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Ozet

Bu caliymada RAPD markérleri ile 26 adet ceviz gesit ve seleksiyonunun karakterizasyonu yapilmis ve
aralarindaki genetik iliskiler belirlenmistir. DNA saflik degerleri 260/280: 1.87 ve 260/230: 2.0 olarak tespit
edilmistir. DNA miktar1 ortalama 44.6 ng/ul olup 12.3-84.1 ng/ul arasinda degismistir. 44 Operon primeri
tekrarlanabilir ve net 301 adet polimorfik bant tiretmistir. Primerler 2-17 adet arasinda ortalama 6.85 bant
olusturmustur. 18 ¢esitte tek bant, 8 gesitte ise 2-3 bant kombinasyonu ile gesit tanimlamasi yapilmistir.
Genotipler arasindaki Dice genetik benzerlik indisi 0.42 ile 0.94 arasinda degismistir. Birbirine en yakin
genotipler Kaplan-86 ve Y1 olurken en farkli genotipler 65/7 ve Hartley bulunmustur. UPGMA dendogrami,
genotipleri 3 farkli grup altinda toplamustir. DNA kaliteli oldugu ve reaksiyon kosular1 optimize edildigi siirece
RAPD tekniginin giivenilir sonuglar verdigi belirlenmistir.

Anahtar kelimeler: Ceviz, RAPD, genetik iliskiler, UPGMA, Dice benzerlik indisi

Genetic Characterization of Walnut (Juglans regia L.) Cultivars by RAPD’s

Abstract

In this study, 26 walnut cultivars and selections were characterized and genetic relationships among them
were determined by RAPD markers. DNA purity indicators were 260/280: 1.87 and 260/230: 2.0. DNA quantity
was between 12.3 and 84.1ng/ul (44.6ng/pl in average). 44 Operon primers produced 301 reproducible and clear
polymorphic bands. Number of bands per primer was between 2 and 17 (6.85 in average). 18 genotypes were
characterized by a unique RAPD band while 8 genotypes were characterized by combination of 2-3 bands. The
Dice genetic coefficient was between 0.42 and 0.94. The results showed that Kaplan-86 and Y1 were the most
closely related while 65/7 and Hartley were the most distantly related genotypes. UPGMA Dendogram clustered
the genotypes into three groups. It was clear that the RAPDs were reliable as long as the DNA quality was good
and amplification conditions were optimized.
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Giris kullanilabilmekteyse de (Wani ve ark., 2010), en
yaygm olarak RFLPs (Fjellstrom ve Parfitt,
1995) ile PCR temelli RAPDs, (Nicese ve ark.,
1998; Yan-Min ve ark., 2000; Francesca ve ark.,
2010), AFLPs (Kafkas ve ark., 2005; Bayazit ve
ark., 2007), SSRs (Dangle ve ark., 2005; Karimi
ve ark., 2010) ve ISSRs (Potter ve ark., 2002;

Meyve tiirlerinin 1slahinda  kullanilan
genetik materyalin ismine dogru olmasi ve
aralarindaki  genetik iliskilerin  belirlenmesi
biiylik 6nem tasimaktadir. Morfolojik, fizyolojik
ve Dbiyokimyasal tanimlamalar ya genclik
kisirigi  nedeniyle uzun zaman  sonra

yapilabilmekte ya da ¢evre kosullarindan Egllle agnl ﬁﬁaktagfr ark.,  2003)  markdrleri
etkilenmektedir (Wiinsch ve Hormoza, 2002). . o

Molekiiler markorler igerisinde onceleri yogun Ulkemiz, son yillarda yaygnlasan kapama
bir sekilde kullanilan izoenzimler (Solar ve ark., ceviz bahgelerine ragmen hala bilyiik bir ¢dgiir

1994; Fornari ve ark., 1999) polimorfizim  Popiilasyonuna ve genetik zenginlige sahiptir.
oraninin diisiik olmasi ve g¢evre kosullarindan Bunlar iginde verimli ve kaliteli pek ¢ok tip

etkilenmesi nedeniyle terk edilmistir. Daha segilmig, bir kism t?SCﬂ edih.‘n%s ve ﬁr@timp
sonra gelistirilen DNA markorleri ise hizli sonug spr}ulmu§tur.. Ancak blr?"kv ¢esidin ve segllm1§
vermekte, ¢evre kosullarindan etkilenmemekte tipin birbirinden farkliligit ve aralarindaki

ve ozellikle patent hakkimn eldesinde ve genetik iligkiler konusunda sinirli sayida ¢aligma
korunmasinda ya da ¢esidin kullanim izninin yapilmustir.

