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Bu arastirmada farkli kabak genotiplerinde
calisabilecek  SSR  primer kombinasyonlarini

belirlemek amac¢lanmistir. Calismada agronomik
ozellikler bakimindan segilen 47 c¢erezlik kabak
genotipinde daha 6nce cesitli kabakgil tiirlerinde
gelistirilen toplam 79 SSR primer kombinasyonu test
edilmistir. Farkli genotiplerin DNA’larinin
karistirilmasiyla elde edilen DNA, biitiin primerlerle
test edilmistir. Biitiin primerlerden 16 adedinin
glvenilir bant verdigi belirlenmistir. Bu ¢alismadan
elde edilen bulgular basarili bulunan primerlerin
iliski haritalamasi, safiyet testlemesi ve yeni markir
gelistirme ¢alismalarinda kullanilabilecegini
gOstermistir.

Anahtar kelimeler: Cerezlik kabak, SSR, molekiiler
karakterizasyon

SSR marker analysis at some seed pumkin lines

Abstract

In this study, it was aimed to determine usufull SSR
primer combinations at different seed pumkin
genotypes. It was tested total 79 SSR primer
combinations which developed for cucurbitacia
species by some researches with provious studies
using 47 seed pumkin genotypes selected as
agronomic features. Firstly, all primer pairs were
tested using mixed DNA of all genotypes and
determined 16 primer pairs as reliable and usufull.
Obtained results showed from this study that this
markers can use for linkage mapping, seed purity
testing and new marker development.
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Giris

Kabak, Cucurbitaceae ailesinin Cucurbita cinsi
icerisinde bulunan Onemli sebzelerinden birisidir.
Kabakgiller familyasindaki sebzelerin yetistiriciligi,
iilkemizdeki kosullarin elverisli olmasi dolayisiyla
yaygin olarak yapilmaktadir. Tiirkiye’de 2015 yih
verilerine gore toplam 354.535 ton’luk kabak liretimi
yapilmaktadir. (TUIK, 2015). Ulkemizde cekirdek
kabag1 yetistiriciligi, Nevsehir, Aksaray ve Kayseri
illerinde; Ankara’'nin Polath ilgesi civarinda ve
Trakya’da yogunlasmistir.

Olgunlasmamis ve olgunlasmis kabak meyveleri
insan beslenmesinde kullanilmaktadir. Bunun
yaninda kabak tohumlar1 gida ve ila¢ sanayinde
degerlendirilmekte (Robinson ve Decker-Walters,
1997) ve besleyici degeri yiiksek oldugu i¢in cerezlik
olarak faydalanilmaktadir. Kabak ¢ekirdekleri,
protein depolayan  bitkilerin en onemli
temsilcilerinden biridir (Blagrove ve Lilley, 1980;
Marcone, 1999). Doymamis yag asitlerinden Oleik ve
Linoleik asit bakimindan zengindirler ve kolesterol
digiirtici  etkisi bulunan Squalene maddesi
icermektedirler (Ermis, 2010).

Bitkiler iizerinde gesitli molekiiler markir yontemleri
kullanilarak genetik cesitlilik ¢alismalari
yapilabilmektedir. Molekiiler markirlardan biri olan
SSR, 1-6 baz uzunlugunda kisa tekrar dizileridir ve
“mikrosatellit” olarak adlandirihirlar. Son yillarda

yaygin  bir sekilde SSR  markdér teknigi
kullanilmaktadir.  Ardistk  SSR  tekrarlarinin
sayisindaki ~ farklihk  farkli  uzunlukta DNA

