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OZET

Calsmada, gen bankasi nohut sekanslarindan dokuz gRigBimeri gektiriimis, Winter
ve ark. (1999)'den secilen 9 SSR markiriyla bidil SSR lokusunda allelik varyasyon ve
genetik ilskiler 3 desi hatti ve 28 tescilli Turk nohutsiginden olgan bir aksesyon setinde
degerlendirilmigtir. Primer ciftlerinden 3 tanesi haric, géileri spesifik bir mikrosatellit
lokusunu amplifiye etrgi bunlarda toplam 172 allel gbzlenmie ortalama allel sayisi 8
olarak bulunmstur. Calsmada sadece (¢ heterozigot genotipin gézlenmetgirdaggotinin
¢esitlerde oldukca d§ilk oldusunu gostermektedir. Lokuslardasteici ve c¢eaitler arasi
allelik varyasyon yaygin olup varyete-spesifik l@llele rastlanmamngtir, cesitlerin bir
bolimunun  birkag lokusta monomorfik okglu gordlmtir. SSR allel frekanslariyla
varyeteler arasi olasi tum ikili kombinasyonlarnignesaplanan Nei'nin genetik mesafe
katsayilariyla cgtlerin bir UPGMA dendrogrami okurulmustur. Elde edilen gruplamada,
varyetelerin munferit Uniteler halinde ayrildikladesi tip hatlarin bir i grup halinde
birlikte kiimelendikleri gorilmektedir. Sonuc olargen bankasi sekanslarindan 9 yeni SSR
markirinin gektirildi gi calismada, yuksek polimorfizim seviyesi 6n gortlen SSRrir
sistemiyle Turk nohut gdlerinde genetik varyasyon gerlendirilmis, nispeten ylksek

allelik varyasyon gozlenriir.

Anahtar Kelimeler: Nohut, SSR, DNA Varyasyonu, Klastir Analizi
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ABSTRACT

In this study, nine new SSR markers were develdped gene bank chickpea sequences,
together with an additional nine SSR markers setedtom Winter et al. (1999), allelic
variation and genetic relationships were evalused®1 SSR loci in an accession set
consisting of three desi lines and 28 kabuli tyggstered Turkish chickpea varieties. Except
for three, a specific microsatellite locus was dfigal by the rest of the primer pairs, and a
total of 172 alleles were detected with an aveiafdge alleles per locus. As an indication of
low levels of heterozygosity in varieties, only dbrheterozygotes were observed. Allelic
variation within and among varieties was found éocbmmon, and no variety specific allele
was detected while some varieties were monomorgha few marker loci. Nei’'s standard
genetic distance coefficients were computed frotelalfrequencies for all pair-wise
combinations of varieties, and a UPGMA dendrograas wieveloped. Cluster analysis
displayed all varieties as separate units in theldyram and grouped desi types together as
an outer branch in the dendrogram. Besides thdiaddif 9 new SSR markers to chickpea
marker collection, the study reports the succesainley of genetic variation with a highly
polymorphic marker system and reveals a relativalyh allelic variation in Turkish

chickpea varieties.

Key words: Chickpea, SSR, DNA Variation, Cluster Analysis
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1. GIRIS

Dunya genelinde tc¢inct 6nemli kuru dane baklagih alohut, hem iyi bir protein
kaynal hem de azot fiksasyonuyla zirai alanlarin verimiartiriimasina katkida
bulunan bir kiltur bitkisidir. Onemi sadece i¢ padaasinirll olmayan nohut, gl
pazarda da ekonomik gere sahip olup, Turkiye, dinya genelinde 6nde gelen
ihracatcilarindan biridir; 2009 FAO istatistikleeingore, Turkiye’de nohut ekimi
yapilan 454928 ha. alanda 562564 ton nohut Uretapilarak, bunun 88507 tonu
ihrag edilmstir [1].

Bugday, nohut gibi énemli kultar bitkilerinin orijin e/ ¢aitlilik merkezi olan
Tarkiye'de, kuoltart yapilan nohut varyetelerinde RSSmarkirlariyla genetik
cssitlili gin degerlendiriimesi veCicer cinsi ile akraba cinslerde kullanilabilir yeni
SSR markirlarinin gadiirilmesi tezin amacini okiurmaktadir. Elde edilen sonuglar,
orijin ve caitlilik merkezi ve ilk kiltarindn yapildi lokasyon olarak gosterilen
Anadolu'da [2] kadltura yapilan tescilli sglerde genetik varyasyonun ne kadar

temsil edildginin belirlenmesini sglayacaktir.

Aralarinda allozim, RFLP, RAPD, ISSR, SSR ve AFERide bulundgu bir dizi
molekiler markir yontemiyle ger ullkelerde kualtird yapilan nohut sg&erinde
varyasyon ve genetik skiler aragtiriimis, tespit edilen gruplamalarla morfolojik ve

diger 6zellikler arasinda paralelliklerin ggrlendirildigi calismalar yapilmgtir [3-8].

Turkiye'de tescil ettirilen ilk nohut géleri 1987'de serbest birakilan Eser87 ve
Canitez87 ile bhdamakta ICARDA ile birlikte baimsiz islah hatlarinin ve yeni
cesitlerin gelistirilip tescil edildigini gbérmekteyiz. Tilrkiye'de yegen tek ve cok
yillik Cicer turleri arasindaki genetik gkilerin ISSR, RAPD ve mikrosatellit
markirlar [9-11] ile dgerlendirildigi calismalar mevcut iken, géler ve islah
hatlarindaki genetik varyabilite ve gkileri ISSR, SSR, AFLP ve SAMPL gibi

markirlarla dgerlendiren bir cafma bulunmamaktadir.

SSR markirlariyla Tarkiye’'de gstirilen ve Tarim Bakangi, Tohumluk Tescil ve

Sertifikasyon Merkezi tarafindan tescil edilen 3dhat ceidi arasindaki genetik



varyasyon ve ikkilerin 18 SSR primeriyle dgerlendiriimesi veCicer cinsi ile
akraba cinslerde kullanilabilir yeni SSR markirlagelistiriimesi, tez ile

amaclanmaktadir.



2. GENEL BILGILER

Uc fitocografik bolgenin (Avrupa-Sibirya, Akdeniz vé&ran-Turan) bulstugu bir
lokasyonda yer alan Turkiye bitki genetik sigili gi acisindan dinyanin sayil
yerlerinden biridir ve Vavilov [12] tarafindan tamlanan iki orijin merkezi (Yakin
Dogu ve Akdeniz) Uzerinde bulunmaktadir. Bu zenginldygday, arpa, nohut,
mercimek gibi 6nemli kdltar bitkilerinin ilk kalt@ alindgl, zirai uygarlgin
(~10.000 yil 6nce) orijine oldiw kabul edilen bir yerde (fertil hilalin kuzey
kenarinda) bulunmasiyla daha da anlamli hale gekdek [13]. Turkiye'nin
Guneyd@u Anadolu Bélgesi nohutun orijin merkezi ve kilti@endg ilk lokasyon
olarak kabul edilmektedir [14].

2.1. Nohutun Taksonomisi, Tipleri ve Morfolojik Ozdlikleri

Nohut Cicer arietinum L.) Leguminosae (baklagiller) familyasininCiceraceae
grubunda yer alaficer cinsine ait bir tirdir [15]Cicer genusunda 9'u tek yillik,
35'i ¢cok yillik olmak tzere 44 tir bulunmaktadir banlardan 11 tanesi Turkiye'de
yayilis gostermektedir [13, 16]. BunlarCicer bijugum, C. anatolicum, C.
echinospermum, C. judaicum, C. floribundum, C. isauricum, C. montbretii, C.
reticulatum, C. pinnatifidum, C. arietinum ve C. incisum'dur [13]. Cicer reticulatum,
C. bijugum, C. echinospermum, C. pinnatifidum, C. arietinum ve C. judaicum tdrleri
tek yilhik iken, C. anatolicum, C. floribundum, C. isauricum, C. montbretii ve C.
incisum tarleri gok yilhktir [17].

Morfolojik karakterler bakimindan zengin sgili ge sahip olanCicer cinsinin
Tarkiye'de yayils gosteren tirleri deniz seviyesinden 4200 m yukgekkadar
yetisebilmektedir. 5-70 cm’ye kadar boylanabilen budtir gévdeleri dik, yatik ya
da yarn diktir. Yapraklari paripinnat ya da impanipattir. Koralla renkleri beyaz,
acik mavi, mat sari, mor ve pembe olabilen nohuggeklenme zamani mart, nisan,
mayis, haziran, temmuzguastos ve eyliul olabilmektedir. Caplari 3-19 cm arda
degisen tohumlari obovoid, yari kiiremsi ve delto@der echinospermum tiriinde
dikenli) dir [13, 18].



Kaltart yapilan nohudun ‘Kabuli’ ve ‘Desi’ olmak éme iki tipi bulunmaktadir.
Kabuli (macrospermaispanyol tipi nohut) tip nohutlar, iri olup genelékkocbal
sekilli, bej rengi, ince kabuklu tohumlar, yar daling gévdesekli, buyik yaprak ve
yaprakciklar ile beyaz ciceklere sahipken, desicfagperma) tip nohutlar kiguk,
koyu renkli, purtzlu yuzeyli angular tip tohumlayarn dik ya da yari dallanmi
govdesekli, kicuk yaprak ve yaprakgiklar ile renkli ci¢ede sahiptir [11, 15, 19-
21]. Yuksek urun verimi ile karakterize edilen deginohutlar [22], tuz, kuraklik ve
soguk gibi abiyotik faktorlere kar dayanikhdir [21, 22]. Gdvdelerinde §an
antosiyanin pigmentasyonu gortlen desi tip nohutl&j, kabuli tip nohutlardan
daha fazla lif icegiine sahiptir [20, 23, 24]. Kabuli tip nohutlaringemlukla Gliney
Avrupa, Bati Asya ve Kuzey Afrika'da, desi tip nalamn ise D@u Afrika ve
Hindistan’da kalttira yapilmaktadir [11, 15, 19].rKiye’de Marmara ve Karadeniz
bdlgelerinin  kiyr  kesimleri haric hemen her yerdeabuli tip nohut
yetistirilebilmektedir.

2.2. Nohutun Ekonomik ve Besin Dgeri

Nohut, insan ve hayvan besini olarak iyi bir protdiarbonhidrat, vitamin, mineral
ve enerji kayngidir. Protein ile beslenme; enzim, antikor ve hormonesante doku
onarimlart ve yenilenmeleri igin gerekli olan amiasitlerin viicuda alinmasi igin
gereklidir. Yetersiz beslenmenin gorufii fakir toplumlar ve vejetaryenler icin
nohut bu ihtiyaci karlayabilecek énemli bir besin kaygair. Busgdaydan 2-3 kat
daha fazla protein icgfine sahip olan nohutun desi tipinde bu oran %163D%
arasinda iken, kabuli tipinde %12,6-%29 arasindgsf. Histidin, 16sin, izoldsin,
lizin, sistin, fenilalanin, treonin, arginin ve walgibi amino asitler bakimindan
zengin olan nohut daneleri mineral (K, Mg, P, Me, Ea, Zn, Cu, Mo, ClI, S, B) ve
vitaminler ( A, B, C, E, K, B, niacin, pantothenic acid, tiamin, ribofilavingisindan
da zengin bir icege sahiptir [19, 25, 26]. Hipokolesteromik etkiyégaolan nohut,
normal gelsme, fizyolojik fonksiyonlar ve hiicre onarimi icirrgkli olan Omega-3
ve Omega-6 esansiyel yasitlerini de icermektedir. Desi tipine oranla dali bir
enerji kayngl olarak goérilen kabuli tip nohutlar %54-71 orarankiarbonhidrat
icermektedir [25].



