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Cucurbitaceae family, contain lots of important species in terms of worldwide nutritional and
economical value. Despite the molecular genetic researches conducted in recent years, genome data
is quite limited for C. pepo which is agriculturally important. The main motivation of this work is to
develop new and numerous SSR markers (Simple Sequence Repetitions) that is unique to Cucurbita
genome which has extremely small number of genome-specific markers. The reference genome was
scanned with bioinformatic tools in terms of repetitive motifs and 76744 genome-specific SSR loci
were found. In this scope, 52303 SSR markers were developed for the first time by containing 20
chromosomes in C. pepo L. genotype and the data that belongs to the developed markers is saved in
a database. The majority of the most common SSR motifs were detected as di-nucleotide repeats
which was rich in terms of AT/AT. To evaluate the amplification efficiency and polymorphic band
producing capability of newly developed SSR markers, a collection which contains 39 Cucurbita
pepo L. genotypes is characterized and the SSR alleles are scored as 0/1, so that the data file was
subjected to the analysis of genetic diversity in DARwin6 software program. The results of this study
were evaluated as obtaining important molecular genetic markers of the pumpkin and using them in
the future studies of molecular breeding and mapping to obtain important information.
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Cerezlik Kabak (Cucurbita pepo L.) popiilasyonlarinda yeni SSR markorlerinin
gelistirilmesi ile genetik cesitlilik analizi
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Cucurbitaceae familyasi, diinya ¢apinda ekonomik deger ve besin degeri agisindan 6nemli bir¢ok tiirii
icerir. Son yillarda yapilan molekiiler genetik arastirmalara ragmen tarimsal oneme sahip kabak
Cucurbita pepo L. tiirii ile ilgili genom bilgisi oldukg¢a siirlidir. Bu ¢aligmanin esas amaci, genom
spesifik markor sayisi son derece az olan kabak genomuna 6zgiin yeni ve ¢ok sayida SSR
markorlerinin (Basit Dizi Tekrarlar1) gelistirilmesidir. Kabak referans genomu tekrar motifleri
acisindan biyoinformatik araglar ile taranmig ve kabak genomuna spesifik toplam 76744 adet aday
SSR lokusu bulunmustur. Calisma kapsaminda ilk kez gerezlik kabak kromozomlarini kapsayacak
sekilde toplam 52303 adet SSR markorii gelistirilmis ve iretilen markorlere ait bilgiler veri
tabanlarma yiiklenmistir. Bu calismada, en fazla rastlanan SSR motiflerinin ¢ogunlugu AT/AT
bakimindan zengin olan di-niikleotit tekrarlari olarak tespit edilmistir. Gelistirilen yeni SSR
markorlerin amplifikasyon durumu ve polimorfik bant iiretme giiciinii test etmek amaci ile 39 adet
cerezlik kabak (Cucurbita pepo L.) genotipinden olusan bir koleksiyon karakterize edilmis ve SSR
alelleri, var/yok (1/0) seklinde skorlanmis olup veri dosyast DARwin6 programinda genetik ¢esitlilik
analizlerine tabi tutulmustur. Calisma sonuglar ile, kabak genomigine 6nemli molekiiler genetik
markdrler kazandirilarak ilerde yapilacak molekiiler 1slah ve haritalama g¢aligmalari i¢in Snemli
bilgiler kazandirilabilecegi distiniilmektedir.
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Giris

Cucurbita cinsi (2n=2x=40) en eski yetistirilen bitki
tirlerinden bazilarimi igerir (Smith, 1997; Piperno ve
Stothert, 2003). Kuzey Amerika’da yerli, giiney
Amerika’da ve kuzeydogu Meksika’da yabani olarak
bliylidiigii goriilmiistiir (Bailey, 1943; Andres, 1987). En
fazla kiiltlirli yapilan tiirler arasinda Cucurbita cinsi iginde
bulunan yazlik kabaklar (Cucurbita pepo L.), kislik kestane
kabaklar1 (Cucurbita maxima Duch.) ve bal kabaklari
(Cucurbita moschata Pour.)’dir (Paris, 2001). Bugiin,
bunlardan ii¢ii, C. pepo L., C. moschata Duch. ve C.
maxima Duch., diinya ¢apinda ekonomik agidan 6nemli
bitki tiirleridir (Robinson ve Decker Walters, 1997).

Cerezlik kabaklar, genelde Cucurbita pepo L. tiiriine
girmektedir. Cucurbita pepo L. tiiriine ait yazlik kabaklar
3 alt simifa ayrilmaktadir. Cucurbita pepo L. ssp. pepo
yemeklik, cerezlik ve siis bitkisi olarak kullanilan kabaklar
krem, sar1 yuvarlak veya uzun meyveli, diiz veya sigilli
kabuk yiizeyine sahip; ikinci olarak Cucurbita pepo L. spp.
ovifera, yaglik ve yemeklik olarak kullanilan kabaklar oval
ve armut seklinde meyvelere sahip; son olarak Cucurbita
pepo L. ssp fraternaise, kuzeydogu Meksika’da yetisen
yabani tipteki kabaklar1 temsil etmektedir (Ferriol, 2000).
Cucurbita tohumlar1, bulundurdugu besin miktarlart
bakimindan Mg, Mn ve P acisindan zengin; Fe, Cu,
protein, tekli doymamis yag ve ¢inko acisindan ise iyi bir
tohumdur. Cerezlik kabak, uzun siiredir sadece yiyecek
icin degil, aym1 zamanda Onemli tibbi &zellikleri
olmasindan dolay1 yetistirilmistir ( Lazos, 1986; Isutsa ve
Mallowa, 2013). Kabak ¢ekirdegi icerisinde bulunan bol
miktarda lif sayesinde kan sekerinin daha dengeli
yiikselmesini sagladigi, kabizlik, osteoporoz hastaliginin
tedavisinde ve bazi kanser tiirlerinin énlenmesinde etkili
oldugu belirlenmistir (Ermis, 2010).

Tiirkiye, ¢ok sayida sebze tiirliniin tiretilmesine imkan
veren ekolojik kosullara sahiptir. Ulkemizde &nceki
yillarda belirlenen istatistiklerde gerezlik kabak {iriinii igin
iretim miktarina rastlanmazken, 2004 yilindan sonra
iretim miktarlar1 hesaplanmaya baslanmistir. Cerezlik
kabak iiretimimizin 2004 yilindan itibaren 10.500 ton
civarinda oldugu belirtilmektedir (Sunulu ve Yagcioglu,
2014). 2014 yili verilerine bakildiginda cerezlik kabak
iretim miktarimiz toplam 469.306 dekar alanda 31.604 ton
olmustur. Son istatistiklere dayanan FAO verilerine gore,
diinya kabak iiretiminde; ilk siralarda Cin, Hindistan ve
Rusya iilkeleri yer alirken, Tiirkiye bu siralamayi liretim
miktarini arttirarak 580.624 ton ile 9. sirada yer alarak
takip etmektedir (FAO, 2017).

