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Ceviz (Juglans regia L.), toprak ve sulama suyundaki tuzluluga karsi yiiksek diizeyde duyarlilik gosteren bir tiirdiir.
Bu calisma, ceviz genotiplerinin tuz stresine karsi morfolojik, fizyolojik ve molekiiler diizeydeki tepkilerini iki yil boyunca
(2021-2022) degerlendirmek amaciyla yiiriitiilmiistiir. ik yil, 21 genotip dort farkli NaCl konsantrasyonuna (75, 150, 225 ve
300 mM) maruz birakilmistir. Artan tuz konsantrasyonlari bitkisel gelisim parametrelerinde genel bir azalmaya yol agmis; ancak
bu azalmalarin genotipe 6zgii farkliliklar tagidigr belirlenmistir. ‘Serr’ ¢esidi, tiim uygulamalarda yiiksek bitki boyu, yaprak
sayis1, yaprak oransal su icerigi (RWC) ve kok kuru madde miktari ile 6n plana ¢ikarken; ‘Solez-1’ ¢esidi yliksek SPAD degeri
ve %100 canlilik oraniyla dikkat ¢gekmistir. Buna karsin, ‘Fernor’ ¢esidi, artan tuz diizeylerinde yiiksek yaprak sicakligi, diisiik
SPAD ve RWC degerleri ve %41°e kadar gerileyen canlilik orani ile en hassas genotip olarak tanimlanmigtir.

Bu bulgular dogrultusunda, ‘Serr’, ‘S6lez-1" ve ‘Maras-18’ ¢esitleri toleransli; ‘Fernor’, ‘Chandler’ ve ‘Hartley’ ise
duyarh olarak smiflandiriimistir. Ikinci yilda, bu alt1 gesit 150 mM NaCl konsantrasyonu altinda morfolojik, fizyolojik ve iyonik
yonleriyle incelenmistir. ‘Serr’ ¢esidi, yliksek RWC, genis yaprak alani, daha az negatif ozmotik potansiyel, yiiksek prolin
diizeyi ve smirli Na'—Cl birikimi ile birlikte yiiksek K*—Ca?" diizeylerini koruyarak gii¢lii bir iyonik denge saglamistir. Buna
kargin, ‘Fernor’ genotipi, iyon dengesizligi ve su iliskilerindeki bozulma ile yiiksek diizeyde stres duyarliligi gostermistir.

Tuz stresine karsi genetik yanitlar1 ortaya koymak amaciyla, toleranshi ‘Serr’ ve hassas ‘Fernor’ ceviz gesitleri
kullanilarak RNA-Seq analizleri gergeklestirilmistir. Bu analizler sonucunda toplam 14.153 yeni transkript tanimlanmig ve 150
mM NaCl uygulamasi altinda diferansiyel olarak ifade edilen 161 aday gen tespit edilmistir. Gen Ontology (GO) siniflandirmast
dogrultusunda bu genlerin iyon taginimi, ozmotik denge, oksidatif stres yanitt ve sinyal iletimi gibi 6nemli biyolojik siireglerde
gorev aldigi belirlenmistir.

RNA-Seq bulgularinin dogrulanmas1 amaciyla biyolojik islev agisindan 6ne ¢ikan 12 aday gen segilmis, bu genlere
yonelik 14 spesifik primer c¢ifti tasarlanarak kantitatif gergek zamanli PCR (qPCR) analizleri ger¢eklestirilmistir. Yapilan qPCR
analizleri sonucunda, yedi genin ifade diizeyleri RNA-Seq verileri ile yiiksek oranda uyum gostermistir. Ozellikle, prolin
biyosentezinde gorev alan LOC108990701 geninin tuz stresi altinda anlamli sekilde yukari regiile oldugu ve bu durumun
ozmotik adaptasyonda 6nemli rol oynadigi belirlenmistir. Ayrica, iyon taginimi ve stomatal hareketlerin diizenlenmesinde
gorevli LOC108995962 geninin ifadesinde artis gozlenmis ve bu genin iyonik dengeyi korumada etkili oldugu diisiiniilmistiir.
Oksidatif stresle iligkili LOC108990546 ile hiicresel redoks homeostazinda gorev alan lipoksigenaz kodlayan LOC109012163
genleri de diferansiyel olarak ifade edilmis ve bu genlerin gPCR ile dogrulanan ifadeleri, RNA-Seq sonuglariyla gii¢lii bir
paralellik sergilemistir.

Sonug olarak, bu ¢alisma cevizde tuzluluk stresine karsi gelisen ¢ok diizeyli adaptif yanitlar1 ortaya koymakta ve
molekiiler 1slah ¢alismalarinda degerlendirilebilecek 6nemli aday genleri tanimlamaktadir.

Anahtar Kelimeler: Ceviz, J. Regia, Tuz Stresi, RNA-Seq
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ABSTRACT

Walnut (Juglans regia L.) is highly sensitive to salinity stress, posing a significant challenge for sustainable
cultivation under increasing soil and water salinity. This study aimed to evaluate the morphological, physiological, and
molecular responses of walnut genotypes to salt stress over two consecutive years (2021-2022). In the first year, 21
genotypes were subjected to four NaCl concentrations (75, 150, 225, and 300 mM). Morphophysiological assessments
revealed significant reductions in growth parameters with increasing salinity, though genotypic variations were evident.
The genotype ‘Serr’ maintained the highest plant height, leaf number, relative water content (RWC), and root dry weight
across all salt treatments, while ‘S6lez-1’ showed the highest SPAD value, leaf number, and 100% survival rate.
Conversely, ‘Fernor’ exhibited the most severe symptoms under salt stress, including elevated leaf temperature,
decreased RWC and SPAD values, and a survival rate reduced to 41% under 300 mM NaCl.

Based on these findings, ‘Serr’, ‘Solez-1°, and ‘Maras-18" were classified as salt-tolerant, while ‘Fernor’,
‘Chandler’, and ‘Hartley’ were categorized as sensitive. In the second year, these six genotypes were further evaluated
under 150 mM NaCl. ‘Serr’ maintained favorable physiological traits, including high RWC, broader leaf area, less
negative osmotic potential, increased proline accumulation, limited Na* and Cl~ accumulation, and elevated K* and Ca?*
levels, indicating effective ion homeostasis. In contrast, ‘Fernor’ displayed disrupted water relations and ionic imbalance
under stress.

RNA-Seq analyses were performed using Serr (salt-tolerant) and Fernor (salt-sensitive) walnut genotypes to elucidate
transcriptional responses under 150 mM NaCl-induced salt stress. A total of 14,153 novel transcripts were identified, and
differential gene expression (DGE) analysis revealed 161 candidate genes potentially associated with salt stress response.
Functional categorization of these genes through Gene Ontology (GO) enrichment analysis indicated significant enrichment in
biological processes such as ion transport, osmotic adjustment, oxidative stress mitigation, and signal transduction pathways.
To validate RNA-Seq results, 12 candidate genes were selected based on their putative functional relevance, and 14 specific
primer pairs were designed for quantitative real-time PCR (qPCR) analysis. The qPCR validation confirmed consistent
expression trends with RNA-Seq data for seven genes. Notably, LOC108990701, encoding A!-pyrroline-5-carboxylate
synthetase (P5CS), was significantly upregulated under salt stress and implicated in proline biosynthesis and osmotic
adjustment. Similarly, LOC108995962, associated with transmembrane potassium transport and stomatal regulation, exhibited
increased expression, suggesting its role in maintaining ionic balance. LOC108990546, a gene involved in oxidative stress
response, and LOC109012163, encoding a lipoxygenase enzyme linked to cellular redox homeostasis, were also differentially
expressed and demonstrated strong correlation between gPCR and transcriptomic data.

In conclusion, this study provides a comprehensive understanding of the multilevel responses of walnut to
salinity and identifies promising candidate genes for molecular breeding aimed at improving salt tolerance in walnut.

Keywords: Walnut, J. regia, Salt Stress, RNA-Seq



TESEKKUR

Caligmamin belirlenmesinden baglayarak, her asamasinda ve her konuda bana yardimci olan,
daima yapici, egitici ve 6gretici olan Saymn Hocam Prof. Dr. Salih KAFKAS’a sonsuz tesekkiirlerimi ve
saygilarimi sunarim.

Tezimin her asamasinda yakin ilgi ve destegini esirgemeyen Saym Hocam Prof. Dr. F. Nurgiil
TUREMIS’e, bana her zaman yardimlarini esirgemeyen Prof. Dr. N. Ebru KAFKAS’a ve Dog Dr. Hayat
TOPCU’ya en i¢ten tesekkiirlerimi sunarim.

Tez galismam boyunca tez izleme jiirileri, Bahge Bitkileri Boliimii 6gretim Uyesi Prof. Dr. H.
Yildiz DASGAN’a ve Toprak Bilimi ve Bitki Besleme Boliimii 6gretim iiyesi Prof. Dr. Hayriye
IBRIKCI’ye tesekkiir ederim. Tezimin degerlendirilmesinde ve ilerlemesinde yardimlarini esirgemeyen
Dog. Dr. Miijgan GUNEY e tesekkiir ederim.

Tezim siiresince bana destek veren Prof. Dr. Okan OZKAYA’ya, Do¢ Dr. Harun KARCIya,
Dog. Dr. Aykut BURGUT a, Dog. Dr. Murat GUNEY’e, Dr. Aysegiil BURGUT a, Dr. Ogr. Uy. Omer
Faruk BILGIN’e, Ar. Gor. Ebru KURT a, Ar. Gér. Dr. Boran IKiZ’e, Tekniker Dogan ERGUN’e, Zir.
Yiik. Miih. frem BICER e, Zir. Yiik. Miih. Tugge TEMTEK ’e, Zir. Yiik. Miih. Burak OZGOREN’e, Zir.
Yiik. Miih. Cihan AKGOL e ve molekiiler genetik laboratuvarindaki arkadaslarima tesekkiir ederim.

Doktoramin baslangicindan sonuna kadar benim yanimda olan, kizim Reyyan Cemre ADA’ya,

oglum Onur Alp ADA’ya, sevgili esim Dr. Ogr. Uy. Melike ADA’ya ve aileme sonsuz tesekkiir ederim.



CIZELGELER DIZiNi

Cizelge 1.1. 2023 Yili Ulkeler Bazinda Diinya Ceviz Uretimi Alanlar1 ve Miktarlari..............c...co....... 1
Cizelge 3.1. Katlamaya Alinan Ceviz Cesitleri ve Tohum Say1lart...........ccccooevinieiininicniece e 17
Cizelge 3.2. Fidan torbalarina aktarilan ceviz tohumlarinin say1lart ..........c.ocoeereniveiininienineee e 20
Cizelge 3.3. Primer3 web Arac1 Kullanilarak Olusturulan Primerlerin Isimleri ve Baz Dizisi 5°-3’ ...35
Cizelge 3.4. High Capacity cDNA RT Kit (Applied Biosystems) ile olusturulan cDNA PCR dongii

KOSUILATT ..ottt ettt s b e e st e e st e e e ebae e sabe e e sbeeesabeeesbbeesnbeeenseeesnns 36
Cizelge 3.5. Real Q Plus 2X Master Kit (Ampliqon, Denmark) ile olusturulan RT-qPCR dongii

KOSUILATT 1.ttt ettt e et e e st e e s hbe e s abe e e ba e e sabeeesbeeesabeeesbbeesnbeeesareesnes 37
Cizelge 4.1. Farkli ceviz ¢esitlerinde tuz dozlarinin bitki boyu tizerine etkisinin degerlendirilmesi ...40
Cizelge 4.2. Farkli ceviz genotiplerinde 4 farkli tuz dozunun yaprak sicakligina etkisinin

deZErIENAITTIMEST ....eevvieeieiie e 42
Cizelge 4.3. Farkli ceviz genotiplerinin 4 farkli tuzluluk konsantrasyonunda klorofil iceriginin

SPAD degerleri tizerindeki deSISIMI ......ceoveeiiiiiiiiiiieiieeeeeree e 45
Cizelge 4.4. Farkli ceviz gesitlerinin 4 farkli tuz dozunda gorsel olarak skala ile degerlendirilmesi..47
Cizelge 4.5. Farkli ceviz genotiplerinin 4 farkli tuz konsantrasyonun yaprak sayisi iizerine etkisinin

EGETIENAITIINEST ... .veeveevisieee et n e r e sre e nrenre s 49
Cizelge 4.6. Farkli ceviz genotiplerinin 4 farkli tuzluluk konsantrasyonunun yaprak oransal su

icerigi iizerine etkisinin degerlendirilmesi..........ccoovieriiiinieiic e 52
Cizelge 4.7. Farkli ceviz genotiplerinin 4 farkli tuz dozunun kdk kuru madde miktar1 {izerine

etkiSinin de@erlendirilmeSi.......c..cveriieeiieiieieie e 54
Cizelge 4.8. Farkli ceviz genotiplerinin 4 farkli NaCl dozunun canlilik oran1 {izerine etkisinin

AEGETIENAITIIMNEST ...ttt r b e neennenne s 56
Cizelge 4.9. Toleransli ve Hassas ceviz ¢esitlerinin 150 mM NaCl uygulamasinin klorofil i¢in

Spad degeri GZETINE BKIST ........eoviviieiiieiiiiei e 60
Cizelge 4.10. Toleransl ve Hassas ceviz gesitlerinin 150 mM NaCl uygulamasinin yaprak sicakligi

TZETINE ETKIST +e.nviiuviiitii ittt et b e bt sbe e sab e st e st e e sbeesbrenrne s 63
Cizelge 4. 11. Toleransh ve Hassas ceviz ¢esitlerinin 150 mM NaCl uygulamasinin yaprak alani

TZETINE ETKIST 1.uviiaviiitei ittt b e sb e e sbe e s bt st e e nbeesbeesbeesrne s 65
Cizelge 4. 12. Toleranslhi ve Hassas ceviz ¢esitlerinin 150 mM NaCl uygulamasinin yaprak kuru

madde miktart GZETINe EtKIST........cueriiieriiire e 67
Cizelge 4. 13. Toleranslhi ve Hassas ceviz ¢esitlerinin 150 mM NaCl uygulamasinin yaprak sayisi

TZETINE ETKIST 1evviiviiitiisiiieie ettt se ettt et e st e e te e s be e sbeesbeesneesnbeebeenbeesteenraeas 69



Cizelge 4. 14.

Cizelge 4.15.

Cizelge 4.16.

Cizelge 4.17.

Cizelge 4.18.

Cizelge 4.19.

Cizelge 4.20.
Cizelge 4.21.
Cizelge 4.22.
Cizelge 4.23.
Cizelge 4.24.

Cizelge 4.25.
Cizelge 4.26.

Toleransh ve Hassas ceviz gesitlerinin 150 mM NaCl uygulamasinin yaprak oransal su
1CETIZT UZETINEG CTKIST. .vviviieieeiiiiiie s 71
Toleransl1 ve Hassas ceviz ¢esitlerinin 150 mM NaCl uygulamasinin yaprak ozmotik

SU POtANSIyeli UZETINE €TKIST.....vviveiiireeiere e 73
Toleransli ve Hassas ceviz ¢esitlerinin 150 mM NaCl uygulamasinin yaprak su
potansiyeli GZETINE ETKIST ....vvivviveiiieee i 75
Toleransli ve Hassas ceviz ¢esitlerinin 150 mM NaCl uygulamasinin yaprakta

Potasyum (K), Sodyum (Na), Kalsiyum (Ca) ve Klor (Cl) konsantrasyonu iizerine

BEKIST. .. 78
Toleransli ve Hassas ceviz cesitlerinin 150 mM NaCl uygulamasinin prolin miktar1
UZETINE CTKIST.vvivviiieieiriie et e 80

Toleranslh ve Hassas ceviz ¢esitlerinin 150 mM NaCl uygulamasinin yaprak

hiicrelerinde membran zararlanmasinin belirlenmesi tizerine etkisi............ccocceeviveiieninnne 82
Temiz okuma Kalite OIGTMIETT ...vvviviiiiiiie i 85
Genom Haritalamasinin SONUGIAIT ........eviiiviiiiiiiiiic e 86
Gen haritalama Oraninin OZeti ........cc.c.cveveerueveririeieieeeiee et es ettt es s aesans 87
Gen ve TransKript iSTAtIStIKIENT. .........cviiiiiiicieee e 88
Tuzluluk Stresi ile Baglantili Genlerin Kimligi, Adi, Kromozomdaki Yeri, Baglangig-

Bitig POZISYOMU ...ttt 97
Gen Ontology sistematigindeki genlerin ve gen iiriinlerinin iglevleri (NCBI) .............. 100
Genlerin Primer Listesi ve Fonksiyonel OzelliKIeri...........ccccvvvevrieiveiiereriieesesesnenas 106



SEKILLER DiZiNi

Sekil 3.1.

Sekil 3.2.
Sekil 3.3.
Sekil 3.4.

Sekil 3.5.
Sekil 3.6.
Sekil 3.7.
Sekil 3.8.

Sekil 3.9.

Sekil 3.10.

Sekil 3.11.
Sekil 3.12.
Sekil 3.13.

Sekil 3.14.
Sekil 3.15.

Sekil 3.16.
Sekil 3.17.
Sekil 3.18.
Sekil 3.19.
Sekil 3.20.
Sekil 3.21.
Sekil 3.22.
Sekil 3.23.
Sekil 3.24.

Ceviz tohumlarinin katlamaya alinmasi ve katlamaya alinan ceviz tohumlarinin

depodaki OTTNTIMIL. .. ...veveeeree e e n e e nenre e
Viyollere doldurulacak ortamin hazirlanmast ...........cccoevveeriniiiiiieee e
Viyollerin doldurulmasi ve katlamadan ¢ikarilan ceviz tohumunun gériinimii ..................

Toprak : Nevsehir Pomzasi: Ciftlik Giibresi (2:1:0.5) Ortamu ve Fidan Torbalarinin
Doldurularak Plastik Seraya Konulmast .........cccccovviiiiiiiiciic e
Viyollerde ¢imlenen ceviz tohumlarinin fidan torbalarina sasirtilmast.........cccccvveveieennee
Ceviz fidanlarina tuz uygulama dozlar1 ve uygulama tarihleri..........c.ccceovenicniinniiiienne.
SPAD Metre ile Klorofil Olgimiiniin yapilmasi.............ccceveeuerreeieeeresisereseseesssseeseneans
Solez-1, Serr, Maras-18, Chandler, Fernor ve Hartley ceviz cesitlerine ait tohumlarin
Nevsehir pomzasi dolu ortamda katlamaya alinmasinin gorinimii...........ccoceeveeeieenieninns
Tohumlarin Fidan Torbasia Sasirtilmasi ve Cansuyu Isleminin Yapilmasi.......................
Tohumlarin ¢imlenmesi ve tuz uygulamasi yapilacak bitkilerin belirlenmesi

(Sar1: 150 mM — Mavi: Kontrol (0 MM ) ..ccoieiiie s
Denemede belirlenen cevizlere tuz uygulamasinin (150 mM NaCl) yapilmasi....................
SPAD Metre ile Klorofil Olglimiiniin yapilmast............ccc.oerevrirererirereiesisneesisesesssessssenns
Yaprak ozmotik potansiyelinin belirlenmesi ile ilgili hazirliklar ve Ozmometre

Cihazinin GOTTNTITI .....veeveeiiesieesiee ettt bb e b sbe e sbe e sbeesrbesnbeenrs
Yaprak oransal su igeriginin belirlenmesi ile ilgili ¢alismalar............cccoceeviiiiniieniiinicnen.

Yaprak hiicrelerinde membran zararlanmasinin belirlenmesi ile ilgili yapilan analizden

FoL0) T 4 LT3 3 o RPN
Yaprak Su Potansiyelinin Olgiimiiniin Yapilmasi ..........cccoeevrviveriiereireeseeseeesesese e,
Denemede Yer Alan Bitkiye Ait Yapraklarin Tarandiktan Sonraki Durumu.......................
Prolin analizinin yapilma agamalart..........c.coceeiiiiiiiiiiiiie e
Na, K, Ca elementlerinin konsantrasyonlarinin belirlenmesi ............ccccooeviiiiiiicinenens
Cl Elementinin Konsantrasyonun Belirlenmesi..........cccccoveiiiiiiiiiiisce e
RNA izolasyonu i¢in drneklerin alinmast i1emi .........cocuvvviriiiiiiiiiiii e
RNA izolasyonu yapilacak yaprak orneklerinin sivi azotta €zilmesi.........cccoovvvvervrerieennnnne
RNA’larn kalitelerinin % 0.5’lik agaroz jeldeki gOTUNtUSU .......covvvveevereeeenineeenese e

Beijing Genomics Institute (BGI) tarafindan gerceklestirilen siireglerin sematik genel

FoL0] (11 0181001 PP PP

VI



Sekil 4.1. Solez-1, Serr ve Marag-18 ceviz ¢esitlerine ait tohumlarinin tuz uygulamasi yapildiktan
sonraki goriiniimleri, (Siyah: 300 mM — Yesil: 225 mM — Sar1: 150 mM —
Kirmizi: 75 mM — MaVi: 0 MM) .o 58
Sekil 4.2. Chandler, Fernor ve Hartley ceviz ¢esitlerine ait tohumlarinin tuz uygulamasi yapildiktan
sonraki goriiniimleri, (Siyah: 300 mM — Yesil: 225 mM — Sar1:150 mM —
Kirmizi: 75 mM — MaVi: 0 MM) .o s 59
Sekil 4.3. Ornekler Aras1 Korelasyon Analizi (X ve Y ekseni her bir numuneyi temsil etmektedir.

Renk, korelasyon katsayisini temsil eder (koyu renk ne kadar yogunsa, korelasyon

yiiksek, renk ne kadar agiksa, korelasyon o kadar diisiiktiir)). .........coceveenieniininniiiciecnn 89
Sekil 4.4. Fernor_kontrol ve Fernor_150mM, Fernor_kontrol ve Serr_kontrol, Fernor_150mM ve

Serr 150mM, Serr_kontrol ve Serr_ 150mM DEG'lerin 6Zeti ...........cccecveviviiienieeniennennns 90
Sekil 4.5. Fernor_kontrol grubu ile Fernor 150mM NaCI uygulamalarina ait DEG'lerin A) Volkano

plot, B) MA grafigi ve C) HEeatmap ........cccoeiiiiiiiiiieiesee e 91
Sekil 4.6. Fernor 150mM NacCl grubu ile Serr 150mM NaCl uygulamalarina ait DEG'lerin A)

Volkano plot, B) MA grafigi ve C) Heatmap..........ccceoeerieiiiiiiieieeeeee e 92
Sekil 4.7. Fernor_kontrol grubu ile Serr kontrol uygulamalarina ait DEG'lerin A) Volkano plot,

B) MA grafigi ve C) Heatmap. ......c.ooveieiiiiiiisie e 93
Sekil 4.8. Serr_kontrol grubu ile Serr 150mM NaCl uygulamalarina ait DEG'lerin A) Volkano plot,

B) MA grafigi ve C) Heatmap........ccooveieiiiiiiise et 94
Sekil 4.9. DEG’lerin Venn Diyagraminda [fadesi ..........ccccvveviiiiiveiiriiieieseeee e 95
Sekil 4.10. Delta CT metodu ile gen stabiliteSinin SONUGIATT ........ecivierieririiiriesie e 105
Sekil 4.11. Jr_Salt_2.011 ve Jr_Salt_2.012 primerlerinin g°PCR ve Rna-Seq ifadesinin belirlenmesi.108
Sekil 4.12. Jr_Salt_010 primerinin gPCR ve Rna-Seq ifadesinin belirlenmesi..............ccccoevvvvevinnenn. 109

Sekil 4.13. Jr_Salt_011 ve Jr_Salt_012 primerlerinin gPCR ve Rna-Seq ifadesinin belirlenmesi........ 110
Sekil 4.14. Jr_Salt_013 ve Jr_Salt 014 primerlerinin gPCR ve Rna-Seq ifadesinin belirlenmesi........ 112

Vil



SIMGELER VE KISALTMALAR

% : Yiizde

°C . Santigrat derece

ug/g  : Mikrogram/gram

ug : Mikrogram

ABA : Absisik asit (Abscisic Acid)

APX : Askorbat peroksidaz (Ascorbate Peroxidase)

BAM : Binary Alignment Map (Ikili hizalama haritas1, gen dizileme dosya formatr)

BGl  : Beijing Genomics Institute (Pekin Genomik Enstitiisii)
BR : Brassinosteroid (Bir bitki hormonu)
Ca : Kalsiyum

CAT : Katalaz (Catalase)

CCD : Karotenoid parcalama dioksijenaz (Carotenoid Cleavage Dioxygenase)

Cl - Klor

cm : Santimetre

CML : Calmodulin Benzeri Protein

COMT : Kafeik asit O-metiltransferaz (Caffeic acid O-methyltransferase)

CPC  : CAPRICE transkripsiyon faktorii (bitkilerde kok epidermal gelisimle iligkili bir protein ailesi)
CT : Esik dongiisti (Cycle Threshold, RT-PCR terimi)

CTAB : Setil trimetil amonyum bromiir (Cetyl Trimethyl Ammonium Bromide)

DEG : Farkl ifade edilen genler (Differentially Expressed Genes)

DEPC : Dietilpirokarbonat

DNA : Deoksiriboniikleik asit (Deoxyribonucleic Acid)

dS/m : DesiSiemens/metre (Elektrik iletkenligi birimi)

EC : Elektrik iletkenligi (Electrical Conductivity)

EDTA : Etilendiamintetraasetik Asit

EFlo : Elongasyon Faktort 1-alfa (Elongation Factor 1-alpha)

ERF : Etilen Tepki Faktorii (Ethylene Response Factor)

FAO : Birlesmis Milletler Gida ve Tarim Orgiitii (Food and Agriculture Organization)
FC : Katlanma Degisimi (Fold Change)

FDR : Yanlis Kesif Orani (False Discovery Rate)

FPKM : Kilobaz basina diisen Milyon Okuma Parcasi (Fragments Per Kilobase Million)
g : Gram