Nohut 6nemli bir besin maddesi olmasinin yanindaoaterik azotu simbiyoz
yaptigl mikroorganizmalar Rhizobium spp.) aracilgiyla fikse ederek zirai alanlarin
veriminin artirilmasini gdayan bir baklagildir [27]. Bir sezonda hektarsiven 140
kg'ye kadar azotu topga ba&layabilen nohut azot ihtiyacinin %80 kadarini bilayo
karsilayabilmektedir [28].

2.3. Molekuler Markirlar, Ozellikleri ve Kullanimla ri

Molekuler markirlar, tespitleri tekrar edilebilitavak deisik metodlarla yapilabilen
polimorfik DNA sekans veya kodlama bdolgesi (lokuslakasyonlaridir. Molekiler
markir teknikleri DNA molekiltindeki polimorfik boéderin saptanmasi esasina
dayanir.lyi bir markir sisteminde bulunmasi gereken niteliklpolimorfik, kolay,
hizli ve ekonomik tespit edilebilir olma, kodominakalitim gbsterme, genom
genelinde dizgin @dim gosterme, az miktarda DNA veyagdr bir tespit
molekiluyle dgerlendirilebilir olma ve 0On sekans bilgisi olmayagenomlara
uygulanabilir olmalgeklinde tanimlanabilir [29, 30].

Polimorfizimin tespit edildii molekile gore molekuler markirlar DNA ve protein
markirlari olarak ikiye ayrilabilir. Yaygin olardéullanilan protein markirlari, enzim
polimorfizimleri olan izozim/allozim varyasyonlaolup elektroforetik seperasyonu
takiben aktivite boyamasiyla tespit edilmektedikl®la kullanilan dger bir protein

markir tipi de bitkilerde tohum depo proteinleridaunlar elektroforetik seperasyonu
takiben protein boyamasiyla tespit edilmektedir.d&minant kalitima, sahip olan

protein markirlarinin sayilari sinirhdir [31].

Varyasyonun DNA dizeyinde gerlendirildigi markirlar olan DNA markirlari,
tespitlerinde kullanilan tek@e gore hibridizasyon esasli, PCR esasli molekiler

markirlar ve DNA sekans mukayeselgzklinde tc gruba ayrilabilirler [32].

PCR, teknginin gelistiriimesini takiben molekuler biyoloji teknikleri®R esasli hale
gelmistir ve birgcok PCR esasli molekuler markir tekrgelistirilmi stir. PCR, ardgik
donguler halinde DNA sentez kamini belirli sire segmentlerinde sicaklik profilin
denatiirasyon (92-9%C), primer b&lanmasi (35-65C) ve polimerizasyon (72-74
°C) sirasiyla dgistirerek, kalip DNA duplekslerinin denatiire edilipzeiinde



oligonukleotit primerleri ve bir termostabil (TagPNA polimeraz ile DNA
sentezinin gercekdérildi gi bir in vitro DNA (segment) amplifikasyonu tekindir
[33]. PCR esasli markirlar; CAPS, SCAR, RAMP, SRASCP, ISSR, RAPD,
RAPD'nin varyantlari olan AP-PCR ve DAF, RFLP’niriingenilirligi ile PCR’nin
kolayligini  bir araya getiren AFLP ve spesifik primerlerikullanildig
mikrosatellitler (SSR, STR, SSLP)'dir [29].

Hibridizasyon esasli bir markir olan RFLP markirlaestriksiyon endontkleazlarla
DNA kesimiyle acga cikan fragmentlerin elektroforetik seperasyoraaliyek tespiti
ya da kompleks genomlar durumunda Southern hilasganuyla tespiti yapilan bir
markir tekngidir [34]. Tekrar edilebilir olarak kodominant kamlari takip
edilebilen nispeten polimorfik markirlar olan RFLPnarkirlari Southern
hibridizasyonuyla tespitleri radyoaktif veya noryadktif problarin kullanimiyla
birlikte nispeten fazla teknik bilgi, donanim, hamta, zaman ve gucu gerektirmesi
gibi bir dizi dezavantajlara sahiptir [29, 30, 3%).

Bir populasyona ait bireylerin genom sekanslarindaikleotit varyasyonlari olarak
bilinen tek nikleotit polimorfizmi (SNP), sekansasb bir molekiler markir
teknigidir. Genomda bol bulunan ve yaygin gdan gdosteren tek nukleotit
polimorfizmlerinin bireyler arasindaki ddimlari farklihk géstermektedir [29, 32].

Bu markir tipindeki varyasyonun kayfianokta mutasyonlaridir [37].
2.4. SSR Markirlari, Ozellikleri ve Kullanimlari

SSR’ler, 6karyot genomlarinda bol miktarda bulunangenom boyunca rasgele
dagihm gosteren 1-6 baz ciftinden gan kisa dizi tekrarlaridir [38]. Genomda hem
kodlama yapan hem de kodlama yapmayan bdlgelerdaimar [32, 39]. Oldukca
polimorfik olan SSR markirlari populasyon gegetalismalari, evrimsel ve genetik
calismalar ile genom analizi, gen haritalamasi ve mabokgnmli seleksiyonlar gibi
temel aratirmalarda kullaniimaktadir [29, 40, 41]. SSR |danmsda bol miktarda
olan varyasyonun kayga mayoz bolinme sirasinda meydana gelen replikasyon
kaymasli ve @t olmayan krossing-over gibi genetik mekanizmaderdiolayi tekrar
sayisinda meydana gelengd@nlerdir [29, 42, 43]. Bu tur varyasyonlar, hem
restriksiyon kesimleri hem de tekrar motiflerinimop olarak kullanildii jel-blot



hibridizasyonu ya da SSR lokuslari yanindaki tepykodizilere bglanan primerler

ile gerceklstirilen PCR amplifikasyonuyla belirlenebilmektef®6].

SSR markirlarinin gafiirmesi nispeten zaman alici ve pahall olmasiranen,
hipervaryabil olmalari, genom boyunca bol ve yayglailim gostermeleri,
kodominant kalitima sahip olmalari, az miktarda Dy#Agereksinim duymalari,
tekrarlanabilirlikleri ve PCR yoluyla bireylerin i1 bir sekilde genotiplendiriimesi
gibi bazi 6zellikleri SSR’leri bircok c¢aima icin ideal marker sistemi yapmaktadir
[29, 36, 40]. SSR’lerin @er markir ceitleriyle (RAPD, AFLP, ISSR, vb.)
karsilastirilmasi sonucu SSR markirlarinin tar igi varyasyespit yetkinlginin daha
fazla old@gu ve tir ici varyasyon ve genetiksgéli gi diger markir sistemlerinden

daha iyi belirleyebildii ortaya ¢ikmgtir [44].

Kaltir nohutunda genetik varyasyonun sinirli olnj24y 24, 45], verimin artirilmasi
ve varyete gegtiriimesi calsmalarinin yavailerlemesine neden olmaktadir. Bir dizi
biyotik ve abiyotik stres faktori nohutun verimidikkate dger oranda olumsuz
etkilemektedir. Cicer aksesyonlarinin biyotik ve abiyotik stres faktérie
dayaniklilik/toleranslarinin g@erlendirilmesi ¢cakmalari, bu stres faktorlerine kar
kullanilabilecek genetik potansiyelin bulurgguu gdstermektedir [45, 46]. Bu tip
calismalarin bir parcasi ve 6n du olarak, genetik varyabilitenin bu aksesyon
setlerinde caftimasi, karakterize edilmesi gerekmektedilde edilen bilgiler
cercevesinde ofurulan cekirdek aksesyon setleri istenen nitelildeisindan kisa
surede ve ekonomik olarak taranip sonucailalailir. Cicer aksesyonlarinin fazla
sayidaki koleksiyonlari caprazlama, karyotip anahz tohum depo protein
elektroforezinden, molekiler markirlar ve DNA selamasina kadar cok sayida

yontemin uygulanmasi ile gerlendiriimektedif45].

Farkli orijinlere sahip nohut aksesyonlari arasknd@netik farkhlgin AFLP markir
teknigi ile arsstirildigl ¢calsmada, 28 nohut aksesyonunun 8 AFLP primeri ileianal
sonucu %36,25'i polimorfik olan 288 band elde egildve Afganistan,iran ve
Lubnan orijinli nohut aksesyonlari arasindaki parfizmin digerlerine oranla daha
yuksek oldgu bildirilmistir [47].



Mutasyon orani dolayisiyla polimorfizm dizeyi haylaaa goére bitkilerde daha
yuksek olan mikrosatellit lokuslari [40], gglrildiklerinden bu yana ekonomik
desere sahip olan bircok bitki tirinin karakterizasywaa ve genetik gkilerinin
degerlendiriimesinde kullaniimaktadir [32]. Akkaya waek. (2003), ekmeklik kalttr
bugdaylarinin genetik karakterizasyonu ve varyasyonu@unikrosatellit markiriyla
deserlendirdikleri calgmada genotipler arasinda yiksek polimorfizm @ldw
belirtmislerdir [48].

Cesitli bitki tarleriyle yapilan ¢ok sayida genetikIgana sonucu en gucli markir
teknigi olarak belirlenen mikrosatellitler [48], Cicer mesuna ait ¢caymalarda da
kullaniimistir. Upadhyaya ve ark. (2008), nohudun kompoziteksiyonunda SSR
markirlariyla genetik yapi, farkhlik ve allelik maginligini inceledikleri calgmada
2915 aksesyonun 48 SSR markiri ile analizi songtuwldnen 1683 allelin, 935’inin
nadir, 720’sinin yaygin ve 28’inin olduk¢a sik glatiistint, grup spesifik alleler
tespit edildgini ve yabaniCicer aksesyonlarinin kiltir formlarindan daha fazla

heterozigotiye sahip ol@gunu belirtmglerdir [20].

Detayll bir genetik haritasi hentiz giurulmams nohutun, kdltar formlarinda

varyasyonun sinirli oldiu disintldiginde var olan SSR markiri sayisinin
artinlmasinin énemi aciktir [2, 20, 21, 45, 50pu6 ve ark (2011), bu gine kadar
nohutta sadece 800 STMS markiri gigfidi gini bunlardan sadece %30-40 kadarinin

polimorfik olmasinin beklengdini bildirmislerdir [50].
2.5. SSR Markirlarinin Gelistiriimesinde Kullanilan Stratejiler

SSR markirlarinin  gddiirilmesinde, mikrosatellitlerin  zenginggrilmis kiguk
insert’li genomik katiphanelerden ggiiilmesi, DNA veri bankalarindan SSR’lerin
aragtirlimasi, var olan SSR markirlarinin tirler yaalasler arasindaki transferi ve
rasgele primerlerle  mikrosatellitlerin  taranmasi bigi c¢esitli  yontemler
kullaniimaktadir. Bunlardan yaygin olarak kullamlayeni SSR’lerin kayna olan
genomik kutiphanelerin  kullanimidir. Bu yontemdenagaik katiphanelerden
mikrosatellit lokusu izolasyonu icin secici hibzdsyon ve primer ekstension
zenginlgtirme olmak Gzere iki yontem kullaniimaktadir. Mosatellit
zenginlgtirme esasina dayanan secici hibridizasyon, faokki tlrlerinden c¢ok



sayida mikrosatellit izolasyonu igin kolay, guvanite etkili bir yontemdir. Segici
hibridizasyon uygulamasinin ilk adiminda sonicatyanda endonikleaz kesimi ile
olusan fragmentler, dizisi bilinen bir sekansa, bir @&k veya bir adaptére
ligasyonla bglanmaktadir. Ligasyon basamadan sonra denatire edilen DNA
tekrar iceren probla hibridize edilmektedir. Hibzasyon adimindan sonra
nonspesifik bglanmalarin ayrilmasi icin tamponla birkac¢ kez yikayapiimakta ve
proba bgh DNA elit edildikten sonra PCR amplifikasyonu yapaktadir.
Amplifikasyon sonrasinda sekanslanan dizilerde aséatellitler aranmakta ve

bilgisayar programlariyla ya da manuel olarak pritasarlanmaktadir [32].

