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OZET

NAR (PUNICA GRANATUM L. VE P. NANA L.) DA BITKi BOYU iLE
ILISKIiLi RAPD BELIRTECLERININ BELIRLENMESI VE BAZI
MORFOLOJIK GOZLEMLER

Meryem SIMSEK UCKUN
Yiiksek Lisans Tezi, Bahge Bitkileri Anabilim Dali
Tez Danigmant: Prof. Dr. Zeynel DALKILIC
2021, 56 sayfa

Bu caligmanin amaci, PCR-RAPD yontemi kullanilarak bitki boyuyla iliskili
molekiiler belirteglerin belirlenmesidir. Bitki materyali olarak Aydin Adnan
Menderes Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Bahce Bitkileri Boliimii bahgesinde
bulunan bodur ve normal boylu nar bitkileri melezleme 1slah1 ve kendileme 1slahi
yontemiyle elde edilen kendilenmis melez bitkiler kullanilmistir. 2020 yilinda
yapilan Ol¢iimlerde P. nana * P. granatum melezlemesinde 52 bitkiden en kisa
bitki 129 cm, en uzun bitki 250 cm; P. nana kendilemesinde 44 bitkiden en kisa
bitki 59 cm, en uzun bitki 154 cm; P. granatum kendilemesinde 2 bitkiden en kisa
bitki 172 cm, en uzun bitki 174 cm ve ana 110 cm, baba ebeveyn ise 396 cm
olarak Olglilmiigtiir. Ana ve baba ebeveynle birlikte toplam 16 bitkinin
yapragindan DNA cikartilmistir. RAPD primerlerini BSA ile test etmek amaciyla
7'ser melez bitkinin DNA'lar1 esit miktarda karigtirilarak iki ayr1 kiime
olusturulmugtur. Test edilen 120 RAPD primerinden kalict polimorfizm
gosterenler, iki kiimeyi olusturan bireyler ve ebeveyni ile birlikte analiz edilmistir.
OPMO7 primerinden elde edilen 650 bg¢ biiyiikliiglindeki bant ana ebeveyn, bodur
nar kiimesi ve bodur kendilemesindeki bitkilerde gdzlenmezken; baba ebeveyn,
normal boylu nar kiimesi ve 4 normal boylu nar melezinde goriilmistiir. Caligma
sonucunda OPMO07-650 RAPD belirtecinin narda bitki boyu ozelligi ile %57
iliskili oldugu tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Punica granatum, P. nana, RAPD, PCR, BSA
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ABSTRACT

DETERMINATION OF RAPD MARKERS RELATED TO PLANT
HEIGHT IN POMEGRANATE (PUNICA GRANATUM L. AND P. NANA
L.) AND SOME MORPHOLOGICAL OBSERVATIONS

Meryem SIMSEK UCKUN
M. Sc. Thesis, Department of Horticulture
Supervisor: Prof. Dr. Zeynel DALKILIC
2021, 56 pages

The objective this study was to determine the markers related to plant height using
PCR-RAPD method. As a plant material, dwarf and normal pomegranate parents
and their hybrids were used in hybridization breeding and self-breeding methods
located in ADU Faculty of Agriculture, Department of Horticulture. In the plant
height measurements made in 2020; the height of the shortest and longest plant,
respectively, was in the hybridization of P. nana x P. granatum, out of 52 plants,
129 cm and 250 cm; in P. nana selfing, out of 44 plants, 59 cm and 154 cm; in P.
granatum selfing, out of 2 plants 172 cm and 174 cm; and female parent was 110
cm and male parent was 396 cm. DNA was extracted from the leaves of a total of
16 samples together with the parents. In order to test the RAPD primers, BSA was
created using equal amounts of DNA of two different groups corresponding to the
height of the hybrid plants. Among the 120 RAPD primers tested, the persistant
bands gave polymorphisms in the bulks assessed in the further study which each
individual and both parents tested for polymorphisms. The 650 bp band obtained
from the OPMO7 primer was not observed in the female parent, dwarf
pomegranate bulk and self-pollinated dwarf plants, but that was observed in the
male parent, normal height pomegranate bulk and the four normal height
pomegranate hybrids. As a result of this study, OPM07-650 RAPD marker was
able to determine 57% of the polymorphism in plant height characteristic in

pomegranate.

Key Words: Punica granatum, P. nana, RAPD, PCR, BSA
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1. GIRIS

1.1. Narin Anavatam ve Uretimi

Nar (Punica granatum L., 2n=2x=16) Lythraceae (sinonim: Punicaceae)
familyasina dahil, ¢ok yillik, 1liman, subtropik ve tropik bolgelerde yetistirilen bir
meyve tlriidiir. Son zamanda yapilan morfolojik (Graham ve Graham, 2014),
molekiiler (Berger vd., 2016) ve APG IV sistemi (Byng vd., 2016) calismalarinda
tek cinse sahip olan Punicaceae familyasi artik Lythraceae familyas: igerisinde
incelenmektedir. Cuphea (275 spp.), Lagerstroemia (56 spp.), Nesaea (50 spp.),
Rotala (454 spp.), and Lythrum (35 spp.) Lythraceae (Kinagiller) familyasinin
diger iiyeleridir. Punica cinsi igerisinde, P. granatum (kiltiir narlar) ve P. nana
(bodur narlar) olmak iizere iki tiir bulunmaktadir. Bazi arastirmacilar Punica
cinsini P. granatum L., P. protopunica Balf., ve P. nana L. olarak ii¢ tiir olarak
degerlendirirler (Rana vd., 2010). Narin anavatanmin Giiney Kafkasya, Iran,
Afganistan, Giiney Asya, Bati Asya, Anadolu ve Akdeniz arasindaki bolgeleri
kapsadig1 diisiiniilmektedir. Anavatanlariin yaninda Avrupa ve Afrika’nin
Akdeniz sahil bélgelerinde, Cin, Hindistan, Afganistan, iran, Arabistan, Sili,
Arjantin, Kaliforniya, Arizona ve Kuzey Meksika’da da yetistiriciligi
yapilmaktadir (Ozbek, 1977; Dokuzoguz ve Mendilcioglu, 1978; Ozguven ve
Yilmaz, 2000; Holland, vd. 2009; Gozlekgi, 2014; Kahramanoglu vd., 2020).
Tiirkiye'de narin meyvecilik sektoriindeki gelisimi 2000°1i yillardan itibaren 6nem
kazanmistir. Giiniimiizde heniiz FAO ve EUROSTAT tarafindan diizenli tutulan
resmi nar istatistikleri mevcut degildir. Nar iiretiminde One ¢ikan iilkeler
Hindistan, Iran ve Cin'dir. Tiirkiye Ortadogu’da Iran’in ardindan, en énemli nar
iireticisi ve ihracat¢ist konumundadir (Kurt ve Sahin, 2013; Gozlek¢i, 2014).
2004-2018 yillari itibari ile Tiirkiye’deki nar iiretimi TUIK verilerine gére Cizelge
1.1°de verilmistir (Anonim, 2019).



Cizelge 1.1. Yillar itibariyle Tiirkiye’nin nar iiretimi (Anonim, 2019)

Agag Meyve
Toplu . Meyve
Uretim bagina vermeyen Toplam

Yil | meyveliklerin veren yasta

(ton) ortalama yasta aga¢ | agag sayisl

alan1 (dekar) agac sayisl
verim (kg) sayist

2004 65,000 73,000 23 3,200,000 1,220,000 | 4,420,000
2005 67,000 80,000 25 3,222,000 1,409,000 | 4,629,200
2006 75,675 90,737 29 3,136,166 1,502,233 | 4,638,399
2007 111,230 106,560 30 3,610,788 3,367,316 | 6,978,104
2008 176,197 127,760 32 4,017,480 | 5,928,736 | 9,946,216
2009 197,345 170,963 34 5,092,148 5,794,324 | 10,886,472
2010 206,073 208,502 32 6,431,358 5,678,792 | 12,110,150
2011 244,454 217,572 28 7,881,144 | 6,432,893 | 14,314,037
2012 269,024 315,150 31 10,011,871 | 5,789,933 | 15,801,804
2013 283,991 383,085 35 11,086,789 | 5,089,180 | 16,175,969
2014 304,548 397,335 34 11,755,997 | 6,033,851 | 17,789,848
2015 307,511 445,750 33 13,310,323 | 4,072,289 | 17,382,612
2016 305,302 465,200 34 13,858,784 | 3,481,808 |17,340,592
2017 297,669 502,606 37 13,661,560 | 3,122,595 |16,784,155
2018 291,490 537,847 40 13,574,229 | 2,645,256 |16,219,485

1.2. Narin Genel Kullanim Alanlari

Narin meyvesinden sofralik tiiketimde, eksi narlardan sitrik asit fabrikasyonunda

ve sirke yapiminda, nar suyu iiretiminin bir yan iriinii olan nar ¢ekirdeklerinden

ise bitkisel yag ve hayvan yemleri i¢in besin unu eldesinde yararlanilir. Kabuklari

icerdigi tanen (%28-30) ozellikle deri isleme endiistrisinde kumas ve deri

boyamaciliginda,

meyve

sularinin  durultulmasinda kullanilmaktadir.

Narin

kabuklar1 ve ¢igekleri, boya ve miirekkep yapiminda kullanilan bir hammaddedir
(Onur, 1982).




Tibbi alanda yapilan c¢alismalarda narin antioksidan igeriginin yiiksekliginin
yaninda, bazi hastaliklarin tedavisine yardimeci oldugu belirlenmistir (Oguz vd.,
2011; Akgigek vd., 2018).

Nar suyunda bol miktarda antioksidan polifenolleri bulunmaktadir. Nar ¢ekirdegi
yagt %80 oraninda punisik asid, fitoOstrojen ve Ostron igermektedir. Nar
cekirdeginin yaginda yiiksek oranda bulunan punisik ve trienoik asid ¢ok diisiik
dozlarda bile antikarsinojen 6zellige sahiptir ve akciger kanseriyle ilgili yapilan bir
calismada, farelere agizdan verilen nar ekstresinin akcigerde bulunan timoriin
biiylimesinde dnemli dl¢lide azalmaya neden oldugu belirlenmistir (Xu vd., 2005;
Yilmaz ve Usta, 2010).

Nar tohumlarinda bulunan punisik asidin terapdtik etkilerinden dolayi insanlardaki
degisik kronik hastaliklara kars1 etkili oldugu bilinmektedir (Shabbir vd., 2017).

Degisik in vivo deneylerle kanitlandigina gore, nar tohumlar1 yangi (enflamasyon)
ve metabolik sendroma karsi miicadele eden baslica bilesik olarak konjuge
linolenik asit (CLnA) (punisik asit) icermektedir. Nar tohumun toplam yag orani
%7.9-16.0 arasinda degisim gosterir. Nar tohumunun yag1 igerisindeki punisik asit
orani %74-85 arasinda degisir (Verardo vd., 2014).

Nar tohumlarinin yag kapsam %13.95-24.13 arasinda degismektedir. Palmitik,
stearik, arakidik ve behenik asit kapsami sirasiyla %2.10-2.77, 1.35-2.01, 0.33-
0.48 ve 0.16-0.22 arasinda degismektedir. Baslica doymamis yag asidi punisik
asittir (%70.42-76.17) (Kiralan vd., 2009).

Son zamanlarda nar meyvesinin tip-2 diyabetten korunmada ve tedavisinde
kullanimu ile ilgili ¢aligmalar yapilmaktadir. Narin kullanilan meyve dis kabuklari,
cicekleri ve tohumlar1 oksidatif stresi ve lipid peroksidasyonunu azaltarak tip-2
diyabette etkili olmaktadir (Banihani vd., 2013).

1.3. Molekiiler Belirtegler ve Kullanim Alanlar

Meyve agaclarmin bir¢cogunun kaliim mekanizmasi bilinmemektedir. Pazar
isteklerinin siirekli degismesi sonucunda mevcut ¢esitler zamanla ticari degerlerini
yitirebilmektedir. Yaygin olarak kullanilmakta olan geleneksel 1slah yontemleri
cok ciddi problemlerle karsilagsmaktadir. Eseysel kisirlik, genglik kisirligi
doneminin uzun olmasi, diisiikk varyasyon orani, aga¢ hacimlerinin biiyiikliigli ve



bunlardan dolay1 olusan arastirmalarda yiiksek biitce ihtiyaci bu problemlerin
bazilarindandir (Soost ve Roose, 1996).

Islah calismalarinda yetistiricilik icin 6nem teskil eden ozelliklerin fenotipik
olarak seleksiyonu uzun zaman gerektirirken, morfolojik belirtegler yardimiyla
seleksiyonda da bir takim sorunlar bulunmaktadir. Bunlar pleiotropik ve epistatik
etkilerin bulunmasi ve c¢evre kosullarinin degisken olmasi olarak karsimiza
cikabilir. Molekiiler belirteclerin yardimiyla yapilan seleksiyonda bu tiir sorunlar
daha azdir ve sonuglar daha giivenilirdir (Melchinger, 1990).

