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Cevizde referans genetik harita olusturmak igin c¢ok sayida basit dizi
tekrarlarindan (SSR) elde edilmis polimorfik primerlere gereksinim vardir. Ancak
literatiirde yayimlanan SSR sayisi yeterli degildir. Bu nedenle, bu calismanin
amacl, ileride cevizde genetik haritalama ¢aligmalarinda kullanmak {izere yeni SSR
primerleri gelistirmektir. Bu c¢alisma kapsaminda gen bankasindaki Juglans
regia’ya ait yapay bakteriyel kromozom dizilerindeki tekrar bolgelerden (BES-
SSR) 200 adet SSR primer ¢ifti dizayn edilmistir. Tiim SSR primerleri 16 adet yerli
ve yabanci ceviz ¢esitlerinde hem bant {iretme hem de polimorfizm bakimindan
analiz edilmistir. Bunlardan 190 adet SSR primer ¢ifti (%95) basarili olarak
amplifiye olmus ve 92 adet primer ¢ifti ise polimorfik bulunmustur. Polimorfik 92
SSR primer ¢ifti 2 ile 11 arasinda, toplamda 324 ve lokus bagina ortalama 3.6 adet
allel iiretmistir. Polimorfizim bilgi icerigi (PBI) degeri 0.11 ile 0.88 arasinda
degismis ve ortalama 0.46 olarak belirlenmistir. Elde edilen soyagaci yerli ve
yabanci ceviz cesitlerini iki gruba ayirmistir. Sonu¢ olarak, bu caligmada
kapsaminda cevizde ileride genetik galigmalarda kullanilmak tizere 92 adet yeni
polimorfik SSR primer gelistirilmistir.

Anahtar Kelimeler: Ceviz, J. regia, SSR, mikrosatellit



ABSTRACT

MSc. THESIS

DEVELOPING NEW SSR MARKERS IN WALNUT
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It is necessary to have many polymorphic SSR (Simple Sequence
Repeat) markers to construct a genetic linkage map in walnut. However,
there are no adequate number of SSR markers in the literature. Therefore,
the main objective of this study was to develop novel SSR markers for
further genetic linkage mapping studies in walnut. For this purpose, a total
of 200 SSR primer pairs were designed from bacterial artificial chromosome
end sequences (BES-SSR) deposited in Genbank. All the SSR loci were
tested for amplification and polymorphism in 16 local and foreign cultivars.
A total of 190 (95%) SSR loci were amplified successfully and 92 were
polymorphic. Polymorpphic loci produced 324 alleles ranging between 2 to
11 with an average of 3.6 alleles. primer pairs from J. regia were designed
and 190 primers (95%) had successfully amplification patterns.
Polymorphism information contents (PIC) varied from 0.06 to 0.87 with an
average of 0.42. The dendrogram separated local and foreign walnut
cultivars in two groups. In conclusion, 92 polymorphic SSR markers were
developed in this study to use them in further genetic studies in walnut.

Key Words: Walnut, J. regia. SSR, microsatellite
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GENISLETILMIS OZET

Ceviz (Juglans regia L.) ticareti yapilan tiirler igerisinde Tiirkiye igin
biliylik oneme sahiptir. FAO verilerine gore Tirkiye yillik 180.807 ton ceviz
iiretimiyle diinya siralamasinda Cin. ABD ve Iran ‘dan sonra 4. sirada yer
almaktadir.

Tirkiye‘de ceviz yetistiriciligi son yillara kadar tohumdan yetistirilen
fidanlarla yapilmistir. Bu durum iiretim kalitesinde standardizasyonu saglamak gibi
konularda sorun olusturmakla birlikte tohumdan iiretimle olusan genis populasyon,
1slah ¢alismalari i¢in 6nemli bir genetik cesitlilik saglamistir.

Tiirkiye‘de cevizde 1slah ¢alismalar1 197011 yillardan beri yiiriitilmektedir.
Geleneksel 1slah ¢alismalari uzun yillar alan, ¢evresel kosullardan etkilenen zorlu
bir siire¢ igerir. Geleneksel 1slah yontemleri molekiiler 1slah yontemleriyle
desteklendiginde 1slah siireci kisalmakta ve daha etkili sonuglar alinabilmektedir.
Molekiiler 1slahta gesitli markor teknikleri kullanilmaktadir. Basit dizi tekrarlari
(SSR) en fazla kullanilan yontemlerden biridir. SSR yontemi kodominant olmasi,
yiiksek oranda tekrarlanabilirligi, polimorfizm gdstermesi, genomda siklikla
bulunmasi ve yiiksek bilgi igerigine sahip olmasi nedenleriyle tercih edilmektedir.
Bu olumlu o&zelliklerinin yaninda her tir igin primer gelistirme zorunlulugu
bulunmaktadir.

Cevizde bugiine kadar gelistirilen SSR primerlerinin sayisi ¢ok sinirli
sayida olmasi ve biliylik bir kisminin J. regia disindaki tiirlerden gelistirilmis
olmas1 nedeniyle genetik haritalama calismalarinda kullanilmak iizere yeni SSR
primerlerine ihtiyag vardir.

Chandler ¢esidi diinyada en fazla ticareti yapilan gesittir. Bu ¢aligmada
NCBI (National Center for Biotechnology Information) gen bankasinda bulunan J.
regia tiri i¢inde olan Chandler cesidinin DNA dizileri kullanilarak 200 SSR
primer ¢ifti dizayn edilmis olup bu primerlerin bant iiretme durumlan ile

polimorfizm durumlar1 bu ¢aligma kapsaminda belirlenmistir.
11



Dizayn edilen 200 adet SSR primer ciftinin testi Tiirkiye‘den 8 cesit
(Maras-12, Siityemez-1, Siityemez-2, Sebin, Kaman-1, Kaplan-86, Yalova-1 ve
Bilecik), Amerika Birlesik Devletlerinden 5 (Chandler, Serr, Pedro, Midland ve
Hartley) ve Fransa’dan 3 cesit (Fernor, Franquette ve Fernette) kullanilarak
yapilmistir. Analiz edilen 200 SSR primer ciftinden 190 tanesi amplifikasyon
verirken 10 primer ¢ifti bant tiretmemistir. Amplifiye olan 190 SSR lokustan 92
tanesinin polimorfik oldugu belirlenmistir. Bu ¢aligmada polimorfik olan 92 adet
SSR primer ¢ifti kullanilarak elde edilen benzerlik katsayilari ile 16 ceviz ¢esidinin
genetik akrabalik iliskileri belirlenmistir. UPGMA benzerlik indeksi kullanilarak
olusturulan soy agacina gore elde edilen 2 ana grup olusmustur: Yerli cesitler bir

grubu olustururken, yabanci orijinli ¢esitler diger grupta yer almustir.
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1. GIRIS Seckin KARATAS

1. GIRIS

Juglans cinsi igerisinde 20 tlir bulunmaktadir ve ceviz (Juglans regia L.)
bunlardan biridir. En ¢ok kiiltiirii ve ticareti yapilan tiir Juglans regia’dir. Ceviz
rliizgarla tozlanan bir tlirdiir (Manning, 1978). Cevizler monoik ¢igcek yapisina
sahiptir. Protogeni (disi ¢igegin erkek cicekten erken olgunlasmasi) ve protandri
(erkek cicegin disi cigcekten erken olgunlasmasi) gosterirler (Forde ve Griggs,
1972). Bir 6nceki yilin siirgiinleri iizerindeki yan tomurcuklarin olgunlagmasindan
10-100 adet erkek cicek piiskiilleri (kedicik) olusurken, ayni yilda gelisen
stirglinlerin ucunda yaklagik 1-12 adet disi c¢icekler olusur (Sen, 1986). Ceviz
diploittir ve 2n=32 kromozoma sahiptir (Woodworth, 1930). Haploid sayidaki
kromozom ¢iftinin uzunluklar1 1.55 ile 3.53 pm arasinda degisim gosterir (Vahdati
ve ark., 2014).

Cevizin anavatan1 Giineydogu Asya’dan baslayarak Kafkaslar ve Iran’in
dahil oldugu ve Tirkmenistan’nin giineyi, kuzey Afganistan, Tacikistan,
Ozbekistan ve bat1 Cin’i igeren Orta Asya ve giineydoguya dogru kuzey Pakistan,
Kesmir, Nepal ve kuzey Hindiatan ile Tibet’i iceren Himalayalar bolgesidir (Leslie
ve McGranahan, 1998).

FAO verilerine gore ceviz lreten iilkeler arasinda Tirkiye sirasiyla Cin,
fran ve Amerika Birlesik Devletleri’nden sonra diinya iiretiminde 4. sirada yer
almaktadir (Sekil 1.1; Faostat, 2017). Diinya ceviz iiretiminde ilk 10’u olusturan
iilkeler sirasiyla; Cin, ABD, Iran, Tiirkiye, Meksika, Ukrayna, Sili, Ozbekistan,

Hindistan ve Fransa’dir.
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Sekil 1.1. 2014 yili kabuklu ceviz iiretimi (Faostat, 2017)

Tirkiye gerek aga¢ sayist gerekse tretim olarak diinya ceviz
yetistiriciliginde onemli bir yere sahiptir. Ancak yetistiriciligin biiylik ¢cogunlugu
tohumdan yetistirilen agaclarla yapildigi i¢in {iriinlerde standardizasyon tam olarak
saglanamamaktadir. Bu durum gerek i¢ pazar gerekse dis pazarda sorunlara neden
olmaktadir. Ancak tohumdan yetistiricilik sonucu olusan bu genis populasyon
1slahgilar icin zengin bir genetik kaynak olusturmaktadir. Ulkemizde ilk islah
calismalar1 1970 yilinda baslamistir. Bugiine kadar yapilan ¢ok sayida seleksiyon
calismasi sonucunda ¢ok onemli standart cesitler elde edilmistir (Beyhan, 2009).
Bunun yaninda, son yillarda standart gesitler ile biiyiik bahgeler tesis edilmeye
baslanmustir.

Islah caligmalarinin temel hedeflerini yiiksek ve kaliteli Uretim, genis
yelpazede hasat donemleri ve hastalik ve zararlilara dayanikli gesitler elde etme
seklinde siralayabiliriz (Akga, 2005). Yiiriitilen 1slah c¢alismalar1 sonucunda
ozellikle Ankara, Bitlis, Hakkari, Van, Malatya, Kirsehir, Konya, Sivas olmak
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tizere bir¢ok bolgeden 200’{in lizerinde timitvar genotipler elde edilmistir (Ak¢a ve
Karadag, 2011).

Kaplan-86 Tiirkiye’nin Ege ve Akdeniz bdlgelerinde yetistirilebilen bir
cesittir. Diigiik verimliligi nedeniyle ticari bir énem kazanamamistir. Kabuklu
meyve agirhigl 24 g olup i¢ agirligl 9.6 g dir. Meyve i¢i %68 yag ve %16 protein
icermektedir. Kabuk igten kolay ayrilir. Hasat donemi Agustos’un 2. haftas1 baglar
(Sen ve ark., 20006).

Chandler cesidi diinyaca bilinen bir cesittir. 1979 yilinda Kaliforniya
Universitesi tarafindan gelistirilmistir. Bugiin Kaliforniya’da yaklastk %350
oraninda en fazla yetistirilen ¢esittir. Chandler meyvesi iri, oval bir sekle sahiptir.
Kabugu ince ve az piiriizliidiir. Yiiksek ic kalitesi nedeniyle iireticiye diinya ceviz
piyasasinda oldukea yiiksek fiyatlar saglamaktadir.