pargalarinin olusmasina neden olmaktadir. Primer
olarak SSR’lar1 cevreleyen korunmus DNA dizileri
kullanilarak bir lokustaki farkl alleller
belirlenebilmektedir. Bitkilerde olduk¢a fazla bilgi
veren SSR, giivenilir, polimorfizm oram yiiksek,
kodominant ve tekrarlanabilirligi ¢cok yiliksek bir
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markor yontemidir. Bu teknigin en Onemli
dezavantaji1 yeni markor gelistirilmesinin zorlugudur
(Yildirinm ve Kandemir 2001). SSR markirlar bitki
tiirlerinde populasyon analizleri, genetik haritalarin
olusturulmasi, markor yardimiyla seleksiyon
amaciyla kullanilmaktadir (Gupta ve Varshney,
2000). SSR teknigi ayn1 zamanda tiir karmasasinin
oldugu durumlarda da  kullanilabilmektedir
(Nimmakayala ve ark., 2009). Cucurbita cinsi bitkileri
lizerinde SSR teknigi ile yapilan genetik cesitlilik
¢alismalar1 bulunmaktadir (Gong ve ark., 2012; Katzir
ve ark. 2000, 2002; Paris ve ark., 2003, 2004). Bu
¢alismanin amacy; farkl cerezlik  kabak
genotiplerinde calisabilecek SSR primer
kombinasyonlarini belirlemektir.

Materyal ve Yontem

Calismada bitkisel materyal olarak Kayseri ilinden
bitkisel ve meyve 6zellikleri dikkate alinarak secilen
toplam 47 adet kabak genotipi kullanilmistir. Her
genotipten aliman 10‘ar tohum 3:1 torfiperlit
ortaminda c¢imlendirilmis ve iki yaprakli asamaya
geldiginde seraya transfer edilmistir.

DNA izolasyonu:

Serada 47 biber genotipi ekilmis ve her genotipten
taze yaprak ornekleri DNA ekstraksiyonu igin
liyofilize edilmistir. Toplam genomik DNA, Doyle ve
Doyle (1990) protokoliine gore elde edilmistir. izole
edilen DNA’larin miktar ve Kkaliteleri, 1.5 ul DNA
ornegi kullanilarak spektrofotometre (Nanodrop ND-
100) ile ol¢lilmiis ve c¢alismaya uygun olduklar
gorilmistiir. 47 genotipin her birinden esit miktarda
karistirilarak bulk DNA elde edilmistir.

PCR asamasi

PCR reaksiyonu i¢in hacim 15 pl olarak
hazirlanmistir: 7.15 ml distile su, 1.5 ml 10 x DNA
polymerase buffer, 1.2 ml dNTPs (2.5 mM each), 1 ml
primer (5 mM), 0.15 ml Taq Polymerase (10 u/ ml) ve
20 ng bulk DNA. Hazirlanan PCR karisimi 79 ISSR
primeri kullanilarak analiz edilmistir. Bio-Rad C1000
Thermal Cycler PCR cihazina yerlestirilip 95°C’ de 5
dakika siireyle bir denatiirasyon yapildiktan sonra 45
dongii olacak sekilde 95°C’ de 1 dakika, 55°C’ de 30
saniye, 72°C’ de 1 dakika tutulmustur. Son olarak PCR
karisimi  72°C’ de 6 dakika tutularak markor
¢ogaltilmistir.

Jel Goriintilleme ve Sonuclarin Degerlendirilmesi

PCR iriinleri agaroz ve akrilamid jelde ayr1 ayri
kosturularak goériintiillenmistir. Bu amagla ilk olarak

%2.5 ’lik agaroz jel hazirlanmistir. PCR
reaksiyonlarindan elde edilen iirtinler 100 bp plus
DNA biyiikliik markoériiyle birlikte agaroz jelde ve
TBE tampon soliisyonu igerisinde elektroforez
yontemiyle ayristirllmistir. Daha sonra ethidium
bromide ile boyanip, jel goriintiilleme sisteminde
ultraviyole 151k altinda goriintiilenmistir. Akrilamid
jelde yiiriitmek icin ise PCR friinleri Li-Cor jel
sisteminde goriintiillenmistir. PCR triinleri %6.5’Tuk
poliakrilamid jelde kosturulmustur. Jel
hazirlandiktan sonra 2 saat polimerizasyonu
beklenmistir. Polimerizasyon tamamlandiktan sonra
Li-Cor DNA Analyzer 4300 cihazinda formamid
ylukleme tamponuile 1000V, 35 mA, 25 W 45°C’de 15
dk. 6n 1sitma yapilmistir. Amplifikasyon iiriinii iceren
her bir tiipilin icerisine formamid yiikleme soliisyonu
eklenmis ve 6rnekler PCR’da 95°C de 5 dk. denatiire
edilmistir. Denatlirasyon islemi tamamlandiktan
sonra Ornekler buz icerisine alinmis ve her bir
ornekten 1.0 pl poliakrilamid jele ytiklenmistir.