Molekiiler genetik yontemler, cok hizli bir sekilde bitki O6zelliklerini teshis
etmemize yardimci olabilir. Bu yontemler simdiye kadar en fazla ekonomik degere
sahip triinlerden celtik, misir, bugday, asma, gamgiller ve pamukta yaygin olarak
kullanilmistir. Her tiiriin gelisim tarihinin bilinmesi, genetik cesitliligin seviyesinin
ve dagilimimin tespitinde 6nemli rol oynar (Hamrick vd., 1992).

DNA belirteglerinin bitki 1slahindaki roli kimlik tanisi1 ve akrabalik diizeylerinin
belirlenmesi, melez bitki tanisi, belirteg yardimiyla seleksiyon (Marker-Assisted
Selection, MAS), kiime acilim analizi (Bulked Segregant Analysis, BSA), tohum
1slahi, vb.’dir DNA belirtecleri; sekansa spesifik olanlar (SSR, ISSR, SCAR,
CAPS, RAMP, SRAP, TRAP, SSCP) ve sekansa spesifik olmayanlar (RAPD,
AFLP) seklinde 2 gruba ayrilmistir (Vardar-Kanlitepe vd., 2010).

Canlilarin yapisim1 belirleyen sifre DNA zincirlerinde oldugundan molekiiler
belirtegler, bitki populasyonundaki cesitlilik veya o populasyon icindeki bitki
genotipleri arasindaki iligkilerin tespit edilmesinde %100’e yakin giivenirlilikle
degerlendirilirler. Molekiiler belirtegler bitki sistematiginde, bitki 1slahinda ve gen
kaynaklarinin degerlendirilmesinde etkin olarak kullanilmaktadir (Giilsen ve
Mutlu, 2005).

1.4. PCR, RAPD ve Kullanim Alanlari

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)'a (Saiki vd., 1985) dayali RAPD (Rastgele
Cogaltilmis Polimorfik DNA) yontemi, bazi tiirlerdeki polimorfizmi belirlemek
icin kullanilmigtir. RAPD ilk defa 1990’da rastgele secilmis primerlerin
kullanildigi ve PCR’nunu temel alan bir ydntem olarak ortaya ¢ikmustir (Oz
Aydin, 2004). Bu yontemin ana prensibi ilgili tiire ait genomik DNA iizerinde
rastgele secilmis, tek bir 10 bp oligoniikleotidin (10-mer) kullanilarak diisiik



baglanma sicakliginda rastgele olarak baglanarak PCR ile c¢ogaltmasinin
yapilmasidir. Yontemin devaminda elde edilen ¢ogaltma {iriinli radyoaktif
olmayan agaroz jel elektroforezinde yiiriitiiliir ve cogaltma firiinleri bantlar halinde
gozlemlenerek incelenir. Bantlarin  varligi  veya yokluguyla sonuglar
degerlendirilmektedir (Williams vd., 1990; Welsh ve McClelland, 1990). RAPD
yontemi ilgili genotipler arasindaki polimorfizmi gosterebilir. 90'l1 yillardan bu
yana, RAPD belirtecleri farkli bitki tiirlerinin ¢esitleri veya klonlarini tanimlamak
icin basartyla kullanilmistir (Williams vd., 1990; Welsh ve McClelland, 1990;
Belaj vd., 2001; Besnard vd., 2001; Claros vd., 2001; Ozden-Tokatli vd., 2010;
Talebi Bedaf vd., 2011).

PCR, ilk kez 1985 yilinda Kary Mullis tarafindan kesfedilmis, yiiksek Olciide
hassas ve 6zgiin bir teknik olarak tanimlanmigtir. Tan1 ve aragtirma olanaklarinda
evrime yol acan bu kesfinden dolay1r 1993 yilinda Nobel 6diiliinii almaya hak
kazanmigtir. PCR’1n kesfi, 6zel amaglarla genlerin belirlenmesi, DNA pargalarinin
klonlanmasi, bakteri kontaminasyonu, enfeksiyonlarin teshisi, genetigi
degistirilmis DNA’nin varligi ve gida igeriklerinin 6zgiinliigiiniin kontroli gibi
alanlarda da incelemelere olanak saglamistir (Kahya vd., 2013; Mullis vd., 1986;
Ar1, 2004).

Biyoteknoloji alaninda onemli kesiflerden biri olan PCR, bir ¢esit "in vitro
klonlama"dir. PCR, DNA’nin kopyalanmasim taklit eden bir tekniktir ve {i¢
adimdan olusur. Temel olarak, ¢ogaltilmak istenen bolgenin iki ucuna 6zgii, baz
dizilerini tamamlayic1 sentetik oligoniikleotid primer ile smirlandirilan genin
enzimler yardimiyla sentezlenmesine dayanir. Bu teknik bilinen bir DNA
bolgesini ¢ogaltmak veya bilinmeyen bir bolgeyi ¢ogaltip farkliligi bulmak i¢in
kullanilir. Bu yontem ¢ok az miktarda DNA ile ¢alismaya imkan vermektedir.
PCR yonteminde periferik kan, deri, sag, tikiiriik ve mikroorganizma olmak lizere
farkli tip bitkisel ve hayvansal kokenli materyal DNA kaynagi olarak
kullanilmaktadir. Gerekli olan DNA miktarinin elde edilmesi ve yalnizca yeterli
miktarda kopyanin analiz edilmesi geleneksel laboratuvar yontemleri ile saglanir.
Bundan dolayr PCR hassas ve giivenilir bir yontemdir (Garibyan vd., 2013;
Carhan vd., 2016). PCR; genetik haritalama, tiirler aras1 polimorfizm tespiti, evrim
calismalari, tohum safliginin belirlenmesi, analik-babalik tayini, adli tipta kimlik
belirleme, kalitsal hastaliklarin belirlenmesi, kanser arastirmalari, mutant genlerin
populasyondaki devamliliginin  izlenmesi, GMO (Genetigi Degistirilmis
Organizmalar-transgenik organizmalar)’nun belirlenmesi, toprak, su ve gida



maddelerindeki mikroorganizmalarin belirlenmesinde kullanilmaktadir (Altun,
2006).

PCR dongiileri ii¢ adimdan olusur bunlar; c¢ift iplik¢ik DNA zincirinin agilmast

(denaturasyon), primer baglanmasi (annealing) ve uzama (extension)’dir.

DNA Zincirinin Agilmast (Denatiirasyon): Cift iplik¢ik halindeki kalip DNA
molekiilii 91-95°C arasi bir sicaklik kullanimiyla tek iplik¢ik haline doniisiir.

Primerin Baglanmasi (Annealing): Denatlirasyon agsamasindan sonra tek iplik¢ik
haline gelen DNA molekiiliine oligoniikleotitlerin 37-65°C sicakliginda 3' ucundan
yapigmasi iglemidir.

Uzama (Extension): DNA zinciri iizerine yapigsan primerler 70- 72°C sicaklikta
DNA polimeraz enzimi (Thermus aquaticus) yardimiyla istenilen DNA bdlgesini
cogaltir. 3 asamadan olusan bu islem bir PCR devrini temsil eder. Bu islem genel
olarak defalarca tekrar edilerek ilk DNA dizisinden milyonlarca yeni DNA
¢ogaltilmasini saglar. (Sevindik, 2014; Biskin vd., 2011; Yorgancilar, vd., 2015)

RAPD yonteminin temel prensibi, ilgili tiire ait olan genomik DNA {izerinde
rastgele secilmig, 10-mer oligoniikleotidin, diisiikk baglanma sicakliginda tesadiifi
olarak DNA’daki iligkili bolgelere baglanarak DNA’yr PCR araciligr ile
cogaltmasidir (Oz Aydin, 2004; Filiz ve Kog, 2011) (Sekil 1.1).

RAPD yontemi; ¢cabuk sonu¢ vermesi, diger yontemlere kiyasla daha ucuz olmasi,
az ig glcl gerektirmesi, az miktarda ve daha diisik kalitede DNA’ya ihtiyag
duyulmasi, polimorfizm oraninin yiliksek olmasi gibi avantajlara sahiptir. En
onemli dezavantaji ise giivenilirliginin smirlt olmasidir. Farkli aragtirmacilar
tarafindan, farkli laboratuarlarda hatta farkli cihazlarda farkli sonuglar bulundugu
literatiirde mevcuttur. PCR sartlarinin optimize edilmesi zaman alic1 ve zor olsa da
optimum degerler belirlenmeli ve tiim ¢alisma siiresince sabit tutulmalidir (Sekil
1.1) (Oz Aydin, 2004). Cogaltilan DNA parcalar1 jel elektroforezi yapildiktan
sonra Etidyum bromiir (EtBr) ile boyanarak ultraviyole (UV) 151k altinda
goriintiilenir. Metodun hizi, hassasiyeti ve ¢ok yonlii olmasi bir¢ok bitki tiirliniin
gen haritalamasi ve populasyon calismalarina olanak saglamaktadir (Altun, 2006;
Kaya ve Neale, 1995).
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Sekil 1.1 RAPD reaksiyonunun sematik gosterimi (Oz Aydin, 2004)

RAPD-1, RAPD-2 reaksiyolarinda bir tane primer ve iki tane farkli kalip DNA
kullanilmugtir.

a) Oklar reaksiyona katilmis olan ayn1 diziye sahip primerin kopyalaridir
b) Oklarin yonii DNA sentez yoniinii belirlemektedir.

¢) Sayilar kalip DNA’da primerlerin baglanma bdlgelerini gdstermektedir.
1.RAPD reaksiyonunda 2 ve 5 pozisyonlarina baglanan primerler arasindaki DNA
dizisinin ¢ogaltilmasiyla iirlin A, 3 ve 6 pozisyonlarina baglanan primerler

arasindaki DNA dizisinin ¢ogaltilmasiyla tiriin B olugmaktadir.

2.RAPD reaksiyonunda sadece 3 ve 6 pozisyonlar1 arasindaki bolgedeki DNA

dizisinin ¢cogaltilmasiyla iiriin B olugsmaktadir.



Reaksiyon 1 ve reaksiyon 2’ye eklenen primerlerin tiimiinden PCR sonucu bant
elde edilemez. Elde edilebilen bantlar agaroz jelde goriintiilenmektedir (Oz Aydin,
2004).

1.5. BSA ve Kullanim Alanlari

Bulk Segregant Analysis (BSA) yontemi havuzlanmig DNA o6rneklerinin
karsilastirilmast esasina dayanir. Ayni kiime igerisindeki bireyler, ilgilenilen gen
ya da Ozellik bakimindan aynidir, ancak diger genler icin aym degildirler. Bir
karakter i¢in karsilagtirilan iki kiime, onlar1 birbirinden ayiran belirtecleri
belirlemek i¢in analiz edilir. Kiime agilim analizi (BSA), Michelmore vd. (1991)
tarafindan genomun 0&zel bolgeleriyle iligkili belirtegleri tanimlamak i¢in
kesfedilen bir yontemdir. Orijini tek bir melezleme olan, izole bir populasyondan
gelen iki tane kiimede DNA orneklerinin karsilastirilmasina dayanir. Bir 6zellik
icin kargilagtirilan iki kiime, kiimeyi olusturan 14-20 adet bireyleri birbirinden
ayiran belirtecleri saptamak i¢in analiz edilirler (Michelmore vd., 1991, Vardar-
Kanlitepe vd., 2010).

Bu ¢aligmanin amaci, bodur ve normal boylu nar bitkileri arasinda yapilan
melezlemeden elde edilen F, bireyleri kullanilarak BSA ve RAPD ydntemi

yardimiyla narda bitki boyu ile iliskili molekiiler belirteglerin saptanmasidir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1. Narin Dollenme Biyolojisi

Nar ¢igekleri o yilin siirglinlerinin ucunda veya 2-3 yasli dallarda olusur.
Ciceklerin kendine 06zgli kirmizi rengi vardir, nadiren beyaz ve sari renkte
olabilirler. Canak yapraklar1 (calyx) 5-8 adet, etli, keskin kenarli ve tiiysiizdiir. Tag
yapraklarin (corolla) sayisi ¢anak yapraklarla aynidir. Bazen ¢ift sirali da
olabilirler. Yaklasik olarak 200-300 adet erkek organ bulunur. Erkek organlar
(stamen) canak yaprak tiipii icerisinde dairesel sekilde dizilmislerdir. Basciklar
(anther) eliptik sekilde ve altin saris1 renktedirler. Iplikcikler (filament) agik
kirmizi renklidir. Yumurtalik (ovarium) kiire seklinde, canak yapraklar tiipiiniin
icine gomiilmiis halde bulunur ve ¢ok hiicrelidir. Disicik borusu konik, kalin bir
kisimla yumurtalia baghdir (Dokuzoguz ve Mendilcioglu, 1978; Onur, 1988;
Gozlekei, 1997).

Nar ¢icekleri andromonoik yapidadir. Kiiltiir cesitlerindeki ¢icekler verimli gigek
(B tipi) olmakla beraber verimsiz ¢igek (A tipi) olmak iizere iki tipte
incelenmektedir (Onur, 1988; Yilmaz, 2007; Holland vd., 2009; Wetzstein vd.,
2011).