Genomik kutuphaneleri kullandiklari gahalarinda Huttel ve ark. (1999), nohutun
kiguk-insert genomik DNA kutiphanesini mikrosatelipesifik oligonukleotit
primerleri ile taradiklarini ve toplamda 121 pdzkiblon tespit ettiklerini, klonlardan
39'unu (TAA)s tekrari ile, 26'sin1 (GAy tekrari ile, 18'ini (GTy tekrari ile, 27’sini
(AT) bakimindan zengin trintkleotid tekrarlari Ne 11'ini ise (GC) bakimindan
zengin trinukleotid tekrarlari ile belirlediklerinDNA sekansi belirlenen klonlardan
43'andn  mikrosattellit t@digini  bildirmislerdir. Bu bilgilerden hareketle,
argtirmacilar toplamda 28 SSR primeri gghdiklerini ve bunlarla PCR
amplifikasyonu gercekigp gerceklgmedigini bir Cicer reticulatum ve dort Cicer
arietinum genotipinde argdirdiklarini belirtmglerdir. Calsmada kullanilan 28 SSR
primerinin ortalama 2-4 allele sahip ofglunu belirterek, en polimorfik SSR
primerlerinin CaSTMS10 ve CaSTMS15 ofdunu ve sonugta gstirdikleri SSR
primerlerinin Cicer cinsinde genetik ikilerin aratirilmasinda kullanilabileggni
bildirmislerdir [41].

Mikrosatellit kayn&i olarak genomik kitiphaneleri kullanan Winter vi. £1999),
137 yeni polimorfik SSR markiri getirdikleri calismalarinda, ILC3279
aksesyonuna ait genomik DNA’nin restriksiyon enamlle kesimi sonucu okan
DNA fragmentlerinin, agaroz jel elektroforezine itabtuldugunu, agaroz jelden
elisyonla geri kazanilan fragmentlerinin ligasyabemini takiben plazmidler
aracllglyla Escherichia coli’nin bir swuna aktarildiint ve klonlama gleminin
gerceklatirildi gini belirtmiglerdir. Sekanslanan klonlara 6zgu primerlerin ilggii

bilgisayar yazilim programiyla tasarlago bildirmislerdir [51].



BAC’lari SSR geljtirmek icin mikemmel kaynak olarak goren Lighterigwee ark.
(2005), nohutun nuklear DNA’sInI kullanarak ortalamsert buydklgia 121 kb olan
14976 klon iceren BAC kutuphanesi ile ortalama iind®iyukligi 145 kb olan
BIBAC kutuphanesi olgturduklarini, BAC kuttuphanesini 8 sentetik oligotagkit
(GA)10, (GAA)7, (AT)10, (TAA)7, (CA)o, (CAA);, (CCA); ile taradiklarini ve
sectikleri pozitif klonlari sekanslaylp bunlardan332 yeni SSR markin

gelistirdiklerini belirtmislerdir [52].

Gelistirdikleri 74 yeni mikrosatellit markiriyla nohuttattr ici genetik cgitlili gi
argtiran Sethy ve ark. (2006) ise gahalari sonucunda iki aksesyon harig
digerlerinin acik bisekilde ayirt edebildini belirtmislerdir [53].

Pandian ve ark. (2000), bezelye, mercimek, nohubweak genotipleri arasindaki
STMS markirlarinin transferini agiardiklari calgmalarinda, tirler arasinda STMS
primerlerinin transfer potansiyelini bezelye i¢in5%p nohut i¢cin %9 oraninda
bulduklarint ve bezelye STMS primerlerinin mercgaetransfer oranini %60,
burcggza %39 ve nohuta %62 olarak belirlediklerini, not&ITMS primerlerinin
mercimee transfer oranini %5, bezelyeye %3 ve bgac®18 olarak bulundiunu
belirtmislerdir [54].

SSR markiri gedtirebilmek amaciyla mikrosatellitler bakimindan gen DNA
kUtiphanelerinin olgturulmasi ve kullaniimasi yaygin olarak kullanilem metot
olmasina rgmen [55] fazla zaman alan pahali bir yontemdir. Gaamkalarinda
sekanslari bulunan bitki turleri icin mikrosatelyna olarak DNA kutuphaneleri
yerine s0z konusu sekanslarin kullaniimasi dahaaazan ve ggictine gereksinim
duyan ekonomik bir yontemdir. Gen bankalarindane eletlilen sekanslardaki
mikrosatellit lokuslarinin karakterizasyonu ve karmnlamplifiye eden primerlerin
tasarimi bilgisayar programlariyla (SSRIT, Blastinfer 3, BathPrimer 3, Primer
0.5, WebSat) yapilabilmektedir.

Gen bankasi sekanslari taranarak bircok tirde 8/ markirlari geftiriimis halen

gelistiriimektedir; piring, pamuk, bezelye, fasulye, misve nohut bunlardan
bazilaridir [56-65]. Nohutta allelik varyabilite sgg@ti yapabilmek ve EST-SSR
markirlari gelgtirebilmek amaciyla NCBI veri tabanindaki nohut ESkanslarini ve
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cDNA kutuphanelerini kaynak olarak kullanan Choughee ark. (2009), NCBI veri
tabanindan temin ettikleri 1309 EST sekansindanrh@3osatellit, olgunlgmams
822 nohut tohumundan ahurduklari cDNA kittiphanesinden ise 113 EST-SSRs
karakterize ettiklerini belirtrglerdir. Toplamda elde ettikleri 246 SSR motifinden
183 primer tasarladiklarini ve bunun 94’Gnin nokkgesyonlarinda (Pusa 362 ve
ICCV2) kullanilamadiini, 34’Untn ise ne amplifikasyon gerceitigigini ne de
dizgun bayuklukte fragment glurdugunu, sonug olarak 60 fonksiyonel EST-SSR
markiri gelgtirdiklerini ve bunlardan 49’unun tek alelli, kalal'in ise 2-4 allelli

lokuslari amplifiye etgiini rapor etmektedirler [66].
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Bitkisel Materyal

Calismada 3’0 desi tip toplam 31 nohutsgekullaniimistir. Literatirden secilen 9
SSR lokusunda her gden beaer birey, yeni geitirilen SSR markirlariyla her
cesitten birer birey callmistir (Tablo 3.1).

Tablo 3.1.Calismada kullanilan nohut giéeri, tescil yillari ve 1slah eden kurylar

Cesit Adi Tescil Yili Islah Eden Kurulu s
1- Canitez87 1987
2- Yasa05 2005
3- Is1k05 2005
Anadolu Tar. As. Enst., Eskiehir
4- Hisar 2008
5- Azkan 2009

6- Kirmizi Nohut

7- Eser87 1987

8- Akcin91 1991

9- Gokce 1997 A.U. Zir. Fak. Ankara

10- Kiismen99 1999 Tarla Bitkileri Ars. Enst., Ankara

11- Uzunlu99 1999

12- Er99 1999

13- izmir92 1992

14- Menemen92 1992

15- Aydin92 1992 .
Ege Tar. As. Enst. Izmir

16- Sari98 1998

17- Cevdetbey98 1998

18- ILC195

19- Damla89 1989 Karadeniz Tar. AIEnst., Samsun




20- Gulumser 2001 Karadeniz Tar.AEnNst., Samsun
21- Casatay 2001

22- Aziziye94 1994 Dgu Anadolu Tar. Ag. Enst., Erzurum
23- ILC482 1992

24- Diyar95 1995 Guneydg@u Alsr??:r(l))lgk'll'?r. As. Enst.,
25- Desi

26- Inci 2003 Cukurova Tar. ArEnst., Adana
27- TAEKsagel 2006 Turkiye Atom Enerjisi Kurumu, Ankara
28- Aksu 2009 MargaTar. Ai. Enst., Kahramanmaga
29- Yerel Desi

30- Lynos Desi

31- ILC4951

3.2. Gen Bankas! Sekanslarindan SSR taramasi ve Pwr Dizayni

Gen bankasi sekanslarinda SSR lokuslarinin tararveaecilen lokuslari amplifiye
eden PCR primerlerin tasarimlart web tabanli Websptogramiyla
gerceklatirilmi stir [67, 68]. Program DNA sekans dizisindeki 1324, 5 ve 6 tekrar
motifinden olgan, bu tekrar motiflerinden minimum alti adet igesekans dizilerini
bulup bunlardan secilenlere Tablo 3.3'te verilerap@etrelere uygun olan primerleri
tasarlamaktadir. Bu amagcla PGD (Plant Genomic Ragtden [69] alinarCicer
cinsine ait toplam 50853 sekanstansalu GSS ile 40477 sekanstan saln EST
sekansi taranmive 147 primer tasarlanabilir mikrosatellit lokusecilmitir.
Bunlarin bulunduklari sekanslarin GI numaralarkrae motifleri, primer sekans
dizileri, Tm deerleri ve uzunluklari Ek 1'de verilmektedir. Taranyapilirken
sekans 150000 nukleotitten fazla olmamasukgla Fasta formatinda alinip Websat
programiyla icgerisindeki tekrar motifleri bulunghwe bu tekrar motiflerinden
istenilenlerine primer tasarlanghr. Programa yaptirilan primerler arasindan 8gane
GSS’deki tekrar motifleri icin okturulan primerler arasindan secilirken 1 tanesi

EST'deki tekrar motifleri igin olgturulan primerler arasindan segiftm. Secilen
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lokuslarin daha onceden galip ¢alsiimadginin kontrolit NCBI'nin BLASTn [70]
isimli sayfasinda yapilniive daha 6nce calilmams olanlari Introgen biyoteknoloji

firmasina 50 nmol olggnde sentezlettirilngiir.

Tablo 3.2.Yeni primerlerin dizayninda kullanilan parametreler

Ozellikler Minimum Optimum Maksimum
Primer Uzunlgu 18 b¢ 22 be 27 be
Tm Degeri 57 °C 60 °C 68 °C
Tm Degeri Farkhlig - - 1°C
% GC %40 - %80
Kendi Uzerine Komlementerlik - - 4
3’ U¢ Komlementeritesi - - 2
3’ Ug Stabilitesi - - 250
Poly-X - - 4
Uriin Biyukligu 100 bg 400 bg

3.3. Varyasyon Taramasinda Kullanilan SSR Primer Seri

Calismada 9 tanesi Winter ve ark. (1999)’'den [51] segilalan 9'u ise gen bankasi
nohut sekans taramalarindan eldezgttiz SSR primer setlerinden segilen toplam 18
primer cifti kullaniimstir (Tablo 3.2). Bu cajmada karakterize edilen primer
ciftlerinin isimlendirmeleriCaBzZK11, CaBZK13, CaBZK15, CaBZK18, CaBZK25,
CaBZK26, CaBZK27, CaBZK28 ve CaBZK28klindedir.
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Tablo 3.3. SSR varyasyonu callan lokuslar, sekanslari ve gdir 6zellikleriyle
birlikte amplifikasyonlarinda kullanilan primerleiftleri