Ulkemizde son zamanlarda cerezlik kabaklarimin
dretiminin artmasmmin nedenleri arasinda, diger kabak
tirlerinin yetistiriciliginden daha karli olmasi nedeniyle
ekonomik avantajlar saglamakta, kira¢c kosullarda dahi
yetistiriciliginin yapilabilmesi, 28 yemeklik kabak tiiriine
kiyasla daha az su, giibre, ilag tiikketiminin olmasi, ekim,
giibreleme, capalama ve cekirdek ayriminin makine ile
yapilabilmesiyle nedeniyle is¢ilik masraflarinin daha az
olmasi, depolama Omriiniin uzun olmas: ve pazarlama
konusundaki triinler arasinda en sorunsuz olmasi olarak
siralanabilir (Yanmaz ve Diizeltir, 2003). Son zamanlarda en
onemli sorunlardan biri ise, cerezlik kabak iiretiminde
kargilagilan c¢esit sorunudur. Bu nedenle bdlgelere gore
uygun, ¢cekirdek verimi ve kalite yoniinden yiiksek ¢esitlerin

gelistirilerek iireten kisilere verilmesi
(Yanmaz ve Diizeltir, 2003; Diizeltir, 2004).

Giinlimiizde  kullanilmakta olan  biyoteknolojik
uygulamalar sayesinde bitki 1slahinda gelismeler
saglanmistir.  Genetik iligkilerin  degerlendirilmesine
yonelik yapilan g¢esitlilik ¢aligmalarinda farkli DNA
markdér  veya  markdrleri  basarili  bir  sekilde
kullanilmaktadir. Bu markérlerden biri olan SSR
markorler, ilk olarak (Litt ve Luty, 1989) tarafindan
insanlarda bulunduktan sonra hizli bir sekilde diger canl
organizmalarda da kullanilmaya baglanmistir. SSR
markorleri, DNA dizilerinde tekrar edilen kisa (1-6 bg) ve
ardigik tekrarlanan dizilerden olusur. Bu markorlerde
gozlenen  polimorfizmler, DNA  replikasyonunda
polimeraz iplik kaymasinin veya rekombinasyon
hatalarinin neden oldugu motif tekrarlarinin sayisindaki
farkliliklarin bir sonucudur (Vieira ve ark., 2016). SSR
markorler, az DNA gerektirmesi, kodominant (esbaskin)
ve kararlt markdr sistemi olmasi, genomda bol ve daginik
bulunmasi, tekrarlanabilir ve otomasyona uygun olmasi,
yiiksek polimorfizm barindirmasi gibi bilgilendirici bir
markor sistemi olusundan dolayi popiilasyon genetigi ve
gen haritalama caligmalarinda etkin olarak
kullanilabilmektedir (Powell ve ark., 1996).

Kabak (Cucurbita spp.) tiirlerinin tarimsal ve biyolojik
Oonemi olmasina ragmen, yapilan molekiiler ¢aligmalarin
cogu simdiye kadar ¢ok smirli kalmistir. Daha Once
literatiirlerde, Gonzalez ve ark. (2012) tarafindan, kabak
BAC klonlar1 kullanilmis ve 7198 adet mikrosatellit
tanimlanmistir. Molekiiler anlamda yapilan ilk ¢alisma ise,
Brown ve Myers (2002) tarafindan Cucurbita genomunda
28 adet baglanti grubunda 148 adet RAPD (Rastgele
cogaltilmig polimorfik DNA) markdrlerinin
kullanilmasiyla haritalama ¢aligsmalart baglamis olup, daha
sonrasinda ¢aligmalar AFLP (Cogaltilmig Parca Uzunluk
Polimorfizm) ve SSR markorler gelistirilerek devam
etmistir (Zraidi ve Lelley, 2004) Son zamanlarda, bircok
molekiiler ¢aligma ile, kabakta 1.935 adet (Blanca ve ark.,
2011), hiyarda 101.155 adet (Liu ve ark., 2015), biberde
78.389 adet SSR markérii (Uncu A.T, 2018) basarilt bir
sekilde tanimlanarak haritalama g¢aligmalarina ve markor
destekli 1slaha 6nemli katkilar saglayacagi belirtilmistir.

Kabak genomunun DNA verisi dizilenerek, 263 Mb
gibi biiyiik bir kismin1 kapsayacak sekilde olusturulan bir
referans genomu gelistirilmistir (Blanca ve ark., 2011).
Yapilan bu ¢alismayla yeterli referans bilgisine ulagilmaya
baslanmstir. Son zamanlarda (Montero Pau ve ark., 2018)
tarafindan, NCBI veri tabaninda (NCBI, 2019) Illumina
HiSeq yeni nesil sekanslama cihazi ile yapilmis olan
calismada 263 Mb biiylikliigiinde, 34.240 gen modeline
sahip Cucurbita pepo L. tiiriine ait ilk genom dizisi NCBI
veri bankasinda yaymlanmistir (NCBI accession number:
PRINA386743). Glinlimiizde, cevrimi¢i olarak bilimsel
calismalarda kullanilabilen Cucurbit Genomics Database
(CGD, 2019) ve CucurbiGene (CUCURBIGENE, 2019)
iki genom kaynag1 daha mevcuttur.

Bu ¢alismanin amaci, genoma spesifik markor sayisi son
derece az olan kabak genomuna 6zgiin yeni ve ¢ok sayida
SSR markoériiniin  gelistirilmesidir. Gelistirilen yeni SSR
markorlerin amplifikasyon durumu ve polimorfik bant
tiretme giiciinii test etmek amaci ile 39 adet gerezlik kabak

gerekmektedir
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(Cucurbita pepo L.) genotipinden olusan bir koleksiyon
karakterize edilmigtir. Gelistirilen markdrlerin
amplifikasyon verimliligi dogrulanarak test edilmis olup,
molekiiler genetik ¢esitliligi tayin etmek icin kullanilmustr.
Bu caligma, molekiiler bitki 1slahinda cerezlik kabakta
iireme siirecini hizlandirirken ayni1 zamanda yiiksek kalitede
istiin cesitler elde etmek igin ileride yapilacak genomik
¢aligmalar igin de yol gosterici niteliktedir.