korunmasinda daha etkin kontrol Bu ¢alisma, RAPD molekiiler markdrleri
saglayabilmektedir. Giiniimiizde 20’den fazla ile baz1 ceviz ¢esit ve seleksiyonlari arasindaki
markor sisteminin gelistirildigi goriilmektedir. genetik iliskilerin belirlenmesi ve genotiplerin

Ceviz 1slahinda pek c¢ok markér —sistemi
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kesin  ayirimlarinin  yapilmast  amaciyla
gerceklestirilmistir.
Materyal ve Yontem

Atatirk  Bahgce  Kiiltiirleri  Merkez
Arastirma  Enstitiisi  koleksiyon bahgesinde

bulunan toplam 26 ceviz genotipi kullanilmistir
(Cizelge 1). Genomik DNA, modifiye edilmis
CTAB ekstraksiyon yontemine gore ekstrakte
edilmistir (Doyle ve Doyle, 1990; Oliveira ve
ark., 1999). Kisaca; sivi azot i¢inde Ogiitiilen
250 mg yaprak ornegi ekstraksiyon ¢dzeltisinde
inkiibe (60°C) edilmis, kloroform; izoamil alkol
(24:1) ile ekstrakte edilmis, RNAse A
uygulamasi (37°C) yapilmig, ikinci kloroform:
izoamil alkol ekstraksiyonu sonrasinda DNA
izopropil alkol ile ¢oktiiriilmiis ve sodyumasetat-
etilalkol ile yikanmistir.  Spektrofotometre
Olglimleri ile (Nanodrop) DNA’nin safligi
belirlenmis ve TD-360 Fluorometre ile DNA
konsantrasyonu 10ng/pl’ye ayarlanmustir.

Amplifikasyonlar 20 pl’lik hacimde (1.25
tinite Taq DNA Polimeraz (Fermentas), 1X
buffer (Fermentas), 2.5 mM MgCl,, 0.2 mM her
bir ANTP, 0.4 pM primer, 12 ng genomik DNA)
gerceklestirilmistir. Toplam 50 adet 10-mer
Operon primeri (OPA, OPB, OPO, OPY)
kullanilmigtir. ' Whatman Biometra Thermal
Cycler’daki PCR dongiisii, 6n denaturasyon
(94°C/ 90sn); 40 dongii halinde denaturasyon
(94°C/ 30sn), baglanma (36°C/ 30sn), uzama
(72°C/ 30sn); ve son uzama (72°C/ 10 dk)
programindan olusmustur (Oliveira ve ark.,
1999). PCR iiriinleri %1.5 agaroz jel iizerinde
kosturulmus, ethidium bromid ile boyanmis, UV
151k lizerinde goriintilenmis ve video image
sistemi (Syngene) ile dijital  olarak
kaydedilmistir. Agtk, net ve tekrarlanabilen
bantlar (1) veya (0) seklinde kaydedilmistir.
Filogenetik analizler NTSYSpc, (Numerical
Taxonomy System, version 2.02g) programinda
yapilmig, Dice genetik benzerlik indisi (Dice
Genetic Similarity Coefficient) hesaplanmis ve
cluster analizi yapilarak UPGMA (Unweighted
Pair Group Method with Arithmetic Average)
dendogramu elde edilmistir.

Bulgular ve Tartisma

Nanodrop spektrofotometrede  Glgiilen
ODz(,U/OngU: 1.87 ve ODZ()()/ODBU: 1.99
degerleri DNA Orneklerinin protein, fenol ve
RNAse gibi maddelerle ile kontamine
olmadigini ve PCR ¢alismalari igin yeterince saf
oldugunu gostermistir. Francesca ve ark. (2010)
da DNA saflig i¢in benzer degerler vermektedir.

Sambrook ve ark. (1989) basarili
amplifikasyonlar icin DNA  Orneklerinde
260/280 oraninin 1.8-2.0 arasinda ve 260/230
oraninin 1.8< olmas1 gerektigini belirtmektedir.
Agaroz jelde kosturulan DNA ornekleri tek ve
biyik bir bant olusturmus ve genomik
DNA’larda herhangi bir pargalanma
goriilmemistir. Ekstrakte edilen DNA miktar
genotiplere gore 12.3-84.1 ng/ul arasinda
degismis ve ortalama 44.6ng/ul olmustur.