Bitki 1slahi bir bitkinin genetik yapisini insanligin ihtiyaclart dogrultusunda
daha uygun hale getirmek i¢in yapilan ¢aligmalar biitiinlidiir. Gliniimiizde 1slahgilar
gelencksel 1slah yontemlerini molekiiler islah yontemleriyle birlestirerek uzun
siiren ve olduk¢a ugras gerektiren 1slah siirecini daha etkili bir hale getirmekte ve
yiiksek kaliteli cesitleri daha kisa siirede elde edebilmektedir. Molekiiler 1slah,
molekiiler markoérlerin bitki genomu ve baglanti haritalar1 kullanilarak istenilen
genetik ozelliklerde bitkilerin se¢imi olarak tanimlanabilir (Vinod, 2006).

Molekiiler markdrler temel olarak kromozomlar iizerindeki belirlenmis
bolgelerdir. Genetik haritalar olusturulurken ilgili genlerin yerleriyle alakali
referans noktalar1 saglarlar (Staub ve ark., 1996; Semagn ve ark., 2006). [deal bir
markor yiiksek polimorfizm, kodominant kalitim, genom boyunca diizenli dagilan
ve tekrarlanabilirlik gibi 6zelliklere sahip olmalidir (Kumar ve ark., 2009).

Molekiiler bitki 1slahinda g¢esitli molekiiler markorler teknikleri
kullanilmaktadir. Literatiirde cesitlerin tanimlanmasinda ve genetik haritalarin
olusturulmasinda ilk kullanilan molekiiler markor tekniklerinden, RFLP
(Restriction Fragment Length Polymorphism) teknigi olmustur (Tanksley ve ark.,

1989). RFLP kodominant bir tekniktir. Daha sonra PCR’a (Polymerase Chain
3
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Reaction) dayali teknikler gelistirilmistir. PCR esasli DNA molekiiler markorleri,
dominant ve kodominant olmak iizere iki gruba ayrilirlar. RAPD (Random
Amplified Polymorphic DNA), ISSR (Inter-Simple Sequence Repeats), AFLP
(Amplified Fragment Length Polymorphism), SRAP (Sequence Related Amplified
Polymorphism) ve AP- PCR (Arbitrarily Primed PCR) dominant markdr
sistemlerinden bazilaridir. Kodominant markoérlerden bazilari ise SSR (Simple
Sequence Repeat) STS (Sequence-Tagged-Site), SNP (Single Nucleotide
Polymorphism), CAPS (Cleaved Amplified Polymorphic Sequence) ve SCAR
(Sequence Characterised Amplified Regions)’dir.

Cevizde genetik kaynaklarin karakterizasyonunda RFLP, RAPD, ISSR,
SSR, AFLP ve SAMPL gibi ¢esitli molekiiler markorler kullanilmistir (Fjellstrom
ve ark., 1994; Nicese ve ark., 1998; Woeste ve ark., 2002; Potter ve ark., 2002;
Dangl ve ark., 2005; Kafkas ve ark., 2005; Dogan ve ark., 2014).

SSR yonteminin kodominant olmasi, tekrarlanabilirliginin yiiksek olmasi,
yiiksek polimorfizm gdstermesi ve bilgi igeriginin yiiksek olmasi nedenleriyle
Ozellikle genetik haritalama, ebeveyn belirleme ve populasyon genetigi
caligmalarinda oOncelikli olarak tercih edilen yontem olmustur. SSR ydnteminin
birgok avantajinin yaninda gelistirilen primerlerin tiire 6zgii olmasit ve primer
gelistirmenin maliyetli olmas1 dezavantajlari arasinda yer almaktadir.

Cevizde bugine kadar yapilan SSR primer gelistirme c¢aligmalar
incelendiginde ilk primer gelistirme ¢alismast Woeste ve ark. (2002) tarafindan J.
nigra tiirtinde yapilmistir. Calisma sonucunda 30 adet SSR primeri gelistirilmistir.
Daha sonra Foroni ve ark. (2005) ile Dangl ve ark. (2005). J. nigra’da gelistirilen
SSR primerlerini J. regia cesitlerinde uygulamislar ve sonugta 20 adet SSR
primerinin J. regia gesitlerinde kullanilabilecegini bildirmislerdir. Foroni ve ark.
(2005) Italya’da Woeste ve ark.’nin (2002) gelistirdikleri 23 adet SSR markériinii
J. regia cesitlerinde kullanmiglardir. Kullandiklar1 23 adet SSR primer ¢iftinden 6

adedinin polimorfik oldugunu ve J. regia’da kullanilabilecegini saptamiglardir.
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Dirlewanger ve ark. (2002), CT ile zenginlestirilen 41 mikrosatellit primer
cifti rapor edilmistir. Mikrosatellitlerin polimorfizmi 27 seftali ve 21 kiraz
cesidinde test edilmistir. Bitkilerdeki diger cinslerden Rosaceae’de ve Rosaceae’ye
ait olmayan diger tiirlerde (Castanea, Vitis ve Juglans) test edilerek ve sirastyla
kestane agaglari, asma ve ceviz agaglarinda %80,5, %43.9 ve 31.7 amplifikasyon
olustugunu vurgulamislar. Ve sonucta 9 primerin ceviz i¢in uygun oldugu tespit
edilmistir.

Robichaud ve ark. (2006) siyah ceviz i¢in 12 adet polimorfik SSR lokusu
belirlemisler ve bu primerlerin ebeveyn ve genotip belirlemede kullanilabilecegini
bildirmislerdir. Ross-Davis ve ark. (2008) yaptiklart ¢alismasida, J. cinerea
tiiriinde 7 polimorfik mikrosatellit lokusu belirlemislerdir. Hoban ve ark. (2008) J.
cinerea’da genomik kiitliphane olusturmuslar ve analizi yapilan 34 primer ¢ifti
igerisinden 13 tanesi polimorfik oldugu belirlenmistir. Zhang ve ark. (2010) gen
bankasindaki ceviz EST (Expressed Sequence Tags) sekanslarinda tekrar dizisi
aramiglar ve 123 adet SSR primer c¢ifti dizayn etmislerdir. Dizayn edilen
primerlerden 41 tanesi polimorfik bulunmustur.

Topcu ve ark. (2013) ‘GA’ ve ‘AC’ tekrar dizileri ile zenginlestirilerek
olusturulmus 340 adet SSR primer ¢ifti dizayn etmigler ve sonugta 32 adet
polimorfik primer gelistirmislerdir. Topcu ve ark. (2015) farkli tekrar motifleri
(GA, CA, AAC ve AAQG) ile zenginlestirilmis genomik kiitiiphaneleri kullanarak
cevizde yeni 185 adet SSR primer gelistirmislerdir. Ikhsan ve ark. (2016) yaptiklari
calismada NCBI gen bankasinda bulunan Chandler ceviz cesidine ait dizileri
kullanarak 307 adet yeni SSR primerini basaril bir sekilde gelistirmislerdir.

Biitiin literatiir incelendiginde bugiine kadar gelistirilen primer sayisinin
yeterli olmadig1 goriilmektedir. Ayrica gelistirilen SSR primerlerinin birgogu J.
regia tiri disinda kalan diger tiirlerden gelistirilmistir. Bu durum genetik
haritalama g¢aligmalarinda kullanilacak polimorfik primer sayisini sinirlamaktadir.

Bununla birlikte, 6zellikle genetik haritalama ¢aligmalarinda kullanmak iizere ¢ok
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sayida SSR primerine gereksinim vardir. Iste bu ¢alismanin amaci, gen bankasinda

yer alan Chandler DNA dizilerini kullanarak SSR primeri gelistirmektir.
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2. ONCEKI CALISMALAR

Woeste ve ark. (2002) J. nigra tiirinii kullanarak SSR gelistirme ¢aligmasi
yapmiglar ve 30 adet SSR markorii gelistirmislerdir. Aragtiricilar, gelistirdikleri
SSR markorlerinin J. nigra ve diger tiirlerde populasyon genetigi ¢alismalarinda,
genetik haritalama c¢alismalarinda, cesitlerin karakterizasyonunda ve ebeveyn
velirleme ¢alismalarinda degerlendirilebilecegini belirtmislerdir.

Dirlewanger ve ark. (2002) seftalide 41 tane SSR markorii gelistirdikleri
calismada, bu markorlerin cevizde amplifikasyon verip vermedigini test
etmislerdir. Sonucta, 41 adet SSR primer c¢iftinden 9 adetinin cevizde
kullanilabilecegi belirlenmistir.

Dangl ve ark. (2005) 47 adet J. regia ile J. hindsii x J. regia hibrit
(Paradox) bitkilerinde en iyi 14 SSR primer ¢iftini belirlemislerdir. Caligmacilar,
aragtirmada kullanilan SSR primerlerinin akrabalik derecesi yiiksek ceviz
cesitlerinin karakterizasyonunda ve gen havuzundaki genotiplerin ayrilmasinda
tesirlli oldugunu belirtmislerdir. Ilerde cevizde yapilacak 1slah ¢alismalarinda da bu
markorlerin degerli bir bilgi kaynagi olabilecegini belirtmislerdir.

Foroni ve ark. (2005) italya’da yiiriittiikleri ¢alismada Woeste ve ark.’nin
(2002) gelistirdikleri 23 adet SSR markdriinii J. regia tiiriinden olan Sorrento
¢esidinin 6 asili bitkisinde, 10 adet ¢ogiiriinde ve 6 degisik J. regia gesidinde
kullanmiglardir. Calismacilar, kullanilan 23 primerden 6 adetini polimorfik olarak
belirlemis ve J. regia’da kullanilabilecegini bulmuslardir.

Victory ve ark. (2006) Amerika’da kerestesi degerli olan siyah cevizde (J.
nigra) populasyonlarin genetik yapisim1 ortaya koymak ve genetik varyasyonu
belirlemek icin SSR yontemini kullanmiglardir. Toplam 43 siyah ceviz
populasyonu 12 adet polimorfizm gosteren mikrosatellit lokusu ile karakterize
edilmisgtir. Sonugta, siyah cevizde genetik varyasyonun yiiksek oldugu

belirlenmistir.
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Robichaud ve ark. (2006) siyah ceviz (J. nigra) igin 12 adet giivenilir ve
polimorfik SSR lokusu tanimlamiglardir. Arastiricilar, bu 12 lokusu 39 farkli siyah
cevizin agacimin tohumdan ¢ikma 222 yavru bireyinde test ettikleri 17 lokus
icerisinden se¢mislerdir. Arastiricilar, belirlenen 12 SSR lokusunun ebeveyn ve
genotip belirlemede kullanilabilecegini bildirmislerdir.

Foroni ve ark. (2007) Italya’da Sorrento cevizinin en popiiler ceviz
oldugunu bildirmislerdir. Arastiricilar, Caserta bolgesinde tohumdan ¢ikma 10 adet
ve 6 adet asil1 Sorrento cevizi ile Sorrento yarimadasinda yetisen 26 asili Sorrento
cevizini 6 ceviz ¢esidi ile birlikte 12 mikrosatellit primer ¢iftini kullanarak
karakterize etmislerdir. Arastiricilar, toplam 66 allel belirlemislerdir. Filogenetik
analiz sonucunda Caserta grubu ile Sorrento yarimadasi grubu birbirlerinden
kolaylikla ayrilmistir.

Ross-Davis ve Woeste (2007) yaptiklar1 SSR ¢alismasinda, J. cinerea
ceviz tiirlinde 10 polimorfik mikrosatellit lokusu belirlemiglerdir. Bu lokuslarin
diger 9 Juglans tiriinii ve 5 tiirler aras1 melez de de calistigini bildirmiglerdir.
Juglans tirlerinde lokus basina allel sayisi 18 ile 32 arasinda degismistir.
Arastiricilar ~ belirlenen SSR  lokuslarimin  J.  cinerea  populasyonlarinin
tamimlanmasinda ve diger Juglans tiirlerinden ayirt edilmesinde kullanilabilecegini
bildirmislerdir.

