. A, D ve E vitaminleri ile
Fe, P, Mg, S ve Cu elementleri bakimindan zengindir. Doymamis yag oran yuksektir
(%30) (Yesiloglu, 2006).

Avokadonun kendine 6zgu tadinin ve aromasinin olusmasinda yaginin biyik
Onemi  bulunmaktadir. Avokado yagimin insan beslenmesindeki  Gnemi;
atherosklerotik kalp hastaliklarina neden olan kandaki dusik yogunluktaki
lipoprotein (LDL) kolesterol seviyesini azaltan, tek zincirli doymamis oleik asit
icermesidir. Ayrica, diger besinlerden daha yiksek yogunlukta antioksidan A, B, E
vitaminleri ve yuksek ¢ozulebilir lif icerigi ile kalp sagligim korumada avokadonun
potansiyel yararlart bulunmaktadir.

11
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Avokadonun gida endUstrisinde degerlendiriimesinin - yamnda yag
iceriklerinden dolay1, sag ve yuz bakim kremleri, el losyonlar: ve sabunlar1 bigiminde
kozmetik endustrisinde de kullamlmaktadir. italya ve Fransa da avokado yagi cok
fazla tuketilmektedir (Anonim, 2007).

Avokado Uzerine az sayida morfolojik ve molekiler calisma yapilmis ve fakl
sonuglar elde edilmistir. Calismada Cukurova Universitesi Ziraat Fakiiltesi, Genetik
Kaynaklar koleksiyonunda bulunan avokado cesitlerinin genetik ve morfolojik olarak

karakterizasyonunun yapilmasi amaclanmustir.

12
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2.ONCEKI CALISMALAR

PCR tekniginin 1990'larda bulunmasindan bu yana DNA’'y:r molekiler
dizeyde incelememizi saglayan bircok markir sistemi ortaya cikmustir. Bu
sistemlerle genom haritalar1 olusturulmus ve birgcok hastaligin nedeni ortaya

cikartilmstir.

2.1. DNA Dizisinin Bedlirlenmesi

Kalitim sekilleri, morfolojik (gigek rengi gibi), biyokimyasal (izoenzimler
gibi) ve DNA dizeyinde (molekiler markirlar) izlenebilen karakterlere, genetik
markirlar adi verilir. Molekiler markirlar, DNA’ min aktif bolgelerinden (genler) veya
herhangi bir genetik kodlama fonksiyonuna sahip olmayan DNA dizilerinden
gelistirilebilir. Genetik markir kavrami yeni bir kavram degildir. Mendel’in 19.
yuzyilin sonlarinda kalitim biliminin temellerini ortaya koymasindan sonra bazi
karakterlerin nesilden nesile birlikte aktarildiklari ve Mendel’in rasgele agilim
ilkesine uymadig1 gozlenmistir (Yildirim ve Kandemir, 2001). Kalitatif acilim
gogteren karakterlerin kantitatif agilim gosteren karakterlerle baglantisi, yani gergek
anlamda markir anlayisi, Sax'in (1923) fasulye tohum pigmentasyonu ile tohum
iriligi arasindaki baglantiyr gbzlemesiyle sekillenmistir.

DNA markirlar: birgok farkli mutasyon siniflarinin bir sonucu olarak ortaya
cikarlar, bunun en basit 6rnegi iki genotipi birbirinden ayiran tek nikleotidin (bazin)
yer degistirmesi kadar kugik bir farkliliktir (Paterson, 1996). Tek bir bazin yer
degistirerek bir enzimin kesim noktasini degistirmesi, DNA pargasimn uzunlugunu
degistirerek ilgili gzlem metodunda direkt olarak bir bireyin genotipini temsil eden
farklt bir markir ortaya gikarir (Yildirim ve Kandemir, 2001).

Her biri okaryotik DNA’daki 6zelliklere dayal1 olarak tasarlanan ve kalitsal
olarak izlenebilen molekiler markirlar, gunimizde bitki molekiler biyolojisi
alaninda yogun bir sekilde kullamlimaktadir. Molekiler markirlarin bitki molektler
biyolojisinde kullanilchg: alanlara 6rnek olarak genetik karakterizasyon, bitki genom
haritalanmasi, markirlar yardimiyla 1slah (marker-assisted breeding), gen klonlama,

13
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tohum saflig: testleri ve saflik tayini verilebilir (Brown ve ark., 1996; Ayres ve
ark., 1997; Roder ve ark., 1995).

Tdm yuksek yapili organizmalarin genomlarindaki bir veya daha fazla
Ozelligin karakterizasyonu DNA bantlarinin ortaya koyulmasiyla olur. Farkl
blyuklukteki ve farkli sayidaki DNA bantlarimin ortaya koyulmasi ile her birey igin
DNA parmakizi elde edilmis olur.

DNA profilinin ¢ikariimast ve spesifik DNA parmakizlerinin  elde
edilmesinde izlenen yollar asagidaki gibidir (Sekil 2.1.).

-Bitkisel materyalin saglanmasi,

-Bitkisel materyallerden DNA izolasyonu,

-Kullanilacak yonteme gore, genetik materyalin cogaltilmasi ve ortaya
koyulmas: (PCR),

-Bireyler arasindaki polimorfizimin farklt molekiler markir teknikleri ile
belirlenmesi (RFLP, RAPD, AFLP, ISSR),

-DNA profilinin spesifik bir programda analiz edilmesidir (Aka Kacar,
2001)

Sekil 2.1. DNA’'nin Analiz Asamalari

2.1.1. Bitkisel M ateryalin Saglanmas ve DNA izolasyonu

Bitki dokularindan saf DNA izolasyonu oldukga zordur. Bitki dokularinin
polisakkaritler, polifenoller ve karbonhidratlarca zengin olmast DNA izolasyonunu
guclestirir. DNA yeterince saf degilse PCR sonucunda amplifikasyon gerceklesmez
(Luro, 1992).

Bu sorunun Ustesinden gelmek icin alternatif ekstraksiyon buffer:
kullamimaktadir. Ekstraksiyon bufferlari hiicre icindeki DNA disindaki bilesiklerin
uzaklastirilmasi esasina dayanmaktadir. Ekstraksiyon bufferr nin pH’ st ve spesifik
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koruyucu maddeler veya deterjanlar belirli tiirler icin optimize edilmelidir. Ozellikle
DNA'y1 pargalayan enzimler igin optimum olan pH dizeyinden kagimlmalidir.
Ornegin DNazlarin ¢alisma pH’si 7.0 civarindadir (Dunham ve Brayant, 1983). Bu
durumda DNazlarin c¢alismasimi ve DNA’y1r pargalamasint 6nlemek igin bitki
ekstraksiyon bufferimin pH 8.0 hatta pH 9.0 civarinda olmasi gerekmektedir.

Fenolik bilesiklerden tamamen temizlenmemis DNA’da kahverengilesme
meydana gelmektedir. Bunu Onlemek igin 5-10 mM [3-mercaptoethanol (BME)
kullamimaktadir (Deng ve ark., 1995).

Orijinal dokunun toplanmasi ve ekstraksiyondan énce korunmasi DNA’nin
kalite ve kantitesini ¢ok etkiler (Pyle ve Adams, 1989). Genel olarak en iyi doku
taze olan dokudur. Cunku taze dokularda yasli dokularda gozlenen fenolik bilesik
olusumu gozlenmemektedir. Bu durumun en 6nemli nedeni bitkinin dinlenme
zamanlarinda fenolik bilesik Uretmesidir. Fenolik bilesik olusumu saf DNA elde
etmemizi zorlastirabileceginden bitkinin  aktif oldugu slrgdnlerin - olusum
donemlerinde bitki materyalinin toplanmasi tercih edilmelidir. Toplanan yaprak
ornekleri canliliklarim korumalarim 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, kalites ve
kullanigligr 6nemlidir. DNA hiicrede serbest bir molekil halinde degildir. Bazi
proteinler (histonlar, histon olmayan proteinler, HMG proteinleri) RNA ile bir
kompleks halinde bulunur. Iyi bir DNA izolasyonu gerceklestirmek icin hiicre icinde
hicre duvarimin parcalanmasi, proteinlerin  ve RNA’mn  uzaklastiriimasi
gerekmektedir. DNA izolasyonu degisik organizma gruplarinda faklilik gosterse de
temelde hepsinde ayni asamalar meydana gelir (Goksel, 1999).

Basarili bir DNA izolasyonu icin asagidaki kosullarin gerceklesmesi
gerekmektedir;

Ilk olarak hticre duvar: pargalanmalidir. Bu amagla bitki materyali sivi
azot, kuru buz ya da sicak ekstraksiyon buffer: icerisinde 6gutalr.

Hicre membram parcalamir; bitki materyali CTAB adhi verilen
ekstraksiyon bufferi ile muamele edilir. CTAB ¢Ozeltisi iginde
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bulunan SDS protein yapilarim bozar, NaCl polisakkaritleri ortadan

kaldirir, PVP polifenolleri ortadan kaldirir, EDTA (Etilendiamin tetra

asetik asit) DNA’yr ribontkleaz — aktivitesinden  korur, 3

mercaptaethanol proteinleri denatire eder, boylece hicre zari

parcalanmus olur.

Ayrica buffer/doku karisimina kloroform vel/veya fenol karisimi

eklenerek DNA’dan proteinlerin ayrilmasi saglanir, temiz DNA elde

etmek icin kloroformla yikama asamasi iki kez tekrarlanabilir.

Son olarak yikamasi gerceklestirilen DNA’y1r c¢oktirmek icin

izopropanol kullanilir.

Dondurulmus dokunun égittlmesi ile ekstraksiyon buffer: ile muamelesi

arasindaki siire DNA’nin nikleotik degregasyonunu engellemek amaciyla en aza
indirilmelidir (Aka Kagar, 2001).

2.1.2. DNA'nin analizi

Nukleik asitlerin  nanogram veya mikrogram duzeyindeki miktarinin
belirlenmesi, molekiler biyoloji alamnda galisan arastiricilar icin temel noktalardan
biridir. Genellikle izole edilen DNA’larin miktar tayininde absorbsiyon temeline

dayanan spektrofotometrik yontemler kullanilir (Temizkan ve Arda, 2004 ).

2.1.2.1. Spektral Yontemler

Nukleotidlerin heterosiklik halkalari1 260 nm dalga boyunda maksimum
absorbsiyon 6zelligi gosterir. Bu nedenle 260 nm’ de Olgulen absorbsiyon degerleri
(A260) oldukca saf olarak izole edilen nukleik asitlerin mikrogram dizeyinde
miktarinin belirlenmesinde kullanlir.

Cift zincirli DNA molekdilleri icin, 1 optik dansitenin (OD) 50 pg/ml’ye
karsilik geldigi bilinmektedir. Buna gore cift zincirli DNA igin miktar
belirlenmesinde asagidaki formul kullanilir:

DNA (pg/ml) = A260 x sulandirma oran: x 50
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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 nikleik asitlerin safligi hakkinda bilgi vermektedir. Saflastirilmis
DNA’da A260/A280 oram yaklasik 1.75-1.82 arasinda olmalidir. 325 nm' de dl¢llen
deger DNA ¢0zeltisinde partikil bulundugunu veya 6lcimde kullamlan kivetin kirli
oldugunu; 230 nm'deki deger ise nikleik asit ¢ozeltisinde peptitlerin veya fenollin
bulundugunu gosterir (Temizkan ve Arda, 2004).

2.1.3. Agaroz Jel Elektroforezi

Agaroz, bir kirmizi alg turti olan Agar Agar’dan izole edilen dogrusal bir
polisakkarittir. Agaroz sicak suda c¢ozinir ve sogutuldugu zaman polimerde
karsilikli hidrojen baglarimin olusumu ile jel yapisi olusur. Bu olusum geri
déndstmladar.

Agaroz konsantrasyonu % 0.5-1.5 arasinda degistirilerek jelin por capi
ayarlanabilir. BOylece kugik DNA fragmentleri igin yiksek, blyik DNA
fragmentleri igin dusik agaroz konsantrasyonu kullanilarak DNA’ nin jelde en uygun
sekilde yurumesi saglanr.

DNA'nin jelde gorinir hale gelmesi icin ethidium bromidin DNA baglar
arasina baglanarak 300-360 nm dalga boyunda 15181 absorbe etmesi sonucu floresan
etki gostermesi ile olur. izole edilen DNA genomik DNA ise keskin bir bant ve

yukar: dogru biraz yayilan bir goruntt verir (Temizkan ve Arda, 2004).
2.1.4. PCR (Polymerase Chain Reaction=Polimeraz Zincir Reaksiyonu )
PCR'da genetik materyalin cogaltiimast ve ortaya koyulmasi esastir.
DNA'nin istenilen bir parcasinin in vitro kosullarda 15-20 nikleotit uzunluktaki

oligonukleotit dizileri kullanilarak, sicakliga dayanikli Tag DNA polimeraz enzimi

yardimiyla gogaltilmasina dayanan bir yontemdir.
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PCR’1n Temel Birlesenleri

Kalip DNA: PCR da genomik DNA'’lar faj, plazmid, ¢esitli genler ve
hatta herhangi bir DNA parcasi kalip olarak kullanilabilir (Aka-K agar, 2008).

Polimerazlar: DNA polimeraz enzimleri kalip iplige tamamlayici bir
DNA ipligi meydana getirmek Uzere orijinal kalip iplikteki baz bilgisi kullanilarak
dort cesit deoksiriboniikleozid trifosfattan uzun polinikleozid zincirinin sentezini
kataliz eder. Bu enzimler sentezi baslatmak icin kalip molekildeki tamamlayici
diziye baglanan kisa DNA parcalarina (primerlere) gerek duyarlar.

Sentezin yonu 5' ugtan 3' uca dogru olup primerin serbest 3' hidroksil
ucuna ortamdaki dNTP lerin etkisi ile fosfodiester baglarinin katalizi ve yeni DNA
ipliginin polimerasyonu saglanir.

Thermus aquaticus dan elde edilen Tag DNA polimeraz enzimi en
yogun olarak kullanilan polimerazdir. Bu enzimin kullamlmasinin temel nedeni
yiksek sicakliklara dayanabilmesidir. PCR isleminin denatlirasyon asamasinda DNA
Gift zincirini tek zincire donusturebilmek icin gerekli olan 90-92 °C’ de ki sicakliklara
dayanabilmektedir. Tag DNA polimerazin bazi 0zellikleri arasinda optimum
sicaklikta (70-80 °C) saniyede 35-100 niikleotidin polimerizasyonunu yapmasi ve 5'-
3' endonuikleaz aktivitesine sahip olmasi gelmektedir (Aka-K agar, 2008).

Primerler: Oligonikleotid primerler, primer sentezi yapan
laboratuvarlardan ya da ticari olarak elde edilebilirler. Bir ¢ift PCR primerinin her
biri yaklasik 18-30 nikleotit uzunluga ve benzer G+S igerigine sahip olmasi
gereklidir. Boylece primerler benzer sicakliklarda tamamlayici sekanslara tutunabilir.
Kisa oligonukleotitler (<25 nt) icin annealing sicakligi (°C), Tm= 2(A+T) + 4(G+C)
formilu kullanilarak hesaplanir. Primerler hedef sekansin zit zincirlere tutunmasi
amaciyla tasarlanir; dolayisiyla 3' uclarina nikleotitlerin eklenmesiyle uzatilirlar
(Aka-Kacar, 2008).

dNTP: Deoksiribonikleozid trifosfatlar yiksek saflikta ya tek tek
yada dortli karisim halinde ticari olarak saglamr. Tag DNA polimeraz distk dNTP
konsantrasyonlarinda kaliba uygun dogru bazlar1 secmede daha basarili olmakla
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birlikte normal kosullarda 100 uM dNTP konsantrasyonu kullanmlir (Aka-K acar,
2008).

Tamponlar ve MgCly: PCR icin g¢esitli tamponlar kullamilmakla
beraber en ¢ok kullanilan Taq enzimine uygun tampondur ve 10x konsantrasyonunda
hazirlanir. MgCl; iyonlart dNTP ler ile ¢oztnebilir kompleksler olusturur, polimeraz
aktivitesini stimtle eder ve primer kalip etkilesimini saglarlar (Aka-K agar, 2008).

PCR kitictk hacimler halinde hazirlanir;

- Hedef DNA sekanslar1 (50-500 ng),

- Tek veyaiki tur spesifik oligoniukleotid primerleri (0.1-0.5 mp),

- Termostabil DNA polimeraz (Tag polimeraz veya digerleri )(0.5-2.5 Unite),
- Dért tir dNTP (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) bulunur (100-500 ml).
Reaksiyon,

- Hedef DNA’ nin denatiirasyonu (95 °C)

- Primer DNA'’ larinin baglanmasi (37-50 °C)

- Polimerizasyon (70-72 °C) islemlerini icermektedir.

TUp icinde bulunan karisim birinci dongude, 95 °C’de yaklasik 60
saniye yuksek sicaklik uygulamas: ile hedef DNA iki iplige ayrilr.
Primerlerin kalip DNA’ya tutunmast igin sicaklik 50 °C (yaklasik 30 saniye
icin) civarina dusriltr. Gergek sicaklik primer uzunluklarina ve sekanslarina

baglidir. Primerin yapismasindan sonra, Mg

a gereksinim duyan ve
reaksiyon karigimindaki dNTP leri kullanan optimal polimerizasyon icin
sicaklik 72 °C'ye (60-90 sn icin) cikarilir. Ilk polimerizasyon basamaginda,
her bir hedef molekil primer bolgelerinden farkli uzunluklarda kopyalanir.
Bu islem, reaksiyon sicakligimin tekrar 95 °C’ye ¢ikarilip, yeni sentezlenmis
molekilleri denatiire eden ikinci dongli basina kadar devam eder. ikinci
annegling basamaginda, diger bir primer yeni sentezlenmis zincire baglamr
ve polimerizasyon siresince ilk primerin ucunun ulastigi yere kadar
kopyalanabilir. Takip eden dongllerde, kisa slrede degisik uzunluktaki
molekiller sayilamayacak hale gelir ve her bir dongude iki kat artar (K onuk,

2004) (Sekil 2.2).
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Sekil 2.2. PCR Reaksiyonu ve Asamalar1 (Anonim, 2008)

2.1.5Markir Tipleri

2.1.5.1. Morfolojik Markirlar

Morfolojik 6zellikler tek genle kontrol edilebilen kantitatif 06zellik
gostermelerinden 6turti gorsel olarak degerlendirilebilen markirlardir. Morfolojik
testlerin, genellikle karmasik ekipmanlar ile hazirlayici prosedirlere gereksinimi
bulunmaktadir. Bagslica avantgjlari, basit olmalarindan ve masraflarinin disik
olmasindan kaynaklanmaktadir. Bu yaklasimin en biytk dezavantaji, sahip olunan
normal fenotipin garantisinin olmamasidir. Ayrica bu degisimlerden gogunun resesif
olmasi nedeniyle heterozigot formlardaki bitkiler kendilenmeden ve melez bireyler
incelenmeden gdzikmemektedir (K hang ve Spor, 2001).

2.1.5.2 Biyokimyasal Markirlar
Biyokimyasal markirlar genlerin Urettikleri proteinlerdir. izoenzimler farkl:
olarak yuklenmis proteinlerdir. Elektroforez teknigi kullanilarak  kolayca

ayrilabilirler. Enzimler spesifik biyokimyasal resksiyonlari katalizler. Belirli
enzimlerin substrat ve kofaktorleri eklenerek jel Uzerinde gorilmesi saglamir ve
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enzimatik reaksiyonlarin drdinleri renkli olarak Uretilir. Renkli trtnler jel Gzerinde
gorllir bantlar olusturur. Bu bantlar genetik temellere sahiptir ve kodominant markir
olarak genetik bilgi saglar. Bununla birlikte morfolojik karakterlere gore ¢ok daha
yaygin kullamimakla birlikte izoenzim lokuslarinin azlig1 ve bazi enzim sistemlerinin
cevre kosullarindan etkileniyor olmasi kullammlarin sinirlar (Aka-K agar, 2001)

2.1.5.3. DNA Markarlar:

Molekuler markirlarin yararliligi, morfolojik markirlardan kendilerini ayri
kilan bes 6zellikten kaynaklanmaktadir (K hang ve Spor, 2001):

1. Pek ¢cok morfolojik markirin fenotipi, yalmzca tim bitki seviyesinde teshis
edilebilir. Oysa, molekuler lokuslar, tum bitki, doku ve hiicre seviyesinde
denenebilirler.

2. Allel frekans, morfolojik markirlarla karsilastirildiginda molekiler
lokuslarda daha yiksek olma egilimindedir.

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

4. Morfolojik lokustaki alleller, heterozigot genotiplerin tammlanmasin
sinirlayan bir dominant —resesif tarzinda birbirini etkiler.

5. Molekuler lokuslar, bir acilim populasyonundaki bireylerin genotiplerinin
belirlenmesine izin veren bir ko-dominant tarz sergilerler.

Tek bir molekiler markir, bitin bu ihtiyaglar: karsilayamamaktadir. Cesitli
molekuler markirlar DNA seviyesinde polimorfizmi ortaya ¢ikartmaya elverislidirler.

DNA Markirinda Bulunmas istenen Ozellikler
Guvelilir olmasy,
Ko-dominant olmasi,
Y Uksek polimorfizim gostermesi,
Birgok bilgi icermesi,
Sonuclarin tekrarlanabilir olmasi,

Analizinin kolay ve basit olmasi,

N o g s~ w DN PRE

Otomasyona uygun olmasidr.
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Polimorfizim (Farkhhk Gosterme): Kullamlan bir markirin  farkl
genotipleri ayirt edebilme yetenegidir. Markirlarin farklilik gbsterme oranlart markar
tipine ve bitki tlrine gére buyuk olclide degismektedir (Yildirim ve ark., 2001).
Polimorfizim, 300 ile 500 nikleotitte bir olusan varyasyonlardir. Ekzon bolgelerinde
gozlenen varyasyonlar morfolojik diizeyde g6zlenebilirken (Tohum rengi, bitki boyu
vb.), intron bolgelerindeki varyasyonlar morfolojik diizeyde gdzlenememektedir.

Guvenilirlik: Aynt genetik materyal Gzerinde yapilan bir markir analizinin
her zaman ve her kosulda aym sonuglar: vermesidir. Guvenilirlik, markir tipine gore
degismektedir (Yildirim ve ark, 2001).

Esbaskinhik (ko-dominanthk): Markirlarin esbaskin olmasi, yani her iki
alelinde ayirt edilebilmesidir. Bu durum bize ebeveynler hakkinda saglikli bilgiler
vermektedir.