PCR reaksiyonlarinda OPA6, OPA7 ve
OPAI12 primerleri amplifikasyon vermemistir.
OPA13, OPA16 ve OPA17 primerleri yalnizca
monomorfik bantlar iiretmistir. 44 adet primer
acik, okunabilir ve tekrarlanabilir toplam 301
adet polimorfik bant vermistir (Sekil 1). Ertiirk
ve Dalkilig (2011) 37adet primerin 340 adet,
Francesca ve ark. (2010), 24 adet primerin 311
adet tekrarlanabilir ve polimorfik bant verdigini
bildirmistir. Primerlerin irettigi bant sayisi 2
(OPA-11) ile 17 (OPB-02) adet arasinda
degismis ortalama 6.85 olmustur. Polimeraz
enzim farkliligi (Fermentas ve Promega)
reaksiyonlart etkilememis ve ayni bantlar elde
edilmistir.

Genotiplerin  tanimlanmasinda RAPD
bantlar1 basarili olmustur. Giiltekin, Kaman-1,
Kaplan-86, KxS, Sen-1, Sen-2, Tokat-1, Topak,
Uyar, Yavuz, Y1, Y3, Y4, 65/4, 65/7, Pedro,
Hartley ve Serr ceside/tipe 6zel tek bir RAPD
bandi ile tanimlanmistir. AG, Bayrak, Bilecik,
Maras-18, Sebin, Y2, 77H/1 ve Midland ise
birden fazla (2-3) RAPD bant kombinasyonu ile
tanimlanmustir. Nicese ve ark. (1998)’da 19
ceviz genotipini ¢eside dzel RAPD bantlarn ile
tamimladiklarini belirtmistir.

Ceviz genotipleri arasindaki Dice genetik
benzerlik indisi ile ifade edilen genetik yakinlik
0.42 ile 0.94 arasinda degismistir (Cizelge 2).
Genis  benzerlik  indisi  araligi, ceviz
genotiplerinin  farkli ¢ok farkli bolgelerden
gelmesinden ve genetik zenginligin yiiksek
olmasindan kaynaklanmistir. En yiiksek (%94)
benzerlik indisi Kaplan-86 ve Y1 gesitleri
arasinda bulunmustur. Her iki ¢esit de Yalova-
Istanbul orijinlidir. Oysa yiiksek yakinlik
(%93.6) gosteren Y3 ve Sen-1 g¢esitlerinin
sirastyla Yalova ve Erzincan orijinli olmasi
dikkat ¢ekmektedir. En diisiik (%42) benzerlik
indisi 65/7 seleksiyonu ve Hartley ¢esidi
arasinda belirlenmistir. 65/7 Van orijinli iken
Hartley ABD orijinli olup 1slah c¢aligmasi
sonucunda gelistirilmistir.
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Ceviz genotipleri UPGMA dendogrami
izerinde 3 ana grupta toplanmustir (Sekil 2).
Birinci grupta Topak, Bayrak ve Giiltekin yer
almistir. Topak ve Bayrak Bolu’dan segilmis
tiplerdir ve birbirleri ile %77 oraninda yakinlik
gostermektedir. Giiltekin ise Kirgehir orijinlidir
ve bu iki ¢esit ile olan genetik yakinlhig dikkat
¢ekmektedir. Genotiplerin biiyiik ¢ogunlugu
ikinci grupta yer almistir. Erzincan bolgesinden
secilmis olan Sen-1 ve Sen-2 ile Izmit orijinli
Y3 birlikte gruplanmigtir. Yabanci c¢esitlerin
tamam: da bu grup ic¢inde yer almustir. Ancak
Serr c¢esidi beklenilmeyen bir sekilde orijini
Denizli olan AG tipi ile ayn1 alt grup i¢inde yer
almistir ve yiiksek sayilabilecek benzerlik
(%77.8) gostermistir. Yine, Kaplan-86 x Sebin
melezi olan Kx$’nin ebeveynlerinden daha ¢ok
Bilecik (%79.6) ve 77H/1 (%72.8) ile benzer
bulunmasi Sebin yerine bagka bir ¢esidin kontrol
dist  baba ebeveyn olabilecegine isaret
etmektedir. Uciincii grupta Kaman-1, Y2 ve
Uyar yer almistir. Sirasiyla Kirsehir, Yalova ve
Yozgat orijinli olan bu genotiplerin birbirine
benzer olmasi dikkat c¢ekmektedir. Marmara
bolgesinin ¢esitleri olan Y1, Y2, Y3 ve Y4’in
birbirlerinden ¢ok diger ¢esit ya da
seleksiyonlarla daha yakin bulunmasi da dikkat
¢ekmektedir. Orijini Van olan 65/7 biitlin ceviz
cesit ve seleksiyonlarina yaklasik %52 benzerlik
orani ile en uzak genotip olmustur. Bunu %66
benzerlik oran1 Tokat-1 izlemistir. Elde ettigimiz
sonuglar ceviz tiirinde RADP markdrlerini
kullanan diger arastiricilarin  sonuglar1 ile
benzerlik gostermektedir (Nicese ve ark., 1998;
Yan-Min ve ark., 2000; Francesca ve ark., 2010;
Erturk ve Dalkilig, 2011).