Wang ve ark. (2008) Cin’de 5 adet J. regia ve 4 adet J. sigillata tiirlerine
ait olmak iizere toplam 9 populasyonda genetik c¢esitliligi incelemek ve bu
populasyonlar arasindaki genetik iliskileri ortaya c¢ikarmak igin mikrosatellit
markorlerini kullanmiglardir. Populasyon seviyesinde orta seviyede bir genetik
cesitlilik oldugu belirlenirken, lokus bagina diisen allel sayis1 1.75 ile 3.35 arasinda
degisim gostermistir. Kullanilan 8 SSR primer ¢ifti toplam 73 allel liretmis ve
bunlarin hepsi polimorfizm gostermistir. UPGMA analizleri populasyonlarin
cografik olarak dagildigini belirlemislerdir.

Ross-Davis ve ark. (2008) yaptiklart calismada J. cinerea tiiriinde genetik

cesitliligi incelemislerdir. Bitki 6rnekleri tiiriin dogal yayilim alani olan bes farkli
8
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bolgede yetisen 157 olgun agagtan alinmustir. Yedi SSR primer ¢ifti kullanarak
yaptiklari ¢alisma sonucunda, J. cinerea tiriindeki genetik ¢esitliligin daha 6nceki
caligsmalarinda belirtilenden daha yiiksek oldugu sonucuna varmislardir.

Hoban ve ark. (2008) J. cinerea’da genomik kiitiiphane olusturmuslar ve
bunu 3 farkli tekrar dizisi ile (CA, GA, TAG) zenginlestirmislerdir. Tekrar dizisi
iceren 34 klonda primer dizayn edilmis ve bu primerler 4 adet J. cinerea
genotipinde bant iiretme ve polimorfizm bakimindan taranmistir. Test edilen 34
primer ¢ifti icerisinden 13 tanesinin polimorfik oldugu belirlenmistir.

Pollegioni ve ark. (2008) J. nigra ve J. regia tiirlerinin Avrupa, Asya ve
Kuzey Amerika’da ekonomik 6neme sahip tiirler oldugunu bildirmislerdir. Bu iki
tiir arasindaki melez tiiriin ise J. x intermedia olarak adlandirildigini ve kerestesinin
degerli oldugunu belirtmislerdir. Yaptiklar1 ¢alismada SSR teknigini kullanarak
yeni melez tlrleri tanimlamak ve onlarm ebeveyn tiiriinii belirlemeyi
amaglamiglardir. Kullanilan 10 mikrosatellit primer ¢ifti de her iki tiirde bant
iretmistir. Primerlerin tiretmis oldugu toplam 112 allelin 68 tanesi J. nigra’da, 36
tanesi J. regia’da ve 8 tanesi de her iki tiirde amplifiye olmustur. UPGMA
analizleri ¢aligilan genotipleri, J. regia, J. nigra ve J. x intermedia olarak ii¢ grupta
toplamistir. SSR analizlerinde 1 adet triploid melez bitki belirlenmis ve bu bitki, iki
genomu J. nigra’dan ve bir genomu da J. regia’dan almistir. Yapilan sitolojik
calismalar da bu melez bitkinin triploit oldugunu ve 48 kromozoma sahip oldugunu
gOstermistir.

Karimi ve ark. (2010) 11 SSR primer ciftini iran ceviz populasyonlarinin
karakterizasyonunda kullanmiglardir. Calismada J. regia tiriine ait yedi
populasyon kullanilmistir. Analiz edilen 11 mikrosatellit lokusu da yiiksek
polimorfizm gdstermistir. Lokus basina allel sayis1 3-11 arasinda degismis ve
toplam 63 allel elde edilmistir. Bu caligma iran’daki J. regia populasyonunda
yiiksek genetik ¢esitlilik oldugunu ortaya ¢ikarmustir.

Ebrahimi ve ark. (2011) iran civarinda uzun zamandir tohumla yayilan ve

genis alanlarda yetistirilen ceviz agaclar1 arasinda biiyiik farkliliklar oldugunu
9
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saptanuglardir. Arastirmacilar, bu galismada 31 Iran ceviz genotipi yaninda 4
yabanci gesit arasindaki akrabalik iligkileri ve genetik farkliliklarin analizlerinde
morfolojik karakterlere ek olarak SSR markorleri kullanmiglardir. SSR
analizlerinde toplam 9 primer ¢ifti analiz edilmistir. Morfolojik &zellikler ile
birlikte SSR lokuslar1 bakimindan iran genotipleri ile yabanci gesitler arasinda
oldukea yiiksek farkliliklar oldugu belirlenmistir.

Pollegioni ve ark. (2011) mikrosatellit markorleri kullanarak Italyan ceviz
cesitleri iizerindeki uzun doénemli insan etkisini incelemislerdir. Italya’nin farkli
bolgelerinden 456 6rnek toplanmistir. Tiim 6rnekleri karakterizasyonu igin toplam
10 mikrosatellit markorii kullanilmistir. Yapilan analizler sonucunda drnekler ii¢
gruba ayrilmistir.

Ruiz-Garcia ve ark. (2011) ceviz gen kaynagindaki genetik cesitliligini
tanimlamak i¢in mikrosatelit markorlerini kullanmiglardir. Toplam 19 mikrosatellit
markorii gen havuzu igerisindeki 57 gesit ve genotipin analizinde kullanilmustir.
Tiim 6rneklerde toplam 97 allel tanimlanmigtir. Bu ¢alismayla elde edilen sonuglar
cevizde SSR markérlerinin kullanilan diger markorlerden daha uygun oldugunu
gOstermistir.

Yi ve ark. (2011) cevizde EST-SSR markdrleri gelistirme ¢aligmasi
yapmiglardir. Elde ettikleri dizilerde tekrar motifleri sirasiyla en fazla diniikleotid
(%31.40), trinlikleotid (%35.27), tetraniikleotid (%6.28), pentaniikleotid (%3.86)
ve hekzaniikleotid (%?23.19) olarak goézlenmistir. Toplam 207 adet EST-SSR
primer ¢ifti dizayn edilmis ve denenmistir. Otuz SSR primer c¢ifti basariyla
amplifiye olmustur.

Chen ve ark. (2013) Juglans mandshurica tiirline ait 20 SSR markdoriiniin
izolasyonunu ve karakterizasyonu gerceklestirmislerdir. SSR markorleri AG ve GT
ile zenginlestirilmis genomik kiitiiphanelerden gelistirilmistir. 90 pozitif klondan
sadece 50 primer cifti gelistirilmistir. Daha sonra primer ciftleri bes farkli

populasyona ait 20 6rnekte denenmistir. Alle sayis1 1-17 arasinda degismistir.

10
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Zhang ve ark. (2013) J. regia i¢in yeni SSR markérleri gelistirdiklerini
bildirmislerdir. Toplam 309 EST-SSR primer ¢ifti dizayn edilmis ve77 tanesi 5
tiirli (J. regia, J. nigra, C. cathayensis, C. dabieshanensis, ve A. sinensis.) igeren 40
ceviz genotipinde analiz edilmistirr. Toplam 13 primer polimorfizm gostermis ve
104 allel elde edilmistir.

Topcu (2013) cevizde zenginlestirilmis genomik kiitliphane kullanarak
yeni SSR markdrleri gelistirmistir. AC ve GA tekrarlar1 ile zenginlestirilmis J.
nigra, tiriine ait kiitiiphaneler kullanilmistir. Toplam 340 primer (241 primer AC —
99 primer GA ile zenginlestirilmis) basariyla dizayn edilmistir. Toplam 91 SSR
primer ¢ifti amplifiye olmus ve 32 tanesi 20 ceviz cesidinin karakterizasyonunda
polimorfizm gdstermistir.

Dogan ve ark. (2014) RAPD, ISSR and SSR markorleri kullanarak ceviz
genotiplerinin genetik karakterizasyonu ve degerlendirmesi {izerine ¢aligma
yiiriitmiglerdir. Tiirkiye, ABD ve Fransa’dan 59 ceviz genotipi kullanilmistir. 25
RAPD, 25 ISSR and 16 SSR markériinden en yiiksek polimorfizm oram %91 ile
SSR’dan elde edilmistir. UPGMA metodu kullanilarak olusturulan dendogramda
ceviz genotipleri li¢ ana gruba ayrilmistir: Birinci grupta Kahramanmaras ve
Yalova orijinli genotipler, ikinci grupta Kirsehir, Tokat ve Corum orijinli
genotipler ve Uciincii grupta ise yabanci cesitler yer almustir.

Chen ve ark. (2014) Cin’deki major ceviz gesitlerini tanimlamak igin SSR
markdrleri kullanmiglardir. J. regia’dan toplam 310 SSR primer ¢ifti dizayn
edilmis, bunlarin 12 tanesi 35 gesitte analiz edilmistir. Allel sayis1 6 ile 16 arasinda
degisim gostermistir. Ortalama polimorfizm bilgi igerigi 0.75 olarak belrlenmistir.

Topcu ve ark. (2015) cevizde SSR primer gelistirme caligmas1 yaptiklarini
bildirmislerdir. J. regia tliriine ait olan Maras-18 c¢esidinin genomik DNA’s1
kullanilarak CA, GA, AAC and AAG tekrarlar1 ile zenginlestirlmis genomik
kiitiiphaneler meydana getirilmistir. Toplam 276 primer ¢ifti dizayn edilmis ve 246
tanesi basariyla amplifiye olmustur. Toplam 185 SSR lokusu 15 ceviz ¢esidinin

karakterizasyonunda polimorfizm gostermistir. Allel sayis1 4.3 ortalama ile 2-10
11
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arasinda degisim gostermigtir. GA ile zenginlestirilmis kiitliphane allel sayisi,
polimorfizm diizeyi, iretkenlik ve bilgi igerigi bakimindan en iyi olarak
belirlenmistir.

Ikhsan ve ark.’nin (2016) yaptig1 ¢alismada J. regia icin 558 adet BES-
SSR primer ¢ifti dizayn etmislerdir. Dizayn edilen primerlerden 507 (%91)’inin
amplifikasyon verdigi ve 307 tanesinin polimorfik oldugu belirlenmistir. 8 adet
ceviz ¢esidinde 307 adet polimorfik SSR primerleri toplamda 1097 allel {iretmistir.
Her bir lokustaki allel 2-11 arasinda degismis ve ortalama 3.6 allel {iretmistir.

Ebrahimi ve ark. (2016) 3 farkli kitadan 14 iilkeden 25 farkli bolgeden
toplanan genotiplerle 10 adet SSR markorii kullanarak akrabalik iligkilerini ve
farkliliklarin1 incelemislerdir. SSR markorlerinin allel araliklarini 3-25 arasinda
degistigini ve ortalama allel biytkligini 11.5 bulmuslardir. Go6zlenen
heterozigotluk 0.62, beklenen heterozigotluk 0,73 olarak tespit etmislerdir. Sonugta
189 adet J. regia g¢esidinin 10 adet SSR primeri kullanarak genetik akrabalik ve
farkliliklarini ortaya koymuslardir.

Dang ve ark. (2015) yaptiklann caligmada yeni nesil sekanslama
teknolojisini kullanarak 12 adet SSR primeri gelistirmislerdir. Bu primewrleri 11
yerel popililasyondan toplanan 96 adet Cin cevizinde taramislar ve her bir alleldeki
lokus sayisinin 5-12 arasinda degistigini belirlemislerdir. Gozlenen heterozigotluk
oraninin 0.288-0.748 arasinda ve beklenen heterozigotlugun 0.337-0,751 arasinda
degistigini tespit etmiglerdir. Sonugta bu tiirlerin yiiksek genetik cesitlilik ve gen
akisina sahip oldugu saptanmistir. Bu SSR markdrlerinin gelecekte J. regia’da
populasyon ve evrim calismalari ile diger Juglans tiirleri i¢in de kullanilabilecegini
belirtilmislerdir.