VI



GA3 : Gibberellik asit (Gibberellic Acid)

Gb : Gigabase

Gb : Gigabayt (Gigabyte)

GO : Gen Ontolojisi (Gene Ontology)

HISAT2 : Genom hizalama yazilimi (Hierarchical Indexing for Spliced Alignment of Transcripts 2)
HKT - Yiiksek afiniteli potasyum tastyic1 (High-affinity potassium transporter)

JAZ : Jasmonate ZIM-Domain Proteinleri

JMP : Istatistiksel analiz yazilimi

JN : Juglans nigra (Siyah ceviz tiirti)

K : Potasyum

KEGG : Kyoto Gen ve Genom Ansiklopedisi (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes)
kg : Kilogram

KNOLLE : Bitki hiicre boliinmesinde gorevli protein ailesi

LOX : Lipoksigenaz (Lipoxygenase)

LSD - Least Significant Difference (En Kiiciik Onemli Fark)

m : Metre

MA : M (logaritma orani), A (ortalama deger) - plot

MDA : Malondialdehit

Mg : Magnezyum

mg : Miligram

MgClL: : Magnezyum klortir
MgSOs4  : Magnezyum siilfat

MLO : Kiif direng geni (Mildew Resistance Locus O)
mM : Milimolar
MPa : MegaPascal

MRNA  : Mesajc1 RNA (messenger RNA)
MYB - Bitkilerde MYB tipi transkripsiyon faktorii

N . Azot

Na : Sodyum

Na.SOs  : Sodyum siilfat

NaCl . Sodyum klortir

NCBI : National Center for Biotechnology Information (Ulusal Biyoteknoloji Bilgi Merkezi)
NGS - Yeni Nesil Dizileme (Next Generation Sequencing)

OH : Hidroksil grubu



ORF
P

P5CS
PAL

PCR

PIP

POD
ppm

PR

PVP
Q20, Q30
gPCR
RACE
REC

RIN
RLM
RNA
RNA-Seq
ROS
rRNA
RSEM
RT

RwWC
SAM
SAMTOOLS:
SCKM
SOD
SPAD
SPL
TEM
TF
TIFY
TRIS
TUIK

: Agik Okuma Cergevesi (Open Reading Frame)

: Fosfor

: Delta-1-pirrolin-5-karboksilat sentetaz (Delta-1-pyrroline-5-carboxylate synthetase)
: Fenilalanin amonyum liyaz (Phenylalanine Ammonia Lyase)

: Polimeraz zincir reaksiyonu (Polymerase Chain Reaction)

: Plazma membran1 integral proteini (Plasma Membrane Intrinsic Protein)

: Peroksidaz

: Milyonda bir parca (Parts per million)

: Paradox ceviz anaci

: Polivinilpirolidon

. Sekans kalitesi gostergeleri (Sekans verilerinin giivenilirligini belirten kalite skorlart)
: Kantitatif ger¢cek zamanli PCR (Quantitative Real-Time PCR)

: Rapid Amplification of cDNA Ends (¢cDNA uglarinin hizli amplifikasyonu)

: Relative Electrolyte Conductivity (Goreceli Elektrolit fletkenligi)

: RNA Integrity Number (RNA Biitiinliilk Numarasi)

: RNA Ligase-Mediated (RNA Ligaz aracili, gen ekspresyon analizi teknigi)

- Riboniikleik asit (Ribonucleic Acid)

: RNA sekanslama (RNA Sequencing)

. Reaktif oksijen tiirleri (Reactive Oxygen Species)

: Ribozomal RNA

: RNA-Seq by Expectation Maximization (Gen ekspresyon seviyesi belirleme metodu)
: Reverse Transkriptaz (ters transkripsiyon)

: Yaprak Oransal Su Icerigi (Relative Water Content)

: Dizi hizalama harita format1 (Sequence Alignment Map)

Dizi analiz yazilimi

: Suda Coziinebilir Kuru Madde

: Stiperoksit dismutaz (Superoxide Dismutase)

: Yaprak Klorofil Olgiimii (Soil Plant Analysis Development)

: SQUAMOSA Promoter Binding Protein-Like (Transkripsiyon faktorii)
: Transmission Electron Microscope (Gegirimli Elektron Mikroskobu)

. Transkripsiyon Faktorii

. Bitkide Jasmonate sinyal mekanizmasinda rol alan gen ailesi

- Tris(hidroksimetil)aminometan (pH tamponu)

: Tiirkiye Istatistik Kurumu



UV-B : Ultraviyole-B 1s1m
WRKY : Bitkilerde WRKY gen transkripsiyon faktorii ailesi
ZML : Bitkide fotoperiyodik ve ¢evresel sinyallere cevap veren bir protein ailesi

ACT  : Delta Cycle Threshold (PCR analizlerinde kullanilir, ekspresyon farklarimi ifade eder)

Xl



1. GIRIS

Ceviz (Juglans regia L.), Juglandales takiminda yer alan Juglandaceae familyasinin Juglans
cinsine ait bir tiirdiir ve bu cins icerisinde ticari 6neme sahip 18 tiir arasinda en yaygin olanidir. J.
regia, Karpat Daglari'nin giineyinden baslayarak Dogu Avrupa, Tiirkiye, Irak, Iran’mn dogu kesimleri
ve Himalaya Daglari’nin eteklerini kapsayan genis bir cografyada dogal yayilim gostermektedir
(Sen, 1986; Akga, 2001).

2023 yil1 verilerine gore, diinya genelinde ceviz yetistiriciligi toplam alan1 1.251.957 hektar,
toplam iiretim miktar1 ise 3.988.643 ton olarak kaydedilmistir (Cizelge 1.1). Uretim miktarlari
acisindan degerlendirildiginde, diinya genelinde en fazla tiretim gergeklestiren tlkeler sirasiyla Cin
(1.400.000 ton), ABD (747.520 ton), Iran (380.999 ton) ve Tiirkiye (360.000 ton) olarak
belirlenmistir. Benzer sekilde, ceviz iiretim alanlar1 bakimindan ise Cin (355.995 ha), ABD (155.806
ha), Iran (61.383 ha) ve Tiirkiye (174.080 ha) en genis alanlara sahip iilkeler olarak 6ne ¢tkmaktadir
(FAO, 2025).

Cizelge 1.1. 2023 Yili Ulkeler Bazinda Diinya Ceviz Uretimi Alanlari ve Miktarlari

ULKE ALAN (ha) URETIM (Ton)

Cin 355.995 1.400.000
ABD 155.806 747.520
fran 61.383 380.999
Tiirkiye 174.080 360.000
Meksika 120.566 167.778
Diger Ulkeler 384.127 932.346
Diinya 1.251.957 3.988.643

Kaynak: FAO (2025)

2023 yil1 verilerine gore, Tirkiye'de toplamda 16.777.339 adet meyve veren ve 12.627.698
adet meyve vermeyen ceviz agaci tespit edilmistir. Ayn1 yil itibariyla Tirkiye’nin toplam ceviz
iretimi 360.000 ton olarak kaydedilmistir. Adana ili 6zelinde, 2023 y1l1 kayitlarina gore 246.000 adet
meyve veren ve 66.148 adet meyve vermeyen ceviz agac1 bulundugu belirlenmistir (TUIK, 2025).

Tiirkiye’de ceviz iiretimi tohumdan ¢ogaltma ile baglamistir. Ancak giiniimiizde tohumdan
iiretim, ceviz yetistiriciligi i¢in tercih edilen bir yontem olmaktan ¢ikmustir. Bunun temel nedeni,
ekonomik ve standart bir tiretim hedeflendiginde, ¢6giir agaclarindan elde edilen tiriinlerin Kalite ve
verim agisindan 6nemli farkliliklar géstermesi ve bu durumun ciddi zaman ve ekonomik kayiplara
yol agmasidir. Bu sorunlarin ¢6ziimii amaciyla yapilan seleksiyon calismalar1 ile gelistirilen
genotiplerin ise farkli bolgelere adaptasyonu siirecinde ¢esitli sorunlarin ortaya ¢iktigi
belirtilmektedir (Kaska ve Siityemez, 2001).

Ceviz yetistiriciliginde, cesitlerin iklim gereksinimlerinin dogru bir sekilde belirlenmesi

biiyiik énem tasimaktadir. Ozellikle ilkbahar ge¢ donlari agisindan risk olusturmayacak alanlarin



tercih edilmesi gereklidir. Bunun yani sira, yiiksek yaz sicakliklari, kis donlari, sis, yagis miktart ve
zamanlamasi ile riizgar gibi iklim kosullar, ceviz yetistiriciliginde dikkate alinmasi gereken 6nemli
ekolojik faktorlerdir (Akea, 2001). Tiirkiye’de ceviz, iklim kosullarinin elverdigi dl¢ide hemen her
bolgede yetistirilen bir meyve tiirtidiir.

Eger bir bolgede ceviz agaclari mevcutsa ve bu agaglardan diizenli meyve alinabiliyorsa, s6z
konusu bdlgenin ceviz yetistiriciligi i¢in uygun oldugu degerlendirilebilir (Sen ve ark., 2011). Son
yillarda ceviz yetistiriciligine olan ilginin artmasiyla birlikte, Tiirkiye’nin hemen her bolgesine
binlerce ceviz fidani dikilmistir. Ancak, yeni kurulan bahgelerin genellikle kiiciik 6l¢ekli olmasi ve
cesit ile yer se¢iminde yeterli dikkatin gosterilmemesi, gelecekte ciddi sorunlara yol agabilecegi
yoniinde endiseler dogurmaktadir. Bu sorunlarin temelinde ise kullanilan standart ceviz gesitlerinin
soguklama gereksinimi, kuraklik, kireg, tuz, su baskini, bitki besin elementi eksikligi, toksik etkiler,
giines yaniklig1 ve diger ¢evresel stres kosullarina karsi tepkilerinin yeterince arastirilmamis olmast
yatmaktadir (Ake¢a, 2001).

Toprakta bulunan tuz orani, meyve tiirlerinin verimini dogrudan etkileyen en 6nemli
faktorlerden biridir. Toprak tuzlulugu, elektriksel iletkenlik (EC) degeriyle dlgiilmekte olup, ceviz

verimi iizerindeki etkisi su sekilde belirlenmistir:

o  Elektriksel iletkenlik (EC) 2.3 oldugunda ceviz verimi %10,
o  Elektriksel iletkenlik (EC) 3.3 oldugunda ceviz verimi %25,

o  Elektriksel iletkenlik (EC) 4.8 oldugunda ise ceviz verimi %50 oraninda azalmaktadir.

Bu veriler, toprak tuzlulugunun ceviz yetistiriciliginde dikkate alinmas1 gereken kritik bir
ekolojik faktor oldugunu gostermektedir (Akga, 2001; Sen ve ark., 2011).

Toprak ve sulama suyundaki tuzluluk, cevizlerde meyve kalitesi ve verimi iizerinde olumsuz
etkiler yaratmaktadir. Tuzun spesifik iyon etkisi nedeniyle, ceviz yetistiriciliginde kullanilan anaclar
biiyiik bir 6neme sahiptir. Bu durum, farkli anag tiplerinin tuzu absorbe etme ve kaleme tasima
kapasitelerinin farklilik géstermesinden kaynaklanmaktadir (Akga, 2001; Sen ve ark., 2011).

Tuz stresine dayanikli ¢esitlerin secilmesi, yiiksek verimlilik, daha az sulama ihtiyaci, giibre
kullaniminin azalmasi, iiriin giivenliginin artmasi, ¢evresel dayanikliligin giiclenmesi ve ekonomik
karliligin artmasi gibi 6nemli avantajlar sunmaktadir (Munns ve Tester, 2008; Flowers ve Colmer,
2008; Deinlein ve ark., 2014).

Bitkilerin yasamsal dongiisii olan biiyiime, gelisme ve iiretim siireglerinde, olumsuz ¢evre
kosullarina bagli olarak organizmada meydana gelen istenmeyen durumlar genel olarak stres olarak
tanimlanmaktadir (Jones ve Qualset, 1984). Bitkiler dis ¢evresel etmenlerin neden oldugu strese karsi
kimyasal, biyokimyasal, hormonal ve genetik mekanizmalar yoluyla karmasik fizyolojik tepkiler

gostermektedir. Bu nedenle, tiim bitkiler i¢in ayni abiyotik faktorlerin stres olusturacagini varsaymak



dogru degildir. Baz1 bitkiler maruz kaldiklar1 stresin olumsuz etkilerinden zarar goriirken, digerleri
bu zararlar1 onararak yagam dongiilerini slirdiirebilmektedir (Taiz ve Zeiger, 2002; Kadioglu ve
Yanar, 2004).

Bitkiler yagsam dongiileri boyunca biyotik (canli kaynakli) ve abiyotik (cansiz kaynakli) stres
faktorlerine ayri ayr1 veya birlikte maruz kalmaktadir. Her iki stres tiirii de bitkilerin metabolik,
morfolojik ve fizyolojik gelisimini 6nemli Ol¢iide olumsuz etkilemektedir (Fujita ve ark., 2006).
Abiyotik stres faktorleri; atmosfer, toprak ve iklim kosullar1 (6rnegin, asir1 sicakliklar, kuraklik,
kuvvetli riizgar), radyasyon olaylar1 ve 151k siddeti gibi ¢evresel etmenleri kapsamaktadir. Biyotik
stres faktorleri ise bitkilerin hayvanlar veya mikroorganizmalar tarafindan zarar gdrmesiyle
iligkilendirilmektedir. Ayrica, sanayilesmenin bir sonucu olarak ¢evreye yayilan kimyasal kirleticiler
de bitkiler iizerinde 6nemli bir tehdit olusturmakta ve bu tiir kirleticilere karsi bitkiler genellikle
savunmasiz kalmaktadir (Acar ve Demirbag, 2022).

Tuzluluk stresi, 6zellikle kurak ve yar1 kurak bolgelerdeki tarimsal alanlarda 6nemli bir sorun
haline gelmistir. Tiirkiye'de yaklasik 1.5 milyon hektar tarim alani, tuzluluk ve sodisite
problemlerinden etkilenmektedir. Tuzluluk stresinin bitkiler tizerindeki olumsuz etkilerinin, Na* ve
CI" iyonlarinin neden oldugu ozmotik stres ve beslenme bozukluklariyla iligkili iyon toksisitesinden
kaynaklandigi belirlenmistir (Greenway ve Munns, 1980; Lewitt, 1980; Munns ve Termaat, 1986;
Yeo ve ark., 1991; Marschner, 1995; Ak¢a ve Samsunlu, 2012).

Tuzluluk stresinin bitkilerdeki etkilerini inceleyen calismalarda, bu stres faktoriiniin
biiylime, prolin birikimi, klorofil igerigi ile K/Na ve Ca/Na oranlarini etkiledigi tespit edilmistir. Tuz
stresine toleransli genotiplerde prolin birikimi, klorofil i¢erigi ve K/Na oraninin yiiksek oldugu, buna
karsin Na* ve CI~ birikiminin diisiik seviyelerde kaldig1 gézlemlenmistir (Mane ve ark., 2011).

Tuzluluk stresi, birgok bitki tiiriinde oldugu gibi ceviz yetistiriciliginde de tiretimi sinirlayici
bir faktér olarak 6ne ¢ikmaktadir (Romero-Aranda ve ark., 1998; Lotfi ve ark., 2009a). Ceviz
abiyotik stres kosullarina kars1 oldukca hassas bir bitkidir ve bu baglamda tuza dayanikli genetik
kaynaklarin belirlenmesi biiyiikk 6nem tagimaktadir (Lotfi ve ark., 2009b). Tuzluluk stresine maruz
kalan ceviz agaglar1 lizerinde farkli arastirmacilar tarafindan ¢cok sayida ¢aligma yiiriitiilmiis ve ceviz
bu stres faktoriine karsi gesitli fizyolojik ve molekiiler tepkiler gosterdigi belirlenmistir. Tuzluluk
stresine maruz kalan ceviz agaglari, kok ve yapraklarinda tuz birikimini azaltmaya yonelik
mekanizmalar1 aktive etmektedir. Bu mekanizmalar tuzlarin koklerden uzaklastirilmasi igin kok
basincinin artirilmasi ya da yapraklardaki tuz atiliminin artirilmasi yoluyla islev gormektedir. Ayrica,
ceviz agaclan tuz stresine bagli olarak olusan reaktif oksijen tiirlerine (ROS) karsi savunma
olusturmak amaciyla antioksidan enzimlerin iiretimini artirabilmektedir. Tuzluluk stresi, bitki
hiicrelerinde su kaybina neden olarak hiicresel osmotik dengenin bozulmasina yol agabilmektedir.
Bu duruma kars1 ceviz agaglari, osmoregiilasyon mekanizmalarini kullanarak hiicre i¢i osmotik
dengeyi korumakta, stomatal konfigiirasyonlarini diizenleyerek transpirasyonu azaltmakta ve

boylece su kaybint minimize etmektedir. Bu mekanizmalar, bitkinin su dengesini koruyarak tuzluluk



stresine karst direncini artirmasina olanak saglamaktadir. Tuzluluk stresine yanit olarak, ceviz
agaclarinda kok morfolojisi ve dagiliminda da degisiklikler gézlemlenmistir. Bitki, su ve besin
alimini optimize etmek icin daha uzun kokler gelistirebilir ya da daha fazla yan kdk olusturarak bu
adaptasyonu saglayabilir. Ancak, tuzluluk stresinin bitki tizerindeki etkileri, ¢esit, yetistirme
kosullar1 ve stresin siddeti gibi faktorlere bagli olarak farklilik gosterebilmektedir (Munns ve Tester,
2008; Flowers ve Colmer, 2008; Deinlein ve ark., 2014; Munns ve ark., 2006).

Bitkiler abiyotik stres kosullarina genetik Ozelliklerine bagli olarak farkli tepkiler
vermektedir. Tuzluluk stresine yonelik calismalar kapsaminda kullanilan molekiiler markorler,
bitkilerin bu strese karsi tepki mekanizmalarin1 anlamak ve tuzluluk toleransini artirmak amaciyla
onemli gostergeler saglamaktadir. Bu markorler genellikle gen ekspresyonu, protein ifadesi ve
metabolik profiller iizerine yogunlasmaktadir. Tuzluluk stresinde onemli bir rol oynayan yiiksek
afiniteli K* tasiyict (HKT) gen ailesi, bitkilerde Na* taginimini diizenleyerek Na* ve K* arasindaki
iyonik dengeyi saglamaktadir. Bu genler, tuzlarin koklerden alimini ve taginmasini diizenlerken,
HKT genlerinin ekspresyonundaki degisiklikler, bitkilerin tuzluluk stresine duyarliligini veya
toleransin1 belirlemede etkili bir markoér olarak kullanilabilmektedir. Tuzluluk stresi sirasinda
bitkilerde antioksidan savunma mekanizmalar1 da aktif hale gelmektedir. Superoxide Dismutase
(SOD) ve Peroxidase (POD) gibi antioksidan enzimlerin aktivitesindeki artiglar veya gen
ekspresyonundaki degisiklikler, tuzluluk stresine karsi bitkilerin tepkilerini belirlemek igin
kullanilabilecek onemli gostergelerdir. Ayrica, prolin ve glisin betain gibi osmolitler, bitkilerin
tuzluluk stresine uyum saglamasinda kritik bir rol oynamaktadir. Bu osmolitlerin seviyelerindeki
degisiklikler, bitkilerin tuzluluk stresine duyarliligini veya toleransini belirlemek igin potansiyel bir
markor olarak degerlendirilmektedir. Abiyotik stres yanitlarini diizenleyen énemli bir fitohormon
olan absisik asit (ABA), tuzluluk stresi altinda bitkilerde iiretimi artarak adaptasyon siireglerini
baslatmaktadir. ABA yolu genlerinin ifadesindeki degisiklikler, bitkilerin tuzluluk stresine yanitini
degerlendirmede kritik bir role sahiptir. Bunun yani sira, tuzluluk stresi altinda hiicre zarindaki lipid
bilesimindeki degisiklikler, membran stabilitesini etkileyerek bitkilerin strese uyum saglamasinda
rol oynamaktadir. Lipid peroksidasyonu veya membran lipid bilesimi gibi parametreler de tuzluluk
stresi markorleri olarak degerlendirilebilmektedir. Bu markérler, tuzluluk stresine karsi bitkilerin
fizyolojik ve biyokimyasal tepkilerini anlamak igin degerli bilgiler sunmakta ve bu baglamda
tarimsal uygulamalar i¢cin 6nemli bir temel olusturmaktadirlar (Munns ve Tester, 2008; Flowers ve
Colmer, 2008; Deinlein ve ark., 2014).

Tuzluluk stresi altinda, bitkilerde RNA diizeyinde ¢esitli degisiklikler meydana gelmekte
olup bu degisiklikler, gen ekspresyonunun diizenlenmesiyle tuzluluk stresine uyum saglama
stireglerinde kritik bir rol oynamaktadir. Bu diizenlemeler transkripsiyonel ve post-transkripsiyonel
mekanizmalar araciligiyla gergceklesmektedir. Tuzluluk stresine yanit olarak belirli genlerin ifade
diizeylerinde artis veya azalis gozlemlenmekte ve bu degisiklikler, bitkilerin strese adaptasyonunu

kolaylastiran veya engelleyen genlerin etkinligini belirlemektedir. Tuzluluk stresine yanit sirasinda,



transkripsiyon faktorleri ve diger transkripsiyonel diizenleyici proteinlerin aktivitelerinde énemli
degisiklikler meydana gelir. Bu diizenlemeler, RNA polimeraz ve transkripsiyon faktorleri
araciligiyla Dbelirli genlerin transkripsiyonunu diizenleyerek, savunma mekanizmalarmin
baslatilmasin1i veya inhibe edilmesini saglamaktadir. Stres kosullar1 altinda RNA igleme
mekanizmalarinda da degisiklikler gozlemlenmistir. Bu degisiklikler o6nciill mRNA'larin
parcalanmasi, ekson alternatif splicing mekanizmalar1 ve mRNA stabilitesinin diizenlenmesi gibi
stirecleri kapsamaktadir. Bu tiir diizenlemeler tuzluluk stresine yanit olarak belirli genlerin
ekspresyon diizeylerini degistirerek, bitkilerin strese karsi adaptasyonunu desteklemektedir. Ayrica,
tuzluluk stresine kars1 gen ifadesini diizenlemek amaciyla kiigiik RNA molekiilleri olan miRNA’lar
(mikro RNA) ve siRNA’lar (kiigiik interferans RNA) da aktif rol oynamaktadir. Bu molekiiller, hedef
mRNA’larin translasyonunu inhibe ederek veya parcalayarak gen ekspresyonunun stres kosullarina
uygun bir sekilde diizenlenmesini saglamaktadir. Bu mekanizmalar tuzluluk stresine yanit olarak
genetik ve epigenetik diizeyde diizenlemelerin kompleks ve dinamik bir sekilde gerceklestigini
ortaya koymaktadir (Shkolnik-Inbar ve Bar-Zvi, 2010; Gong ve ark., 2005).

Son 15-20 yilda c¢esitli yeni RNA molekiillerinin kesfi ve bu molekiillerin gen
diizenlemesindeki rollerinin anlagilmasi1 konusunda Onemli ilerlemeler kaydedilmistir. RNA
molekiilleri, proteinler, DNA ve diger RNA molekiilleriyle etkilesime girerek hiicresel siireglerde
kritik bir rol oynamaktadir. Ozellikle RNA-RNA etkilesimlerinin, RNA biyogenezi ve islevini
diizenleyerek ¢esitli biyolojik siire¢lerde &nemli bir rol iistlendigi belirlenmistir. Okaryotik
hiicrelerde RNA-RNA etkilesim mekanizmalarim1 ve iglevlerini anlamak, genetik ve molekiiler
biyoloji aragtirmalari agisindan biiyilk bir 6neme sahiptir. Geleneksel olarak, RNA-RNA
etkilesimleri onlarca yildir gesitli biyokimyasal yontemlerle incelenmistir. Ancak, son yillarda
yiiksek verimli RNA dizileme teknolojilerinin gelistirilmesi, RNA-RNA etkilesim aglarinin genis
kapsamli bir sekilde tanimlanmasimi saglamis ve RNA yapisi ile gen ekspresyonunun
diizenlenmesindeki rollerinin daha iyi anlasilmasina olanak tanimistir (Singh ve ark., 2022). Ters
transkripsiyon yontemiyle gergeklestirilen polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR), genellikle
mRNA, onciil mRNA (pre-mRNA) veya kodlama yapmayan RNA gibi farkli RNA tiirlerinin
varligim tespit etmek amaciyla kullanilmaktadir. Bu yontem, RNA seviyelerinin analizi ve gen
ekspresyon diizenlemelerinin incelenmesi i¢in temel bir arag olarak yaygin sekilde uygulanmaktadir.
Bu ilerlemeler RNA’nin hiicresel islevlerdeki kritik rollerine dair kapsamli bir anlayis sunmakta ve
genetik arastirmalarin yoniini sekillendirmeye devam etmektedir (Rio, 2014).

Yeni nesil dizileme (NGS) teknolojilerinin gelistirilmesiyle birlikte RNA-seq caligsmalari,
hem prokaryotlarda hem de dkaryotlarda transkriptomlarin nicel ve nitel analizine olanak saglayarak
bu alandaki arastirmalara onemli katkilar sunmustur. RNA-seq c¢alismalari, genellikle RNA
molekiillerinden ters transkripsiyon yoluyla olusturulan cDNA kiitiiphanelerinin dizilenmesi {izerine
temellendirilmistir. Ancak, bu deneysel siirecler sirasinda ortaya ¢ikan hatalar ve bozulmalar bazi

uygulamalarin dogrulugunu ve giivenilirligini sinirlayabilmektedir. Son yillarda dogrudan RNA



dizilimi gibi teknolojik yenilikler mevcut RNA-seq yaklasimlarinin bazi sinirlamalarini agsmaya
yonelik ¢ozlimler sunmus ve transkriptomik aragtirmalar i¢in yeni olanaklar saglamistir. Bu
geligsmelere ragmen, 6zellikle teknolojik altyap1 ve yontemlerin dogrulugu ile ilgili baz1 zorluklar
devam etmektedir. Bununla birlikte, son donemde sinirli miktardaki hiicrelerden elde edilen RNA'nin
giivenilir bir sekilde analiz edilmesi konusunda 6nemli ilerlemeler kaydedilmistir. Bu gelismeler tek
hiicre diizeyinde transkriptom profili ¢ikarilmasina yonelik caligmalara yeni bir perspektif
kazandirmistir. Bu teknolojik ilerlemeler RNA biyolojisi ve transkriptomik arastirmalarinda daha
hassas ve kapsamli analizlerin yapilmasina olanak tanimaktadir (Ozsolak ve Milos, 2011).