Molekuler Markarlarin Uygulama Alanlar;
Genotipik tammlama,
Cesit tescili,
Islah hatlarimin tanimlanmasi ve tohum saflik testleri,
Hibrit ¢esit saflik testleri,
Cinsiyet belirleme, genetik ¢esitliligin belirlenmesi,

Gen kaynaklarinin genetik kokeninin belirlenmesidir.

Gen Kaynaklarinin Genetik Kdkeninin Belirlenmes,

Genetik kaynagin yapisim anlamak,

Duplike olan genotipleri belirlenmek,

Orjini bilinmeyen genetik materyalleri belirlenmek,

I slah programinda kullamlacak ebeveynleri belirlemek amaciyla kullanilir.

Molekuler markirlardan en 6nemlilerini hibridizasyona dayal1 olan restriksiyon
parca uzunlugu polimorfizmi (RFLP) belirleyicileri ile Polimeraz Zincir
Reaksiyonuna (PCR) dayal1 olan rastgele ¢cogaltilmig polimorfik DNA (RAPD), basit
dizilim DNA tekrarlari (SSR), gogaltilmis parca uzunlugu polimorfizmi (AFLP) gibi
belirleyiciler olusturmaktadir (K agar-Aka, 2001).
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RFLP (Restriction Fragment L enght polymorphism)

RFLP (Restriction Fragment Lenght polymorphism markirlai)) (Bostein ve
ark., 1980), dokulardan izole edilen genomik DNA’'mn nikleik asit dizilislerini
tamyan DNA kesim enzimlerince spesifik olarak kesilmesi ve olusan DNA
parcalarinin elektroforezde ayrildiktan sonra naylon veya nitroseliloz membrana
transfer edilerek DNA proplariyla etiketlenmesi esasina dayanir.

RFLP markirlart ile turler arasindaki ve igindeki farklilik kolayca belirlenir.
Guvenilir, esbaskin (co-dominant) 6zellikte olup polimorfizm oram orta diizeydedir
(Ozcan ve ark., 2001). En 6nemli dezavantaj: ise analizlerinin pahal: olmas, fazla
zaman, isguct gerektirmesi ile fazla miktarda ve yiUksek kalitede DNA’ya
gereksinim duyulmasidir (Walton, 1993).

RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA)

Williams ve ark. (1990) tarafindan gelistirilen RAPD (Random Amplified
Polymorphic DNA) teknigi basit ve kisa oligonikleotid primerler kullanilarak
genomik DNA’nin rastgele bolgelerinin cogaltiimasidir (Kagar, 2001). RAPD
markirlart RFLP nin tersine disik kalitede ve miktarda DNA’ya gereksinim
duyulmasi, zaman ve maliyet yontinden olumlu olmasina ragmen dominant markir
(Corazza-Nunes ve ark., 2002) olmalari nedeni ile yorumlanmasinin zorlugu,
guvenilirliginin ¢cok sinirli olmasi, tekrarlanamamasi olumsuz yonleridir (Lavi ve
ark., 1994). Teknigin diger dezavantajlarimn arasinda dominant 6zellikte markir
verilmesi ve bu yolla elde edilen markirlarin diger haritalara transfer edilememesi
gelmektedir (Walton, 1993).

AFLP (Amplified Fragment Lenght Polymorphism)
AFLP (Amplified Fragment Lenght Polymorphism) teknigi RAPD

tekniginin dezavantajlarim gidermek iizere gelistirilmistir (Ozcan ve ark., 2001). Bu
teknikte ilk olarak genomik DNA 0Once birisi 6, digeri 4 taban taniyan 2 kesim enzimi
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tarafindan kesildikten sonra (EcoRI/Msel), bunlara ait adaptorler eklenmekte ve bu
adaptorlere uygun primerler kullanilarak secici bir sekilde cogaltilmaktadir. Secici
sekilde gogaltilan parcalar arasindaki polimorfizm PAGE ile belirlenir (Ergul, 2000).
Polimorfizm oramt ¢ok yuksektir. Uygulanabilirligi, RAPD teknigine gore kolay
olmasa da RFLP teknigine gbre ¢ok kolaydir. Kurulus asamasinda maliyet gerektirir.
Masraf, is gucu gereksinimi ve guvenilirligi RAPD ve RFLP arasinda yer alir
(Maughan veark., 1995).

ISSR (Inter-Simple Sequence Repeats)

RAPD ile maliyeti hemen aym olan ISSR (Inter-Simple Sequence Repeats)
(Zietjiewicz ve ark., 1994) teknigi RAPD’e gbre olduk¢a guvenilir,
tekrarlanabilirlik oram yiksek ve PCR kosullarindan gok etkilenmeyen bir tekniktir.
Bu teknik genetik ¢esitlilik, simiflandirma, molekiler markir bulma calismalari,
evrim ve genom haritasi olusturma calismalarinda son yillarda yaygin olarak
kullamimaktadir (Fang ve Roose, 1997).

SSR (Simple Sequence Repeat)

SSR (Simple Sequence Repesat) markirlart okaryotik genomlar boyunca
dagilmis bulunan ve ardisik olarak tekrarlanmakta olan 2-6 nikleotid gruplarindan
olusmaktadir (Hamada ve ark., 1982; Weber, 1990). Bu tekrarlar gok yakin tur ve
cesitler nedeni ile oldukga polimorfiktir (Gupta ve ark., 1994).

Mikrosatellitler kodominant kalitim 6zelligi gostermeleri, lokusa 6zgu
olmalari, yiksek bilgi icerigine sahip olmalari ve PCR ile kolayca tespit
edilebilmeleri gibi birgok o©zellikleri ile tercih edilen bir molekiler belirleyici
grubudur. Mikrosatellitler ile ilgili en belirgin dezavanta) ise bir tire ait yeni
mikrosatellitlerin elde edilmesidir. Bu islem cogunlukla zaman alict olup fazla
miktarda emek gerektirir (Buyukunal Bal, 2003).
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SRAP (Sequence Relatad Amplified Polimorphism)

SRAP, Li ve Quiros tarafindan 2001 yilinda ORFs denilen cekirdek
sekanslar1 baz alinarak uygulanan bir tekniktir. Teknik genomun kodlanan
bolgelerinin secilmesi esasina dayamir. SRAP, RAPD benzeri bir yontemdir.
Polimorfik, otomasyona uygun, uygulanmasi kolay, guvenirligi ve
tekrarlanabilirligi yuksektir. RAPD’ e gore daha spesifik bolgeleri taramaktadir.
Elde edilen fragmentlerin jellerden izolasyonu kolaydir. Dezavantajlart RAPD’in
aksine 6zel primer dizilimi istemesidir.

SRAP PCR teknigi, DNA’daki agik okuma bdlgeleri dedigimiz (ORFs)
bolgelerinin cogaltilmas: esasina dayanir. SRAP primerleri gelistirirken ilk dnce
cekirdekte CCGG bazlarim kullanarak (ORF) bolgelerindeki eksonlar hedef
ainr. Forward primeri 17 nikleotit, Reverse primeri 18 nikleotit
uzunlugundadir. Reverse primerleri DNA'min intron ve promoter bdlgelerini,
Forward primeri ise DNA'nin ekson bolgelerini amplifiye eder. Forwart
primerlerinde 5 ucundaki 14, Reverse primerlerinde 15 niukleotit aymdir, 3
ucuna yakin olan tg¢ nikleotit tesadiifi secilim sonucu olusturulmustur. Primerin
bagindaki 10 veya 11 nikleotitten sonra gelen dort nikleotit dizini Forward
primerinde CCGG dizinine; Reverse primerinde AATT primer dizinine sahiptir.
Forward primeri
mel, 5-TGAGTCCAAACCGGATA-3’
me2, 5-TGAGTCCAAACCGGAGC-3
Reverse primeri
eml, 5 GACTGCGTACGAATTAAT-3
em2, 5 GACTGCGTACGAATTTGC-3

SRAP markirlarimin % 20'si co-dominant markir ¢zelligi tasimaktadir. Bu
teknik Brassica oleracea’ya ait rekombinant hatlar ile di-haploid hatlar Gzerinde
calisilmistir. Jelden izole edilen bantlarin % 45'i dizilim analizinden sonra Gen
bankasinda bulunan bilinen genler ile eslesmis oldugu bildirilmistir. Dizilim

analizinden sonra SRAP markirlarimin % 20’'sinin co-dominant oldugunu ve
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SRAP ile Brassica’da bulunan glucosinolate desaturation genini (BoGLS-ALK)
isaretlediklerini belirtmiglerdir.
PCR DAngu Kosullart

94°C — 5dk

94°C — 1dk

35°C — 1dk 5dong
72°C — 2dk

50°C — annealing— 35 dongl
72°C — 2dk

SRAP 1in PCR dongu programinda ilk dnce primerlerin yapisma sicakligi olan
35°C'de 40 dongl gerceklestirilmis ama istenilen oranda keskin bantlar elde
edilememistir. Arastiricilar daha sonraki denemelerinde 35 °C’ de 5 dongii sonucunda
primerin DNA'ya yapistigina emin olduktan sonra sicakligi 50 °C’ye cikartarak bu
sekilde 35 dongu gerceklestirmislerdir. Bu PCR protokolii sonucunda istenilen
oranda keskin bantlar elde edilmistir. PCR dranleri Poliakrilamid jel veya
konsantrasyonu yiksek agaroz jelde goruntilenebilmektedir (Li ve Quiros 2001).

DNA markirlar: kullamlarak genetik gesitlilik arastirlabilir. Ornegin birbirine
cok yakin olan kulttr cesitleri ayrilabilir ve tanimlanabilir. TUrlerin taksonomik
tanmmlanmas: yapilabilir ve filogenetik akrabaliklari bulunabilir (Lowe ve ark.,
1996).

DNA teknolojilerinde molekiler markirlarin kullanimi diinyada oldugu gibi
Ulkemizde de hizla gelisme gostermektedir. Molekiler markirlarin  kullamm
alanlarinin basinda bitki 1slahi, gen kaynaklarin karakterizasyonu, bitki tir, cesit ve
tiplerinin genetik olarak ismine uygunlugunun arastiriimas: calismalari gelmektedir.

Avokado orijinlerine gore Meksika, Guetemala, Antil olmak lzere 3 wrka
ayrilmistir. Bu wrklar morfolojik, fizyolojik ve bitki 6zelliklerine gore, ayrica farkl
ekolojik kosullara ve farkli iklimlere adapte olmasina gore ayrilmaktadirlar. Bu
taksonomik simiflandirma tizerine son 10-15 yildir izoenzim, RFLP ve diger DNA
markir sistemleri ile arastirmalar yapilmis ve yapilmaya devam edilmektedir.
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2.2 Avokado Cesitlerinde Yapilan M orfolojik Calhismalar

Kopp (1966) morfolojik parametreler kullanarak, Ben-Ya'acov (1992) ise
DNA markirlar kullanarak Guatemala ve Antil irklarinin bir botaniksel varyete icine
almis ve Meksika irkini digerlerinden ayirmustur.

Rhodes (1971) avokadolar1 siniflandirmak amaciyla morfolojik 6zelliklerle
ilgili detayli calismalar yapmustir. Calisilan genotipler hemen hemen 3 ki temsil
edecek sekilde 3 gruba ayrilmistir.

Torresve Bergh (1980) ile Goldring ve ark. (1985) alloenzim varyasyonlari
calismislar fakat taksonomik problemleri ¢coziimleyememislerdir.

Duceller ve Rey (1989) 1974-1985 yillarn arasinda Bati Kamerun'da
yaptiklart ¢calismada 10 avokado cesidini karsilastirmiglardir. Blylme, ciceklenme
ve olgunlasma donemleri ile Cercospora hastaligina duyarliliklari Gzerine
calismislardir. Hickson cesidi diger tim cesitlerden Gstin bulunmustur. Kamtlatif
verim bakimindan Hickson cesidinden en yiksek verim (1000 kg/agag'tan fazla)
alinmistir. Bu ¢esidi ise Booth 8 izlemistir. itzanna cesidi ise en dustk verime (200
kg./agag’'tan az) sahip ¢esit olarak belirlenmistir. Hickson iyi kaliteli meyvelere,
diizenli verime ve Cercospora’ ya dayaniklilik gostermistir. En iri meyveler Hickson
ve Nabal ¢esitlerinde elde edilmistir.

Ramishvili (1991) avokadolarin Bati1 Gircistan’in bazi bolgelerinde basaril
bir sekilde yetistirildigini bildirmektedir. Cok soguk kis kosullarindan sonra
agaclarin  biyik zararlar gormediklerini, 3-4 yil sonra Urin amnabildigini
belirtmektedir. Gurcistan kosullarinda avokadolar dikimden doért yi1l sonra meyve
vermeye baslamakta ve meyvelerini Ekim sonu Kasim basi arasinda
olgunlastirmaktadirlar. Mexicola cesidinin erkenci oldugunu belirten arastiric
Gurcistan'da avokadonun ticari basarisimn soguklara asirt duyarliligi nedeniyle
sinirl oldugunu bildirmektedir.

Rouse ve ark. (1991) yaptiklart calismada, Teksasin Lower Grande
Vadis’'nde Teksas, Kaliforniya ve Floridaidan getirdikleri 36 avokado cesidini
incelemislerdir. 1989’ daki siddetli donlardan dnce bu gesitlerden 25 tanesinin meyve
karakterlerini ve kalitelerini degerlendirmislerdir. ilk triin yilinda disik verimli
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olarak bulunmalarina ragmen Ettinger ve eylil basinda olgunlasan WA-2-3-27
cesitleri potansiyel cesit olarak bulunmustur. WB-3-14-14, Neshitt, Taylor ve Reed
cesitleri daha ilerdeki degerlendirmeler icin garantili olmuslardir. Tim seleksiyonlar
dusuk lifli, findik ve tereyagi tadina sahip ve antraknoza (Colletotrichum
gloeosporioides) yakalanma olasiliklar1 distk olarak bulunmustur. Meyve agirliginin
255-400 g. arasinda degistigini, yag iceriginin ortalama %14 oldugunu ve WA-2-3-
27 ¢esidi haricinde verimliligin orta ile yuksek degerler arasinda degistigini
belirtmiglerdir. Aym zamanda arastiricilar antraknoza dayamim ile kabuk kalinlig:
arasinda bir iligskinin oldugunu ileri sirmuslerdir. Bu gesitlerin -3 °C yada -4 °C'de
yasayabildiklerini ve Gilney Teksas'ta uzun vyillar meyve verebileceklerini
belirlemiglerdir.

Kremer ve ark. (1992) Duke 7 yada G 6 Uzerine asil1 Fuerte; Duke 7, G 6 ve
G 755 C uzerine asil1 Hass gesitlerinin verim ve meyve kalitelerini 4 yil boyunca
incelemiglerdir. Hass ¢esidinin Fuerte'den daha erkenci oldugunu ve meyve ici
kalitesinin Flerte' den daha iyi oldugunu bulmuslardir.

Demirkol (2001) 1988-1997 vyillar1 arasinda Serik (Antalya) ekolojik
kosullarinda 27 avokado ¢esidinin agaglarinin 3. yasindan itibaren agag 6zellikleri,
dikimden itibaren de cesitlerin iklim kosullarindan etkilenme durumlart
belirlenmistir. Calisma sonuclarina gore; Ettinger, Bacon ve Zutano'nun dikine
blyime egilimi gosterdikleri, Fuerte, Duke, Clifton, Teague, Nowels, Hass ve
Regina ¢esitlerinin yayvan bir tag olusturduklari, Pincerton, Rincon, Corona ve Reed
cesitlerinin nispeten kicik bir tag olusturdugu, diger cesitlerin dagimk bir gelisme
egilimi gosterdigi saptanmustr.

Bayram ve ark. (2006) 1989-2004 yillar1 arasinda BATEM’de toplam 42
gesit Uzerinde calismuslardr. ‘Ettinger’ cesidi meyve ozellikleri (yiksek yag ve kuru
agirlik icerigi) ve soguga karsi toleransinin iyi olmasindan dolays, ilk giren ‘Bacon’,
‘Fuerte’, ‘Hass ve ‘Zutano' cesitleri ile birlikte ticari yetistiricilik igin tavsiye
edilmistir.
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2.3. Avokado Cesitlerinde Yapilan Molekiler Calhismalar

Clegg ve ark. (1989) avokado cesitlerini tammmlamak amaciyla yaptiklari
calismada molekiiler markir gelistirmislerdir. Onceki calismalarda avokado (Persea
americana) icin gelistirilen molekdler markir uygulamalarimn kok ¢urtklugl 67555
ve Persea americana var. guatemalansis'in orijinal hibrit olabilecekleri belirtilmistir.
Kirk alti genotipin bazilarimin G¢ botaniksel irk P. americana (guatemalans's,
americana ve drymifolia) igerisinde bulundugunu gérmislerdir. Genotipleri
tammlamada RFLP yontemini  kullanmuglardir.  DNA  fragmentlerini  genom
haritalama ve drnek tammlama amaciyla plazmit vektorleriyle kopyalamislardir. On
bes klonu karekterize etmis, tek kopya sekansli 11 genotipi polimorfik bulurken, 3
1k icindeki genotiplerin yuksek polimorfizme sahip coklu kopya sekansl1 olduklarini
belirtmiglerdir.

Furnier ve ark. (1990) avokadoda filogenetik calismalar yapmak amaciyla
kloroplass DNA ve ribozomal DNA'nin RFLP markirlarim  kullanmiglardir.
Arastiricilarin sonuglari, Berg ve ark. (1973)'min avokadolarda yapmis olduklari
siniflandirma ile uyumlu bulunmustur.

Lavi ve ark. (1991) avokado genetik kaynaklarim minisatellit markirlar:
kullanarak tanimlamiglardir. Bu calismada; wklar arasindaki farkliligi ortaya
koymuslar, 26 avokado genotipine ait DNA parmakizlerini belirlemislerdir.

Lewis ve ark. (1992) Hass, Fierte ve Edranol cesitlerinin aralarindaki
iliskiye RAPD DNA markirlar: ile bakmiglardir. Avokado DNA'’sinin benzer sekans
bolgelerinden DNA primerini tasarlamiglardir. PCR UrUnlerini  elektroforez ile
ayirmis ve bantlarin varligina ve yokluguna bakarak analiz etmiglerdir. Y aptiklar:
analiz sonucunda Fuerte ve Edranol ¢esitlerinin birbirleri ile yakin iligkili olduklarin
saptamiglardir. RAPD markirlarimin linkage genetik harita olusturmada buyik
avantg) saglayacagin belirtmislerdir.

Lavi ve ark. (1994) SSR markirlarini avokado genomik DNA kituphanesini
baz alarak tasarlamis ve kitlphane de bulunan 4 dintkleotit probunu (AG), (AT),
(GC) ve (CA) taramglardir. PCR primerlerini tasarlarken SSR sekans bolgelerinin
yanmndaki sekans bolgelerini baz almiglardir. Baglangigta taradiklart SSR primerleri
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icerisinden 26 primer ciftini kullanmuglardir. SSR A3F8 primerinde 8 allel
bulunurken, SSR A1E11l primerinde 11 allel bulunmustur. SSR markirlar: ile
mendelyen tarzi agilimi gdzlemislerdir.

Mhameed ve ark. (1996)' min yaptiklart bir ¢alismada VNTR (variable
number of tandem repeat) markirlar: kendilenmis ve melez bireylerde kullanilmistir.
SSR markirlar1 ile 5 avokado cesidinde 59 lokus elde edilmistir. Ortaama
heterozigoti 0.50 ile 0.66 arasinda degisirken, gen cesitliligi 0.42 ile 0.66 olarak
belirlenmistir.

Mhameed ve ark. (1997) yaptiklar: ¢alismada minisatelit DNA markirlarin
kullanarak 24 avokado genotipi arasindaki iliskileri saptamislardir. Kullanilan DNA
parmak izi yontemi ve SSR allelleriyle 3 Persea americana wrklari ve gesitler
arasindaki iliskiyi karsilastirmiglardir. Persea americana rklari1 ve avokado gesitleri
arasindaki  varyasyon degerinin  yiuksek oldugunu kaydetmislerdir. Orjinleri
bilinmeyen sekiz ¢esidin Ozellikleri filogenetik analiz yapilmistir. Genotiplerin
orjinlerini belirlemede Gg 1rki birbirinden ayirmamiza yardimcr olan alti morfolojik
0zelik karsilastirilmistir. On bir genotipin Persea genotipleri ve rklar1 arasindaki
iliskiyi saptamak amaciyla SSR markirint kullanmiglardir. Filogenetik agaglarin
bulundugu goralmistir. Genotipler ve wklar arasindaki iligskiyi belirleme ve
genotipleri tammlamada, uygulanan yontemin gegerliliginin yiksek oldugunu
saptamuslardir.

Sharon ve ark. (1997) avokado da genetik haritalarin olusturulmasinda
kullamilmak Uzere mikrosatellit primerleri gelistirmislerdir. 50 polimorfik SSR, 17
RAPD, 3 minisatellit DNA Fingerprint (DFP) markirlari genetik harita olusturmada
kullanilmistir. Avokado gen kutliphanesinden mikrosatellit tekrarlart arastirmis ve
(A/T)n ve (TC/AG)n sekanslarinin sik tekrarlandigim gormuslerdir. SSR igindeki
172 pozitif klonun 113’ nti basaril1 bir sekilde sekanslanmistir. PCR primerlerini 62
klonunu SSR bolgelerinin yaninda yer alan sekanslar1 baz alarak dizayn etmislerdir.
Avokado DNA sekanslarini gen bankasin arastirarak (CT) 10 tekrarl sekanslarindan
birini gostermislerdir. 92 spesifik avokado SSR markirim Pincerton ve Ettinger
gesitleri arasindaki melez 50 genotipin polimorfizm degerlerini  bulmada
kullanmiglardir. Sonuglar icin heterozigoti progenlerine uygun olan ¢esit haritalama
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programlarim kullanmiglardir. On iki linkage grubunu 352,6 cM’ ik alam kapsayan
34 markir (25 SSR, 3 RAPD ve 6 DFP) ile analiz etmislerdir.

Sharon ve ark. (1998) RAPD, DNA parmak izi (DFP) ve SSR markirlarin
kullanarak sekiz avokado gesidinin meyve ozelligini (QTLS) tammmlanmuslardir. Bu
markirlarla 7 avokado meyve 0Ozelligini QTLs ile tannmlamada kullanmislardir.
Varyans ve interval haritalama olmak Uzere iki istatistiksel yontem kullanmislardir.
Alti meyve oOzelliliginin 90 DNA markirinin en az biri ile iliskili oldugunu
bulmuslardir. iki igtatistiksel yaklasimi baz alarak QTL bantlarimn varlig: ile
iliskilendirmis ve wklarin G¢ linkage grup igerisinde yer aldigim bulmuslardir.
QTL’in (P:4,4*10-8) degere sahip olan SSR AVA04 markirt ile iliskili oldugunu
bulmuslardir. Ug Linkage grubunun haplotip analizlerinin lokuslarinin allelleri
arasindaki dominant iliskileri gosterdigini belirtmislerdir.