Materyal ve Yontem

Bu calismada, gerezlik kabak tiiriine ait yapraklar,
Selcuk Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bahge Bitkileri
boliimiinden temin edilmistir. Tiirkiye nin Dogu Ege ve i¢
Anadolu bolgelerinden elde edilmis belirli koleksiyona ait
39 adet gerezlik kabak (C.pepo) genotiplerine ait yerel
cesitler (18 adet), 1slah materyali (20 adet) olarak
kullanilan RIL (Rekombinant Saf Hat) popiilasyonuna
sahip c¢esitler ve yabanci ¢esit (1 adet) olmak iizere ii¢
popiilasyondan yapraklar kullanilmigtir. Serada ekimi
yapilmis ¢erezlik kabak yapraklarindan 6rnekler alinarak
laboratuvara getirilmis ve DNA izolasyonu yapilincaya
kadar -80°C’de derin dondurucuda muhafaza edilmistir.
Asagida calismada kullanilan g¢erezlik kabak genotipleri
Cizelge 1’de sirasi ile verilmistir.

DNA Izolasyonu

Cerezlik kabak genotiplerinden alinan taze yaprak
ornekleri sivi azot ile homojenize haline getirilerek 2 ml’lik
eppendorf  tiipler igerisine  konulmustur. DNA
ekstraksiyonu ile, NucleoSpin® Plant II (Midi Macherey-
Nagel Duren, Germany) kiti kullanilarak her bir genotipten
yeterli ve esit miktarda DNA elde edilmistir. izole edilen
DNA’dan 1,5 ul DNA oOrnegi ile spektrofotometre
(NanoDrop ND 1000, Thermo Co.) cihazi kullanilarak
260/280 nm dalga boyunda &lgtimler yapilmistir. Cerezlik
kabak genotiplerine ait DNA o6rnekleri, agaroz jelde 5 pul
EtBr (Etidyum Bromid) / 100 ml saf su i¢inde 20 dakika
siireyle karistirict iizerinde boyanmis ve agaroz jele

yiiklenmistir. Boyama  igleminin  ardindan jeller
gorlintiileme sistemi ile Ultraviyole (UV) 151k altinda
gorilintiilenmistir.

SSR Markor Analizi ve Primer Tasarimi

SSR  markorlerinin - gelistirilmesi igin  NCBI veri
tabanindan 20 kromozoma dagilmis sekilde 263 Mb genom
bliylikligiindeki kabak referans genomu kullanilmistir
(Montero Pau ve ark., 2018). Kabak genomuna ait
kromozomlarda bulunan DNA dizilerine ait veriler tek tek
FASTA  formatinda indirilerek SSR  markdrler
belirlenmistir. SSR markorlerine ait tekrarlanan motifler,
cerezlik kabak genomu iginde diniikleotid (DNR) >6,
triniikleotidden heksaniikleotit’e (TNR, TTNR, PNR ve
HNR) >5 ve iki SSR arasinda 500 bp arasindaki mesafe
olacak sekilde parametreleri uygulanarak Perl script
programi MISA (Mikrosatellit Tanimlama Programi) ile in
silico olarak analizler yapilmistir.

SSR lokuslarini amplifiye etmek ve giivenilir primerlerin
tasarimi i¢in, ileri ve geri primer ¢iftleri i¢in sicakligi (Tm),
PCR iiriiniiniin bityiikliigii, GC igerigi ve primerlerin boyutu
gibi parametreler dikkate alinarak Primer3 v. 0.4.0 programi
(Rozen ve Skaletsky 1997) ile primerler tasarlanmistir. SSR
sekanslarina uygun primerler tasarlamak igin, her bir dizi
icin, bulunan tekrarlarin bir listesi olusturulmustur. Girig
dosyasi birlestirilmis okumalar icerebileceginden, iist {iste
cakisan tekrarlar atilmistir. Uretilen tekrarlar listesine ve
kullanic1 tarafindan segilen giris parametrelerine gore
Primer3 dosyalar1 olusturulup islenmistir. Primer3 v. 0.4.0
programinda Sequence Template boliimii kullanilarak her
bir gelistirilen SSR markérii igin baslangi¢ ve bitis yerleri
belirlenmistir. Her bir SSR igin, primer ¢iftleri kullanilarak
primer tasarlanmistir. Bu ¢alismada, kullanilan primerler,
%20’den yiiksek bir GC igerigi ve optimum 60°C’lik bir
sicaklik (Tm) (primerlere gore 60°C olan sicaklik dereceleri
degisiklik gosterebilmektedir) ile dizayn edilmistir.
Primerlerin baz dizilimleri farkli olmasi dolayisiyla kalip
DNA’ya baglanma sicakliklar1 da farkli olmustur.

Cizelge 1. Calismada kullanilan gerezlik kabak genotipleri, ¢esitleri ve lokasyonlari
Table 1. Cucurbita pepo L. genotypes, species and locations used in this work

Genotip No Cesit Genotip No Cesit
1.GENOTIP Yerel Cesit (Dogu Ege ve I¢c Anadolu) | 21.GENOTIP  Islah Materyali (RIL)
2.GENOTIP Yerel Cesit (Dogu Ege ve I¢c Anadolu) | 22.GENOTIP  Islah Materyali (RIL)
3.GENOTIP Yerel Cesit (Dogu Ege ve I¢ Anadolu) | 23.GENOTIP Islah Materyali (RIL)
4.GENOTIP Yerel Cesit (Dogu Ege ve I¢ Anadolu) | 24.GENOTIP  Islah Materyali (RIL)
5.GENOTIP  Yerel Cesit (Dogu Ege ve I¢ Anadolu) | 25.GENOTIP  Islah Materyali (RIL)
6.GENOTIP  Yerel Cesit (Dogu Ege ve I¢ Anadolu) | 26.GENOTIP Islah Materyali (RIL)
7.GENOTIP  Yerel Cesit (Dogu Ege ve ¢ Anadolu) | 27.GENOTIP Islah Materyali (RIL)
8.GENOTIP  Yerel Cesit (Dogu Ege ve I¢ Anadolu) | 28.GENOTIP Islah Materyali (RIL)
9.GENOTIP Islah Materyali (RIL) 29.GENOTIP Islah Materyali (RIL)
10.GENOTIP  Yerel Cesit (Dogu Ege ve I¢ Anadolu) | 30.GENOTIP Islah Materyali (RIL)
11.GENOTIP  Yerel Cesit (Dogu Ege ve I¢ Anadolu) | 31.GENOTIP Islah Materyali (RIL)
12.GENOTIP  Yerel Cesit (Dogu Ege ve I¢ Anadolu) | 32.GENOTIP Islah Materyali (RIL)
13.GENOTIP  Yerel Cesit (Dogu Ege ve I¢ Anadolu) | 33.GENOTIP Islah Materyali (RIL)
14.GENOTIP Islah Materyali (RIL) 34.GENOTIP Islah Materyali (RIL)
15.GENOTIP  Yerel Cesit (Dogu Ege ve I¢ Anadolu) | 35.GENOTIP Islah Materyali (RIL)
16.GENOTIP  Yabanci Cesit 36.GENOTIP Islah Materyali (RIL)
17.GENOTIP  Yerel Cesit (Dogu Ege ve I¢ Anadolu) | 37.GENOTIP Islah Materyali (RIL)
18.GENOTIP  Yerel Cesit (Dogu Ege ve ¢ Anadolu) | 38.GENOTIP  Yerel Cesit (Dogu Ege ve I¢ Anadolu)
19.GENOTIP  Yerel Cesit (Dogu Ege ve ¢ Anadolu) | 39.GENOTIP  Yerel Cesit (Dogu Ege ve I¢ Anadolu)
20.GENOTIP Islah Materyali (RIL)
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Sekil 1. Gelistirilen MK 6119 markoriine ait polimorfik aleli gosteren kapiler elektroforezi goriintiisii
Figure 1. The image of Capillary Electrophoresis (CE) which shows the polimorphic allele of the developed MK 6119