Birgok arastirmaci, RNA-Seq ¢aligmalariyla abiyotik stres kosullarina maruz kalan bitkilerde
ozellikle tuz stresine verilen tepkilerle iligkili aday genleri belirlemistir. Radwan ve ark. (2015)
hurma agacinda tuzluluk stresine dayaniklilik ile iligkili genleri belirlerken, Li ve ark. (2017) armutta
tuz toleranst mekanizmalarinit RNA-Seq analizi ile arastirmistir. Yang ve ark. (2017) cevizde WRKY
transkripsiyon faktorlerinin tuz stresine karsi islevlerini incelemis, Jazi ve ark. (2017) fistikta
tuzluluga tolerans saglayan genlerin belirlenmesine odaklanmustir. Wu ve ark. (2018) elmada
MdMYB44 geninin tuz ve soguk stresine yonelik diizenleyici etkisini ortaya koymus, Li ve ark.
(2019) elmalarda kuraklik, tuzluluk ve soguk streslerine bagli gen ekspresyon profillerini analiz
etmistir. Ya-bin ve ark. (2019) kivi ¢esitlerinde stres toleransina duyarli aday genleri belirlemis, Liu
ve ark. (2020) cevizde JrERF2-2 geninin strese yanit mekanizmalarindaki roliinii agiklamistir. Ma
ve ark. (2021) elmada miR156/SPL gen ailesinin tuz stresine karsi diizenleyici mekanizmasini
incelemis, Liu ve ark. (2022) cevizde TIFY transkripsiyon faktorlerinin abiyotik stres kosullarindaki
islevlerini arastirmistir. Qin ve ark. (2022) elmada WRKY gen ailesinin, Yu ve ark. (2022) ise
bademde PAWRKY gen ailesinin abiyotik strese karsi etkilerini ortaya koymustur. Bu ¢aligmalarin
her biri, farkli bitki tiirleri ve genotiplerinde tuz stresine karsi 6nemli bulgular sunmus olmakla
birlikte, ticari Oneme sahip yerel ve yabanci ceviz gesitlerinin tuz stresine karsi tolerans
mekanizmalarini kapsamli sekilde ele alan calismalar sinirlidir. Ozellikle ceviz gibi abiyotik streslere
hassas bir tiirde, genotipler arasi farkliliklarin detayli olarak analiz edilmesi literatiirde eksik
kalmistir.

Ceviz, toprak ve sulama suyunda bulunan tuz varligina kars1 oldukga hassas bir tiir olarak
bilinmektedir. Bu durum, tuza toleransli genotiplerin siirdiiriilebilir ceviz yetistiriciligi agisindan
Onemini artirmaktadir. Ciinkii tuz stresine bagli sorunlar genellikle kimyasal miidahaleleri
gerektirmektedir. Bu calismada, bazi ceviz ¢esit ve genotiplerinin tuza tolerans durumlarinin
belirlenmesi ve bir adet hassas ve bir adet toleransli ceviz ¢esidinde yapilan tuz stresi uygulamasi

sonucu RNA-Seq yontemiyle cevizde tuz stresiyle iliskili aday genlerin belirlenmesi amaglanmustir.



2. ONCEKi CALISMALAR

2.1. Ceviz Agaclarinda Tuzluluk Stresi ile Tlgili Cahsmalar

Lotfi ve ark. (2009a), yedi farkli ceviz ¢esidinin (Serr, Lara, Pedro, Chandler, Hartley, Vina
ve Roun de Montignac) tohumlarinin tuzluluk stresi altinda ¢imlenme performansini arastirmistir.
Calismada, tuzluluk stresini olusturmak amaciyla 50 mM’den 250 mM’e kadar degisen
konsantrasyonlarda NaCl soliisyonlar1 uygulanmustir. Tuzluluk seviyelerindeki artigin, koklerin bagil
su iceriginde 6nemli bir azalmaya neden oldugu belirlenmistir. Ayrica, artan tuzluluk seviyelerinin
¢imlenme yiizdesi iizerinde de olumsuz etkiler yarattigi tespit edilmistir. Calismada, Chandler
¢esidinin tuzluluga en toleransli ceviz ¢esidi oldugu saptanirken, Hartley, Pedro ve Roun de
Montignac ¢esitlerinin yar1 duyarl, Vina, Serr ve Lara gesitlerinin ise tuzluluga kars1 hassas oldugu
belirlenmistir. Arastiricilar, ceviz gesitleri arasinda tuzluluk stresine yanit bakimindan genetik
farkliliklarin oldugunu gostermis ve tuza dayanmikli cesitlerin se¢iminin siirdiiriilebilir ceviz
yetistiriciligi i¢in 6nemini vurgulamislardir.

Lotfi ve ark. (2009b), tuz stresinin yedi farkli ceviz ¢esidinin (Serr, Lara, Pedro, Chandler,
Hartley, Vina ve Roun de Montignac) tohumlarinin ¢imlenme iizerindeki etkilerini arastirmustir.
Calismada, bitkiler 50 mM ile 250 mM arasinda degisen NaCl ¢ozeltileri kullanilarak tuz stresine
maruz birakilmistir. Arastirma sonucunda, farkli strese dayaniklilik gruplarimin farkli hiicre zarn
tasima Ozelliklerine sahip oldugu tespit edilmistir. Tuz konsantrasyonunun artmasiyla birlikte,
direncli gesitlerde 6zellikle siirglinlerde K ve Ca birikiminin arttigi, yari toleransli g¢esitlerde ise
yalnizca koklerde K birikimi meydana geldigi belirlenmistir. Tiim ¢esitlerin kok ve siirgiinlerindeki
Mg birikimindeki farkliliklarin, uygulanan tiim stres seviyelerinde 6nemli oldugu, ancak bu
farkliliklarin gesitlere bagli olmadigi gézlemlenmistir. Buna karsin, Na birikimindeki farkliliklarin
diger minerallerle karsilastirildiginda daha az oldugu tespit edilmistir. Ozellikle yar1 toleransh ve
toleranshi cesitlerde, koklerdeki Na seviyelerinin siirgiinlere kiyasla daha yiiksek oldugu
belirlenmistir. Arastiricilar, ceviz ¢esitlerinin tuz stresine karsi adaptasyonunda farkli minerallerin
birikim dinamiklerinin 6nemli bir rol oynadigini ve bu mekanizmalarin gesitlere bagli olarak farklilik
gosterdigini belirlemislerdir.

Akga ve Samsunlu (2012), yaptiklari bir ¢alismada ti¢ farkli ceviz gesidinin (Bilecik, Kaman-
1 ve Kaman-5) tuz stresine tolerans diizeylerini belirlemeyi amaglamislardir. Arastirmada, sodyum
kloriir, magnezyum siilfat ve kalsiyum kloriir tuz kaynaklar1 olarak kullanilmistir. Denemede, dort
farkl tuz su konsantrasyonu uygulanmstir (Ecw: 0,3 dS/m, Ecw: 1,5 dS/m, Ecw: 3 dS/m ve Ecw: 5
dS/m). Farkli tuz konsantrasyonlart uygulanmadan 6nce ve uygulamadan sonra, canli ve kuru bitki
agirligy, 6li ve canli kok agirlign ile kuru ve yas bitki agirliklar: 6l¢iilmiistiir. Ayrica, klorofil analizi,
prolin analizi, yaprak su igerigi, potasyum (K), kalsiyum (Ca), sodyum (Na), magnezyum (Mg),

fosfor (P), azot (N), kuru yaprak miktar1 ve klorin igerigi gibi parametreler degerlendirilmistir.



Calismanin sonuglarina gore, Kaman-5 ceviz ¢esidinin tuz stresine hassasiyetinin diger iki ¢eside
(Bilecik ve Kaman-1) gore daha yiiksek oldugu tespit edilmistir.

Vahdati (2013), ceviz kdklerinin genellikle iist toprak katmanlarinda yogunlastigini ve kurak
mevsim boyunca su aliminda etkinligini kaybettigini tespit etmistir. Ceviz genotipleri arasinda
antioksidatif enzim aktivitelerindeki farkliliklarin, oksidatif stres hasarina neden olan mekanizmalar
ile bu genotiplerin abiyotik streslere karsi toleranslar1 arasindaki iliskiye isaret ettigi belirtilmistir.
Aragtirmada, ozmotik strese toleransli ceviz fidelerinde daha yiiksek prolin birikiminin, artan
antioksidatif enzim aktivitesiyle birlikte goézlemlendigi bulunmustur. Calismanin sonucuna gore,
prolin birikiminin ceviz agaclarinda antioksidatif savunma mekanizmasini aktive edebilecegini
gostermektedir. Arastirici, ceviz genotipleri arasinda antioksidatif savunma ve ozmotik stres
toleransinda farkliliklarin genetik ve fizyolojik faktorlerden kaynaklanabilecegini vurgulamistir.

Tufan (2016), yerel bir ceviz genotipinin ¢esitli abiyotik stres faktorlerine karsi
dayanikliligin1 degerlendirmeyi amaglamistir. Caligmada, bitkilere farkli dozlarda tuzluluk (75 mM,
150 mM ve 225 mM NaCl), agir metal, kire¢, hava kirliligi (baca tozu) ve kuraklik stresi
uygulanmistir. Uygulama sonuglarina gore, incelenen ceviz genotipinin tuz konsantrasyonlar1 ve
kuraklik stresine karsi duyarli oldugu, ancak agir metal toksisitesine toleranslt oldugu tespit
edilmistir. Baca tozu ve kire¢ uygulamalarina ise genotipin orta dereceli tolerans gosterdigi
belirlenmistir.

Simsek ve ark. (2017), Sebin ceviz ¢esidinin stres kosullar olarak degerlendirilen tuzluluk
ve kurakliga dayanim durumlarimi belirlemek amaciyla bir ¢calisma gergeklestirmistir. Calismada, J.
regia ¢ogiirleri lizerine asilanmus Sebin ceviz fidanlari kullanilmustir. Tuzlu sulama sularinin
hazirlanmasinda sodyum bikarbonat, magnezyum kloriir ve kalsiyum kloriir tuzlarindan
faydalanilmig ve 5 farkli tuzluluk konsantrasyonu ile 3 farkli sulama suyu miktar1 uygulanmistir.
Aragtirma sonuglari, ceviz gelisimi iizerine tuzluluk ve su stresinin énemli etkileri oldugunu ortaya
koymustur. Ozellikle sulama suyunun 3 dS m™" tuzluluk diizeyinde, bitkilerin gelisim gdsteremedigi
tespit edilmistir. Calisma, ceviz yetistiriciliginde tuzluluk ve kuraklik stres faktorlerinin ayni anda
bulunmamasina dikkat edilmesi gerektigini vurgulamistir. Arastiricilar, ceviz yetistiriciliginde stres
yonetiminin 6nemini ve ¢evresel kosullara uygun planlamanin gerekliligini ortaya koymustur.

Karimi ve ark. (2018), bir yasindaki mikro ¢ogaltilmis Chandler ceviz g¢esidinin kuraklik
toleransini belirlemek amaciyla bir ¢aligma yiiriitmiistiir. Calismada, yedi farkli tuz konsantrasyonu
kullanilmis ve bu uygulamalarin bitkideki kuraklik toleransi {izerindeki etkileri degerlendirilmistir.
Arastirma sonuglaria gore, Na:SO. uygulamasi, Juglans regia’da kuraklik toleransini artirmada en
etkili yontem olarak belirlenmis ve prolin ile indiiksiyon birikimini tesvik ederek kuraklik stresine
kars1 adaptasyonu destekledigi kanitlanmistir. Calismanin sonuglarina gore, ceviz yetistiriciliginde
kuraklik stresine toleransi artirmaya yonelik spesifik tuz uygulamalarinin 6nemi vurgulanmstir.

Wang ve ark. (2021), erken ve geg gelisen iki ceviz ¢esidinde su stresi, tuzluluk ve bu stres

faktorlerinin kombinasyonlarinin etkilerini incelemistir. Calismada, biliylime, fotosentetik kapasite,



yapisal olmayan karbonhidrat igerigi, Cl- iyon birikimi, reaktif oksijen tiirleri (ROS) birikimi ve
ozmotik diizenleme parametreleri degerlendirilmistir. Sonuglar, ge¢ gelisen ceviz ¢esidinin stresli
kosullar altinda erken gelisen ¢eside gore daha yiiksek toplam biyokiitleye ve net fotosentetik orana
sahip oldugunu gostermistir. Ayrica, ge¢ gelisen cevizde daha yiiksek antioksidan enzim aktivitesi,
daha etkin osmoregiilasyon ve daha diigiik ROS birikimi tespit edilmistir. Tuzluluk stresine kars1 geg
gelisen ceviz, tuz tagimimini sinirlayarak CI- iyonlariin kdklerde birikimini artirirken, erken gelisen
cevizde Cl iyonlarinin yapraklara tasinma diizeyinin daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Arastirma,
gec olgunlagan ceviz ¢esidinin su stresi, tuzluluk ve 6zellikle bu iki stres faktoriiniin kombinasyonu
altinda daha iyi stres tolerans1 gosterdigini ortaya koymustur.

Akga ve Sahin (2022), tuzluluk stresinin biiylime, besin durumu, klorofil icerigi ve su
tilketimi tizerindeki etkilerini aragtirmak amaciyla Juglans nigra L. (JN), Paradox (PR) ve Juglans
sieboldiana L. (JS) anaglari tizerine asilanmis iki yillik Chandler ceviz fidanlarma doért farkli tuzlu
sulama suyu (So: 0.3 dS m™! [kontrol], Si: 1.5dS m™%, S2: 3 dS m™!, Ss: 5 dS m™!) uygulamustir. Tuzlu
sulamalar, NaCl, MgSO4 ve CaCl: tuzlar kullanilarak hazirlanmistir. Calismada, siirgiin uzunlugu
degisim orani (%) So uygulamalarinda 77.57 (JN) ile 81.83 (PR) arasinda, S; uygulamalarinda ise
55.60 (JS) ile 56.84 (PR) arasinda degismistir. Bitki ¢ap1 degisim orani (%) So uygulamalar igin
75.10 (JN) ile 99.22 (PR) arasinda, S; uygulamalarinda ise 60.63 (JN) ile 80.97 (PR) arasinda
gozlemlenmistir. Ortalama kok uzunlugu, So uygulamalarinda 30.75 cm (JN) ile 37.50 cm (PR)
arasinda, Ss uygulamalarinda ise 8.91 cm (JN) ile 21.50 cm (PR) arasinda degismistir. Kok sayisi, So
uygulamalarinda 19.00 (JS) ile 22.16 (PR) arasinda, Ss uygulamalarinda ise 6.41 (JN) ile 8.08 (PR)
arasinda belirlenmistir. Yapraklarin Na ve Cl igerikleri S; uygulamasinda JN, PR ve JS i¢in sirasiyla
1.41, 1.97 ve 3.41 (% Na); 0.88, 0.99 ve 0.91 ppm (CI") olarak 6l¢iilmiistiir. Ca/Na oranlar1 JN, PR
ve JS'de sirasiyla 0.43, 0.27 ve 0.14, K/Na oranlari ise 0.24, 0.12 ve 0.10 olarak hesaplanmistir. Bu
bulgular 1s1g1nda, yaprak Na*, Cl~ ve K* igerikleri ile K/Na ve Ca/Na oranlarina bagli olarak anaglarin
tuzluluk toleransi siralamasi JN > PR >JS olarak belirlenmistir. Sonuglar, Juglans nigra’nin tuzluluk
stresine karsi en toleransli anag oldugunu, Paradox’un orta dereceli tolerans gosterdigini ve Juglans
sieboldiana’nin ise tuzluluga en hassas anag¢ oldugunu ortaya koymustur.

Ji ve ark. (2022a), tuza toleransli Juglans microcarpa L. fidelerinin farkli NaCl
konsantrasyonlarina (0, 50, 100, 200 ve 300 mmol/L) maruz birakilarak gelisimlerinin
degerlendirilmesini amaglamistir. Arastirmada, tuz stresine maruz kalan fidelerde sararma, solma,
kivrilma ve yaprak dokiilmesi gibi tuz hasari belirtilerinin ortaya ¢iktig1 tespit edilmistir. Yiiksek tuz
konsantrasyonlar1 ve uzun siireli stresin, yapraklarin solmasi ve dokiilmesiyle daha ciddi zararlara
yol actig1 belirlenmistir. Tuz stresinin, fidelerin biilylimesini 6nemli dl¢lide engelledigi saptanmstir.
Tuz konsantrasyonu ve stres siiresi arttikga, fidelerin klorofil igerigi ve fotosentetik parametrelerinin
degisen derecelerde azaldig1; buna karsilik bagil elektrik iletkenligi (REC) ve malondialdehit (MDA)
seviyelerinin arttig1 gézlemlenmistir. Arastirma sonuglari, J. microcarpa L. fidelerinin 200 mmol/L

tuz stresine karsi daha toleransli oldugunu, ancak 200 mmol/L ve 300 mmol/L tuz stresinde



biiylimeye verilen zararin daha siddetli hale geldigini ortaya koymustur. Arastiricilar, J. microcarpa
L.'nin orta diizeyde tuz stresine adaptasyon saglayabilmesini belirlemesine ragmen, yiiksek tuz
konsantrasyonlariin ciddi fizyolojik bozukluklara yol a¢tigini saptamiglardir.

Ji ve ark. (2022b), J1 (Juglans hindsii), J2 (J. mandshurica), J3 (J. regia x J. mandshurica)
ve J4 (J. regia x J. hindsii) olmak iizere dort ceviz anaci genotipini, farkli NaCl konsantrasyonlarinin
(0, 50, 100, 200 ve 300 mmol/L) etkilerini incelemek amaciyla 28 giin siireyle bir saks1 deneyiyle
test etmistir. Arastirmada fide morfolojisi, biiylime indeksleri, klorofil igerigi, fotosentetik
parametreler, bagil elektrik iletkenligi (REC), malondialdehit (MDA) igerigi, prolin (Pro), ¢oziiniir
seker konsantrasyonu ile yapraklardaki siiperoksit dismutaz (SOD) ve peroksidaz (POD) aktiviteleri
degerlendirilmistir. Sonuglar, tuz stresinin dort genotipin de morfolojik 6zellikleri ve biiyiime
indekslerini olumsuz etkiledigini gdstermistir. Tuz stresi, genotiplerin klorofil icerigi ve fotosentetik
parametrelerini azaltirken, REC, MDA, Pro ve ¢oziinlir seker iceriklerini farkli derecelerde
artirmistir. Ayrica, enzimatik aktivitelerde (SOD ve POD) genotipler arasinda farkli egilimler
gozlemlenmistir. Fizyolojik ve biyokimyasal analizler, tuz stresinin fidelerin hem fizyolojik hem de
biyokimyasal siiregleri iizerinde 6nemli etkiler yarattigini ortaya koymustur. Genotipler arasinda
yapilan karsilagtirmalarda, J4’iin giiclii tuz toleransina sahip oldugu belirlenmis ve bu genotipin

cevizde tuzluluga toleransh anag 1slahi i¢in dnemli bir genetik kaynak oldugu tespit edilmistir.

2.2. Diger Meyve Agaclarinda Tuzluluk Stresi ile lgili Calismalar

Matsumoto ve ark. (2006), yerli Akdeniz armut anaglar1 (Pyrus amygdaliformis ve P.
elaeagrifolia Pall ile tuzluluga toleransl oldugu bilinen Asya armut anaglarinin (Pyrus betulaefolia
Bunge, P. pyrifolia Nakai ve P. xerophila Yu) 75 mM ve 150 mM NaCl konsantrasyonlarina karsi
30 giin boyunca gosterdigi dayaniklilig1 incelemistir. Calisma sonucunda, yerli Akdeniz anaglarinda
30 giinliik tuzluluk uygulamas: siiresince her iki tuzluluk konsantrasyonunda da yaprak hasarina
rastlanmazken, Asya anaglarinda belirgin yaprak hasar1 gézlenmistir. Ayrica, govde, sacak kokler ve
diger bitki organlarinda Na ve Cl birikiminin oldukca yiiksek oldugu tespit edilmistir. Ancak, yerli
Akdeniz anaglarinin yapraklarinda Na ve Cl birikiminin Asya anaglarina kiyasla daha diisiik oldugu
belirlenmistir. Bu bulgular 15181 altinda, P. amygdaliformis ve P. elaeagrifolia Pall anaglarinin
govdelerinde tuzlulugu sinirlayan bir mekanizmaya sahip olabilecegini diisiindiirmiistiir. Tuzluluk
uygulamasi, her iki ana¢ grubunda da kok su potansiyelinde ve Cl/Ca oraninda azalmaya neden
olmus; bu durum stomalarin kapanmasi ve fotosentetik siireclerin kisitlanmasi ile sonuglanmustir.
Bununla birlikte, yerli Akdeniz anaglarinda fotosentetik oranlarin daha yiiksek oldugu belirlenmistir.
Ozellikle diisiik NaCl konsantrasyonlarinin, yerli Akdeniz anaglarinin yapraklarmdaki fotosentetik
faaliyetlerde 6nemli azalmalari 6nleyebilecegi tespit edilmistir. Sonug olarak, yerli Akdeniz armut
anaglariin, Asya anaglarina kiyasla tuzluluga daha toleransl oldugu ortaya konulmustur.

Kumari ve ark. (2007), iki farkli dut (Morus spp.) genotipinde tuzlulugun biiyiime ve
proteomik degisiklikler tizerindeki etkilerini arastirmistir. Calismada, ti¢ aylik dut bitkileri yedi giin
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boyunca %0.0, %1.0, %1.5 ve %2.0 NaCl konsantrasyonlarinda tuz stresine maruz birakilmistir. Tuz
uygulamasinin her iki genotipte de biiyiime, kuru madde miktar1 ve yaprak alani {izerinde olumsuz
etkiler yarattigi tespit edilmistir. Yapraklardan ekstrakte edilen ¢6ziiniir proteinler, tuz stresinin
neden oldugu degisiklikleri belirlemek amaciyla iki boyutlu elektroforez yontemiyle analiz
edilmistir. Bu analizler sonucunda, tuz stresinin her iki genotipte de proteinlerin niteliksel ve
niceliksel 6zelliklerinde degisimlere neden oldugu ortaya konulmustur. Calisma, tuz stresinin dut
bitkilerinde hem biiylime hem de proteomik yap1 {izerinde dnemli etkiler yarattigini gstermistir.
Javadisaber (2014), baz1 armut (Pyrus communis L.; Ankara armudu ve OH x F 333), ahlat
(Pyrus elaeagnifolia Pall.; Ahlat-1, Ahlat-2 ve Ahlat-3) ve ayva (Cydonia oblonga Mill.; Quince A)
genotiplerinde farkli tuz stresi seviyelerinin in vitro kosullarda mikro siirgiinlerin bityiime ve gelisimi
tizerine etkilerini ve tuz stresi altinda mikro siirgiinlerde dehydrin gen ifadelerini arastirmistir.
Tuzluluk stresi, besin ortamina 75 mM, 150 mM, 225 mM ve 300 mM NaCl ile 7.5 mM, 15 mM,
22.5 mM ve 30 mM CaCl:-2H:0 eklenerek olusturulmustur. Kiiltiirlerde siirgiinlerin canlilik orani,
ortalama siirgiin sayisi, uzunlugu, kalinlik diizeyi, kallus capu, siirgiinlerdeki zarar diizeyi ve ortalama
yas agirlik 6zellikleri morfolojik olarak degerlendirilmistir. Gen ifade analizleri i¢in 225 mM NaCl
+ 22.5 mM CaClz-2H20 tuz konsantrasyonu kullanilmis ve tuz uygulamasindan 24, 48, 96 ve 192
saat sonra mikro siirgiinlerde dehydrin gen ifade profilleri incelenmistir. Arastirma sonuglarina gore,
Ankara armudu, Quince A ve Ahlat-3 genotiplerinde tiim tuz seviyelerinde siirgiin canlilik oranlar
yiiksek degerlerde (%80.5-100.0) bulunmustur. Ortalama siirgiin sayisi ise tiim genotiplerde kontrol
grubuna (4.36-8.47 adet/eksplant) kiyasla tuz uygulamalar1 altinda istatistiksel olarak Gnemli
diizeyde daha diisiik (1.0-2.52 adet/eksplant) tespit edilmistir. Tuz konsantrasyonunun artmasiyla
birlikte siirgiin kalinligi azalmig, siirgiin uzunlugu ise genellikle kontrol grubuyla benzer
bulunmustur. Bununla birlikte, yiiksek tuz konsantrasyonlar1 kallus c¢ap1 ve toplam yas agirlik
degerlerinde azalmaya, siirgiinlerde ise zarar diizeyinin artmasina neden olmustur. En siddetli zarar
diizeyi, 300 mM NaCl + 30 mM CaCl.-2H20O konsantrasyonunda gézlenmistir. Dehydrin gen ifadesi
acisindan Quince A, Ahlat-3, OH x F 333, Ahlat-2 (24 saat) ve Ankara armudu (48 saat)
genotiplerinin tuzluluk stresine daha erken yanit verdigi belirlenmistir. Sonuglar, 6zellikle Ahlat-3,
Quince A ve Ankara armudu genotiplerinin yiiksek tuz konsantrasyonlarinda dahi siirgiin canlilik
oranlarini koruyabilmeleri nedeniyle tuz stresine karsi toleransl olabilecegini gostermistir.
Kiigiikyumruk ve ark. (2015), bir yasindaki Mazzard ve Mahlep anaglari tizerine agilanmis
0900 Ziraat kiraz ¢esidinin farkli tuzlu sulama suyu uygulamalarina verdigi tepkileri incelemistir.
Denemede, kum: tinli toprak: torf: ¢iftlik giibresi (1:2:1:0.5) oraninda hazirlanan bir yetistirme
ortami1 kullanilmis ve tuz kaynagi olarak CaClz, MgSOa ve NaCl kullanilmistir. Arastirmada, dort
farkli tuzlu sulama suyu konsantrasyonu uygulanmistir. Sonuglar, Mahlep anaci iizerine asili kiraz
agaclarinin, Mazzard anaci ilizerine asili olanlara gore tuzluluga daha dayanikli oldugunu
gostermistir. Tuzlu su uygulamalarinin, Mazzard anaci tizerine asili kiraz agaclarina daha fazla zarar

verdigi tespit edilmistir. Her iki anag lizerine agilanmis kiraz agaclarinda, deneme sonunda en yiiksek
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zarar diizeyi 4.0 dS m™ ve 6.0 dS m™' seviyelerindeki tuzlu su uygulamalarinda gézlemlenmistir.
Aragtiricilar, Mahlep anacinin tuzluluk stresine karsi daha dayanikli bir segenek olabilecegini ve anag
seciminde tuzluluk toleransinin dikkate alinmas1 gerektigini vurgulamistir.