Lokus SSR Motifi ileri ve Geri Primerler (5'-3") Tm | Uzunluk NCBI Gl
TGGTTGGAAATTGATGTTTT - 20 -
TA135 (TAA)7 GTGGTGTGAGCATAATTCAA - 20 -
CGGTAAATAAGTTTCCCTCC - 20 -
TA78 (TTA)30 CATCGTGAATATTGAAGGGT - 20 -
CGGATGGACTCAACTTTATC - 20 -
TA106 (TAA)6 TGTCTGCATGTTGATCTGTT - 20 -
ATAAAGGTTTGATCCCCATT - 20 -
TA203 (TAA)43 TGTGCATTCAGATACATGCT - 20 -
CATCGTGAATATTGAAGGGT - 20 -
TA180 (TAA)30 CGGTAAATAAGTTTCCCTCC - 20 -
ATTTTTCTCCGGTGTTGCAC - 20 -
GA6 (GA)3 AAACGACAGAGAGTGGCGAT - 20 -
CACCTCGTACCATGGTTTCTG - 21 -
GA16 (GA), TAAATTTCATCCTCTCCGGC - 20 -
GATGCTCAAGACATCTGCCA - 20 -
GA26 (CTys TCATACTCAACAAATTCATTTCCC - 24 -
TTATGGGGGATAGCAAACGA - 20 -
GAl117 (GAp, TCATGGTTCTTGGTCTGGCT - 20 -
TCCACCAGTCATATCAAGCA 58 20
CaBzK11 (TAA), CCGAGAAAGAGAAGAAAGTTGA 58 22 >G1]270237099
AGGAAGAAGAGAACTTGGTGGC 61 22
CaBZK13 (TG)» AAATGACAATCACTCAGCTCCC 61 22 >Gl|270237307
AGACCTCCCAAAGAATGACG 59 20
CaBZK15 (TG)» CAATCACTCAGCTCCCCTTC 60 20 >Gl|270237307
TAGAAGAAGGCTATGACCACCC 60 22
CaBzK18 (AT, AGACTCAAACGCGACAGATTTT 60 22 >G1]|156969518
ATAAAACCAAACTCAACCACCG 60 22
CaBzZK25 (CAA) TATACCATCTACCCCACCCAAG 60 22 >Gl1|169748067
TCTGGAATGTGAGCAACGTAGT 60 22
CaBzZK26 (AG), GGTTTGATGTGTTCTTGGCTTT 60 22 >Gl1|156969799
CGAGTTGCTTCCTCGAATAGAA 61 22
CaBzK27 (GAY; AACCACACGTCTTCGCAGTT 61 20 >G1|146463808
GCATAAGATGGAACAACAACCA 60 22
CaBzK28 (TAAY; CGAAAGTGCTATTAAGTGTGACCA 61 24 >G1]|146470631
AAGAAGAAATACAGGCAGCAGG 60 22
CaBzZK29 (AT TTGAGAAGTGAGGGATGTGATG 60 22 >G1|146490908

15



3.4. DNAlzolasyonu

Laboratuar ortaminda vystirilen bitki 6rnekleri 20-25 gunlik oldiunda gencg

yapraklari toplanarak DNA izolasyonu yapigtm. izolasyon prosediiri:

» Bitki 6rneklerinden alinan gencg yapraklar kurutnagitari arasinda énceden
65 °C’ye ayarlanmi inktbator icerisine konulup, yaklik olarak 2 saat
kurumaya birakilngtir.

e Kuruyan yapraklar aliminyum folyo arasina alinarpkrselen havan
icerisinde toz haline gelinceye kadar ezgtini

* Toz haline getirilen bitki érnekleri daha 6ncedetiketlenmi 1,5 ml'lik
Eppendorf tuplere alinarak uzerlerine kullanim &mde %1 (v/v) B-
merkaptoethanol eklengolan 2X CTAB DNA izolasyon tamponundan 750
il icinde siispansiyon haline getirilerek, 30-45 ikak 65”de inkibe
edilmigtir.

« Inkubatorden cikarilan 6rneklerin tzerine 500’erk|oroform izoamilalkol
karisimi (24:1) eklenerek, 15 dakika stresince alt dgbestir.

» Daha sonra tupler santrifij cihazina alinarak 10@00'de 10 dakika sureyle
santrifiije tabi tutulmgtur.

» Santrifigasyon sonrasinda tuplerdesatu siipernatant kisimlari, diplerinde
1,5 pl RNaz bulunan tuplere alijnwe 37 °C’deki inkiibatorde 30 dakika
bekletilmistir.

» 30 dakika sonunda tuplere 500’er pul kloroform ekignve 15 dakika sureyle
alt Gst edilmgtir.

* Sire tamamlangdinda 6rnekler 10000 rpm’de 10 dakika sureyle stintri
islemine tabi tutulmstur.

e Olusan supernatant kismi steril tiplere alinarak Uz@ede1/6 oraninda
izoamil alkol eklenmi ve yava bir sekilde alt tst edilngiir.

« Izoamil alkol eklenip yawabir sekilde alt tist edildikten sonra 3 dakika 3000
rpm’de santrifilj yapilmy ve pellet dgtriimeden izoamil alkol dokulngtiir.

» Daha sonra pellet gbzukuyorsgee pelletin dgmemesine 6zen gosterilerek 2

defa etil alkol yikamasi yapilstir.
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e Son aamada ise temiz bir zemin Uzerine dizilen tlplerruknaya
birakiimstir.
izole edilen DNA’lar 100 pl ultra saf su icerisingié&zalmtr.

DNA orneklerinin konsantrasyonu 1 RgDNA (Hind Il ile kesilmis) ile birlikte
%1’lik agaroz jel elektroforezi ile belirlengive son konsantrasyonlari 25 ng/ul

olacaksekilde uygun seyreltmeler yapilarak PCR reaksiyigmuhazirlanmgtir.
3.5. SSR-PCR

SSR-PCR reaksiyon kamnmlari son hacimleri 15 pl olacakkilde hazirlanmiolup,
her bir reaksiyon kagiminda bilgen konsantrasyonlari; 75 mM Tris-HCI (pH 8,8,
25 °C), 20 mM (NH).SQ,, %0,1 (v/v) Tween 20, 1,5 mM Mg£1100 uM dNTP
karisimi, 25 ng ileri primer, 25 ng geri primer, 0,25iténTag DNA polimeraz
(Fermentas, MSI) ve ~20 ng genomik DNéklindedir.

Amplifikasyon 1sitmali kapakli Eppendorf Master @&yc Gradient (Hamburg,
Germany) thermocyclerda gerceftlalmisti. PCR siklusu parametreleri GA
tekrarlarinin amplifikasyonlarinda; 94 °C'de 2 dakidenatlrasyon ile gamis
bunu sadece GA tekrarlarini iceren lokuslarin afkpbyonunda gecerli olan, 10
dongiden meydana gelen Touch-Down periyodu izigmirouch-Down periyodu
94 °C’'de 20 saniye denaturasyon, 65-55 °C’de (hé&ngdde 1 °C azalmasi
kosuluyla) 50 saniye ganma (annealing) ve 72 °C’de 50 saniye uzama bagam
icermektedir. Touch-Down periyodunun ardindan 94d€30 saniye denattrasyon,
55 °C’de 50 saniye [glanma ve 72 °C’de 50 saniye uzama basamaklarirencas
dongl uygulanmgtir. Fragment uclarinin tamamlanmasini iceren finaama

basamal 5 dakika sureyle 72 °C’de uygulangtmn.

TA ve TAA tekrarlarini igeren lokuslarin amplifikgenu Touch-Down periyodu
icermemektedir. Bu lokuslarin amplifikasyonu GA raarindan farkli olarak 55

°C’de 50 saniye lganma ve 60 °C’de 50 saniye uzama basamaklarirmgidedir.

SSR-PCR analizleri sonucunda elde edilen 15 plfKR drandndn 7 pl'si
amplifikasyonun gerceki@ gerceklemedigi ve amplifikasyon drtnleri arasinda

varyasyon olup olmaginin kontroli amaciyla %3,5lik SFR (Super Fine
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Resolution) agaroz jelde yuratulgtir. Bu amagcla 15 pl'lik PCR drtnundn 7 pl'lik

kismi ~1,2 ul 6X boya eklenerek jele yiklegme 100 voltta 2 saat yuratilgtar.
3.6. Poliakrilamid Jel Elektroforezi (Denatire edic PAGE)

Agaroz jel elektroforeziyle amplifikasyon ve varyléb tespiti yapilan SSR Urinleri
kalinhg 0,35 mm olan poliakrilamid jelde yuratilerek &llee genotiplerin tespiti

gerceklatirilmi stir. PAGE kslemi asagidaki basamaklari icermektedir.
3.6.1. Cam Plakalarin Temizlenmesi

Ik olarak deterjanla temizlenen camlar daha sonce distile su ile ardindan ultra
saf su ile yikanip, bir parca & havlu yardimiyla kurulanrgtir. Bu esnada camlar
Uzerinde havlu parcaciklarinin kalmamasina 06zen tegbimistir. Kurulama
sonrasinda camlar %96’lik etil alkol ile silingi. Bu sirada tarak ve spacerlarda
once distile sonra ultra saf su ile yikanip kurudanve kullanima hazir hale

getirilmistir.

Temizlenen cam plakalardan jeli dokgeeiz cam plaka jel dizegme
yerlestiriimis ve ylzeyi jelin cam plakaya yamasini sglayan 990 ul etil alkol, 10
ul glasial asetik asit ve 3 pl bind silane iceraplima soltisyonu ile kaplangtir. 5
dakika sonra kaplama soltisyonunun fazlasi 2 mh#dl ile alinmstir. Bu islemden
sonra hazir hale gelen cam plakanin kenarlarineesipa yerlgtiriimis ve tzerine

daha 6nceden temizlengnie silikonize edilmy olan cam plaka kapatilgtir.
3.6.2. Poliakrilamid Jelin Hazirlanmasi

Elektroforez glemi icin %6’lik denattre edici poliakrilamid jelukaniimistir. 7 M
ure iceren %6 konsantrasyonunda poliakrilamid jetitamak icin 21 g Ure bir
miktar ultra saf su icerisinde kstnrilarak ¢6zulmg tzerine 5 ml 5X TBE (Tris borik
asit EDTA) tamponu ile 7,5 ml akrilamidolisyonu (19:1 oraninda akrilamid,
bisakrilamid iceren) eklenmive son hacmi 50 ml'ye tamamlangtm. icerisinde hig
Ure tanedii kalmayincaya kadar katirma slemi devam ettirilmgtir. Karisim seffaf
bir gérinim kazang@inda 600 ul %10’luk AP$0,1 g APS tartilarak Uzeri ultra saf
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su ile 1 pl'ye tamamlanmir) ve 20 pl TEMEDeklenip kargmasi sglandiktan

sonra hizli bigekilde jel dokmeglemine gecilmgtir.
3.6.3. Poliakrilamid Jelin Dokulmesi

Hazirlanan kagim hava kabar@l olusturulmadan dikkatli birsekilde siringaya
cekilerek zaman kaybedilmeden cam plakalar arafikélmisttr. Jelin tst kismina
jel targzl yerlestirilmis ve cam plakalarin Ust ve kenar kisimlari jelin akmi
onlemek amaciyla kiskacla tutturulgwr. Bu kslemler sonrasinda jel polimerize
olmasi icin 1 saat bekletilgtir. Polimerizasyon gerceldekten sonra tarak c¢ikarilip
targzin yeri 0,5X’lik TBE tamponu ile temizlenmive dikey elektroforez sistemine
yerlestirilmistir. Elektroforez sisteminin alt ve Ust haznesin&X0 TBE tamponu
konulmustur. Jel sistemine Igh olan guc kayng 50 Watt'a ayarlanmive jelin 45-
50 °C sicakiga ulgmasi beklennstir. Jel istenen sicalda ulgtiginda guc kayna
durdurulup targin yerlsstirilecegi kisim siringa yardimiyla temizlenmive tarak
yerlestirilerek 6rneklerin yiklenegg kuyucuklar olgturulmustur.