PCR Analizleri

DNA izolasyonu yapilan kabak genotiplerine ait DNA
orneklerinden SSR markérlerinin ¢ogaltilmasi i¢in yapilan
PCR reaksiyonlari igin; PCR reaksiyonu igerigi toplamda
20 pL hacimli bir 6rnek, 1 pl DNA (20ng/ul), 1ul MgCl,
(25 mM) , 0,5 pl dNTPs (25 mM), 0,75 pl Primer F, 0,75
pl Primer R, 2 pl 10x PCR tamponu, 7,40 ul H,O, 1 pl Taq
polimeraz olacak sekilde hazirlanmistir. PCR cihazinda
PCR firiinleri ilk olarak DNA denatiirasyonu i¢in, 95°C’de
10 dakika; 95°C’de 30 saniye (35 dongii), 60 °C’de 30
saniye (primerlere gore bu sicaklik dereceleri degisiklik
gosterebilmektedir) primer sicakliklari ve uzama igin
72°C’de 30 saniye, son asamada ise uzama 72°C’de 10
dakika olarak ayarlanmistir. Daha sonrasinda, PCR
griinleri  kullanilacagt  zamana  kadar  -20°C’de
bekletilmistir.

Bu caligmada, PCR amplifikasyonu sonrasinda kabak
genotiplerine ait DNA Orneklerinden SSR markérleri igin
gelistirilen primerlerin ¢aligtigini tespit etmek i¢in kapiler
elektroforez  sistemi  (Qiagen Sample ve Assay
Technologies) (Qiagen, Hilden, Almanya) kullanilmustir.
Kilcal elektroforez analizleri i¢in bir Qiaxcel DNA Yiiksek
Cozinirlikli Kit (Qiagen) kullanilmistir. PCR {irtinleri,
direkt olarak kapiler elektroforez sistemine yiiklenerek,
SSR  markdrlerinin - bulundugu  genotiplerdeki alel
biiyiikliiklerinin okunmasi icin QIAxcel ScreenGel
software programi kullamilmistir. Yiiksek c¢oziiniirliikte
aleller tespit edilmig olup, polimorfik bantlar agisindan
degerlendirilme  yapilmistir.  Kapiler  elektroforez
sisteminde, SSR markorlerinin ortalama uzunluklar1 100
ile 350 baz arasinda degismistir. Bu ¢alismada, 50-500 bg
analiz eden uzunluk standardi ve 15-600 baz arasinda
hizalama yapan hizalama markorii kullanilmagtir.

Bu caligmada, Kapiler elektroforez islemi sonucunda,
yiiksek ¢oOziiniirlikte goriintiileme saglanarak elde edilen
goriintiiler, caligmada kullanilan primerlerin gostermis
oldugu polimorfik bantlar agisindan degerlendirilmistir
(Sekil 1). Elde edilen veriler Microsoft Office Excel
dosyasinda kayit edilerek yapilacak olan diger in silico
analizler i¢in hazir hale getirilmistir.

Molekiiler Genetik Cesitlilik Analizi

Cerezlik kabak genotipleri arasinda genetik benzerlik
analizi yapmak icin, SSR markoriiniin her aleli, belirli bir
biiyiikliigiin varligini ve yoklugunu temsil etmek {izere ‘var
(present) = 1’ve ‘yok (absent) = 0’seklinde skorlamasi
yapilmistir. Her bir genotipin polimorfik bant 6rnekleri,
cogaltilan PCR amplikonlarina dayandirilarak
skorlandirilmustir. PIC (Polimorfizm Bilgi Icerigi) degerleri
caligmada kullanilan her bir primer kombinasyonu igin
ayrica hesaplanmistir (Anderson ve ark., 1993). Hesaplarin
yapildig1 formiil asagidadir.

n
PIC; =1— Z P;*
j=1

(n: belirli bir markdr igin alel sayist; pij: alel frekansi)

SSR  markérlerinin  skorlanmast sonucu elde edilen
veriler ile DARwin 6 paket programi kullanilarak
benzememezlik matriksi {izerinden kabak genotipleri
arasindaki genetik uzaklik degerleri elde edilmistir.
Dendongram olusturmak i¢in Neighbor Joining (NJ) metodu
(Komsu Birlestirme Metodu) kullanilmigtir (Saitou ve Nei
1987). Ayrica bu ¢alismada, Darwin 6 programi kullanilarak
kabak genotipleri arasindaki genetik uzaklik degerlerine
dayanan temel bilesen analizleri (PCoA) yapilmistir.
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Bulgular ve Tartisma