Garriga ve ark. (2015), cilek bitkisinde tuzluluk stresinin vejetatif biiylime, fizyolojik
parametreler ve meyve kalitesi iizerindeki etkilerini aragtirmigtir. Calismada Camarosa ¢ilek ¢esidi,
0 mM, 30 mM ve 60 mM NaCl konsantrasyonlarina maruz birakilmistir. Arastirma sonuglarina gore,
tuz stresi altinda bitkisel biiylime, yaprak bagil su icerigi, pigment konsantrasyonlari, verim ve meyve
biiyiikliiglinde azalma gozlemlenmistir. Buna karsin, prolin ve malondialdehit (MDA)
konsantrasyonlarimin artis gosterdigi tespit edilmistir. Fragaria chiloensis’in tuzluluk stresine F.
ananassa’dan daha toleransli oldugu ileri siiriilmiis olsa da, F. chiloensis’in de vegetatif gelisim
acisindan benzer etkiler gosterdigi bulunmustur. Tuzluluk stresinin meyve agirlig1 lizerinde anlaml
bir etkisi saptanmamis olmakla birlikte, suda ¢6ziinebilir kuru madde (SCKM) ve titre edilebilir
asitlik gibi meyve kalitesi 6zellikleri iizerinde dnemli bir etkisi oldugu belirlenmistir. Arastiricilar,
cilek yetistiriciliginde tuzluluk stresinin fizyolojik ve kalite parametreleri {izerindeki etkisini
vurgulamis ve genotipler arasi tolerans farkliliklarinin 6nemine isaret etmistir.

Yu-peng ve ark. (2018), Actinidia tiiriine ait dort farkli genotipin (Acva-1, Acva-2, Acva-3
ve ZM-2) ii¢ farkli tuz konsantrasyonunda yetistirilerek biiylime, fizyolojik ve biyokimyasal
gostergeler lizerindeki etkilerini arastirmistir. Calismada, yapraklarda gozlenen hasar belirtilerine
dayanarak bir Tuz Hasar1 indeksi (Salt Damage Index, SDI) gelistirilmistir. Arastirma sonuglarina
gore, SDI'nin artan tuz konsantrasyonlartyla kademeli olarak yiikseldigi ve yeni siirgiinlerin sayisi
ile uzunlugunda 6nemli azalmalar oldugu tespit edilmistir. Ug antioksidan enzim ve iki ozmotik
ayarlama maddesinin, dort genotipin eski ve yeni yapraklarinda farkli diizeylerde degisiklik
gosterdigi belirlenmistir. Spad degerleri, Acva-2 genotipinin yeni yapraklar hari¢ diger genotiplerde
azalma gostermistir. Tuz konsantrasyonlarindaki artigla birlikte malondialdehit (MDA) igeriginde
bir artis, kdk aktivitesinde ise bir azalma gozlemlenmistir. Tuz toleransini degerlendirmek i¢in temel
bilesen analizi uygulanmis ve sonuglar Acva-3 genotipinin tuza karsi en yiiksek toleransi gosterdigini
ortaya koymustur. Arastiricilar, Actinidia tiirlerinde genotipe bagl olarak tuz stresine karsi farkli
adaptasyon mekanizmalarinin bulundugunu ve 6zellikle Acva-3 genotipinin yiiksek tuz toleransiyla
one ciktigini belirlemistir.

Mahouachi (2018), iki farkli mango anag¢ fidan1 (13/1 ve Gomera-3) iizerinde tuz stresine
tolerans veya duyarlilik diizeylerini belirlemek amaciyla bir ¢aligma gergeklestirmistir. Arastirmada,
fidanlar 175 giin boyunca 50 mM NaCl igeren bir su ¢ozeltisine maruz birakilmigtir. Calisma
sonuglarina goére, 13/1 anaglarinda tuz uygulamasinin baslamasindan itibaren dért ay boyunca
herhangi bir olumsuz etki goriilmezken, Gomera-3 anaglarinda tuz uygulamasinin 64. giiniinden
itibaren yaprak sayisinda bir azalma tespit edilmistir. Tuz stresi, Gomera-3 anaglarinda yapraklarin
taze ve kuru agirliklarini azaltirken, 13/1 anaglarinda yaprak biyokiitlesi iizerinde herhangi bir

degisiklige neden olmamustir. Bu bulgular, tuz konsantrasyonunun her iki anagta fonksiyonel yaprak
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sayisint farkli sekillerde etkiledigini gostermistir. Ancak, tuzluluk 13/1 anaglarinda nispi kok
uzunlugu biliylimesini Gomera-3 anaglarina kiyasla daha erken ve daha belirgin sekilde azaltmistir.
Bitkilerin beslenme durumuyla ilgili olarak, tuzluluk her iki anagta Na* ve Cl~ konsantrasyonlarini
artirmig, ayrica yalnizca 13/1 anaglarinda K* seviyelerinde artisa neden olmustur. Bununla birlikte,
tuz stresi diger besin maddelerinin konsantrasyonlarini énemli dlgiide degistirmemistir. Sonug
olarak, yaprak kuruma orani, K* artig1 ve uzun siireli tuz stresine bagli prolin birikiminin gecikmesi
gibi parametreler goz oniinde bulunduruldugunda, 13/1 anaglarinin Gomera-3 anaglarina kiyasla
uygulanan tuz stresine karsi1 daha toleransli oldugu belirlenmistir.

Ferreira ve ark. (2019), bes farkli ¢ilek ¢esidini dort farkli tuzluluk seviyesi altinda arazi
kosullarinda yetistirerek tuzlulugun etkilerini degerlendirmistir. Arastirma sonuglarina gore, artan
tuzluluk seviyesi tiim bitki dokularinda CI~ iyonunun, kok ve saplarda ise Na* seviyelerinin artmasina
neden olmustur. Bununla birlikte, yapraklarda gdézlenen toksik etkilerin Cl~ iyonuna bagli oldugu,
Na* iyonunun bu etkilerde belirleyici bir rol oynamadigi tespit edilmistir. Calismada, tiim c¢ilek
cesitlerinde tuzluluk seviyesinin 1.0 dS m™ kadar artirilmasi1 durumunda bile meyve veriminde
anlamli diisiisler oldugu belirlenmistir. Arastiricilar, tuzlulugun gilek bitkilerinde hem fizyolojik hem
de iiretim performansi lizerinde olumsuz etkiler olusturdugunu saptamistir.

Yaghubi ve ark. (2019), Kiirdistan ve Paros gilek gesitlerinde sodyum kloriir (NaCl) kaynakl
tuzluluk stresinin meyve kalitesi iizerindeki etkilerini ve bu siirecte potasyum silikat uygulamasinin
rollinii incelemistir. Arastirma, potasyum silikatin tuzluluk stresi altinda yetistirilen ¢ileklerde kuru
madde miktarini artirmak igin etkili bir yontem oldugunu ortaya koymustur. Calismada, Kiirdistan
cilek c¢esidinin yapraklarmin kuru agirhigim daha yiiksek seviyelerde koruyarak fotosentetik
aktivitesini sirdiirme egiliminde oldugu belirlenmistir. Potasyum silikatin inhibitor etkisiyle
bitkilerde koklerden sodyum aliminin daha verimli bir sekilde gergeklestigi saptanmistir. Ayrica,
potasyum silikatin ¢ilek meyvesinin tadini belirleyen ana faktorlerden biri oldugu tespit edilmistir.
Bunun yamn sira, tuzluluk bulunan ya da bulunmayan kosullarda, potasyum silikat uygulamasinin
Paros cilek ¢esidinde fenol ve flavonoid igeriklerini artirdigi belirlenmistir. Sonug olarak, potasyum
silikat uygulamasinin gilek bitkilerinde sadece tuzluluk stresi altinda biiylimeyi ve verimi korumada
etkili olmakla kalmayip, ayni zamanda meyve kalitesi Ozelliklerini ve saglik acisindan 6nemli

bilesenleri gelistirdigi gortilmiistiir.

2.3. Ceviz Agaclarinda Tuzluluk Stresi Kosullarinda RNA-Seq ile Tlgili Yapilan Calismalar
Yang ve ark. (2017), cevizde iki WRKY transkripsiyon faktorii genini (JrWRKY6 ve
JrWRKYS53) tanimlamis ve bu genlerin stres kosullarinda ifade edildigini ortaya koymustur.
Calismada, JrWRKY6 ve JrWRKY53 genlerinin tuzluluk stresine maruz kalan bitkilerde 24 ve 48 saat
icinde en yiiksek indiiksiyonu gdsterdigi, bu diizenlemenin kokler hari¢ kisa siirede gergeklestigi
belirlenmistir. Arastirma sonuglari, JJ'IWRKY6 ve Jr'WRKY53 genlerinin tuzluluk, ozmotik stres ve

anormal sicakliklara karsi toleransi artirmada onemli bir rol oynayabilecegini gdstermistir. Bu
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genlerin, abiyotik streslere karsi bitkilerin uyum mekanizmalarinda ABA sinyal yolu ve W-box
baglanma aktivitesi yoluyla olumlu bir tepki verdigi tespit edilmistir. Arastiricilar, WRKY
transkripsiyon faktorlerinin cevizde abiyotik streslere karsi genetik dayanikliligr artirmak i¢in 6nemli
hedefler olabilecegini ve bu genlerin stres toleransini artirmada potansiyel olarak kullanilabilecegini
belirlemistir.

Liu ve ark. (2020), ceviz bitkisinin stres kosullarina kars1 diren¢ mekanizmalarini arastirmak
amaciyla, strese direngle iligkili aday genleri incelemistir. Calismada, JrERF2-2 geninin stres yanit
mekanizmalarindaki roliinii daha ayrintili olarak belirlemek i¢in iki yasindaki asili Xiangling ceviz
fidanlar1 tuzluluk, kuraklik ve ABA stresine maruz birakilmistir. Tuz stresi, 0.3 mol/L sodyum kloriir
(NaCl) kullanilarak 0, 3, 12 ve 24 saat siireyle uygulanmistir. Kuraklik stresi, 100 g’kg PEG6000
kullanilarak 0, 3, 4 ve 5 giin siireyle indiiklenmis; ABA uygulamasi ise 0.1 mmol/L ABA kullanilarak
0, 3, 24 ve 48 saat siireyle gerceklestirilmistir. Arastirma sonuglari, NaCl stresi altinda JrERF2-2
geninin ekspresyon seviyelerinin zamanla arttigin1 gostermistir. Bu bulgular, JrERF2-2'nin ERF
transkripsiyon faktor ailesinin 6nemli bir iiyesi oldugunu ve diger tiirlerdeki homologlariyla benzer
islevlere sahip olabilecegini ortaya koymustur. Calismada, JFERF2-2 geninin, ceviz bitkisinin
olumsuz g¢evresel kosullara adaptasyonunda rol oynayan 6nemli bir aday gen oldugu belirlenmistir.

Liu ve ark. (2022), ceviz genom veri tabaninda yirmi bir TIFY transkripsiyon faktoriini
tanimlamis ve biyoinformatik analizler yoluyla bu genleri dort alt aileye (TIFY, JAZ, ZML ve PPD)
ayirmistir. Filogenetik analizler, JITIFY genlerinin, Arabidopsis thaliana'daki TIFY gen ailesi ile
yakindan iligkili oldugunu ortaya koymustur. qRT-PCR (kantitatif gercek zamanli PCR) analizi,
TIFY genlerinin kuraklik, sicaklik ve tuz stresi altinda 'Qingxiang' ve 'Xiangling' ceviz ¢esitlerinde
farkli ifade modellerine sahip oldugunu gostermistir. Arastirmada, JAZ alt ailesinin farkli abiyotik
stres kosullarinda diger alt ailelere kiyasla daha fazla ifade edildigi belirlenmistir. Ozellikle,
JrTIFY14 geninin 1s1 ve tuz stresi altindaki ekspresyon seviyelerinin, kuraklik stresi altindakilere

gore onemli Ol¢iide daha yiiksek oldugu tespit edilmistir.

2.4. Diger Meyve Agaclarinda Tuzluluk Stresi Kosullarinda RNA-Seq ile flgili Yapilan
Calismalar

Radwan ve ark. (2015), hurma agacinin (Phoenix dactylifera L.) tuzluluk kosullarinda stres
toleransiyla iligkili genleri belirlemek ve ileri diizey fonksiyonel calismalari desteklemek amaciyla
transkriptomik bir analiz gergeklestirmistir. Calismada, Deglet Nour ve Beida hurma gesitlerine ait
geng kokler tuz uygulamasina maruz birakilmistir. Aragtirmada RNA-Seq ekspresyon profili ve
transmisyon elektron mikroskobu (TEM) analizleri kullanilmistir. RNA-Seq analizi sonucunda
toplam 1,939 gen belirlenmis ve bu genlerin birgogunun tuz stresine toleransli igslevsel roller oynadigi
tespit edilmistir. Ayrica, RNA-Seq analizi ile SNF1 ile iliskili kinaz 2 protein boyunca ABA sinyal
yollarinin aktif oldugu ortaya konulmustur. TEM analizi ise, tuz stresine maruz kalan koklerin distal

bolgelerindeki kortikal hiicrelerde plazmoliz gézlemlendigini, ancak epidermal hiicrelerde boyle bir
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durumun saptanmadigini gostermistir. Arastirmanin sonuglarina gore, hurma agacinda tuz stresine
toleransla iliskili genetik mekanizmalarin ve hiicresel adaptasyon siire¢lerinin daha iyi anlagilmasina
katki sagladigi belirlenmistir. Ayrica, calismada elde edilen genetik ve morfolojik veriler, tuzluluk
stresine karsi dayanikli hurma c¢esitlerinin gelistirilmesi i¢in degerli bir temel sunmustur

Li ve ark. (2017), tuz stresinin armutun (Pyrus spp.) bliylimesini, meyve verimini ve
kalitesini olumsuz etkiledigini, bu stresle basa ¢ikmak i¢in armut yetistiriciliginde genellikle Pyrus
betulaefolia anacinin kullanildigini belirtmislerdir. Ancak Pyrus betulaefolia’nin genomik bilgisinin
sinirli olmasi, tuzluluk toleransinin altinda yatan mekanizmalarin detayl bir sekilde arastirilmasini
engellemistir. Bu ¢alismada, yaprak ve koklere NaCl+LiCls uygulamalar1 yapilarak, tuzluluk stresi
altinda RNA-Seq kullanimiyla gen ekspresyonlarinin belirlenmesi amaglanmistir. Harita analizlerine
dayal1 olarak 18 farkli eksprese edilmis geni iceren toplam 3,796 yeni transkript tespit edilmistir.
Ayrica transkripsiyon baslangic yerleri, terminal bolgeleri ve ekleme desenleri incelenmis ve 90,752
alternatif ekleme olay1 tanimlanmigtir. Bunun yani sira, 583 DEG ekzonun varlig1 belirlenmistir.
Calismada Pbr038831.1 geninin tiim uygulamalarda farkli sekilde ifade edildigi saptanmustir.

Jazi ve ark. (2017), iki fistik ¢esidinin 24 farkli dokusunu temsil eden havuzlanmis
numunelerin RNA sekanslamasini ger¢eklestirmistir. Aragtirmada, kontrol ve tuz muamelesi altinda
RNA sekanslamasi Illumina HiSeq 2000 platformu ile gergeklestirilmis ve tuzluluk toleransi altinda
toplam 368,953,262 okuma ile kontrol kosullarinda 100 bp okuma elde edilmistir. Bu ¢alisma, P.
vera'nin tiim transkriptom analizine iliskin ilk rapor niteliginde 6nemli bir kaynak saglamistir.
Aragtirmacilar, bu ana agac lizerinde yapilan fonksiyonel ve karsilastirmali genomik caligmalarin,
tuzluluk toleransina yonelik genetik mekanizmalarin kesfedilmesine katki sundugunu belirtmislerdir.
Ayrica, elde edilen bulgular, daha fazla tuzluluk toleransina sahip yeni fistik c¢esitlerinin
gelistirilmesi igin belirtegler ve strese yanit mekanizmalari sunmustur.

Wu ve ark. (2018), elmada tuz stresi ve soguk etkisi lizerine negatif bir diizenleyici olan
MdMYB44 transkripsiyon faktoriiniin fonksiyonel karakterizasyonunu belirlemeyi amaglamislardir.
Calismada, bes yasindaki Golden Delicious elma g¢esidinin kok dokusu, yaprak, kok, ¢icek ve meyve
parcalarindan MdMYB44 geni eksprese edilmistir. Filogenetik analizler, MdMYB44 proteininin
Arabidopsis thaliana’nin MYB44 proteini ile yiiksek diizeyde homolog oldugunu ortaya koymustur.
Aragtiricilar, MdMYBA44 geninin, elmada tuzluluk ve soguk stresine karsi yanit mekanizmalarinda
onemli bir rol oynayabilecegini ve negatif regiilasyon yoluyla bu streslere adaptasyonu
etkileyebilecegini saptamustir.

Li ve ark. (2019), in vitro yetistirilen elma bitkilerini kuraklik, tuzluluk ve soguk stresine
maruz birakarak, transkriptom profil analizi yoluyla gen ekspresyonlarini incelemistir. Calismada,
stres kosullart altinda DEG’ler tespit edilmis ve bu genlerin regiilasyonu degerlendirilmistir. Gen
Ontolojisi (GO) analizi, "biyolojik siire¢" kategorisinde ozellikle "metabolik siire¢" altinda,
"baglayic1" ve "katalitik faaliyet" alt kategorilerinde zenginlesmeler oldugunu ortaya koymustur.

Kyoto Gen ve Genom Ansiklopedisi (KEGG) yolu analizi ise ortak DEG’lerin ¢ogunlukla "biyolojik
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fonksiyonlar" kategorisine ait oldugunu gostermistir. Ayrica, 17 DEG’in "¢evresel bilgi isleme" alt
kategorisinde sinyal isleyici olarak tanimlandigi belirlenmistir.

Ya-bin ve ark. (2019), kivi (Actinidia spp.) bitkisinin sicaklik, kuraklik, soguk ve fitopatojen
gibi ¢evresel streslere karsi olduk¢a hassas bir meyve tiirii oldugunu belirttikleri calismalarinda, stres
direncinin iyilestirilmesi amaciyla kivi cesitlerinde strese duyarli aday genleri tanmimlamay1
hedeflemistir. Arastirmada, kuraklik, tuzluluk ve soguk stresi kosullar1 altinda ifade edilen yeni bir
Kivi geni homologu olan RIR2R3-MYB (AcMYB3R) geninin izolasyonu ve karakterizasyonu
gerceklestirilmistir. In vitro analizler sonucunda, AcMYB3R proteininin, hiicre déngiisiinde G2/M
agsamasinda gorev alan faza 6zgii KNOLLE geninin ortologunun cis elemanma baglanarak
transkripsiyonel aktivasyon yetenegine sahip bir niikleer protein oldugu tespit edilmistir.

Ma ve ark. (2021), elmada tuza dayanikli cesitlerin belirlenmesi ve tuza tolerans
mekanizmalarinin aydinlatilmast amaciyla miR156/SPL diizenleyici genini arastirmigtir. Calismada,
elmada tuz stresini diizenleyen miR156/SPL mekanizmasini incelemek i¢in hem mdm-MIR156a hem
de MdSPL13 genlerinin tuz stresine yanit verdigi, ayrica MdSPL13 geninin mdm-MIR156a'nin hedefi
oldugu dogrulanmistir. Bu amagla, RLM-5" RACE ve stabil genetik transformasyon teknolojisi
uygulanmigtir. Aragtirmada, MIR156a geninin agir1 ekspresyonunun elmada tuz direncini zayiflattigi,
buna karsin MdSPL13 geninin asirt ekspresyonunun tuz direncini giiglendirdigi belirlenmistir.
MdSPL130OE transgenik bitkilerinin RNA-Seq analizi, transgenik olmayan elma bitkileriyle
karsilastirildiginda toplam 6094 DEG geninin varligini ortaya koymustur.

Qin ve ark. (2022), elmada GDDH13 genomu tizerinde gerceklestirdikleri ¢alismada toplam
113 WRKY geni tanimlamislardir. Farkli gruplardan secilen yedi WRKY geninin tiimiiniin ¢ekirdekte
lokalize oldugu tespit edilmistir. Calismada, 113 MdWRKY geni arasinda hem tuzluluk hem de
kuraklik stresine yanit veren onemli bir gen olan MdWRKY70L geninin varligi belirlenmistir.
Aragtiricilar, MAWRKY70L’nin abiyotik streslere karst elmada onemli bir rol oynayabilecegini
belirlemis ve bu genin, stres tolerans1 artirmaya yonelik genetik ¢alismalar i¢in degerli bir hedef
olabilecegini saptamistir.

Yu ve ark. (2022), bademde (Prunus dulcis) PAWRKY gen ailesinin farkli doku ekspresyon
modellerini incelemis ve PAWRKY genlerinin dokuya 6zgii ekspresyon 6zelliklerine sahip oldugunu
ortaya koymustur. qRT-PCR analizi, PAWRKY genlerinin diisiik sicaklik, kuraklik ve tuz stresi gibi
abiyotik stres kosullarina kars1 direng mekanizmalarina katildigini ve bu genlerin ifade seviyelerinin
zamanla degisiklik gosterdigini tespit etmistir. Calismada, PAWRKY gen ailesi tizerinde sistematik
biyoinformatik analiz ve abiyotik stres aragtirmalar1 gergeklestirilmis ve bu genlerin bademde stres
toleransina yonelik genetik caligmalar icin temel olusturabilecegi vurgulanmistir. Calismanin
sonuglarina gore, bademde abiyotik stres toleransinin artirilmasina yonelik ileri genetik

arastirmalarda PAWRKY genlerinin 6nemli bir hedef olabilecegini gostermistir.
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Materyal

Bu calisma Cukurova Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bahce Bitkileri Uygulama ve Arastirma
Ciftligi’nde bulunan plastik serada ve Cukurova Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bahge Bitkileri
Boliimii Molekiiler Genetik Laboratuvari’nda yiiriitilmiistiir.

Calismada kullanilan toplam 21 ceviz ¢esidine ait tohumlar, Yalova Atatiirk Bahge Kiiltiirleri
Aragtirma Enstitiisii Miidiirliigii ile Cukurova Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bahce Bitkileri Boliimii
Aragtirma alaninda bulunan ve 2008 yilinda kurulan kapama ceviz bahgesinden temin edilmistir. Bu
¢esitlere ait tohumlar 10 Kasim 2020 tarihinde katlama islemine alinmustir.

Arastirmada kullanilan toplam 21 ceviz gesidi sunlardir: Kaman-1, Oguzlar-77, Howard,
Solez-1, 98/115, 214/47, 77-H-1, 230-37, KM-2, Antalya-3, Yalova-3, Maras-18, Maras-12, Sen-1,
Serr, Chandler, Pedro, Sebin, Midland, Hartley ve Fernor. Cesitlere ait tohum sayilar1 Cizelge 3.1'de

verilmistir.

Cizelge 3.1. Katlamaya Alinan Ceviz Cesitleri ve Tohum Sayilari

Cesitler Tohu(r:dsez;)yllarl Cesitler Tohu(r:dSez;)yllarl
Kaman-1 194 98/115 235
Serr 187 214/47 156
Hartley 197 230-37 197
Oguzlar-77 168 77-H-1 210
Maras-18 223 Fernor 215
Maras-12 213 Sen-1 216
Sebin 187 KM-2 191
Midland 210 Antalya-3 203
Howard 186 Yalova-3 146
Solez-1 207 Chandler 211

Pedro 207 - -

3.1.1. Ceviz Cesitlerinin Tohumlarinin Katlamaya Alinmasi

Katlama isleminde, bir kisinin rahatlikla tasiyabilecegi boyutlarda olan meyve kasalar1 (eni
40 cm, boyu 60 cm, derinligi 40 cm) kullanilmigtir. Her bir kasanin tabanina yaklasik 4 cm
kalinliginda Nevsehir menseli pomza serilmis ve bu tabaka {izerine ceviz tohumlar1 tek tek
yerlestirilerek ekim gergeklestirilmistir. Her sirada 10 adet tohum bulunacak sekilde, yatayda 6 sira
olusturulmus ve boylece her katmanda toplam 60 adet ceviz tohumu ekilmistir. Bu tohumlarin tizeri
yaklagik 3 cm kalinliginda pomza ile ortiilmiis, ardindan ayni1 diizen takip edilerek bir sira tohum bir
sira pomza seklinde kasa tamamen doluncaya kadar katlama islemi siirdiiriilmiigtiir. Her bir kasa bu

yontemle yaklasik 240 adet ceviz tohumu igerecek sekilde diizenlenmistir. Katlamanin son
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asamasinda, en iist kisma konulan pomza tabakasinmin diger katmanlara kiyasla daha kalin olmasina
0zen gosterilmigtir.