RAPD diger molekiiler markérlere gore
nispeten daha ucuz ve uygulamasi kolay bir
markordiir. Sonuglarimiz, DNA kaliteli oldugu
ve reaksiyon kosulari optimize edildigi siirece
RAPD analizlerinin giivenilir sonuglar verdigini
gOstermistir.
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Cizelge 1. Calismada kullanilan yerli ve yabanci ceviz genotipleri ve orijinleri

Cesit/Tip Orijin Cesit/Tip Orijin
Y1 Istanbul Bayrak Bolu

Y3 Izmit Topak Bolu

Y2 Yalova Kaman-1 Kirgehir
Y4 Yalova Giiltekin Kirgehir
77-H-1 Yalova Yavuz Kirgehir
Kaplan-86 Yalova AG Denizli
Kx$S Kaplan-86xSebin Marag-18 K.Marag
Sebin Sebinkarahisar 65/4 Van
Bilecik Bilecik 65/7 Van
Sen-1 Erzincan Hartley ABD
Sen-2 Erzincan Midland ABD
Tokat-1 Tokat Pedro ABD
Uyar Yozgat Serr ABD

7 8 2 10

-~
R ——— 1 o

11 12 13 14

15

16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 2%

-
Seras & - —— -

Sekil 1. Ceviz genotiplerinin %1.5 agaroz jel iizerindeki OPA-2 primerine ait RAPD bant profili.

Genotipler; 1) Topak, 2) Bayrak, 3) Kaman-1, 4) Y2, 5) Uyar, 6) Giiltekin, 7) Y3, 8) Sen-2, 9) Midland,
10) Kaplan-86, 11) Sen-1, 12) Yavuz, 13) Serr, 14) AG, 15) KxS$, 16) Tokat-1, 17) 65/4, 18) 77-H-1, 19)
Pedro, 20) Hartley, 21) Sebin, 22) Bilecik, 23) Y1, 24) Y4, 25) 65/7, 26) Maras-18. L: Ladder 100bp

(Promega).

~922 ~



~ €06~

000'T #0S°0 LTL'O 0EL0 TPL'O 0690 0TL'O 69L°0 LELO LOLO ¥99°0 S69°0 T0L0 0690 8IL'O 0SL'0 LEL'O 87L'O 80L'0 9TL'O 0890 $99°0 8890 SL90 1L9°0 LIL0-9T
000°T 9850 LTS'O TOS'0 9L¥'0 0TFO0 96¥'0 €ISO LTSO VIS0 6vF'0 0FSO S9¥°0 [€50 6€S°0 0VS0O S6%°0 SSSO LO6V'0 9LYF'0 9LS0 0LSO 0£S°0 +9S°0 16S°0-ST
0001 €€L°0 0SL'O T69'0 +89°0 8CL'O 0TLO LTLO T99°0 SOLO 0€L0 €990 €SL0 PELO 8SL'O TELO 0EL0 9IL0 L69°0 T80 SOLO 0890 I0L0 I¥L0-¥T
000°T TTL'O S89°0 ¥IL'O €¥L'0 ¥TL'O 60L0 ¥S9°0 9690 $TLO 1690 €IL0 LEL'O 0V6'0 6SL0O €€L'0 0TLO T8I0 6690 80L'0 TTLO SOL'0 ¥TLO-€T

000°T STL'O 8EL'O ¥8L'0 96L0 €9L°0 LIL'O 96L°0 6€L0 LOLO T9L°0 8LL'O €SL'0 TSL'O 8EL0 €8L0 €¥L'0 ¥99°0 ¥69°0 8890 9IL0 969°0-TT