Fiedler ve ark. (1998), avokado da 3 ki temsil eden 16 genotipi RAPD
markirlar: ile tammlamislardir. Baslangigta toplam 71 RAPD primeri kullamlmis, bu
primerlerden 22 primer istenilen amplifikasyonu ve polimorfik bant desenlerini
vermistir. Yirmi iki primer ile 16 genotipin amplifikasyonu sonucunda 113 DNA
band: skorlanmustir. Bu bantlardan 111 tanesi polimorfik (% 83) ve 22 tanes ise
monomorfik bulunmustur. Avokado genotipleri arasindaki genetik benzerlik % 46 ile
% 85 arasinda degismistir. En dusik benzerlik oram P. schiedeana ile P. americana
arasinda tespit edilmistir (% 22 ve % 29). Meksika irkinda ortalama benzerlik oram
(% 75), Antil genotipleri arasinda % 71 ve Guatemala genotipleri arasinda % 73
olarak bulunmustur. Bu calismada wrklara 6zgi RAPD primerleri belirlenmistir.
Calisma sonucunda rklar arasindaki genetik benzerliklerin % 53 ile % 58 arasinda
degistigi  bildirilmigtir. RAPD markirlarinin  avokado genetik  kaynaklarinin
karakterizasyonunda kullamlabilir bir markir oldugu vurgulanmustur.

Davis ve ark. (1998), Kalifornia Universite’sinden 36 avokado gesidinde
yapmis olduklar1 molekiler karakterizasyon calismasinda RFLP  markirlarim
kullanmiglardir. Avokado genotiplerinin  genomlarinda bulunan benzer DNA
fragmentlerini  plazmit vektorleri ile klonlamiglar ve 36 genotipin tumind
taramiglardir. On dort lokusu baz alarak genotiplerin polimorfizm degerlerini
bulmuslardir. Elde ettikleri dendogramda (¢ irka ait olan orneklerin kimeler
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olusturduklarint gérmuslerdir. Genotiplerin hibridizasyon sonucu ortaya ¢iktigini ve
dendogramda melez genotiplerin irklar arasinda kiime olusturduklarint gérmislerdir.

Kobayashi ve ark. (2000) yaptiklar: bir calismada: Hass ¢esidi bulanan
bahcelerde out cross oramm belirlemek amaciyla RAPD markir sistemlerini
calismisglardir. Calismada, polen kaynagi olan Bacon, Fuerte ve Zutano ¢esitlerine
0zgu spesifik RAPD primerleri arastirilmustir.

Schenell ve ark. (2003) Floridada bulunan Ulusal Genetik Kaynaklar
koleksiyonundaki 224 genotip ile Kalifornia da bulunan Guney Sahilleri Arastirma
Istasyonu’ ndan edindikleri 34 klonu mikrosatellit markirlar: kullanarak karakterize
etmislerdir. Kullanilan 14 mikrosatellit markir: ile lokus basina disen allel sayisi
18.8 olarak belirlenmistir. Koleksiyondaki yanlis etiketleme veya asilama gibi
cogaltma hatalari, yaklasik % 7 olarak belirlenmistir.

Taah ve ark. (2003) yaptigi bir calismada; Gana'da bulunan avokado
cesitlerinin - morfolojik ve molekiler tammlanmasim — gerceklestirmislerdir.
Arastiricilar, bu bolgede tim avokado irklarinin bulundugunu bildirmislerdir.
Arastirmada molekiler yontem olarak AFLP markirlart kullanilmig ve molekdler
calismalarin halen devam etmekte oldugu bildirilmistir.

Ramirez ve ark. (2005) yapmis olduklari cgalismada Kiba da yetisen
avokado genatiplerini, agro-morfolojik 6©zelikler, AFLP ve SSR markirlar ile
tanmmlamiglardir. Avokado rklarii siniflandirmak amaciyla 22 agro-morfolojik
Ozelligi Principal Compenant ve Classification Anaysis programlar: ile analiz
etmislerdir. Genotiplerin arasindaki farkliligi belirlemede 12 AFLP ve 16 SSR
markir1 kullanmiglardir. Genotiplerin arasindaki benzerligi belirlemede UPGMA
genetik benzerlik indeksini kullanmislardir. AFLP ve SSR markirlarimin genotipler
arasindaki benzerlikleri saptamada ve polimorfizmi belirlemede iyi sonug verdigini
belirtmislerdir. SSR markirlarinin yiksek heterozigoti seviyesine sahip oldugunu
bulmuglardir. Antil, Guetamala irklar1 ve onlara ait hibritlerin beklediklerinden farkl:
yerlerde kimelendigini gérmuslerdir. AFLP, SSR markirlarimin ve fenotipik
Ozelliklerin korelasyonuna bakarak, genotiplerin benzerlik derecesini belirlemeye
calismislardir. Avokado genctiplerinin benzerlik derecelerini saptamada AFLP ve
SSR markirlarinin yararinin tartisilmasi gerektigini ileri sirmektedirler.
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Borrone ve ark (2006) Persea americana Miller'a ait genotipleri
tammlamada kullanilabilecek SSR markirlar: gelistirmislerdir. Avokadolarin hedef
sekanslarint taramis ve 6183 sekans bilgisinin igerisinden blyutklukleri baz alinarak
100’ tnd kullanmuglardir. Avokadonun genetik haritasim olusturmak amaciyla 100
SSR markir1 kullanmglardir.

Borrone ve ark. (2007) yapms olduklar: calismada avokadoda kullarmilabilir
mikrosatellit sayisim arttirmak amaciyla 27 avokado genotipinden 70 SSR markirt
karakterize etmislerdir. Elde edilen allel sayilar1 2 ile 17 arasinda degisirken, lokus
basina disen allel sayisi 17.1 olarak belirlenmistir. izole edilen primerlerin genetik
karakterizasyon, haritalama, markirlar yardim ile seleksiyon calismalarinda
kullarilabilecegini belirtmisleridir.

Alcaraz ve Horiza (2007) ispanya nin Malaga bolgesinin E.E.la Mayara
boliminde bulunan 75 avokado genotipini, 16 SSR markir1 ile karakterize
etmislerdir. Elde ettikleri 156 fragmentin allel ortalamasim 9.75 ve her bir lokusun 4
ile 16 arasinda oldugunu bulmuslardir. SSR markirlarinin 0.36’dan daha asagida
oldugu belirtilen heterozigoti seviyesinin 0,5den daha yiksek oldugunu
bulmuslardir. SSRs'in 0.18 heterozigoti ortalamasini pozitif Wright’s tespit indeksi
(F) ile 16 lokusun 15'inde gormuslerdir. Nei ve Li benzerlik indesini baz alarak
UPGMA programini kullanarak dendogram olusturmuslardir. Dendogramda avokado
genotiplerinin igerisinde hibrit cesitlerin fazla olmasi nedeniyle bootstrap degerinin
disik oldugunu ve genotiplerin rklarindan farkli  gruplarda bulunarak
siniflandirildigim belirtmislerdir. Calisilan genotiplerin timini ‘Hass' ve eklenen iki
¢esidin mutasyonlar: hari¢ kullanilan SSRs kombinasyonlar: ile aywrmuglardir. SSRs
kombinasyonlarinin avokado genotiplerini karekterize etmede bilgi verici oldugunu
belirtmiglerdir.

Acheampong ve ark. (2008) Gana ‘da yetistirilen avokadolarda orjin ve genetik
iliskileri arastirmak amaciyla 172 avokado populasyonu ve 24 avokado genotipi 12
SSR markirii kullanarak molekiler karakterizasyon yapmuslardir. Arastiricilarin
kullanmis olduklart populasyon Bati Indian wrkina yakin bulunur iken Meksika ve
Guetemala rklarina uzak bulunmustur. Populasyon igindeki genetik gesitlilik distk

bulunmustur.
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Bitkisel M ateryal

Arastirma C.U Ziraat Fakiiltesi Arastirma ve Uygulama Ciftligi arazisinde
avokado parseli 1'e 1980 yilinda 8x8 m aralikla dikilmis 13 c¢esit; Blake (7), Flerte
(5), Bacon (5), Nowels (5), Mexicola (5), Teague (5), Clifton (5), Regina (4), Mesa
(4), Rincon (3), Hass (3), Anahaim (3), Zutano (3) ve 1981 yilinda parsel 2'ye 7x7 m
araliklarla dikilmis 4 cesit ;Wirtz (5), Ettinger (5), Corona (2),WWS5 (1) ve 1987-89
yilinda parsel 3'e 6x6 m aralikla dikilmis 3 ¢esit; Topa Topa (7), Stewart (5), Reed
3432 (4), olmak Uzere toplam 20 ¢esit Uzerinde ydritulmastir. Tez calismast
kapsaminda kullamlan avokado cesitleri, cesit 6zellikleri asagida verilmistir.

FUERTE: Mekska x Guatemala melezidir. 1911 yilinda Meksika da bulunmustur.
1913 yilinda Kaliforniya daki asir1 soguklara dayandig: icin kuvvetli anlamina gelen
‘Flerte’ ismi verilmistir. Agaglart kuvvetli, iri ve dagimk buylimektedir. Soguklara
oldukca dayaniklidir (Sekil 3.1.). Yapraklarinda anason kokusu bulunmaktadir.
Meyveleri armut sekilli fakat degisik uzunlukta boyunlu, ortairi (170-500 Q)
meyveli, meyve kabugu hafif purtzld, yesil, sert, ince ve soyulmasi kolaydir.
Olgunluk zamamt Kasim-Haziran aylari arasindadir. Cigek grubu olarak B

4 5 . B e L
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grubundadir. Ticari degeri yiksek ve tasimaya uygunlugu iyidir (Tuzcu, 1996).
2 L B

Sekil 3.1, Fuerte Cesidi (Anonim, 2008)

ZUTANO: Mekska x Guatemala melezidir. 1926 yilinda Kaliforniya da
bulunmustur. Meyveleri armut sekilli, orta-kiicik (200-400 g) irilikte, meyve kabugu
acik yesil renkli ve incedir (Sekil 3.2.). Meyve kalitesi ¢ok iyi degildir. Olgunlasma
zaman Aralik-Ocak aylaridir. Hem sahil bdlgelerde hem de i¢ bolgelerde yuksek
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verimlidir. Soguklara dayanikli blyik agaclar meydana getirir. Cigcek grubu olarak B
grubudur. En 6nemli 6zelliklerinden biri dik blyiyen bir tag yapisina sahip olmasidir

Sekil 3.2. Zutano Cesidi (Anonim, 2008)

BACON: Mekska x Guatemala melezidir. Meyve agirligir yaklasik 300 g dir.
Cekirdegi kicguk, meyve oval-armut sekillidir. Meyve kabugu yesil ve orta ince
kalinlikta ancak hafif derimsi ve dayanmiklidir (Sekil 3.3). Olgunlasma dénemi EKim-
Subat aylar1 arasindachr. Ozellikle sahil kesimlerinde yetistirilmeye daha uygundur.
Cicek grubu olarak B grubundadir. Avokadolar icerisinde soguklara dayanikli bir
cesittir. Agac buyUklugu orta, dik bliyiime egiliminde olan bir ¢esittir (Tuzcu, 1996).

w,
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Sekil 3. 3. Bacon Cesidi (Anonim, 2008).
HASS. Guatemala iwrkindadir. Bununla birlikte bazi Meksika 1rki genlerini
tasimaktadir. Meyve agirligi 300 g dolayindadir. Cekirdek evi kugtk, meyve eti
randiman yuksektir. Meyve kesik armut sekillidir. Meyve kabugu yesil, olgunluk
ilerledikge mor rengini alir. Meyve kabugu hafif plrizli ve parlaktir (Sekil 3.4.).
Olgunlasma Haziran-Kasim aylar1 arasindadir. Cicek grubu olarak A grubundadir.
Hem i¢ hem de sahil bdlgelerinde verimi yiksek, taci orta biyuklikte ve soguklara
dayaniklidir (Tuzcu, 1996).
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e

Sekil 3.4. Hass Cesidi (Anonim, 2008).
ETTINGER: Agirlikli olarak M eksika irkindandir. Filerte ¢ogirlerinin seleksiyonu
ile elde edilmistir. Meyve agirligi yaklasitk 300 g'dir. Meyve armut sekilli ve
cekirdek evi kucuktur. Meyve kabugu orta inceliktedir (Sekil 3.5.). Olgunlasma
zamani Eylul-Aralik aylari arasindadir. Cigek grubu olarak B grubundandir. Hem i¢

hem sahil bolgelerinde verimli fakat periyodisiteye egilimli bir cesittir. Soguklara
dayaniklidir (Tuzcu, 1996).

; aa

Sekil 3.5. Ettinger Cesidi (Anonim, 2008).
WURTZ: Meksika x Guatemala melezidir. Cigek grubu olarak A grubundandr.
Agac sekli yayvan, sekil verilmesi zor ve yavas buylme egilimi gosteren bir gesittir.
Meyve kabugu koyu yesildir (Sekil 3.6.). Meyveler orta biyuklikte ve yaklasik 280
g agirhgindadir. Olgunlasma donemi Temmuz ayidir (Tuzcu, 1996) .

RINCON: Mekska x Guatemala melezidir. Cigek grubu olarak A grubundandir.
Meyveler yaklasik olarak 280 g agirligindadir. Meyve kabuk rengi yesil, meyve eti
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kaliteli sahil bolgeleri icin uygun bir cesittir. Olgunlasma donemi Ocak ayidir
(Tuzcu, 1996).

NOWELS: Mekska x Guatemala melezidir. Meyve agirlig: yaklasik 280 g'dir.
Cekirdek evi kiglk, meyve etinin ranciman yuksek ve tadi iyidir. Meyve armut
seklinde, kabugu yesil renkli ve orta kalinliktadir. EKim-Aralik ayinda olgunlasir.
Cicek grubu olarak A grubundandir. i¢ bolgelerde verimliligi yuksektir. Soguklara
dayaniklilig1 orta derecedir. Kiigik agaclar olusturur (Tuzcu, 1996).

REGINA: Guatemala rkindandir. Meyve agirligi ortalama 120-250 g'dir. Meyve
armut seklinde ve meyve kabuk rengi yesildir. Cigek grubu olarak B grubundandir.
Meyves kalitelidir, %15-20 yag icerir. Siddetli periyodisite gosterir. Soguklara
nispeten dayaniklidir. Agaci yayvan gelisir (Tuzcu, 1996).

TEAGUE: Meksika rkindandir. Meyve agirligi yaklasik 400 g'dir. Meyve kalitesi
iyidir. Meyve sekli oval olup kabugu yesil renkli, orta kalinlikta, parlak ve
purtzsizdur. Cekirdek evi orta buyukluktedir. Kasim-Aralik aylarinda olgunlasir.
Soguklara cok dayanmiklidir. Orta blytkltkte agaclar olusturur ve daginik tag yapar
(Tuzcu, 1996)

MESA: Guatemala rkindandir. Meyve agirlig1 yaklasik 280 g'dir. Meyve kalitesi
iyi, cekirdek evi genistir. Meyve oval sekilli, kabugu orta kalinlikta ve yesildir.
Mayis-Temmuz aylarinda olgunlasir. Cigek grubu olarak A grubundandir. ic ve sahil
bolgelerinde iyi gelisme gosterir. Blylk ve dik agaclar olusturmaktadir (Tuzcu,
1996).

CORONA: Guatemala wrkindandir. Meyve agirligi yaklasik 200 g'dir. Meyve
kalitesi iyi, cekirdek evi orta blyukliktedir. Cicek grubu olarak A grubundandir.
Meyve sekli oval olup yesil renklidir (Tuzcu, 1996).

ANAHEIM: Kaliforniya orjinlidir. Guatemala rkindandir. Soguklara duyarli, ince
uzun dik agaclara sahiptir. Cicek grubu A dir. Meyve sekli oval, meyve kalitesi
iyidir. Meyve etindeki yag oranm % 12’ dir (Anonim, 2008a).

TOPA TOPA: Meksika rkindandir. E.S. Thatcher, Ojai, 1912 orijinlidir. Kuvvetli,
sitin seklinde agaclara sahiptir. Cigek grubu A dir. Meyve sekilleri oval, orta
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blyutkluktedir. Meyve kalitesi distk, meyve igindeki yag oram % 15'tir (Anonim,
2008a).

MEXICOLA: Meksika rkindandir. Coolidge, Pasadena orijinlidir. Agaglar: uzun,
kuvvetli; taclar1 yayvandir. Cicek grubu A’dir. Meyve kalitesi yiksek, cekirdek evi
blyuktir. Meyve sekli oval ve kiguktir. Daha ¢ok anag olarak kullanilir (Anonim,
2008a).

STEWART: Mekska wkindandir. Soguklara dayaniklidir. Agaclart kicgik ve
yayvandir. Meyveleri armut seklindedir. A ¢igek grubundandir. Meyve kalitesi
yuksektir (Anonim, 2008a).

CLIFTON: Meksika irkindandir. Kaliforniya orjinlidir. Meyveleri biyik, yizeyleri
purtzltdar. Cigek grubu A dir. Meyve sekli oval, rengi yesildir (Anonim, 2008b).
REED 3432: Guatemala wrkindandir. A tipi giceklenme gosterir. Meyve sekli
kioremsidir. Meyve kabugu orta kalinlikta, hafif plrizli ve esnektir. Anaheim X
Nabal cesitlerinin melezidir. Oldukcga verimlidir ve periyodisite gostermez. Soguga
kars1 olan dayaniklilig1 ‘Hass' ¢esidine benzer 6zellik gosterir (Anonim, 2008a).
WWS5: Mekska x Guatemala melezi oldugu samimaktadir. Agaglart 10-11 metreye
kadar uzayan daire seklinde ve yaygin goruntamladiar. Cicek grubu A’dir. Meyve
sekleri oval olup, kiclk cekirdeklidir (Tuzcu, 1996).

BLAKE: Mekska wrkindandir. A tipi giceklenme gosterir. Meyveleri oval, orta
blyudklukte ince kabuklu, koyu yesil renklidir. Yag icerigi dusuktir (% 4-9).
Soguklaratolerans gosterir (Newett, 2002).

Tez kapsaminda kullanilan avokado ¢esitlerinin kdkenleri Cizelge 3.1’ de verilmistir.
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Cizelge 3.1. Tez Kapsaminda Kullanilan Avokado Cesitleri

Genotip Irk Cicek |Referans
Tipi
Flerte GXM B Ashworth and Clegg 2003
Bacon GXM/M |B Ashworth and Clegg 2003/Schnell et al.2003
Zutano GXM B Schnell et al.2003.
Mexicola M A Schnell et al.2003.
Teague GXM/M |B Schnell et al.2003./Newett et al. 2002.
Anahaim |G A Schnell et al.2003.
Blake M A Newett et al. 2002
Reed 3432 |G A Schnell et al.2003.
Regina GXM/G |B Tuzcu 1996/Newett et al 2002
Mesa G A Tuzcu 1996/Newett et al 2002
Stewart M A Tuzcu, 1996
Nowels GXM A Tuzcu, 1996
Ettinger GXM/M |B Ashworth and Clegg 2003/Newett et al. 2002.
Clifton M A Tuzcu, 1996
Wirtz GXM A Newett et al. 2002.
Rincon GXM A Tuzcu, 1996
Hass GXM/G |A Schnell et al.2003./Ashnell et al.2003
TopaTopa |M A Ashworth and Clegg 2003/Schnell et a.2003
Corona G A Tuzcu, 1996
WWS5 GXM A Tuzcu, 1996
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3.2. Metot

Tez calismasi kapsaminda bazi avokado c¢esitlerinde morfolojik ve molekdiler
karakterizasyon calismalart gerceklestirilmistir. Yapilan calismalar ayri1 bagliklar
altinda agagida belirtilmistir.

3.2.1. Molekiler Karakterizasyon Calismalari

3.2.1.1. DNA izolasyonu

Cukurova Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Bahce Bitkileri Bolumiine ait
Avokado Parseli’ nden alinan yaprak rneklerinden DNA izolasyonu, C.U.Z.F. Bahce
Bitkileri Bolumu Bitki Biyoteknolojisi laboratuvarinda gerceklestirilmistir.

DNA izolasyonlarint gerceklestirmek amaciyla polifenollerin ve DNA’y1
kontamine eden diger bilesiklerin nispeten az bulundugu taze yapraklar alinmistir.

DNA izolasyonu icin alinan ¢rnekler aliminyum folyoya sarilarak sivi
azotta-196 °C’ de dondurmus ve -85 °C’ de muhafaza edilmistir. DNA izolasyonunda
CTAB DNA izolasyon protokolti kullanilmustir. Izole edilen DNA’lar -20 °C’'de
muhafaza edilmis, DNA’larin miktar ve kaliteleri Nanodrop ND-1000
Spektrofotometre cihazinda 6l¢tlmstr.

Kullamlan M alzemeler

* Havan

* Su banyosu

* Santrifuj

» UV-1601 spektrometre (ND-1000)

* SIv1 azot

* Ekstraksiyon buffer: 100 mM Tris-HCI (pH 8.0), 1.5 mM NaCl, 50 mM EDTA (pH
8.0),

% 0.5 mercaptoethanol, %1.5 (w/v) CTAB

* Chloroform-isoamyl alcohol (24%:1)

* Phenol-chloroform-isoamy! alcohol (25:24:1)
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* TE buffer (pH 8.0): 10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA
* 10 mg/mL RNase A (free of DNase)

* Ethanol

*5M NaCl

* 70% ethanol

DNA izolasyon Protokolii

8-
O-

0.1 gr alinan yaprak onekleri sivi azotla havan igerisinde ogutulur (Sekil 3. 7.
A),

Ogiitiilen yaprak ornekleri 1.5 ml’lik ependof tiiplere aktarilir,

Her bir tapun igerisine 400ul CTAB ekstraksiyon buffer1 eklenir (400l
CTAB ekstraksiyon bufferin icerisinde 396 ml CTAB, 4ul B-mercaptoetanol
bulunmaktadir).