Katlama islemi tamamlandiktan sonra, kasalar siizgecli kovalar yardimiyla yeterli oranda
nemlendirilmis ve ardindan Cukurova Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bahge Bitkileri Boliimii’ne ait,
sicakligr 4 °C’ye ayarlanmis olan soguk hava deposuna yerlestirilmistir (Sekil 3.1). Tohumlarin su
kaybina ugramasimi Onlemek amaciyla, kasalar yaklagik 10 giinde bir yeniden sulanarak nem
diizeyinin korunmasi saglanmistir. Katlama siireci boyunca diizenli kontroller yapilmis ve tohum

kabuklarinin gatlayarak kok ucunun (radikula) goriinmesiyle birlikte katlamaya son verilmistir.

V?'v‘ s _V"“ |
Sekil 3.1. Ceviz tohumlarinin katlamaya alinmasi ve katlamaya alinan ceviz tohumlarinin depodaki

goruniimii

3.1.2. Cimlendirme Ortaminin Hazirlanmasi ve Ceviz Cesitlerine Ait Tohumlarin EKimi
Denemede, katlamadan ¢ikarilan ceviz tohumlar1 ilk 6nce Kokopit:Perlit (2:1) ortami
hazirlanmis viyollere ekilmistir. Bu islemin yapilmasinin nedeni ceviz tohumlarinm kdk yapilariin

ve olusacak siirgiinlerin hemen hemen ayni standartta olmasinin saglanmasidir (Sekil 3.2 ; Sekil 3.3).

i i3 ¢ A a3
Sekil 3.2. Viyollere doldurulacak ortamin hazirlanmasi
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gLy i & B : !
Sekil 3.3. Viyollerin doldurulmasi ve katlamadan ¢ikarilan ceviz tohumunun goriiniimii

3.1.3. Cimlenen Ceviz Tohumlar icin Fidan Torbasi Ortamimin Hazirlanmasi ve Sasirtma
Isleminin Yapilmas:

Cimlenen ceviz tohumlar1 i¢in “Toprak: Nevsehir Pomzasi: Ciftlik Giibresi (2:1:0.5)”
karisimi hazirlanmistir. Hazirlanan ortam fidan torbalarina doldurulmus ve plastik sera igerisinde
torbalarin dik durmasinin saglanmasi i¢in demir profilden yapilmis bélmelere konulmustur (Sekil

3.4).

Sekil 3.4. Toprak: Nevsehir Pomzasi: Ciftlik Giibresi (2:1:0.5) Ortamui ve Fidan Torbalarinin
Doldurularak Plastik Seraya Konulmasi

Ceviz tohumlarinin viyollerde ¢imlenmesinin tamamlamasindan sonra fidan torbasina

sasirtitlmis ve hemen ardindan can suyu verilmistir (Sekil 3.5).
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Sekil 3.5. Viyollerde ¢imlenen ceviz tohu;n’larlnlda torbalarina sasirtilmasi

Viyollerde ¢imlenen ve fidan torbalarina sasirtilan ceviz tohumlarinin sayilari Cizelge 3.2°de

verilmistir.

=)

Cizelge 3.2. Fidan torbalarina aktarilan ceviz tohumlarinin sayilari

Cesitler Tohu(IXdSez;)yllarl Cesitler Tohu(r:dsez;)yllarl
Chandler 101 Solez-1 154
Serr 124 214/47 80
Yalova-3 109 Midland 102
Antalya-3 89 77-H-1 75
Fernor 135 Pedro 115
Oguzlar-77 96 KM-2 127
Howard 115 Kaman-1 115
98-115 120 Maras-18 107
Maras-12 142 230-37 88
Sen-1 96 Hartley 104

Sebin 96 - -

3.2. Metod

3.2.1. Fidanlarin Tuz Stresine Maruz Birakilmalan

Denemede, ceviz cesitlerine ait fidanlara NaCl (Sodyum Kloriir) uygulanmigtir. NaCl

¢oOzeltisi 01.07.2021 tarihinde uygulanmaya baslanmig ve ceviz fidanlarina farkli dozlarda

uygulanmigtir. Uygulama doz seviyeler;

1) 0 mM (Kontrol)
2) 75 mM NaCl
3) 150 mM NaCl
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4) 225 mM NaCl

5) 300 mM NaCl oraninda uygulama yapilmustir.

Denemede yer alan 0 mM (Kontrol) bitkilerine 500 ml sulama suyu verilmis ve tuz
uygulamasi yapilacak bitkilere ise her bir fidan torbasina 500 ml NaCl soliisyonlu su verilerek fidan
torbasindan tamamen siiziillip tabanindan akmaya baglayana kadar olacak sekilde yapilmstir. NaCl

seviyeleri, ilk hafta 75 mM dozundan baslayarak her dozun kendi seviyesine ulasincaya kadar artig

gostererek devam edilmistir (Sekil 3.6).

01/07/2021 75

08/07/2021 150
14/07/2021 225
22/07/2021 300

Sekil 3.6. Ceviz fidanlarina tuz uygulama dozlar1 ve uygulama tarihleri

3.2.2. Fidanlarda Tuz Stresi ve Uygun Doz Seviyesinin Belirlenmesine Yonelik Analizler
Tuzluluk stresinin belirlenmesi i¢in ilk 6nce doz belirlemesi yapilmistir. Doz belirlemek i¢in

her cesitten 3 tekerriirli 5 bitki segilerek ve asagidaki analizler sonucunda uygun doz belirlenmistir.

Bitki boyu (cm)

O N o g ~ w DdRE

Canlilik oran1 (%)

Yaprak sayis1 (Adet / Bitki)
Yaprak oransal su igerigi (RWC) (%)
Kok kuru madde miktar1 (%)

225 mM NaCl

Skala ile genotiplerin gorsel olarak degerlendirilmesi

Klorofil igin SPAD metre ile 6lgtim yapilmasi

Yaprak sicakliginin belirlenmesi (°C)
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Skala ile Genotiplerin Gorsel Olarak Degerlendirilmesi

Bitkilerde tuz stresine bagli zararlanma belirtilerini degerlendirmek amaciyla 0-5 arasi bir
skala kullanilmistir. Geng bitkilerde tuz stresi etkisinin giddetini, bitkilerin goriiniislerine dayanarak
belirlemek igin bu skala gelistirilmistir. Skalalar, 6n denemeler yapilarak olusturulmus ve bitkilerin
zararlanma derecesine gore 0'dan 5'e kadar puanlama yapilmistir.

Tuz stresine tolerans taramasi ¢alismalarinda asagida belirtilen semptomlara gére 0’dan 5’e

kadar puan verilmistir. (Kusvuran ve ark. 2011; Dasgan ve ark., 2012; Akhoundnejad ve ark., 2013).

0: Hig etkilenme yok (kontrol bitkileri)

1: Biiyiimede yavaglama

2: Alt yapraklarda solgunluk baslangici

3: Ust yapraklarda kivrilma (kapanma) ve solgunluk, sararmalar (yapraklarin % 30 civari)
4: Yapraklarin %80 ve fazlasinda siddetli solgunluk ve sararma, yaprak kenarlarinda kuruma
baslangici

5: Bitkide tamami ile solma ve alt yapraklarda kurumalar veya 6lim.

Bitki Boyu (cm)
Deneme sonunda bitkilerin kdk bogazindan biiylime ucuna kadar olan bdlge cm cinsinden

metre ile dl¢llmiistiir.

Yaprak Sayist (adet / bitki)
Deneme tamamlandiginda bitki tizerindeki tiim yapraklar sayilmistir.

Yaprak Oransal Su Icerigi (RWC) (%)

Her bir bitki yapragimin yas agirliklar (g), hassas terazide +0.1 hassasiyetle ol¢lilmiistiir.
Daha sonra, yaprak ornekleri saf su dolu kaplarda 24 saat siireyle bekletilmis ve yeniden tartilarak
turgor agirliklan (g) elde edilmistir. Aym yaprak ornekleri, 65°C'de bir etiivde 48 saat boyunca
kurutularak kuru agirliklar (g) kaydedilmistir. Stres altinda bulunan ve kontrol grubu bitkilerine ait
yas, turgor ve kuru agirlik verileri kullanilarak, bitkilerin tuzluluk stresine karsi etkinlik degerleri

hesaplanmustir. Yaprak oransal su igerigi (RWC), asagidaki formiil kullanilarak hesaplanmustir:

Yas Agirhik (FW) — Kuru Agirhik (DW) « 100
Turgor Agirhk (TW) — Kuru Agirhik (DW)

RWC(C = (

Kok Kuru Madde Miktari (%)
Her bir bitkiye ait kok kisimlari hassas terazide tartilarak g olarak (+ 0.1) yas agirliklan tespit
edilmis, daha sonra 65 °C etiivde 48 saat kurutulduktan sonra kdok kuru agirhik g olarak
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kaydedilmistir. Stres ve kontrol bitkilerinin kok yas ve kuru agirliklar1 kullanilarak bitkilerin tuz
etkinlik degerleri hesaplanmistir. Kok kuru madde miktar1 asagidaki formiil kullanilarak

hesaplanmstir:

K Asirhk (KA
Yo KuruMadde = ( uru Agulik ( )) x 100

Taze Agirhik (TA)

SPAD Metre ile Klorofil Olgiimii
Tuz ve kontrol kosullar: altinda yetistirilen ceviz bitkilerinde tepeden 5.yaprakta klorofil
miktarina bagh degisen yesilin tonunu belirlemek amaci ile Minolta SPAD metre cihazi ile okumalar

gergeklestirilmistir (Sekil 3.7).

Sekil 3.7. SPAD Metre ile Klorofil Olgiimiiniin yapilmasi

Yaprak Sicakliginin Belirlenmesi (°C)
Yaprak sicakliklar1, Spectrum marka bir infrared termometre kullanilarak, bitkilerin iistten
ticlincii veya dordiincii yapraklarinda giiniin belirli bir zaman dilimi olan 11.00-15.00 saatleri

arasinda Ol¢ilmiistiir.

Canlilik Orani (%)

Deneme sonunda elde kalan toplam bitkinin yiizde olarak ifadesi ile hesaplanmustir.

3.2.3. Fidanlarda Tuz Stresi ve Uygun Doz Seviyesinin Belirlenmesinin Ardindan Toleransh ve
Hassas Ceviz Cesitlerinde Tuzluluk Stresine Yonelik Analizler

Tuzluluk stresine dayanimu belirlenen Serr, S6lez-1, Marag-18, Hartley, Chandler ve Fernor
ceviz gesitlerine ait analizlerin yapilmasi amaci ile bu gesitlerin tohumlar1 Yalova Atatiirk Bahge

Kiiltiirleri Arastirma Enstitiisii Miidiirliigii’nden temin edilmistir ve Bahge Bitkileri Boliimii
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Aragtirma ve Uygulama Alaninda bulunan soguk hava deposunda 01/11/2021 tarihinde katlamaya
alinmustir (Sekil 3.8).
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Sekil 3.8. Solez-1, Serr, Maras-18, Chandler, Fernor ve Hartley ceviz ¢esitlerine ait
tohumlarin Nevsehir pomzasi dolu ortamda katlamaya alinmasinin goriiniimii

Denemenin bir sonraki asamasinda belirlenen dayanikli ve hassas gesitlere ait tohumlarin
katlamadan ¢ikartilarak fidan torbalarina sasirtma iglemi yapilmistir. Bu islemin ardindan fidanlarin
yeterli biiyiikliige ulastiginda belirlenen tuz dozunun uygulanmasiyla birlikte fizyolojik ve
morfolojik olgiimler yapilmistir. Denemede belirlenen toleransli ve hassas gesitlere ait tohumlar

fidan torbalarina 10/02/2022 tarihinde sasirtilmigtir (Sekil 3.9).

Tohumlarin ¢imlenmesinin ardindan tuz uygulamasi (150 mM NaCl) yapilacak olan ve

kontrol (0 mM) olarak uygulama yapilacak bitkiler belirlenmistir (Sekil 3.10).
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mM — Mavi: Kontrol (0 mM ))

Denemede tuz uygulamas1 07/06/2022 tarihinde kademeli olarak arttirilarak uygulanmaya
baglanmugtir (Sekil 3.11).

i

Sekil 3.11. Denemede belirlenen cezlere tuz uygulamasm'\m' (-150 NaCl) yapilmas1

Bu ¢alisma Yang ve ark. (2017)’nin kullanmis oldugu tuz uygulama dénemleri baz alinarak
yapilmigtir. Bu dogrultuda belirledigimiz 3 adet hassas ve 3 adet tolerans olmak iizere toplam 6 adet
ceviz gesidinin tuzluluga karsi belirti gésterme durumlarina gore 24. ve 48. saatlerde ornekler
almmustir. Ancak 48. saat 6rneklerinde bitkide olusan hasarlarin fazla olmasi sebebiyle 24. saat
orneklerinde fizyolojik ve biyokimyasal analizler yapilmustir.

Her bir ¢esitten 3 tekerriirlii 5 bitki segilerek asagidaki analizler yapilmistir.

Yaprak sicakliginin belirlenmesi (°C)

SPAD metre ile klorofil 6lglimii

Yaprak say1s1 (adet/bitki)

Yaprak ozmotik potansiyelinin belirlenmesi (MPa)

ok~ W D

Yaprak oransal su igerigi (%)
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Yaprak hiicrelerinde membran zararlanmasinin belirlenmesi (%)
Yaprak su potansiyelinin belirlenmesi (MPa)

Yaprak kuru madde miktar1 (%)

Yaprak alam (cm? /bitki)

© © N o

10. Prolin analizi
11. Yesil aksamda ve koklerde potasyum, kalsiyum, sodyum ve klor konsantrasyonu (ug /
g kuru agirlik veya %)

12. Istatistiksel analizler

Yaprak Sicakliginin Belirlenmesi (°C)

Yaprak sicakliklari, Spectrum marka bir infrared termometre kullanilarak, bitkilerin {istten
tiglincii veya dordiincti yapraklarinda giiniin belirli bir zaman dilimi olan 11.00-15.00 saatleri

arasinda Sl¢lilmiistiir.

SPAD metre ile Klorofil Olgiimii
Tuz ve kontrol kosullarinda yetistirilen ceviz bitkilerinde, tepeden besinci yapraktaki klorofil
miktarina bagl olarak yesil rengin tonlarindaki degisimi belirlemek i¢in Minolta SPAD metre cihazi

kullanilarak dl¢timler yapilmustir (Sekil 3.12).

Sekil 3.12. SPAD Metre ile Klorofil Olgiimiiniin yapilmasi

Yaprak Sayist (adet / bitki)

Deneme tamamlandiginda bitki iizerindeki tiim yapraklar adet olarak sayilmustir.

Yaprak Ozmotik Potansiyelinin Belirlenmesi (MPa)
Denemede yer alan cevizlerin 3. ve 4. yapraklarindan 1 gram ornek alinarak, 19 ml saf su ile
porselen havanda homojenize edilmistir. Elde edilen homojen karigim, mikro filtreden gegirildikten

sonra Gonatec marka ozmometre cihazinda, 50 pl 6rnek kullanilarak Cryoscopic prensibine gore
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Osmomat 030 model ozmometrede Slgiim gergeklestirilmistir (Sekil 3.13). Okumalar Osmol/ kg
olarak cihazdan okunup kaydedildikten sonra, bu degerler MPa birimine doniistiiriilmiistiir (Daggan

ve ark., 2010).

Sekil 3.13. Yaprak ozmotik potansiyelinin belirlenmes
Cihazinin Gorliniimii

e ilgili hazirliklar ve Ozmometre

Yaprak Oransal Su Iceriginin Belirlenmesi

Yaprak oransal su igerigi (YOSI) hesaplamasi, Sanchez ve ark. (2004) ile Tiirkan ve ark.
(2005) yontemlerine gore gergeklestirilmistir. Tuz uygulamasi yapilan ve yapilmayan ceviz
bitkilerinde, uygulama sonunda yaprak ornekleri alinmistir. Oransal su igerigini belirlemek icgin
oncelikle yapraklarin taze agirliklari 6lgilmistiir. Daha sonra yapraklar, 4 saat boyunca saf su
icerisinde bekletilmis ve ardindan yiizeyleri kurulanarak turgor agirliklari belirlenmistir. Turgor
agirliklan olgiilen yapraklar, 65 °C'de 48 saat boyunca etiivde kurutularak kuru agirliklart gram
olarak kaydedilmistir. Taze ve kuru agirliklar asagidaki formiil kullanilarak oranlanmis ve yaprak

oransal su igerikleri (%) hesaplanmistir (Sekil 3.14).

(TA-KA)/(TuA-KA)x100
TA: Taze Agirhik KA: Kuru Agirlik TuA: Turgor Agirlhigi
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Sekil 3.14. Yapra oransal su igeriginin belirlenmesi ile ilgili caligmalar

Yaprak Hiicrelerinde Membran Zararlanmast (%)

Bitki yapraklarinda stres durumunda, hiicrelerden disartya verilen elektrolitlerin EC metre
ile Ol¢iilmesiyle membran zararlanma indeksi (MII) hesaplanmistir (Dlugokecka ve Kacperska-
Palacz, 1978; Fan ve Blake, 1994). Denemede yer alan ¢esitlerden her bitkiden 2 tekerriir olacak
sekilde, bitylime ucundan itibaren 4. yapraklar bu islem i¢in se¢ilmistir. Bunun i¢in 1 cm ¢apindaki
yaprak diskleri de-iyonize su igerisinde 4 saat bekletilmis ve ardindan EC degeri dl¢lilmiistiir. Aym
yaprak diskleri, 121 °C’de 10 dakika bekletildikten sonra ¢ozeltinin EC degeri yeniden dl¢iilmiistiir.
Asagidaki formiil kullanilarak kontrole gore % olarak hesaplanmistir (Sekil 3.15).

Membran Zararlanma indeksi = (Lt — Lc¢ / 1-Lc) x 100
Lt: Tuz stresindeki yapragin otoklav edilmeden dnceki EC / Otoklav edildikten sonraki EC

Lc: Kontrol yapraginin otoklav edilmeden dnceki EC / Otoklav edildikten sonraki EC

&

membran zararlanmasinin belirlenmesi ile ilgili yapilan analizden
gorinim

Sekil 3.15. Yaprak hiicrelerinde

Yaprak Su Potansiyeli (MPa)
Yaprak su potansiyeli, Soilmoisture marka taginabilir basing ¢emberi kullanilarak, bitkilerin
biiyiime ucundan itibaren 2. ve 3. yapraklarinda &lgiilmiistiir. Olgiimler bar biriminde yapilmis ve

daha sonra MPa birimine doniistiiriilmistiir. (Sekil 3.16).
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Sekil 3.16. Yaprak Su Potésyelinin Olqﬁmﬁnn Yapllmasll

Yaprak Kuru Madde Miktart (%)

Her bir bitkiye ait yaprak kisimlari hassas terazide tartilarak g olarak (+ 0.1) yas agirliklari
tespit edilmis, daha sonra 65 °C etiivde 48 saat kurutulduktan sonra yaprak kuru agirlik g olarak
kaydedilmistir. Stres ve kontrol bitkilerinin yaprak yas ve kuru agirliklart kullanilarak bitkilerin tuz
etkinlik degerleri hesaplanmistir. Yaprak kuru madde miktar1 asagidaki formiil kullanilarak

hesaplanmustir:

% KuruMadde = (Kum Adurhk (KA)) 100

Taze Agirlik (TA)

Yaprak Alan: (cm? /bitki)
Deneme sonunda, bir saksidaki bitki {izerindeki tiim yapraklar taranarak “ Digimizer Image

Analysis Software” programi yardimiyla cm? cinsinden hesaplanmustir (Sekil 3.17).

Sekil 3.17. Denemede Yer Alan Bitkiye Ait Yapraklarin Tarandiktan Sonraki Durumu
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Prolin Analizi

Bitki 6rnekleri (250 mg), 5 ml %3 siilfosalisilik asit ¢ozeltisi i¢inde havanda ezilerek
homojenize edilmistir. Elde edilen karisim, 3000 devirde 4 dakika boyunca santrifiij edilmistir.
Santrifiij isleminden sonra, siipernatant kismindan 1 ml alinarak, {izerine 1 ml asit ninhidrin ve 1 ml
glasiyel asetik asit eklenip reaksiyon karigimi hazirlanmistir. Bu karigim, 100 °C’de su banyosunda
1 saat boyunca reakte edilmis ve islem, buz banyosunda durdurulmustur. Reaksiyon karigimi, buz
banyosunda 2 ml toluen ile ekstrakte edilmistir. Sonug olarak, karigimin absorbansi 520 nm dalga

boyunda spektrofotometre ile 6lgtilmiistiir (Sekil 3.18).

o B A . V. pa
Sekil 3.18. Prolin analizinin yapilma agamalari

Yesil Aksamda ve Koklerde Potasyum, Kalsiyum, Sodyum ve Klor Konsantrasyonu (ug / g kuru
agrrlik veya %)

Kurutulan bitki 6rnekleri 6giitiilmiis ve bu 6giitiilmiis 6rneklerden 200 mg alinarak, 5 saat
boyunca 550 °C'de kiil firmninda yakilmistir. Yakma iglemi sonrasinda olusan kiil, %33 liik HCI asit
ile ¢Oziilmiis ve mavi bant filtre kagidi kullanilarak filtre edilmistir. Siiziilen 6rnekler, gerektiginde
%33’liikk HCl ile 1/10 oraninda seyreltilmistir. Seyreltme isleminin ardindan, 6rneklerdeki Na, K ve
Ca elementlerinin konsantrasyonlari, Varian marka FS220 model Atomik Absorpsiyon

Spektrofotometre cihaz ile belirlenmistir (Sekil 3.19).

Sekil 3.19. Na, K, Ca elementlerinin konsantrasyoril'armm belirlenmesi
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Tuzluluk ¢alismalarinda, bitkilerin yesil aksami ve koklerindeki Cl konsantrasyonu Johnson
ve Ulrich (1959) ‘e gore ve Mohr metodu ile belirlenmistir. Bu amagcla, ogiitiilmiis bitki
orneklerinden 100 mg tartilarak 50 ml kapasiteli santrifiij tiipiine yerlestirilmistir. Uzerine 25 ml saf
su eklenmisg, karigim 10 dakika calkalandiktan sonra 4000 devirde santrifiij edilmistir. Elde edilen
eriyikten 20 ml alinarak erlenmayere konulmus ve tizerine 1 ml potasyum kromat indikat6rii
eklenmistir. Daha sonra, giimiis nitrat ¢ozeltisi ile titrasyon yapilmistir. Titrasyona, klorun tamamen
giimiis kloriir olarak ¢okelip agik kahverengi bir renk olustugunda son verilmistir (Sekil 3.20). CI

konsantrasyonu, asagidaki formiil kullanilarak hesaplanmistir:

Klor % = (N-B) /A x 100
N: Numune titrasyonunda kullanilan giimiis nitrat miktari, ml
B: Blank titrasyonunda kullanilan giimiis nitrat miktari, ml

A: Analiz i¢in alinan bitki numunesi miktari mg

[,

Sekil 3.20. CI Ele'mentinin?'Kbnéén%ka ydnun Belirlenmesi

Istatistiksel Analizler

Denemenin kuruldugu her iki yilda da (2021-2022) deneme verileri, JMP 13 istatistik paket
programinda tesadiif bloklar1 deneme desenine gore analizleri yapilmis ve uygulamalar sonucunda
elde edilen veriler “LSD ¢oklu karsilastirma testi” ile karsilagtirllmistir (p<<0,001). Birinci yilda
(2021); 21 ceviz genotipinde, 4 farkli tuz dozu ve kontrol uygulamasinda 3 tekerriir ve her tekerriirde
5 bitki olacak sekilde deneme kurulmustur. Ikinci yilda ise (2022) 6 adet (hassas ve tolerant) ceviz
¢esidinde kontrol ve tuz uygulama (150 mM NaCl) olmak iizere 3 tekerriir ve her tekerriirde 5 bitki
olacak sekilde deneme yapilmistir. Deneme sonucunda Fernor ceviz ¢esidi tuzluluga “hassas” ve

Serr ceviz ¢esidi ise tuzluluga “tolerans” olarak belirlenmistir.

3.2.4. Yaprak Orneklerinin Ahnmasi ve RNA izolasyonu

Tuzluluga hassas Fernor ve toleransli Serr ceviz gesitlerinden alinan yaprak oOrnekleri
materyal olarak kullamilmustir. Her iki ¢eside tuz uygulamasi yapilmis, uygulama ve kontrol
bitkilerinden yaprak 6rnekleri, denemede Yang ve ark. (2017)’nin kullanmis oldugu tuz uygulama
donemleri baz almarak yiiriitiilmistiir. Yaprak ornekleri alinarak folyo kdgidina sarilip sivi azot

icerisinde laboratuvara getirilmis ve zaman kaybedilmeden -80°C’ye konulmustur. Tolerant Serr ve
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hassas Fernor ceviz ¢esitlerinden her bir 6rnekte RNA izolasyonlar1 ayr1 ayr1 yapilmistir. Her bir

ceside ait RNA ornekleri uygulama ve kontrol olacak sekilde ayri ayr1 bulk yapilmstir (Sekil 3.21).

RNA izolasyonu Carvalho ve ark. (2015)’na gére Topgu (2019)’nun mindr modifikasyonlar
gergeklestirdigi protokole gore yapilmistir. CTAB ekstraksiyon tampon ¢ozeltisinin igerigi %2 PVP,
30 mM EDTA, 2 M NacCl, %2 CTAB, 100 mM TRIS ve %0,05 spermidine igermektedir.

RNA izolasyon islemleri, kontaminasyon riskini en aza indirmek amaciyla steril bir kabin

igerisinde gergeklestirilmistir (Sekil 3.22).