Giliniimiizde yeni nesil teknolojilerinin kullanilmasi
sonucu gelistirilen markorler ile diger kabak tiirlerine ait
cekirdek koleksiyonlariin genisletilmesi hizli ve miimkiin
olmustur. Gergeklestirilen calisma kapsaminda farkl
popiilasyonlara sahip 39 adet Cucurbita pepo L. genotipleri
kullanilarak, SSR gelistirme analizleri yapilmistir. Kabak
referans genomunun tamamini kapsayacak sekilde c¢ok
yiiksek yogunluk ve sayida SSR markorii gelistirilmistir.
Bu caligmada, yeni SSR markdrlerinin gelistirilmesi i¢in
NCBI veri bankasindan 20 kromozoma dagilmis sekilde
263 Mb genom Dbiyiikligindeki kabak referans
genomundan kromozomlar tek tek indirilmigtir (Montero
Pau ve ark, 2018; NCBI accession number:
PRINA386743). Calisma kapsaminda, kabak referans
genomu tekrar motifleri agisindan MISA  software
(Microsatellite identification tool) ile (diniikleotid (DNR)
>6, triniikleotidden heksaniikleotit’e (TNR, TTNR, PNR
ve HNR) >5) taranmis olup, kabak genomuna spesifik
76744 adet SSR lokusu bulunmustur. Caligsma kapsaminda
hesaplanan her bir kromozoma diisen SSR markor
yogunlugu, ortalama olarak 3,16 olarak hesaplanmistir.
Genelde, dikotil bitki genomlarinda SSR yogunlugu 1 ila 6
kb da bir SSR markorii arasinda degismektedir (Cardle ve
ark., 2000). Bu ¢aligmada, ¢erezlik kabak genomunda en
stk markdr yogunluguna 6. kromozom sahip iken; 3,6
kb’da bir adet SSR markorii, en az markér yogunluguna
sahip 8. kromozomda 2,8 kb’da bir SSR markori
bulunmustur. Benzer c¢alismalarda, kabak genomunda
ortalama SSR yogunlugu 0,65 kb (Gong ve ark., 2008),
domates genomunda 3,1 kb (Cavagnaro ve ark., 2010),
1spanak genomunda (Go6l ve ark.,2017) bulunmustur.
Yiiksek veri ¢ikighh markor gelistirme islemi sonucunda,
fazla miktarda bulunan markdr motifinden metodolojide
verilen kriterler uyarinca Primer3 v. 0.4.0 programi ile
60323 adet primer gelistirilebilecek SSR  markorii
bulunmustur. Bu markérlerden, ¢erezlik kabak genotipinde
popiilasyondaki her bir bireyi ayiracak sekilde rastgele
secilen 33 adet primer kullanilmigtir (Cizelge 2). Sonug
olarak, SSR Ilokuslarindan 52303 adet cerezlik kabak
genomuna O6zel yeni SSR motifi bulunmustur. Calisma
sonunda gelistirilen SSR markoérlerinde tekrarlayan
motifler belirlenmis ve simflandirilmistir (Cizelge 3).

SSR markor motifleri olan di-heksa niikleotid tipleri
icin SSR markorleri gelistirilip bu motiflere uygun
primerler tasarlanmigtir. SSR  markdr bdlgelerinin
kromozom iizerindeki yerleri, tekrar motif tipleri ve primer
tasarlamada kullanilan SSR markdrlerine ait veriler
mevcuttur. Primer tasariminin verimliligini arttirmak ve
yiiksek oranda basarili PCR amplifikasyonu saglamak i¢in
primerler sadece contiglerde tanimlanan SSR’lar igin
tasarlanmistir. Bu c¢alisma kapsaminda kabak genomunda
ilk kez bilimsel literatiirde bilinen SSR markdrlerinin 10
kat1 oraninda fiziksel yerleri belli olan ¢ok sayida SSR
markorleri gelistirilmistir.

Calisma kapsaminda en fazla rastlanan SSR
motiflerinin cogunlugu AT/AT bakimindan zengin olan di-
niikleotit tekrarlar1 olarak tespit edilmistir. Gelistirilen SSR
markorleri arasinda di-niikleotid tekrarlari, tim SSR
markorlerinin - %66’sin1  temsil etmektedir (Sekil 2).
Ozellikle C.pepo’da, AT/AT ve TA/TA motifleri toplamda
%45 oraninda baskin motifler olarak bulunmustur. Ayrica,

tri-niikleotid tekrar motifinin AAT/ATT, tetra-niikleotid
tekrar motifinin AAAT/ATTT oldugu belirlenmistir.
Kalan tekrar motiflerinin yiizdesi ise tri-niikleotid (% 25),
tetra-niikleotid (%7), penta-niikleotid (%1) ve heksa-
niikleotid (%1) arasinda degismekte olup en diisiik
miktarda tekrar motif tipi heksa niikleotid tipi olmustur
(Sekil 2).

Cizelge 2. Calismada kullanilan markoérlerin listesi
Table 2. The list of markers used in this work

MK14 MK39930 MK21599
MK15 MK39931 MK21600
MK6119 MK39932 MK28614
MK®6120 MK39933 MK28615
MK6121 MK46781 MK32060
MK17713 MK46945 MK44111
MK17714 MK12331 MK44111
MK17715 MK12331 MK44112
MK17716 MK12330 MK46779
MK21598 MK14297 MK46780
MK32061 MK14298 MK46944

Cizelge 3. C.pepo genomunda gelistirilen SSR motiflerinin
Sayisi ve orani

Table 3. The number and the rate of SSR motifs developed
in C. pepo genome

Mikrosatellit Motif Toplam %
AT/IAT 17559 25,44
TAITA 13897 20,13
TCI/GA 8163 11,83
AG/CT 7407 10,73
AAT/IATT 5471 7,93
TAATTA 3664 5,31
TAT/IATA 1958 2,84
TGICA 1787 2,59
TTCIGAA 1579 2,29
AC/GT 1572 2,28
AAAT/ATTT 1162 1,68
TAAA/TTTA 1086 1,57
AGA/TCT 1049 1,52
CTT/AAG 977 1,42
AATAITATT 794 1,15
TTAT/ATAA 745 1,08
GGA/TCC 334 0,48

PCR temelli markér genotipleme c¢aligmalarinda
mononiikleotid tekrarlari, niikleotid farkinin jel veya
birgok kapiler sistemde dahi giivenilir ve tekrar edilebilir
sekilde goriintiilenmesinde sorun olusturdugu, mutasyon
olusturma olasiliginin yiiksek olmast ayrica protein
kodlamayan bdlgelerde sikliginin yiiksek olusundan dolay1
protein kodlayan bolgelere karsi segilime ugramasi gibi
sebeplerden dolay1 daha az giivenilirdir (Gu ve ark., 2010).
Bu nedenlerden dolay1 yapilan ¢alismada daha giivenilir
sonuglar elde etmek i¢gin SSR markor motifleri olan di-
hekza niikleotidleri i¢in uygun primerler tasarlanmistir. Bu
sonuclar ile dikotil bitkilerde yapilmis olan ve en sik
rastlanan motif tipinin AT oldugu, diger markor gelistirme
calismalari ve literatiirleri ile benzer oldugu belirlenmistir
(Gong ve ark., 2008; Qu ve Liu 2013; Cavagnaro ve ark.,
2010; Cui ve ark. 2017).
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Sekil 2. C.pepo genomuna ait SSR (Basit dizi tekrar) tiirleri
Figure 2. SSR species/types belonged to C. Pepo

Genotip 16

Sekil 3. Unweighted Neighbor-Joining metodu ile
olusturulmus dendrogram
Figure 3. The dendrogram obtained by the method of
Unweighted Neighbor-Joining

KUME D KUME A

KUME B

Sekil 4. SSR alel verileri kullanilarak olusturulan
PCoA (Temel Bilesen Analizi) grafigi
Figure 4. PCoA (Principal Coordinate Analysis) graphic
obtained by using SSR alleles data