TUpler homojenizasyon saglanana kadar karistirilir,

Karstirilma islemi bittikten sonra 65 °C’'de 20 dk. inkibe edilir. Bu islem
sirasinda tiipler ara ara karistirilmaya devam edilir (Sekil 3. 7. B),

Inkbasyon sonunda her bir tipin icerisine 400ul kloroform:izoamilalkol
(24:1) cozeltisi eklenir, 15 dk karistiricida ¢alkalanmir ve 13000 rpm’'de 5 dk
santrif(j edilir (Sekil 3.7. C),

Yeni temiz ependof tlplere 400" er ul soguk (-20 °C) izopropanol eklenir ve
santrifijden sonra tuplerin icindeki Slpernatant kisim bir pipet yardimiyla
dikkatle gekilir ve icinde izopropanol bulunan tiplere konur,

Ornekler 1 saat silreyle -20 °C’ de bekletilir,

Bir saat sonra -20 °C’ den ¢ikartilan tipler 13000 rpm' de 5 dk. santrifdyj edilir

10- Santriftjj sonucunda stipernatant kismi dikkatli bir sekilde dokuldr, tiplerin

dibinde kalan pelletin kurumasi igin tlpler ters gevrilir,

11- Taplerin icerisine 100 pl TE buffer konularak pellet ¢ozdurdlar, bu islemin

hemen ardindan her tiipe 4 pl RNase eklenir,

12- Tupler hafifge karistirilir, 15 dk oda sicakliginda bekletilir,
13- Her tiipe 500 pl (-20 °C) soguk % 100 ethanol eklenir,
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14- Tupler hafifce karstirilarak 1 saat -20 °C’ de bekletilir,

15- Bir saat sonra -20 °C’den c¢ikartilan tUpler 13000 rpm’ de 5dk santrifdj edilir,
tuplerin icindeki sivi kisim dokuler, pelletin kurumasi icin tlpler ters cevrilir
(Sekil 3.7. D),

16- Tuplerin igerisine 100 ul TE buffer konularak pellet ¢ozdiralUr.

17- Ornekler PCR’ da kullanilmak (izere -20 °C’ de saklanir.

Sekil 3.7. DNA izolasyon Asamalari
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3.2.1.2. RAPD Analizleri

RAPD PCR kosullar: Fiedler ve ark. (1998)' na goére yapilmistir. Avokado
gesitlerinde polimorfik oldugu bulunan ve her 3 rki tammmlayan toplam 22 RAPD
primerleri kullamlmistir (Cizelge 3.2). RAPD PCR kosullari, PCR protokolu ve
primerlerin 6zellikleri asagida belirtilmistir.

RAPD PCR Protokoll

Kullanilan Kimyasallar Her 6rnek icin kullanilan miktar (ul)
ddH,0O 1.00
PCR Master Mix 2X 6.25
MgCl, 0.50
Taq DNA Polimeraz 0.05
Primer (30 ng) 1.25
DNA (5 ng) 3.00
Toplam Hacim 12 ul

PCR Kosullari
94°C2dk 6n denatiirasyon
94°C2dk denatlirasyon
37°C1dk annealing 55 dongu
72°C2dk polimerizasyon
72 °C 10 dk son yazilim
4°C o
PCR hazirlig1 ve asamalar1 Sekil 3.8’ de sunulmustur.
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Cizelge 3.2. Tez Kapsamina Kullanilan RAPD Primer Dizinleri

Primer Adi Baz Dizilimi Baz Uzunlugu
UBC 3 CCTGGGCTTA 10
UBC 8 CCTGGCGGTA 10
UBC 9 CCTGCGCTTA 10
UBC 15 CCTGGGTTTG 10
UBC 16 GGTGGCGGGA 10
UBC 20 TCCGGGTTTG 10
UBC 24 ACAGGGGTGA 10
UBC 29 CCGGCCTTAC 10
UBC 39 TTAACCGGGC 10
UBC 40 TTACCTGGGC 10
UBC 41 TTAACCGGGG 10
UBC 42 TTAACCCGGC 10
UBC 44 TTACCCCGGC 10
UBC 47 TTCCCCAAGC 10
UBC 48 TTAACGGGGA 10
UBC 52 TTCCCGGAGC 10
UBC 54 GTCCCAGAGC 10
UBC 59 TTCCGGGTGC 10
S270 CAACCACGA 9
S271 ATCCGCGTG 9
S272 TGGTCACTGT 10
S274 ATTGCGTCCA 10
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Sekil 3.8. PCR Asamalari

RAPD Agaroz Jel Elektroforezi

Elde edilen PCR Urtnlerinden 12 pl cekilerek tizerine 3 pl yukleme buffer:
eklenmis ve % 1.5'luk agaroz jel icerisinde 1XTAE (Trizma Base, Glacial Asetic
Asid, EDTA (Na.EDTA.H,0) buffer eklenerek 70 volt elektrik akimi altinda 4 saat
sureyle kosturulmustur. Elektroforez isleminden sonra % 0.1'lik ethidium bromide
ile jel boyamasi yapilmistir. RAPD analizlerinde agaroz gel elektroforez sonucunda
her bir primer icin bantlarin degerlendirilmesinde 1 kb DNA markir kullanilmistir.
Elde edilen bantlarin biyuklGg 100, 250, 500, 1000, 1250, 1500, 1750, 2000, 2250,
2500 bp uzunluklarindaki bantlarlara bakilarak degerlendirilmistir (Sekil 3.9.).
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w

Sekil 3.9. Agaroz Jel Asamalar
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3.2.1.3. SRAP Analizleri
SRAP Analizleri, Li and Quiros (2001)’ e gore yapilmistir. Calismada, 5 adet
forward ve 6 adet reverse primerinin farkli kombinasyonlar: kullanmilmistir.

Arastirmada kullanilan primerlere ait bilgiler Cizelge 3.3 ve 3.4’ de belirtilmistir.

Cizelge 3.3. SRAP Analiz Asamasinda Kullanilan Forward Primerleri

Primer Adi | Forward Primer Baz uzunlugu
eml TGAGTCCAAACCGGATA 17
em2 TGAGTCCAAACCGGAGC 17
em3 TGAGTCCAAACCGGAAT 17
em4 TGAGTCCAAACCGGACC 17
em5 TGAGTCCAAACCGGAAG 17

Cizelge 3.4. SRAP Analiz Asamasinda Kullanilan Reverse Primerleri

Primer Adi | Reverse Primer Baz uzunlugu
mel GACTGCGTACGAATTAAT 18
me2 GACTGCGTACGAATTTGC 18
me3 GACTGCGTACGAATTGAC 18
me4 GACTGCGTACGAATTTGA 18
me5 GACTGCGTACGAATTAAC 18
me6 GACTGCGTACGAATTGCA 18

Bu calismada yukarda belirtilen Forward ve Reverse primerlerinin mel/em2,
mel/em3, mel/emd, mel/em5, mel/em6, me2/eml, me2/em2, me2/em3, me2/em4,
me2/em5, me2/em6, me3/eml, me3/em2, me3/em3, me3/em4, me3/em5, me3/em6,
med/eml, med/em2, med/em3, med/emd, med/emS, med/em6, meS/eml, mes/em?2,
me5/em3, meS/emd, mebS/em5, meS/em6 olmak Uzere 30 SRAP  primer
kombinasyonu kullanilmstir.
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SRAP PCR protokoli
SRAP PCR protokoli modifiye edilerek asagida belirtildigi sekilde

uygulanmustir.

Kullanilan Kimyasallar Her Ornek icin Kullamlan Miktar (ul)
ddH,0O 3.00
PCR Master Mix 2X 15.625
MgClz (1.5 uM) 1.25
Tagq DNA Polimeraz (1 Unite) 0.125
Primer (0.3 uM) 1.25
DNA (50 ng) 2.50
Toplam Hacim 22 ul

PCR dongu kosullar: ise asagidaki sekilde gergeklestirilmistir (Li and Quiros, 2001).

94°C
94°C
35°C
72°C
50°C

72°C

— 5dk

— 1dk

— 1dk 5dongu
— 2dk

— annealing— 35 dongu

— 2dk

SRAP Agaroz Jel Elektroforezi

Elde edilen PCR Urinlerinden 22 pl cekilerek tzerine 6 pl yikleme buffer:
eklenmis ve % 2.5'luk agaroz jel igerisinde IXTAE (Trizma Base, Glacial Asetic
Asit, EDTA (Na..EDTA.H,0) buffer eklenerek 110 voltuk elektrik akimi altinda 3.5

saat sureyle kosulmustur. Elektroforez isleminden sonra % 0.1’ lik ethidium bromide

ile boyanmis UV 15181 altinda fotograflar: gekilmistir.
Elde edilen DNA bantlarinin buydkltklerini belirlemede 100 bp’lik markir
kullanilmgtir. Bu DNA’lar da bant buyUklUkleri sirasiyla 100, 150, 200, 250, 300,

48



3. MATERYAL VE YONTEM Aylin TAMAM

350, 400, 450, 500, 550, 600, 650, 700, 750, 800, 850, 900, 950, 1000 bp olarak
sekillenmektedir.

3.2.2. Morfolojik Karakterizasyon

Calismada morfolojik karakterizasyon IPGRI standartlar1 baz alinarak
yapilmustir.

3.2.2.1.Agac Ozellikleri

Agac Gelisimi

1-Zayif

2-Orta

3-Kuvvetli olarak degerlendirilmistir.

Agac Tag Capr (cm)

Agacin Kuzey-Guney ve Dogu-Bat1 yonleri serit metre ile 6lclilmis ve agag
tacinin uzunlugunu bulmak icgin bu iki degerin ortalamast alinmustir.

Agac Y uksekligi (m)

Agacin yuksekligi topraktan baslayarak agacin en yiiksek noktasina kadar
jalon ile 6lcllmustdr.

Agac Sekli

1-Situn seklinde

2-Pramit seklinde

3-Ters yumurtamsi

4-Dikdortgen

5-Daire

6-Yari daire

7-Yar1 ekliptikt

8-Dizensiz

9-Digerleri (Tammlayicilarin kesinlikle belirttikleri 7.5 isaretleri ) olarak
degerlendirilmistir.
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Govde Y Uzeyi

1-Paruzsiz

2-Puruzlt

3-Cok purizltolarak degerlendirilmistir.

Govde Cevres (cm)

Govde cevresi topraktan 30 cm yukarist alinarak as1 noktasindan 10 cm
yukar: gelecek sekilde serit metre ile 6lcilmistr.

3.2.2.2.Yaprak Ozellikleri

Genc Surgunlerin Rengi (Strgtin ucundaki geng yapraklar: kapsar )

1-San

2-Yssil

3-Kirmiz

4-Diger (Taumlayicilarin kesinlikle belirtikleri 7.5 isaretleri ) olarak
degerlendirilmistir.

Yaprak Sekli

Ilkbahar ortasinda olusan siirgiinlerin yapraklarindaki gozlemler

1-Yumurta seklinde

2-Daralan ters yumurtamsi

3-Ters yumurta seklinde

4-Oval

5-Yuvarlakca

6-Y Urek

7-Mizrak

8-Dikddrtgen

9-Mizraksi- dikdortgen

10- Diger (Tammlayicilarin kesinlikle belirtikleri 7.5 isaretleri ) olarak
degerlendirilmistir.
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Yaprak Alt Kisminin Sekli

1-keskin

2-Genis

3-Tepesi kesik olarak degerlendirilmistir.

Yaprak Uzunlugu (cm)

On adet olgun yapragin boyu cetvel ile olclilerek ortalamast alinmustir.
Olgun Yapraklarin Renkleri

1-Acik yesil

2-Yssil

3-Koyu yesil olarak degerlendirilmistir.
Yaprak Kenari

1-Diz

2-Dalgal1 olarak degerlendirilmistir.
Yaprak U¢ Kisminmin Sekli

1-Cok keskin

2-Keskin

3-Orta

4-Genis

5-Cok genis olarak degerlendirilmistir.
Yaprak Dokusu

1-Yumusak

2-Yar sert

3-Sert

4-Cok sert olarak degerlendirilmistir.
Anoson Kokusu

1-Zayif

2-Orta

3-GuUclu olarak degerlendirilmistir.
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3.2.2.3 Cigek Ozellikleri

Ciceklenme Sezonu ve Sires

1-Cigek tomurcuklarinin ilk goruldiugi zaman

2-Cigeklerin ilk agtigir zaman

3-Cigeklenmenin bitisi

Her cicek salkimindaki gicek sayisu

Cicek salkimindaki dal sayis

Adana ikliminin 2007-2008 déneminde kis kosullar: sert gegcmis ve sicaklik
uzun sire 0 altinda kalmistir. Bunun sonucunda avokado agaglarinda soguk
zararlanmasi gorulmistir. Bu nedenle agaclarda cicek olusumu godzlenememis ve
yukarida belirtilen cicek 6zelliklerine bakilamamustir.

3.3. Sonuglarin Degerlendirilmes

3.3.1. DNA KaliteveK antitesinin Belirlenmesi.

DNA izolasyonu sonucu elde edilen DNA’lar TE c¢ozeltisi icerisinde 1:50
oraninda  sulandirilarak  DNA’larin konsantrasyonu ve saflik  derecesi
spektrofotometre (Nanodrop) ach verilen alet yardimiyla 260 ve 280 nm’deki dalga
boylar1 okunarak belirlenmistir.

3.3.2. Primerlerin Polimorfizim Oranlarinin Belirlenmes
Calismada kullamlan SRAP ve RAPD primerlerinin polimorfizim oran,
primerlerden elde edilen polimorfik bant sayilarinin, toplam bant sayisina boltnip

100 ile carpilmasi sonucu asagida belirtilen formdl ile bulunmustur.
Polimorfizm Orant (%) = (Polimorfik bant sayisi/Toplam bant sayisi) x100
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3.3.3. Benzerlik indeksleri ve Dendogramlarin Olusturulmas:

RAPD ve SRAP analizleri sonucunda elde edilen jel gortnttlerinde bant
varligi durumunda (1), yoklugu durumunda (0) degerleri verilerek elde edilen
degerler Rohlf (1992) tarafindan gelistirilen NTSYS (Numerical Taksonomy and
Multivariarte Analysis System, Version 2.0) adli bilgisayar paket programi
kullanilarak analiz edilmis ve dendogramlar olusturulmustur.

3.3.4. Morfolojik Verilerin Analizi

Morfolojik verilere ait kantitatif karakterlerin analizleri SAS program (SAS,
2005) kullamlarak yapilmistir. Deneme kapsaminda degerlendirilen karakterlerin her
biri icin varyans analiz tablolari GLM prosedirti kullamlarak olusturulmustur.

Cesitlere ait ortalamalar % 5 6nem diizeyinde Duncan metodu ile karsilastirilmstir.

3.3.5. Principle Coordinate Analizi

Molekller analiz sonuclarinin degerlendirilmesi icin jel fotograflarindan elde
edilen RAPD ve SRAP verileri bantlarin oldugu (1) ve olmadig: (0) ikili (binary)
matriks dosyasina donuUstUrdlmistir. Bantlardan sadece tekrarlanabilir olanlar
kullamlmgtir. Veri dosyasi kimuleme (cluster) ve temel koordinat (principle
coordinate) analizlerine tabi tutulmustur. Bu analizlerde NTSY S programi (Rohlf,
1997) kullanmlmistir. Analiz sirasinda 6ncelikle molekiler veri dosyalar: i¢in uygun
Jaccard yontemi kullamlarak bir benzerlik matriksi olusturulmustur. Bu matriks
kimeleme analizi kullamlarak UPGMA (Unweighted Pair Group Method using
Arithmetic Average) metodu ile bir dendrogram elde edilmistir. Bu dendrogramin
benzerlik matriksini ne oOlcide temsil ettigi Mantel'in Matriks Benzesme testi
(Mantel's matrix correspondence test) ile test edilmistir (Mantel, 1967). Bu test
sonucunda korelasyon katsayisi (cophenetic correlation coefficient) r, degeri elde
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edilmistir. Temel koordinat analizi icin de aym benzerlik matriksi kullanilmis, elde
edilen temel koordinatlar tizerinde genotiplerin dagilimlart SAS programinin (SAS,
2006) G3D prosediri kullamlarak ilk Uc¢ temel koordiant Uzerinde, Meksika,
Guetamala ve melez cesitler degisik renklerde gruplanarak sunulmustur.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Subtropik bir meyve olan avokado irklar1 ve gesitlerinin arasindaki genetik ve
morfolojik iliskileri saptamak amaciyla Cukurova Universitesi, Ziraat Fakiiltes,
Bahce Bitkileri Boliimtine ait ‘Avokado Koleksiyonu' icerisinde yer alan avokado
gesitleri icinden belirlenmis 20 genotip, 22 RAPD primeri, 30 SRAP primeri
kullanlarak molekiler dizeyde arastirilmustir. Bu genotipler IPGRI standartlarina
gore agag ve yaprak ozelliklerine bakilarak morfolojik olarak incelenmistir.

4.1. Arastirma Bulgular:

Arastirma bulgular1 morfolojik calismalar ve molekiler calismalar olmak
Uzere ayr1 bagliklar altinda asagida belirtilmistir.

4.1.1. Molekuler Cahismalara Ait Bulgular

4.1.1.1. RAPD Analizi Sonuclari

Bu calisgmada kullamlan 22 RAPD primerinden on sekizinde istenilen
amplifikasyon gerceklesmistir. Istenilen oranda amplifikasyon gézlenmeyen UBC-
20, UBC-39, UBC-40 ve UBC-42 primerleri degerlendirmeye alinmamistir. PCR
sonucu elde edilen amplifikasyon Urinleri bantlarin varlig: (1) ve yoklugu (0) olarak
degerlendirilmistir. Bu degerlendirme sonucunda elde edilen toplam bant sayis,
polimorfik bant sayisi, polimorfizm oran: Cizelge 4.1’ de belirtilmistir.

On sekiz primerle yapilan calismada; toplam 116 bant elde edilmis bu
bantlardan 4 adedi monomorfik, 112 adedi polimorfik bulunmustur. Bu sonuclar
dogrultusunda polimorfizm oram % 96.55 olarak saptanmustir. Elde edilen bant
araliginin 200-2000 bp arasinda oldugu bulunmustur. Elde edilen bant sayisina
bakildiginda; S-272 ve S-274 no’lu primerlerin en disik (3 bant/primer), UBC-44
no'lu primerin ise en fazla (11 bant/primer) bant olusturdugu belirtilmistir. S-274
no’lu primerin 2 adet polimorfik, 1 adet monomorfik bant varhiginda % 66.66
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polimorfizm oramyla en distk polimorfizm degerine sahip primer oldugu
saptanmustir. Bu primeri % 80 polimorfizm oranmyla UBC-59 no’lu primer, % 85.71
polimorfizm oramyla UBC-16 ve UBC-29 no’lu primerler izlemektedir. Bunlarin
diginda kalan on primerin polimorfizm orammn % 100 oldugu gozlenmistir (Cizelge
4.1).

Tez kapsaminda kullamlan RAPD primerlerine ait detayli bilgi asagida
verilmistir.

UBC-3 primeri: (CCTGGGCTTA) baz dizinli 10 bp uzunlugundaki UBC-3
no’lu RAPD primerinde 200, 250, 350, 500, 700, 800, 950, 1150 bp olmak Uzere
toplam 8 polimorfik bant godzlenmistir. Monomorfik bantlara rastlanmamustir.
Cizelge 4.1'de izlenecegi gibi primerin polimorfizm oram %100 dir. Her genotip
icin en az iki en ¢cok yedi bant elde edilmistir. Bacon ¢esidinde 200, 700 bp, Topa
Topa ¢esidinde 200, 250 bp uzunlugunda iki bant, Blake cesidinde 200, 250, 350,
500, 700, 800, 1150 bp, Regina ¢esidinde 200, 250, 350, 500, 800, 950, 1150 bp
uzunlugunda yedi bant elde edilmistir.

UBC-8 primeri: (CCTGGCGGTA) baz dizinli 10 bp uzunlugundaki UBC-8
no’lu RAPD primerinde 250, 300, 500, 550, 700, 800, 1000 bp olmak lzere 7 adet
polimorfik bant elde edilmistir. Gozlenen bant araligi 250-1000 bp arasindadhr.
Monomorfik bantlara rastlanmamistir. Cizelge 4.1'de goruldugi gibi primerin
polimorfizm oram % 100 dir. Her genotipte en az iki en cok yedi bant elde
edilmistir. Reed 3432 cesidinde 300, 550 bp olmak Uzere iki bant; Blake, Rincon
cesitlerinde yedi bant; Mesa, Nowels ¢esitlerinde 250, 500, 550, 700, 800, 1000 bp
de alt1 bant; Stewart, Ettinger, Clifton, Wirtz c¢esitlerinde 250, 300, 500, 550, 800,
1000 bp de alt1 bant elde edilmistir.

UBC-9 primeri: (CCTGCGCTTA) baz dizinli 10 bp uzunlugundaki UBC-9
no’lu RAPD primerinde 250, 300, 350, 450, 550, 700, 800, 1000, 1500 bp olmak
Uzere 9 adet polimorfik bant elde edilmistir. Elde edilen bant araligi 250-1500 bp
arasindadir. Monomorfik bant gdzlenmemistir. Cizelge 4.1'de goéruldigt gibi
polimorfizm ytizdesi % 100 dur. Her genotipte en az dort en fazla sekiz bant elde
edilmistir. Regina ¢esidinde 300, 350, 450, 550, 700, 800, 1000, 1500 bp, Nowels
¢esidinde 250, 350, 450, 550, 700, 800, 1000 bp uzunlugunda sekiz bant; Zutano
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¢esidinde 300, 450, 700, 1500 bp, WWS5 ¢esidinde 450, 550, 700, 800 bp, Reed 3432
¢esidi 250, 350, 450, 700 bp uzunlugunda dort bant elde edilmistir.

UBC-15 primeri: (CCTGGGTTTG) baz dizinli 10 bp uzunlugundaki UBC-
15 no’lu RAPD primerinde 200, 300, 400, 600, 700, 800 bp olmak Ulzere 6 adet
polimorfik bant elde edilmistir. Elde edilen bant araligi 200-800 bp arasindadir.
WWS5 genotipinde amplifikasyon gozlenmemistir. Cizelge 4.1'de goruldigu gibi
primerin polimorfizm oram % 100 dir. Her genotipte en az iki en ¢ok alti1 bant elde
edilmistir. Corona ¢esidinde 300, 800 bp de iki bant; Blake, Regina, Topa Topa
cesitlerinde alt1 bant; Flerte, Nowels ¢esitlerinde 200, 400, 600, 800 bp de dort bant;
Zutano, Mexicola, Anaheim gesitlerinde 200, 400, 600, 700, 800 bp, Ettinger, Clifton
cesitlerinde 200, 300, 400, 600, 800 bp uzunlugunda bes bant elde edilmistir. Bu
primere ait jel goruntuleri Sekil 4.1’ de verilmistir.