Sekil 3.22. RNA izolasyonu yapilacak yapral; drneklerinin sn.: azotta ezilmesi

RNA izolasyonu, asagidaki sekilde gergeklestirilmistir:

Bitki yaprak 6rnekleri sivi azot yardimiyla havanda iyice ezilmis, 100 mg'lik miktar alinarak
2 ml'lik tiiplere aktarilmistir. Her bir 6rnege, %2 B-merkaptoetanol igeren ve onceden 65 °C’de
sitilmig 1 ml CTAB ¢ozeltisi eklenmistir. Tiipler, 65 °C’ye ayarlanmig su banyosunda her 5 dakikada
bir ¢alkalanarak toplamda 20 dakika inkiibe edilmistir. Ardindan tiipler, su banyosundan alinip 5
dakika buz iizerinde bekletilmistir. Orneklerin iizerine 1 ml kloroform:izoamilalkol (24:1) karisimi
eklenmis ve tiipler, beyaz bir goriiniim elde edilene kadar iyice karistirlmistir. Karisim, 4 °C’de
14.000 rpm hizinda 20 dakika santrifiij edilerek slipernatant temiz 2 ml’lik tiiplere aktarilmustir.

Kloroform:izoamilalkol ile karigtirma ve santrifiij islemi toplamda ii¢ kez tekrarlanmistir. Son
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islemden sonra iist faz, temiz 1.5 ml’lik tiiplere alinmis ve iist faz hacminin %10’u kadar 3M sodyum
asetat (pH 5.2) ile 2.5-3 kat1 soguk %100 etanol eklenmistir. Tiipler nazikge ¢alkalanarak -20 °C’de
bir saat bekletilmis, ardindan +4 °C’de 14.000 rpm’de 30 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrast
olugsan RNA ¢dkeltilerine soguk %100 etanolden 250 pl eklenmis ve 14.000 rpm’de 4 °C’de 3 dakika
santrifiij edilmigtir. %100 etanol uzaklastirildiktan sonra tiipe 250 pl %75 etanol eklenmis,
calkalanmig ve ayni kosullarda tekrar santrifiij edilmistir. Bu igslemden sonra tekrar %100 etanol
eklenerek benzer sekilde santrifiij edilmistir. Son olarak tiiplerden %100 etanol uzaklastiritlmig, RNA
¢okeltileri buz iizerinde kurutulmus ve 50 ul DEPC (dietilprokarbonat) su eklenmistir. izole edilen
RNA, miktar ve kalite kontroliine kadar -80 °C’de saklanmustir.

Izole edilen toplam RNA’larin miktarlar1 Qubit flourometre cihazi ile Qubit RNA BR assay
kiti kullanilarak belirlenmistir. Ardindan RNA’larin kalitelerine % 0.5°1ik agaroz jelde bakilmistir
(Sekil 3.23).

et

|

:.-::-.--:l:‘:-::-:.-‘elt g0

Sekil 3.23. RNA’larin kalitelerinin % 0.5’lik agaroz jeldeki goriintiisii

3.2.5. Kiitiiphane Olusturma ve RNA Sekanslama

Denemede Yang ve ark. (2017)’nin kullanmis oldugu tuz uygulama dénemleri baz alinarak
yapilmigtir. Bu dogrultuda belirledigimiz hassas ve tolerans ceviz gesitlerinin tuzluluga karst tam
olarak semptom gosterme donemi olarak 48. saatte alinan 6rnekleme grubu RNA sekanslamasina
gonderilmistir.

RNA sekanslama iglemleri hizmet alimi olarak BGI (Beijing Genomics Institute) firmasina
yaptirilmistir. Tolerant Serr ve hassas Fernor ¢esitlerinde izole edilmis RNA’lar Agilent 2100 Bio
analyzer cihazinda RNA konsantrasyonu, RIN degeri, 28S/18S ve tiim fragment uzunluk dagilimi
belirlenmis ve ardindan kiitliphane olusturulmustur. Sekanslama DNBseq platformunda ¢ift yonlii
(PE150) olarak gergeklestirilmistir. Her iki ¢eside ait uygulama ve kontrol grubu olmak iizere ii¢
tekerriirlii olarak olusturulan toplam 12 bulk 6rneginde RNA sekanslamasi yapilmis ve
biyoinformatik analizler ile tuzluluga tolerans bakimindan bulk 6rnekleri arasinda farkli ekspirese

olan aday genler belirlenmistir (Sekil 3.24).
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Toplam RNA
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Birinci Iplik Sentezi

A 4

Ikinci Iplik Sentezi

v

Ug Onar1 ve A adaptdr baglanmasi

A 4

Dizilemenin Yapilmasi

Sekanslama
Sekil 3.24. BGI tarafindan gergeklestirilen siireclerin sematik genel goriiniimii

3.2.6. Biyoinformatik Analizler

Toplam RNA analizini yapmak i¢in Agilent 2100 Bio analizor (Agilent RNA 6000 Nano
Kit) kullamlmistir. Ornek kalite kontrolii: RNA konsantrasyonu, RIN degeri, 28S5/18S ve fragman
uzunlugu dagiliminda, bitki Orneklerinin toplam RNA miktarin1 belirlemek i¢in NanoDrop
kullanilmistir. Sekanslama sonrasinda bir dizi filtreleme iglemleri yapilmistir. rRNA'lara eslenen
okumalar1 kaldirilmistir ve ham data elde edilmistir. Ardindan diisiik kaliteli okumalar (okuma
kalitesi %20 az ve %40 dan fazla olan okumalar), adaptorler ve bilinmeyen okumalar (N>%1)
temizlenmistir. Elde edilen temiz okumalar Chandler ceviz ¢esidinin referans genomuna
(GCF_001411555.2_Walnut_2.0_NCBI) hizalanmis ve tuzluluga tolerans bakimindan farkli ifade
olan genler tespit edilmistir.

Her bir 6rnekten elde edilen temizlenmis RNA dizileri ceviz referans genomu kullanilarak
HISAT?2 (Kim ve ark., 2015) programu ile haritalama yapilmstir. StringTie (Pertea ve ark., 2015),
Cufflinks (Trapnell ve ark., 2012) ve CPC (Kong ve ark., 2007) programlari ile referans transkriptom
dizileri de kullanilarak yeni referans transkriptom elde edilmistir. Bowtie2 (Langmead ve Salzberg,
2012) programi kullanilarak her bir 6rnege ait temiz okumalar yeni olusturulan referans transkriptom
dizilerine haritalanmis ve RSEM (Li ve Devey, 2011) programi ile gen ekspiresyon seviyeleri
(FPKM) belirlenmistir. Mfuzz (de Hoon ve ark., 2004) programu ile clustering analizleri yapilmstir.
Ornekler arasinda DEG’ler DEseq2 (Fold Change > 2.00 ve adjusted p < 0.05) (Love ve ark., 2014)
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ve PossionDis (Fold Change > 2.0 ve FDR < 0.001) (Audic ve Claverie, 1997) algortimalar ile
belirlenmistir. DEG’lerin GO (Gen Ontoloji) ile KEGG pathway (Kanehisa ve ark., 2007) analizleri
R programinin phyper fonksiyonu ile yapilmistir. DEG’lerin transkripsiyon faktorlerinin (TF)
belirlemeleri i¢in dnce ORF’ler getorf ile belirlenmis ve sonra hmmsearch programi (Mistry ve ark.,

2013) ile ORF’ler TF domain ile hizalanmistir.

3.2.7. RNA-Seq Datasinin Validasyonu

RNA-Seq verilerinin dogrulanmas1 amaciyla tuzluluk stresiyle iliskili olan genlerden farkli
fold-change degerlerine sahip rastgele genler se¢ilmistir. Bu segilen genlerin ekspresyon
seviyelerinin gPCR ile belirlenmesi ve RNA-Seq datasiyla karsilastirilmast amaciyla Primer3 (You
ve ark., 2008) web aract kullanilarak primerler tasarlanmistir (Cizelge 3.3). Primer tasarlanirken
normal belirlenmis (default setting) ayarlar kullanilmistir. Ancak primer uzunlugu (Min:20, Opt: 24,
Max:28), primer erime derecesi (Min:60, Opt: 64, Max:70), primer GC oran1 (Min:30, Opt: 45,
Max:65) ve primer 3’ ucu GC sayis1 (CG Clamp=1) parametrelerinde degisiklik yapilmistir.
Primerler tasarlanirken genomik DNA kontaminasyonundan ve genin diger transkriptlerinden
etkilenmemesi amaciyla gen iizerindeki exon-exon junction bolgelerinden izoformlar spesifik olarak
gelistirilmistir. Toplam 14 adet baglantili genlerden tasarlanan primerlere ek olarak referans

genlerden tasarlanan dort adet primer ile birlikte toplam 18 adet primer tasarlanmustir.

Cizelge 3.3. Primer3 web Araci Kullanilarak Olusturulan Primerlerin Isimleri ve Baz Dizisi 5°-3°

No Primer Adi Baz Dizisi 5°-3°
1 Jr_Salt 005-F GGGTTTATGTGACCACCTGAGATGC
Jr_Salt 005-R GCGACTTTCCTGTTTCTGTACATC
2 Jr_Salt 006-F AGCACTGCATCACCATGTAGAAC
Jr_Salt 006-R CGGGCATCTCAGGTGGTCAC
3 Jr_Salt 007-F CTTCAATCACCGAATCGGCTGAG
Jr_Salt 007-R GAGAAGGTTTGATAGGAAAAGTGG
4 Jr_Salt 008-F GTGCTGTATCCATCGAGTTTGAAG
Jr_Salt 008-R CAGCCGATTCGGTGATTGAAGACC
5 Jr_Salt 009-F TCTGCAACTCTACCATCACTGAGGAC
Jr_Salt 009-R CTGAGTTTAAGGGCTGTACTGTATG
6 Jr_Salt 010-F TGCCTTCACTAGGTGTTTCACAAG
Jr_Salt 010-R GGTCCTCAGTGATGGTAGAGTTGC
7 Jr_Salt 011-F GGACCACTGAGCAGAATCTGATCATCC
Jr_Salt 011-R CTCATTTCAACCCACTGAAGAAG
8 Jr_Salt 012-F CTGACGATTGAAGTCCAATGATAC
Jr_Salt 012-R ATCAAGGATGATCAGATTCTGCTCAG
9 Jr _Salt 2.011-F CATGTAAAAATTGGTCAGCTTCAC
Jr_Salt 2.011-R GCTTTGCTGAGTTGTAATGCAGGTTATG
10 Jr_Salt 2.012-F AATTTGAAGATATTGCAACCACTG
Jr_Salt 2.012-R CTGCTTTGCTGAGTTGTAATGCAGG
11 Jr_Salt 013-F ATGCGGCATTGCACAAGGTCATTAC
Jr_Salt 013-R CACAAGATCTATCACATCATCAAGC
12 Jr_Salt 014-F CCCTGGTACAGATAGCTTCACTTG
Jr_Salt 014-R TGGGATTGCTGAAGTAATGACCTTGTGC
13 Jr_Salt 015-F ATATTGCCTTGCATCAACTGCACTAGC
Jr_Salt 015-R GGATCAGTTTCAACAGCACAGAC
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(Cizelge 3.3’iin devami)

14 Jr_Salt_016-F GAAGATTCTCCAGGTTCTGAGATG
Jr_Salt_016-R TGCAAGAGGCTAGTGCAGTTGATGC

15 Jr_Ref ARP3_001-F (referans gen) | CGTGTTTATTGAACTCCTTGACG
Jr_Ref_ARP3_001-R (referans gen) | GGAAGGATGTTACTCTTTTTGTCC

16 Jr_Ref_ARP3_002-F (referans gen) | CGTTCATAGCCAATATCACAAGAG
Jr_Ref ARP3 002-R (referans gen) | GTTCTGATATCGTCAAGGAGTTC
Jr_Ref_GRIK2_001-F(referans gen) CAGGTGTTTGAGGATGACAATG

Y Jr_Ref_GRIK2_001-R (referansgen) | AGAAATGGATAATGTCCCAGAATC
Jr_Ref_GRIK2_002-F(referans gen) ATATTGTGCATGGCGATATTAAAC

10 Jr_Ref_GRIK2_002-R (referansgen) | GCTCATCATTGTCATCCTCAAAC

3.2.8. Farkh Ekspirese Olan Genlerin qPCR ile Validasyonu

Tuzluluk bakimindan farkli ifade olan genlerin validasyonu dayanikli ve hassas ornek
gruplarina ait tuzluluk stresine maruz birakildiktan sonraki 24. saatte Orneklenen RNA’lar
kullanilarak gPCR analizleri RealTime-PCR cihazinda (Roche Lightcycler® 96) gergeklestirilmistir.
Calismada farkli ekspirese olan genlerin tuzluluk ile baglantili olup olmadiklarint belirlemek igin
yiiksek iligkili genlerden tasarlanmis primerler kullanilarak qPCR analizleri yapilmustir.

Miktarlar1 100 ng’a ayarlanan RNA’lar, High Capacity cDNA RT Kit (Applied Biosystems)
kullanilarak cDNA sentezi i¢in kullanilmigtir. Bu islemde, reaksiyon i¢in 5 pl 100 ng RNA 6rnegi
almmustir. Reaksiyon karigiminda 2 pl 10X RT buffer, 2 ul 10X RT random primer ve 0.8 ul 100
mM dNTP yer almistir. Toplam reaksiyon hacmi 20 pl olarak ayarlanmis ve kalan hacim, RNase-
free su ile tamamlanmistir. High Capacity cDNA RT Kit (Applied Biosystems) ile olusturulan cDNA
PCR dongii kosullar1 Cizelge 3.4°de verilmistir.

Cizelge 3.4. High Capacity cDNA RT Kit (Applied Biosystems) ile olusturulan cDNA PCR dongii

kosullari

Sicaklik (°C) | Zaman (sn) Déngii
1. Adim 25 10 1
2. Admm 37 60 1
3. Adim 85 5
4., Adim 4 - -

Daha sonra cDNA oOrnekleri 5 kat seyreltilerek qPCR reaksiyonlar1 gergeklestirilmistir.
gPCR islemleri, Ampliqon (Denmark) tarafindan {iretilen Real Q Plus 2X Master Kit kullanilarak,
firmanin talimatlaria uygun sekilde yapilmistir. Transkriptom analizleri ise Roche Lightcycler® 96
(Roche Life Science) cihazinda gerceklestirilmistir. Real Q Plus 2X Master Kit ile yapilan RT-gPCR

icin kullanilan dongii kosullar Cizelge 3.5’te sunulmustur.
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Cizelge 3.5. Real Q Plus 2X Master Kit (Ampliqon, Denmark) ile olusturulan RT-qPCR dongii

kosullar1
Sicaklik (°C) Zaman Doéngii

1. Adim 50 2 dk 1

2. Adim 94 15 dk 1

3. Adim 94 15sn

4. Adim 55 30 sn 45

5. Adim 70 30 sn

6. Adim 37 30sn 1

LinRegPCR versiyon 2017.1 yazilimi kullanilarak, her bir dongiide elde edilen ekspresyon
degerlerinden yola ¢ikarak RNA'larin kalite (efficiency) diizeyleri hesaplanmistir. Kalite degeri
1.95'ten diisiik veya 2'den yiiksek olan RNA o6rnekleri yeniden izole edilerek, cDNA sentezi ve
ekspresyon analizleri tekrar gergeklestirilmis ve kalite kontrolii yapilmustir.

LinRegPCR ile kalite belirlenen ornekler, 6 farkli referans gen kullanilarak ekspresyon
analizine tabi tutulmustur. Referans genlerin analiz sonuglar1 dogrultusunda, en iyi referans gen
se¢imi i¢in RefFinder adli web tabanli yazilim kullanilarak delta-Ct (Silver ve ark., 2006),
BestKeeper (Pfaff ve ark., 2004), geNorm (Vandesompele ve ark., 2002) ve NormFinder (Andersen
ve ark., 2004) algoritmalari ile en uygun referans gen belirlenmistir.

Ekspresyon analizleri sonucunda elde edilen Ct degerleri, segilen referans gen ile normalize
edilerek, her bir 6rnekteki her bir gen i¢in ekspresyon seviyeleri 244" yontemi ile hesaplanmigtir

(Livak ve Schmittgen, 2001; Goni ve ark., 2009; Topgu, 2019).
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Bu calismada, farkli ceviz genotiplerinin tuz stresine karsi morfolojik, fizyolojik ve
molekiiler diizeyde verdigi yanitlar ortaya konmus ve elde edilen bulgular literatiirle karsilagtiriimali
olarak verilmistir. Caligmanin ilk yilinda (2021 yil1), 21 farkli ceviz genotipine dort farkli NaCl
konsantrasyonu uygulanmis; bitki boyu, yaprak sicakligi, yaprak sayisi, SPAD degeri, gorsel skala
ile degerlendirme, yaprak oransal su igerigi, kok kuru madde miktar1 ve canlilik oran1 gibi ¢esitli
morfolojik ve fizyolojik parametreler {izerinden tuz stresine verilen tepkiler degerlendirilmistir. Elde
edilen veriler dogrultusunda, tuza tolerans diizeyleri bakimindan farklilik gosteren alti genotip
belirlenmis ve denemenin ikinci y1l (2022 yili) uygulamalari bu segilen genotipler ile stirdtirilmiistiir.

Ikinci y1l, segilen alt1 genotipe kontrol (0 mM) ve 150 mM NaCl olacak sekilde tuz dozu
uygulanarak, klorofil igerigi, bitki gelisim 6zellikleri, yaprak sicakligi, stomal iletkenlik, fotosentetik
pigmentler, membran stabilitesi, iyon birikimi ve prolin diizeyleri gibi ¢ok sayida fizyolojik ve
biyokimyasal parametre analiz edilmistir. Bu ¢ok yonlii analizler sonucunda, Serr gesidi tuza
toleransli, Fernor ¢esidi ise tuza hassas olarak belirlenmis ve bu iki ¢esit izerinde RNA-Seq temelli
gen ifade analizleri gerceklestirilmistir. Boylece, ¢alismada sadece fizyolojik degerlendirmeler degil,

ayn1 zamanda molekiiler yanitlarin da biitiinciil bir yaklagimla ortaya konmasi hedeflenmistir.

4.1. Ceviz Cesitlerinin Tuza Tolerans Durumlarinin Belirlenmesi

Denemenin ilk yilinda 21 farkl ceviz genotipine dort farkli NaCl dozu (75, 150, 225 ve 300
mM) ve kontrol (0 mM) uygulanarak elde edilen morfolojik ve fizyolojik verilere gére ceviz
genotiplerinin tuz stresine karsi gosterdigi tolerans diizeyleri degerlendirilmistir. Bitki boyu, yaprak
sicakligl, yaprak sayisi, gorsel skala ile degerlendirme, SPAD degeri, yaprak oransal su igerigi, kok
kuru madde miktar1 ve canlilik orami gibi parametreler kullanilarak genotipler arasindaki farkliliklar
istatistiksel olarak analiz edilmis ve genotiplerin tuzluluk stresine verdikleri yanitlar
karsilastirilmistir. Elde edilen sonuglar, ikinci y1l denemelerine dahil edilecek genotiplerin segiminde

temel teskil etmistir.

4.1.1. Bitki Boyu (cm)

Bu ¢alismada, 21 farkli ceviz genotipine uygulanan dort farkli tuz konsantrasyonunun (75,
150, 225 ve 300 mM NaCl) bitki boyu iizerindeki etkileri degerlendirilmistir (Cizelge 4.1). Elde
edilen bulgular, artan tuz konsantrasyonunun bitki boyu iizerinde genotipe bagh olarak farklilik
gosteren ancak genel olarak baskilayici bir etki olusturdugunu ortaya koymustur. Kontrol grubu
ortalamasi 31.01 cm iken, bu deger 75 mM NaCl uygulamasinda 29.18 cm, 150 mM NaCl dozunda
27.10 cm, 225 mM NaCl uygulamasinda 23.65 cm ve 300 mM NaCl dozunda 21.44 cm olarak
belirlenmistir. Bitki boyundaki bu azalma egilimi, tuz stresinin biiyiime tizerindeki olumsuz etkisinin

tuzluluga bagh olarak arttigini ve yiikksek tuz konsantrasyonlarinda biiylimenin ciddi sekilde
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sinirlandigimi gostermektedir. Ceviz ¢esitleri agisindan degerlendirildiginde, tuz stresine karsi
tolerans diizeylerinin istatistiki agidan 6nemli dlgiide farklilik gosterdigi gdzlemlenmistir. Yalova-3,
Serr ve Solez-1 ceviz cesitleri, yiiksek tuz konsantrasyonlarmda dahi biiylime performanslarim
biiyiik 6l¢iide koruyarak yiiksek diizeyde tuzluluga tolerans gdostermistir. Yalova-3 ceviz ¢esidi 300
mM NaCl uygulamasinda 32.7 cm'lik bitki boyuna ulagmis, Serr ceviz gesidi ise 150 mM ve 75 mM
NaCl uygulamalarinda sirasiyla 42.5 cm ve 43.1 cm ile 6ne gikmistir. S6lez-1 ceviz gesidi ise genel
tuzluluk ortalamasinda 32.7 cm ile toleransli ceviz ¢esitleri arasinda yer almistir. Buna karsin Fernor,
Hartley ve Pedro ceviz gesitleri, artan tuz konsantrasyonlarina bagli olarak belirgin biiyiime kayiplari

yasamis ve bu durum bu gesitlerin tuz stresine kars1 duyarliligim agikca ortaya koymustur. Ozellikle

Hartley ceviz ¢esidi, 300 mM NaCl uygulamasinda 10.2 cm’lik bitki boyuna ulasabilmistir.

Cizelge 4.1. Farkli ceviz ¢esitlerinde tuz dozlarinin bitki boyu iizerine etkisinin degerlendirilmesi

Bitki Boyu (cm) Tuz Dozlar Tuzluluk

Cesitler 300 mM 225 mM 150 mM 75 mM Ortalama Kontrol
Chandler 20.84+2.88 | 23.9+1.18 | 25.6+1.26 | 26.2+3.13 24.1¢h 27.9+3.54
Antalya-3 24.0+3.25 | 249+1.13 | 26.6+3.39 | 27.0+1.39 25.6 e-g 30.6 £3.83
Fernor 126 +£1.25 | 12.9£1.99 | 14.6+1.15 | 13.2+0.36 133§ 15.8+2.32
Oguzlar-77 22.0+1.09 | 23.5 £2.14 | 31.7+£1.01 | 33.6+4.25 27.7 d-f 34.9 £0.8
Howard 19.6£0.52 | 21.9+24 23.2+4.27 | 30.2+3.83 23.7 gh 30.2 £1.63
98-115 23.6 £0.76 | 23.9+4.73 | 24.242.79 24.8 £0.5 24.1 gh 25.6 +2.43
Sen-1 29.1£2.98 | 299+4.64 | 34.0%£1.09 | 35.1 £2.75 32.0 bc 35.5+4.39
Sebin 19.6 £3.17 | 19.6 £1.01 20.8+£2.52 | 21.7+2.98 20.41 24.4 £3.09
Maras-18 24.9+£3.84 | 27.5+£2.08 | 28.4+0.95 | 28.9 £6.02 27.4 d-f 30.3 £2.02
Hartley 102+095 | 11.3 £1.3 | 14.00+2.18 | 16.6+2.5 13.0] 20.6 +£5.89
230/37 24.6£1.94 | 27.3+7.95 | 29.0+1.25 30.8 +6 27.9 de 31.6+6.83
77-H-1 17.8 £1.7 239+1.38 | 254+1.01 | 26.7+1.26 23.5gh 26.7 £0.38
Kaman-1 21.0+3.83 | 20.3+0.13 | 21.9+£3.91 | 27.3+5.49 22.6 i 27.3+2.44
KM-2 253 +2.25 | 25.8+4.83 | 33.2+5.07 353+4.6 29.9 cd 37.3+4.01
Marag-12 17.4+£521 | 22.6+4.31 | 28.6+4.75 | 31.2+5.59 25.0 f-h 31.3+4.72
Midland 26.74+8.36 | 27.9+5.89 | 30.1£1.76 | 33.1 £3.22 29.5cd 37.3+£7.47
Yalova-3 32.7+£6.43 | 33.7+6.63 | 34.94£2.99 | 40.5+4.93 355a 44.2 +£5.09
Serr 22.6 £8.06 | 29.5+7.17 | 42.5+£3.73 | 43.1+9.39 344a 44.4 £9.93
Solez-1 26.3£9.08 | 32.1 £10.07 | 34.5%£5.77 | 37.8+4.93 32.7 ab 37.9+3.13
214/47 16.8 £3.21 20.9£1.4 28.8+6.03 | 29.8 +£3.82 24.1 gh 31.7+4.14
Pedro 12.6 £6.2 13.34£3.69 | 17.2+£5.95 | 19.8£1.64 157 25.8+3.1

Genel Ort. 21.44d 23.65¢ 27.10b 29.18a 31.01a

* Ay siitunda farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasinda istatistiki diizeyde 6nemli farklilik bulunmaktadir
((p<0.0001) (LSD %5= 2.84)) ((p<0.0001) (LSD %5= 1.29)).

Tuzluluk stresi, bitkilerde fotosentez, solunum ve protein sentezi gibi temel fizyolojik

stirecleri olumsuz etkileyerek, bitki boyu, siirgin ve kok gelisimi gibi vegetatif biiylime

parametrelerinde 6nemli gerilemelere yol agmaktadir (Boyer, 1982; Pal ve ark., 2004; Saadatmand
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ve ark., 2007; Bressan, 2008). Bu durum, yalnizca ceviz gibi sert kabuklu meyve tiirlerinde degil,
farkli bitki tiirlerinde de benzer sekilde gozlenmistir. Kamiab ve ark. (2012) tarafindan yapilan
calismada, antepfistig1 anaglarinda yliksek tuz konsantrasyonlarinin siirgiin uzunlugunda belirgin
azalmalar olusturdugu bildirilmistir.