A tipi (erkek) ¢igek: Morfolojik olarak verimli, fizyolojik olarak erkek yapidadir.
Bunlar meyve vermeyen erkek ciceklerdir. Bu cigeklerde disi organ tam
gelismemis ve kisa kalmistir. Yumurtalik tam olarak gelisememis olup kiiciiktiir.
Bu durumdaki ¢iceklerin dala baglanan kisimlari siskin degildir ve V seklinde
goriiliir. Bu tip gigekler, sadece tozlanma agisindan faydalidirlar ve agildiktan kisa
siire sonra dokiiliirler (Onur, 1988).

B tipi (hermafrodit) ¢icek: Morfolojik ve fizyolojik olarak verimli yapidadir. Bu
cigeklerde disi organ uzundur ve hafif kivrik bir boyuncuga sahip olup U
seklindedir. Yumurtalik tam olarak geligmistir. Bu tip ¢iceklerin dala baglanan
bolimiiniin  gelisgmis ovaryumdan dolayr siskin  oldugu goriilmektedir.
Ddéllendikten sonra ovaryum igeren ortadaki bogumlu boliim daha da sigkinlesir ve
meyveyi olusturur (Onur, 1988).
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Narda ¢igekteki erkek organin basgiklar: olgunlagmadan once, disicik tepesi aktif
hale gelir. Bundan dolayi, B tipi (verimli) ¢igekler agildiklarinda, ayni ¢igegin
erkek organlari hentiz olgunlasip cicek tozu yaymadigi i¢in, tozlanma ayni agacin
diger cigeklerinden ya da farkli agacin ¢igceklerinden, bdceklerle tasinan ¢igek
tozlar ile gerceklesir. Bu ¢igek tozlar1 da genellikle A tipi (verimsiz) ¢igeklerden
gelmektedir. Ciinkii nar agacglarinda A tipi ¢igekler, B tipi ¢iceklerden daha fazla
bulunmaktadirlar. A tipi ¢igcek sayisinin B tipi ¢iceklerden 1,5-4,5 kat daha fazla
oldugu ve gesit, yil, iklim gibi etmenlere bagli olarak degistigi belirtilmistir
(Shulman ve ark., 1984).

B tipi cigeklerin ¢icek tozu canliliklar1 A tipi cigeklerinkinden daha diigiiktiir
(Gozlekci ve Kaynak, 2000). Ancak ‘Dr. Ercan 35°, ‘Efenar 25°, ‘Kamilbey 35’ ve
‘Tezeren 35’ nar cesitlerinde A ve B tipi ¢icek tozlarimin canliligl arasinda
istatistiki farklilik bulunmamistir (Aksoy, 2017).

Farkli nar gesitleri farkli ¢igeklenme sezonuna sahiptirler. Genellikle kiiltiir ¢esidi
olarak yetistirilenler yilda bir kez, siis bitkisi olarak kullanilanlar iki veya ii¢ kez
cigek acarlar. Yilda bir kez ¢igek acgan cesitlerde ¢iceklenmenin bitiminden sonra
acan ve meyve baglamayan c¢icekler goriilebilir. Bunlara yalanci ¢igekler
denilmektedir (Tibet ve Baktir, 1991).

Bodur narlarda yapilan bir c¢aligmada, bitkilerin kisa giine olumsuz tepki
gosterdikleri ve 1sik yogunlugunun da c¢igeklenmeyi olumlu yoénde etkileyen
baslica faktorlerden biri oldugu tespit edilmistir. 40 klux’iin {izerinde 151k
yogunlugu saglandiginda sicakligin ¢ok Onemli olmadigini ayrica budama ve
budama ile birlikte chlormaquat (CCC) uygulamasinin ¢igeklenmeyi tesvik ettigini
ve acan ciceklerin veya cicek tac yapraklarinin dokiilmesini dnlemek icin ise
giimiis thiosiilfat (STS) uygulamasinin olumlu sonug verdigi belirtilmistir (Tibet,
1993).

Tibet (1993), ‘Hicaznar’ iizerinde yaptig1 biyolojik bir arastirmada, hangi
tomurcuklardan ¢igek tomurcugu olusacaginin ve siirgiin tizerindeki tomurcuklarin
¢igek tomurcugu olusturma diizenlerinin belli olmadigini ifade etmistir ayrica, ilk

morfolojik tomurcuk ayrimini da 20 Subat olarak tespit etmistir.

‘Hicaznar’ cesidinde déllenme biyolojisi {izerine yapilan c¢alismada, bir agacta
acan c¢iceklerin  %77.68-%86.42’sinin verimsiz (A tipi) ¢icek, %13.80-
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%22.32’sinin ise verimli (B tipi) c¢igek oldugu belirlenmistir ayrica, toplam
ciceklerin meyve baglama oram %7.59-%16.07 iken, verimli (B tipi) ¢iceklerin
meyve baglama oraninin ise %44.0-%71.99 oldugu ifade edilmistir. (Gozlekgi,
1997).

‘Hicaznar’ ¢esidi ve 33 N 26 nar genotipi iizerinde yapilan bir c¢aligmada, en
yiiksek cigcek tozu canliligr ‘Hicaznar’ cesidinin A tipi ¢iceklerinde TTC testinde
%75.2 oraninda, FDA testinde %82.5 oraninda, ¢imlenme orani ise % 1 agar + %
10 sakkaroz ortaminda %61.5 olarak tespit edilmistir. Cigek tozu iiretim
miktarinda ise A tipi ¢igeklerde ‘Hicaznar’gesidinde 3055 adet/bascik ve 33 N 26
genotipinde 2701 adet/basgik bildirilmistir (Derin ve Eti, 2001).

Ustiintas (2015), Hicaznar ¢esidinde yapmis oldugu ¢icek tozu cimlendirme
testinde farkli borik asit ve sakkaroz konsantrasyonlarinda en yiiksek ¢imlenme
oraninin %7.2, %1 agar+%?20 sakkaroz+%?25 borik asit ortaminda gergeklestigini
bildirmistir. Bu ortam ¢igeklenme doneminin baglangicinda A tipi ve B tipi
ciceklerde ayr1 ayri test edilmis ve A tipi cicekte %19.5 oraninda, B tipi ¢igekte
%29.1 oraninda ¢imlenme gdzlenmistir. Ayni y1l ¢igeklerde canlilik (TTC) testleri
yapilmig ve en yiksek canlilik oram1 %92.4 ile ¢iceklenme doneminin
baslangicinda A tipi ¢igekte gozlemlenirken, ¢igeklenme donemi sonunda %95.0
ile B tipi ¢icekte gozlemlenmistir. Yapilan bas¢ik sayimlarinda A tipi gigekteki
bascik sayis1 329.8, B tipi ¢igekteki bascik sayist 300.4 olarak tespit edilmis, bir
cicekteki toplam ¢igek tozunun miktar1 yapilan hemasitometrik lam sayiminda A
tipi ¢igekte 2,143,700 oldugu, B tipi cigekte ise 1,036,380 adet oldugu
bildirilmistir.

‘Tezeren 35°, ‘Dr. Ercan 35°, ‘Efenar 35 ve ‘Kamilbey 35’ gesitlerinde ¢icek tozu
canlilik testi yapmus, en yiiksek canlilik oranmi ¢igeklenme doneminin
baslangicinda %84.7 ile ‘Efenar 35” ¢esidinin B tipi ¢igeginde, en disiik canlilik
oranini ¢iceklenme doneminin sonunda %39.4 ile ‘Tezeren 35’ ¢esidinin A tipi
cigeginde tespit edilmistir. Cesitlerin A tipi ve B tipi ¢igeklerinin ¢igek tozu
canlilik oranlan karsilagtirildiginda, A tipi ¢iceklerin %40.5 ile %80.2 arasinda, B
tipi ¢iceklerin ise %39.4 ile %84.7 arasinda degistigi belirlenmistir (Aksoy, 2017).
2008-2009 yillar1 aras1 Hindistan i¢in 6nemli bir ¢esit olan ‘Ganesh’ nar ¢esidinin
cigek biyolojisi lizerine ¢alisma yiiriitiilmiistiir. ‘Ganesh’ ¢esidinin bir yil iginde
(Ocak-Subat), (Haziran-Temmuz) ve (Eyliil-Ekim) aylar1 olmak fizere {i¢ kez
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cicek actig1 belirlenmistir. Ganesh ¢esidinin ¢igekleri; verimli ¢igek, orta diizey
cicek, verimsiz ¢icek olmak tizere 3 tipte ele alinmig ve pistil uzunluklar sirasiyla
sirastyla 2.0, 1.6, 0.65 cm olarak olgmiisler, ciceklerin ortalama agirliklarini
sirastyla 4.8, 2.6 ve 1.7 g olarak belirlenmistir. Ayrica, bu ¢esidin ¢igek tozu
canlilig1, ortalama %93.2 olarak belirlenmistir (Babu vd., 2011).

2.2. Narda Yapilan Islah Calismalar:

Islah calismalarina hizmet eden iki 6nemli ara¢ genetik kaynaklarin molekiiler
yontemlerle tanimlanmasi ve molekiiler isaretleyicilerdir. Islah ¢alismalarinda gen
kaynaklarinin zenginligi ve bu kaynaklarin tanimlanmasi elde edilecek yeni
cesitlere kazandirilacak oOzelliklerin belirlenmesi agisindan ¢ok onemlidir. Islah
materyalleri arasindaki genetik akrabalik bilgileri yeni ¢esit gelistirme
calismalarinda sonuca daha kisa siirede ulasilmasini saglayabilir (Mohammadi ve
Prasanna, 2003; Jalikop, 2010).

Bitkiler aleminde hermafrodit (erselik, er-disi), ginodioik, androdioik, ginomonoik
ve andromonoik ¢icek yapisina sahip bireylere rastlanmaktadir. Andromonik bir
bitki olan narda ayni bitki lizerinde hem verimli hermafrodit hem de verimsiz
erkek cigekler bulunmaktadir. P. nana x P. granatum melezlemesi sonucu elde
edilen F, bitkilerinin, boylarinin genglik kisirlig1 doneminde belirlenmesi, yapilan
1slah c¢aligmalarina mali ve is giicii agisindan yarar saglayacak ve 1slah
calismalarina hiz kazandirabilecektir.

Son yillarda {ilkemiz nar iiretiminin ve ihracatinin artirilmasi i¢in yeni g¢esitlerin
gelistirilmesinin 6nemi anlasilmis ve buna yonelik islah g¢alismalar1 yapilmaya
baslanmistir. Biyoteknoloji ¢alismalarinin da yiiriitiilen klasik 1slah ¢aligmalarina
adapte edildigi gézlenmektedir. Ozellikle molekiiler tekniklerin kullanilmasi 1slah
calismalar1 sirasinda, erken donemde istenen ve istenmeyen Ozellikler agisindan

seleksiyona katki saglayabilmektedir (Simsek vd., 2017).

Hindistan’da ‘Ganesh’ x ‘Nana’ kombinasyonundan elde edilen F; nar melezi
‘Amlidana’ ismi ile tescil edilmistir. Tropik iklim sartlarina uyum saglayan bu
cesit, eksi olan ‘Daru’ g¢esidinden daha iistiin 6zelliklere sahiptir. Normale gore
daha kisa boylu olmasi nedeniyle sik dikimli bahgelerde birim alandan elde
edilecek meyve verimin artirmak amaciyla kullanilabilir (Jalikop, 2000).
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Kiiciik (2003), ‘Izmir 1°, ‘Izmir 10°, ‘Izmir16’, ‘Izmir 23°, ‘Izmir 26°, ‘izmir
1445°, ‘Izmir 1513° gesitleriyle yaptigi kendine tozlanma ve agik tozlanma
calismasinda, en diisiik meyve tutma oranini kendine tozlanmada %10, agik
tozlanmada %4.1 oraninda ‘Izmir 1445’ cesidinde belirlemis, en yiiksek meyve
tutma oranmi ise kendine tozlanmada %82.8, acik tozlanmada %94.2 oraninda
“Izmir 1513’ ¢esidinde tespit etmistir.

Shao vd. (2003) yaptiklar1 calismada in vitro olarak cogalttiklart P. nana L.
(2n=2x=16) bitkisinin kolhisin ile muamelesinden tetraploid (2n=4x=32) bitki elde
etmisler ve bazi morfolojik 6zellikler bakimindan diploid ve tetraploid bitkileri
karsilastirmiglardir. Tetraploid bitkilerde kdk uzunlugu, yaprak uzunlugu, ¢icek
tomurcugu uzunlugu diploid bitkilerden daha kisa, yaprak genisligi, c¢icek
tomurcugu genisligi tetraploid bitkilerde daha uzun olarak OSl¢iilmiistiir. Ayrica
cigcek tozu miktar tetraploid bitkilerde artarken gigek tozu canliligi 6nemli olgiide

azalmustir,

Hindistan’daki melezleme c¢alismasinda ‘Ganesh’, ‘Kabul Yellow’ dogal tip ve
‘Kabul Yellow’ rozet yaprakli mutant olmak {izere 3 nar ebeveyni kullanilmigtir.
Ganesh’ ¢esidinin F, bireylerinde 0.12 frekansta rozet genotipinde bireylere
rastlanmigtir. ‘Kabul Yellow’ cesidinde ise bir adet resesif mutant klon tespit
edilmistir (Jalikop, 2003).