Shah ve ark. (2016) 96 ceviz g¢esidini 19 adet SSR markérii ile analiz
ederek genetik akrabaliklarini belirlemislerdir. 96 ceviz c¢esidindeki genetik
akrabalik iligkisinin oranmi %89.6 olarak tespit etmislerdir. Kullanilan SSR
markorlerinin ortalama PIC degerini 0.168 ve beklenen heterozigotluk oraninin

ortalamasini1 0.043 olarak bulmuslardir. Bu ¢alismanin cevizde onemli 6zellikler
12
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icin haritalama c¢aligmalarin1 birlestirmede yardimci olabilecegi belirtilmistir.
Mikrosatellit markorlerinin gesit tanimlama ve karakterizasyon c¢alismalarinda

yararli olabilecegi belirlenmistir.
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3. MATERYAL ve METOD

3.1. Materyal
Bu calisma kapsaminda yeni SSR markdrleri gelistirmek amaciyla J. regia
tiirtinde 200 SSR primer ¢ifti dizayn edilmistir. SSR primerleri NCBI (National
Center for Biotechnology Information) gen bankasinda bulunan ve Wu ve ark.
(2012) tarafindan elde edilen Chandler ceviz ¢esidine ait DNA dizileri kullanilarak
dizayn edilmistir. Bu primerler, J. regia tiirii icerisinde farkli orijinlere sahip 16
adet ceviz c¢esidi kullanilarak denenmistir. Tiirkiye’den 7 cesit (Maras-12,
Siityemez-1, Siityemez-2, Sebin, Kaman-1, Kaplan-86, Yalova-1 ve Bilecik),
Amerika Birlesik Devletleri’nden 5 (Chandler, Serr, Pedro, Midland ve Hartley) ve
Fransa’dan 3 (Fernor, Franquette ve Fernette) cesit kullamilmistir.  Bitki
orneklerinin tamamm Kahramanmaras Siitcii Imam Universitesi Sert Kabuklu
Meyveler Arastirma ve Uygulama Merkezinden saglanmistir.
Gelistirilen mikrosatellit primerlerinin test edilmesinde kullanilan cesitler

hakkinda detayli bilgi Cizelge 3.1°de yer almaktadir.

Cizelge 3.1. Denemede kullanilan ceviz gesit ve genotipleri ile alindiklar1 genetik

kaynaklar
No Cesit ve Orijin Genetik Kaynak
Genotip ismi
1 Yalova-1 Yalova/Tiirkiye KsU
2 Kaplan-86 Yalova /Tirkiye KsU
3 Sebin Giresun/Tltkiye KSU
4 Bilecik Bilecik /Tirkiye KSU
5 Marag-12 K.Marag/Tiirkiye KSU
6 Siityemez-1 K.Marag/Tiirkiye KsU
7 Siityemez-2 K.Marag/Tiirkiye KsU
8 Kaman-1 Kirsehir/Tiirkiye KSU
9 Chandler ABD KSU
10 Pedro ABD KsU
11 Serr ABD KsU
12 Midland ABD KSU
13 Hartley ABD KSU
14 Franquette Fransa KSU
15 Fernor Fransa KSU
16 Fernette Fransa KSU

15
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3.2. Metod

3.2.1. DNA izolasyonu

Cizelge 3.1°de verilen ceviz cesitlerine ait yaprak orneklerinden genomik
DNA izolasyonu, Doyle ve Doyle (1987)’nin gelistirdigi ve Kafkas ve ark. (2006)
tarafindan modifiye edilen CTAB yontemine gore yapilmustir.

Bu yontemde liyofilize edilerek kurutulmus ceviz yaprak orneklerinden 50-
100 mg tartilarak 2 ml’lik tiplere konulmus ve bilye yardimi ile Ogiitiicii
makinesinde (Tissue lyzer) ezilmistir. Ezilmis yaprak orneklerinin bulundugu 2
ml’lik tiiplere 0,9 ml CTAB (100mM Tris-HCI, 1,4M NaCl, 20mM EDTA, %2
CTAB, %2 PVP, %0.1 Na,S,0s) ilave edilerek ornekler, sicakligt 65°C ye
ayarlanmigs olan su banyosunda 1 saat bekletilmistir. Su banyosuna konan,
icerisinde yaprak Ornekleri ve ekstraksiyon tampon ¢ozeltisi bulunan 2 ml’lik
tiipler her 5-10 dakikada bir hafif¢e calkalanarak bu islem 1 saat boyunca devam
etmistir. Ornekler su banyosundan ¢ikarildiktan sonra oda kosullarinda 5-10 dakika
bekletilerek Orneklerin 1sisnin  diismesi  saglanmugtir. Isis1  diigen Orneklere
ekstraksiyon tampon ¢ozeltisi ile esit miktarda (0.9 ml) kloroform: isoamylalkol
(24 : 1) ilave edilmistir. Tipler oda kosullarinda her 2-3 dakikada bir hafifce 15
dakika boyunca calkalanmustir. Icinde yaprak oOrnegi, CTAB, kloroform:
isoamylalkol bulunan tiipler daha sonra 14 rpm de 15 dakika santrifiij edilmistir.
Santrifiij olan drneklerin iist fazlari alinarak yeni 1.5 ml’lik tiiplere aktarilmistir.

Yeni tiiplere aktarilan iist fazlarin iizerine soguk (-20°C de bekletilmis)
isopropanol ilave edilmistir. Bu agamada tiipler hafifce calkalanarak DNA’nin
cokmesi saglanmistir. DNA’ nin daha iyi ¢okelmesini saglamak icin 1 gece -20 ‘C
de bekletilmistir. Soguk ortamdan ¢ikarilan tiipler 2,000 rpm’de 1 dakika santrifiij
edilerek DNA’nin tiipiin dibine ¢okmesi ve isopropaanoliin kolayca bosaltiimasi
saglanmistir. Isopropanolii bosaltilan tiipiin icine, icerisinde 10mM Amonium
asetat bulunan %7611k ethanolden 1 ml ilave edilerek 15 dakika hafifce galkalanip

DNA’nin yikanmasi saglanmistir. Daha sonra 2,000 rpm’de 2 dakika santrifiij
10
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ediltiten sonra iist faz tiipten uzaklastirilmigtir. DNA’lar oda kosullarinda 1 gece
bekletilerek kurutulmustur. Kurutulan DNA’lar ultra saf su ile ¢ozdiirlilerek miktari

saptanmigtir.

3.2.2. DNA Konsantrasyonun Belirlenmesi

DNA konsantrasyonlarinin olgiimlerinde %0.8’lik agaroz jel ve qubit
(invitrogen) cihaz1 kullanilmistir. Agaroz jelde DNA konsantrasyonunun
saptanmasi sirasinda drnek basina toplam hacim 20 pl olacak sekilde 2 pl stok
DNA, ve 18 pl su ve yiikleme boyas1 (bromophenol blue, gliserol ve TBE) karigimi
ile 6rnekler hazirlanmustir.

Hazirlanan 6rneklerden 10 pl’si, %0.8 konsantrasyondaki agaroz jeldeki
taraklarin olusturdugu gozlere yiiklenmistir. Elektroforezin yiiriitiilme kosullari
120 voltta 40 dakika olarak gergeklestirilmistir. UV transilluminatdr kullanilarak
DNA yogunluklari, konsantrasyonu belli A DNA’lar (25ng-50ng-100ng-200ng)
kullanilarak tahminen belirlenirken, Flourometre ile DNA konsantrasyonu ise

flourosan boya bulunduran kit kullanilarak saptanmuistir.

3.2.3. SSR Primer Ciftlerinin Ceviz Cesitlerinde Polimorfizm Durumlarimin
Belirlenmesi ve Cesitlerin Karakterizasyonu

Toplam 200 adet SSR primer ¢iftinde PCR’1 yapilacak olan tiim DNA’lar 10
ng’a ayarlanmistir. SSR primer ¢iftlerinin DNA’ya baglanma sicakliklar1 58 derece
olarak belirlenerek 16 ceviz genotipinde (Cizelge 3.1) polimorfizm bakimindan

SSR-PCR reaksiyonlar1 yapilarak taranmistir.

PCR iiriinlerinin elektroferezi ABI 3130xl otomatik baz dizileme
unitesinde (kapiller elektroforez) yapilmigtir. SSR analizleri sonucu elde edilen
bantlarin biiytlikliikleri birbirlerine ¢ok yakin oldugu i¢in agaroz jelde ayirmak

miimkiin olmadigindan, elektroforez, kapiller elektroferez ile gergeklestirilmistir.
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Aragtirmada dizayn edilen 200 adet mikrosatellitlerden ileri primerlerin 5'
uclarina 18 bazdan olusan M13 {iniversal (5'-TGTAAAACGACGGCCAGT-3")
baz dizisi ilave edilerek sentezletilmistir (Schuelke, 2000). ABI 3130xI cihazinda
elektroforez edilecek orneklerin PCR reaksiyonlarinda M13 iiniversal baz dizisine
0zgii floresan boyali (6-FAM, VIC, NED ve PET) primerler kullanilmistir. PCR
reaksiyonlarinda 4 farkli boyanin kullanilmasi, 4 farkli primerin PCR f{iriiniin de
ayni kuyucukta analiz edilmesine olanak saglamistir. ABI 3130xI genetik analizor
cihazinda elektroferez edilecek ornekler igin PCR 12.5 ul hazirlanmistir. (Cizelge

3.2).

Cizelge 3.2. SSR yonteminde PCR’da kullanilan bilesenler

PCR bilegenleri Konsantrasyon
Tris-HCI, pH:8.8 75 mM
dNTP 200 mM
(NH4)2SO4 20 mM
MgCl, 2.0 mM
Tween 20 0.01%
ileri primer 10 nM
Geri primer 200 nM
FAM, VIC, NED, PET labeledM13 universal primer 200 nM
Hot-Start Taq DNA Polimeraz 1 Unit
DNA 10-20 ng

Sicaklik ve dongii kosullar1 94°C de 5 dakika on denatiirasyon, 30 dongii
boyunca 94°C de 30 saniye denatiire edilecek. 56°C de 45 saniye anneling ve 72°C
de 45 saniye uzama safhasinin ardindan, M13 igin,8 dongii boyunca 94°C 30 saniye
denatiirasyon, 53°C 45 saniye annealing ve 72°C 45 saniye uzama safhasi
asamasinin ardindan 72°C de 10 dakika son uzama asamasina tabi tutulmustur.
(Schuelke, 2000).

ABI 3130xl genetik analizor cihazinda analiz edilen orneklerde PCR
reaksyonu icin sicaklik ve dongii kosullar1 (Schuelke, 2000)’ne gdre bazi
degisiklikler yapilarak gerceklestirilmistir. Bu kosullar Cizelge 3.3’te verilmistir.
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3. MATERYAL ve METOD Seckin KARATAS

Cizelge 3.3. SSR yonteminde kullanilan PCR sicaklik ve dongii kosullar

No islem Sicakhk Siire (sn) Déngii
sayisi
1 Denatiirasyon-1 94°C 300 1
2 Denatiirasyon -2 94°C 45
3 Primerin DNA'ya 56°C 45 35
baglanma sicakligi
4 Uzama safhasi 72°C 90
5 Son Uzama safhasi 72°C 300 1

PCR reaksiyonlarindan sonra dort farkli boya ile isaretlenmis dort farkli
PCR iiriiniinden her bir 6rnek i¢in 1 pl kullanilarak, 9.8 pl Hi-Di formamid ve 0.2
ul LIZ-500 size standart kullanilarak aynmi kuyucuga yiiklenmistir. Daha sonra
ornekler 95 °C’de 5 dakika denatiire edilmis ve denatiirasyonun ardindan ornekler
buzda bekletilerek DNA’nin tek iplikli halde kalmas1 temin edilerek elektroforezin
uygulanmasi i¢in ABI cihazina yiiklenmistir.