3.6.4. Orneklerin Jele Yiiklenmesi ve Yuritmdslemi

7 ul'si agaroza yiklenen SSR-PCR kaminin kalan 8 pl'lik kisminin Gzerine 4 ul
(2'ye 1 oraninda) yiukleme boyasi eklenerek drnekjénigi Pstl markiriyla birlikte
94 °C'de 3 dakika denature ediktir. Denatlrasyonu takiben reaksiyonlar buz
Uzerine transfer edilip jele yuklengtir. YUkleme klemi tamamlandiktan sonra gigc

kayna 50 Watt’'a ayarlanarak érnekler ~2.45 saat yunitigtar.
3.6.5. GUmis Boyama

Elektroforetik seperasyon tamamlandiktan sonra 8E8R- drunlerinin vargini
tespit etmek ve gerekli derlendirmeleri yapmak amaciyla gugnboyama [71]

yapiimstir. Gim boyama gamalari gagida verilmektedir.

» Elektroforez gleminin ardindan plastik bir tepsiye alinan jel rize daha
onceden hazirlanip +4 °C'ye konulan fiksatif sotirsy (%10’luk glasial
asetik asit) dokulmgive 30 dakika boyunca yas@a calkalanngtir.

» Daha sonra 1’er litre ultra saf su iles@' dakikalik 3 yikama yapilrtir.
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» Yikama sonrasinda fea bir tepsiye alinan jel Gzerine jel boyama sobimy
(2 g gumi nitrat + 3 ml %37’lik formaldehit, 2 L ultra safiscinde ¢dzulir)
dokilmi ve jel bu soliisyonda 30 dakika hafif békilde calkalannstir.

» 30 dakikanin sonunda jel 1 L ultra saf su ile 5iygaik kisa bir yikama
islemine tabi tutulmgtur.

» Daha sonra jel Uzerine jelin ylzeyini 6rtecek kadkwreloper soliisyonu (45 g
NaCO; 1,5 L ultra saf suda ¢cozdarallp, -20 °C’dgwmaya birakilny ve
kullanmadan 10 dakika 6nce tzerine 2,25 ml Forntdddie 300 pl Sodyum
Thiostlfate eklenmgtir) aktarilarak ilk bant gorilene kadar calkalagmilk
bant gorildikten sonra tepsindeki developer dokiivelikalan developer jel
Uzerine aktarilngtir.

» Bantlar goérilmeye k#ayinca bu soltisyon tzerine fiksatif eklenerek lzamnt
daha iyi gériinmesi ve kalici olmasgkamstir.

» Son olarak jel 2 kez ultra saf su ile yikanip kuayan birakilmgtir.

» Kuruyan jelin gorintist Kodak EDAS290LE jel dokirtemyon sistemi ile
kayit altina alinmnstir.

3.7. Verilerin Degerlendiriimesi

Arastirmamizda, 31 nohut géinin 18 primer ile analizi sonucu elde edilen
lokuslarin her birinde gozlenen band profilleri koyu olan stadir bandi dikkate
alinarak maniel ve kodominant olarak skorlagtmiElde edilen kodominant data
seti, Popgene [72] yazihm programinda kullanilaadikl frekanslari, her lokustaki
allel sayisi, efektif allel sayisi, beklenen velgden heterozigotluk oranlari ve PIC
(Polimorfik Informasyonricerigi) gibi istatistiki deserler hesaplanmgir (Tablo 4.1 ve
Tablo 4.2). S6z konusu hesaplamalar kabuli ve tigsiohutlar icin de yapilngtir
(Tablo 4.3). Popgene programiyla hesaplanan a#&hhslari ile Nei'nin (1978) [73]
Ds genetik mesafe katsayisi hesaplgntounlarla gercekigirilen klastir analiziyle
cssitlerin bir UPGMA dendogrami ollurulmustur. Lokus baina digen allel sayisi

ise elde edilen toplam allel sayisinin lokus sagf6linmesiyle elde edilgtir.
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4. ARASTIRMA VE BULGULAR

4.1. SSR Analizi Sonuclar

Calismada kullanilan 18 lokus spesifik SSR primer ciftitamami tim c¢gtlerde
beklenen fragment buylkiti civarinda amplifikasyon urlnleri vergtir. Lokus
spesifik primer ciftlerinden 15 tanesi (CaBZK11,BZ&K13, CaBZK18, CaBZK26,
CaBzK27, CaBZK28, GA6, GA16, GA26, GA117, TA180, T3 TA106, TA203,
TA135) tek lokus amplifiye ederken, kalan tcl (C&BB, CaBZK25 ve CaBZK29)
ikiser lokus amplifiye etmgtir. 31 nohut c¢cg@dinden 6rneklenen genotiplerde 18
primer ciftiyle 21 lokusta toplam 172 allel tespiilmis, lokus baina digen allel
sayisl ise 1-18 arasindagggklik gostermitir.

Calismada kullanilan yeni primer ciftleriyle 1-15 aratandgisen sayilarda allel
tespit edilirken literatirden secilgniolanlarda bu sayr 2-18 arasindagigilik
gostermgtir.

CaBZK15: SSR-PCR ve poliakrilamid jel analizleri sonucundaaBZK15
primerinin iki lokus amplifiye etgii gbrilmds, lokuslardan birinde 4 allel gierinde
ise 1 tane allel tespit edilgtir.

CaBZK11: (TAA)14 tekrar motifini iceren SSR’lerin etrafindaki tebpgya dizilere
tasarlanan CaBZK11 SSR primeri ile amplifikasyoncgklesmis fakat polimorfizm

gorulmemgtir.

TA180: En fazla sayida allel (18 allel) tim nohutsijerinden bger bireyin
tarandgl TA180 primeri ile tespit edilngtir.

CaBZK25: 1ki lokus amplifiye eden SSR primerlerinden birisaro CaBZK25'in
SSR analizi sonucu amplifiye diti lokuslarin her ikisinde de 3 tane allel

gOralmastar.

CaBzZK29: iki lokus amplifiye eden primerlerden olan CaBZK2@ lokuslarin
birinde 8 allel dgerinde ise bir heterozigot birey ile 4 allel tesgilmistir.



CaBzZK26: (AG), tekrarini iceren mikrosatellit dizisinin amplifiggonunda
kullanilan CaBZK26 primeri ile 9 tane allel tespdilmistir (Sekil 4.1).
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Sekil 4.1. Nohut c¢agitlerinde CaBZK26 lokusunda tespit edilen genotiple allelik
varyabilite
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CaBzK27: Amplifikasyonunda Touch-Down periyodunun uygulandi(GA),
tekrarinin etrafindaki tek kopya dizilere kompleneenCaBZK27 primer ciftleriyle
nohut ceitlerinde 10 tane allel tespit edilgtir (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2. Nohut ¢aitlerinde CaBZK27 lokusunda tespit edilen genotiple allelik
varyabilite
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CaBZK13: CaBzZK13 lokusunda amplifikasyon gercektes, ancak tim cgtlerin
ayni allele sahip oldiu monomorfik bir band gozlenstir (Sekil 4.3).
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Sekil 4.3.CaBZK13 lokusunda tespit edilen monomorfizim
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CaBZK18: CaBZK18 primeriyle 31 nohut gelinde yapilan SSR analizi sonucunda

10 tane allel tespit edilsgtir (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4. CaBZK18 primeri ile tespit edilen allelik varyaibal (SSR allelleri)
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CaBzZK28: Yeni gelstirilen SSR primerlerinden en ¢ok allelin gozlegidprimer

olan CABZK28 ile 15 allel tespit edilrtir.
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Sekil 4.5. Nohut cagitlerinde CaBZK28 lokusunda tespit edilen SSR ggrhexti ve
26

allelik varyabilite



GAZ26: Ug heterozigot genotipten ikisi, GA26 lokusunda Me@n92 ve TAEKSszel

varyetelerinde tespit edilgtir. Bunlara ait jel resimleriSekil 4.6 ve 4.7'de
verilmektedir.

)
T o o
3 ® % s 8 2 >
. c g 9 B o E 3 § 8 n 2 8 o © &
2 5 £ & = T 35 & 9@ ¢ & g E B8 = = = .-
n 2 3 £ - W c >3 gx € S © ¢ 82 G | S E N @
a3 ¥ N 2 « 8 » x Q 2 N E v g § X 3 ¥ > 8N O
< O < < S F O O <O = ONIT n >2 ¥ OO0 o< O

Sekil 4.6. Nohut c¢aitlerinde GA26 lokusunda tespit edilen genotipler allelik
varyabilite
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Sekil 4.7. Nohut c¢aitlerinde GA26 lokusunda tespit edilen SSR genetiple allelik
28

varyabilite



GA117: Literaturden secilen primerlerden en az sayidalimllgbzlendgi SSR

lokusu.
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Sekil 4.8. Nohut c¢aitlerin GA117 lokusunda tespit edilen genotipler akelik
varyabilite

31 nohut c¢gtinin 21 lokusla analizi sonucu lokuslardaki ostaa allel sayisi 8
olarak tespit edilnstir. En fazla allel sayisi TA78 lokusunda gorulimken az allel
sayisi CaBZK13 ve CABZK15/2 lokuslarinda goriktiii. SSR analizleri sonucu
tespit edilen lokuslara tek tek bakgdhda 31 genotipte en fazla alleli TA78 lokusu
vermis bunu TA180 ve CaBZK28 15 allel, TA106 14 allel, 208 12 allel, GA6 11
allel, CaBZK18 ve CaBZK27 10 allel, GA26 ve CaBzZK2&llel, GA16, TA135 ve
CaBzK29/2 8 allel, CaBzK11 7 allel, CaBzZK29/1 ve BZK15/1 4 allel,
CaBzZK25/1 ve CaBzK25/2 3 allel, GA117 2 allel ve BZ&K13 ve CaBZK15/2
lokuslari 1 allel ile izlemtir.

18 primerle yapilan varyasyon analizi sonucu sadéce heterozigot birey
gozlenmgtir. G6zlenen ve beklenen heterozigot oranlarilbkus icin hesaplanmi
olup ortalama dgerleri sirasiyla 0,003 ve 0,655 olarak bulugtau PIC dgerleri
ise O ile 0,9 arasinda gigmekte olup ortalama geri 0,65 olarak belirlenngiir.
Kabuli tip nohut cgitlerinde ortalama PIC geri 0,63 iken desi tip nohut gderinde
bu dezer 0,40 olarak bulunnstur.
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Genotiplere ait dendogram, Popgene programiylaptegsanis allel frekans tablosu
kullanilarak FreeTree [74] isimli bilgisayar yamliprogrami ile olgturulmustur.
Kimeleme analizi icin UPGMA yontemi uygulamgti. Nohut genotiplerine ait
dendrogramin iki désik sekli Sekil 4.9 ve 4.10’da verilmektedir.

Dendrogram incelenginde desi ve kabuli tip nohut g#erini birbirinden ayiran iki
ana grup goze carpmaktadir. Desi tip nohuitleginin olusturdusu grupta, Lynos
Desi ve Yerel Desi gélerinin birlikte gruplandgi, Desi ¢gidinin ise bunlara kogu
oldugu goérilmektedir. Dier ana grubu iki alt gruba ayrilan kabuli tip nohatitleri
olusturmaktadir. Alt gruplardan birincisini ILC4951, iz Nohut, Aydin92, Er99,
Eser87, ILC195 ve ILC482 g#leri olustururken ikincisini Hisar'in da aralarinda
bulundgu kalan ceitler olusturmaktadir. Birinci alt grupta yer alan 1LC4951,
Kirmizi Nohut, Aydin92, Er99, ILC195 ve Eser87sifleri birlikte bir grup
olustururken 1LC482 bunlardan ayri bir grup sturmaktadir. Birinci alt grupta yer
alan ILC195 ve Eser87 gderi birlikte gruplanirken, bunlara en yakin kgunolan
Er99 ceidi ise Aydin92 ile birlikte gruplanmaktadir. Er®2 Aydin92 ceitlerine en
yakin c¢aitler de Kirmizi Nohut ve ILC495tir.