UBC-16 primeri: (GGTGGCGGGA) baz dizinli 10 bp uzunlugundaki UBC-
16 no’lu RAPD primerinde 250, 350, 550, 750, 1000, 1250, 1600 bp olmak Uzere 7
adet bant elde edilmistir. Elde edilen bant araligi 250-1600 bp arasindadir. 250, 550,
750, 1000, 1250, 1600 bp olmak lzere 6 bant polimorfik, 350 bp uzunlugunda olan
bir bant monomorfiktir. Cizelge 4.1'de goruldigu gibi primerin polimorfizim oran
% 85.7'dir. Her genotipte en az G¢ en ¢ok alt1 bant bulunmaktadir. Nowels, WW5
cesitlerinde 350, 750, 1250 bp de, Hass ¢esidinde 250, 350, 550 bp uzunlugunda ¢
bant; Flerte ¢esidinde 350, 550, 750, 1000, 1250, 1600 bp uzunlugunda alti bant;
Clifton, Wirtz, Rincon cesitlerinde 350, 550, 750, 1000, 1250 bp uzunlugunda bes
bant elde edilmistir.

UBC-24 primeri: (ACAGGGGTGA) baz dizinli 10 bp uzunlugundaki UBC-
24 no’ lu RAPD primerinde 200, 300, 450, 550, 750, 950, 1150 bp olmak lzere 7 adet
polimorfik bant elde edilmistir. Elde edilen bant araligi 200-1150 bp arasinda oldugu
gbzlenmistir. Monomorfik bantlara rastlanmamustir. Cizelge 4.1'de izlenecegi gibi
polimorfizm yiizdesi % 100’ dir. Her genotip icin en az Uc, en fazla yedi banda
rastlanmistir. Mexicola gesidinde yedi bant; Bacon ¢esidinde 200, 300, 950 bp; Hass
¢esidinde 300, 450, 550 bp; Topa Topa ¢esidinde 200, 450, 750 bp uzunlugunda U¢
bant; Flerte ve Teague ¢esitlerinde 300, 450, 550, 750, 1150 bp uzunlugunda bes
bant elde edilmistir.
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UBC-29 primeri: (CCGGCCTTAC) baz dizinli 10 bp uzunlugundaki UBC-
29 no’lu RAPD primerinde 250, 300, 400, 600, 800, 1000, 1250 bp de 7 bant elde
edilmistir. Bu bantlardan 250, 300, 600, 800, 1000, 1250 bp olan 6 band: polimorfik,
400 bp uzunlugunda olan bir bandi monomorfik yani tim genotiplerde mevcuttur.
Cizelge 4.1'de goruldigu gibi bu primerin polimorfizm oram % 85.7'dir. Her
genotip icin en az iki en ¢cok yedi bant elde edilmistir. Nowels ¢esidinde 400, 600 bp;
WWS5, Bacon ve Stewart ¢esitlerinde 250, 400 bp; uzunlugunda iki bant; Corona
cesidinde yedi bant; Reed 3432, Hass ve Topa Topa ¢esitlerinde 250, 300, 400, 600,
800 bp uzunlugunda bes bant elde edilmistir.

UBC-41 primeri: (TTAACCGGGG) baz dizinli 10 bp uzunlugundaki UBC-
41 no’'lu RAPD primerinde 300, 450, 550, 750, 1350, 1500 bp olmak Uzere 6
polimorfik bant elde edilmistir. Ettinger gesidinde amplifikasyon gozlenmemistir.
Cizelge 4.1'de goruldugi gibi polimorfizm oranm % 100’ dir. Her genotip igin en az
bir, en cok bes bant elde edilmistir. Stewart ve Rincon cesitlerinde 300 bp
uzunlugunda bir; Hass, Topa Topa ve WWS5 c¢esitlerinde 300, 550 bp uzunlugunda
iki; Mexicola, Teague ve Anaheim ¢esitlerinde 450, 1350, 1500 bp uzunlugunda Ug;
Blake ¢esidinde 450, 550, 750, 1350, 1500 bp uzunlugunda bes bant elde edilmistir.
Bu primere ait jel goruntuleri Sekil 4.2’ de verilmistir

UBC-44 primeri: (TTACCCCGGC) baz dizinli 10 bp uzunlugundaki UBC-
44 no’'lu RAPD primerinde 300, 350, 450, 500, 550, 700, 800, 1000, 1450, 1500,
2000 bp olmak Uzere 11 polimorfik bant elde edilmistir. Elde edilen bant araligi 300-
2000 bp arasindadir. Monomorfik bantlar gbzlenmemistir. Cizelge 4.1’ de goruldigu
gibi primerin polimorfizm oram % 100’dur. Her bir genotip i¢in en az iki, en ¢ok
dokuz bant elde edilmistir. WW5 ¢esidinde 300, 800 bp; Topa Topa ¢esidinde 500,
700 bp uzunlugunda iki bant; Nowels gesidinde 300, 450, 500, 550, 700, 1000, 1450,
1500, 2000 bp uzunlugunda dokuz bant elde edilmistir.

UBC-47 primeri: (TTCCCCAAGC) baz dizinli 10 bp uzunlugundaki UBC-
47 no’'lu RAPD primerinde 250, 400, 500, 750, 1000 bp olmak tzere 5 polimorfik
bant elde edilmistir. Hass ¢esidinde amplifikasyon gdzlenmemistir. Cizelge 4.1'de
goruldigu gibi polimorfizm yizdesi % 100'dir. Her bir genotipte en az iki, en gok
bes bant elde edilmistir. Reed 3432 ve Wirtz ¢esitlerinde 250, 750 bp uzunlugunda
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iki bant; Flerte, Zutano, Teague, Anaheim cesitlerinde 250, 400, 500, 1000 bp
uzunlugunda dort bant; Topa Topa ve Nowels ¢esitlerinde 250, 400, 500, 750, 1000
bp olmak Uizere bes bant elde edilmistir.

UBC-48 primeri: (TTAACGGGGA) baz dizinli 10 bp uzunlugundaki UBC-
48 no’'lu RAPD primerinde 300, 400, 600, 800, 1000, 1350 bp olmak Uzere 6
polimorfik bant elde edilmistir. Monomorfik bantlara rastlanmamustir. Cizelge 4.1’ de
gorildugi gibi primerin polimorfizmi % 100’ dir. Her bir genotipte en az bir, en ¢ok
alt1 bant elde edilmistir. Mexicola ¢esidinde 600 bp uzunlugunda bir bant; Wirtz ve
Mesa ¢esitlerinde 800, 1350 bp uzunlugunda iki bant; Topa Topa, Corona, WW5 ve
Rincon c¢esitlerinde 400, 800, 1350 bp uzunlugunda U¢ bant; Teague cesidinde alti
bant elde edilmistir. Bu primere ait jel gorunttleri Sekil 4.3'te verilmistir

UBC-52 primeri: (TTCCCGGAGC) baz dizinli 10 bp uzunlugundaki UBC-
52 no’'lu RAPD primerinde 200, 250, 450, 500, 750, 1000, 1550 bp olmak lzere 7
polimorfik bant elde edilmistir. Monomorfik bantlara rastlanmamustir. Cizelge 4.1’ de
goruldigu gibi primerin polimorfizmi % 100’ dur. Her genotip igin en az bir, en gok
dort bant elde edilmistir. Zutano ve WWS5 ¢esitlerinde 450 bp; Wrtz ¢esidinde 1000
bp uzunlugunda bir bant; Mesa ¢esidinde 250, 500, 750, 1000 bp uzunlugunda dort
bant elde edilmistir.

UBC-54 primeri: (GTCCCAGAGC) baz dizinli 10 bp uzunlugundaki UBC-
54 no’ lu RAPD primerinde 250, 300, 450, 500, 550, 750, 1000, 1550 bp olmak tzere
7 polimorfik bant elde edilmistir. Monomorfik bantlara rastlanmamistir. Cizelge
4.1’ de goruldigu gibi primerin polimorfizmi % 100’ dir. Her genotip igin en az ¢ en
cok yedi bant elde edilmistir. Hass gesidinde 250, 300, 1000 bp; WW5 ve Bacon
cesitlerinde 250, 500, 750 bp; Flerte cesidinde 450, 550, 1000 bp uzunlugunda ¢
bant; Topa Topa ¢esidinde yedi bant elde edilmistir.

UBC-59 primeri: (TTCCGGGTGC) baz dizinli 10 bp uzunlugundaki UBC-
59 no’lu RAPD primerinde 375, 550, 750, 1000, 1500 bp olmak Uzere 5 bant elde
edilmistir. Bu bantlardan 550, 750, 1000, 1500 bp olan 4 bant polimorfik, 375 bp
olan 1 bant monomorfik bulunmus ve polimorfizm oram % 80 olarak saptanmustir.
Her bir genotipte en az iki, en ¢cok bes bant elde edilmistir. Bacon, WW5, Ettinger,
Clifton, Wirtz, Rincon, Teague, Mesa, Stewart ve Reed 3432 ¢esitlerinde 375, 1000
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bp uzunlugunda iki bant; Topa Topa ve Corona ¢esitlerinde 375, 1000, 1500 bp
uzunlugunda t¢ bant; Nowels ¢esidinde bes bant elde edilmistir.

S-270 primeri: (CAACCACGA) baz dizinli 9 bp uzunlugundaki S-270 no’lu
RAPD primerinde 300, 450, 550, 750, 1000 bp olan 5 polimorfik bant elde
edilmistir. Monomorfik bantlara rastlanmamistir. Cizelge 4.1'de goruldigt gibi
primerin polimorfizmi % 100’ dur. Her genotip icin en az iki, en ¢cok bes bant elde
edilmistir. WW5 ve Teague cesitlerinde 300, 750 bp uzunlugunda iki; Meksikola,
Anaheim, Blake, Rincon ve Corona gesitlerinde 300, 450, 750, 1000 bp uzunlugunda
dort bant; Nowels cesidinde bes bant elde edilmistir. Bu primere ait jel gorantuleri
Sekil 4.4'te verilmistir

S-271 primeri: (ATCCGCGTG) baz dizinli 9 bp uzunlugundaki S-271 no’lu
RAPD primerinde 250, 450, 500, 650, 750, 1000 1250 bp olan 7 polimorfik bant elde
edilmistir. Monomorfik bantlara rastlanmamistir. Wirtz cesidinde amplifikasyon
gbzlenmemistir. Bu nedenle primerin polimorfizm oram % 100 olarak hesaplanmstir
(Cizelge 4.1). Her bir genotipte en az iki en ¢ok bes bant elde edilmistir. Hass ve
Mesa ¢esitlerinde 450, 500 bp uzunlugunda iki bant; Meksikola, Teague, Anaheim
ve Regina gesitlerinde 500, 750, 1000 ve 1250 bp uzunlugunda dort bant; Zutano
¢esidinde 450, 500, 650, 750, 1250 bp uzunlugunda bes bant elde edilmistir.

S-272 primeri: (TGGTCACTGT) baz dizinli 10 bp uzunlugundaki S-272
no’'lu RAPD primerinde 500, 600, 750 bp olan 3 polimorfik bant elde edilmistir.
Hass c¢esidinde amlifikasyon gézlenmemistir. Monomorfik bantlara rastlanmamustir.
Her genotip icin en az bir, en ¢cok g bant elde edilmistir. Bacon, Reed 3432, Mesa,
Stewart, Ettinger, Rincon, Topa Topa Corona ve WWS5 cesitlerinde 500 bp
uzunlugunda bir; Flerte, Zutano, Meksikola, Teague, Anaheim, Reed 3432 ve
Clifton ¢esitlerinde 500, 600, 700 bp uzunlugunda U¢ bant elde edilmistir.

S-274 primeri: (ATTGCGTCCA) baz dizinli 10 bp uzunlugundaki S-274
no’'lu RAPD primerinde 250, 400, 550 bp olan 3 bant elde edilmistir. 400 ve 550 bp
olan 2 bant polimorfik, 250 bp olan 1 bant monomofik bulunmustur. Cizelge 4.1'de
goruldigu gibi primerin polimorfizm yizdesi % 66.6'dir. Her bir genotip igin en az
bir en ¢ok U¢ bant elde edilmistir. Reed 3432 cesidinde 250 bp uzunlugunda bir;
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Flerte, Zutano, Mexicola, Teague, Anaheim, Blake, Regina, Mesa, Nowels, Ettinger,
Rincon ve Corona ¢esitlerinde 250, 400, 550 bp uzunlugunda ti¢ bant elde edilmistir.

Cizelge 4.1. Avokado Cesitlerinde Kullamlan 18 RAPD Primerinin
Istatistiksel Verileri

Primer adi1 | TBS |BA (bp) MBS PBS PY (%)
UBC-3 8 200-1150 0 8 100
UBC-8 7 250-1000 0 7 100
UBC-9 9 250-500 0 9 100
UBC-15 |6 200- 800 0 6 100
UBC-16 |7 250-1600 1 6 85.71
UBC-24 |7 200-1150 0 7 100
UBC-29 |7 250-1250 1 6 85.71
UBC-41 |6 300-1500 0 6 100
UBC-44 |11 300-2000 0 11 100
UBC-47 |5 250-1000 0 5 100
UBC-48 |6 300-1350 0 6 100
UBC-52 |7 200-1550 0 7 100
UBC-54 |7 250-1000 0 7 100
UBC-59 |5 375-1500 1 4 80
S-270 5 300-1000 0 5 100
S-271 7 250-1250 0 7 100
S-272 3 500-750 0 3 100
S-274 3 250-550 1 2 66.66
Toplam 116 200-2000 4 112 96.55

TBS: Toplam Bant Sayisi

BA (bp): Bant Araligi

MBS: Monomorfik Bant Sayisi
PBS: Polimorfik Bant Sayisi
PY (%): Polimorfizm Y lizdes
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1350 bp-
1000 bp-
800 bp-
600 bp-
400 bp-
300 bp-
Sekil 4. 3. UBC-48 no’lu RAPD Primeri ile Amplifikasyon Sonucu
Elde Edilen Bant Profilleri
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1000 bp-
750 bp-
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300 bp-

Sekil 4.4. S-270 no’lu RAPD Primeri ile Amplifikasyon Sonucu Elde
Edilen Bant Profilleri
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41.1.1.(1). RAPD Analizleri Sonucu Elde Edilen Dendogramin

Degerlendirilmes

Avokado gesitlerinin 22 RAPD primeri ile amplifikasyonu sonucunda elde
edilen bantlar sayisal degerlere donusturilerek NTSYS adli programda benzerlik
indeksleri olusturulmus ve bu benzerlik indekslerine dayal1 olusturulan dendogram
Sekil 4.5'te sunulmustur.

Dendogramdaki 2 no’lu ana grup iki gruba ayrilmistir. Bu iki grup kendi
icerisinde dallara ayrilmistir. 2.1 ile adlandirilan kolda Corona, Reed 3432, WWS5,
Topa Topa, Clifton, Rincon Wurtz, Ettinger, Stewart, Mesa ve Bacon genotipleri
bulunmaktadir. Bu daldan A ¢icek grubundan Guatemala irkindan olan Corona 0.65;
Reed 3432 0.67 benzerlik oranlar1 ile 2.1 grubunda bulunan 9 genotipten
ayrilmislardr.

2.1 no’'lu grup kendi igerisinde dallara ayrilmistir. Corona ve Reed 3432
genotiplerinin ayrilmasi sonucu geri kalan 9 genotipin kendi icerisinde tekrar iki dala
ayrildig1 gorulmistur. Olusan bu iki dal 0.67 oraninda benzerdir. Ayrilan dallardan
Meksika Guatemala melezi olan Bacon ve Guatemala wrkindan olan Mesa
genotiplerinin 0.71 oraninda benzer olduklar1 bulunmustur.

Olusan bu dallarlardan Meksika irkindan olduklar: bilinen Stewart ve Ettinger
genotiplerinin 0.76 oramnda benzer oldugu bulunmustur. Meksika Guatemala melezi
olan Wirtz ve Rincon genotiplerinin 0.78 oramnda benzer olduklar1 bulunmustur. Bu
iki dal birbirine 0.75 oraminda benzerdir. Bu dallardan ayrilan A ¢igek grubundan
Meksika Guatemala melezi WW5 0.70, Meksika irkindan olan Topa Topa 0.73,
Clifton 0.75 benzerlik oranlarityla ayrilmistur.

2.2 no’'lu grup ta Nowels, Teague, Meksikola, Anaheim, Zutano, Regina ve
Flerte genotipleri bulunmaktadir. Bu grup icerisinde Meksika irkindan olan
Meksikola ve Guatemala irkindan olan Anaheim genotiplerinde ayrilma
gbzlenmemis, 0.87 oraminda benzer bulunmuslardir. Bu iki genotipten 0.80 benzerlik
oran ile Meksika irkindan olan Blake ¢esidinin ayrildigi gorulmistdr. Belirtilen U¢
genotipten Meksika Guatemala melezi olan Zutano 0.82 benzerlik oramyla
ayrilmaktadir.
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Meksika Guatemala melezi olan Flerte ve Meksika rkindan olan Regina
genotiplerinin 0.86 gibi yiksek bir oranda benzer olduklar: bulunmustur.

Yirmi genotipin NTSY S programu ile elde edilen matriks sonucunda; avokado
genotipleri arasindaki benzerlik indeksinin 0.46-0.87 arasinda degisim gosterdigi
saptanmustir.

Genotiplerin birbirleriyle olan benzerlik oranlarina bakildiginda, birbirlerine
en yakin genotipler sirayla; Flerte ile Regina, Anaheim ile Meksikola (0.87); Fuerte
ile Anaheim ve Blake ile Anaheim (0.85) olduklari bulunmustur. En uzak genotipler
ise sirasiyla Fuerte ile Bacon, Fuerte ile WWS5 (0.46 olduklar1 belirtilmistir.
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Guatemala [ Flerte
Meksika Regi
G 1 M melezi —Iifano
Meksikola

B Hﬂnahetm

2.2 Blake
Teague

Nowels
Bacon

Mesa
Stewart
Etfinger
Wirtz

Rincon
Clfion
Topa Topa
21 WS
Reed 3432
Gorona

1

Hass

I | ] I
057 067 078

Jaccard Banzerlk Katsews:

! o
0.36 04]

Sekil 4.5. 20 Avokado Genotipine RAPD Tekniginin Uygulanmas: Sonucu
Elde Edilen Dendogram
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4.1.1.2 SRAP Analizi Sonuclari

Tez calisgmasi kapsaminda 30 adet SRAP primer kombinasyonu denenmis
bunlarin 21 tanesi istenilen amplifikasyonu gostermistir.  Amplifikasyon
gbzlenmeyen SRAP primer kombinasyonlart (mel/em6, me2/em3, me2/em5,
me3/em3, med/eml, med/em2, med/em3, med/em5, meS/em3) degerlendirmeye
alinmamistir. PCR sonucu elde edilen amplifikasyon drdnleri bantlarin varligi (1)
ve yoklugu (0) olarak degerlendirilmistir. Bu degerlendirme sonucunda elde edilen
toplam bant sayisi, polimorfik bant sayisi, polimorfizm oram Cizelge 4.2'de
sunulmustur.

Yirmi bir adet SRAP primer kombinasyonuyla yapilan calismada; toplam
122 bant elde edilmis bu bantlardan 27 adedi monomorfik, 95 adedi polimorfik
bulunmustur. Bu sonuglar dogrultusunda polimorfizm oramnin % 77.86 ve elde
edilen bant araliginin 95-1500 bp oldugu saptanmustir. Elde edilen bant sayisina
bakildiginda Mel/Em5 ve Me5/Em5S primer kombinasyonlar: en dusik sayida (3
bant/primer) bant meydana getirmis olup, Mel/Em4, Me2/Em6, Med/Em4 ve
Me5/Em1 primer kombinasyonlarinda en yiiksek (8 bant/primer) bant elde edildigi
saptanmistir. Me2/Em4 primer kombinasyonunda 1 adet polimorfik, 4 adet
monomorfik bant varliginda % 20 polimorfizm oramyla en disiuk polimorfizm
degerine sahip primer oldugu saptanmustir. Bu primeri % 25 polimorfizm oramyla
Me2/Em4 primer kombinasyonu izlemektedir. En yiksek polimorfizm Me2/Em6,
Me3/Em4, Med/Em6, MeS/Eml ve MeS/Em4  primer  kombinasyonlarinda
gozlenmistir (% 100).

Yirmi genotipin NTSYS programi (Rolf, 1998) ile elde edilen matriks
sonucunda; avokado genotipleri arasindaki benzerlik indeksinin 0.44-0.96 arasinda
degisim gosterdigi saptanmustir.

Genotiplerin birbirleriyle olan benzerlik oranlarina bakildiginda, birbirlerine
en yakin genotipler sirayla; Anaheim ile Regina, Nowels ile Regina (0.96); Topa
Topa ile Ricon (0.95) Anaheim ile Nowels, Mesa ile Ettinger, Mesa ile Stewart,

Ettinger ile Stewart, Wirtz ile Rincon (0.94) olduklar1 bulunmustur. En uzak

68



4. BULGULAR VE TARTISMA Aylin TAMAM

genotipler ise sirasiyla Fuerte ile Blake ve Hass ile Regina (0.44), Meksikola ile
Hass (0.45); Hass ile Anaheim (0.46) olduklar: belirlenmistir.

F1 R1 primeri: eml Forward ve mel Reverse primerleri kullamlan F1 R1
no' lu SRAP primerinde 100, 180, 195, 400 bp olmak Uzere toplam 4 bant
gbzlenmistir. Materyal yontem kisminda belirtilmis olan SRAP protokoli
uygulanmis ve istenen oranda polimorfik bantlar elde edilmistir. Gozlenen bant
aralig1 100-400 bp arasindadir. 100, 180, 195 bp uzunlugunda U¢ adet monomorfik,
400 bp uzunlugunda bir adet polimorfik banda rastlanmistir. Cizelge 4.2'de
goruldigu gibi primerin polimorfizm oram % 25 dir. Her genotip igin en az U¢ en
cok dort bant elde edilmistir. Hass ¢esidinde 100, 180, 195 bp uzunlugunda U¢ bant,
diger 19 c¢esitte 100, 180, 195, 400 bp uzunlugunda doért bant elde edilmistir.

F1 R2 primeri: eml Forward ve me2 Reverse primerler kombinasyonlari
kullamlan F1 R2 no’lu SRAP primerinde 150, 200, 210, 250, 310, 500, 600 bp
olmak Uzere toplam 7 bant gozlenmistir. Gozlenen bant araligi 150-600 bp
arasindadir. YUz elli bp uzunlugunda bir adet monomorfik banta rastlanmustur.
Cizelge 4.2' de goruldugl gibi primerin polimorfizm oram % 85,7’ dir. Her genotip
icin en az bir en ¢ok yedi bant elde edilmistir. Hass ¢esidinde 150 bp uzunlugunda
bir bant, Fuerte, Mexicola, Anaheim, Blake, Regina ¢esitlerinde 150, 200, 210, 250,
310, 500, 600 bp uzunlugunda yedi bant elde edilmistir.