Hindistan’da 2001-2006 yillar1 arasinda meyve asitligi bakimindan tath ve eksi
cesitler arasinda melezleme caligmalar1 yapilmis ve meyve asitliginin kalitimini
incelenmigstir. Caligmada toplam 3 tath nar ¢esidi (‘Ganesh’, ‘Ruby’, ‘Kabil Sar1’)
ve 3 eksi nar ¢esidi (‘Nana’, ‘Daru’, ‘Double Flower’) kullanilmistir F; ve F,
populasyonlarini incelediklerinde nardaki meyve asitligini kontrol etmede major

genlerin ve ¢oklu genlerin etkili olabilecegi bildirilmistir (Jalikop, 2007).

Holland vd. (2007) israil’de 40 ¢ogiir arasindan kesfedilen bir tesadiif ¢ogiiriinii
Shani-Yonay ismi ile tescil ettirmiglerdir. ‘Shani-Yonay’ meyvesi, Israil’de
agustosun Ugiincii haftasinda olgunlasir. Popiiler olarak yetistirilen ‘Wonderful’
¢esidinden yaklasik bir ay Once olgunlasir. Agaci dallar1 asagiya sarkik sekilde
calims: biliyime ve gelisme sergiler. Meyvesi kirmizi kabuk ile koyu kirmizi,
yumusak ve tatli tohumlara (dane) sahiptir.
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Hindistan’da istenmeyen bir oOzellik olan dane kararmasinin diger meyve
ozellikleriyle olan iligkisini belirlemek amaciyla 158 adet nar genotipinde
calismalar yapilmis, yliksek SCKM'ye sahip ve acgik renk daneleri olan
genotiplerin, dane kararmasimna daha yatkin oldugu bildirilmistir. (Jalikop vd.,
2010).

fran’da MTS x ND melezlemesinden elde ettikleri 37 adet F; melezini ve MTS,
ND bireylerini meyve 6zellikleri bakimindan 66 RAPD primeri ile test edilmistir.
Calisma sonucunda %21.2 oraninda polimorfizm tespit etmislerdir. Meyve
ozelliklerinin genetik benzerlik ve farkliliklari tespit etmek i¢in yeterli olmayacagi
bildirilmistir (Zamani vd., 2010).

Irganl genotipi ve ‘Hicaznar’ ¢esidi arasinda 28’er ¢igekte karsilikli melezleme
yapmis ve Irliganli genotip x ‘Hicaznar’ kombinasyonunda higbir tutum
gozlenmezken, ‘Hicaznar’ x Irliganli genotipi kombinasyonunda 9 adet meyve
tutumu oldugu bildirilmistir (Ustiintas, 2015).

2006-2009 yillart arasinda Antalya’da narda melezleme caligmalar1 yapilmistir.
‘Hicaznar’ agik tozlanma (OPH), ‘Hicaznar’ x ‘Fellahyemez’ (HxF), ‘Hicaznar’ x
‘Ernar’ (HxXE) ve Hicaznar kendileme (HxH) melezleme kombinasyonlari
yapilmigtir. 2006°da bu kombinasyonlardan sirasiyla 26, 18, 13 ve 10 olmak {izere
toplam 67 melez birey, agag ve meyve Ozellikleri bakimindan ebeveynleri ile
karsilastirmiglar, tozlayici genotipin elde edilen melezler iizerinde dogrudan ve
onemli etkilere sahip oldugu belirtilmistir (Yazici ve Sahin, 2016).

Aksoy (2017), ‘Tezeren 35°, ‘Dr. Ercan 35°, ‘Efenar 35’ ve ‘Kamilbey 35’ nar
gesitlerinde acik tozlanma, kendine tozlanma ve karsilikli tozlanma galismalari
yapmis, en diisik meyve tutma orant kendine tozlanmada %25.2 ve acik
tozlanmada %60.1 ile ‘Tezeren 35’ ¢esidinde gdzlemlenirken, en yiiksek meyve
tutma oranlarini kendine tozlanmada %62.4 ile ‘Efenar 35° ¢esidinde, agik
tozlanmada %85.0 ile ‘Dr. Ercan 35’ ¢esidinde gozlemlenmistir. Melezleme
calismalarinda en yliksek meyve tutma oranim %49.7 ile ‘Kamilbey 35° x ‘Dr.
Ercan 35’ kombinasyonunda, en diisiik meyve tutma oranini ise ‘Efenar 35’ x ‘Dr.

Ercan 35’ kombinasyonunda oldugunu bildirmistir.
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2.3. Narda Yapilan Molekiiler Belirtec Calismalar:

[ran’da yapilan bir caliymada, 24 adet nar genotipinde gesitlilik diizeyini
belirlemek i¢in yaptiklari ¢calismada RAPD yontemi kullanilmistir. Nar genotipleri
toplam 100 adet RAPD primeriyle test edilmistir. Kullanilan 16 primerden
polimorfik desen elde etmisler ve toplam 178 bandin 102 tanesinin polimorfik
oldugu belirtilmistir. Genotipler arasindaki genetik cesitlilik diizeyini ortalama
%57.3 oranindaki polimorfizmle ifade edilmis, RAPD yonteminin narin genetik
cesitliligini belirlemede etkili bir yontem oldugu bildirilmistir (Sarkhosh vd.,
2006).

Ercisli vd. (2007) yaptiklari calismada ‘Cekirdeksiz, ‘Kirmizi kabuk’, ‘Siyah nar’,
‘Nuz eksi’, “Yesil kabuk’, ‘Kirli hamim’ ¢esitleri arasindaki biyokimyasal ve
genetik iligkileri incelemek amaciyla RAPD yontemini kullanmislardir. Nar
yapraklarmin yag asidi bilesimi gaz kromatografisi kullanilarak belirlenmis,
ozellikle, ‘Kirli hanim’ ¢esidinin diger ¢esitlerden farkli bir yag asidi profiline
sahip oldugu; ‘Kirli hanim’ c¢esidinde linoleik asit tespit edilemezken, diger
cesitlerin ise cesitli linoleik asit seviyelerine sahip oldugunu belirlemigledir.
Cesitler arasinda yag asidi kompozisyonundaki farkliliklar 76 RAPD primeriyle
test edilmistir. Toplamda, 76 primerin 15’i polimorfik bantlar {iretmistir. RAPD
yonteminin, nar ¢esitlerinde yag asitlerinin bilesimindeki farkliliklar1 ayirt etmek
i¢in kullanilabilecegini belirtmigler ve kullandiklar1 g¢esitler arasindaki yag asidi
kompozisyonundaki farkliliklar1 ortalama %85.2 oraninda polimorfizm ile ifade

etmislerdir.

Zamani vd. (2007) Iran’da 24 nar genotipinin meyve oOzelliklerini 24 RAPD
primeri kullanarak galigmislardir. RAPD analizinden elde edilen sonuglarla meyve
ozelliklerinin anlamli bir korelasyon iiretmedigini, meyve Ozelliklerine dayanan
bilgilerin, nardaki genetik ayrim i¢in yeterli olmadigi, SSR, AFLP, SNP gibi
yontemlerin daha kesin sonuglar saglayabilecegini bildirmislerdir.

Yuan vd. (2007) Cin’de 6 farkli yoreden toplanan 85 nar genotipinin genetik
akrabaligini 8 floresan-AFLP primeri kullanarak arastirmislardir. Bu primerlerden
135-185 ortalama 158 polimorfik lokus elde edilmistir. PIC degeri %62.5-86.1
arasinda degismis ve ortalama %73.3 bulunmustur.
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Durgac vd. (2008) Hatay yoresinde bazi meyve Ozelliklerine gore sectikleri 6
farkli nar ¢esidinde (‘Incekabuk’, ‘Eksi nar’, ‘Kan narr’, ‘Katirbas’, ‘Serife’,
‘Tatl1’) yaptiklar1 pomolojik ve genetik gesitlilik ¢alismasinda toplam 100 RAPD
primerini test etmislerdir. Nar ¢esitleri arasinda %22 oraninda polimorfizm tespit
etmislerdir. Farkli meyve 06zelliklerine gore sectikleri bu 6 gesidin morfolojik ve
molekiiler verileri arasinda tutarsizliklar oldugunu belirtmisler, meyve 6zellikleri
arasindaki ¢esitliligin, genetik iliskinin iyi bir gostergesi olmadigini, nar genetik
cesitliligini  ortaya ¢ikarmayr amaclarken ¢aligmalarda SSR veya AFLP
yontemlerinin kullanilmasimi dnermislerdir.

Zhang vd. (2008) Cin’de 23 nar genotipi il yaptig1 bir caligmada genetik ¢esitliligi
belirlemek amaciyla SRAP yontemi kullanilarak 7 cift primer test etmistir.
Toplamda 1380 bandin 662 adedi polimorfik olarak gozlenmistir. Genotipler
arasindaki genetik cesitlilik %48 oraninda polimorfizm ile ifade edilmistir.

Jbir vd. (2008) Tunus’un 14 farkli bolgesinde belirledikleri 34 nar ¢esidinde
genetik cesitliligi belirlemek amaciyla AFLP yontemini kullanarak 6 primer
kombinasyonuyla, ¢esitler arasindaki genetik varyasyonu %94.7 polimorfizm
oraniyla ifade etmislerdir.

Sarkhosh vd. (2009) Iran’da yumusak g¢ekirdekliligin RAPD yontemiyle
degerlendirilmesi ¢alismasinda 21 yumusak c¢ekirdekli nar ¢esidi kullanmislardir.
Toplam 29 adet RAPD primerinden 14 tanesi polimorfik bant olusturmustur. 14
primerden toplam 146 bant elde edilmis, 43 adet polimorfik bant elde edilmistir.
Polimorfizm orani ortalama %29.5 olarak belirlemiglerdir. Polimorfizm oraninin
diisiik olmasini, meyve 6zelliklerinin nardaki genetik ayrim igin yeterli olmadigin

belirtmislerdir.

Pirseyedi vd. (2010) 1iran’da =zenginlestirilmis P. granatum genom
kiitiiphanesinden 12 polimorfik SSR belirteci gelistirmiglerdir. Bu belirtegler 60
nar genotipi ile test edilmistir. Lokus basina polimorfik allel sayis1 2-5 arasinda
degismis ve ortalama 2.9 olmustur. Belirteclerin PIC’i 0.26-0.61 arasinda degismis
ve ortalama 0.43 bulunmustur.

Curro vd. (2010) yaptiklar1 c¢alismada, narda mikrosatellit-AFLP teknigini
kullanmis ve 9 SSR belirteci gelistirmislerdir. SSR belirteglerinin kullanigliligini
tespit etmek amaciyla toplam 33 nar genotipinde DNA ¢aligmalari yiiriitmiisler ve
gelistirilen belirteclerin, diigiik polimorfizm oranm1 gosterdigi bildirilmistir.
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Arastirmacilar tespit ettikleri diisilk polimorfizm oraninin, nar genotipleri
arasindaki dar genetik gesitlilik ile ilgili olabilecegini belirtmislerdir.

Narzary vd. (2010), Hindistan'da 28 farkli ¢esidi temsil eden 87 adet narda genetik
cesitliligi belirlemek amactyla RAPD, DAMD ve ISSR yontemlerini kullanmis ve
21 adet RAPD primeri kullanarak %92.4 oraninda, 5 adet DAMD primeri
kullanarak %98.5 oraninda, 17 adet ISSR primeri kullanarak %76.5 oraninda
polimorfizm belirlemislerdir. Calisma sonucunda narlarda genetik c¢esitliligin
degerlendirilmesinde DAMD yonteminin RAPD ve ISSR’den daha giiglii
oldugunu belirtmislerdir.

Ebrahimi vd. (2010), Iran’da 20 nar genotipleri arasindaki genetik akrabaligi
belirlemek amaciyla 25 SSR primeri kullanmislardir. Polimorfik bant veren 13
SSR primerinden toplam 44 ve ortalama 3.4 allel elde edilmistir. Ortalama PIC
degeri 0.4 bulunmustur.

Basaki vd. (2011) Iran’da 202 nar genotipinde yaptig1 bir calismada meyve boyu,
capi, meyve boyu/capt orani, ¢anak yaprak yliksekligi, ¢api, canak yaprak
yiiksekligi/¢ap orani, ¢anak yaprak sekli, meyve tadi, meyve sekli, meyve boyutu,
meyve rengi, giines yanigi hassasiyeti, govde gatlamasi, ¢igek uzunlugu, genisligi
ve disicik borusu uzunlugu olmak iizere bir¢cok morfolojik 6zelligi incelemis,
genotiplerde 30 SSR primerini test etmis ve 7 primerden polimorfik bant elde
etmiglerdir. SSR yontemiyle inceledikleri dzelliklerin ¢coguyla baglantili olan bir
SSR primeri belirlemiglerdir. MP12 primerinin disicik borusu yliksekligiyle iliskili
olabilecegini ve MP26 primerinin meyve boyu, meyve ¢api, canak yaprak boyu
meyve boyu/cap orani, meyve boyu, c¢anak yaprak sekli ve giines yanigi
hassasiyeti gibi 0zellikleri birbirine bagladigini, bu 6zellikler arasinda anlamli ve

pozitif bir korelasyon oldugunu bildirmiglerdir.