Kabuli tip nohut cegtlerinin olusturdusu ikinci alt grup, Hisar ggdinin tek bgina
olusturdusu bir grupla Hisar gindaki kabuli tip nohut gitlerinin olusturdusu diger

bir gruptan meydana gelmektedir.

Hisar dsindaki kabuli tip nohut gatlerinin olusturdusu ikinci alt grup bircok alt
gruba ayrilmaktadir. Bu gruplarda Sari98kc¢in91, TAEKsa&el, Cevdetbey98,
Menemen92, Damla89, Ya05, Kismen99, Diyar99zmir92, Aziziye94, Azkan,
Canitez87, Aksu, Gulimsegik05, Gokce, Uzunlu99, Gatay veinci ¢sitlerinden

olusmaktadir.
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Tablo 4.1. Lokuslarda gozlenen ve beklenen homozigot ve beigot oranlar ile

ortalama heterozigot gerleri

Gozlenen Gozlenen Beklenen Beklenen Ortalama
Lokus Homozigotluk | Heterozigotluk | Homozigotluk | Heterozigotluk | Heterozigot
Orani Orani Orani Orani Orani
TA180 1 0 0,127 0,873 0,439
TA106 1 0 0,109 0,8907 0,444
TA78 1 0 0,157 0,843 0,39
TA135 1 0 0,3 0,7 0,185
GA117 1 0 0,834 0,166 0
GA6 1 0 0,142 0,858 0,3
GA16 1 0 0,175 0,825 0,281
GA26 0,982 0,018 0,44 0,56 0,208
TA203 1 0 0,118 0,882 0,428
CaBzK11 1 0 0,181 0,819 0
CaBZK13 1 0 1 0 0
CaBzK15/1 1 0 0,395 0,605 0
CaBzK15/2 1 0 1 0 0
CaBzZK18 1 0 0,16 0,84 0
CaBzK25/1 1 0 0,331 0,669 0
CaBzK25/2 1 0 0,522 0,478 0
CaBzK27 1 0 0,26 0,74 0
CaBzK29/1 0,967 0,033 0,457 0,543 0,016
CaBzK29/2 1 0 0,19 0,81 0
CaBzZK28 1 0 0,082 0,918 0
CaBZK26 1 0 0,27 0,73 0
Ortalama 0,998 0,003 0,345 0,655 0,128
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Tablo 4.2. Lokuslarda gozlenen allel sayilar, efektif alkdyilari, PIC ve &

degerleri

Lokus SSR Moatifi Na Ne PIC Rt
GA6 (GA)3 11 6,9 0,85 0,51
GAl6 (GA), 8 5,6 0,82 0,52
GA26 (CThe 9 2,2 0,56 0,48
GAl17 (GA); 2 1,2 0,17 1
TA180 (TAA)3, 15 7.6 0,87 0,29
TA78 (TTA)30 18 6,2 0,84 0,35
TA106 (TAA) 14 8,8 0,9 0,3
TA203 (TTA)3 12 8,2 0,9 0,31
TA135 (TAA) 17 8 2,3 0,7 0,63
CaBZK11 (TAA) 14 7 51 0,81 1
CaBZK13 (TG, 1 1 0 0
CaBzK15/1 (TG)2 4 2,5 0,6 1
CaBzK15/2 (TG)2 1 1 0 0
CaBZK18 (AT)1 10 5,8 0,83 1
CaBzK25/1 (CAA) 3 2,9 0,66 1
CaBZK25/2 | (CAA) 3 1,9 0,47 1
CaBZK27 (GA), 10 3,7 0,73 1
CaBZK29/1 (AT)ao 4 2,1 0,53 0,97
CaBzK29/2 (AT)40 4,9 0,8 1
CaBzZK28 (TAA)43 15 10,3 0,9 1
CaBZK26 (AG)s3; 9 3,5 0,72 1
Ortalama 8,2 4,5 0,65 0,82

PIC: Polimorfikinformasyorigerigi [34] PIC=1-3{(p;)*

Na: Gozlenen allel sayisi

Ne: Efektif allel sayisi

Fst: Fiksasyon indeksi
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Tablo 4.3. Kabuli ve desi tip nohut gllerinde lokuslarda gozlenen allel sayilari,
efektif allel sayilari ve PIC gerleri

Kabuli Tip Nohut Cesitleri Desi Tip Nohut Hatlari
Gozlenen| Efektif Gozlenen| Efektif
Lokus Allel Allel PIC Allel Allel PIC
Sayisi Sayisi Sayisi Sayisi

TA180 14 7,05 0,86 4 3,57 0,72
TA106 14 9,24 0,89 3 2,78 0,64
TA78 14 5,89 0,83 5 5 0,8
TA135 6 3,05 0,67 3 2,78 0,64
GA117 2 1,21 0,17 1 1 0
GA6 11 6,74 0,85 2 1,6 0,375
GA16 8 5,59 0,82 1 1 0
GA26 8 2,07 0,52 1 1 0
TA203 10 7,68 0,87 5 5 0,8
CaBzZK11 7 4,78 0,79 2 1,8 0,44
CaBZK13 1 1 0 1 1 0
CaBzK15/1 4 2,13 0,53 1 1 0
CaBZzK15/2 1 1 0 1 1 0
CaBzZK18 9 5,16 0,81 3 3 0,67
CaBzK25/1 3 2,98 0,66 2 1,8 0,44
CaBzK25/2 3 2 0,5 1 1 0
CaBzK27 7 3,04 0,67 3 3 0,67
CaBzK29/1 3 1,83 0,45 2 1,8 0,44
CaBzK29/2 7 4,22 0,76 2 1,8 0,44
CaBzZK28 13 8,91 0,89 3 3 0,67
CaBZK26 7 2,97 0,66 3 3 0,67
Ortalama 7,24 4,22 0,63 2,33 2,24 0,40
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TARTI SMA

18 primer cifti ile 21 mikrosatellit lokusunda y&am SSR varyasyonu cginasinda,
primer ciftlerinden 3 tanesi (CaBZK15, CaBzZK25 vaBZK29) iki lokus amplifiye
ederken 15 tanesi tek lokus amplifiye efiini Bazi aksesyonlarin birka¢ lokusta
monomorfik olmasina fanen varyeteler arasinda allelik varyasyon oldukc¢a
yaygindir. Cakmamizda sadece CaBZK29/1 lokusundaki Aziziye3ddcde GA26
lokusundaki Menemen92 ve TAEKSA caitlerinde heterozigotiye rastlangnidiger

lokuslarda béyle bir durum gézlenmestim.

Toplamda 172 allelin gbzlemlerggibu calgmada lokus ana digen allel sayisi 1
ila 18 arasinda gesiklik gostermitir. Calismamizda elde edilen TA135, TA78 ve
TA106 mikrosatellit lokuslarina ait allel sayllare PIC dgerleri Castro ve ark.
(2010)'nin [24] calsmalarinda elde ettikleri gerlerden daha ytksek bulungwr.
Lokus baina digen ortalama allel sayisi (8,2), Khan ve ark. (2QI8} ile Castro ve
ark. (2001)'nin [24] yapmiolduklari ¢alsmalarda belirttikleri dgerler (7,3 ve 10,3)
arasinda, Sethy ve ark. (2006) [53] tarafiniianyol nohut varyete setindeki tiir igi
genetik ceitlili gin aratinldigl calsmada belirtilen dgerden (6,36) yuksek; farkl
kita, ulke ve bdlge orijinli ¢cok sayida offie genetik farkllginin argtirildig
Upadhyaya ve ark. (2008)'nin [20] cahalarinda belirtilen deerden ise d§uik

bulunmugtur.

1 ve 10,3 arasinda gigen efektif allel sayilarinin (Ne) ortalama 4,5€e ile Khan
ve ark.’nin [75] cakmalarinda belirttikleri dgerden (3,7) yuksek olgu
saptanmytir. Fst degerleri O ila 1 arasinda @smis ve ortalama 0,82 gerini

almustir.

Varyeteler arasindaki polimorfik lokus ylzdesi %®0|arak bulunmg her bir SSR
lokusundaki  polimorfizm  miktarinin  belirlenebilmesiicin  PIC  deerleri
hesaplanngtir. PIC deerleri O ila 0,9 arasinda gigen de&erler almg en digik PIC
degerini (0) 1 allelle CaBZK11 ve CaBZK13 lokuslariragstir. Calismamizda elde
edilen ortalama PIC d¢eri (0,65), Khan ve ark. (2010)'nin [75] cahalarinda
belirttikleri ortalama PIC dgerine (0,64) oldukc¢a yakin bulunurken, Upadhyaya ve



ark. (2008)'nin [20] cabkmalarinda belirttikleri dgerden bir hayli d§iik

bulunmutur.

Kabuli ve desi tip nohutlar ortalama allel sayim ®RIC dgerleri (Tablo 4.3)
bakimindan katulastirildiginda kabuli tip nohutlarin (ortalama allel sayis24; PIC
degeri 4,22) desi tip nohutlardan (ortalama allel sa,33, PIC dgeri 0,40) daha
yuksek dgerlere sahip oldgu gorilmitir. Calsmamizda kabuli tip nohutlar igin
elde edilen lokus ana digen ortalama allel sayisi (7,24), efektif allel say#,22)
ve ortalama PIC derleri (0,40) Khan ve ark. (2010) [75] tarafindaapyan
calsmada elde edilen derlerlerden yuksek bulunurken, desi tip nohutlan i¢
hesaplanan lokus baa digen ortalama allel sayisi (2,33), efektif allel sayP,23)
ve ortalama PIC derleri (0,40) s6z konusu cgitnada belirtilen dgerlerden diik

bulunmutur.

Cesitler arasindaki genetik farkhliklar Nei (1978)mi[73] Ds genetik mesafe
katsayisi kullanilarak belirlengni ve© UPGMA metoduna gore dendrogram
olusturulmustur (Sekil 4.1 ve 4.2). Dendrogram incelepuide SSR analizleri
sonucunda 31 nohut gdinin tamaminin birbirinden ayrigh goralmistar.
Calsmamizda Banerjee ve ark. (1999)'nin [21] RAPD veLRFmolekiler markir
tekniklerini kullanarak nohut aksesyonlarindaki egdn farkhliklari belirlemeye
yonelik calsmalarinin aksine Khan ve ark. (2010)’nin [75] gedalarinda oldgu
gibi desi ve kabuli tip nohut gileri birbirinden ayrilmgtir.