Bu calismada elde edilen bulgular da, tuzluluk stresinin ceviz fidanlarinin vegetatif
biiylimesi iizerinde olumsuz etkiler olusturdugu agik¢a ortaya koymustur. Tuz konsantrasyonunun
artistyla birlikte bitki boyu degerlerinde istatistiksel olarak anlamli azalmalar meydana gelmis, 300
mM NaCl uygulamasinda ortalama bitki boyu 21.44 cm’ye kadar diismistiir. Cevizde tuz stresi ile
biiylime performans: arasindaki negatif iliskiyi dogrulamakta ve literatiirdeki onceki ¢aligmalarla
biiyiik dlciide ortiismektedir.

Lotfi ve ark. (2009a, 2009b) tarafindan yapilan ¢aligmalarda, 50-250 mM NaCl uygulanan
farkli ceviz genotiplerinde biiylime parametrelerinde énemli azalmalar raporlanmis ve genotipler
arasi tuzluluk tolerans farkliliklar1 belirlenmistir. Bu ¢alismalarda Chandler ceviz ¢esidi tuzluluga
yiiksek tolerans gostermis, Serr ve Lara gibi gesitler ise tuzluluk stresine daha duyarli sinifta
degerlendirilmistir. Ancak bu ¢alismada elde edilen veriler, 6zellikle Serr ceviz gesidinin 75 ve 150
mM NaCl konsantrasyonlarinda gosterdigi yiiksek biiylime performansi ile literatiirde bildirilen
duyarlilik siniflandirmalarindan farklilik géstermektedir. Bu durum, tuz stresine verilen yanitlarin
stresin siddeti, uygulama siiresi, kullanilan ortam kosullar1 ve genetik varyasyonlar gibi faktorlerden
etkilenebilecegini ortaya koymaktadir.

Benzer sekilde, Akga ve Sahin (2022) tarafindan yapilan bir bagka ¢alismada da, artan tuz
konsantrasyonlarinin (0.3—5 dS/m) Chandler fidanlarinin siirgiin ve kok gelisimini baskiladig:
bildirilmis ve tuzlulugun vegetatif biiylime iizerindeki sinirlayici etkisi vurgulanmistir. Bu bulgular,
ozellikle bu ¢alismada gozlenen 300 mM NaCl uygulamasina bagli biiylime gerilemesi ile dogrudan
paralellik gostermektedir.

Ozellikle Yalova-3 ve Sélez-1 gesitlerinin yiiksek tuz konsantrasyonlarinda dahi biiyiime
performanslarmi koruyabilmeleri, literatiirde daha once dogrudan calisilmamis olmasi nedeniyle
bilimsel acidan 6zgiin bir katki sunmaktadir. Bu yerli cesitlerin, tuz stresine toleranshi genetik
materyaller ~ olarak 1slah  programlarinda  kullamim  potansiyeline  sahip  olduklar
degerlendirilmektedir.

Ote yandan, Hartley, Fernor ve Pedro gibi bazi gesitlerin tuzluluk stresine kars1 gosterdigi
diisiik biiylime performansi, daha 6nce yar1 toleransli olarak tanimlanan bu ¢esitlerin 6zellikle yiiksek
siddette stres kosullarinda daha hassas hale gelebilecegini gostermektedir. Bu durum, stres
yanitlarinin yalmzca genotipik Ozelliklerle smirli kalmayip, g¢evresel kosullar ve uygulama

parametreleri ile karmasik bir etkilesim igerisinde sekillendigini bir kez daha teyit etmektedir.
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4.1.2. Yaprak Sicakh@ (°C)

Bu calismada, 21 farkli ceviz genotipinde dort farkli tuz dozu (75, 150, 225 ve 300 mM
NaCl) uygulanarak yaprak sicakligi {izerindeki etkiler degerlendirilmistir (Cizelge 4.2). Elde edilen
bulgular, yaprak sicakliginin artan tuz konsantrasyonlariyla birlikte genel olarak yiikseldigini ve bu
etkinin genotiplere bagl olarak farklilik gosterdigini ortaya koymustur. Tiim genotipler dikkate
alindiginda, yaprak sicakligi 75 mM NaCl uygulamasinda ortalama 36.58 °C iken, bu deger 150 mM
NaCl dozunda 37.73 °C, 225 mM NaCl uygulamasinda 38.37 °C ve 300 mM NaCl dozunda 39.29
°C olarak ol¢iilmiistiir. Kontrol grubunda ise ortalama sicaklik 35.33 °C diizeyinde tespit edilmistir.
Bu artis, tuzluluk stresinin bitkilerde terleme etkinligini diigiirerek 1s1 birikimine yol ag¢tigini ve
stomal aktiviteyi kisitladigini gostermektedir.

Yaprak sicakligi, ceviz genotipleri agisindan degerlendirildiginde tuzluluk dozlarina
duyarlilik agisindan istatistiki agidan 6nemli farkliliklar sergiledigi gézlemlenmistir. En yiiksek
yaprak sicakligi, 40.9 °C ile Oguzlar-77 g¢esidinde kaydedilirken, bunu 40.3 °C ile Fernor ve 39.3—
39.0 °C araligiyla Howard ve Chandler ceviz gesitleri takip etmistir. Bu ceviz gesitlerinde yaprak
sicakligiin yiiksek olmasi, tuz stresine bagli olarak stomal kapanmanin belirgin oldugunu ve bu
nedenle terleme yoluyla yeterli sogutmanin ger¢eklesemedigini géstermektedir. Bu durum, bu ceviz
gesitlerinin tuz stresine karsi fizyolojik anlamda daha duyarli oldugunu diisiindiirmektedir.

Buna karsilik, Serr ceviz ¢esidinde yaprak sicakligi diger ceviz genotiplerine kiyasla
istatistiki agidan anlaml diizeyde diisiik bulunmustur. Serr ¢esidinde 300 mM NaCl uygulamasinda
yaprak sicakligi 36.1 °C’ye, 75 mM NaCl dozda ise yalnizca 30.8 °C’ye kadar diismiistiir. Benzer
sekilde, Yalova-3 ¢esidinde de 75 mM NaCl dozda yaprak sicakligi 35.3 °C, kontrol grubunda ise
30.7 °C olarak Ol¢iilmiistiir. Bu sonuglar, dzellikle Serr ve Yalova-3 ceviz ¢esitlerinde tuz stresi
altinda bile stomal agikligin korunabildigini, boylece transpirasyon yoluyla sicaklik diizenlemesinin
etkin bir sekilde siirdiirtilebildigini géstermektedir. Bu durum, bu ¢esitlerin tuz stresine karst daha

toleranslhi fizyolojik 6zelliklere sahip oldugunu ortaya koymaktadir.

Cizelge 4.2. Farkli ceviz genotiplerinde 4 farkli tuz dozunun yaprak sicakligina etkisinin

degerlendirilmesi
Yapra-l((£1)cakh€rl Tuz Dozlan Tuzluluk

Cesitler 300mM | 225mM | 150 mM | 75 mM Ortalama Kontrol
Chandler 40.3+0.41 | 39.0+1.85 | 39.7+0.56 | 37.0 +0.37 39.0 bc 36.1 £0.4
Antalya-3 39.0 £1.03 | 38.4+0.77 | 37.7+1.23 | 36.0 £1.45 37.8d-g 32.4+1.93
Fernor 42.0+1.32 | 40.3+1.16 | 39.5+0.35 | 39.4+0.41 40.3a 38.9+0.32
Oguzlar-77 42.3+1.43 | 40.8 £0.39 | 40.6 £1.05 | 39.9 £1.05 409a 38.7 £2.09
Howard 40.4 £1.31 | 39.7+1.92 | 39.4+1.8 37.7+3.4 39.3b 36.6 £1.28
98-115 39.0+2.23 | 38.2+0.73 | 37.9+1.71 | 37.8 £1.71 38.2c-e 35.6 £1.98
Sen-1 40.4 £0.57 | 38.4+1.56 | 38.2+0.41 | 37.6 £1.93 38.7 b-d 35.1+1.39
Sebin 39.1+0.37 | 38.3+1.57 | 38.1 £1.98 | 37.7+1.46 38.3 c-e 36.9 £0.54
Maras-18 39.8+0.37 | 38.7+0.53 | 38.7+0.48 | 38.3 +£0.36 38.9 bc 38.3+0.16
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(Cizelge 4.2°nin devami)

Hartley 39.2+0.54 | 38.7 +0.64 | 38.6 £+0.47 | 37.3 £0.97 38.5b-d 36.0 +£1.06
230/37 37.8+1.32 | 37.7+40.26 | 37.4+1.48 | 36.3 £0.55 37.3e-h 36.0 £0.8
77-H-1 39.24+0.93 | 38.9+1.55 | 37.8 £1.15 | 36.7£2.44 38.2 c-f 36.3 £0.92
Kaman-1 39.1+0.78 | 37.3£1.11 | 36.9 £0.58 | 36.0 £0.83 37.3e-h 35.6 £0.78
KM-2 38.6+1.73 | 38.4£1.72 | 35.9+£0.83 | 35.8 £1.08 37.2 f-h 34.1 £0.92
Maras-12 39.742.86 | 38.9+0.6 | 37.3£1.94 | 36.4£1.26 38.1cf 36.3 £0.29
Midland 38.8+2.1 | 38.7+0.26 | 38.4+0.4 | 33.3+0.99 37.3e-h 33.2£1.56
Yalova-3 38.4+0.29 | 37.0+1.14 | 36.1 £0.36 | 35.3+£0.92 36.7h 30.7 £0.71
Serr 36.1£0.95 | 35.9+1.25 | 33.8 £2.52 | 30.8+0.71 34.21 30.6 +0.35
Solez-1 38.7+40.3 | 37.6 +0.76 | 35.9+0.73 | 35.3 +£0.39 36.9 gh 35.0+1.2
214/47 38.2+1.01 | 37.9+0.61 | 37.5+0.18 | 37.4 £0.69 37.8d-g 34.5+0.48
Pedro 39.0+0.99 | 36.9+£0.53 | 36.8 £0.93 | 36.3 £0.65 37.3f-h 35.1£1.11
Genel ort. 39.29a 38.37h 37.73¢c 36.58d 35.33¢

* Ayn siitunda farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasinda istatistiki diizeyde dnemli farklilik bulunmaktadir
((p<0.0001) (LSD %5= 0.98)) ((p<0.0001) (LSD %5= 0.42)).

Bitkiler, stres kosullarina maruz kaldiklarinda ilk belirtilerden biri olarak yaprak
sicakliklarinda artis gdstermektedir. Bu durum, transpirasyon oraninin azalmasi veya tamamen
durmasi ile birlikte yapraklarin radyatif 1s1 yiikiiniin artmasia baglanmaktadir (Buschmann ve
Lichtenthaler, 1998; Chaerle ve Van Der Stracten, 2000). Tuz stresinin etkisi altinda, fotosentez
oranindaki azalma, osmotik potansiyelin bozulmasi ve bitki besin elementlerinin alimindaki
kisitlamalar da yaprak sicakliginin yilikselmesine katki saglayan baslica faktorler arasinda yer
almaktadir.

Bu c¢alismada, artan NaCl konsantrasyonlarimin ceviz genotiplerinde terleme
mekanizmalarin1 baskilayarak yaprak diizeyinde 1s1 birikimine yol actigimi acik bir sekilde
gostermistir. Kontrollii kosullarda gerceklestirilen deneylerde, tuz stresine maruz kalan bitkilerde
yaprak sicakliklarinin yiikseldigi ve bunun bitkilerin su kaybini azaltmak adina stomalarin1 kismen
ya da tamamen kapatmasi sonucu fotosentetik sogutmanin azalmasina bagli oldugu belirlenmistir.
Yaprak sicakligindaki bu artis, stresin fizyolojik etkilerinin termal parametreler araciligiyla
izlenebilecegini  gostermekte olup, stres siddetinin dogrudan bir gostergesi olarak
degerlendirilmektedir (Chaerle ve Van Der Straeten, 2000).

Cevizde yaprak sicakligr ile ilgili 6zgiin ¢aligmalar smirli olmakla birlikte, farklt meyve
tiirlerinde benzer etkiler gdzlemlenmistir. Garriga ve ark. (2015) ¢ilek bitkisinde tuzluluk stresinin
terleme etkinligini azaltarak yaprak sicakligini yiikselttigini bildirmistir. Benzer sekilde, Yu-peng ve
ark. (2018) tarafindan Actinidia tiirlerinde yapilan ¢alismada, yiiksek tuz konsantrasyonlarinin
yaprak hasar1 ve sicaklik artisina yol ag¢tigi, bunun da stresin fizyolojik siddetini artirdigi
vurgulanmustir.

Calismada, Oguzlar-77, Fernor, Howard ve Chandler gibi ceviz gesitlerinde 300 mM NaCl

uygulamasi altinda yaprak sicakliklarinin sirasiyla 40.9°C, 40.3°C, 39.3°C ve 39.0°C seviyelerine
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ulastig1 belirlenmigstir. Bu sonuglar, ilgili ¢esitlerde stomal kapanmanin daha yogun gergeklestigini
ve transpirasyon yoluyla 1s1 diizenlemesinin biiyiik 6lciide bozuldugunu gostermektedir. Ozellikle
Oguzlar-77 ceviz gesidinin en yliksek yaprak sicakligina ulagmasi, bu ¢esitte tuz stresine baglh su
diizenlemesinin yetersiz kaldigini agik¢a ortaya koymaktadir.

Buna karsin, Serr ve Yalova-3 ceviz gesitlerinde, yiiksek tuz konsantrasyonlarina ragmen
yaprak sicakliklariin diger genotiplere gore anlamhi sekilde diisiik kalmasi dikkat ¢ekicidir. Serr
¢esidinde 300 mM NaCl uygulamasinda yaprak sicakligi 36.1 °C diizeyinde kalmis, Yalova-3
cesidinde ise 75 mM NaCl uygulamasinda yaprak sicakligi yalnizca 35.3 °C'ye yiikselmis ve kontrol
grubunda 30.7 °C olarak dl¢iilmistiir. Bu durum, s6z konusu gesitlerin stomal agikligi belirli l¢iide
koruyabildigini ve etkin transpirasyon mekanizmalarin1 siirdiirerek yaprak sicakligim
diizenleyebildiklerini gostermektedir.

Ceviz genotipleri arasinda stres kosullarinda ortaya ¢ikan stomal davranig ve su yonetimi
farkliliklarinin 6nemli oldugunu gostermektedir. Vahdati (2013) ve Karimi ve ark. (2018) tarafindan
tuzluluk toleransinda antioksidatif enzim aktiviteleri, prolin birikimi ve stomal regiilasyon gibi
fizyolojik mekanizmalar kritik rol oynamaktadir. Bu baglamda, bu ¢alismada elde edilen yaprak
sicakhigr verileri, 6zellikle Serr ve Yalova-3 ¢esitlerinin tuz stresine kars iistiin fizyolojik adaptasyon

kabiliyetine sahip oldugunu desteklemektedir.

4.1.3. Klorofil I¢in Spad Degerleri

Bu ¢alismada, 21 farkli ceviz genotipinde uygulanan doért farkli NaCl konsantrasyonunun
(75, 150, 225 ve 300 mM) yaprak klorofil icerigi iizerine etkileri SPAD o&lgiimleri araciligiyla
degerlendirilmistir (Cizelge 4.3). Genel ortalamalar dikkate alindiginda, klorofil igerik degerleri
artan tuz konsantrasyonlari ile birlikte azalma egilimi gostermistir. Kontrol grubunda ortalama SPAD
degeri 28.75 iken, bu deger 75 mM NaCl uygulamasinda 23.74, 150 mM NaCl dozunda 20.44, 225
mM NaCl uygulamasinda 16.99 ve 300 mM NaCl dozunda 14.80 olarak kaydedilmistir. Bu sonuglar,
tuzluluk stresinin fotosentetik pigmentler {izerinde olumsuz etkiler olusturdugunu ve bu etkinin doza
bagiml olarak arttifini ortaya koymaktadir. Yiiksek tuz konsantrasyonlari, klorofil sentezini
baskilamakta veya klorofilin bozunmasii hizlandirarak yapraklarda renk agilmalarina neden
olabilmektedir.

Genotip diizeyinde yapilan degerlendirmeler, tuz stresine karsi klorofil stabilitesinin
genotipler arasinda onemli diizeyde farklilik gosterdigini ortaya koymustur. En yiliksek SPAD
ortalamasina sahip ceviz genotipi, 28.2 degeriyle S6lez-1 ¢esidi olurken, bu ¢esidin 75 mM NacCl
uygulamasinda 31.1 ve 300 mM NaCl dozunda 22.8 gibi yiiksek klorofil diizeylerini korudugu
gozlemlenmistir. Solez-1 ¢esidini sirasiyla 214/47 (24.7) ve 230/37 (24.2) genotipleri takip etmis, bu
genotipler de yiiksek tuz dozlarinda dahi SPAD degerlerini belirgin sekilde muhafaza etmistir. Bu
durum, s6z konusu genotiplerin klorofil stabilitesini koruyarak fotosentetik performanslarini

stirdiirebildiklerini ve tuz stresine karsi fizyolojik dayaniklilik sergilediklerini gdstermektedir.
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Buna kargin, Antalya-3, Howard ve Fernor gibi ¢esitlerde SPAD degerleri 6nemli diizeyde
diismiis, 6zellikle 300 mM NaCl uygulamasinda bu degerlerin sirasiyla 10.6, 10.3 ve 14.9 oldugu
gbzlenmistir. Bu diisiis, klorofil kaybinin ciddi seviyelere ulastigini ve bu gesitlerin tuz stresine karsi
fotosentetik agidan daha duyarli oldugunu ortaya koymaktadir. Ozellikle Antalya-3 cesidi, kontrol
grubundaki 27.8’lik degerine kiyasla yaklasik %45’e varan bir kayip gostermistir.

Cizelge 4.3. Farkli ceviz genotiplerinin 4 farkli tuzluluk konsantrasyonunda klorofil i¢eriginin SPAD
degerleri lizerindeki degisimi

SPAD Tuz Dozlar Tuzluluk

Cesitler | 300mM | 225mM | 150mM | 75mM Ortalama Kontrol
Chandler | 14.6+1.82 | 17.3+0.2 18.6 £2.85 | 24.1 +£1.68 18.7 c-e 28.3 +£0.83
Antalya-3 | 10.6+2.15 | 11.3 £2.09 | 19.1 £1.23 | 19.9 +4.82 15.2 gh 27.8 £5.07
Fernor 149+238 | 1524247 | 152+1.22 | 16.7+42.7 15.5f-h 28.9 +£5.08
Oguzlar-77 | 17.1 £2.85 | 18.3£3.96 | 22.8 +7.32 | 24.1 +4.53 20.56 ¢ 26.9 £3.93
Howard 10.3+0.88 | 13.4+£2.75 | 15.944.03 | 20.0+3.8 149h 28.8+£3.73
98-115 113 +0.43 | 14.6+£3.08 | 20.5+5.18 | 26.1 +4.54 18.1 c-f 32.1+£1.27

Sen-1 11.9+1.13 | 12.6+£3.78 | 17.243.38 | 18.9+4.8 15.2 gh 29.6 £3
Sebin 143 +£3.56 | 14.9+40.21 | 16.5+6.24 | 24.8 £5.52 17.6 d-g 26.0 £2.02
Maras-18 | 11.8+4.22 | 13.8+1.03 | 21.245.77 | 26.6 £1.71 18.4 c-e 29.9 +1.18
Hartley 13.4+3.84 | 16.00+4.4 | 20.2+1.76 | 26.9+3.2 19.1c-e 29.3 +4.07
230/37 18.542.34 | 229443 274275 | 27.9+2.17 242b 28.6 £1.9
77-H-1 18.7 +£5.04 | 19.6 +4.25 209+3.6 | 21.8+2.54 20.3cd 29.4 +4.05
Kaman-1 145432 | 153+1.25 | 154+4.22 | 243 4£3.79 17.4 e-h 29.8 £1.21
KM-2 142+3.82 | 16.9+3.58 | 17.84+2.21 | 21.4+£1.95 17.6 d-g 26.9 +£1.01
Maras-12 | 11.743.44 | 142 +3.67 | 203 £1.79 | 24.4+£4.26 17.7 d-g 25.5+4.97
Midland 11.8+1.15 | 17.4+£2.79 | 18.7+4.51 | 21.5+£1.75 17.4 e-h 29.2 +4.96
Yalova-3 162 £2.64 | 183 +4.32 | 23.2+2.81 | 24.8+2.9 206¢c 26.9 +£0.52
Serr 19.0 £2.02 | 20.6 £2.65 | 20.74+2.49 | 21.7 £1.41 205¢ 27.1 £3.41
Solez-1 22.8+0.76 | 28.3+£3.6 30.6 £1.57 | 31.1 £2.76 28.2a 33.8+£1.53
214/47 209+£1.6 | 23.2+4.29 | 25.8+4.79 | 28.7 +2.97 24.7b 30.8 £5.65
Pedro 123 £1.57 | 12.6£3.76 | 21.2£2.68 | 23.2 £1.95 173 e-h 28.2 +£1.58

Genel ort. 14.80e 16.99d 2044 c 23.74b 28.75a

* Ayni siitunda farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasinda istatistiki diizeyde dnemli farklilik bulunmaktadir
((p<0.0001) (LSD %b5= 2.64)) ((p<0.0001) (LSD %?5= 1.15)).

Bu caligmada, artan NaCl konsantrasyonlarimin ceviz genotiplerinde yaprak klorofil icerigi
iizerinde belirgin sekilde azaltic1 etkiler olusturdugu belirlenmistir. Ozellikle 300 mM NaCl
diizeyinde ortalama SPAD degerinin 14.80'ne kadar gerilemesi, yiiksek tuz stresinin fotosentetik
pigment sentezini baskiladigi veya mevcut pigmentlerin bozunmasmi hizlandirdigima isaret
etmektedir. Bu sonuglar, tuzluluk stresinin bitkilerin fotosentez kapasiteleri lizerinde dogrudan ve
olumsuz bir etki olusturdugunu agik¢a ortaya koymaktadir.

Akga ve Sahin (2022), Juglans anaglarina asilanan Chandler ceviz fidanlarinda 5 dS/m tuzlu

su uygulamasinin klorofil igeriginde ciddi azalmalar olusturdugunu bildirmistir. Ji ve ark. (2022a)
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ise Juglans microcarpa fidelerinde 200-300 mmol/L NaCl uygulamalarinin klorofil i¢erigini anlamli
sekilde diigiirdiigiinii, bunun da yapraklarda kloroz ve erken dokiilme belirtilerine yol agtigini
belirtmistir. Ayrica, Ranjbar ve ark. (2002) ile Karimi ve ark. (2009) Pistacia vera iizerinde
yiriittiikleri ¢aligmalarda, tuzluluk stresinin fotosentez oranimi diisiirdiigiinii ve buna bagh olarak
klorofil igeriginde azalmaya neden oldugunu gostermislerdir.

Bu ¢aligmada yapilan degerlendirmelerde, klorofil igeriklerini yiiksek diizeyde koruyabilen
genotipler arasinda Solez-1, 214/47 ve 230/37 genotipleri 6n plana ¢ikmistir. Ozellikle Sélez-1
¢esidi, 300 mM NaCl uygulamasinda bile 22.8 SPAD degeriyle dikkat ¢ekmis ve kontrol grubundaki
ortalamaya (28.75) oldukg¢a yakin bir performans sergilemistir. Bu durum, Solez-1 ceviz ¢esidinin
fotosentetik kapasitesini tuz stresi altinda dahi biiyiik 6l¢iide koruyabildigini ve bu sayede fizyolojik
dayaniklilik gosterdigini ortaya koymaktadir. Solez-1 c¢esidinin tuzluluk stresine diger ceviz
genotiplerine gore daha toleransli oldugunu ve 1slah ¢alismalari i¢in degerli bir genetik kaynak
olabilecegini diisiindiirmektedir.

Diger taraftan, Antalya-3, Howard ve Fernor gibi ceviz ¢esitlerinde 300 mM NaCl
uygulamasinin ardindan klorofil igeriklerinde ciddi diisiisler gdzlenmistir. Ozellikle Antalya-3
cesidinde klorofil igerigi kontrol grubunda 27.8 iken, stres kosulunda 10.6’ya gerilemis ve yaklasik
%45'lik bir pigment kayb1 meydana gelmistir. Bu sonug, ilgili ¢esitlerde klorofil yapisinin tuzluluk
kaynakl1 oksidatif stres karsisinda yeterli dayaniklilik sergileyemedigini gostermektedir.

Fotosentetik pigmentler, yalnizca bitkilerin enerji liretiminde degil, ayn1 zamanda cevresel
stres faktorlerine karsi verdikleri ilk fizyolojik tepkilerin de dnemli kriterleri oldugu saptanmustir.
Vahdati (2013) ve Karimi ve ark. (2018) gibi arastirmacilar da, tuz stresinin fotosentez etkinligi
iizerindeki olumsuz etkilerinin antioksidan savunma sistemleri ve ozmotik regiilasyon
mekanizmalari ile yakindan iligkili oldugunu ortaya koymustur.

Bu c¢alisma, ceviz genotiplerinin tuz stresi altinda klorofil igeriklerini koruma
kapasitelerinin, bu genotiplerin fizyolojik dayaniklilik diizeyleri agisindan 6nemli bir gosterge
oldugunu ortaya koymaktadir. Ozellikle Sélez-1 ve benzeri toleransh gesitler, ileride yapilacak 1slah
calismalar i¢in umut vadeden materyaller olarak degerlendirilebilirken; klorofil kaybi yiiksek olan
genotiplerin, tuzluluk riski tasiyan bolgelerde kullanilmadan once dikkatle secilmesi gerektigi

sonucuna varilmistir.