GeneMapper (version 4.0) bilgisayar programi kullanilarak DNA’larin
amplifikasyon noktalar1 pikler halinde skorlanmis ve her boyanin temsil ettigi
primer c¢iftlerinin olusturdugu alleller ve allel biiyiikliikleri saptanmistir. (Sekil

3.1)
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Sekil 3.1. JRHR227005 primerinin ABI ciazmdaki elektroferogram gérﬁntﬁﬁ |
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3.2.4. Verilerin Analizi

Bu caligmada yeni SSR markdrleri gelistirmek amaciyla GenAlex
v6.5 (Peakal ve Smouse, 2012) programi kullanilarak primerlerin allel sayis1
(Na), etkili allel sayist (Ne), beklenen heterozigotluk degeri (He) ve
gozlenen heterozigotluk degeri (Ho) hesaplanmigtir. PowerMarker v3.25
(Liu ve Muse, 2005) programi kullanilarak her bir SSR lokusu ig¢in
polimorfik bilgi igerigi (PIC) hesaplanmistir. NTSYS-pc:2.21 (Rohlf, 2011),
paket program kullanilarak Jaccard benzerlik katsayisina gore UPGMA
(Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean) analizleri ile

dendrogram elde edilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA Seckin KARATAS

4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Cevizde Yeni SSR Markorlerin Gelistirilmesi

Bu ¢alismada Chandler ceviz (J. regia) ¢esidinden elde edilen (Wu
ve ark., 2012) genomic DNA dizilerinden dizayn edilmis toplam 200 BES-
SSR primer ¢ifti kullanilmigtir. Farkli orijinlerden 16 J. regia ¢esidi (Maras-
12, Siityemez-1, Siityemez-2, Sebin, Kaman-1, Kaplan-86, Yalova-1,
Bilecik, Chandler, Serr, Pedro, Midland, Fernor, Franquette, Fernette) yeni
SSR  primerlerinin  polimorfizm  diizeylerini  belirlemek amaciyla
kullanilmistir. 200 primer ¢iftinden 190’1 (%95) basariyla amplifikasyon
saglamigtir. 10 primer c¢ifti (%5) PCR sonucunda amplifikasyon
saglamamistir. 190 SSR primer ¢iftinin primer dizileri, tekrar motifleri ve

allel biiyiikliikleri Cizelge 4.1°de verilmistir.

Cizelge 4.1. SSR primer ciftlerinin sekanslari, tekrar motifleri ve tahmini allel

biiyiikliikleri
Primer Adi Primer Sekansi . A..”e.l. ... | Motif
bayuklugu
JRHR224153 F- ATCTTGAATCCCCATCTTCGT 235 (TAGG),
R- GATCAGCTTCTTTCATTGTTGG
JRHR224150 F- GTGAAAATGCCATAGCTGGAC 204 (TA)o
R- ACATAGGTACTTGCGGCCTTT
JRHR223961 F- CATTCACAAGGCGAAAACTCT 192 (GGT)s
R- ACTACCATCTCCCGAGAAACC
JRHR223954 F- CTGCAGCCAGGAGTTTAGAGA 236 (AT)s
R- CACTCAAGCTGCCTTTTGTTT
JRHR223940 F- TCGCCAACTTCCATTAAAGAG 200 (TA)e
R- GGCTATCCAGAAGAAGGGAAA
JRHR229532 F- CAAAACGCCTCTATGCACCTA 167 (CT)g
R- TGAACCAGGACAACCCAATAA
JRHR229520 F- CTGAGGGAGAGACGACATGAG 167 (TTC)s
R- AACCAAAGAGAGCGGAATTGT
JRHR229498 F- TCCAGAACAATTTCGTATCG 179 (CATC),
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Seckin KARATAS

(Cizelge 4.1. Devami)

R- GTGTGGAAGGTAAGCAAGTCG

JRHR229516 |F- TCTGCCTAGTTTCACCTCTGC 175 (TGCCA);3
R- TGCATAACAAGCAGTCATTGG

JRHR229452 |F- ATTTCCGCTTTCTTCGCTAAC 154 (AAG)s
R- ACCGTTACCGTTTGAGCAAT

JRHR229302 |F- CAGGATTCTGAAACGAAGACA 228 (TAAA),
R- TTCCCAAGAGATAGAGAAAAGC

JRHR229301 F- CAAAGTCTTCGTCAACCTTGC 167 (TTTAT);3
R- GACATGATAGATGCTAGCTCGGTA

JRHR229271 F- AACTCCCATGATATGCGTTTG 195 (TTA)s
R- ACTTTGGCTTGGTTTGGAACT

JRHR229199a |F- CCAAAATGCTGTGGTTTCTTC 186 (AT)s
R- CACTGACACACGAAAGGGTCT

JRHR229198 |F- ATATTAGTTGCTGCGCCAAGA 172 (TATAT);
R- GGGATTGGAATACCTTGTTGA

JRHR227400 |F- AACGTGGAGTTTTGCGTAATC 257 (ATTT),
R- GCAATAAGGGTGGATACTTT

JRHR227392a |F- CCCAGTTCTTCGATCTTCTCA 220 (AGAAA);
R- TTCGATTCCCAGTCCTTTTCT

JRHR227328b | F- CAGAGATCACAAGGTCGCATT 166 (AT)g
R- TGTTGATCAGTTTCCACGTACT

JRHR227248 |F- TCACATATGGATCGGAGAAGT 116 (TA)g
R- GCGGGATGCCTGTCATAA

JRHR227231b |F- GAGGATCACTCTCCACTTCGTT 127 (TCATC);
R- GTGTGGGGATTTGAAAATGTTG

JRHR227213 |F- TTAAACTCCTAGCCTCAATTCG 187 (AGAAA);
R- AAACGGCTCCCTCCAAAG

JRHR227173 |F- GGCGAAAGATCGAGGAAGTAT 161 (AGAGA);
R- CCAAATTAGCCGGAGTCATCT

JRHR227105 |F- TATTTCCGAATCGAAGAGCAG 171 (ATC)s
R- CTGGGTCACTTTCTTCTGGTG

JRHR227078 |F- TCTGAACTGTCTTCCTCACCA 134 (TTC)s
R- TGACAGATTTTCCAAGGCAAG

JRHR227056 |F- GGCATGGAATTGTTGTAGTGG 186 (ATTT),
R- AGAATAGAGGCGTACGTGCAA

JRHR227015a |F- ACCCGCATGTTTATGAAACTC 199 (AT)e
R- CGTGGGACACATGAATAGACC

JRHR227005 |F- TGTAAAATCTCGTCCGGTTTG 168 (AGG)s
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Seckin KARATAS

(Cizelge 4.1. Devami)

R- CATATGGAGGACGGAGTAGGC

JRHR227003 |F- ACAGTATTCGGGTCGGGTAAT 158 [ (TCGGG);
R- TGACTCCTCTCTCCTGAAGCA

JRHR227001 |F- GGTCTGTTCAGCCCATTTACA 175 [ (ATATA),
R- TGAGTCGTGTTCATGTCATTTC

JRHR226975 | F- TGAAGCTTAGCATGAACGTGA 209 | (AACAT);
R- TGGTAATCCCATGAGACAAGAA

JRHR226911 | F- AAAGTTGAGACTGTCCCTCCA 192 [(TTTTC);
R- GGATTCCAGGCGATGTAGAAG

JRHR226801a |F- TCCGATCTCGTTTGTTTTCA 220 |[(TTTTA);
R- GAAGGGATATTTAGGCCTGGTT

JRHR226639 | F- AGGTGATGGAAAGTGCCAAAT 179 [ (CTAG),
R- AAGACCTGGTGATGGAAACTG

JRHR226573 | F- TGTGTTACAGCGAGCTTACCC 152 | (TA)s
R- AAGTGATGTTAGATCCCCGAAT

JRHR226564 | F- TTTTAGCATCCCTATGGGACA 163 | (CATG),
R- AAGGTGGGGTTACATGATTTG

JRHR223884 | F- AAGACAGGGACAAGGAACCAT 159 |[(CATCT);
R- CGTGGAGATTTGGAAAAGTTG

JRHR223857 | F- AAAACAAATAGGCTCGTTTGGA 213 [ (TAT)s
R- CCTTATCTCATCTCATCTCATCG

JRHR223807a |F- TTTGATCTCTAAGACCTCGTTGTG 125 | (TA);
R- ACGTCTTCGTCAATGAACGTG

JRHR223807b |F- TGCCACTTTGAAATGATGTGT 186 | (TA),
R- GAGCCTGATCATCGTCATCATA

JRHR223789 | F- CAAGACGCAGGCAACAAATTA 193 [ (TATG).
R- CTCCACCTCCTTGAACATTGA

JRHR223787 |F- GTGAGGTTTCCACCCACATTA 193 [ (AAAGA);
R- CCATGAGAATGTATGCTTGGAC

JRHR223752 |F- GTGAGGTTTCCACCCACATTA 193 [ (AAAGA),
R- CCATGAGAATGTATGCTTGGAC

JRHR223691 | F- GAGCGATTCTTCAAACACTTCA 183 |(TATCA);
R- TTTATGTTCTGCATGGCTTCA

JRHR223682b |F- CCACGGGATTGTTTAGATTGA 190 [(CTCAA);
R- TCTTGGTTTAAATAGTGAGTTGAGA

JRHR223673a |F- TGTAGGTCAACAAAGCTGGCTA 246 | (AT)s
R- GTGAACGTAGCATCGTCCTTT

JRHR223667 |F- AGGATGTACCAATTCTACAGAT 173 [ (ATA)s
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(Cizelge 4.1. Devami)

R- CCACCTCATAATGCTTGTTGG

JRHR223644 |F- TTCGCATCATGTTCAGATTCA 177 | (TAAGA);
R- GTGACTTGCACATCCACTTTG

JRHR223559a |F- TGGAACACTATTCATTCATCAAA 274 | (ATAAA);
R- TGACTATTCACATCAAATCTCCAAA

JRHR223557 |F- GCATGCAGCTAAGTTTGTTTATTT 213 [(TTTAT)s
R- AGGCGTTTGTGTCTTTTCACA

JRHR223545 | F- ACGACAAAAGAGTACGCCAAT 238 | (ATATA);
R- TACCTTCACGGCCAACATTTA

JRHR223541b |F- ATGCATGATTCGAGGTTCACT 248 | (CATCT);
R- CATAGAGGGCTCGTTTGGATA

JRHR223496 |F- GCCGGATTGATTCTGAGTTTT 191 (AG)g
R- TTCCTGTACTTACGGCCTGTG

JRHR223474 |F- CAGCGGCTCTTTGAATGTAAT 222 [(TTTC),
R- ACGGACCTTGTCCACATGATA

JRHR223445¢c |F- ATAATCAAATCCGGGCGAGT 169 |(ATGC),
R- GATTAGTGCTGGCTGCTGTTC

JRHR223365 |F- TTTGCTACACATGAAAACCTCTG 175 [(TACA),
R- ACCTGATCAACAACCAGATCA

JRHR223360 |F- AAGGTGAGGCTGCGTTTAGAT 274 | (TAAGT);
R- TGCACATCCTTTCAAGATTCA

JRHR223361 |F- TTCCCTTTGTGACTCTGCTTC 175 | (GA)1 2
R- CCTTCCATCTTTCCACTTCGT

JRHR223311 |F- GAAGGGAGCTCTGGAAATGAG 173 [(AG)s
R- TATAGTACCGGCCATGGGAAC

JRHR223291 | F- GAATTTGTTTAGCTGCCATCG 163 |[(TGGTT);
R- CTCATGTATGGCTTGGTTGGT

JRHR223201 |F- TCAACTGAGCTTTAGTCCCAGA 205 | (CT)s
R- ATTAGTCGGGATGCTGTTCCT

JRHR223194 | F- TTTATGCGACTCTCCCCATTA 164 | (ATT)s
R- TGCGCATGACTAATTTTGGTT

JRHR223182 | F- ACCTCAAGTCCCATACCCATC 158 [(TTA)s
R- ATTAGGCTTCCCACATCCAAA

JRHR223174 |F- GCCATGGGAAAGAATAGTGGT 198 |[(ATG)s
R- GCCAACCGAGTAGAAACAAAA

JRHR223170 | F- GGCCATTCATTCATTACATCC 182 | (AT)s
R- GTCACGATCAGTACGCCTTG

JRHR223086 |F- CGGCCTTCACGTAAATTAAAGA 180 |[(TA)s
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Seckin KARATAS