Sonug olarak, nohut ve yakin akraba turlerde kubhilecek 9 yeni polimorfik SSR
markiri gen bankasi nohut sekanslarindanstiydiini s, bunlarla birlikte literatirden
secilen 9 SSR markirt kullanilarak mevcut nohugitigginin 6rneklerinde SSR
varyasyonu ve genetik gkiler dezerlendiriimis ve nispeten yiksek bir allelik
varyabilite gbzlenmi olup s6z konusu sekanslarin kullaniimasinin kolay, ekahko

ve kullangl oldugu sonucuna varilrgtir.
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EKLER

Ek 1. Gen Bankasl Sekanslarinda Tespit Edilen SSR LakudBunlarin PCR ile
Tespitleri icin Tasarlanan Primer Sekanslari velBnAit Bilgiler
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EK 1: Gen Bankas! Sekanslarinda Tespit Edilen SSR Laky#unlarin PCR ile Tespitleri icin Tasarlanaimi&r Sekanslari ve Bunlara
Ait Bilgiler

Gen Bank Tekra}r ..Ufur?. - ileri Primer leri Primer Tm Geri Primer P(r;iﬁwr'isr Tm
Aksesyon Numarasi  Motifi Buyukligu Uzunlusu Uzunlugu
>Gl1]270238490| (TA} 161 TGCAGGAGTTGAAAATGGAAGT 22 61,015 GTATGGTGGCATE TCAGATT 22 60,997
>G1|270238448| (TGQ) 307 ACCTATGGCAAGATTGATCCAC 22 60,215 TTCAAAGAAGAACCTGGAGAG 22 59,858
>Gl1|270238233| (TA) 287 AATATGCCGTTTCCATTCCA 20 60,153 TTGTGGGGTTCTTATACCTC 22 60,221
>G1|270238118| (A 212 ACTTGGTAAGAAATGCACAGGG 22 60,405 TGACCGAGATGTRAGAGTTTGAG 24 59,943
>Gl1|270238388| (TG) 253 AGAAGCTAAACGAAAATGGGGT 22 60,352 AAATGACAATCACCAGCTCCC 22 60,505
>G1|270238318| (TA} 161 TGCAGGAGTTGAAAATGGAAGT 22 61,015 GTATGGTGGCATGEI TCAGATT 22 60,997
>G1|270238282] (TGQ) 238 AAGGACCATTGACTAGAGGGAA 22 59,101 CATTGTGCCTAAGIACCAAAT 22 58,347
>Gl]270238279| (AAG) 125 CATGGGTTTATTGTGGCTTT 20 57,487 TTTTCTCCTCTTCOITCTCC 22 58,213
>G1|270238102] (AT) 226 TTCAGCTTTCCTCCGTTTTC 20 59,429 TGGTTTGAGAGGTTBEGGTG 21 59,838
>Gl1|270238096| (TA) 194 TGCAGACATCACTTTGTTTGTG 22 59,805 CAAAACCAGAATBCCGAGG 20 59,702
>G1|270238030] (TA) 290 AATATGCCGTTTCCATTCCA 20 60,153 TGGTTGTGGGGTTTTCAT 20 60,210
>Gl1|270237994| (AE) 180 CTTGGTAAGAAATGCCGAGG 20 59,702 TGACCGAGATGTAGMGTTTGA 23 58,994
>Gl]|270237979| (AAG) 120 CATGGGTTTATTGTGGCTTT 20 57,487 TCCTCTTCCTTGTCCCTC 20 58,385
>Gl|270237971] (AT 226 TTCAGCTTTCCTCCGTTTTC 20 59,429 TGGTTTGAGAGGTTBEGGTG 21 59,838
>Gl|270237917| (TA) 194 TGCAGACATCACTTTGTTTGTG 22 59,805 CAAAACCAGAATBCCGAGG 20 59,702
>G1|156969688| (AB) 259 CCACATGGACACACTTAAAAGC 22 59,540 AATCCGTTGTCTOCCTCTCA 22 60,247
>G1|156969682| (AATY) 301 TTCTTGCCGCTTCTTATCTAGG 22 60,004 CCCTCGCTTACRGGAGAAAT 22 59,783
>Gl|156969676| (TTA) 382 CTGTCGGAGCTTTTCGTAGG 20 60,008 GGATTCTTGTTGABBGATCG 22 60,826
>G1|156969662| (TA) 191 TTTATTTGGGTTGGGATGAC 20 57,248 CATGAACTGAACTGYCTGAATAGA 25 57,643
>Gl1]156969531| (AT) 142 ACGGTGAAACCTTTACGAAGAA 22 60,035 TATTTCCTTTCCIITTCCCTCC 22 59,795
>G1|156969518| (AR) 264 TAGAAGAAGGCTATGACCACCC 22 59,615 AGACTCAAACGCRCAGATTTT 22 60,303
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>Gl|156969559| (AB) 178 TTTATGTATGTATGGAGTAGGAGCA 25 57,086 CGTCCTTTGTCGGTTCA 20 57,879
>G1]156969485| (A®) 385 TGCACTTGTGATGGTGGTG 19 60,149 CTGCATAATAAAACGYCTGATTGC 25 61,037
>G1|156969434| (AR 380 TCATTTTCGTCCTCCCTATGTT 22 59,835 GAACACACCTTGGATGCAC 21 60,412
>G1]156969288| (TTA) 395 TCCGATGGAACCTTCTCTTTTA 22 60,068 CTCTTCGGGGTTSITGATT 21 60,326
>G1|156969285| (GA) 221 AGAGAAGTGCCTCACCAATAGC 22 59,913 CTGCCTATACTGTCAATTCCA 23 59,638
>Gl]156969275| (TA) 394 CACTGCAAACTCAACAAACTCC 22 59,819 ACGTTGGGAACOBRATATCCT 22 59,971
>Gl]156969271 | (AT 245 TAAGTGCGGTGAATCCTTTACG 22 61,346 CAGGGAGAGGAAG GGAAAAT 22 60,783
>G1|156969265| (TTA) 396 TCCGATGGAACCTTCTCTTTTA 22 60,068 CTCTTCGGGGTTAITGATT 21 60,326
>G1]156969260| (AAG) 393 ATTGTGCAAGGCAGACTATCAA 22 59,775 TCCTATTTCTGAGCACTCTCC 22 59,848
>G1|156969222| (GA) 393 ATTGTGGATTTGGATCTGGTGT 22 60,484 ATCACTTCTTTTCCTCTGCG 22 60,019
>G1]156969204| (G 361 GCTGCAATGAATCCTCTGATTT 22 60,591 TGAGTTTGATG@A GGAACAG 22 59,971
>G1|156969186| (AB) 344 AGTGAGAACCAGCCCACTTTAG 22 59,810 GCAACAACAATCACAACAAGC 22 60,584
>G1|156969118| (TTA) 396 TCCGATGGAACCTTCTCTTTTA 22 60,068 CTCTTCGGGGTTAITGATT 21 60,326
>G1]156969104| (A®) 390 ATTTCTTGTTGAGTTACGGGCA 22 60,877 GGTTCAAATCCTAGGGCG 20 61,542
>G1|156969064| (CH) 355 GCCTTTATCCCTTGTCCATAGTC 23 60,212 CAGAGCTTGCRTCTGCATT 21 60,537
>G1]156969033| (TAE) 390 GGACAAGCAAGTAATCTGACCC 22 60,004 TATCGTAGCTC@NTATCGCA 22 59,896
>G1|156968874| (TA) 338 CTCAACAAACTCCTTCACTCCA 22 59,372 GGCCATCTACGBGITCTAAGG 21 58,732
>G1]156968872| (AT) 378 CCTTTTCCTTCCTTCTAGTTTTCC 24 60,005 GATGATAACE&CAAATTCT 21 60,164
>G1]156968890| (TA) 225 AGATCATGTGGTATGCGTTTT 21 57,104 GGGAACCCTAATAICTCTACG 22 58,068
>G1|156968829| (GA) 283 CGAGAACCAGAACAGGATTTCTA 23 59,770 TTCGCTCCTCRCTATTCCTC 22 59,983
>G1]156968737| (AATY) 287 TGCTTTCGTTCTTGTTGTTG 20 57,539 CCAGCACATCATAAACATCC 22 57,014
>G1|156968664| (AT 272 AGTGAGAACCAGCCCACTTTAG 22 59,810 AAAGGCAGAAAABATTCCTCC 22 60,798
>G1]156968628| (TA} 386 AAGTTCATGTTTGGGAGGAAC 21 58,015 TGACACCCTGAATZCACAATA 22 57,878
>G1|156968560| (TAY 389 AGCTATCCATCCTCAGCAAGAG 22 60,004 CCCGAAATAAAGBTATGCTCG 22 60,108
>G1|146501811] (AB) 304 TTTGCACGGTCTAACCTTTTGT 22 60,904 ATGGGACAAGGCTAATTGGTA 22 60,440
>Gl]146501775| (AT 174 TATTTCCCTCTCTTTTCCCTCC 22 59,912 ACGGTGAATCCTACGAAGAA 22 60,001
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>G1|146501707| (TA) 398 CACTGCAAACTCAACAAACTCC 22 59,819 ACGTTGGGAACOBRATATCCT 22 59,971

>G1]146501503| (AG) 399 CATGGCTGCGTATAGCTTTGAT 22 61,474 TCACCATTCACGTGACACATTC 22 60,624
>G1|146501503| (AR 291 CACACACACACACACACACACA 22 61,193 TCACCATTCACCRICACATTC 22 60,624
>G1]146501502] (AATY 382 TTTTGAGGTCATACAGGAGGAT 22 57,668 CAGAATCAGAGGAGCAGTCAT 22 58,551
>G1|146501470| (AG) 349 CAGCATAACTACCCTATCGTGAA 23 58,359 GAAGTGTGAAABCTGGCAC 20 58,498
>G1]146501444| (AT]) 393 TCCGAGAAGAAGAAAGGAGTTG 22 59,991 CGGTGGATCTTRACGAAGAAT 22 59,502

>G1]146501444| (TA) 393 TCCGAGAAGAAGAAAGGAGTTG 22 59,991 CGGTGGATCTTACGAAGAAT 22 59,502

>G1|146501385| (AT) 250 AGGTGACAGAGGAAGAAGATGG 22 59,739 GGAGAATTTTATGGTTATGGG 22 59,713
>Gl]146501377| (TA) 173 ATGACCGACACACAAGCTACAC 22 60,103 TGGGAATGTTGAATTACAGAGG 23 60,391
>G1|146501328| (TTG) 103 CAGCTCCCTGACTCTGACTTTT 22 60,053 GAAATGGATGAMGGGTTTGA 22 60,299
>G1]146501323| (AT) 163 ACCAGCCCCTTTAGGAGATTAG 22 59,985 TGCAACAGATGTRTATGGCAGT 23 59,713
>G1|156970583| (A 291 TGTTGTGTGGTCAAGGTAAAGG 22 59,929 TTGCTCCTTACAICCTAAAGTG 23 59,959
>Gl|156970564| (AG) 380 ATGAGAGGAAAATGGGGAATCT 22 60,150 AATGAGGCAAAABCATCAACC 22 60,360

>Gl]156970475| (ATTH) 191 CCATGACTGGATGGTATGTTTC 22 59,174 CATCGAATAAGGYGAAGGTGG 22 59,960
>G1|156970318| (AB) 330 CACCGACCAACGTATAACAAGA 22 59,920 GGGACATGAATGITATTGGAAG 23 58,971
>Gl]156970310| (GA) 359 TCGTAGAGAGGTCGAGGTAAGG 22 59,901 AGTTCAGTTTGBTTGCCTCC 22 59,950
>G1|156970300| (AT} 326 CCTTTCTTTCTATTCTCTCCAAGC 24 59,122 GGTGTGTTTGTAAGACCCAT 22 58,746
>Gl]156970219| (TA) 293 CTAGTTTGTAACCCGTGCGTC 21 59,685 CGGTGTGGGAGTIACTTTTCA 23 60,275
>G1]146499610| (TA) 325 CCTTTTCCTTCCTTCTAGTTTTCC 24 60,005 GGTGTATTTEGBTTTTGGCTC 22 59,722
>G1|146498381| (AGA) 126 CATGGGTTTATTGTGGCTTT 20 57,487 CCCTTCTTCATTCTCTCTCA 22 57,734
>G1]146498366| (AAT) 357 GACTCTGACATTAGTGCAACACG 23 59,856 CTTGTGTCTTTTCAGCAATCA 22 60,284
>G1|146498331| (AT} 391 AGTGGAGTTGCGAAATCTTTGT 22 60,172 TGTGTTACGGGRBATGGTAA 22 60,145