Talebi Bedaf vd. (2011) yaptigi bir ¢alismada 24 nar gesidi arasindaki genetik
varyasyonun karsilastirilmasinda RAPD ve ISSR yontemlerini kullanmustir.
Caligilan 160 RAPD primerinden 13’i ve 15 ISSR primerinden 6’s1 tekrarlanabilir
bantlar vermistir. RAPD primerlerinden elde edilen toplam 131 banttan 29°u
(%22.1) ve ISSR primerlerinden elde edilen toplam 173 banttan 64l (%37.0)
polimorfiktir. Ortalama PIC degeri RAPD’de 0.128 ve ISSR’de 0.163
bulunmustur. Arastiricilar  ISSR  yOnteminin ¢esitlerin  gruplamasinda ve
tekrarlanabilir bant elde edilmesinde daha iyi oldugunu belirtmislerdir.
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Soriano vd. (2011), narda 117 SSR belirteci gelistirmisler ve bunlar1 11 nar
genotipinde test etmislerdir. Toplamda primerlerin 66’simin polimorfik bant
olusturdugu, 38’inin monomorfik bant olusturdugu ve 13 primerin hi¢ bant
olusturmadigimn tespit etmislerdir.

Ercisli vd. (2011) AFLP yontemini kullanarak, meyve agirligi, dane rengi, tat,
tohum sertligi 6zelliklerine goére Coruh vadisinin ¢esitli bolgelerinden sectikleri 19
farklt nar genotipinde yaptiklar1 genetik karakterizasyon c¢alismasinda 4 farkli
AFLP primer kombinasyonundan toplam 297 bant elde etmislerdir. Bu bantlarin
arasinda 213 bandin polimorfik ozellik gosterdigini ve %73.0 oraninda
polimorfizm elde ettiklerini belirtmiglerdir.

Sarkhosh vd. (2011) Iran’da 21 yumusak cekirdekli nar genotipindeki genetik
cesitliligi  belirlemek amaciyla 72 floresan-AFLP primer kombinasyonu
kullanmiglar, 31 adet primer kombinasyonundan % 39.0 oraninda polimorfizm
elde etmislerdir. Bulduklar diisiik polimorfizm oraniyla ilgili, morfolojik olarak
birbirlerinden farkli gdriinen gesitlerin her birinin benzer bir genetik kokene sahip
oldugunu ve bir orijinal klondan g¢ogaltilan ve farkli bolgelere transfer edilen
genotiplere farkli isimler verildigi hipotezinden bahsetmiglerdir.

Sarkhosh vd. (2012) iran’da ticari olarak yetistirilen Malas Danesiyah Esfahani
(MDE) ¢esidi ile yumusak cekirdekli Bihaste Danesefid Ravar (BDR) cesidi
arasindaki melezlemeden 62 melez birey elde etmislerdir. Olusturulan F,
populasyonunda 26 AFLP primer ¢ifti kullanilmigtir. Toplamda elde edilen 216
belirtegten 144’i MDE ebeveyninde, 130’u BDR ebeveyninde kullanigli olmustur.
MDE ebeveyninin baglant1 haritasinda yer alan 67 AFLP belirteci 435.3 cM
kapsamis ve belirtegler arasi ortalama uzaklik 6.5 ¢cM olarak hesaplanmigtir. BDR
ebeveyninin baglanti haritasinda yer alan 66 AFLP belirteci 344.2 ¢cM kapsamis ve
belirtecler arasi ortalama uzaklik 5.2 cM olarak hesaplanmigtir. Her iki
ebeveynden 67 AFLP belirteci kullanilarak olusturulan ortak baglant1 haritasi ise
335.5 ¢cM uzunlugu kapsamis ve 8 baglanti grubu olusturmustur.

Zhang vd. (2012) Cin’de 47 nar cesidinde genetik ¢esitliligi 11 RAPD primeri ile
test etmislerdir. Yaptiklar1 ¢alismada her primerden iiretilen polimorfik bantlar
manuel olarak bir ¢esit tanimlama diyagrami (CID) olusturmada kullanmislar ve
kullandiklar1 bu semanin pratik, etkili, kaydedilebilir ve yenilenebilir oldugunu,
genetik calismalarinda bitki numunelerinin hizli bir sekilde tanimlanmasi igin
temel referans bilgisi olarak kullanilabilecegini bildirmislerdir.
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Jbir vd. (2012) Tunus’ta 32 c¢esidin karakterize edilmesinde 13 SSR primeri
kullanmiglardir. Bu primerlerden toplam 40 allel elde edilmis ve 46 genotip
birbirinden ayirt edilebilmistir. Genetik DAS (Paylasilan Allel Uzakligi)
parametresi kullanilarak olusturulan soyagacinda (dendrogram) cesit 6rneklerinin
alindiklar yéreden bagimsiz olarak gruplandiklari bulunmustur.

Yuan vd. (2018) tarafindan Cin’de P.granatum’un ilk taslak genom haritasi
cikartilmistir. Bu ¢alismadan elde edilen sonuglar nar i¢in tahmin edilen 336 Mb
uzunlugundaki genomun %81.5’1 olan yiiksek kaliteli 274 Mb’a karsilik gelmistir.
Bu taslak nar genom haritas1 N50 biiyiikligii 1.7 Mb olan 2177 adet genom
omurgasi (scaffold) ile 30903 gen icermektedir. Bu ¢alismada Black 127, Nana,
Taishanhong ve Wonderful nar c¢esitleri kullanilmistir. Paylagilan genler
bakimindan Punica cinsi ile Arabidopsis, Eucalyptus, Malus ve Vitis cinsleri
karsilastirmas1 yapilmigtir. Son zamanlarda elde edilen diger aragtirma sonuglarini
destekleyecek sekilde narin kiifeya (Cuphea spp.), oya agact (Lagerstroemia spp.),
Nesaea spp., Rotala spp. ve kirmizi kan cicegi (Lythrum spp.) gibi Lythraceae
familyasinin bir iiyesi oldugu teyit edilmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Bu caligmada kullanilan ana (P. nana), baba (P. granatum) ve melez bireyler
(Sekil 3.1) Aydin Adnan Menderes Universitesi Ziraat Fakiiltesi bahcesinde
bulunmaktadir. P. nana 30 ila 50 cm boylanabilen, ¢icekleri kirmizi-turuncu
renkli, kiiciik nar meyveleri olusturan ¢ali formunda bir bitkidir (Bonyanpour ve
Khosh-Khui, 2013). P. granatum 1-5 m boylanabilen ¢ali ya da agac¢ik formunda,
cok dall1 taca sahip bir bitkidir.

3.2. Yontem
3.2.1. Cicek Tozu Elde Edilmesi

Melezleme ¢alismalari igin segilen ana ve baba ebeveynlerin ¢icekleri maksimum
irilige ulastiklarinda ancak canak yapraklarimin uglart heniiz acilmadigi balon
asamasinda yapilmaya baglanmigtir (26.05.2014). Melezleme ¢alismalarinda
kullanilmak iizere, baba ebeveyn balon safhasindaki ¢icekler sabah erken saatlerde
toplanmig ve ayni giin basgiklari beyaz bir kagit iizerine dokiilmistiir. Giines
1s1g¢inda bekletildikten sonra patlayan basciklarin gigek tozlari (pollen) filakon
sigelere yerlestirilmistir. Melezlemede kullanilmak iizere buzdolabinda (4°C)

muhafaza edilmistir.
3.2.2. Emaskulasyon

Balon sathasindaki ana ebeveynin (P. nana), ¢igeklerinde bulunan ta¢ yapraklari
ve erkek organlar1 steril bir jilet yardimiyla disi organa zarar vermeden
uzaklastirilmistir (27.05.2014).
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Sekil 3.1. Denemede kullanilan melez nar bitkileri

3.2.3. Melezleme, Kendileme

Melezleme; secilen erkek ebeveyne ait ¢igek tozlarinin, emaskule edilmis disi
cicegin stigmasi lizerine birakilmasindan sonra dollenmeyle meyve olusmasi
islemidir. Buzdolabinda muhafaza edilmis baba ebeveyne (P. granatum) ait ¢icek
tozlari, emaskulasyon islemi yapildiktan hemen sonra ana ebeveynin disicik
tepesine boya fir¢asi yardimiyla siiriilmiistiir. Tozlama islemi ¢igeklenme donemi
boyunca belirli araliklarda toplam 176 cicekte yapilmistir. Tozlama islemi
gerceklestirilen ¢gigeklere rafya ip baglanmis ve bu sekilde takibi kolaylagmustir.

Melezleme disinda ana ebeveyn iizerinde balon evresindeki ¢icekler kendileme
amaciyla kese kagidi ile kapatilmis toplam 10 cigekte keseleme iglemi yapilmistir.
Kese kagidi ile disaridan ¢icek tozu girisi engellenecek ve ¢igegin kendi ¢icek

tozuyla tozlanmasi amaglanmustir.

Ana ve baba ebeveynler belirlenirken c¢igeklenme doneminde olusturduklart A tipi
ve B tipi cigekler dikkate alinmistir. Normal boylu nar (P. granatum) bitkisinin
baba ebeveyn olarak secilme sebebi daha ¢ok A tipi ¢icek olusturmasidir. Ana
ebeveyn olarak secgilen bodur nar (P. nana) bitkisinde ise genellikle B tipi ¢igek
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goriilmiigtiir. Calismada kullanilan ana ve baba ebeveyn bitkilerinin ¢igeklenme
donemleri birbirleriyle biiyiik oranda ortiismektedir (Sekil 3.2).

i
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Sekil 3.2. Nar ¢igeklerinin goriiniimii (a) A tipi erkek gigek, (b) B tipi hermafrodit
cigek, (¢) emaskule edilmis hermafrodit ¢igcek

a b

3.2.4. Meyve Eldesi, Tohum Cikarma, Tohum Ekimi, Aktarma

Melezlenmis ve kendilenmis ¢iceklerden tutan meyveler 20.10.2014’te hasat
edilmis, elde edilen meyvelerin tohumlar1 ¢ikartilmis, temizlenip kurutulduktan
sonra ekilinceye kadar buzdolabinda (4°C) muhafaza edilmigtir. Tohumlar
viyollerdeki perlit ortamina ekilmistir. Cimlenen tohumlardan elde edilen ¢ogiirler
3 litrelik naylon torbalara dikilmistir. Melez ¢ogiirler ve kendilenmis ¢ogiir bitkiler
sera igerisinde ayr1 masalara yerlestirilmigtir. Sera kosullarinda sulama ve diger
bakim islemleri yapilarak bitkiler biiytitiilmiistiir.

Cogiir bitkiler 29.07.2016°da 12 litrelik saksilara aktarilmig ve sera digina beton
zemin {izerinde bakim iglemleri devam ettirilmistir. Bu islemlerin hepsi melezleme
ve kendileme ¢ogiirleri i¢inde yapilmistir. Saksilardaki bitkilere numara verilmis

ve etiketlemeleri yapilmistir (Sekil 3.3).
3.2.5. Cogiirlerde Boy Ol¢iimii

Boy ol¢timii 11.11.2016 ve 16.02.2020 tarihlerinde P. nana X P. granatum, P.
nana kendileme ve P. granatum kendileme bitkilerinde govde uzunlugu toprak
yiizeyi ile en uctaki yaprak arasindaki mesafe gelik serit metreyle oOlgiilerek

yapilmustir.
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Sekil 3.3. Melez bitkilerin goriiniimii (a) Naylon torbalara aktarilmig bitkiler, (b)
saksilara aktarilmis bitkiler

3.2.6. Yaprak Orneklerinin Alinmasi, DNA Cikartilmasi

Secilen bitkilerin geng yapraklari etiket numaralarina gore toplanmistir. Yapraklar
bekletilmeden DNA izolasyonu icin ADU-TARBIYOMER e getirilmistir.

Oncelikle Norgen Biotek (Genomic DNA Isolation Kit 100 preps Cat.# 24750,
Thorold, Ontario, Kanada) ticari kiti ile DNA ¢ikartilmaya calisilmistir. DNA
cikartma basamaklar1 asagidaki gibidir:

- Kullanilacak tiiplerin iizerine bitki numaralar1 yazilmistir.

- Yaklagik 100 mg yaprak 6rnegi havan icerisinde sivi azot ile un haline gelene

kadar ezilmistir.

- 20 mg ezilmis 6rnek spatula yardimiyla 1.5 ml Eppendorf tiiplere eklenmistir.
- Tiplerin her birine 300 ml Digestion Buffer A eklenmistir.

- Tiiplerin her birine 12 pl Proteinase K eklenmis ve nazikge vortekslenmistir.
- Ornekler 55°C’de yaklasik 1 saat inkubasyonda bekletilmistir.

- Orneklerin her birine 300 pl Buffer SK eklenmis ve nazik¢e vortekslenmistir.
- Orneklere 300 pl %96’Iik EtOH eklenmis ve nazikce vortekslenmistir.

- Orneklerden yaklasik 600 pl sivi alinip Kit igerisindeki Collection Tube’iin
tizerine yerlestirilen Spin Column’un tizerine birakilmustir.
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- Ornekler 8000 rpm’de 3 dak santrifiij edilmistir.