Calisma kapsaminda gelistirilen markorler, labaratuvar
sartlarinda amplifikasyon verme giicti, dogrulugu, tekrar
edilebilirligi ve polimorfik alel iiretme olasiliklari test
edilmek tizere 39 adet kabak genotipinden olusan bir
popiilasyonunda test edilmistir. Kabak genotiplerine ait
DNA 6rneklerinden ¢ogaltilmis olan SSR markdrlerine ait
polimorfik bantlar ve alel sayilar1 kapiler elektroforez
sistemi (Qiagen Sample ve Assay Technologies) ile
belirlenmis ve goriintiileme saglanmigtir. Kapiler sistem,
SSR markoérlerinin - goriintiilenip  skorlanmasinda
kullanilabilecek optimum &zelliklere sahiptir. Kapiler
elektroforezinde goriilen bant araliklarina dayanan
amplifikasyon verimine goére segilen 52303 adet SSR
markdr icinden yeni 33 adet SSR markor kullanilarak,
markorlerin - polimorfik durumu ve beklenen alel
biiytlikliikleri degerlendirilmistir. Hem markdrlerin durumu
hem de genotipler aras1 genetik iligkilerin hesaplanmasi
saglanmistir. Caligmada kullanilan SSR markérlerine ait
ayrintilh  bilgiler Cizelge 4’de verilmistir. Kabak
¢ekirdegine ait genomun 20 kromozomuna dagitilmis olan
SSR markdrlerinden toplamda yiiksek oranda 251 adet
polimorfik alel (%99) iretilmistir. SSR markoérlerinin
primer bagina diisen ortalama polimorfik bant sayisi ise 3
alel olarak bulunmugtur. Gupta ve ark., (2010) ise, C.
moschata  tirtinde  yaptiklart  ¢aligmada,  kapiler
elektroforez ile SSR markoérlerinin alel boyutu yiiksek bir
¢Oziinlirliikle basarili bir sekilde belirlemislerdir. Bu
calismada, en fazla alel iireten markorler sirastyla, MK 14,
MK6119, MK6121, MK12331, MK12330, MK14297,
MK14298, MK21600, MK39930, MK44112, MK46780
ve MK46944°dir. Gelistirilen ve alel sayisi yiiksek olan bir
markore (MK 6119) ait polimorfik aleli gosteren kapiler
elektroferogram agagida verilmistir (Sekil 1).

SSR markorleri kullanilarak yapilan birgok calisma
sonucunda, SSR’in Cucurbita cinsine ait tiirlerde
polimorfizmi ve gesitliligi belirlemede basarili oldugu
belirtilmistir. (Gong ve ark., 2012; Katzir ve ark., 2000,
Paris ve ark., 2003). Katzir ve ark. (2000), Cucurbita
cinsine ait 28 farkli 6rnek iizerinde yaptiklar1 ¢alismada
ISSR ve SSR markorleri kullanarak, kavuna ait 50 adet
SSR primerinden yedisi (%14) polimorfik bulunmustur.
Bu yedi primerden dordi hig alel vermezken, bir primer iKi
alel ve diger iki primer ise ii¢ alel vermistir. Benzer bir
¢aligmada ise, C. pepo, C. moschata ve C. ecuadorensis
kabak tiirleri kullanilarak, farkli iilkelere ait 12 genotip
icinden 8 adet C.pepo genotipi ile yapilan caligmada
gelistirilen 251 adet SSR markdriinii genetik ¢esitlilik igin
test etmislerdir. Caligma sonunda kabak genotiplerinde
toplamda, 500 adet yeni SSR markérii gelistirilmis,
bunlarin 405’1 12 genotipte polimorfizm gostermis ve 155
adet polimorfik bant elde edilmistir (Gong ve ark., 2008).
Bu ¢aligmalar ile, kabaga ait gen havuzunun genisletilmesi
saglanmis ve genetik iliskilerin belirlenmesi saglanmustir.

Calismada  kullamilan SSR markorler  Excel
dosyasindan var/yok (1/0) seklinde skorlandiktan sonra,
veri dosyast DARwin 6 programi ile benzememezlik
matriksi tizerinden ¢erezlik kabak genotipleri arasinda
genetik uzaklik degerleri belirlenmistir (Perrier ve
Jacquemoud Collet, 2006). Ortalama genetik cesitlilik
degeri 0,23 ve 0,26 arasinda bulunmustur. Cucurbita
cinsinden orneklerle yapilan benzer ¢aligmada ise 88 farkli
genotipte 315 alel belirlenmis ve genetik ¢esitlilik degeri
0,37 olarak bulunmustur (Gong ve ark., 2013).
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Cizelge 4. Calismada kullanilan SSR markor bilgileri
Table 4. The data of SSR markers used in this work

LG No Marker Adi Tekrar Sayist Alel Sayisi Motif PCR Bilyiikliigi PIC Degeri
LGO1 >MK14 6 14 CGA 294 0,38
LGO1 >MK15 11 7 ATICT 298 0,45
LGO02 >MK6119 16 6 TTTATTA 165 0,33
LGO02 >MK6120 9 9 TA 281 0,53
LGO02 >MK6121 12 8 TTC 287 0,45
LGO04 >MK12331 17 8 AT/IAG 288 0,62
LGO04 >MK12341 7 12 AGG 288 0,51
LGO04 >MK12330 14 6 AAT 286 0,58
LGO5 >MK14297 6 9 AG 292 0,66
LGO5 >MK14298 9 8 AG 204 0,32
LGO06 >MK17713 7 11 AAT 278 0,28
LGO06 >MK17714 6 7 AG 105 0,43
LGO06 >MK17715 23 7 AT 255 0,34
LGO06 >MK17716 5 6 TC 204 0,45
LGO08 >MK21598 5 11 TC 277 0,38
LGO08 >MK21599 5 7 AAAT 275 0,57
LGO08 >MK21600 7 11 AT 284 0,38
LG11 >MK28614 11 7 AAT 214 0,66
LG11 >MK28615 7 4 AT 276 0,53
LG13 >MK32060 5 6 TTA 193 0,51
LG13 >MK32061 5 3 AT 295 0,62
LG17 >MK39930 5 8 TA 281 0,28
LG17 >MK39931 7 8 CG 108 0,28
LG17 >MK39932 5 8 TA 288 0,35
LG17 >MK39933 5 5 TA 178 0,56
LG19 >MK44110 5 6 TGTGT 285 0,46
LG19 >MK44111 11 7 TTAAITAA 285 0,67
LG19 >MK44112 9 8 TA 300 0,34
LG20 >MK46779 8 10 GA 199 0,38
LG20 >MK46780 10 5 AG 211 0,24
LG20 >MK46781 11 6 AAT/IATT 283 0,36
LG20 >MK46944 17 9 ATITA 207 0,63
LG20 >MK46945 7 4 GA 255 0,57