F1 R3 primeri: eml Forward ve me3 Reverse primerler kombinasyonlari
kullamlan F1 R3 no’ lu SRAP primerinde 110, 250, 280, 310, 550, 600 bp olmak
Uzere toplam 6 bant gdzlenmistir. Gozlenen bant araligi 110-600 bp arasindadir.
110, 250 bp uzunlugunda iki adet monomorfik bant tespit edilmistir. Cizelge 4.2’ de
gorildugi gibi primerin polimorfizm oram % 66,6’ dir. Her genotip icin en az iki,
en cok bes bant elde edilmistir. Hass ¢esidinde 150 bp uzunlugunda bir bant, Bacon,
Anaheim, Stewart, Corona g¢esitlerinde 110, 250, 280, 310, 600 bp uzunlugunda bes
bant elde edilmistir.

F1 R4 primeri: eml Forward ve me4 Reverse primerler kombinasyonlari
kullamlan F1 R4 no’lu SRAP primerinde 310, 350, 490, 500, 600, 795, 900, 1500
bp olmak Uzere toplam 8 bant gbzlenmistir. Hass cesidinde amplifikasyon
gbzlenmemistir. Gozlenen bant araligr 310-1500 bp arasindadir. 600, 750, 1500 bp
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uzunlugunda U¢ adet monomorfik banda rastlanmistir. Cizelge 4.2'de goruldugi
gibi primerin polimorfizm oram % 62,5'tir. Her genotip icin en az dort en gok sekiz
bant elde edilmistir. Reed 3432 cesidinde 490, 600, 795, 1500 bp uzunlugunda dort
bant, Mexicola, Teague, Blake, Anaheim cesitlerinde 310, 350, 490, 500, 600, 795,
900, 1500 bp uzunlugunda yedi bant elde edilmistir.

F1 R5 primeri: eml Forward ve me5 Reverse primerler kombinasyonlari
kullamlan F1 R5 no’ lu SRAP primerinde 100, 195, 250 bp olmak Uzere toplam 3
bant gozlenmistir. GoOzlenen bant araligi 100-250 bp arasindadir. 100 bp
uzunlugunda bir adet monomorfik bantta rastlanmistir. Cizelge 4.2’ de gorildugu
gibi primerin polimorfizm oram % 66,6 dir. Her genotip igin en az bir en ¢ok ¢
bant elde edilmistir. Hass ¢esidinde 100 bp uzunlugunda bir bant, Flerte ¢esidinde
100, 195 bp uzunlugunda iki bant elde edilmistir.

F2 R1 primeri: em2 Forward ve mel Reverse primerler kombinasyonlari
kullanilan F2 R1 no’ lu SRAP primerinde 100, 195, 250, 495, 500, 800, 1000 bp
olmak Uzere toplam 7 bant gozlenmistir. Gozlenen bant araligi 100-1000 bp
arasindadir. 100 bp uzunlugunda bir adet monomorfik bantta rastlanmistir. Cizelge
4.2’ de goruldigu gibi primerin polimorfizm orant % 85,7 dir. Her genotip icin en
az bir en ¢cok yedi bant elde edilmistir. Hass ¢esidinde 100 bp uzunlugunda bir bant,
Bacon, Teague, Reed 3432, Mesa, Stewart, Ettinger, Corona ¢esitlerinde 100, 195,
250 bp uzunlugunda G¢ bant elde edilmistir. Bu primere ait jel goruntleri Sekil
4.7 de verilmistir.

F2 R2 primeri: em2 Forward ve me2 Reverse primerler kombinasyonlari
kullanilan F2 R2 no’lu SRAP primerinde 120, 210, 300, 410, 550 bp olmak tzere
toplam 5 bant gozlenmistir. Gozlenen bant araligi 120-550 bp arasindadir. 120 ve
210 bp uzunlugunda iki adet monomorfik bantta rastlanmistir. Cizelge 4.2'de
goruldigu gibi primerin polimorfizm orant % 60'tir. Her genotip igin en az Ug en
fazla bes bant elde edilmistir. FUerte, Meksikola, Teague, Anaheim, Blake, Regina,
Nowels cesitlerinde yedi bant; Hass ¢esidinde 120 ve 210 bp uzunlugunda olmak
Uzere iki adet bant elde edilmistir. Bu primere ait jel gorunttleri Sekil 4.8 de

verilmistir.
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F2 R4 primeri: em2 Forward ve me4 Reverse primerler kombinasyonlari
kullanilan F2 R4 no’lu SRAP primerinde 100, 150, 180, 200, 210 bp olmak tzere
toplam 5 bant gozlenmistir. Hass cesidinde amplifikasyon gozlenmemistir.
Go6zlenen bant araligi 100-210 bp arasindadir. 100, 150, 180, 200 bp uzunlugunda
dort adet monomorfik bantta rastlanmustir. Flerte, Nowels, Meksikola, Regina
cesitlerinde yedi bant elde edilmistir. Cizelge 4.2'den de izlenecegi gibi primerin
polimorfizm oram % 20'dir. Her genotip icin en az dort en ¢ok bes bant elde
edilmistir.

F2 R6 primeri: em2 Forward ve me6 Reverse primerler kombinasyonlari
kullanilan F2 R6 no’lu SRAP primerinde 180, 190, 390, 395, 400, 405, 510, 610 bp
olmak Uzere toplam 8 bant gozlenmistir. Monomorfik bant elde edilmemistir.
GoOzlenen bant araligi 180-610 bp arasindadir. Cizelge 4.2'de belirtildigi gibi
primerin polimorfizm orant % 100’ diir. Her genotip icin en az iki, en ¢ok alt1 bant
elde edilmistir. Mesa, Wrtz, Rincon, Topa Topa, Corona gesitlerinde 180, 190,
390, 400, 510 bp uzunlugunda bes adet bant; Bacon cesidinde 190 ve 400 bp
uzunlugunda iki adet bant elde edilmistir. Bu primere ait jel gorintileri Sekil 4.9'da
verilmistir.

F3 R1 primeri: em3 Forward ve mel Reverse primerler kombinasyonlari
kullanilan F3 R1 no’lu SRAP primerinde 205, 250, 500, 580, 610, 900, 1000 bp
olmak Uzere toplam 7 bant gbzlenmistir. Hass cesidinde amplifikasyon
gbzlenmemistir. 205, 580, 900 bp uzunlugunda ¢ monomorfik bant elde edilmistir.
Gozlenen bant araligi 205-1000 bp arasindadir. Flerte, Meksikola, Anaheim,
Regina, Nowels cesitlerinde yedi, adet bant, Bacon, Teague, Reed 3432, Clifton ve
Wiirtz cesitlerinde 205,580 ve 900 bp uzunlugunda U¢ adet bant elde edilmistir.
Cizelge 4.2'de goruldugl gibi primerin polimorfizm oram % 57.1'dir. Her genotip
icin en az Ug, en ¢cok yedi bant elde edilmistir. Bu primere ait jel gorunttleri Sekil
4.10." da verilmistir.

F3 R2 primeri: em3 Forward ve me2 Reverse primerler kombinasyonlari
kullamlan F3 R2 no’lu SRAP primerinde 95, 180, 220 bp olmak Uzere toplam 3
bant gozlenmistir. 95 ve 220 bp uzunlugunda iki adet monomorfik bant elde
edilmistir. Cizelge 4.2'de goruldug gibi primerin polimorfizm oram % 33.3'tlr.
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Her genotip icin en az iki en ¢ok U¢ bant elde edilmistir. Flerte, Meksikola,
Anaheim, Blake, Regina ve Nowels ¢esitlerinde tic adet bant gbzlenmistir.

F3 R4 primeri: em3 Forward ve me4 Reverse primerler kombinasyonlari
kullamilan F3 R4 no’lu SRAP primerinde 250, 300, 310, 480, 700, 750 bp olmak
Uzere toplam 6 bant gozlenmistir. Monomorfik bantlara rastlanmamistir. Gozlenen
bant araligi 250-750 bp arasindadir. Cizelge 4.2°de goruldigu gibi primerin
polimorfizm oram % 100’dir. Her genotip icin en az bir, en ¢ok alti bant elde
edilmistir. Teague ve Anaheim gesitlerinde alt1 adet, Reed 3432, Stewart, Ettinger,
Clifton, Wrtz, Hass, Topa Topave WWS5 cesitlerinde 300 bp uzunlugunda bir adet
bant elde edilmistir.

F3 R5 primeri: em3 Forward ve me5 Reverse primerler kombinasyonlari
kullanilan F3 R5 no’ lu SRAP primerinde 95, 180, 190, 210, 270, 410, 430 bp olmak
Uzere toplam 7 bant gozlenmistir. Monomorfik bantlara rastlanmamistir. Gozlenen
bant araligi 95-430 bp arasindadir. Cizelge 4.2'de goruldigu gibi primerin
polimorfizm oram % 100’dir. Her genotip icin en az bir, en ¢ok alti bant elde
edilmistir. Zutano, Teague, Anaheim, Reed 3432, Regina, Mesa, Stewart, Nowels,
Ettinger, Topa Topa ve Corona cesitlerinde 95, 180, 190, 210, 270 ve 410 bp
uzunlugunda alt1 adet bant, Hass ¢esidinde 95 bp uzunlugunda bir adet bant elde
edilmistir.

F3 R6 primeri: em3 Forward ve me6 Reverse primerler kombinasyonlari
kullamlan F3 R6 no’lu SRAP primerinde 100, 110, 290, 310, 395, 490 bp olmak
Uzere toplam 6 bant gozlenmistir. 110 bp uzunlugunda bir adet monomorfik bant
elde edilmistir. Gozlenen bant araligi 100-490 bp arasindadir. Cizelge 4.2'de
goraldugi gibi primerin polimorfizm orant % 83.3'tlr. Her genotip icin en az hir,
en ¢ok alti bant elde edilmistir. Flerte, Meksikola, Anaheim, Regina ve Nowels
cesitlerinde alt1 adet bant, Hass ¢esidinde 110 bp uzunlugunda bir adet bant elde
edilmistir.

F4 R4 primeri: em4 Forward ve me4 Reverse primerler kombinasyonlari
kullanilan F4 R4 no’lu SRAP primerinde 95, 200, 250, 300, 320, 420, 620, 795 bp
olmak Uzere toplam 8 bant gozlenmistir. 95 bp uzunlugunda bir adet monomorfik
bant elde edilmistir. Gozlenen bant araligi 95-795 bp arasindadir. Cizelge 4.2'de
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goruldigu gibi primerin polimorfizm oram % 87.5'tir. Her genotip igin en az bir, en
cok sekiz bant elde edilmistir. Fuerte, Meksikola, Anaheim, Blake, Regina ve
Nowels cesitlerinde sekiz adet bant, Hass ¢esidinde 95 bp uzunlugunda bir adet bant
elde edilmistir. Bu primere ait jel goruntleri Sekil 4.11' de verilmistir.

F4 R6 primeri: em4 Forward ve me6 Reverse primerler kombinasyonlari
kullamlan F4 R6 no’lu SRAP primerinde 195, 280, 295, 300, 380, 395 bp olmak
Uzere toplam 6 bant gozlenmistir. Hass ¢esidinde amplifikasyon gozlenmemistir.
Monomorfik bantlara rastlanmamstir. Goézlenen bant araligi 195-395 bp
arasindadir. Cizelge 4.2’ de goruldigu gibi primerin polimorfizm oram % 100’ dir.
Her genotip icin en az iki, en ¢ok dort bant elde edilmistir. Topa Topa ¢esidinde
280, 300, 380 ve 395 bp uzunlugunda dort adet bant, Clifton, Rincon, WW5
cesitlerinde 300 ve 395 bp uzunlugunda iki adet bant elde edilmistir.

F5 R1 primeri: em5 Forward ve mel Reverse primerler kombinasyonlari
kullamlan F5 R1 no’lu SRAP primerinde 150, 300, 310, 410, 695, 700, 780, 810 bp
olmak Uzere toplam 8 bant gozlenmistir. Hass cesidinde amplifikasyon elde
edilmemistir. Monomorfik bantlara rastlanmamistir. Gozlenen bant araligr 150-810
bp arasindadir. Cizelge 4.2'de goruldigli gibi primerin polimorfizm oran
% 100'dur. Her genotip icin en az bir en ¢ok sekiz bant elde edilmistir. Anaheim,
Regina ve Nowels cesitlerinde sekiz adet bant, Mesa ¢esidinde 300 bp uzunlugunda
bir adet bant elde edilmistir.

F5 R2 primeri: em5 Forward ve me2 Reverse primerler kombinasyonlari
kullanilan F5 R2 no’lu SRAP primerinde 380, 400, 450, 690, 710, 820 bp olmak
Uzere toplam 6 bant gézlenmistir. Bu primerle Hass ¢esidinde amplifikasyon elde
edilmemistir. Dort yiz elli bp uzunlugunda bir adet monomorfik banda
rastlanmistir. Gozlenen bant araligi 380-820 bp arasindadir. Cizelge 4.2'de
goruldigu gibi primerin polimorfizm oram % 83.3'tur. Her genotip igin en az iki en
cok bes bant elde edilmistir. Zutano, Meksikola, Regina ve Nowels cesitlerinde bes
adet bant, Bacon cesidinde 450 ve 710 bp uzunlugunda iki adet bant elde edilmistir.

F5 R4 primeri: em5 Forward ve me4 Reverse primerler kombinasyonlari
kullanilan F5 R4 no’ lu SRAP primerinde 180, 190, 600, 800 bp olmak tizere toplam
4 bant gozlenmistir. Monomorfik bantlara rastlanmamistir. Gozlenen bant araligi
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180-800 bp arasindadir. Cizelge 4.2’ de goruldigu gibi primerin polimorfizm oran
% 100’ ddr. Her genotip icin en az bir en ¢cok dort bant elde edilmistir. Anaheim,
Blake, Regina, Nowels ve Corona gesitlerinde dort adet bant, Reed 3432 ve WW5
cesitlerinde 180 bp uzunlugunda bir adet bant elde edilmistir.

F5 R5 primeri: em5 Forward ve me5 Reverse primerler kombinasyonlari
kullanilan F5 R5 no’lu SRAP primerinde 610, 780, 1000 bp olmak tzere toplam 3
bant gozlenmistir. Hass ¢esidinde amplifikasyon g6zlenmemistir. 780 bp
uzunlugunda bir adet monomorfik bantta rastlanmistir. Gézlenen bant araligir 610-
1000 bp arasindadir. Cizelge 4.2'de goruldugl gibi primerin polimorfizm oran
% 66.6'dir. Her genotip icin en az bir en ¢ok U¢ bant elde edilmistir. Anaheim,
Blake, Regina, Nowels, Flerte ve Meksikola gesitlerinde U¢ adet bant, diger on dort
cesitte 780 bp uzunlugunda bir adet bant elde edilmistir.

F5 R6 primeri: em5 Forward ve me6 Reverse primerler kombinasyonlari
kullanilan F5 R6 no’lu SRAP primerinde 110, 310, 320, 400, 490, 610 bp olmak
Uzere toplam 6 bant gozlenmistir. Monomorfik bantlara rastlanmamistir. Gozlenen
bant araligi 110-610 bp arasindadir. Cizelge 4.2'de goruldigu gibi primerin
polimorfizm oram % 100'dir. Her genotip icin en az bir en ¢cok alti bant elde
edilmistir. Zutano, Blake ve Nowels ¢esitlerinde alt1 adet bant, Bacon cesidinde 490
ve 610 bp uzunlugunda iki adet bant, Hass ¢esidinde 110 bp uzunlugunda bir adet
bant elde edilmistir (Sekil 4.12).
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Cizelge 4.2. Avokado Cesitlerinde Kullamlan 21 SRAP Primer
Kombinasyonun Istatistiksel Verileri

Primer ad1i |TBS BA (bp) MBS |PBS PY (%)
Mel/Eml |4 100-400 3 1 25
Mel/Em2 |7 150-600 1 6 85.71
Mel/lEm3 |6 110-600 2 4 66.60
Mel/Em4 |8 310-1500 3 5 62.50
Mel/Em5 |3 100-250 1 2 66.66
Me2/Eml |7 100-1000 1 6 85.71
Me2/Em2 |5 120-550 2 3 60
Me2/Em4 |5 100-210 4 1 20
Me2/Em6 |8 180-610 0 8 100
Me3/Eml |7 205-1000 3 4 57.14
Me3/Em2 |3 95-220 2 1 33.33
Me3/Em4 |6 250-750 0 6 100
Me3/[Em5 |6 95-430 0 6 100
Me3/Em6 |6 100-490 1 5 83.33
Med/Em4 |8 95-795 1 7 87.50
Med/Em6 |6 195-395 0 6 100
Me5/Eml |8 150-810 0 8 100
MeS/Em2 |6 380-820 1 5 83.33
Me5/Em4 |4 180-800 0 4 100
Me5S/Em5 |3 610-1000 1 2 66.66
MeS/Em6 |6 110-610 1 5 83.33
Toplam 122 95-1500 27 95 77.86

TBS: Toplam Bant Sayisi

BA (bp): Bant Araligi

MBS: Monomorfik Bant Sayisi
PBS: Polimorfik Bant Sayisi
PY (%): Polimorfizm Y lizdes
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1000 bp-
800 bp-

500 bp-
495 bp-
250 bp-
195 bp-
100 bp-

Sekil 4.7. 21 no’lu SRAP Primeri ile Amplifikasyon Sonucu Elde
Edilen Bant Profilleri

Flerte
Bacon
Zutano
Meksikola
Teague
Anaheim
Blake
Reed 3432
Regina
Mesa
Stewart
Nowels
Ettinger
Clifton
Wirtz,
Rincon
Hass
TopaTopa
Corona
WW5

550 bp-
410 bp-
300 bp-
210 bp-

120 bp-

Sekil 4.8. 22 no’lu SRAP Primeri ile Amplifikasyon Sonucu Elde
Edilen Bant Profilleri
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610 bp-
400 bp-
395 bp-
390 bp-

190 bp-
180 bp-

Sekil 4.9. 26 no’lu SRAP Primeri ile Amplifikasyon Sonucu
Elde Edilen Bant Profilleri

<
Flerte
Bacon
Zutano
Meksikola
Teague
Anaheim
Blake
Reed 3432
Regina
Mesa
Stewart
Nowels
Ettinger
Clifton
Wirtz,
Rincon
Hass
TopaTopa
Corona
WW5

1000 bp-
900 bp-

610 bp-
580 bp-
500 bp-

250 bp-
205 bp-

Sekil 4.10. 31 no’ lu SRAP Primeri ile Amplifikasyon Sonucu
Elde Edilen Bant Profilleri
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795 bp-
620 bp-

420 bp-
320 bp-
300 bp-
250 bp-
200 bp
95 bp-

Sekil 4.11. 44 no’lu SRAP Primeri ile Amplifikasyon Sonucu Elde
Edilen Bant Profilleri

<
Flerte
Bacon
Zutano
Meksikola
Teague
Anaheim
Blake
Reed 3432
Regina
Mesa
Stewart
Nowels
Ettinger
Clifton
Wirtz,
Rincon
Hass
TopaTopa
Corona
WW5

610 bp-

500 bp-
400 bp-
320 bp-
310 bp-
110 bp-

Sekil 4.12. 56 no’lu SRAP Primeri ile Amplifikasyon Sonucu
Elde Edilen Bant Profilleri
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41.1.2.(1). SRAP Analizleri Sonucu Elde Edilen Dendogramin
Degerlendirilmes

SRAP analizi sonucunda elde edilen dendogram iki ana dala ayrilmstir.
Hass ¢esidi on dokuz genotipten ayrilmis ve diger genotiplere 0.57 oramnda benzer
bulunmustur.

‘B’ grubu olarak adlandirilan on dokuz genotip iceren anadal 0.74 oraninda
benzerlik gosteren iki yan dala ayrilmustur.

Bu iki yan dal kendi icerisinde alt dallar olusturmustur. B.1 no’lu grupta
Guatemala, Meksika ve bu iki irkin melezi olan Corona, Topa Topa, Rincon, Wirtz,
Clifton, Ettinger, Stewart, Mesa, WWS5, Reed3432, Teague, Bacon olmak lizere on
iki genotip; B.2 no’lu grup ta ise ayni wrklara ait olan Zutano, Blake, Nowels,
Regina, Anaheim, Mexicola, Flerte olmak Uzere yedi genotip bulunmaktadir.

Bu gruplar kendi aralarinda alt gruplar olusturmustur. ‘B’ grubundan ayrilan
ve B.1 olarak adlandirilan yan dal kendi icerisinde 0.85 oraminda benzerlik gosteren
iki alt gruba ayrilmistir. Bu alt gruplardan birinde bulunan sirayla Meksika ve
Meksika x Guatemala melezi olduklart bilinen Teague ve Bacon cesitleri 0.87
oranminda benzer bulunmustur.

Dendogramdaki B.1 no’'lu ana gruptan ayrilan Guatemala irkindan olan
Corona nin diger dokuz genotipe 0.88 oraninda benzer oldugu bulunmustur.

B.2 no’lu alt gruptan ayrilan B.2.1 no’lu grup kendi igerisinde iki alt gruba
ayrilmistir. B.2.1 no’lu grup kendi arasinda ‘a ve ‘b’ olmak Uzere iki alt gruba
ayrilmistir. Bu iki alt grubun benzerlik oram 0.90 olarak bulunmustur. Bu alt
gruplardan birinde bulunan WWS5 ve Reed 3432 cesitlerinin benzerlik oramimn 0.92
oldugu goralmastr.

‘b’ olarak adlandirilan grup tekrar kendi icerisinde ‘b.1’ ve ‘b.2" olmak
Uzere iki alt gruba ayrilmustir. *b.2’ alt grubunda bulunan Clifton ¢esidinin ‘b.2’
grubunda bulunan Ug c¢esitle olan benzerlik oramimin 0.93 oldugu saptanmustir.

‘b.l’ olarak adlandirilan alt grup kendi icerisinde tekrar dalanma
gostermistir. Bu grup icerisinde bulunan Meksika irkindan olan Topa Topa ve
Meksika x Guatemalan melezi olan Rincon’un benzerlik orani 0.95 bulunmustur.
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Bu iki g¢esitten ayrilan Meksika x Guatemala melezi olan Wurtz'un iki gesitle olan
benzerlik oram 0.94 tir.

A.2 no’lu grup kendi igerisinde iki gruba ayrilmistir. Meksika x Guatemala
melezi olan Zutano g¢esidinin diger alti ¢esitle olan benzerlik oram 0.80 olarak
bulunmus ve bu gesidin diger cesitlerden ayrildig1 saptanmustir.