- Spin column ¢ikartilip, Collection Tube’lin tabaninda biriken kahverengi-siyah
stvi lavaboya dokiillmiis ve Spin column tekrar collection tube’iin iizerine
yerlestirilmistir.

- Orneklere 500 pl Wash Solution A eklenmistir.
- Ornekler 14000 rpm’de 1 dak santrifiij edilmistir.

- Collection tube’iin tabaninda biriken kahverengi sivi dokiilmiis ve Spin column

tekrar collection tube’iin iizerine yerlestirilmistir.

- Orneklerin her birine 500 pl Wash Solution A eklenmistir.

- Ornekler 14000 rpm’de 2 dak santrifiij edilmistir.

- Spin column, 1.7 ml’lik Elution Tube igerisine yerlestirilmigtir.

- Orneklerin her birine 200 pl Elution Buffer B eklenmistir.

- Ornekler dnce 6000 rpm’de 1 dak santrifiij edilmistir.

- Sonra 14000 rpm’de 2 dak santrifiij edilmistir.

- Elution tube’iin tabaninda kalan pellet 50 pl ddH,O ile ¢ozdiiriilmistiir.

Norgen Biotek yontemiyle DNA izole edilmeye calisilmis, ancak yeterli miktarda
ve kalitede DNA elde edilememistir.

Daha sonra DNA izolasyonu Doyle ve Doyle (1987, 1990) ile Costa ve Roberts
(2014)'ten degistirilerek CTAB (%2) yontemiyle yapilmistir. DNA ¢ikartma
basamaklar1 asagidaki gibidir:

- 1.5 ml Eppendorf tiiplerin {izerine bitki numaralar1 yazilmigtir.

- Ayni tiiplerin igerisine yaklasik 100 mg yaprak 6rnegi kiigiik parcalara ayrilarak
tiiplere yerlestirilmistir.
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- Tiplerin igerisine sivi azot koyulup yapraklar un haline gelinceye kadar

ezilmistir.

- Onceden 65°C’de 1sitilmis olan %2'lik CTAB'tan her tiipe 600 ul eklenip

vortexlenmistir.
- Tipler birkag saniye santrifiij edilmistir.
- Tiplerin tizerlerine 100 pl %2'lik CTAB eklenip karistirilmustir.

- Tiipler 65°C’lik etiivde 1.5 saat bekletilmis ve bu siire icerisinde 3 kez
calkalanmugtir.

- Tiplere 800 pl C:I (24:1) eklenip karistirtlmistir.

- Tipler 13000 rpm’de 20 dak santrifiij edilmistir.

- Tipler santrifiij edilirken, yeni Eppendorf tiiplere etiketler yazilmugtir.
- Yaklasik 600-800 pl siipernatant yeni tiiplere aktarilmistir.

- Tiplere -20°C’de bekletilen 2-propanol ilave edilip, tiipler nazikge
calkalanmadan karistirtlmigtir.

- Tipler -20°C’de 1 saat bekletilmistir.

- Tiipler -20°C’den ¢ikartildiktan sonra hi¢ karistirtlmadan 13000 rpm’de 4 dak

santrifiyj edilmistir.
- Pellet tiipiin dibinde kalacak sekilde {izerlerindeki s1vi yavasga dokiilmiistiir.

- Tiiplerin igerisinde kalan alkolii uzaklastirmak igin tiipler 32°C’lik etiivde 20-25
dak bekletilmistir.

- Orneklerin igerindeki alkol uzaklastirildiktan sonra tiiplerin her birine 80 ul
ddH,O eklenerek hafif¢e hafifce vurularak alt {ist edilmis ve igerisindeki pellet
¢Ozdirilmiistiir.

- Tiiplerin her birine 8 pul 7.5 M Amonyum Asetat eklenmistir.
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- Tiplerin her birine 180 pl (-20°C’de muhafaza edilmis) %100 EtOH eklenmis ve
hafif¢e vurularak alt iist edilmistir.

- Oda sicakliginda yarim saat bekletilmistir.

- Tipler 13000 rpm’de 4 dak santrifiij edilmistir.

- Tiplerin tizerindeki s1v1 dikkatlice dokiilmiistiir.

- 30 dakika kurumaya birakilmstir.

- Kurutulduktan sonra 50 ul ddH,O ile ¢ozdiiriilmiistiir.

- Ornekler kullanilincaya kadar -20°C’de muhafaza edilmistir.
3.2.7. BSA analizi

Calismada kullanilan kiime acilim analizi Michelmore vd. (1991)’ne gore
yapilmustir. Oncelikle P. nana x P. granatum melezlerine ait en kisa boylu 10 adet
melez birey, en uzun boylu 10 adet melez birey, ana ve baba ebeveyn olmak iizere
toplam 22 bireyen DNA’s1 ayr1 ayr1 ¢ikartilmistir. Sonra bodur nar (P. nana)
kendilemesinden elde edilen 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 numarali bireyler (7 adet) ve ana
ebeveyni ile P. nana x P. granatum melezlerine ait 29, 35, 40, 42, 48, 50, 54
numarali melez bireyler (7 adet) ve baba ebeveyn olmak iizere toplam 16 bireyin
DNA'st ayr1 ayr1 g¢ikartilmistir. P. nana % P. granatum melez bitkilerinin
DNA'larindan esit miktarda alinip kiime olusturulmustur. Ayni islem kisa boylu
kendileme yapilmus bitkilerde de yapilmustir.

3.2.8. RAPD ve PCR analizlerinin yapilmasi

PCR soliisyonu: Her bir 6rnek i¢in 1.5 pl 10x Buffer Taq tampon, 0.6 ul MgSO,,
1 ul 3 mM dNTP, 1 pl primer, 0.2 pl Tag DNA polymerase, 6 pl genomik DNA
kullanilmistir ve tizerine karigimi 15 pl’ye tamamlamak icin 4.7 pl steril ddH,O
eklenmistir. Hazirlanan tiipler bekletilmeden PCR cihazina yerlestirilmistir. PCR
cihazinda: 4 dak 94°C, 25 s 94°C, 45 s 35°C, 1 dak 72°C, 34 dongii 5 dak 72°C
programi ile ¢ogaltilmigtir. Calismada OPA1-20, OPB1-20, OPC1-20, OPD1-20,
OPH1-20, OPM1-20 olmak tizere 120 adet 10-mer uzunlugunda RAPD primeri
kullanilmistir. RAPD-PCR analizi polimorfizm gosteren primerler ile l¢ kez
tekrarlanmustir.
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3.2.9. Jel elektroforezi

Agaroz jel elektroforezi ¢ogaltilmis DNA parcalarinin ayrilmasi, tanimlanmasi ve
saflagtirilmas1 amaciyla kullanilan bir yontemdir (Griffin ve Griffin, 1993). PCR
iriinlerini yiiriitmek i¢in % 1.8’lik agaroz jel hazirlanmigtir. Cam bir sise igerisine,
0.9 mg agaroz ve 50 ml 0.5% TBE eklenerek mikrodalga firinda hafif kaynatilmig
ve igerisine 2.4 pl ABM SafeView eklenmistir. Bir siire oda sicakliginda bekletip
15'1ik tarak yerlestirilen tabakaya hizli bir sekilde ve igerisinde baloncuk
kalmayacak sekilde dokiilmiistiir. Jel donduktan sonra tabaka elektroforez cihazina
yerlestirilmis ve taraklar dikkatli bir sekilde c¢ikartilmistir. 2 pl ABM Loading
Dye, ve 10 ul PCR fiiriinii kanstirilmig toplamda 12 ul’lik PCR iirlinii jel
tizerindeki kuyucuklara pipetlenmistir. 90 V, 35-50 dak siiresince yiiriitiilmiistiir.
Jel UV 151k altinda gézlemlenmistir.

3.2.10. Verilerin degerlendirilmesi

PCR analizleri sonrasinda DNA bantlarinda DNA’nin var olmasi durumunda “1”,
olmamasi durumunda ise “0” degerleri verilerek DNA bantlar1 skorlanmig ve

monomorfik bantlar atilarak RAPD analizleri polimorfik bantlarda yapildi.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Elde edilen bulgular arazi ve laboratuvar ¢alismalar1 olmak tizere iki baglik altinda
incelenmistir.

4.1. Arazi Calismalarindan Elde Edilen Bulgular

Melezleme ve kendileme calismasi yapilirken su kombinasyonlar kullanilmisgtir:

P. nana kendileme, P. granatum kendileme, P. nana x P. granatum.
4.1.1. 2014 Y1l Bulgular:

2014 Mayis-Haziran aylari arasinda melezleme yapilmustir.
P. nana % P. granatum melezlemesinden ¢igeklenme dénemi boyunca toplam 176
adet melezleme yapilmis, 66 adet meyve elde edilmistir. P. nana kendilemeden 10
adet keseleme yapilmis, 2 adet meyve elde edilmistir. P. granatum kendilemeden
9 adet keseleme yapilmis, 6 adet meyve elde edilmistir (Cizelge 4.1). Elde edilen
meyveler 2015 yili ekim islemi yapilana kadar buzdolabinda +4° C de muhafaza
edilmistir. Ekilen tohumlardan elde edilen bitkilerden 2016 yilinda P. nana x P.
granatum melezlemesinden 54 bitki, P. nana kendilenmesinde 50 bitki ve P.
granatum, kendilenmesinden 6 bitki kullanilirken; 2020 yilinda ise P. nana x P.
granatum melezlenemsinden 52 bitki, P. nana kendilenmesinden 44 ve P.

granatum kendilenmesinden 2 bitki boy 6l¢timiinde kullanilmustir.

Cizelge 4.1. 2014 yilinda yapilan melezleme ve kendileme ¢alismasi

Melezleme Melezlenen | Tutan %0 Hasat edilen | %

kombinasyonu / kendilenen | meyve Tutan | meyve sayis1 | Hasat
cicek sayist | sayisi (adet) edilen
(adet) (adet)

P. nana % 176 71 %40.3 66 %37.5

P.granatum

P. granatum 9 8 9%88.9 6 9%66.7

P. nana 10 8 %38.0 2 %?2.0
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4.1.2. 2015 Y1ih Bulgular

2015 yilinda +4°C’de muhafaza edilen tohumlarin perlit ortaminda viyollere
ekilmis ve sera kosullarinda bakim isleri yapilmistir.

4.1.3. 2016 Y1l Bulgular:

2016 yilinda yapilan 6l¢iimlerde P. nana x P. granatum melezlemesinde 54
bitkinin boy ortalamasi 55 cm iken ,en kisa boylu bitki 26 cm, en uzun boylu bitki
79 cm boyundadir (Cizelge 4.2). P. nana kendilemesinde 50 bitkinin boy
ortalamast 41 cm iken en kisa bitki 26 cm ve en uzun bitki 57 cm olarak
Olcililmiistiir. P. granatum kendilemesinde 6 bitkinin boy ortalamasi 37 cm iken en
kisa boylu bitki 30 cm, en uzun boylu bitki 42 cm boyundadir. Ana ebeveyn 85
cm, baba ebeveyn ise 339 cm olarak dl¢iilmiistiir.

4.1.4. 2020 Y1l Bulgulan

2020 yilinda yapilan dlgiimlerde P. nana x P. granatum melezlemesinde 52
bitkinin boy ortalamasi 184 cm iken yapilan 6l¢iimlere gore en kisa boylu bitki
129 cm, en uzun boylu bitki 250 cm boyundadir (Cizelge 4.3). P. nana
kendilemesinde 44 bitkinin boy ortalamasi 113 c¢m iken en kisa bitki 59 cm ve en
uzun bitki 154 cm olarak 6l¢iilmiistiir. P. granatum kendilemesinde 2 bitkinin boy
ortalamast 173 cm iken yapilan dlglimlere gore en kisa boylu bitki 172 cm, en
uzun boylu bitki 174 cm boyundadir. Ana ebeveyn 110 cm, baba ebeveyn ise 396
cm olarak dl¢iilmiistiir (Cizelge 4.3).