Analizler sonucunda en diisiik genetik uzaklik degeri
0,25 ve en yiiksek genetik uzaklik degeri 0,81 olarak
belirlenmistir. Kabak genotipleri arasinda en diisiik genetik
uzaklik degerleri sirasiyla, RIL popiilasyonuna ait 0,25 (34
nolu genotip) ile (26 nolu genotip); 0,27 (36 nolu genotip)
ile 0,27 (34 nolu genotip) ve (31 nolu genatip) ile 0,27 (27
nolu genotip) ve (26 nolu genotip) arasinda ayni1 degerde
bulunmustur. En yiiksek genetik uzaklik degeri olan 0,81
ise 1slah materyali olan RIL popiilasyonuna ait (28 nolu
genotip) ile Dogu Ege ve I¢ Anadolu Bélgesine ait yerel
¢esit (17 nolu genotip) arasinda bulunmustur. Genotipler
arasinda cografi yakinlik ile genetik uzaklik arasindaki
sonuclarin cogunlukla birbirleriyle uyumlu bulunmustur.

DARwin 6 programi sonucunda, Neighbor Joining
(NJ) metodu kullanilarak (Saitou ve Nei, 1987) olusturulan
genetik iligkiyi gosteren dendrogram incelendiginde, 39
genotipin, 3 grup olusturdugu ve bazi gruplarinda farkls alt
gruplara ayrildig1 goriilmistiir. Molekiiler genetik iligkileri
gosteren dendrogram, olasilik katsayist kullanilarak
cizilmigtir (Sekil 3). Uzaklik matrisi ile Unweighted
Neighbor Joining metodu programu arasindaki korelasyon
mantel test ile belirlenmistir (r=0,963). Calismada bulunan
SSR markorleri, yiiksek ayirt edici giiclinlin bir gostergesi
olan 0,28’1ik bir ortalama PIC degerine sahiptir (Cizelge 3).

PIC degerleri 0,25°den diisiik, disiik polimorfizmi,
degerleri 0,25 ve 0,5 ortalama polimorfizmi ve degerleri,
0,5’ten yiiksek, yiiksek polimorfik lokusu gosterir (Liu ve
ark., 2007). Bu c¢alismada, SSR markérlerinin PIC
degerleri 0,5’in altinda oldugundan dolay: diisiik oranda
bir polimorfizm oldugunu gostermektedir. En yiiksek PIC
degerine sahip markoriin 0,67 degerinde MK44111
markoriine ait oldugu goriilmiistiir (Cizelge 4). Bu
calismada SSR markorleriyle elde edilen genetik ¢esitlilik
degeri, farkli bir ¢aligmada kullanilan C. moschata tiirii
arasinda AFLP markérleri tarafindan elde edilen gen
cesitliliginden daha az olmustur (Wu ve ark., 2011). Bazi
calismalarda PIC degeri, kullanilan SSR markorlerin
sayisina ve genotip sayisina ve analiz sekline gore
degismistir. SSR markdrleriyle yapilan diger ¢alismalarda,
kavun i¢in PIC degeri 0,49 ile 0,75 arasinda, hiyar i¢in 0,18
ile 0,64 arasinda bulunmustur. Markorlerden PKCT111
markorii en biiyiik genetik gesitlilik gosterdigi i¢in bu
markdr en bilgilendirici olarak kabul edilmistir (Katzir ve
ark., 1996). Kenya’da 96 adet kabak ornegi ile SSR
markorleri kullanilarak yapilan galismada ortalama PIC
degeri 0,49 olarak belirlenmis, kiime analizi ile
genotiplerin arasindaki benzerlik diizeyinin yiiksek
oldugunu gosterilmistir. (J.K. Kiramana ve ark., 2017).

2524



Duman et al. / Turkish Journal of Agriculture - Food Science and Technology, 8(12): 2518-2527, 2020

Genetik uzaklik matrisi verileri ile dendrogram beraber
degerlendirildiginde sonuglarin sadece birkag istista
disinda  uyumlu  oldugu  goriilmektedir.  Farkli
uzunluklardaki dendrogram dallar1 gerezlik kabak genotip
orneklerinin aralarinda genetik olarak bir fark olabilecegini
gostermektedir. Neighbor Joining (NJ) metodu ile
olusturulan dendrogramda 2 grup olusmakta ve bu gruplar
da alt gruplara ayrilmaktadir. i¢ Anadoluda yerel cesit olan
grup, ikinci grubun ¢ogunlugu islah materyali olan RIL
grubu ve {iglinci grupta yabanct ¢esit olarak
bulunmaktadir. Analizler sonucunda ortaya ¢ikan
dendrogramda birinci grup incelendiginde, genotiplerin
cogunlugu yerel cesittir. Yalniz 1slah materyali olan 9 ve
14 no’lu genotipler 1slah materyali olmasina ragmen
dendrogramda yerel gesitlerin iginde Grup 1°de yer almasi
aralarinda genetik yakinlik olabilecegini
diisiindiirmektedir. Dendrogramda Grup 1 igerisinde
bulunan, 9 ve 19 no’lu genotiplerin genetik uzaklik olarak
yakin iligkili genotipler olduklari, 14 no’lu genotipin ise bu
genotiplerden farklilasarak ayri bir dal olusturdugu
bulunmustur. Ayni sekilde g¢ogunlugu Islah materyali
bulunduran Grup 2 igerisinde, yerel gesit olan 38 ve 39
no’lu genotiplerin genetik uzaklik degerlerinin 0,28
bulundugu igin bu cesitlerin ortak genetik orjinden
geldikleri, yakin iligkili genotipler olduklari yalniz yerel
cesitken zaman igerisinde 1slah materyali olarak
kullanildig: diistintilmektedir. Son olarak, diger gruplardan
ayr1 olarak yabanci bir ¢esit olan 16 no’lu genotip, diger
gruplara hem genetik uzaklik bakimindan ayr1 bulunmus,
hem de dendongramda ayri1 bir grup olarak ortaya
¢ikmistir. Boylece, genetik cesitliligin belli bir dereceye
kadar cografi bolge ile iliskili oldugu gorilmiistiir.