A.2 no’lu gruptan ayrilan ve alti1 genotipin C.1' ve ‘C.2" olmak Uzere iki alt
gruba ayrildig1 goralmustdr. Bu grupta bulunan *C.1" olarak adlandirilan Meksika x
Guatemala melezi olan Fuerte cesidinin diger alt grupta bulunan bes cesitle olan
benzerlik oram 0.87 olarak bulunmustur.

‘C.2" grubu kendi igerisinde ‘C.2.1" ve ‘C2.2.” olmak Uzere iki alt gruba
ayriimastir. *C.2.1." alt grubunda bulunan Blake ¢esidinin diger grupta bulunan dort
cesit ile benzerlik oranimin 0.91 oldugu bulunmustur. ‘C2.1' no’lu grup kendi
icerisinde tekrar ‘C.2.1.1" ve ‘C2.1.2' olarak dallanma gostermistir. ‘C2.1.2" olarak
adlandirilan alt grupta bulunan Regina ve Anaheim cesitlerinin 0.96 oraninda
benzer oldugu ve Nowel ¢esidinin bu iki cesitten 0.95 benzerlik oran ile ayrildig:
gordlmistdr. *C.2.1.1" olarak adlandirilan grupta bulunan Meksikola gesidinin diger

gruptan 0.92 oraninda benzerlik yizdesiyle ayrildigi gorulmastir.
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Guatemala iy Flerte
C.2.1.1

Meksika
G % M melezi

Meksikol
v eksikola

Noiwels

Alake
Zitano

1 B.1 Bacon

A2 C.2.2

Teague
—Reed 3433

I'.'III.FH"'I.I{J

B.2.1 —Mesa

b1 —Stewart

—tHtinger

b Clifton
h.2 Wiz

Rincon

B.2

Topa Topa

B.2.2 Eﬂmnﬂ

Hass

-
040 154 067 080 093
Jaceard Benzerik Katsays

Sekil 4.13. 20 Avokado Genotipine SRAP Tekniginin Uygulanmasi Sonucu
Elde Edilen Dendogram
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4.1.1.3. SRAP ve RAPD Analizleri Sonucu Olusturulan Dendogramin
Degerlendirilmes

Avokado genotiplerinin yirmi bir SRAP ve on sekiz RAPD primerinden elde
edilen bantlarin varlig1 (1), yoklugu (0) olma durumuna gore degerlendirilen veriler
sonucunda elde edilen dendogram Sekil 4.15 de verilmistir.

Dendogram da Hass genotipi diger on dokuz genotipten 0.45 oraminda uzak
bulunmustur. Hass'tan ayrilan on dokuz genotip kendi arasinda 0.67 oraninda iki
gruba ayrilmistir. 1 ile adlandirilan kiime tekrar 0.74 oraninda iki alt gruba
ayrilmaktadir. Bu gruplar igerisinde Meksika irkindan olan Teague diger grupta
bulunan alt1 genotipten ayrilmistir.

1 ile adlandirilan grubun 1.2. nolu dalinda bulunan yedi genotip 0.82 ile 0.92
oraninda benzerlik gostermektedir. Bu grup icerisinde bulunan Guatemala x Meksika
melezi olan Zutano, Nowels ve Meksika irkindan olan Blake genotiplerinin grup
icerisinde dallanma gostererek ayrildiklart gorilmustir. Guatemala irkindan olan
Anaheim ve Meksika irkindan olan Regina genotiplerinin 0.92 oramnda benzer
olduklar1 gorulmustur. Bu iki genotip Meksika irkindan olan Meksika melezinden
0.90 oraminda ayr1lmstir.

1.1. nolu dal kendi arasinda 0.77 oramnda benzerlik oran: ile ayrilmustir. 1.1.2
no’ lu dalda bulunan Guatemala x Meksika melezi olan Bacon genotipinin 1.1.1 nolu
dalda bulunan on genotipten ayrildigi gordlmuistar.

1.1.1 nolu grupta bulunan on genotipin 78 ile 87 oraninda benzer olduklar:
gordlmistar. Bu grup icerisinde bulunan Guatemala x Meksika melezleri olan Wirtz
ve Rincon genotipleri 0.87 oraninda benzer bulunmustur. Meksika irkindan olan
Stewart ile Ettinger 0.86 oraminda benzer bulunmustur.
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Guatemala Flete
hleksika Mekslkola

G x Mmelezi Anaheim
Regina

1.1.1 Hlake

1.1 NOWe:s
Ztano
Teague

1.1.2

1 Bacon
Reed 3434
Mesa

1.2 —— Stewart

A ———Efnger
— Wiz

Rincon

- Topa Topa
Cifton
W5

Corona

Hass

| I I I ! !

| | |
0.8 030

L |
11 073 085
Jaccard Berzarik Ketsaysl

Sekil 4.15. 20 Avokado Genotipine SRAP ve RAPD Tekniklerinin
Uygulanmasi Sonucu Elde Edilen Dendogram
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4.1.1.4. Principle Coordinate Analizi

Yirmi adet avokado genotipinin RAPD ve SRAP analizleri sonucunda;
UPGMA analiz programi uygulanmis, elde edilen dendogram ve matriksler Principle
Coordinate Analiz programiyla koordinat sisteminde gosterilmistir.

RAPD analizi sonucunda molekiler varyansin 1. boyutunda % 20, 2. boyutta
% 9, 3. boyutta % 7'si ile toplam varyansin % 36'si agciklamistir. RAPD analizi
sonucu olusturulan koordinat dizleminde U¢ grup gordlmektedir. Bu gruplar;
Guatemala x Meksika melezi olan WW5, Rincon, Wrtz ve Bacon; Meksika irkindan
olan Ettinger, Stewart, Clifton ve Topa Topa; Guatemala irkindan olan Mesa ve Reed
3432 genotiplerinin bir grup olusturduklar:i géralmistir. Guatemala x Meksika
melezi olan Flerte ve Zutano; Meksika irkindan olan Blake, Teague ve Meksika;
Guatemala 1rkindan olan Regina ve Anaheim genotiplerinin bir grup olusturduklari,
Guatemala x Meksika melezi olan Nowels ile Guatemala irkindan olan Corona nin
belirtilen iki grubun arasinda kosullandigi ve Guatemala irkindan olan Hass in 19
genotiplerden uzak oldugu gorulmistir. Elde edilen sonuglarin NTSY program ile
olusturulan dendogram ile uyumlu oldugu bulunmustur. Sonuglarda rklarin kendi
aralarinda grup olusturamadiklar: gortlmustar (Sekil 4.17 A, B).

RAPD analizi sonucu elde edilen matriks ve dendogramin uyumuna
baktigimiz mantel test degeri r: 0.87 ile yiksek bulunmustur.
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Sekil 4.17.A, B. RAPD Principle Coordinate Analizi
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SRAP 1n Princible Coordinate analizinde; molekiler varyansin 1. boyutta
% 40'1, 2. boyutta % 13’04, 3. boyutta % 7'si ile toplam varyansin % 60’1
aciklanmugtir.

SRAP analizi sonucu elde edilen koordinat dizleminde; Guatemala X
Meksika melezi olan WWS5, Bacon, Rincon ve Wirtz; Meksika irkindan olan
Stewart, Clifton, Ettinger ve Topa Topa; Guatemala irkindan olan Reed 3432 ve
Mesa genotiplerinin bir grup olusturduklari, Guatemala irkindan olan Corona ve
Meksika irkindan olan Teague genotiplerinin bu gruba yakin bir yerde konumlandigi
gordlmustar. Meksika irkindan olan Blake ve Meksikola; Guatemala irkindan olan
Anaheim ve Regina; Guatemala x Meksika melezi olan Nowels genotiplerinin bir
grup olusturmus olduklar1 Guatemala x Meksika melezi olan Zutano’ nun bu gruba
yakin bir bolgede oldugu gortlmuistir. Guatemala irkindan olan Hass genotipinin
RAPD analizlerinde de goruldugi gibi diger 19 genotipten uzak bir bolgede oldugu
gorulmistur. SRAP analizi sonucu elde edilen dendogramin benzerlik matriksi ile
uyumuna bakilan Mantel’in Matriks Benzesme testi sonucunda 0.94 (gok iyi) oran
bulunmustur. (Sekil 4.18 C, D).
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SRAP ve RAPD analizleri sonucu elde edilen temel koordinat dizleminde;
molekiler varyansin 1. boyutta % 27'si, 2. boyutta % 19'u, 3. boyutta % 7’'lik
degerleri ile toplam varyansin % 53'u agciklanmistir. Koordinat diizleminde g grup
gorilmektedir. Birinci grupta Guatemala x Meksika melezi olan Wirtz, WW5 ve
Rincon; Meksika irkindan olan Topa Topa, Ettinger, Clifton ve Stewart; Guatemala
irkindan olan Mesa, Corona ve Reed 3432 bulunmaktachr. Ikinci grupta Guatemala x
Meksika melezi olan Zutano, Nowels ve Flerte; Meksika irkindan olan Blake ve
Meksikola ile Guatemala irkindan olan Regina ve Anaheim bulunmaktadir. ikinci
gruba biraz uzak bir yerde kosullanan Meksika irkindan olan Teague dendogramda
bu grup icerisinde yer almaktadir. Guatemala irkindan olan Hass diger genotiplerden
uzakta bulunmasi nedeniyle Uguncl grup olarak degerlendirilmistir. Uygulanan
mantel test sonucunda r degeri 0.93 gibi yiksek bir degerde bulunmus, bu durum
bize dendogram ve matriks korelasyonunun yiksek oldugunu gostermistir (Sekil
4.19).
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Sekil 4.19. SRAP ve RAPD Principle Coordinate Analizi
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SRAP Jaccard's Similarity Coeffecient

4. BULGULAR VE TARTISMA Aylin TAMAM

RAPD ve SRAP andlizleri sonucu elde edilen verilerin NTSY S programinda
analizleri sonucu olusturulan Mantel Matriks Korelasyon katsayisi r:0.67 (R?=0.46)
olarak bulunmustur. Rolhf (1998), elde edilen Matriks Korelasyon katsayi
degerlerini agiklarken; r>0.9 gok iyi; 0.8<r<0.9 iyi; 0.7< r<0.8 koti; r<0.7 gok kot
olarak degerlendirmistir. Bu veriler kapsaminda RAPD ve SRAP analiz sonuglart
arasindaki uyum cok yuksek degildir (Sekil 4.20 E, F).
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Sekil 4.20.E, F. SRAP ve RAPD’ in Jaccard Benzerlik Korelasyonu
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4.1.2 Morfolojik Calismalar

Yirmi adet avokado genotipinde metot kisminda belirtilen IPGRI standartlari
baz alinarak yapilan gbzlem ve dlgimler agac ve yaprak alt basliklar: seklinde
asagida verilmistir. Metot kisminda belirtilen gigek ozellikleri Adana da asir1 soguk

gegen kis kosularindan genotiplerin etkilenmesinden dolay: degerlendirilememistir.

4.1.2.1. Agaclar Uzerinde Yapilan Gozlem ve Olglimlere Ait Veriler

Yirmi adet avokado genotipinin agag Ozeliklerini belirlemek amaciyla agag
boylari, tag yuksekligi, govde cap Olcllmus; agac sekli, agacin gelisimi, gdvde
yuzeyine bakilmistir. Elde edilen veriler Cizelge 4.3’ de verilmistir.

Yirmi genotipin aga¢c boylarimn 6lcimi sonucunda en yiksek taca sahip
genotipler Wirtz'de 11 m, Clifton'da 7.7 m, Hass ta 7.5 m en kiiguk tag yuksekligine
sahip genotipler Coronada 3.5 m, Ettinger'de 4.3 m, WW5'te 5 m olarak
siralanmustir. Yirmi genotipin boy ortalamast 6.1 m olarak belirlenmistir.

Agaclarin tag genisligi kuzey-guney ve dogu-bat1 dogrultusunda 6l¢tlmus, ve
ortalamasi alinmistir. En genis taca sahip olan genotipler Blake (9.2 m), Clifton (9.1
m), Teague (8.9 m), Wirtz (8.5 m), Fierte (8.3 m), Topa Topa (8 m); en kictik taca
sahip olan genotipler Mesa (3.1 m), Ettinger (3.2 m), Corona (3.3 m), Nowels (4.3
m), Zutano (4.8 m) olarak siralanmustir. Yirmi genotipin agag tag ortalamast 6.1 m
olarak bulunmustur.

Agag govdesinin cevres ile ilgili elde edilen verilere gbre en genis govde
capli genotipler Stewart (127.5 cm), Topa Topa (113.5 cm), Teague (103 cm),
Regina (98.5 cm) en kugik capli genotipler Ettinger (45.3 cm), Bacon (54.4 cm),
Reed 3432 (60.5 cm) olarak bulunmustur. Genotiplerin timiintn agag ¢ap ortalamasi
78.9 cm olarak belirlenmistir.

Cssitlerin tag gelisimi incelendiginde Mesa, Nowels, Corona, Ettinger
cesitlerinin zayif, Zutano, Rincon, Hass, Meksikola, Anaheim, Wrtz, Topa Topa,
Stewart cesitlerinin orta derecede guiclt, Flerte, Bacon, Regina, Blake, Clifton,
Teague, WW5, Reed 3432 cesitlerinin guicli taglara sahip olduklar: gorulmastar.
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Agag sekillerine bakilarak elde edilen gozlemler sonucunda Bacon, Mesa,
Hass, Anaheim, Wiirtz, Ettinger, Stewart cesitlerinin siitiin, Zutano, Nowels, Clifton,
Corona, Reed 3432 cssitlerinin yar1 daire, Flerte ¢esidinin ters yumurta, Rincon
¢esidinin yar1 ekliptik seklinde oldugu gozlenmistir.

Agac govdelerinin purtzltluk derecelerinin Fuerte, Regina, Mesa, Rincon,
Teague ve Ettinger cesitlerinde cok purizlt, diger 14 cesitte purdzli oldugu
gozlenmistir (Sekil 4.21).
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Cizelge 4.3. Yirmi Avokado Cesidine ait Agag Ozellikleri

Irk | Genotipler AY (m) |AT(m) |[GC(cm) |AG |AB GY
M eksikola 6.2 5.8 66 2 5 3
Stewart 5.4 6.8 127.5 2 1 3
Clifton 7.7 9.1 89.8 3 6 3
Topa Topa 6.1 8 113.3 2 5 3

< LEttinger 4.3 3.2 45.3 1 1 4

% |Blake 6.7 9.2 75.2 3 5 3

< |Teague 6.0 8.9 103 3 5 4
Corona 3.5 3.3 76 1 6 3
Anaheim 5.7 5.2 713 2 1 3
Regina 5.6 6.3 98.5 3 7 4

§ Hass 75 5.6 65 2 1 3

g |Mesa 55 3.1 88.5 1 1 4

3 | Reed 3432 6.0 55 60.5 3 6 3
WW5 5.0 6.9 68 3 5 3
Fuerte 6.3 8.3 80.8 3 3 4
Bacon 6.0 55 60.5 3 6 3

& |Nowels 5.7 4.3 80.6 1 6 3

2 |Rincon 5.3 5.8 65.3 2 |7 4

> |Zutano 6.8 4.8 64 2 6 3

< |Wiirtz 11 8.5 85 2 1 3
Toplam 6.1 6.1 78.9

Agacin Glcl (AG): zayif (1), orta(2), glcli (3)

Agacin Y Uksekligi (m) (AY)

Agacin Tact (cm) (AT)

Govde Cevres (cm)

Agac Bicimi (AB): siitiin (1), piramit (2), ters yumurtamsi (3), dikddrtgen (4), daire (5),
Yar1 daire (6), yan ekliptikt (7), dizensiz (8)

Govde Y lizeyi (GY): diz (1), purtizsiiz (2) purizli (3) cok plrizll (4)

M: Meksika

G: Guatemala

MXG: Meksikax Guatemala Mée ezl eri
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(o e T

A e A s T

Sekil 4.21. Yirmi Avokado Cesi

dine ait Agac Resimleri
[Anaheim (1), Bacon (2), Blake (3), Clifton (4), Corona (5), Ettinger (5), Fuerte (6), Hass (8),

Meksikola (9), Mesa (10), Nowels (11), Regina (12), Rincon (13), Stewart (14), Teague (15), Topa
Topa (16), Wiirtz (17), WWS5 (18), Zutano (19), Reed 3432 (20)]

95



4. BULGULAR VE TARTISMA Aylin TAMAM

4.1.2.2. Yapraklarda Yapilan Gozlem ve Olglimlere Ait Veriler

Yirmi adet avokado genotipine ait olan yaprak orneklerinin boyuna, genc
sirgunlerin  rengine, yaprak sekillerine, yaprak alt kismunin sekline, olgun
yapraklarin rengine, yaprak kenarinin sekline, yaprak ug kisminin sekline, yaprak
dokusuna, anoson kokusuna bakilmistir. Bu parametreler 1sinda elde edilen veriler
Cizelge 4.4’ de verilmistir.

Yirmi genotipin on adet olgun yapraginin Glgllmesi ile elde edilen boy
ortalamalar1 sonucunda en uzun yaprak boyuna sahip genotipler Mesa (20.3 cm),
Regina (19.7 cm), Bacon (19 cm), Wurtz (18.1 cm), Zutano (18 cm), en kisa boya
sahip genotipler Reed 3432 (13.6 cm), Anaheim (14.5 cm), Teague (14.8 cm), Blake
(15.4 cm) olarak olcllmistdr. Yirmi genotipin yaprak boy ortalamasi 16.9 cm olarak
hesaplanmistir. Guatemala irkindan olan Reed 3432, Anaheim, Mesa, Corona, Hass
ve Regina ¢esitlerinin yaprak boylari sirasiyla 13.6 cm, 14.5 cm, 20.3 cm, 17.8 cm,
15.6 ve 19.7 olan alti g¢esidin boy ortalamalari 16.92 cm olarak bulunmustur.
Meksika irkindan olan Meksikola, Clifton, Topa Topa, Stewart, Ettinger, Blake ve
Teague cesitlerinin yaprak boylar: sirasiyla 15.9, 16.4, 15.9, 16, 17.7, 15.4 ve 14.8
cmolan yedi ¢esidin yaprak boy ortalamasi 16.01 cm olarak bulunmustur.

Meksika ve Guatemala irklarim ayirt etmede kullanilan morfolojik bir markir
olan sirgiin rengine bakilmustir. Literatirlerde belirtildigi Gzere Meksika irkindan
olan gesitlerin gen¢ sirgin renginin yesil, Guatemala irkindan olanlarin kirmizi
oldugu belirtilmistir. Yirmi avokado g¢esidi Uzerinde yapilan gozlemler sonucunda
Meksikola, Clifton, Flerte, Zutano, Blake, Bacon, WWS5, Rincon, Teague, Wiirtz,
Nowels, Topa Topa, Hass ¢esitlerinin yesil, Anaheim, Regina, Stewart, Reed 3432,
Corona, Ettinger gesitlerinin kirmizi stirglin rengine sahip olduklar: gozlenmistir.

Yaprak sekilleri Gzerinde yapilan degerlendirmeler sonucunda Anaheim,
Mesa cssitlerinin mizrak, Flerte, Zutano, Blake, Stewart, Rincon, Reed 3432,
Clifton, Ettinger, Hass c¢esitlerinin oval, Regina, Bacon, WW5, Meksikola, Teague,
Wiirtz, Corona, Topa Topa cesitlerinin mizraks: dikdortgen, Nowels cesidinin
daralan ters yumurta seklinde oldugu gozlenmistir. Y aprak kenar sekillerine bakildig:

zaman biitiin ¢esitlerde yaprak kenarinin dalgali oldugu gézlenmistir.
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Olgun yaprak rengi Uzerinde yapilan gozlemler sonucunda Anaheim, Stewart,
Teague, Topa Topa, Hass cesitlerinde olgun yaprak rengi yesil, diger 15 gesitte koyu
yesil olarak saptanmustir.

Y aprak uclarinin sekline bakarak yapilan degerlendirme sonucunda Anaheim,
Stewart, Bacon, Rincon, Reed 3432, Wurtz, Hass ¢esitlerinde keskin uglu, diger 13
¢esidin yaprak uglarinin orta keskinlikte oldugu gorulmaistur.

Y aprak dokusuna bakilarak elde edilen gbzlem sonucunda Teague cesidinin
yaprak dokusunun sert, diger 19 cesidin yaprak dokusunun yumusak oldugu
saptamustir.

Literatirlerde yapraklarda gozlenen anason kokusunun Meksika irkina ait
olan c¢esitlerde gozlendigi belirtilmistir. Y apilan gbzlemler sonucunda anason kokusu
seviyeleri Meksika irkindan olan Fuerte, Meksikola, Reed 3432, Topa Topa gesitleri
ve Guatemala irkindan olan Hass ¢esidinde gucli; Meksika irkindan olan Blake ve
Meksika x Guatemala melezleri Bacon ve WWS5 cesitlerinde orta; Meksika irkindan
oldugu belirtilen Stewart, Teague ve Ettinger cesitleri ile diger 9 cesitte zayif olarak
degerlendirilmistir (Sekil 4. 22).