000°T 689°0 €IL0 9690 COL0O ¥09°0 €IL0 €590 699°0 TIL'O 00L0 6IL0 90L0 60L0 9IL0 6690 SS90 90L0 ST90 9¥9°0 6¥9°0-1C

000°T 8LL'O LTLO L99°0 6€9°0 #89°0 OIL0 T690 ITLO €0L'0 TSL'O S6L0 SOL'0O TTLO 6990 $T90 8190 ¥T90 0¥9°0 119°0-0T

000°T CTO6LO I¥L'0 LEY'O SELO 8SL'O 69L°0 LSL'O 9SL°0 L9LO 0980 +9L°0 LIL'O ¥ELO 0S9°0 1690 €.9°0 00L°0 8S9°0-61

000°T 9YL'0 L¥9'0 8CTL'O 8OLO €0L0 LELO SSL'O 8VL'O 6SL0 LTL'O SSL'O TOL0O 9890 LL9O 8S9'0 +0L0 [1L9°0-8I

000°T TE9'0 LSL'O ¥ILO SIL'O 0SL'O €TL'O 8TLO 6£L0 SPL'O SIL'O 8690 8590 S$89°0 €590 €L9°0 +99°0-LI

000 T 9L9°0 L99°0 €190 €L9°0 LTL'O SL9'O 1¥9°0 OIL0 9690 L99°0 1,90 T99°0 9,90 +99°0 099°0-91

000'T 6690 SL9'0 9IL0 8PL'O 8TLO 80L0 €IL0 ¥8L0 8L90 T99°0 I¥9°0 0990 6890 L69°0-SI

000°T 8LL'O0 TTL'O 8PL'0 T9L'0 ¥LL'O 8SL'0O STL'O 8890 SL90 ¥89°0 €0L0 8IL0 8S9°0-¥I

000 T 1690 SL90 9IL0 6LL0O 9EL0 SOLO T690 1090 TE90 STYO 8590 €65°0-€1

000°T €9L°0 8EL0 TYL'O T¥L0 €9L°0 80L'0 0TLO TTLO +89°0 9890 8L9°0-TI

000'T L9L'0 ¥SL'O 88L'0 9€6'0 SIL'0 S69°0 ¥0OL'0 €TLO STLO 80L0-TT

0001 T8L0 SLL'O ¥¥L'0 LTL'O TOL0 TTLO 6CLO €¥L'0 1SL°0-01

000°T 9SL°0 TLLO TELO L¥90 TELO LLYO €CL'O 8L90 -6

000'T 9LL0 8YL'O LL90 €690 8ELO SILO 6690 -8

000°T €0L°0 1.9°0 €690 1890 [0L0 CT690 -L

000°T CI90 8S9°0 8L9'0 €£L0 0690 -9

000 T 6¥L°0 9690 T690 00L0 -S

000'l 6IL°0 LTL'O ¥TL'O -¥

000°T 9L9°0 8890 -€

000°T 89L°0 -T
0001 -1
9C §T 144 €T (44 17 0T 61 81 LI 91 SI 4 €l (4! 11 o1 6 8 L 9 S 14 € (4 1

"8 1-SeIe]N 19T °L/S9
ST YA T TA (€T V09I 17T ‘Wqe§ 11T ‘Ad[MeH 0T ‘0IPad 161 ‘[-H-LL 181 ‘b/S9 L1 ‘T-¥BNOL 191 ‘SXM :G[ DV :p[ “HAS :¢] ‘ZnAeK [ ‘[-UdS [ ‘98-uejdey :0[ ‘Pue[pin
16 ‘7-URS 18 ‘CA 1L UMD 19 ‘TeAN G ‘TA i ‘T-uewey] i€ Yeikeq :z edo] :1 "(JuSIo1Jo00 AJLIR[IWIS 991(]) ISIPUI NI[IOZUQ N1}OUSST 2017 Iyepursere a[dnousd ziaa)) g 9871

Y24 T - INATIYIATIE ISTIONOY TIATDILIE ADHVE TVSNT1 TIA *1AS PZQ HDOHVE



BAHCE Ozel Savi: VII. ULUSAL BAHCE BITKILERI KONGRESI BILDIRILERI - Cilt I: Meyvecilik

Uyar
Tokat-1
6507

| L | T 17T | T 17T | L | L | L | L | L | L |
0o 055 A0 4] i} 07 k] 08i 1] 093
Coeffiment

} Grup|

Grup Il

} Grup Il

Sekil 2. Ceviz genotipleri igin 44 primerin olusturdugu 301 adet polimorfik bant kullanilarak
elde edilen UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Average) dendogrami.
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