(Cizelge 4.1. Devami)

R- TGAAGATCAAGAGAGGCAAGG

JRHR223084 |F- TTTGAAGCTTGATACAAGGTGAG 212 [(TA)
R- TACGTACGGATGCTTCATGCT

JRHR223103b |F- GCTGCGAGGCTTGATCTTAT 208 | (ATAAA),
R- CAACATCGACTAATCCGTTCG

JRHR223067a |F- CTTTGGCAAGTGTGTGGCTAT 177 | (AT)s
R- GGTTGTAAGGCACCAGTACACA

JRHR226531 | F- ATCGAACATCGCACGTCATTA 193  [(TATTA);
R- AGGGCAAGATCAAACCATACC

JRHR226530 |F- TGACCTTAATTTTCCCCGAGT 170 | (AT)s
R- CATTCAAATGCAGGGTGTTTT

JRHR226526 | F- TTGCGGGATACTAATTGTTCA 174 | (CATG),
R- CGAACAGGTTGGTGTAGATCG

JRHR226409 | F- GAGGATCAGTATCCACAAGCAA 288 | (AAAT),
R- TGGCGCAAGCTAAAGTATGTC

JRHR 226360 |F- AAGTGCGCATGATCAAGAAGT 160 | (AT)s
R- AAATTACTCGTCATGTGTTGTGTTT

JRHR226223 | F- GCTGCATCTTTCACGTTTTCT 217 (TG)s
R- TCCCAACACAAGCTCATGAAT

JRHR226105 |F- GGTTGAGCTTCTAGTCATGCTG 127 | (AAAC),
R- CGAACTGGTGCCCTTCTACTAC

JRHR226081 | F- TTCATCTTGTCCCAACTCTCAA 208 |(CATG).
R- TTTTCTTTTCCGTTCCCAACT

JRHR226074 |F- GATCACGCATAGCCTTGATGT 177 | (AATT),
R- CTTGCTCCATTGGTGTTTTGT

JRHR226051 |F- GGAATGATGACTTGGGGTTTA 198 [(TTTCT)s
R- TGCAAAATGTGTGCATCAAAA

JRHR226042 | F- ATCGGTTGCAGACACGTAGAG 207 |(CGAT),
R- CGACTTACTTTCGGAGGAAGC

JRHR226021a |F- TGCATGTACGTATAAGTTTGATCT 171 (AT)g
R- ATTAGGCACTTGCCACCCTAA

JRHR225949 | F- CATCCTGTACGCCTAGTTTCG 195 [(TTA)s
R- CGTGACGAGTGTTTCTCTACAA

JRHR225926 | F- AGCGATTTGACTGACAAGCAT 156 | (AT)s
R- TCGGTCCCTAGCTTTCTTAGG

JRHR225912 | F- CCCACGTCACAGACCAAGTAT 192 [(TATT),
R- TTGGGCTAGCATTCATTCTGT

JRHR225717 | F- AATGGCGCTAACCGTTCTAAT 175 [ (TA)s
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(Cizelge 4.1. Devami)

R- AAACTAGCATTCTCCATCAACTCTT

JRHR229189 F- AAAAGAATCTCGTTGGTGTC 295 (GA)g
R- GTGCATTGGCATTGGTTTATC

JRHR229180a |F- TCACATTAAGCTATGTCAGTTTG 194 (TA)s
R- TGGCACATGCACATTTATAGT

JRHR229141 F- TGAACTTGAACCTGAGCATGA 226 (AACAT);
R- GGGGACCTGTGTAGCACCTAT

JRHR229134 F- TGATCTAATTCCGCGTATGCT 200 (TGCA),
R- TCAAGGCTTAATTTCTTGTTCA

JRHR229126 F- CCGGTTTAGAAGGGTAACCAG 177 (ACCGG)3
R- ATTTCGATTCACAGGAGCTGA

JRHR228966a |F- TGGGCTAGAACATTCTCCAAA 198 (TA)1 o
R- GCAAATTTTCATGGGAAAACA

JRHR228936a |F- ACAACGATTTACACAAACACA 146 (TA),
R- CTAGGCCTCCAACAGTCACAC

JRHR228904 F- GGGAATCATCATCGATAGCTTTAC 180 (AT)sg
R- TGATGTTTTCTTTCATCCTTCTCA

PCR iiriinleri kapiller elektroforezde analiz edilerek allelleri belirlenmistir.
Polimorfizm orani %46 (92 primer ¢ifti) olarak belirlenmistir. Polimorfik primer
ciftlerinin verileri GenAlex (Peakall ve ark., 2006) ve PowerMarker (Liu ve Muse,
2005) programlar1 kullanilarak analiz edilmistir. 92 polimorfik primer giftine ait
allel sayilar1 (Na), efektif allel sayilar1 (Ne), beklenen heterozigoti degerleri (He),
gozlenen heterozigoti degerleri (Ho) ve polimorfizm bilgi icerikleri Cizelge 4.2’de
verilmistir.

Polimorfik 92 SSR primer ¢ifti 2 ile 11 arasinda, toplamda 324 ve lokus
basma ortalama 3.6 adet allel iiretmistir. En fazla allel sayisim JRHR223545
lokusu {iretmigtir. Ortalama Na (allel sayis1) degeri 3.48, Ne (ortalama efektif allel

sayisi) degeri ise 1.1- 8.7 araliginda degismis ve ortalamasi 2.292 olmustur.
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Cizelge 4.2. SSR lokus adi, allel araligi, allel sayisi (Na), efektif allel sayis1 (Ne),
beklenen (He) heterozigositi, gozlenen (Ho) heterozigositi ve
polimorfizm bilgi icerigi (PIC)

SSR lokusu Allel Na Ne He Ho PIC

arahigi
3.38 0.70 0.13 0.67

JRHR224153 | 225-251
2.88 0.65 0.86 0.62

JRHR224150 | 220-244
2.34 0.57 0.31 0.49

JRHR223961 | 210-232
1.82 0.45 0.60 0.39

JRHR223954 | 252-258
1.44 0.31 0.13 0.30

JRHR223940 | 257-259
2.80 0.64 0.69 0.57

JRHR229532 | 320-329
1.36 0.26 0.31 0.23

JRHR229520 | 167-179
1.06 0.06 0.06 0.06

JRHR229498 | 238-240
1.97 0.49 0.25 0.37

JRHR229516 | 175-188
2.45 0.59 0.44 0.53

JRHR229452 | 195-203
1.28 0.22 0.13 0.19

JRHR229302 | 189-191
1.52 0.34 0.44 0.28

JRHR2293011 | 98-106
1.13 0.12 0.13 0.11

JRHR229271 | 133-137
1.47 0.32 0.25 0.29

JRHR229199a | 280-295
2.07 0.52 0.75 0.41

JRHR229198 | 201-207
2.75 0.64 0.38 0.57

JRHR227400 | 187-193
3.66 0.73 0.67 0.68

JRHR227392a | 274-298
1.29 0.23 0.13 0.21

JRHR227328b | 226-234
1.99 0.50 0.56 0.37

JRHR227248 | 212-214
1.97 0.49 0.73 0.37

JRHR227231b | 201-203
3.07 0.67 0.75 0.62

JRHR227213 | 199-213
2.10 0.52 0.64 0.44

JRHR227173 | 232-247
3.48 0.71 0.63 0.66

JRHR227105 | 243-267
2.86 0.65 0.43 0.61

JRHR227078 | 186-200
1.13 0.12 0.13 0.11

JRHR227056 | 202-204
2.11 0.53 0.06 0.42

JRHR227015a | 313-318
3.44 0.71 0.81 0.66

JRHR227005 | 216-222
1.60 0.38 0.38 0.30

JRHR227003 | 187-190
1.36 0.26 0.06 0.23

JRHR227001 | 242-244
1.50 0.33 0.40 0.29

JRHR226975 | 275-281
1.28 0.22 0.25 0.19

NINDWINDINDIRWINDOAOAW|IARNDNDW|IRRWWINDMNDINDIAMNDMNDNDIWIND WA IN(O

JRHR226911 | 144-187
JRHR226801a | 225-238 3.32 0.70 0.50 0.67
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(Cizelge 4.2. Devami)

JRHR226639 | 175-188 5 4.07 0.75 0.23 0.71
JRHR226573 | 288-290 2 1.28 0.22 0.00 0.19
JRHR226564 | 169-173 3 2.11 0.53 0.31 0.42
JRHR223884 | 200-205 2 1.97 0.49 0.75 0.37
JRHR223857 | 172-190 2 1.47 0.32 0.40 0.27
JRHR23807a | 196-208 5 3.35 0.70 0.64 0.66
JRHR223807b | 142-144 2 1.28 0.22 0.13 0.19
JRHR223789 | 233-241 6 3.36 0.70 0.67 0.66
JRHR223787 | 208-220 3 2.13 0.53 0.42 0.43
JRHR223752 | 194-202 5 3.06 0.67 0.79 0.63
JRHR223691 | 207-214 2 1.06 0.06 0.06 0.06
JRHR223682b | 200-206 2 2.00 0.50 0.63 0.38
JRHR223673a | 200-206 3 2.86 0.65 0.50 0.58
JRHR223667 | 223-231 2 1.60 0.38 0.38 0.30
JRHR223644 | 179-193 3 2.11 0.53 0.94 0.42
JRHR223559 | 204-208 3 1.86 0.46 0.63 0.40
JRHR223557 | 176-184 4 1.77 0.44 0.27 0.41
JRHR223545 | 250-282 11 8.67 0.89 0.92 0.87
JRHR223541b | 251-280 10 5.54 0.82 0.62 0.80
JRHR223496 | 189-199 6 3.32 0.70 0.64 0.66
JRHR223474 | 209-218 2 1.28 0.22 0.13 0.19
JRHR223445¢c | 240-244 2 1.60 0.38 0.50 0.30
JRHR223365 | 204-208 2 1.72 0.42 0.60 0.33
JRHR223360 | 193-199 3 1.21 0.17 0.19 0.17
JRHR223361 | 290-294 3 2.02 0.51 0.19 0.45
JRHR223311 | 185-188 2 1.68 0.40 0.31 0.32
JRHR223291 | 176-199 5 3.74 0.73 0.75 0.69
JRHR223201 | 176-180 3 1.81 0.45 0.44 0.37
JRHR223194 | 175-194 6 3.12 0.68 0.56 0.63
JRHR223182 | 168-175 2 1.39 0.28 0.33 0.24
JRHR223174 | 224-285 5 2.82 0.65 0.57 0.58
JRHR223170 | 192-201 5 2.80 0.64 0.50 0.60
JRHR223086 | 203-207 2 1.60 0.38 0.07 0.30
JRHR223084 | 196-198 2 1.82 0.45 0.69 0.35
JRHR223103b | 227-229 2 1.21 0.17 0.19 0.16
JRHR223067a | 224-227 2 2.00 0.50 0.50 0.38
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(Cizelge 4.1. Devami)

JRHR226531 | 210-216 2.11 0.53 0.38 0.46

JRHR226530 | 184-194 1.40 0.29 0.20 0.26

JRHR226526 | 191-194 2.47 0.60 0.31 0.52

JRHR226409 | 299-303 1.56 0.36 0.07 0.29

JRHR226360a | 174-188 5.06 0.80 0.73 0.77

JRHR226223 | 218-220 1.93 0.48 0.31 0.37

JRHR226105 | 110-129 2.24 0.55 0.87 0.46

JRHR226081 | 212-232 2.92 0.66 0.80 0.60

JRHR226074 | 182-194 2.41 0.58 0.60 0.49

JRHR226051 | 214-219 1.48 0.32 0.38 0.30

JRHR226042 | 219-222 1.28 0.22 0.25 0.19

JRHR226021a | 188-207 4.51 0.78 0.79 0.74

JRHR225949 | 212-218 1.06 0.06 0.06 0.06

JRHR225926 | 176-190 3.38 0.70 0.67 0.67

JRHR225912 | 242-253 1.63 0.38 0.33 0.35

JRHR225717 | 191-193 1.06 0.06 0.06 0.06

JRHR229189 | 226-236 1.69 0.41 0.50 0.37

JRHR229180a | 206-212 2.26 0.56 0.19 0.46

JRHR229141 | 243-258 1.97 0.49 0.87 0.37

JRHR229134 | 197-243 2.18 0.54 0.08 0.48

JRHR229126 | 176-195 3.19 0.69 0.87 0.63

JRHR228966 | 194-196 1.97 0.49 0.47 0.37

JRHR228936a | 152-172 4.17 0.76 0.86 0.72

JRHR228904 | 200-210 2.68 0.63 0.44 0.57

plPAINPPDOIRANWAINDWOOINDININDW(WO|AND|NND|(W|W(>

w

Ortalama 9 2.29 0.48 0.44 0.46

Bu calismada, J. regia’da 200 BES-SSR primer c¢ifti dizayn edildi ve
bunlardan 190 primer (%95) ¢ifti basarili olarak amplifikasyon gostermistir.
Polimorfik 92 SSR primer ¢ifti 2 ile 11 arasinda allel tiretmis ve toplamda 324 allel
elde edilmistir. Lokus basina ortalama allel sayis1 3.6 adet olmustur. Polimorfik
bilgi icerigi (PBI) degeri 0.06 ile 0.87 arasinda degismis ve ortalama 0.46 olarak
belirlenmistir.