Bu ¢alismada PCoA analizi ile, genel olarak C.pepo
tirlerine ait popiilasyonlarda yeni gelistirilen SSR
markorleriyle farkli bolgelerden gelen kabak ornekleri
arasinda cografi agidan bir kiimelenme ortaya ¢ikmaktadir.
Olgiilen degiskenler acisindan grafikteki farkli genotiplere
ait benzerlikler bir koordinat iizerinde gosterilmistir. PCoA
analizi sonucu, drnekler dort kiime olacak sekilde (A, B, C
ve D) gruplara ayrildigr goriilmiistiir (Sekil 4). Yerel
grubun bulundugu Kiime A’da genelde yerel cesitler
bulunmakta (11 genotip), Kiime B’de 1slah materyali ve
yerel gesitler birlikte bulunmakta (8 genotip), Kiime C’de
sadece 1slah materyali bulunmakta (8 genotip) ve Kiime
D’de ise yerel cesitler ve 1slah materyali birlikte (12 adet)
bulunmaktadir. Grafikte 1slah materyali ve yerel cesitler,
yabanc1 ¢esit Orneginden birbirine daha yakin olarak
gruplanmistir. Bu da yerel ¢esitlerin zamanla 1slah i¢in RIL
popiilasyonuna doniismils olabilecegini gostermektedir.
Kiime A bolgesi, yerel cesitlerin ve yabanci cesitin
bulundugu pozitif bolgedir. Yabanci ¢esidin yerel
genotipler ile birlikte kiimelenmesi, yerel g¢esite
doniisebilecegi hakkinda bilgi verirken, genetik ¢esitlilik
yoniinden dar oldugu bilinen kabak gen havuzu ig¢in
sasirtic1 degildir (Sekil 4). Kabak genomunun evcillestirme
kokeninin digerlerinden farkli oldugu ve zamanla yerel
¢esit olarak bilinen bu 6rneklerin gecmiste yurt disindan
gelme ihtimali olabildigini diislinebiliriz. Dendrogramda
ayrilan yerel cesitlere ait genotipler sirasiyla koordinat
ekseni ilizerindeki Kiime A ve B; RIL 1slah materyaline ait
orneklerde Kiime C ve D béliimiinde dagilim gostermis,
elde edilen analiz sonuglari dendongram ile g¢ogunlukla
uyum saglamaktadir. Bu sonuglar, ilerde ¢alisma yapilan

bitkilerde 1slah calismalarinda anag¢ olarak kullanabilecek
olan arastiricilara; genetik olarak birbirine uzak oldugu
bulunan kabak genotipleriyle yapilacak markor destekli
islah  galismalarinda genig varyasyon olusturulmasi
acisindan O6nemlidir. Gong ve ark. (2012)’de yaptiklari
aragtirmada kullanilan Cucurbita cinsine ait 104 genotip,
134 SSR markéri kullanmis dendrogram ve PCoA
kiimelendirme analizi yapilmigtir. Calismanin sonuglari, C.
pepo, C. texana ve C. fraterna’yr temsil eden ii¢ kiime
arasinda dagildig1 goriilmiistiir.. C. texana tiirii arasinda
genetik uzaklik 0,33-0,41 bulunurken, C. pepo tiiri
arasindaki genetik uzaklik 0.27-0.37 arasindadir. iki alt tiir
olan C. pepo ve C. texana arasinda genetik yakinlik
bulunmasinin  sebebi olarak, iki yerel alt tiiriin
tanimlanmamis yabani atalarinin  kalintilar1  oldugu
belirtilmektedir.

Martins ve ark. (2015), Portekiz’den toplanmis olan 54
adet C. pepo, 32 adet C. maxima ve 21 adet C. moschata
popiilasyonu kullanarak genetik gesitliligi belirlemek igin
SSR markoérii kullanmislardir. Temel bilegenler analizinde
gruplarm net bir sekilde ayrildigi ve %2100 bir polimorfizm
goriildigi belirtilmistir. Yapilan g¢alismada gelistirilen
SSR markorleri kullanilarak, kiimeleme analizi sonucunda
cografi olarak yakin lokasyonlarda olan genotiplerin
ayriminda basarilt sonuglar alindigi, birlikte kiimelenen
farkli gesite ait genotiplerin ge¢miste kabak cesitleriyle
ayni alanda birlikte yetigmis olabilecegi diigiiniilmektedir.
Bu sonuglar, ilerde calisma yapilan bitkilerde 1slah
calismalarinda  ana¢  olarak  kullanabilecek  olan
aragtiricilara; genetik olarak birbirine uzak oldugu bulunan
kabak genotipleriyle yapilacak markor destekli 1slah
calismalarinda genis varyasyon olusturulmasi agisindan
6nem arz etmektedir.

Sonug olarak, diinya ¢apinda 6nem arz eden bitkilerin
markor destekli 1slahinin yapilabilmesi igin bitki tiiriine ait
genom sekansina dayali kromozomal lokasyonlari bilinen,
genomun c¢ogunlukla tamamini temsil edecek dzelliklere
sahip molekiiler markdrlere ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu
nedenle, yapilan c¢alismayla kabak genotiplerinde
gelistirilen SSR markorleri ile bilimsel literatiirlere katk1
saglayacak 6nemli bilgiler elde edilmistir. Ilk kez kabak
genomunda kromozom fizerinde fiziksel yerleri belli olan
yiikksek yogunlukta yeni SSR markoérleri gelistirilmistir.
Kapiler elektroforez sonucunda segilen yeni markorlerden
polimorfik bant ve alel biiyiikliiklerini belirlenmis, fazla
miktarda alel bulunduran markérler test edilerek yiiksek
¢oziinlirliikte goriintiileme saglanmistir. Gelistirilen SSR
markorleri ile, farkli tarimsal ekolojik kokene sahip
cerezlik kabak genotipleri arasinda genetik cesitlilik ve
genetik iligkiler basarili bir sekilde belirlenmistir.
Calismada kullamlan c¢erezlik kabak genotiplerinin
analizler sonucu, yerel ve yabanct kokenli kabak
genotiplerinin belirgin bir sekilde ayrildigi, 6zellikle ayni
ya da yakin cografi bolge orijinli genotiplerin
dendrogramda ¢ogunlukla birbirleriyle gruplandigi
goriilmiistiir. Molekiiler 1slah yapilirken, yabani ve farkli
tiirlerle yapilan melezleme ¢alismalariyla genis bir genetik

varyasyon olusturulmasi amaglaniyorsa kabak
genotipleriyle melezleme yapilarak birbirine genetik
olarak uzak oldugu belirlenen genotipler

kullanilabilmektedir. Bunun sonucunda, kabak ¢esitlerinin
1slah programlarina eklenmesi saglanacak ve kabaga ait
gen havuzunun genisletilebilecegi bilinmektedir. Bu
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calisma, kabak genomuna ait alel cesitliligi g6zoniine
almarak cekirdek koleksiyonlariin olusturulmasi, markor
destekli 1slah, kabaga ait ekonomik ag¢idan Onemli
niceliksel 6zelliklerin haritalanmasi konularinda yardimet
olacak 6nemli bilgiler saglayacaktir.
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