Yapmis oldugumuz molekiler ve morfolojik calismalar sonucunda, Hass
¢esidi olarak bildigimiz g¢esidin Hass'in Ozeliklerini gostermedigi gorulmuistir. Bu
ylzden bu ¢esidin ¢ogir olma olasiligr oldugu distuntlmektedir.
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Cizelge 4.4. Yirmi Avokado Cesidine Ait Y apraklarda Y apilan
Gozlem ve Olcuimlere Ait Veriler
Irk | Genotipler | YB(cm) [ GSR| YS | YKS| OYR | YKS [YUS|YD|AK
M exicola 15.9 2 9 1 3 1 2 1| 3
Stewart 16 3 4 1 2 1 3 1|1
Clifton 16.4 2 4 1 3 1 2 1( 3
TopaTopa | 15.9 2 9 1 2 1 2 | 1] 3
G |Teague 14.8 2 9 1 2 1 2 2] 1
% Blake 15.4 2 4 1 3 1 2 (1] 2
S |Ettinger 17.7 3 4 1 3 1 2 1] 1
Regina 19.7 3 9 1 3 1 2 1] 1
Hass 15.6 2 4 1 2 1 3 1] 3
o |Anaheim | 14.5 3 | 7|1 2 1 | 3 ]1]1
g Reed3432 | 13.6 31411 3 1 | 3|11
= |Mesa 20.3 3 171 3 1 | 2[1]1
® |Corona 17.8 3 9|1 3 1 | 2111
Nowels 16.8 2 2 1 3 1 2 1] 1
Rincon 17.9 2 4 1 3 1 3 1|1
p Bacon 19 2 9 1 3 1 3| 1] 2
T [Flerte 17.9 2 4 1 3 1 2 | 1] 3
g Zutano 18 2 | 4] 1 3 1 2 1] 1
o |Wilrtz 18.1 2 9 1 3 1 3 1 1
= [wws 16.4 2ol 1] 3 1 ]2]1]2
Ortalama | 16.9
Yaprak Boyu (YB)

Gen¢ Strgunlerin Rengi (GSR): sar1 (1), yesil (2), kirmizi (3)
Yaprak Sekli (YS): yumurta (1), daralan ters yumurtams (2), ters yumurta (3), oval (4), yuvarlakca

(5), Yirek (6), mizrak biciminde (7), dikdortgen (8), Mizraksi- dikdértgen (9)

Yaprak Kaidesinin Sekli (YKS): keskin (1), genis (2), tepesi kesik

Yaprak Kenar1 (YK): diiz (1), dalga (2)
Yaprak Ucunun Sekli (YUS): ¢ok keskin (1), keskin (2), orta (3), genis (4), cok genis(5)

Y aprak Dokusu (YD): yumusak (1), yar1 sert (2), sert (3), cok sert (4)

Anoson Kokusu (AK): zayif (1), orta (2), gucli (3)
M: Meksika

G: Guatemalan
MXG: Meksikax Guatemaa Mée ezleri
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BLAKE| | ETTINGER

Sekil 4.22. Avokado Cesitlerine ait Y aprak Resimler
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4.2. Tartisma

Bu gine kadar yapillan calismalarda avokadonun taksonomik
siniflandirmasinda farkli gorusler ve farkli sonuglar elde edilmistir. Berg (1995)’in
yapmis oldugu siniflandirma kullamimakta, fenotipik, morfolojik ve molekiler
veriler bu siniflandirmaiile her zaman uyumlu olmamaktadir. Melez genotiplerin bazi
literatirlerde Meksika veya Guatemala irklarinda belirtilmeleri karisikliklara neden
olmaktadir (Ashworth, 2003). Farkli literatUrlerde cesitlerin kokenleri farkli
verilmekte, elde edilen sonuclar1 degerlendirmek zorlasmaktadir.

Yirmi adet avokado genotipi Uzerinde yaptigimiz calismada RAPD
primerlerinin polimorfizm oranimin (% 96.55), SRAP primer kombinasyonlarinin
polimorfizm oranindan (% 77.86) daha yiksek oldugunu gordlmistdr. Bununla
beraber SRAP markirinin dendogram matriks korelasyon degeri (r:0.94) ¢ok yuksek
Gikmusgtir.

Fiedler ve ark (1998)'min 16 adet avokado genotipi igin kullandiklar: 22
RAPD primeri, yirmi adet avokado genotipinde kullamlmustir. Kullamlan 22
primerden 18 inde amplifikasyon gozlenmistir. Fiedler ve ark (1998)' min calismis
olduklar1 UBC-20, UBC-39, UBC-40, UBC-42 primerlerin de bazi genotiplerde bant
gbzlenmemis; bu ylzden degerlendirmeye alinmamuslardir. On sekiz primerden 116
bant elde edilmis, bu bantlarin 112 polimorfik bulunmustur. Bu sonucun Fiedler ve
ark. (1998) elde ettikleri sonuctan farkli oldugu gorilmustir. Arastiricilarin primer
polimorfizm oram (% 83) iken, bu calismada elde edilen polimorfizm oram (%
96.55)"tir. Bu sonug bizim tez calismast kapsaminda kullanildigimiz genotiplerin
genetik ¢esitliliginin daha yiksek olmasindan kaynaklaniyor olabilmektedir.

SRAP ve RAPD markir sistemlerini kullanarak yapilan galisma sonucu
olusturulan dendogramda 1irklarin kendi aralarinda kime olusturamadiklar:
goralmustar. Clegg ve Ashworth (2003) RLFP ve mikrosatellit markirlar: ile
yaptiklar: ¢alisma sonucu olusturduklar: dendogramda irklarin kiime olusturduklarini
ama gesitlerin hepsinde gergek bir ayrilmanin gbzlenmedigini gérmislerdir. Alcaraz
ve Hormaza (2007) SSR markirlar: ile Ispanya'da yetisen 75 avokado genotipi
Uzerinde yaptiklar: ¢calismada; irklarin gruplar olusturmadiklarini gérmuslerdir.
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SRAP ve RAPD markirlarinin benzerlik indeksleri arasindaki korelasyonun
mantel kofenetik korelasyon degeri r: 0.67 (R 0.46) olarak bulunmustur. Bu deger
Rolf (1998)' in agiklamalarina gore dusuktir. Budak ve ark (2004)’te bir gimen turt
olan (Buchloe dactyloides (Nutt.) Englen)’in 20 genotipinin filolojik yakinligin
saptamak icin yaptiklari calismada SSR, ISSR, RAPD ve SRAP markirlarim
kullanmis ve markir sistemleri arasindaki benzerlik indeks korelasyonlarin
hesaplamislardir. Y aptiklari mantel test sonucunda RAPD ve SRAP markirlarinin r
degerini 0.73 olarak bulmus ve bu degerin diger markir sistemleri arasindaki mantel
test degerine gore (RAPD ve SSR r: 0.24; ISSR ile SSR r: 0.66) yuksek oldugunu
belirtmiglerdir. Bu durum bizim elde ettigimiz r degerinin onlarin sonuglarina yakin
oldugunu gostermistir. Boylece SRAP ve RAPD markirlarinin arasinda uyumun gok
yuksek olmasa da kabul edilebilir bir diizeyde oldugunu sdyleyebiliriz.

SRAP ve RAPD analizlerinin principle coordinate analizi ile olusturulan
koordinat duzleminde olusan kumelerde (clustur) bulunan genotiplerin irklara
ayriimachgi, wrklarin ve melezlerin bir arada kimelendigi gorulmustir. Her ki
koordinat diizleminde Hass genotipinin diger genotiplere uzak oldugu gorulmaistr.

SRAP analizlerinin mantel testine gore dendogram ve matriks arasindaki
korelasyon (r: 0.94) oldukca ylUksek bulunmustur. Bu durum nedeni; SRAP
markirintn DNA’nin ekzon denilen genleri kodlayan bolgeleri kopyalamasi ve bu
bolgelerin morfolojik ©zellikleri icermesinden kaynaklanmaktadir. Mantel degeri
RAPD’te (r: 0.87) SRAP analizine gore dusik ama Rolhf (1998)' un agiklamalarina
gore yuksek bir deger cikmustir. SRAP ve RAPD’1in kombinasyonuyla olusturulan
dendogram ve matriks'te mantel degerinin 0.92 gibi ¢ok yuksek degerler ifade ettigi
gordlmustar. Bu durum yapilan calismada dendogram ve matriks degerlerinin uyum
orammnin yuksek oldugunu gostermektedir.

SRAP ve RAPD markirlarinin dendogramlar: ve benzerlik degerleri farkl:
cikmakla beraber degerler birbirine yakin bulunmustur. RAPD primeri ile
olusturulan matriks'te benzerlik deger araligi 0.46-086 gbzlenmis SRAP markir
sisteminde 0.44-0.96 oldugu gorulmustir. SRAP ve RAPD verilerinin birlestirilmesi
sonucu elde edilen matrikste benzerlik deger araligiin 0.49-0.90 oldugu
gorulmistur. SRAP ve RAPD sonucu elde edilen dendogramda, Teague genotipi
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hari¢c aym dalda bulunan genotiplerin degismedigi ama birbirleri olan benzerlik
derecelerinin degistigi gorilmustor.

Schnéll ve ark (2003) yaptiklar: calismada Meksika ve Guatemala irklarinin
heterezigoti seviyelerinin yiksek oldugunu saptamislardir. Bizim sonuclarimiz bu
durumu destekler niteliktedir. Cunki aym iwrktan olmayan cesitlerin benzerlik
oranlarinin yuksek olmasi genlerinde diger geside ait Ozellikleri tasimalarindan
kaynaklanmaktadhr.

Clegg ve Ashworth (2003) Zutano ve Bacon genotiplerinin benzerlik
derecesinin yuksek oldugunu, bunun nedeninin soguklara toleranslar1 olabilecegini
belirmislerdir. Bizim sonuglarimiz Zutano ve Bacon genctiplerinin birbirlerine uzak
olduklarim gostermistir. Olusturulan dendogramlarda iki genotip farkli dallarda yer
almiglardir.

RAPD analizi sonucu Guatemala irkindan olan Anaheim ve Meksika irkindan
olan Meksikola gesitlerinde genetik olarak ayrilma gorilmemistir. Morfolojik veriler
iki gesidin agag boylarimin, tag genisliklerinin ve gévde c¢aplarinin birbirlerine yakin
degerler icerdigini gostermektedir. Ayn sekilde Meksika x Guatemala melezi olan
Flerte ile Guatemala rkindan olan Regina 0.85 oramnda benzer bulunmustur. Bu
durum bu cesitlerin bir sekilde diger wklardan gen almis olabileceklerini
dustindirmektedir. Meksika irkindan olan Ettinger ve Stewart genotiplerinin RAPD
markirinda genetik olarak birbirlerine ¢ok yakin bulunmasi, morfolojik verilerle
desteklenmistir.

SRAP analizi sonucu olusturulan dendogramda Meksika irkindan olan Topa
Topa, Meksika x Guatemala melezi olan Rincon 0.95 oraninda benzer bulunmustur.
Elde ettigimiz bu sonug dogrultusunda Rincon MxG melezi olmakla beraber yiiksek
oranda Meksika irkindan gen almis oldugu sdylenebilir. Rincon’'un yesil sirgin
rengi, kicik yaprak boyu gibi morfolojik 6zellikleri, Meksika irkina daha yakin
oldugunu gostermektedir. Guatemala wrkindan olan Anaheim ve Regina
genotiplerinde ayrilma gortlmemistir; gen¢ slrgin renklerinin kirmizi olmasi,
yaprak sekillerinin  benzerligi ile bu yakinlhigin morfolojik 6zelliklerinden
kaynaklandigi sbylenebilir.
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Genotiplerde literetirlerde belirtilen agag Ozellikleri genelde gozlenmistir.
Literatirlerde avokado agaclarinin 6-20 metreye ulasabildikleri belirtilmistir.
Avokado parsellerinde bulunan 28 yillik agaclarin boylar1 dl¢tlmis, agag boylarinin
3.5 ile 11 metre arasinda degistigi ve yirmi ¢esidin agag boy ortalamasinin 6.1 m
oldugu goralmistdr.

Meksika irkindan oldugu bilinen cesitlerin yaprak boy ortalamas: (16.01 cm)
Guatemala cesitlerinin yaprak boy ortalamasindan (16.92 cm) daha kictik oldugu
saptanmistir. Elde edilen bu bulgu literattrlerde belirtilen Meksika irkinin yaprak
boyunun Guatemala rkindan kiigiik oldugu bilgisiyle ortismektedir.

Meksika irkina ait bir 6zellik olan geng¢ strginlerin renginin yesil olmasi
durumu, Meksika irkindan oldugu belirtilen Meksikola, Clifton, Topa Topa, Blake,
Teague cesitlerinde gozlenmis ama Stewart ve Ettinger gesitlerinde gézlenmemistir.
Bu cesitlerde sirgin renginin  Guatemala irk markiri olan kirmizi  oldugu
gordlmustar. Bu sonug bize bu iki ¢esidin genetik 6zelliklerinin Guatemala irkina
yakin oldugunu gostermektedir. RAPD analiz sonucunda bu iki genotipin birbirlerine
0.76; SRAP analizi sonucu 0.94 gibi yiksek benzerlik oranlarina sahip olduklari
bulunmustur. Guatemala 1rk 6zelligi olan geng siirgtin renginin kirmizi olmast Hass
¢esidi harigc Guatemala irkindan olan biitiin ¢esitlerde gorilmuistir. Bu 6zelligin Hass
gesidinde gorilmesi gerektigi literatlrlerde belirtilmistir. Bizim  bulgularimiz
literatUre ters dismektedir. Hass cesidi olarak belirtilen ¢esidin literatlrde belirtilen
ozellikleri gostermemesi ve dendogramlarda diger cesitlerden cok ayri bir yerde
kosullanmasi dolayisiyla ¢ogir olabilecegi dustntlmektedir. Meksika x Guatemala
melezlerinde siirgiin renginin yesil oldugu gozlenmistir. Meksika irkindan olan
cesitlerden Blake, Stewart, Teague ve Ettinger cesitleri disindakilerde anoson
kokusunun guclt; Blake cgesidinde orta; Stewart, Teague ve Ettinger cesitlerinde
zayif oldugu gorulmustir. Literatirde bu gesitlerden Ettinger de anoson kokusunun
zayif oldugu belirtilmistir. Gozlemlerimiz bu bilgiyi dogrulamaktadir. Bu 6zellik
Meksika x Guatemala melezi olan Flerte, WW5 ve Bacon cesitlerinde de
gbzlenmistir. Flerte ve Bacon gesitleri Meksika irkinin 6zeliklerini gostermektedir.
Guatemala rkina ait olan ¢esitlerden Hass ¢esidi harig literattrde belirtildigi gibi
anason kokusuna rastlanmamustir.
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Tez kapsaminda calisilan gesitlerin agag ve tag yapilarina bakildiginda;
Demirkolu (2001) belirttigi gibi Corona (3.3 m) ¢esidinin kiglk bir taca sahip
oldugu bulunmustur. Calismasinda belirttigi diger gesitlerde Rincon (5.8 m) ve Reed
3432 (5.5 m) cesitlerinde bu durum gozlenmemistir Bizim calismamizda kiciik tagl
cesitler su sekilde siralanmigtir: Ettinger (3.2 m), Mesa (3.1 m), Bacon (3.5 m).

Yaptigimiz molekiler ve morfolojik galismalar sonucunda yirmi avokado
¢esidinin agag ve yaprak Ozelikleri arastirilmis, SRAP ve RAPD markirlar: ile
molekuler dizeyde yakinliklari saptanmustir. Elde ettigimiz veriler calistigimz
avokado cesitleri hakkinda bilgi edinmemizi saglamistir. Bu bilgiler 1s1ginda Hass
cesidi olarak adlandirilan ¢esidin Hass 6zelliklerini gbstermedigi ve Hass cesidi
olmadig1 saptanmistir. Bunun nedeni avokado koleksiyon parselinde bulunan bu
¢esidin soguklara ¢ok duyarli olmast ve kis donlari nedeniyle asili kisminin
kurumasidir. Asidan siiren kismin kurumasindan sonra ¢ok biyik bir olasilikla anag
kismi slrmiistir. Zaten gerek yaprak rengi ve yaprak kokusu ve gerekse SRAP ve
RAPD markirlar: ile yapilan karakterizasyon galismalarindan Hass olmadigi agikca
anlagiimaktadir. Bundan sonraki yapilacak calismalarda bu ceside ait kontrol
bitkilerinin farkli kaynaklardan saglanarak karsilastirilma yapilmas: 6nerilmektedir.
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5. SONUC VE ONERILER

Arastirma kapsaminda yirmi avokado gesidinin 30 SRAP, 22 RAPD primeri
ile molekiler diizeyde karakterizasyonu gergeklestirilmistir. Kullandigimiz SRAP ve
RAPD primerlerinden; SRAP primer kombinasyonundan 21 adedinde, RAPD
primerlerinin 18 adedinde amplifikasyon gozlenmistir. Avokadonun morfolojik
karakterizasyonunu gergeklestirmek amaciyla agag ve yaprak Ozellikleri
degerlendirilmistir.

Amplifikasyon gozlenmeyen UBC-20, UBC-39, UBC-40, UBC-42 olarak
adlandirilan RAPD primerleri degerlendirilmeye alinmamistir. RAPD primerleri ile
genotiplerin amplifikasyonu sonucunda toplam 116 bant elde edilmis, bu bantlarin
112’si polimorfik bulunmus olup, polimorfizm orant % 96,55 olarak hesaplanmustir.
Elde edilen bant araliginin 200-2000 bp oldugu belirlenmistir. UBC-3, UBC-8, UBC-
9, UBC-15, UBC-24, UBC-41, UBC-44, UBC-47, UBC-48, UBC52, UBC-54, S
270, S-271, S-272 olarak adlandirilan primerlerin polimofizm oramim % 100 olarak
hesaplanmistir. RAPD primerleri igerisinden S-274 olarak adlandirilan primerinin en
distk polmorfizm oranina (% 66,66) sahip oldugu bulunmustur.

SRAP markirlar: ile karakterizasyon calismasinda toplam 30 adet SRAP
primeri kullanilmis amplifikasyon gbzlenmeyen 9 SRAP primer kombinasyonlari
degerlendirmeye aimmamistr (Mel/Em4, Mel/Em6, Me2/Em3, Me2/Em5,
Me3/Em3, Med/Em1, Med/Em2, Med/Em5, Me5/Em3). Yirmi bir adet SRAP primer
kombinasyonuyla yapilan ¢alismada; toplam 122 bant elde edilmis bu bantlardan 27
adedi monomorfik, 95 adedi polimorfik bulunmustur. Bu sonuclar dogrultusunda
polimorfizm oram % 77.86 olarak saptanmstir. Elde edilen bant araligimin 95-1500
bp arasinda oldugu bulunmustur. SRAP primerlerinin polimorfizm oranlarinin duistk
oldugu gorilmustdr. Yirmi bir primer icerisinden 4 adedinin polimorfim orant % 100
bulunmustur (Me2Em6, Med4/Em6, MeS5/Eml, Me5/Emd). SRAP primerleri
icerisinden Me2/Emd primeri en dusik polimorfizm oranina (% 20) sahip oldugu

gordlmistdr.
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Yirmi adet avokado genotipinin agag ozeliklerini belirlemek amaciyla agag
boylari, tag yuksekligi, govde cap Olcllmus; agac sekli, agacin gelisimi, gévde
yuzeyine bakilmistir. Elde edilen verilerin literatir bilgileriyle uyustugu gorulmastur.

Yirmi adet avokado genotipine ait olan yaprak orneklerinin boyuna, genc
sirgunlerin rengine, yaprak sekillerine, yaprak kaidesinin sekline, olgun yapraklarin
rengine, yaprak kenarinin sekline, yaprak ucunun sekline, yaprak dokusuna, anoson
kokusuna bakilmustir. Literatirde belirtilen Meksika irkina 6zgl olan, anason
kokusunun varligi, yaprak boylarimin kigtklugl, strglin renginin yesil olmas: gibi
Ozellikler denemeye alinan Meksika irkindan olan genotiplerde gdzlenmistir. Bu
Ozelliklerin bazilar1 beklenen sekilde Meksika x Guatemala melezi olduklar:
belirtilen genotiplerde de gorulmustir.

Soguk gegen 2007-2008 Adana kis kosullarindan dolay: gicek 6zelliklerine
bakilamamustir.  Sicakliklarin - sifirin - altina dismesi soguk  hava kosullarina
hassasiyeti yUksek olan genotiplerde soguk zararlanmasimin ileri boyutlarda
gorilmesine neden olmustur.

Yaptigimiz calisma sonucunda elde ettigimiz bulgular 1siginda avokado
genotiplerinin morfolojik olarak rksal 6zellikleri gbsterdigi, molekiler diizeyde ise
bazi genotiplerde ayrilma olmadigi gordlmistir. Genotiplerin - elde edilen
dendogramlarda rklara ait kiimeler olusturamamas: ve farkli iklara ait genotiplerde
benzerlik oranlarimin yiksek olmast melez wklarla calisilan arastirmalarda da
gozlenmistir. Bu durumu agiklamada morfolojik veriler yardimci olmustur. Bu tir
karakterizasyon calismalarinda molekiler ve morfolojik verilerin  birbirini
tamamlayarak daha dogru sonuclara ulasiimas: saglanmalidir.

SRAP ve RAPD analiz sonuglarina baktigimiz zaman RAPD primerlerinin
polimorfizm oramnin ¢ok yiksek (0.96) oldugu gorulmektedir. Bu durumun nedeni
avokado genotiplerinde daha ©nce calisilimis ve polimorfizm oranimn yiksek
oldugunu bildigimiz primerlerin tez kapsaminda kullanilmasidir.

SRAP primerlerinin  polimorfizm oram (0.77) RAPD primerlerinin
polimorfizm oranindan (0.96) daha distik oldugu gorilmistir. Bu durum bize SRAP
primerlerinin polimorfizmi saptamada RAPD primerlerine gore daha az ayirt edici
oldugunu gostermekle beraber SRAP verilerinden elde edilen matriks korelasyon
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katsayisinin daha yiksek olmasi (0.94) bu primerlerin genlere yakin veya gen igeren
bdlgeleri amplifiye etmesinden kaynaklanmaktadir.

SRAP primerlerinden 3. paragrafta belirtilmis em2/me6, em3/me4, em5/me5,
em4/me6, em5/mel, em5/med gibi yiuksek polimorfizm (% 100) degerine sahip
primer kombinasyonlarinin bundan sonra yapilacak baska avokado calismalarinda da
kullarilabilecegi 6nerilmektedir.

Polimorfizm oram yiksek bulunan on dért RAPD primeri ve alti SRAP
primeri daha sonra yapilabilecek avokado haritalama veya tamimlama ¢alismalarinda
kullanilabilir.

Morfolojik parametrelere bakilirken rklarit  tammlayan  6zelliklerin
kullanilmasi Onerilmektedir. Morfolojik 6zelliklerin yami sira pomolojik (meyve
Ozellikleri) ve fenolojik (ciceklenme ile ilgili) ozelliklerin bu verilere eklenerek
degerlendirilmesi daha yararli olacaktur.

Elde ettigimiz bulgular 1s1ginda Hass olarak adlandirdigimiz gesidin Hass
gesidinin  Ozelliklerini gostermedigi gorulmis bundan dolayr ¢Ogur olabilecegi
diusunulmustir. Ilerde yapilacak calismalarda Hass cesidinin tekrar calisilmasi
Onerilmektedir.

Elde ettigimiz sonuclar molekiler markirlarla elde edilen bilgilerin
karakterizasyonuna pomolojik ve fenolojik 6zelliklerle molekiler verilerin kombine
edilmesi gerektigini gostermektedir. Ayrica kullanilan primer sayisimn arttirilmas ve
farklt markir sistemlerinin kullanilmasi ile genomda daha fazla bdlgenin taranmasi
saglanacaktir.

Sonug olarak; bu ¢alismada daha 6nce calisilmams bazi avokado genotipleri
calisilmis ve ilk kez avokado da SRAP markirlart ile molekiler karakterizasyon
gerceklestirilerek karsilastirma yapilmistir.
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