Elde edilen sonucglara bakildiginda, en yiiksek He (0.885) ve Ho (0.923)

degerine JRHR223545 primeri sahiptir. En diisiik He degerine JRHR229498,
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JRHR223691, JRHR225949 ve JRHR225717 primerleri sahip olmus ve hepsinin
He degerleri de aymi (0.61) bulunmustur. En diisik Ho degerine sahip olan
JRHR226573 primerinde Ho=0 bulunmustur. Wang ve ark. (2008) yaptiklan
calismada beklenen heterozigotluk degeri ortalamasi 0.525 bulurken, Ma ve ark.
(2011) He degerini ortalamasini ise 0.44 olarak hesaplamiglardir. Bu calismada
elde edilen deger (0.480). Wang ve ark. (2008)’na gore daha diisiik, Ma ve ark.
(2011)’na gore daha yiiksek bulunmustur. Bu calismada Na degeri 2-11 arasinda
degisirken ortalamasi 3.49 bulunmustur. Bu calismadaki Na degeri ortalamasi
Topcu ve ark.’nin (2015) (Na = 4.2) ve Najafi ve ark. (2014)’nin (Na = 4.3)
yaptiklari ¢aligmada elde edilen Na degerinden daha diisiik bulunmustur.

Sonug olarak, bu calisma kapsaminda teste dilen 200 SSR primer ¢iftinden
%46’sinda polimorfizm tespit edilmis ve ileride genetik ¢alismalarda kullanilmak

tizere 92 yeni polimorfik SSR markorii gelistirilmistir.

4.2. Gelistirilen SSR Markérleri Kullanilarak 16 Ceviz Cesidinde Genetik
Hiskilerin Belirlenmesi

Toplam 92 adet polimorfik SSR primeri kullanilarak 16 adet ceviz
¢esidinde Jaccard genetik benzerlik indeksi hesaplanmistir (Cizelge 4.3). NTSYSpc
paket programinda, SSR primerlerinin PCR iiriinleri var (1) ya da yok (0) seklinde
degerlendirilmis ve analiz edilmistir. Soyagaci ¢aligmalar1t UPGMA (Unweighted
Pair Group Method with Arithmetic Mean Algorithm) yontemi ile yapilmstir.

Toplam 92 adet SSR primerinin analiz edilmesi sonucunda elde edilen 324
allel kullanilarak yapilan soyagaci analiz sonucuna gore, (Sekil 4.1) yabanci orjinli
(Chandler, Fernor, Fernette, Franquette, Hartley , Pedro, Midland, ve Serr) ve yerel
(Maras-12, Kaplan-86, Kaman-1, Siityemez-1, Siityemez-2, Yalova-1, Sebin, ve
Bilecik), cesitlerin 2 ayr1 grupta toplandigi belirlenmistir. Yabanci orjinli
cesitlerden Fernor ve Fernette’nin 0.909 benzerlik katsayisiyla ¢ok yakin akraba
olduklart tespit edilmistir. Fernor ve Serr cesitlerinin ise 0.690 benzerlik

katsayistyla en uzak akraba olduklar1 tespit edilmistir. Yerli cesitler arasinda
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benzerlik katsayisi degerlendirildiginde, en yakin akraba bulunan gesitlerin 0.889
benzerlik katsayisina sahip Siityemez-1 ve Siityemez-2 ¢esitlerin oldugu
belirlenmistir. En uzak akraba cesitler ise 0.612 benzerlik katsayisi ile Sebin ve

Maras-12 arasinda tespit edilmistir.

’—Sutyemez'l
\—Sutyemez2

Maras12

Kaplan86

Yaloval

Bilecik

Sebin

Kaman’

|Fernor

Fernette

Franquette

Midland

Hartley

Pedro

Chandler

Serr

r T T T 1
0.66 0.72 0.79 0.85 0.91
Simple Matching Coefficient

Sekil 4.1. Toplam 92 adet SSR primeri kullanilarak elde edilen 16 adet ceviz
cesidine ait dendogram.
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Cizelge 4.3. Toplam 92 SSR primer ¢ifti kullanilarak 16 adet ceviz gesidine ait genetik benzerlik indeksi

Rows/Cols | Sutyemezl | Sutyemez2 | Kaplan86 | Maras12 | Sebin | Kamanl | Yaloval | Bilecik | Fernor | Fernette | chandler | Franquette | Midland | Hartley | Serr | Pedro

Sutyemez1 1

Sutyemez2 0.889 1

Kaplan86 0.644 0.652 1

Maras12 0.692 0.72 662 1

Sebin 0.691 0.667 0.661 0.614 1

Kamanl 0.686 0.68 0.671 0.646 | 0.703 1

Yaloval 0.697 0.708 0.725 0.668 |0.674| 0.729 1

Bilecik 0.714 0.729 0.735 0.657 |0.691| 0.731 0.848 1

Fernor 0.663 0.692 0.652 0.695 |[0.642| 0.677 0.686 | 0.724 1

Fernette 0.67 0.68 0.616 0.665 | 0.63 | 0.689 0.671 0.707 | 0.909 1

chandler 0.629 0.634 0.631 0.637 |0.615| 0.68 0.661 0.703 | 0.735 | 0.747 1

Franquette 0.625 0.649 0.613 0.646 |0.645| 0.692 0.668 | 0.678 | 0.832 | 0.817 0.75 1

Midland 0.676 0.683 0.646 0.631 |[0.642| 0.701 0.689 | 0.703 | 0.756 | 0.766 0.747 0.851 1

Hartley 0.652 0.676 0.657 0.628 |0.666 | 0.667 0.721 0.744 | 0.778 | 0.771 0.746 0.784 0.835 1

Serr 0.617 0.623 0.627 0.636 031 |0.637 0.65 0.68 0.698 | 0.704 0.73 0.707 0.72 0.738 |1

Pedro 0.671 0.669 0.635 0.632 0.661 | 0.662 0.733 0.728 [0.763 |0.756 0.756 0.776 0.793 0.846 [0.747 | 1
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5.SONUC VE ONERILER

Calismada kullanilan 200 adet SSR primer ¢ifti Chandler ceviz ¢esidinin
DNA dizileri kullanmlarak dizayn edilmistir. Dizayn edilen 200adet SSR primer
cifti 8 adet yerli 8 adet yabanci toplam 16 adet ceviz ¢esidinde analiz edilmistir.
200 adet SSR primer cifitnden 190 (%95) adet SSR primer cifti amplifiye
olmustur. Amplifikasyon gosteren primerlerden 92 (%46) tanesi polimorfik, 98
tanesi monomorfik bulunmustur. Polimorfik olan 92 adet SSR primer c¢ifti toplam
324 allel iiretmistir. Allel sayis1 2-11 arasinda degismis ve lokus basina diisen
ortalama allel sayist 3.6 bulunmustur. Polimorfik bilgi icerigi 0.11-0.88 arasinda
degisirken, ortalamasi 0.46 olarak belirlenmistir. Etkili allel sayis1 1.06-8.67
arasinda degismis ve ortalama 2.29 bulunmustur. Beklenen heterozigotluk 0.06-
0.88 arasinda degisirken ortalamasi 0.480 bulunmustur. Gozlenen heterozigotluk
orani 0.00-0.92 arasinda degisiklik gosterirken ortalamasi 0.44 bulunmustur.
Biitiin bu elde edilen datalarin degerlendirilmesi sonucunda veriler kullanilarak
UPGMA benzerlik indeksine gore elde edilen dendogram sonucunda 2 ana grup
olugmus ve 8 adet yerli orjine sahip cesitler bir grubu olustururken, 8 adet yabanci
orjinli ¢esitler ikinci ana grubu olusturmustur. Yeni gelistirilen 92 adet polimorfik
SSR primer ¢ifti kullanilarak elde edilen benzerlik katsayilar1 ve dendogram ile 16
adet ceviz ¢esidin genetik olarak akrabalik iligkileri belirlenmistir. Sonugta bu yeni
geligtirilen 92 adet SSR primer ¢iftinin genetik akrabalik iligkilerini belirleme,
karakterizasyon, cesit gelistirme ve genetik harita olusturma ¢aligmalarinda

kullanilabilecegi belirlenmistir.

33



5. SONUC VE ONERILER Seckin KARATAS

34



KAYNAKLAR

Akea, Y., 2005. Determination an overview of selection breeding studies carried
out in Turkey and definition of characteristics for selection breeding of
walnut. Bahce, 34:29-34.

Akca, Y ve Karadag, H., 2011. Phenological and pomological properties of
promising walnut (Juglans regia L.) genotypes from selected native
population in Amasya province. African Journal of Biotechnology,10:74-
79.

Beyhan, O., 2009. Akyaz1 bélgesi cevizlerinin (Juglans regia L.) seleksiyonu
yoluyla 1slahi iizerine aragtirmalar. Bahge Dergisi, 38(2): 1-8.

Chen, C. M., Han, S. J., Yuan, S. S., Wang, C. J. ve Yu, J. H.,, 2013. Isolation and
characterization of 20 polymorphic microsatellite markers for Juglans
mandshurica (Juglandaceae), Bio One, 1:1-4.

Chen, L., Ma, Q. Chen, Y., Wang, B. ve Pei, D., 2014. Identification of major
walnut cultivars grown in China based on nut phenotypes and SSR
markers. Scientia Horticulturae.168:240-248.

Dang, M., Liu, Z. X., Chen, X., Zhang, T., Zhou, H. J., Hu, Y. H., ve Zhao, P.,
2015. Identification, development, and application of 12 polymorphic EST-
SSR markers for an endemic Chinese walnut (Juglans cathayensis L.)
using next-generation sequencing technology. Biochemical Systematics
and Ecology 60 (2015) 74-80

Dangl, G., Woeste, K., Aradhya, M., Koehmstedt, A., Simon, C., Potter, D., Leslie,
C. A. ve Mcgranahan, G., 2005. Characterization of 14 microsatellite
markers for genetic analysis and cultivar identification of walnut. Journal
of the American Society for Horticultural Science, 130:348-354.

Dirlewanger, E., Cosson, P., Tavaud, M., Aranzana, M. J., Poizat, C., Zanetto, A.,
Arus, P. ve Laigret, F., 2002. Development of microsatellite markers in

peach [Prunus persica (L.) Batsch] and their use in genetic diversity
35



analysis in peach and sweet cherry (Prunus avium L.). Theoretical and
Applied Genetics, 105(1): 127-138.