Elektroforez ve goriintileme islemleri sonucunda
elde edilen goriintiiler incelenmistir. Giivenilir bant
verdigi belirlenen primerler kaydedilmistir.

Bulgular ve Tartisma

izole edilen DNA’larin miktar ve kaliteleri, 1.5 ul DNA
ornegi kullanilarak spektrofotometre (Nanodrop ND-
100) ile dl¢lilmiistiir (Cizelge 1). 79 primer ile yapilan
primer testi sonuclarina gore giivenilir bant verdigi
tespit edilen 16 primer belirlenmistir (Cizelge 2). SSR
analizi i¢cin Danin-Poleg (2001) gelistirdigi
primerlerden 5 adedi, Watcharawongpoiboon ve
Chungwongse (2008) gelistirdigi 8 primer ve Jarret
ve ark. (1997) nin gelistirdigi primerden 3 adedi
olmak tizere toplam gelistirilen SSR primerlerinden
16 tanesinin  kullanilabilecegi  belirlenmistir.
Calismada kullanilan primerlerin 6zellikleri Tablo
2’de verilmistir.

Kabakta ve diger Cucurbitaceae tiirlerinde SSR
markorlerinin kullanildig: farkli calismalarda bu say1
ile uyumlu degerler bulunmaktadir. Tzitzikas ve ark.
(2009), az sayida SSR primer kullanilmasi
durumunda bile test edilen genotipleri birbirinden
ayirabilecegini bildirmislerdir. Staub ve ark. (2000)
46 genotip arasindaki genetik cesitliligi 17 primerle
arastirmislardir. Lopez-Sesé ve ark. (2002) 15 adet
Ispanyol kavun genotipinde 12 primer, Paris ve ark.
(2003) 45 adet kabak genotipinde 7 primer, 22 farkl
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Cucumis genotipinde Zhuang ve ark. (2004) 15
primer, Szab6é ve ark. (2005) 47 Macar kavun
genotipinde 20 primer kullanarak g¢alismalarini
yapmuslardir. Farkli Cucurbitaceae tiirlerinde yapilan
bu molekiiler karakterizasyon c¢alismalarinda

Cizelge 1. DNA miktar1 ve kalite 6l¢timleri

belirledigimiz primer sayisina (16 adet) benzer
sayida SSR primerlerinin kullanildigr ve basarili
sonuglar alindig1 bildirilmistir. Bu ¢calisma sonucunda
basarili bulunan primerler, iligki haritalamas, safiyet
testlemesi ve yeni markir gelistirme calismalarinda
kullanilabilecektir.

DNA DNA DNA DNA

DNA DNA DNA DNA

Genotip Miktar1 Genotip Miktar1 Genotip Miktar1 Genotip Miktar1

Kalitesi Kalitesi Kalitesi Kalitesi

(ng/ul) (ng/ul) (ng/ul) (ng/ul)
1 161.3 2.01 13 80.6 2.04 25 429.7 2.05 37 162.4 1.75
2 1197.1 2.08 14 66.4 2.01 26 138.7 1.93 38 105 1.82
3 88.6 2.04 15 135.4 2.01 27 25.1 2.09 39 550 2.07
4 213.8 1.95 16 318.2 2.1 28 19.3 2.04 40 322.2 2.01
5 148.7 1.96 17 452.7 2.02 29 395 1.95 41 15.8 2.05
6 317.9 1.94 18 240.3 2.08 30 53.9 2.08 42 61.3 1.63
7 24.2 1.95 19 396.4 2.05 31 54.7 2.15 43 22.5 2.05
8 156.4 2.01 20 622.3 2.08 32 52.8 1.97 44 17.6 2.02
9 401.8 2.02 21 104.2 2.0 33 33.3 1.99 45 110.1 2.06
10 367.1 2.02 22 19.3 191 34 299.2 2.08 46 19.3 1.97
11 98.1 1.74 23 128.1 1.82 35 219.7 191 47 21.5 2.05