>G1]146501254| (TA) 175 GCTTCCTTTGTTTGCCTTTCT 21 59,885 GTGACATGCGTABGTGATTT 22 59,758
>G1|146501229| (TA) 393 CTACATGGAAAACGGAGCATAA 22 59,143 CTCAGGGATCATGGGTTAGTC 22 59,827
>G1|146501094| (AB) 196 CCCCTTGATGATAGTGAGAACC 22 59,827 TGCAACAGATGTRTATGGCAA 22 59,254
>Gl]146501072| (GA) 386 CCAAATCACACATACACACACTTG 24 60,246 GAAATATGCAACACCAGCCTT 22 60,371
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>Gl|146501055] (TG) 347 ATCACACCAAAACACTCAACCA 22 60,312 TAATGAGAGGGGAGAGATAGG 22 59,704
>Gl|146501040] (A®) 196 CCCCTTGATGATAGTGAGAACC 22 59,827 TGCAACAGATGTBTATGGCAA 22 59,254
>Gl|146500984] (A®) 369 ACTCATGCGGTAGGACATTCTT 22 60,026 CCAGGAACAACTTATGTGAA 22 60,168
>GI|146500954] (AD) 397 CGGGTAACAGAGAGGAAGAAGA 22 59,879 CAAGATGAGAGAACAACACCCA 22 60,149
>GI|146500925] (AR 392 CTTCACACTCAACAAACCTTGG 22 59,674 TGATGCCGTTTAGAATTACTCG 22 59,275
>G|146500872] (ATA) 385 TGTAACGAACCCACTCTGATTT 22 58,627 TGCCGCTACTABRCACTTCA 22 57,710
>G|146500836] (AR) 163 ACCAGCCCCTTTAGGAGATTAG 22 59,985 TGCAACAGATGTBATGGCAGT 23 59,713
>GI|146500806] (TA) 195 AAGAGGAAGATAGGCTGACGTG 22 59,907 TTTGTGATGTGAITGAGGTGA 22 60,008
>G|146500785] (AT) 355 CGTAGGGAGGAAGAAGATGGA 21 60,575 TTGACACCGTTAGW TACTCGTC 24 59,602
>GI|146500676] (TA) 390 CACTGCAAACTCAACAAACTCC 22 59,819 ACGTTGGGAACOBATATCCT 22 59,971
>GI|146500643] (AATY 384 AACATGGGAGGTTTAGGGTCTAC 23 59,664 CGTTTTCCATCTAAATAAGC 22 59,970
>G1|146500592] (AT) 400 AGCAAAATCCCTATTCAACCC 21 59,324 ACACTTGTCCCCARCATA 19 59,976
>G|146500554] (G¥) 166 TCTTGGGCATCTAATTTGTGTG 22 59,996 TAGGGAGGATGBATGACCTA 22 59,793
>Gl|146500538] (A®) 376 CCTCTGTGTTTCTTTCCTTTGC 22 60,275 TGATCTCCATGITTCCTCAGT 23 60,125
>Gl|146500497| (TA) 263 CCATCTGTCTCGTTCACATACC 22 59,478 GGTGCAATAGGBATCAAAAC 22 59,722
>G|146500446] (AT 360 GTATTGAACTTGGTGGCGTTTT 22 60,276 GGCAGAGGAAGBMAGACGTA 22 60,019
>G1|146500444] (TTA) 387 TGGTATTAAGAAGACGGCTATCG 23 59,672 TCAATGTGTGTETATGTGCGT 22 59,918
>G|146500318] (GA) 323 TTCCGTTAGATACCTGAGCGAG 22 60,750 TCTCGTTTCTCTBATCCAA 21 59,799
>G|146500294] (TA) 400 TCAACAAACTCCTTCACTCCAA 22 59,751 TGGGAACCCTAMITCCTCTACG 23 60,543
>GI|146496376] (AT) 338 GGAAGAAGATGGAAAAGTCGAA 22 59,704 TAACTGCGGTGARCCTTTG 20 58,771
>G|146496318] (TA) 326 CAGTAAACTCAAGAGAGGTGCG 22 59,189 TGTCATACGTCABGAAGCACT 22 59,803
>G1|146496314] (AF) 395 AATGAAAATGGGAGAAAGGAGG 22 60,638 ACAAATCTTGGGETCGAATAG 22 60,332
>G|146496002] (AR) 331 TCCTTTTCCTTTTCCTTCCTTC 22 60,050 GTGTATTTTGGAITGGCTCG 22 60,701
>G1|146495955] (AT) 397 CAACGAGGAAGTATGAAGCTGA 22 59,517 GCGTTATGGGTG¥MTGGTAAT 22 59,976
>GI|146495773] (TTG) 362 CCTCCAATAGCAAATTACCGAG 22 59,984 AACCACATCAAGACACAATCG 22 59,898
>GI|146495757| (CA) 375 ATGGGATTCTTTTGGATCAGC 21 60,280 TCAACTAATGGCATCTATGC 21 59,974
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>G1|146495719| (G®) 301 TGTCATATTCGTCCTCCCTAGC 22 60,471 GCACAAGATTGGEAAAACAC 22 59,522
>G1]146495665| (TG) 365 TGGTGCTATATTTGTCCAGCTA 22 57,513 TAGTTGCTAATGEATTGGA 20 57,019
>G1|146495623| (AR 319 ACGAAAGATGAAAATGGAGGAG 22 59,593 TGTGTTACGGGTSBAATGGTAA 22 60,145
>G1]146495622| (TCTH) 328 AAGGCAATCTCCTCTTCCTCT 21 58,563 CAATGCTTTCCAAACCAG 20 58,214
>G1|146495361| (AG) 303 TGTTAAATGGGTGTGGCTCATA 22 60,244 CCCTTACCGTTRBAAGTTGT 22 59,343
>G1]146495299| (TAA) 392 GGGTGAACAAAACCGAGTAGAA 22 60,385 CGTCATCGTCAGWICCCTACA 22 60,052
>G1|146495264| (AB) 202 ATAGTGAGGACCAGCCCACTT 21 60,009 TCAAACAACAGATAGCAACAGAG 24 59,335
>Gl]146495153| (TA) 348 TTGGCAGACATCCATTTCCTAT 22 60,692 TTTACGAACCCHICACCTCT 22 59,998
>G1|146495064| (TA) 177 ATGTTTCACTTTCATCGTGGTG 22 59,898 CTCTTATGTTTB&ETGGTGGT 22 60,144
>G1|146495045| (AR 375 ATTTCTGTGTTTTAGGGTGCAG 22 58,314 ATCCTTACCAAAGICTGTTCA 22 57,724
>G1]146494987| (A®) 316 TCCTTTCTTTCTATTCTCTCCAAGC 25 60,673 GAATCCAATTIGTAAGACCCA 22 60,187
>G1|146494950| (AR} 303 CAGTTTTCCTTCCTTCCCTTTT 22 59,979 GTGCGGTAAATTTITCAGAG 22 60,129
>G1]146494947| (AR 166 CATAAGTGTAGGGGTGCTCAACT 23 59,595 CTTTGCTCACAMCAACCATT 22 60,074
>G1|146494921| (AT 320 GGTAGCAGAGGAAGAAGATGGA 22 59,848 TGACCCCGTTTARTTACTCG 22 60,356
>G1]146494885| (TAA) 216 TGTTGACACCTAATTTTGTCCG 22 59,898 GAGGCAAACAAGXCTGAAAGC 22 60,413
>Gl]146494951 | (AAT) 331 GCTTAAAACCTTATCAGAGACTAACAG 27 57,655 CAAAAGGCGAGCATATTTA 20 57,947
>G1]146494885| (TAA) 214 TGTTGACACCTAATTTTGTCCG 22 59,898 GGCAAACAAGAATGAAAGCA 21 60,414
>Gl]146494797| (A®) 361 CCTTTCTTTCTATTCTCTCCAAGC 24 59,122 ACCCAGAACTATATCGACGC 22 59,528
>G1|1146494783| (TTA) 396 TCCGATGGAACCTTCTCTTTTA 22 60,068 CTCTTCGGGGTTAITGATT 21 60,326
>Gl]146494763| (A®) 173 AGTGAGAACCAGCCCACTTTAG 22 59,810 TGCAACAGATGTATATGGCAG 22 58,873
>G1|1146494727| (AG) 363 TGATGAAGGGAGAAGGAAGAAG 22 59,821 GAAGAATTTAACECGGACCCT 22 60,570
>G1|146494827| (AD) 208 GTTTGTAAATGCTCTCCTAATTGAC 25 57,611 ATCCAACTGEATCTATTTCC 21 58,149
>Gl|270236512] (A®) 120 TTCCTTCCCTTCCTTTTCTTTC 22 60,050 ATGGTTTGAGAGTGATGGGTG 22 60,110
>Gl|270236731] (AB) 159 CCTTTCCTTTCCTTTCTTTTCC 22 59,605 TGGTTTCAGAGTATGGGTG 21 59,838
>Gl|270236748| (TA) 290 AATATGCCGTTTCCATTCCA 20 60,153 TGGTTGTGGGGTTCTTCAT 20 60,210
>Gl|270236748| (TA) 129 CTAAGAGCCGAAACTCGTGG 20 60,008 TTACTGTGGAAGGAGGGTG 21 60,013
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>Gl|270236760| (AAATY) 210 GAAATAGTTAGCTCCACGGCA 21 59,375 ATTGCCTCTAAAGICCACT 20 60,096
>Gl|270236781| (TA) 279 GCACAATGCTTGCTTGA 17 55,113 AAATCTTGAGTCTTGGOR 20 54,387
>Gl|270236813| (AGT) 208 GCAATATAGGTACAAGTATCAGAGC 25 55,699 GCATTAACTBCAAAGGGG 19 55,658
>Gl|270236823| (TA) 284 TCGATTGGCTGAAATCC 17 55,332 GCCATCTACGTTGTCTSG 20 54,994
>G1|270236833| (AAATY 293 GAATGAGAGAAAGCGAGGTGA 21 59,565 TTGGCTTGTTTGRCCATCTG 22 60,032
>Gl|270236849| (AAG) 188 CGTATGATCCAGCAATGGAA 20 59,499 CCATCACAACCCTQGXCTCA 20 59,520
>Gl|270236849| (AAATY 293 GAATGAGAGAAAGCGAGGTGA 21 59,565 TTGGCTTGTTTGRCCATCTG 22 60,032
>Gl|270236863| (AR 297 TTCCACTCAAAACCTCTCCC 20 59,112 GCGCTATAAAAGATGGCTA 20 58,388
>Gl|270236912] (TA) 290 AATATGCCGTTTCCATTCCA 20 60,153 TGGTTGTGGGGTTTTCAT 20 60,210
>Gl|270236912] (TA) 268 CTAAGAGCCGAAACTCGTGG 20 60,008 TTTGTGCTTCAATCTGGCT 21 60,008
>Gl|270237016| (CAGGE) 119 GCTTTAACAATAGCCTGAACTTGAC 25 59,766 ACCGCTAGGG GGGAATAG 20 60,299
>Gl|270237019| (A®) 261 GGAGAAGGAGGGAGAAATGG 20 60,008 GCATTACGGGTGAAASGTAA 21 59,712
>Gl|270237020] (AR 268 AGTGCGGTGAATCCTTTACG 20 60,132 GGAGAAGAGGAATGGCGA 20 60,340
>Gl|270237099| (TAA) 265 TCCACCAGTCATATCAAGCA 20 57,608 CCGAGAAAGAGAAGAAGTTGA 22 57,868
>Gl|270237089| (ACA) 341 CTCGACTATTAAAGCACCAAGA 22 56,432 ATGTGTGTGGGAFGAGTGA 20 57,226
>Gl|270237250| (AT) 250 AGGTGACAGAGGAAGAAGATGG 22 59,739 GGAGAATTTTATGGTTATGGG 22 59,713
>Gl|270237307| (T 196 AGGAAGAAGAGAACTTGGTGGC 22 61,130 AAATGACAATCATCAGCTCCC 22 60,505
>Gl|270237250| (AT) 268 AAATGGAGGAGAAGGAGGGA 20 60,008 GCGTTATGGGTGAABGGTA 20 59,823
>Gl|270237307| (TE) 287 AGACCTCCCAAAGAATGACG 20 59,137 CAATCACTCAGCTGITTC 20 59,803
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