4.2. Laboratuvar Calismalarindan Elde Edilen Bulgular
4.2.1. DNA Kalitesinin ve Miktarinin Belirlenmesi

Hazir DNA ¢ikarma kiti kullanilarak %1 CTAB yontemiyle farkl tarihlerde DNA
izole edilmeye c¢alisilmis, ancak yeterli miktarda ve kalitede DNA elde
edilememistir. Kullanilan bireylerin yapraklarindan 02.03.2018 tarihinde DNA
izolasyonu yapilmis ve PCR igin yeterli miktar ve kalitedeki DNA'lar elde
edilmistir. Izole edilen DNA’larin kalitesi ve miktarlar;, Nanodrop
Spektrofotometre kullanilarak 6l¢iilmiistiir. Cihazda 260/280 nm’deki absorbans
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Cizelge 4.2. Nar melezlerinin 2016 yilindaki boy 6lgtimii

P.nanax P.nana | P.granatum Ebeveynin
2016 | P.granatum bitki | kendileme bitki | kendileme bitki bitki boyu (cm)
boyu (cm) boyu (cm) boyu (cm)
| 79 26 30 Ana: 85
5 76 27 35 Baba: 339
3 74 30 38
4 67 31 38
5 69 32 39
6 67 32 42
7 67 33
3 67 34
9 65 34
10 64 35
11 61 35
12 60 36
13 60 36
14 60 36
15 59 37
16 59 37
17 59 37
18 59 37
19 59 37
20 59 38
21 58 38
22 58 38
23 57 39
24 57 39
25 56 39
26 56 40
27 55 40
28 54 40
29 54 40
30 54 40
31 53 41
32 53 43
33 53 43




Cizelge 4.2. devam
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34 52 44
35 52 45
36 52 46
37 51 47
38 51 47
39 50 47
40 50 48
41 49 48
42 49 50
43 49 51
44 49 53
45 48 53
46 48 53
47 48 54
48 47 54
49 47 55
50 45 57
51 44
52 44
53 40
54 38

Boy Ort. 55 41 37

degerleri DNA saflik derecesini belirtmektedir. Elde edilen miktar ve kalite

dlgiimleri Sekil 4.1 ve Cizelge 4.4’te verilmistir. Izole edilen ana ebeveynin DNA
miktar1 32.0 ng/ul DNA kalitesi 1.41, baba ebeveynin DNA miktar1 34.0 ng/ul
DNA kalitesi ise 1.86 olarak olgiilmiistiir. Bodur nar kiimesini olusturan bireylerin
DNA miktarlar1 20.8 ng/pl ile 46.0 ng/pl arasinda, DNA kalitesi ise 1.39 ile 1.67
arasinda Olgllmiistiir. Normal boylu nar kiimesini olusturan bireylerin DNA
miktarlann 22.0 ng/pl ile 34.0 ng/pl arasinda, DNA kalitesi ise 1.66 ile 1.80

arasinda Ol¢ulmiistiir.
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Cizelge 4.3. Nar melezlerinin 2020 yilindaki boy dlgiimii

P. nana %

P. nana

P. granatum

. . Ebeveynin
oo, | | feene | endlene i
(cm) (cm) (cm)

1 250 59 172 Ana: 110

2 228 60 174 Baba: 396
3 226 73
4 224 78
5 223 82
6 223 84
7 222 87
8 222 87
9 222 89
10 221 93
11 216 99
12 212 101
13 211 103
14 208 103
15 208 106
16 206 109
17 204 109
18 202 110
19 197 111
20 196 111
21 193 112
22 188 113
23 186 114
24 186 116
25 185 117
26 183 118
27 183 120
28 182 122
29 178 122
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Cizelge 4.3. devam

30 177 122
31 177 126
32 177 126
33 176 129
34 175 132
35 173 134
36 169 138
37 164 140
38 164 144
39 163 146
40 163 147
41 160 150
42 155 153
43 150 153
44 148 154
45 147
46 142
47 139
48 137
49 133
50 133
51 132
52 129
Boy Ort. 184 113 173

4.2.2. RAPD analizi

120 adet 10-mer uzunlugunda RAPD primerinin 16 bireyde test edilmesiyle
toplam 491 adet bant elde edilmistir. Bu bantlarin 27 adedi polimorfik (%5.5), 464
adedi ise monomorfik (%94.5) olarak belirlenmistir. Test edilen primerlerden
OPA-10, OPB-2, OPB-3, OPD-1, OPD-17, OPH-10, OPH-20, OPM-1, OPM-20
PCR iiriinii olusturmamis ve kalan 111 primer farkli biiyiikliiklerde bant
olusturmustur (Cizelge 4.5).
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29 35 40 42 48 50

Sekil 4.1. Nar yapraklarindan elde edilen DNA bant goriintiisii

Cizelge 4.4. Nar yapraklarindan elde edilen DNA miktari

Niikleik asit
Ornek No. konsantrasyonu (260 260 nm /280 nm
nm’de ng/pl)
Bodur (P. nana kendileme)

1 31.3 1.67

2 22.4 1.65

3 24.0 1.39

4 23.0 1.46

5 29.0 1.58

6 20.8 1.56

7 46.0 1.43
Ana 32.0 1.41

Normal boylu (P. nana x P. granatum)

29 23.5 1.67

35 30.0 1.69

40 22.0 1.66

42 28.3 1.78

48 28.0 1.77

50 34.0 1.70

54 23.9 1.80
Baba 34.0 1.86
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4.2.3. Bodur ve Normal Boylu Kiimede Polimorfik Bantlarin Analizi

Bodur ve boylu kiimelerde polimorfizm gdsteren RAPD primerleri, bodur kiimeyi

olusturan 7 birey, bodur kiime, ana ebeveyn, normal boylu kiimeyi olusturan 7

birey, normal boylu kiime, baba ebeveynde ayr1 ayr test edilmis ve sadece OPM7

primeri kalic1 polimorfizm gostermistir.

Cizelge 4.5. Narda kullanilan RAPD primerleri ve elde edilen bantlar

Toplam

Primer B’az ,dizilimi bant E;)Illltnslg;?slf l]?i?}rll:iklﬁgﬁ Polimorfizm
adi 5°-3 sayist (adet) (bp) orant (%)
(adet)
OPA-1 CAGGCCCTTC |2 0 1100-600 0
OPA-2 TGCCGAGCTG |5 0 1200-600 0
OPA-3 AGTCAGCCAC |2 0 700-500 0
OPA-4 AACTGGGCTG |2 0 1000-700 0
OPA-5 AGGGGTCTTG |3 0 1100-600 0
OPA-6 GGTCCCTGAC |1 0 1300 0
OPA-7 GAAACGGGTG |5 1 900-500 20
OPA-8 GTGACGTAGG |3 1 800-450 33
OPA-9 GGGTAACGCC |2 0 1000-600 0
OPA-10 |GTGATCGCAG |- - - -
OPA-11 |CAATCGCCGT |6 0 1000-400 0
OPA-12 | TCGGCGATAG |3 0 1000-900 0
OPA-13 |CAGCACCCAC |2 0 700-450 0
OPA-14 |TCTGTGCTGG |2 1 1200-700 50
OPA-15 |TTCCGAACCC |2 0 1000-900 0
OPA-16 |AGCCAGCGAA |2 0 1300-1000 |0
OPA-17 |GACCGCTTGT |2 0 1100-700 0
OPA-18 | AGGTGACCGT |2 0 1400-1000 |0
OPA-19 |CAAACGTCGG |2 1 1100-900 50
OPA-20 |GTTGCGATCC |3 0 1300-600 0
OPB-1 GTTTCGCTCC |2 1 1500-1000 |50
OPB-2 TGATCCCTGG |- - - -
OPB-3 CATCCCCCTG |- - - -
OPB-4 GGACTGGAGT |4 1 1500-900 25
OPB-5 TGCGCCCTTC |3 1 1200-800 33
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Cizelge 4.5. devam

OPB-6 TGCTCTGCCC |5 0 1300-1000 |0
OPB-7 GGTGACGCAG |7 0 1300-500 0
OPB-8 GTCCACACGG |4 0 1500-800 0
OPB-9 TGGGGGACTC |3 1 1600-650 33
OPB-10 |CTGCTGGGAC |8 0 1100-500 0
OPB-11 |GTAGACCCGT |3 0 1300-450 0
OPB-12 |CCTTGACGCA |4 0 1300-700 0
OPB-13 | TTCCCCCGCT |2 0 1300-800 0
OPB-14 | TCCGCTCTGG |5 0 1400-700 0
OPB-15 |GGAGGGTGTT |3 0 700-450 0
OPB-16 |TTTGCCCGGA |5 0 1300-450 0
OPB-17 | AGGGAACGAG |7 0 1300-475 0
OPB-18 |CCACAGCAGT |7 0 1400-650 0
OPB-19 | ACCCCCGAAG |3 0 1200-700 0
OPB-20 |GGACCCTTAC |4 0 1100-700 0
OPC-1 TTCGAGCCAG |5 0 1300-550 0
OPC-2 GTGAGGCGTC |3 0 1200-1000 |0
OPC-3 GGGGGTCTTT |2 1 1000-800 50
OPC-4 CCGCATCTAC |5 0 1300-475 0
OPC-5 GATGACCGCC |7 0 1500-700 0
OPC-6 GAACGGACTC |8 1 1400-600 13
OPC-7 GTCCCGACGA |8 0 1400-700 0
OPC-8 TGGACCGGTG |6 0 1300-650 0
OPC-9 CTCACCGTCC |7 3 1400-600 43
OPC-10 |TGTCTGGGTG |5 0 1300-550 0
OPC-11 | AAAGCTGCGG |6 0 1300-450 0
OPC-12 | TGTCATCCCC |3 0 1100-600 0
OPC-13 | AAGCCTCGTC |3 0 1100-700 0
OPC-14 | TGCGTGCTTG |2 0 1100-800 0
OPC-15 | GACGGATCAG |8 0 1400-400 0
OPC-16 |CACACTCCAG |6 0 1300-450 0
OPC-17 | TTCCCCCCAG |1 0 900 0
OPC-18 | TGAGTGGGTG |3 0 1200-850 0
OPC-19 | GTTGCCAGCC |3 0 1300-800 0
OPC-20 |ACTTCGCCAC |6 0 1300-900 0
OPD-1 ACCGCGAAGG |- - - -




Cizelge 4.5. devam

OPD-2 GGACCCAACC |5 0 1400-1000 |0
OPD-3 GTCGCCGTCA |10 0 1500-600 0
OPD-4 TCTGGTGAGG |6 0 1400-600 0
OPD-5 TGAGCGGACA |10 0 1300-500 0
OPD-6 ACCTGAACGG |3 1 1300-1000 |33
OPD-7 TTGGCACGGG |4 1 1300-900 25
OPD-8 GTGTGCCCCA |6 0 1300-475 0
OPD-9 CTCTGGAGAC |2 0 1100-1000 |0
OPD-10 |GGTCTACACC |3 0 1200-400 0
OPD-11 |AGCGCCATTG |8 0 1300-450 0
OPD-12 |CACCGTATCC |8 4 1300-450 50
OPD-13 | GGGGTGACGA |6 0 1500-500 0
OPD-14 |CTTCCCCAAG (2 1 1300-1000 |50
OPD-15 |CATCCGTGCT |3 0 1200-900 0
OPD-16 |AGGGCGTAAG (4 1 1300-700 25
OPD-17 |TTTCCCACGG |- - - -
OPD-18 | GAGAGCCAAC |7 1 1100-600 14
OPD-19 |CTGGGGACTT |4 1 1100-400 25
OPD-20 |ACCCGGTCAC |2 0 1200-1000 |0
OPH-1 GGTCGGAGAA |3 0 1100-550 0
OPH-2 TCGGACGTGA |3 0 1100-550 0
OPH-3 AGACGTCCAC |7 0 1100-400 0
OPH-4 GGAAGTCGCC |6 0 900-400 0
OPH-5 AGTCGTCCCC |5 0 1000-400 0
OPH-6 ACGCATCGCA |8 0 1300-350 0
OPH-7 CTGCATCGTG |6 1 1100-350 17
OPH-8 GAAACACCCC |4 1 1000-350 25
OPH-9 TGTAGCTGGG |1 0 1400 0
OPH-10 |CCTACGTCAG |- - - -
OPH-11 |CTTCCGCAGT |6 0 1200-450 0
OPH-12 | ACGCGCATGT |6 0 1400-450 0
OPH-13 |GACGCCACAC |4 0 1100-475 0
OPH-14 |ACCAGGTTGG |5 0 1200-350 0
OPH-15 | AATGGCGCAG |2 0 1000-800 0
OPH-16 |TCTCAGCTGG |4 0 1300-500 0
OPH-17 |CACTCTCCTC |7 0 1300-350 0
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Cizelge 4.5. devam

OPH-18 |GAATCGGCCA |6 0 1200-450 0
OPH-19 |CTGACCAGCC |7 0 1100-400 0
OPH-20 | GGGAGACATC |- -

OPM-1 GTTGGTGGCT |- - - -
OPM-2 ACAACGCCTC |5 0 1100-650 0
OPM-3 GGGGGATGAG |5 0 1100-475 0
OPM-4 GGCGGTTGTC |4 0 900-450 0
OPM-5 GGGAACGTGT |3 0 600-400 0
OPM-6 CTGGGCAACT |3 0 1100-450 0
OPM-7 CCGTGACTCA |10 1 1200-375 10
OPM-8 TCTGTTCCCC |4 0 1100-400 0
OPM-9 GTCTTGCGGA |5 0 1000-400 0
OPM-10 | TCTGGCGCAC |7 0 1400-500 0
OPM-11 |GTCCACTGTG |4 0 1300-500 0
OPM-12 | GGGACGTTGG |4 0 900-375 0
OPM-13 | GGTGGTCAAG |5 0 800-350 0
OPM-14 | AGGGTCGTTC |5 0 800-375 0
OPM-15 |GACCTACCAC |5 0 1000-450 0
OPM-16 |GTAACCAGCC |2 0 800-400 0
OPM-17 | TCAGTCCGGG |3 0 1100-400 0
OPM-18 | CACCATCCGT |5 0 900-450 0
OPM-19 |CCTTCAGGCA |5 0 1100-375 0
OPM-20 | AGGTCTTGGG |- - - -