12 496.4 1.95 24 178.4 1.86 36 139.8 1.95
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Cizelge 2: Calisan SSR primerlerinin sekans bilgileri

Yapisma
Sekans Adi Bant B
Primer Sekansi (5'-3") Kaynak o Sicakhg

(F: ileri; R: geri) Buyuklugu o
CSTCC813F-700 GTTGTGCTCCCCAATAGTTG

1 Danin- Poleg, 2001 205 55
CSTCC813R-700 CACCACTTCTTCCACCGAA
CSJCT14F-800 TTCCACGTTACATTGGACGA Watcharawongpoiboon ve

2 190 55
CSJCT14R-800 AGAATTCATGGCCTGCAGAT Chungwongse, 2008
CSCCT571F-800 CCTTTCTGCTGTTTCTTCTTC

3 Danin- Poleg, 2001 220 53
CSCCT571R-800 GAAGGAAGGAGTGAGGGGAAG
CS]CT 191F-800 ACAATGGCAGGTCAATTAGC Watcharawongpoiboon ve 5 5

4 20 3
CSJCT 191R-800 CCTTGGGTTGTATCGAAGAC Chungwongse, 2008
CSTAO050F-800 GAATTATGCAGATGGGTCTT

5 Danin- Poleg, 2001 146 52
CSTA050R-800 CAAGAAGATCAAATGATAGC
CSJCT 216F-800 CAGTAGGAGGAAGTGGGTTC Watcharawongpoiboon ve ;

6 270 4
CSJCT 216R-800 CTTACTCCAACCAACCCAAC Chungwongse, 2008
CMCTT144F-700 CAAAAGGTTTCGATTGGTGGG

7 Danin- Poleg, 2001 146 56
CMCTT144R-700 AAATGGTGGGGGTTGAATAGG
CMTC51F-700 ATTGGGGTTTCTTTGAGGTGA

8 Danin- Poleg, 2001 205 55
CMTC51R-700 CCATGTCTAAAAACTCATGTGG
CSJCT 71F-800 AATTCCATGGACATCCAGCCGAAG Watcharawongpoiboon ve

9 245 54
CSJCT 71R-800 CAGTGAAAGGCACTAAAGCGGAAG Chungwongse, 2008
CSJCT 252F-800 GATGGTGGAGATGGAATTGGGACT Watcharawongpoiboon ve ;

10 300 3
CSJCT 252R-800 TTAGAGCTGGAACTCTCCGCAAC Chungwongse, 2008
CL.1-06F-800 CACCCTCCTCCAGTTGTCATTCG

11 Jarret ve Ark., 1997 155 53
CL.1-06R-800 AAGGTCAGCAAAGCGGCATAGG
CI.1-120F-800 CGCGCGTGAGGACCCTATA

12 Jarret ve Ark., 1997 190 53
CL.1-120R-800 AGCAATTGATTGAGGCGGTTCT
CSJCT 656F-800 TCCTACAACTCAAAGGGCCAAC Watcharawongpoiboon ve

13 200 52
CSJCT 656R-800 GAAGTGGAGTGGAGTGGAGTGA Chungwongse, 2008
CL.2-23F-800 GAGGCGGAGGAGTTGAGAG

14 Jarret ve Ark., 1997 210 56
CL.2-23R-800 ACAAAACAACGAAACCCATAGC

s CSJCT 662F-800 ACGTCGTAAAACCATCGGAGTC Watcharawongpoiboon ve o5 o
CSJCT 662R-800 GCTTCCAAGCGTCAAAGGTATC Chungwongse, 2008

1 CSJCT 664F-800 AAGTGGGCTCGATTGGAAGA Watcharawongpoiboon ve 155 53

6

CSJCT 664R-800 CCGTCGCCTTTCTCAAGTTC Chungwongse, 2008
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Sonug ve Oneriler

Bu ¢alisma sonucunda basarili bulunan primerler,
iliski haritalamasi, safiyet testlemesi ve yeni markir
gelistirme calismalarinda kullanilabilecektir.
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