Dogan, Y., Kafkas, S., Siityemez, M., Akca, Y.ve Tiiremis, N., 2014. Assessment
and characterization of genetic relationship of walnut (Juglans regia L.)
genotypes by three types of molecular markers. Scientia Horticulturae,
168:81-87.

Doyle, J. J. ve Doyle, J. L., 1987. A rapid isolation procedure for small quantities
of fresh leaf tissue. Phytochemical Bulletin, 19:11-15.

Ebrahimi, A., Fatahi, R. ve Zamani, Z., 2011. Analysis of genetic diversity among
some Persian walnut genotypes (Juglans regia L.) using morphological
traits and SSRs markers. Scientia Horticulturae, 130:120-128.

Faostat, 2017. Agriculture data [online]. Available form:http://faostat.fao.org.

Fjellstrom, R. G. ve Parfitt, D. E., 1994. RFLP inheritance and linkage in walnut.
Theoretical and Applied Genetics, 89:665-670.

Fjellstrom, R. G., Parfitt, D. E. ve McGranahan, G. H., 1994. Genetic relationships
and characterization of Persian walnut (J. regia L.) cultivars using
restriction fragment length polymorphisms (RFLPs). Journal of the
American Society for Horticultural Science,119:833-839.

Forde, H. I. ve Griggs, W. H., 1972. Pollination and blooming habits of walnuts.
Agriculture Experimental Station, Universityof California, Leaflet 2753.

Foroni, 1., Rao, R., Woeste, K.ve Gallitelli, M., 2005. Characterisation of Juglans
regia L. with SSR markers and evaluation of genetic relationships among
cultivars and the ‘Sorrento’landrace. Journal of Horticultural Science and
Biotechnology, 80:49-53.

Foroni, 1., Woeste, K., Monti, L. M. ve Rao, R., 2007. Identification of ‘Sorrento’
walnut using simple sequence repeats (SSR).Genetic Resources and Crop

Evolution,54:1081-1094.

36


http://www.sciencedirect.com/science/journal/03044238
http://faostat.fao.org/

Hoban,

Ikhsan,

Kafkas,

Kafkas,

Karimi,

Kumar,

Leslie,

Liu, K.

Ma, Q.

S., Anderson, RM.C., Cleary, T., Schlarbaum, S. ve Romero-Severson, 1.,
2008. Thirteen nuclear microsatellite loci for butternut (Juglans cinerea
L.). Molecular Ecology Resources, 8:643—646.

A. S., Topcu, H., Siityemez, M. ve Kafkas, S., 2016. Novel 307
Polymorphic SSR Markers From BAC-end Sequences in Walnut (Juglans
regia L.): Effects of Motif Types and Repeat Lengths on Polymorphism
and Genetic Diversity. Scientia Horticulturae, 213: 1-4.

S., Ozkan, H. ve Sutyemez, M., 2005. DNA polymorphism and assessment
of genetic relationships in walnut genotypes based on AFLP and SAMPL
markers. Journal of the American Society for Horticultural Science,
130:585-590.

S., Kaska, N., Wassimi, A.N. ve Padulosi, S., 2006. Molecular
characterisation of afghan pistachio accessions by amplified fragment
length polymorphisms (AFLPs) J. Hort. Sci. Biotechnol. 81(5): 864-868

R., Ershadi, A., Vahdati, K. ve Woeste, K., 2010. Molecular
characterization of Persian walnut populations in Iran with microsatellite
markers. Journal of the American Society for Horticultural Sciences,
45:1403-1406.

P., Gupta, V.K., Misra, A.K., Modi, D.R. ve Pandey, B.K., 2009. Potential
of molecular markers in plant biotechnology. Plant Omics Journal, 2:141-
162.

C.A. ve McGranahan, G. H., 1998. The origin of the walnut. In:ramos
DE(ed) walnut orchard management. University of California, Division of
Agriculture and Natural Resources, Publication, 3373:3-7.

ve Muse, S.V., 2005. PowerMarker: Integrated analysis environment for
genetic marker data. Bioinformatics, 21:2128-2129.

Zhang. J. ve Pei D., 2011 Genetic analysis of walnut cultivars in China
using fluorescent amplified fragment length polymorphism. Journal of The

American Society For Horticultural Science, 136(6): 422-428.
37


http://journal.ashspublications.org/content/136/6/422.short
http://journal.ashspublications.org/content/136/6/422.short
http://journal.ashspublications.org/
http://journal.ashspublications.org/

Manning, W. E., 1978. The classification within the Juglandaceae. Annals of the
Missouri Botanical Garden,65:1058-1087.

Nicese, F. P., Hormaza, J.I. ve McGranahan, G. H., 1998. Molecular
characterization and genetic relatedness among walnut (Juglans regia L.)
genotypes basedon RAPD markers. Euphytica, 101:199-206.

Najafi, F., Mardi, M., Fakheri, B., Pirseyedi, S. M., Mehdinejad, N., ve Farsi, M.,
2014. Isolation and characterization of novel microsatellite markers in
walnut (Juglans regia L.). American Journal of Plant Sciences, 5:409-415.

Peakal, R. ve Smouse, P.E. 2006. GenAlEx6: Genetic analysis in Excel. Population
genetic software for teaching and research. Molecular Ecology Notes,
6:288-295.

Pollegioni, P., Woste, K., Major, A., Mugnozza, S., G. ve Malvolti, M. E., 2008.
Caracterization of Juglans nigra (L.), Juglans regia (L.) and Juglans
xintermedia (Carr.) by SSR markers. A case study in Italy. Silvae
Genetica, 1:68-78.

Pollegioni, P., Woste, K., Olimpieri, 1., Marandola, D., Cannata, F. ve Malvolti, M.
E., 2011. Long-term human impacts on genetic structure of Italian walnut
inferred by SSR markers. Tree Genetics and Genomes, 7:707-723.

Potter, G., Gao, G., Aiello, C. ve McGranahan, G., 2002. Inter-simple sequence
repeat markers for fingerprinting and determining genetic relationships of
walnut (J. regia) cultivars. Journal of the American Society for
Horticultural Science, 127:75-81.

Robichaud, R. L., Glaubitz, J. C., Rhodes Jr, O. E. ve Woeste, K. 2006. A robust
set of black walnut microsatellites for parentage and clonal identification.
New Forest, 32:179-196.

Ronhlf, J. F., 2011. NTSYSpc 2.21 numerical taxonomy and multivariate analysis
system. Exeter software, N. Y.

Ruiz-Garcia, L., Lopez Ortega, G., Fuentes Denia, A. ve Frutos Tomas, D., 2011.

Identification of a walnut (Juglans regia L.) germplasm collection and
38



evaluation of their genetic variability by microsatellit emarkers. Spanish
Journal of Agricultural Research, 9:179-192.

Ross-Davis, A. ve Woeste, K., E., 2007. Microsatellite markers for Juglans cinerea
L. and their utility in other Juglandaceae species. Conservation Genetics,
9:465-469.

Ross-Davis, A., Ostry, M. ve Woeste, K. E., 2008. Genetic diversity of butternut
(Juglans cinerea) and implications for conservation. Canadian Journal of
Forest Research, 38:899-907.

Schuelke, M., 2000. An economic method for the fluorescent labeling of PCR
fragments. Nature Biotechnology, 18:233-234.

Semagn, K., Bjonstad, A. ve Ndjiondjop, M. N., 2006. An overview of molecular
rmarker methods for plants. African Journal of Biotechnology, 5(25):2540-
2568.

Shah S., Mir, J. I., Ahmed, N. ve Fazili, K. M., 2016. Assessment of germplasm
diversity and geneticrelationships among walnut (Juglans regia L.)
genotypes through microsatellite markers. Journal of the Saudi Society of
Agricultural Science, DOI: 10.1016/j.jssas.2016.07.005.

Sen, S. M., Kazankaya, A., Yarilgag, T. ve Dogan, A., 2006. Bah¢eden mutfaga
ceviz. Maji yayinlari, 233 sayfa.

Sen, S. M., 1986. Ceviz yetistiriciligi. Eser Matbaasi, Samsun, 229 s

Staub, J. E., Serquen, F. C. ve Gubta, M., 1996. Genetic markers, map
construction, and their application in plantbreeding.Hort Science, 31:729-
740.

Tanksley, S. D., Young, N. D., Paterson, A. H. ve Bonierbale, M. W., 1989. RFLP
mapping in plant breeding: new tools for an old science. Bio /Technology,
7:257-264

Topcu, H., 2013 Ceviz (Juglans regia L.) i¢in mikrosatellit (SSR) primerlerin

gelistirilmesi. Yiiksek Lisans Tezi (Yaymlanmamis).

39



Topgu, H., Ikhsan, A. S., Siityemez, M., Coban, N., Giiney M. ve Kafkas, S.,
2015. Development Of 185 polymorphic simple sequence repeat (SSR)
markers from walnut (Juglans regia L.) Scientia Horticulturae 194: 160—
167.

Vahdati, K., Lotfi, M. ve Grouh, S. H., 2014. Karyotype analysis of haploid plants
of walnut (Juglans regia L.). International Society for Horticultural
Science, 1048:225-228.

Victory, E. R., Glaubitz, J. C., Rhodes, Jr, O. E. ve Woeste, K. E., 2006. Genetic
homogeneity in Juglan nigra (Juglandaceae) at nuclear microsatellites.
American Journal of Botany, 93:118-126.

Vinod, K. K., 2006. Genome mapping in plant population. Tamil Nadu University
Press: 402-414

Wang, H. D., Pei, D., Gu,. R. S. ve Wang, B. Q., 2008. Genetic diversity and
structure of walnut populations in central and southwestern China revealed
by microsatellite markers. Journal of the American Society for
Horticultural Science, 133:197-203.

Wei, W., Zhang, Y., Ly, H., Li, D., Wang, L. ve Zhang, X., 2013. Association
analysis for quality traits in a diverse panel of Chinesese sesame (Sesam
umindicum L.) germplasm. Journal of Integrative Plant Biology, 55:745-
758.

Woeste, K., Burns, R., Rhodes, O. ve Michler, C., 2002. Thirty polymorphic
nuclear microsatellite loci from black walnut. The Journal of Heredity,
93:58-60.

Woodworth, R.H., 1930. Meiosis of microsporogenesis in the Juglandaceae. Amer.
J. Bot. 17:863-869.

Yi, F., Zhi-Jun, Z., She-Long, Z. ve Shu-Ping, L., 2011. Development of walnut
EST-SSR  markers and primer design. Agricultural Science and

Technology. 12:1810-1813.

40


http://pubag.nal.usda.gov/pubag/search.xhtml?start=0&searchText=author%3A%22K.+Vahdati%22
http://pubag.nal.usda.gov/pubag/search.xhtml?start=0&searchText=author%3A%22M.+Lotfi%22
http://pubag.nal.usda.gov/pubag/search.xhtml?start=0&searchText=author%3A%22M.+Sadat+Hosseini+Grouh%22

Zhang, R., Zhu, A. D., Wang, X. J., Yu, J,, Zhang, H. R., Gao, J. S., Cheng, Y. J.
ve Deng, X. X., 2010. Developments of Juglans regia SSR markers by
dataminning of the EST database, Plant Molecular Biology, 28:646-653.

41






OZGECMIS

1972 yilinda Adana’da dogdu ilk, orta ve lise 6grenimimi Adana’da tamamladi.
1994 yilinda Cukurova Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bahge Bitkileri boliimiinden
mezun oldu. 2003 yilinda Cukurova Universitesi Egitim Fakiiltesi Ingilizce
Ogretmenligi béliimiinden mezun oldu. 2012 yilinda Cukurova Universitesi Bahge
Bitkileri boliimiinde yiiksek lisansa bagladi. Su anda Adana’da bir Anadolu

Lisesinde ingilizce 6gretmenligi yapmaktadir.

43