4.2.4. Bitki Boyuna Bagh Olan Polimorfik RAPD Primerinin Analizi

Calismada kullanilan bodur ve boylu bireyler arasindaki boy farkliligi Sekil 4.2°de
bant seviyelerine gore degerlendirilmistir (Cizelge 4.6). OPMO7 primerinde
yaklasik 650 bp biiyiikliigiindeki bant 7 bodur birey, bodur kiime, ana ebeveynde
ve normal boylu bitkilerden 29, 48, 54 numarali bireylerde gozlenmezken, baba
ebeveyn, normal boylu kiime, 35, 40, 42, 50 numarali bireylerde gbzlenmistir.
OPMO7 primeri 1200-375 bp biiyiikliigii arasinda 9 monomorfik ve 1 polimorfik
toplam 10 bant olusturmustur. Fenotipik olarak boy o6zelliklerine gore bodur ve
normal boylu olarak siniflandirilmis olan bu bireylerde gézlenen bandin boyla

ilgili oldugu ve boy ile %57 oraninda iligkili oldugu tespit edilmistir.
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Sekil 4.2. OPMO7 RAPD primerinin nar bitkilerindeki bant goriintiisii. Siitun 1-7:
No. 1-7 arasi bodur kiimeyi olusturan bireyler, 8: bodur kiime, 9: ana (P. nana),
10: M: 100 bp DNA standardi, 11: baba (P. granatum), 12: normal boylu kiime,
13: No. 29-54 aras1 normal boylu kiimeyi olusturan melez bireyler

Cizelge 4.6. OPMO07 RAPD primerinin nar bitkilerindeki bant deseni

Bireyler

Bodur Normak
1(2(3(4(5|6]|7 Kiime Ana| M |Baba B(:ylu 29|35|40(42 (48|50 (54

Kiime
1111|111 1 1 (1200 1 1 1(1]1(1]1|1]1
1|11 |1|1]1(1 1 1 |1100| 1 1 {1111 ]1]1
1111|111 1 1 | 900 1 1 1(1]1(1]1|1]1
L1111 (1 1 1 | 800 1 1 {1111 ]1]1
1111|111 1 1 | 700 1 1 1(1]1(1]1|1]1
0/0/0{0|0]|0]0 0 0 | 650 1 1 Oo(1j1(1{0(1]0
1Tj1j1(1|1y1])1 1 1 | 600 1 1 ILy1|1|11j1])1]1
1111|111 1 1 | 475 1 1 (1111|171
1111|111 1 1 | 425 1 1 ry1j1|11j1])1]1
1111|111 1 1 | 375 1 1 11111171

No. 1-7 aras1 bodur kiimeyi olusturan bireyler, bodur kiime, ana (P. nana), M: 100
bp DNA standardi, baba (P. granatum), normak boylu kiime, No. 29-54 arasi
normal boylu kiimeyi olusturan bireyler

Sekil 4.3’te OPCO01-18 primerleri kullanilarak jelin iist boliimiindeki son siitun 100
bp M DNA, diger siitunlar ikili gruplar halinde sirasiyla bodur ve normal boylu
nar kiimeleri goriilmektedir. Sekil 4.4’te OPAO8 ve Sekil 4.5’te OPC09 primerleri
kullanilarak yapilan analizde bodur kiimeyi olusturan bireyler, Bodur Kiime, Ana
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(P. nana), Baba (P. granatum), normal boylu kiime ve normal boylu kiimeyi
olusturan bireyler goriilmektedir.

OPCO1 0PCO2 OPCO3 OPCO4 OPCOS OPCO6 OPCO7 OPCOS OPCOS ™M

M OPC10 OPCil1 OPCi2 OPC13 OPC14 OPC15 OPCi6 OPC17 OPC18

Sekil 4.3. OPCO01-18 primerlerinin nar bitkilerindeki jel goriintiisii. Jelin st
boliimiindeki son siitun 100 bp M DNA, diger siitanlar ikili gruplar halinde
sirasiyla bodur ve normal boylu nar BSA kiimeleri

M 29 35 40 42 48 50 54

Sekil 4.4. OPAOS primerinin nar bitkilerindeki jel goriintiisii. 1-7: bodur kiimeyi
olusturan bireyler, M: 100 bp DNA standardi, 29-54: normal boylu kiimeyi

olusturan bireyler
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7 Bkime Ana M Baba Nkime29 35 40 42 48 50 54

Sekil 4.5. OPB09 primerinin nar bitkilerindeki jel goriintiisii. Soldan itibaren siitun
1-7: No. 1-7 bodur kiimeyi olusturan bireyler, 8: bodur kiime, 9: ana (P. nana), 10:
M: 100 bp DNA standardi, 11: baba (P. granatum), 12: normal boylu kiime, 13-19
arast No. 29-54 normal boylu kiimeyi olusturan bireyler

Molekiiler biyoloji tekniklerindeki ilerlemeler sayesinde, genetik polimorfizmi
saptamak amaciyla oldukc¢a yararli ¢cok sayida DNA belirtecleri gelistirilmistir.
Son yillarda, DNA isaretleyicileri gelistirmek i¢in en sik kullanilan molekiiler
yontem, PCR’na dayali olan RAPD’dir (Bardakci, 2001). Yapilan kaynak taramasi
sonucunda narda farkli ¢esitlerde yapilan melezleme c¢alismalarindan farkl
sonuclar elde edilmistir. Jalikop (2003), ‘Ganesh’, ‘Kabul Yellow’ dogal tip ve
‘Kabul Yellow’ rozet yaprakli mutant olmak {izere 3 nar g¢esidinde melezleme
calismalar1 yapmus, ‘Ganesh’ ¢esidinin F, bireylerinde rozet genotipinde bireylere
rastladiklarini, ‘Kabul Yellow’ ¢esidinde ise bir adet resesif mutant klon tespit
ettiklerini bildirmiglerdir. Ayrica ayni arastirmaci 2000 yilinda yaptigi ¢alismada,
‘Ganesh x ‘Nana ¢esitlerinde melezleme c¢alismalarindan normale gore daha kisa
boylu, iklim sartlarina uyum saglayan Amlidana cesidi elde etmistir. Ustiintas
(2015), Denizli'de yaptigi ¢aligmada Irganli genotipi ve ‘Hicaznar ’¢esidi arasinda
28’er cigekte yaptigi karsilikli melezleme caligmalarindan, Irliganli genotip X
‘Hicaznar’ kombinasyonunda meyve tutumu goézlemezken, ‘Hicaznar’ x Irliganh
genotipi kombinasyonunda 9 adet meyve elde etmistir. Zamani vd. (2010) Iran’da
(Malase-Tourshe-Saveh) MTS x (Narm-Daneh) ND melezlemesinden 37 adet
bitki elde etmigler. Aksoy (2017) yaptigi melezleme caligmalarinda en yiiksek
meyve tutma oranini %49.7 ile ‘Kamilbey 35” x ‘Dr. Ercan 35” kombinasyonunda,
en diigiikk meyve tutma oranim ise ‘Efenar 35’ x ‘Dr. Ercan 35’ kombinasyonunda
oldugunu bildirmistir. Bu calismada bodur (P. nana) ile normal boylu (P.
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granatum) arasinda yapilan melezleme ve kendileme ¢alismalarindan P. nana %
P. granatum melezlemelerinden 71 adet meyve, P. nana kendilemeden 8 adet
meyve, P. granatum kendileme caligmalarindan ise 8 adet meyve elde edilmistir.

Yapilan kaynak taramasi sonucunda narda bitki boyuyla ilgili pek az caligmaya
ulagilmistir. Farkli bitki tiirlerinde boy ile ilgili yapilan calismalarda farkl
belirtegler tespit edilmistir. Harel-Beja vd. (2015) narda yaptiklari meyve
ozellikleriyle ilgili QTL haritalama calismasinda bitki boyu, meyve agirligi,
meyve capi, dane agirhgr ve SCKM ile iligkili bulduklari QTL'lerin LG2
kromozomunda birbirlerine yakin olarak yerlesmis olduklarini belirlemislerdir.
Celtikte yapilan bir g¢aligmada bitki boyunun meyve oOzellikleri {izerinde
pleiotropik bir etkiye sahip oldugunu belirtilmistir. (Zhang vd., 2006; Yan vd,.
2011). Muzda yapilan bir calismada 57 normal - 59 bodur bireyde 66 RAPD
primeri test edilmig, bunlardan OPJ-04 primerinden 1.5 kb bant uzunlugunda %
28.8 oraninda boya bagli polimorfizm tespit edilmistir (Damasco vd., 1996;
Ramage vd., 2004). Yan vd. (2003) musirda bitki boyuyla ilgili yaptiklar
calismada ise 266 F, bireyde SSR ve RFLP yontemleriyle, misirda bes farkli
gelisim agamasinda bitki boyunu etkileyen 8 adet QTL tespit etmiglerdir.
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5.SONUC VE ONERILER

2014 yilinda P. nana ve P. granatum arasinda kendileme ve melezleme ¢alismalari
yapilmigtir.  Ciceklenme donemi boyunca P. nana % P. granatum
kombimasyonunda toplam 176 adet melezleme yapilmig, 66 adet meyve elde
edilmistir. P. nana kendilemesinden 2 adet ve P. granatum kendilemesinden 6
adet meyve elde edilmistir. Elde edilen meyveler tohum g¢ikarilmasi ve ekimi
islemi yapilana kadar buzdolabinda +4°C’de muhafaza edilmistir.

2016 yilinda yapilan bitki boyu Ol¢iimlerinde P. nana X P. granatum
melezlemesinde 54 bitkinin boy ortalamasi 55 c¢cm, en kisa boylu bitki 26 cm, en
uzun boylu bitki 79 cm olarak 6l¢iilmiistiir. P. nana kendilemesinde 50 bitkinin
boy ortalamasi 41 cm, en kisa boylu bitki 26 cm, en uzun boylu bitki 57 cm olarak
Olcililmiistiir. P. granatum kendilemesinde 6 bitkinin boy ortalamasi 37 cm, en kisa
boylu bitki 30 cm, en uzun boylu bitki 42 cm olarak dl¢iilmiistiir. Ana ebeveyn 85

cm, baba ebeveyn ise 339 cm olarak dl¢iilmiistiir.

2020 yilinda yapilan 6l¢iimlerde ise; P. nana X P. granatum melezlemesinde 52
bitkinin boy ortalamas1 184 cm, en kisa boylu bitki 129 cm, en uzun boylu bitki
250 cm boyundadir. P. nana kendilemesinde 44 bitkinin boy ortalamasi 113 cm,
en kisa bitki 59 cm, en uzun bitki 154 cm olarak ol¢iilmiistiir. P. granatum
kendilemesinde 2 bitkinin boy ortalamasi 173 cm, en kisa boylu bitki 172 cm, en
uzun boylu bitki 174 cm olarak 6l¢iilmiistiir. Ana ebeveyn 110 cm, baba ebeveyn
ise 396 cm olarak Sl¢iilmiistiir.

Calismada kullanilan nar bitkilerinin yapraklarindan DNA izolasyonu i¢cin CTAB
(%2) yontemi kullanilmustir. izole edilen ana ebeveynin DNA miktar1 32.0 ng/ul
DNA kalitesi 1.41, baba ebeveynin DNA miktar1 34.0 ng/ul DNA Kkalitesi ise 1.86
olarak olgiilmiistiir. Bodur kiimeyi olusturan bireylerin DNA miktarlar1 20.8 ng/ul
ile 46.0 ng/pl arasinda, DNA kalitesi ise 1.39 ile 1.67 arasinda ol¢iilmiistiir. Boylu
kiimeyi olusturan bireylerin DNA miktarlar1 22.0 ng/ul ile 34.0 ng/ul arasinda,
DNA kalitesi ise 1.66 ile 1.80 arasinda 6l¢iilmiistiir. 120 adet 10-mer uzunlugunda
RAPD primerinin 16 bireyde test edilmesiyle toplam 491 adet bant elde edilmistir.
Bu bantlarin 27 adedi polimorfik (%5.5), 464 adedi ise monomorfik (%94.5)
olarak belirlenmistir.



44

Bu calismada P. nana x P. granatum bitkilerinde yapilan melezleme caligmalari
sonucu elde edilen bireyler arasindan segilen 14 adet F; bitkisinde BSA
kullanilarak, RAPD yonteminden yararlanilarak OPMO7 primerinden 650 bp
biiyiikliiglinde boyla %57 iliskili belirteg (OPM07-650) tespit edilmistir. RAPD ve
diger molekiiler belirte¢ yontemlerinden yararlanilip daha fazla belirteg bulunarak
nar genomu lzerinde bitki boyu ile iliskili yerlerin haritalanmasi calismalari
yapilabilecektir.

Molekiiler belirteglerin kullanimi, uzun siiren bitki 1slah c¢alismalarindan daha
cabuk, etkili ve giivenilir sonuglar alinabilmesi agisindan 6nem kazanmaktadir. Bu
calisma, ileride yapilacak c¢aligmalarda RAPD veya diger molekiiler belirteg
sistemleri kullanilarak boy ve diger morfolojik 6zellikler ile iliskili daha yiiksek
saytda  molekiiler  belirtecin  belirlenmesinde = ve  genom  iizerinde
haritalandirilmasinda yararl olabilecektir.
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