4.1.4. Genotiplerin Gorsel Olarak Skala ile Degerlendirilmesi

Bu ¢alismada, 21 farkli ceviz genotipine uygulanan dort farkli NaCl konsantrasyonunun (75,
150, 225 ve 300 mM) olusturdugu tuzluluk stresinin, bitkilerde olusturdugu gorsel zarar diizeyi
iizerinden degerlendirilmesi amaciyla gorsel skala puanlamasi yapilmistir (Cizelge 4.4). Gorsel
skala, O (zarar yok) ile 5 (¢ok siddetli zarar) arasinda derecelendirilmis ve artan tuz dozu ile birlikte
bitkilerde gozlenen nekroz, kloroz ve yaprak deformasyonlar1 gibi stres belirtileri

sayisallagtirilmistir. Elde edilen bulgular, tuz konsantrasyonundaki artisin bitkilerde gozle goriiliir
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sekilde zarar1 artirdigini gostermistir. Tlim genotipler dikkate alindiginda, gorsel zarar skoru 75 mM
NaCl uygulamasinda ortalama 2.40 iken; 150 mM NaCl dozunda 2.87, 225 mM NaCl dozunda 3.20
ve 300 mM NaCl uygulamasinda 3.46 olarak tespit edilmistir. Kontrol grubunda ise ortalama gérsel
zarar skoru yalmzca 0.12 olup, bu sonuglar tuzluluk stresinin bitki sagligi iizerinde doza bagimh
olumsuz etkisini agik¢a ortaya koymaktadir.

Ceviz genotipleri agisindan, Fernor (4.35), Antalya-3 (3.64) ve Chandler (3.57) ceviz
cesitleri, tuz stresine kars1 en yiiksek gorsel zarar skorlarini gostermistir. Bu gesitlerde 6zellikle 300
mM NaCl uygulamasi sonrasi skorlarin 4.6 diizeyinde seyretmesi, ileri diizeyde yaprak sararmasi,
kivrilma ve kurumalarin meydana geldigini isaret etmektedir. Dolayisiyla bu ¢esitler, morfolojik ve
fizyolojik diizeyde tuzluluk stresine kars1 yliksek derecede duyarlilik gostermistir.

Buna karsin, Soélez-1 (2.10), Serr (2.45) ve Yalova-3 (2.42) ceviz gesitlerinde tuz stresi
altinda gdzlemlenen zarar diizeyleri istatistiki agidan anlamli sekilde diisitk bulunmustur. Bu
cesitlerde 300 mM NaCl uygulamasinda dahi gorsel skala puanlarinin diisiik seyretmesi, tuz stresine
kars1 daha yiiksek diizeyde dayaniklilk gosterdiklerini ortaya koymaktadir. Ozellikle Solez-1
cesidinde 300 mM NaCl konsantrasyonunda 2.25, Serr ceviz gesidinde ise 2.58 degerinde zarar skoru

kaydedilmis olup, bu skorlar diger genotiplere kiyasla olduke¢a diisiik oldugu saptanmustir.

Cizelge 4.4. Farkli ceviz ¢esitlerinin 4 farkli tuz dozunda gorsel olarak skala ile degerlendirilmesi

Gorsel Skala
ile Des. (1-5) (1.5) Tuz Dozlari (‘I)’utzI:JIuk Kontrol
Cesitler 300 mM 225 mM 150 mM 75 MM rtajama

Chandler 4.65 £0.24 4.33 +£0.25 3.21 £0.04 2.08 +£0.36 3.57 bc 0.13 £0.22
Antalya-3 4.63 £0.11 4.52 +£0.13 3.27+0.2 2.13+£0.8 3.64b 0.19 £0.32
Fernor 4.64 +0.2 4.63 £0.14 4.49 £0.16 3.64 +0.52 4.35a 0.06 +0.11
Oguzlar-77 3.48 £0.34 3.08 £0.31 3.02 £0.25 2.54+0.34 3.03 ef 0.13 £0.22
Howard 4.04 +£0.42 3.94 £0.54 3.15+0.2 3.00 £0.63 3.53 bc 0.19 £0.32
98-115 3.77 £0.26 3.17 £0.18 3.10+0.19 2.23+0.47 3.07 d-f 0.06 £0.11
Sen-1 3.52 +0.47 3.21 +0.47 3.00 +0.47 2.88 £0.11 3.15de 0.25 +0.43
Sebin 3.96 +0.07 3.75 +£0.45 3.52 +0.22 2.69 +0.29 3.48 bc 0.13 £0.22
Maras-18 3.56 £0.06 3.23+0.16 2.31+0.17 1.77 £0.66 2.72 gh 0.25 +0.43
Hartley 3.48 £0.44 3.29 £0.56 3.08 £0.2 2.60 £0.14 3.11d-f 0.19 +£0.32
230/37 2.71 £0.85 2.69 +0.66 2.31 +0.56 2.23 +0.04 2.49 h-j 0.13 £0.22
77-H-1 2.79 £0.19 2.54 +0.16 2.31+0.17 1.83 £0.38 2.37 jk 0.06 +0.11
Kaman-1 2.88 +0.05 2.78 £0.3 2.56 £0.11 2.48 +0.84 2.68 g-1 0.13 £0.22
KM-2 3.11 £0.15 2.91+0.17 2.90 £0.34 2.44 £0.38 2.84 fg 0.19 £0.32
Maras-12 3.39+£0.13 3.17 £0.07 2.81+0.14 2.74 £0.23 3.03 ef 0.09 £0.16
Midland 3.75 £0.22 3.52+0.19 3.33+0.5 2.75 +0.47 3.34 cd 0.13 £0.22
Yalova-3 3.15 0.1 2.56 £0.23 2.25+0.41 1.71 +0.04 24214 0.13 £0.22
Serr 2.58 £0.18 2.43 +0.26 2.43 +0.38 2.34+0.34 2.45 h-j 0.03 +£0.05
Solez-1 2.25+0.11 2.09 +0.08 2.06 £0.06 1.99 £0.11 2.10 k 0.03 £0.05
214/47 3.00 £0.75 2.73 £0.91 2.44 +0.17 2.19 +0.06 2.59 g-j 0.00 +0
Pedro 3.31 +£0.46 2.66 £0.16 2.66 +0.19 2.07+£0.2 2.68 g-1 0.06 +0.11
Genel ort 3.46 a 3.20b 2.87¢C 2.40d 0.12e

* Ayni siitunda farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasinda istatistiki diizeyde dnemli farklilik bulunmaktadir
((p<0.0001) (LSD %5= 0.28)) ((p<0.0001) (LSD %5= 0.11)) .
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Bu calismada, ceviz genotiplerinin tuzluluk stresine karsi gosterdigi morfolojik tepkiler,
gorsel zarar skoru yontemi kullanilarak sistematik bigimde degerlendirilmistir. Gorsel skala yontemi,
bitkilerde tuz stresine bagl olarak ortaya ¢ikan yaprak nekrozu, kloroz, deformasyon ve kurumalar
gibi stres belirtilerinin sayisal olarak derecelendirilmesine olanak saglamaktadir. Tuz uygulamalarina
maruz birakilan bitkilerde zarar skorlarinin artan tuz dozlarina paralel olarak yiikselmesi, tuzluluk
stresinin fizyolojik etkilerinin digsal semptomlar araciligiyla dogrudan gozlemlenebilecegini
gostermektedir.

Calismada 300 mM NaCl uygulamasi altinda ortalama gorsel zarar skorunun 3.46’ya
yiikselmesi, yliksek tuz konsantrasyonlarmin ceviz fidanlarinda ciddi doku bozulmalarina yol
actigin ve fotosentetik alanin kisitlandigini ortaya koymustur. Ji ve ark. (2022a) tarafindan Juglans
microcarpa tiirii tizerinde yiiriitiilen bir ¢aligmada rapor edilen yaprak solmasi, kivrilmasi ve erken
yaprak dokiimii gibi siddetli stres belirtileri ile paralellik gostermektedir.

Gorsel zarar skorlar1 genotip bazinda incelendiginde, Fernor, Antalya-3 ve Chandler ceviz
cesitleri, 300 mM NaCl seviyesinde 4.6 diizeylerine kadar ¢ikan skorlarla en yiiksek zarari
gostermistir. Bu ¢esitlerde gozlemlenen yiiksek zarar diizeyleri, ayn1 zamanda klorofil igeriginde
ciddi azalmalar ve yaprak sicakliginda belirgin artiglarla da desteklenmis, bu ¢esitlerin ¢ok yonlii
fizyolojik kirilganliga sahip oldugunu ortaya koymustur. Ozellikle Fernor ceviz gesidinde artan tuz
konsantrasyonlar1 altinda belirgin kuruma ve hatta bitki 6liimiine kadar ilerleyen stres semptomlari
gozlenmistir.

Ote yandan, Solez-1, Serr ve Yalova-3 gibi cesitler, stres kosullarinda dahi diisiik gorsel
zarar skorlari ile 6n plana cikmistir. Ozellikle Sélez-1 ceviz cesidi, 300 mM NaCl kosulunda yalnizca
2.25 puanlik zarar skoru ile en diisiik degerlerden birini géstermistir. Bu durum, bu g¢esidin
morfolojik olarak tuz stresini tolere edebilme kapasitesine sahip oldugunu ve stres kosullarinda
yapisal biitiinligiinii koruyabildigini gostermektedir. Serr ve Yalova-3 ceviz ¢esitlerinde de benzer
sekilde sinirli semptom gelisimi gozlenmistir.

Gorsel degerlendirme yontemi, daha once farkli bitki tiirlerinde de tuzluluk stresinin
etkilerini belirlemek amaciyla basariyla kullanilmustir. Karanlik (2001) tuz stresinin yash
yapraklarda sararma, kloroz ve nekroz gibi belirtilerle kendini gosterdigini rapor etmis; Karipgin
(2009), Dasgan ve Kog (2009), Aktas (2002) ve Kugvuran (2010) gibi aragtirmacilar ise tuzluluk
stresine karst bitki toleransinin belirlenmesinde gorsel skala yonteminin giivenilir bir parametre
oldugunu vurgulamislardir.

Bu ¢alismada, ceviz genotiplerinin tuzluluk stresine karsi gosterdikleri morfolojik duyarlilik
diizeylerinin gorsel skala yontemiyle etkili bir sekilde degerlendirilebilecegini gdstermistir. Solez-1,
Serr ve Yalova-3 gibi diisiik zarar skorlarina sahip cesitler, stres kosullarinda morfolojik
biitiinliiklerini koruyarak yliksek tolerans gostermekte ve bu Ozellikleri sayesinde ilerideki 1slah
programlarinda hem fizyolojik hem de morfolojik dayaniklilik gostergeleri bakimindan &nemli

adaylar olarak degerlendirilebilmektedir.
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4.1.5. Yaprak Sayis1 (adet/ bitki)

Bu ¢aligmada, 21 farkli ceviz genotipine dort farkli NaCl konsantrasyonu (75, 150, 225 ve
300 mM) uygulanarak, tuzluluk stresinin yaprak sayisi lizerindeki etkileri degerlendirilmistir
(Cizelge 4.5). Elde edilen bulgular, artan tuz konsantrasyonlarinin yaprak sayisinda genel olarak
azalmaya yol agtigin1 gostermektedir. Kontrollere kiyasla, tiim tuz uygulamalarinda yaprak sayisinda
diisiis gézlenmis olup, bu azalisin tuzluluk seviyenin artmasiyla birlikte oldugu tespit edilmistir.
Genel ortalamalar incelendiginde, kontrol grubunda 7.36 adet/bitki olan yaprak sayis1, 75 mM NaCl
uygulamasinda 6.39 adet/bitki, 150 mM NaCl dozunda 5.92 adet/bitki, 225 mM NaCl uygulamasinda
5.40 adet/bitki ve 300 mM NacCl ise 4.82 adet/bitki olarak belirlenmistir.

Genotip bazinda degerlendirildiginde, Solez-1, Yalova-3, Serr ve Midland ceviz ¢esitlerinin
yaprak sayis1 bakimindan yiiksek performans sergiledigi belirlenmistir. Ozellikle Sélez-1 ceviz
cesidi, genel tuzluluk ortalamasinda 7.76 adet/bitki ile en yiiksek degeri gostermistir. Yalova-3 (7.39
adet/bitki) ve Serr (7.23 adet/bitki) cesitleri de yaprak sayisin yiiksek diizeyde korumus, bu da bu
ceviz gesitlerinin tuz stresine karsi dayanikli morfolojik 6zelliklere sahip oldugunu gostermektedir.

Buna karsilik, Fernor, Hartley ve Pedro gibi ceviz gesitleri yaprak sayisinda belirgin diistisler
yasamistir. Fernor ceviz ¢esidinde genel ortalama 3.34 adet/bitki olarak kaydedilmis olup, bu durum
bu ¢esidin tuz stresine karsi yiiksek diizeyde duyarlilik gésterdigi belirlenmistir. Pedro ve Hartley

ceviz cesitlerinde de benzer sekilde diisiik yaprak sayilar gozlemlenmistir.

Cizelge 4.5. Farkli ceviz genotiplerinin 4 farkli tuz konsantrasyonun yaprak sayisi tizerine etkisinin

degerlendirilmesi
M_&Sl Tuz Dozlan Tuzluluk
(adet/ bitki) Ortalama Kontrol
Cesitler 300 mM 225 mM 150 mM 75 mM
Chandler 4.33 £0.76 | 4.42+£0.38 | 5.67 £1.26 | 6.92 £0.58 5.34 c-e 7.58 £0.52
Antalya-3 4.33+0.38 | 4.75+0.5 | 5.58+0.76 | 5.83 £0.63 5.12 d-f 7.83 +£0.63
Fernor 3.21+1.13 | 3.29+0.73 | 3.42+0.52 | 3.46 +0.56 3.34q 4.83 +4.22
Oguzlar-77 | 3.58 +£1.46 | 4.83+£1.04 | 6.08 +0.8 | 6.83 £1.01 5.33 c-e 7.42 £0.38
Howard 3.67+0.63 | 4.92+0.14 5.25+0 5.33£1.18 4.79 ef 6.08 £0.29
98-115 3.50+1.32 | 4.58 £0.88 | 5.08 +0.88 | 5.67 +0.52 4.70 ef 8.00 £0.43
Sen-1 525+1.39 | 6.08+0.76 | 6.25+0.5 | 7.17+£1.7 6.18 b 9.42 £0.63
Sebin 3.83+0.63 | 4.50+0.25 | 4.58 +1.01 | 4.67 +0.14 439 f 7.75 £0.75
Maras-18 542+0.52 | 5.67+1.01 | 6.75+0.66 | 7.17 +0.76 6.25b 7.58 £0.29
Hartley 3.924+0.95 | 4.33+£0.29 | 4.42+£0.52 | 5.58 £1.42 456 f 6.42 +0.14
230/37 5.50+0.25 | 5.75+0.5 | 6.08+0.76 | 6.33 £1.18 5.91 bc 7.75 +£0.5
77-H-1 5.00+1.39 | 5.58 +£0.72 6.00 +0 6.42 +£0.29 5.75 b-d 6.83 £0.14
Kaman-1 3.83+£1.06 | 442+0.64 | 5.13+0.7 | 5.83+0.71 4.80 ef 6.04 £0.94
KM-2 5.17+0.75 | 5.29+1.08 | 5.54 £0.85 | 6.08 +£0.95 5.78 b-d 6.33 £0.51
Maras-12 540+0.52 | 5.73+1.29 | 6.04+0.9 | 6.13+0.22 5.94 bc 6.50 =1
Midland 6.33+0.95 | 6.58 £1.01 | 7.42 +1.53 | 8.25+0.75 714 a 10.33 £0.95
Yalova-3 6.17+0.8 | 7.67+1.63 | 7.75+0.5 | 8.00+0.66 7.39a 9.00 £2.46
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(Cizelge 4.5’in devami)

Serr 6.75+1.31 | 7.13+£0.82 | 7.38+0.9 | 7.67 +0.97 7.23a 7.83 £1.37
Solez-1 6.63 £0.98 | 7.46 £0.69 | 8.04 £1.28 | 8.88 +0.78 7.76a 8.92 +£0.56
214/47 5.17+1.88 | 5.75+1.75 | 6.75+2.25 | 6.83 £1.01 6.18 b 7.08 £0.95
Pedro 4.33+1.49 | 458 +0.63 | 5.04+1 | 5.08+2.89 4.77 ef 5.13 £0.88

Genel ort 4.82¢ 5.40d 592¢c 6.39b 7.36a

* Ayni siitunda farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasinda istatistiki diizeyde onemli farklilik bulunmaktadir
((p<0.0001) (LSD %5= 0.76)) ((p<0.0001) (LSD %5= 0.37)).

Bu calismada elde edilen sonuglar, artan NaCl konsantrasyonlarinin ceviz genotiplerinde
yaprak sayisinda sistematik bir azalmaya yol agtigin1 gostermistir. Kontrollere kiyasla tiim tuz
uygulamalarinda yaprak sayisinda diisiis gézlenmis ve bu diisiisiin uygulanan tuz dozunun artmastyla
birlikte daha da belirgin hale geldigi belirlenmistir. Kontrollii kosullarda 7.36 adet/bitki olan
ortalama yaprak sayisinin, 300 mM NaCl uygulamasinda 4.82 adet/bitki diizeyine gerilemesi,
tuzluluk stresinin bitkisel biiylime siiregleri {iizerindeki baskilayici etkilerini agikg¢a ortaya
koymaktadir.

Lotfi ve ark. (2009a, 2009b) tarafindan ceviz tohumlarinda yiiriitiilen galigmalarda, artan
NaCl konsantrasyonlarinin ¢gimlenme performansi ve vegetatif gelisim tizerinde belirgin olumsuz
etkiler yarattigi rapor edilmistir. Ozellikle hassas genotiplerde kok ve siirgiin biiyiimesinin ciddi
sekilde simirlandigi, dolayisiyla yaprak sayisinda da azalma yasandigi belirtilmistir. Akca ve
Samsunlu (2012) galismasinda da, farkli ceviz gesitlerinde tuzluluk stresinin canli bitki agirligi, kuru
madde birikimi ve klorofil igerigi gibi biiylime parametrelerini olumsuz etkiledigi bildirilmis olup,
yaprak sayisindaki azalma bu genel biliylime gerilemesinin dogrudan bir yansimasi olarak
degerlendirilmektedir.

Benzer sonuglar diger tiirlerde de gézlemlenmistir. Karimi ve ark. (2009) ve Kamiab ve ark.
(2012), antepfistig1 ¢ogiirlerinde artan tuzluluk seviyelerinin yaprak sayisinda azalma ve vegetatif
biiylimede gerilemeye neden oldugunu belirtmislerdir. Parsa ve Karimian (1975), Spiegel-Roy ve
ark. (1997), Glenn ve ark. (1997), Mehdi ve ark. (2010) ve Adish ve ark. (2010) tarafindan yapilan
arastirmalarda da antepfistig1 anaglarinda artan tuzluluk seviyelerinin benzer sekilde yaprak sayisini
azalttig1 ve bilytime performansini olumsuz etkiledigi rapor edilmistir. Ayrica, Ouraei ve ark. (2010)
tarafindan Ferragnes, GF677 ve Tuono badem anaclarinda yapilan bir calismada, 50 mM NaCl
seviyesinde yaprak sayisinda artis gozlenmis olsa da, daha yiiksek tuz seviyelerinde bu artigin
azaldig1 ve olumsuz etkilerin belirginlestigi ifade edilmistir.

Bu ¢aligma kapsaminda genotip bazinda yapilan degerlendirmede, Sélez-1, Yalova-3 ve Serr
ceviz cesitlerinin yaprak sayilarini stres kosullarinda dahi yiiksek diizeyde koruyabildikleri
belirlenmistir. Ote yandan, Fernor, Hartley ve Pedro gibi ceviz gesitlerinde yaprak sayisinda belirgin
diistisler gbzlemlenmis ve bu durum, s6z konusu ¢esitlerin tuzluluk stresine karsi daha yiiksek
diizeyde duyarlilik gésterdigini ortaya koymustur. Lotfi ve ark. (2009a) ¢alismasinda da Hartley ve

Pedro ¢esitlerinin yar1 duyarli veya hassas sinifta degerlendirildigi bildirilmistir. Fernor ¢esidinde
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diisiik yaprak sayisinin yaninda, diisiik klorofil icerigi ve yaprak su igerigi gibi diger fizyolojik
bozulmalarin da eslik ettigi goriilmistiir. Bu sonuglar, tuz stresinin bitkilerde sadece biiyiime
tizerinde degil, ¢ok boyutlu fizyolojik sistemler iizerinde de baski olusturdugunu gostermektedir.
Bu caligmada, ceviz genotiplerinde tuzluluk stresine karsi verilen morfolojik yanitlarin,
yaprak sayist gibi parametreler iizerinden giivenilir sekilde degerlendirilebilecegini ortaya
koymustur. Sélez-1, Yalova-3 ve Serr gibi cesitlerin stres kosullarinda dahi yaprak sayilarini
koruyabilmeleri, bu ¢esitlerin ileri seleksiyon programlarinda stres toleransi yiiksek gesitler olarak
degerlendirilmesi gerektigini desteklemektedir. Elde edilen bulgular, farkl: tiirlerde yapilan onceki
calismalarla tutarlilik géstermekte ve cevizde tuz stresine karsi dayaniklilik mekanizmalarinin biiyiik

Olciide genetik temelli oldugunu ortaya koymaktadir.

4.1.6. Yaprak Oransal Su I¢erigi

Bu calismada, 21 farkli ceviz genotipine uygulanan dort farkli NaCl konsantrasyonunun (75,
150, 225 ve 300 mM) yaprak oransal su igerigi (RWC) iizerindeki etkileri degerlendirilmistir
(Cizelge 4.6). Yaprak oransal su igerigi, bitkinin su tutma kapasitesini ve hiicre i¢i su dengesini
yansitan énemli bir fizyolojik parametre olup, stres kosullara kars1 bitkisel tepkileri belirlemede
yaygin olarak kullamilmaktadir. Elde edilen veriler, artan tuz konsantrasyonlarinin yaprak su
igeriginde kademeli bir azalmaya neden oldugunu ortaya koymustur. Kontrol grubunda ortalama
RWC degeri %81.45 olarak belirlenmisken, bu deger 75 mM NaCl dozunda %79.25, 150 mM NacCl
uygulamasinda %77.03, 225 mM NaCl dozunda %73.92 ve 300 mM NaCl uygulamasinda ise
%70.90’a kadar gerilemistir. Bu yaprak oransal su igerigi azalma egilimi, tuz stresinin osmotik baski
olusturarak yaprak dokularimdaki su dengesini bozdugunu ve su kaybina yol agtigini géstermektedir.

Ceviz genotipleri bazinda yapilan degerlendirmede, yaprak oransal su igerigini stres
kosullarinda en yiiksek diizeyde koruyan gesitlerin Solez-1 (%79.01), Serr (%78.95), 230/37
(%78.76) ve 77-H-1 (%78.24) oldugu belirlenmistir. Bu ceviz ¢esitlerinde 300 mM NaCl
uygulamasinda bile yaprak su icerigi %73 iin iizerinde kalmis, bu durum su kaybinin sinirh diizeyde
gergeklestigini ve gesitlerin hiicresel su tutma yeteneklerinin yiiksek oldugunu gostermektedir.

Buna karsilik, dzellikle Chandler (%69.20), Antalya-3 (%71.42) ve Fernor (%70.75) gibi
cesitlerde, yaprak oransal su i¢eriginde 6nemli diizeyde diisiisler meydana gelmistir. Chandler ceviz
cesidinde 300 mM NaCl uygulamasi sonrast RWC degeri %60.64’e kadar gerilemistir. Bu deger,
¢esidin su tutma kapasitesinin diisiik oldugunu ve tuz stresine karsi su kaybini1 6nlemede yetersiz

kaldigini gostermektedir.
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Cizelge 4.6. Farkli ceviz genotiplerinin 4 farkli tuzluluk konsantrasyonunun yaprak oransal su igerigi
iizerine etkisinin degerlendirilmesi

Yaprak
Oransal Tuz Dozlar1
Su Tcerigi (%) Tuzluluk Ortalama Kontrol
Cesitler 300 mM 225 mM 150 mM 75 mM
Chandler 60.64 £9.34 | 65.84+3.24 | 72.50+3.21 | 77.81+0.45 69.20 j 81.31 +0.36
Antalya-3 65.69£1.74 | 66.78 £5.88 | 76.42+2.18 | 76.78 £0.34 71.42 h-j 81.14 £0.26
Fernor 67.93+091 | 68.06 £10.86 | 71.78 +1.93 | 75.21 £0.45 70.751j 80.91 £0.13
Oguzlar-77 72.23 £6.11 | 72.43+£3.81 | 78.01 +0.81 | 78.64 £0.49 75.33 c-f 81.37 £0.51
Howard 71.73 £3.69 | 74.81£0.53 | 75.16+0.35 | 79.73 £0.47 75.36 c-f 81.28 £0.08
98-115 71.43 478 | 73.72 £0.8 79.72 091 | 79.99 +0.2 76.22 b-d 81.34 £0.41
Sen-1 72.544+6.59 | 73.10+1.77 | 75.86 +0.31 | 81.52 +0.57 75.76 c-e 81.54 £0.25
Sebin 73.63 £0.39 | 74.12+4.23 | 77.04+£2.79 | 77.81 £0.33 75.65 c-e 81.79 £0.45
Maras-18 67.73£5.3 68.65+4.13 73.08 £3.4 | 80.03 £0.09 72.37 g1 80.99 £0.22
Hartley 65.70£3.95 | 71.93£1.11 | 77.72+1.03 | 79.38 £0.76 73.68 e-h 82.09 £0.13
230/37 73.87£0.71 | 79.34+0.17 | 80.87 £0.06 | 80.97 £0.17 78.76 a 81.44 £0.15
77-H-1 7336 £1.34 | 79.56 £0.37 | 79.71 £0.67 | 80.33 £0.16 78.24 ab 81.70 £0.07
Kaman-1 71.92 £4.57 | 74.58 £2.52 | 76.50£2.59 | 79.81 £0.19 75.70 c-e 81.87 £0.45
KM-2 72.10£1.56 | 76.03 £0.44 | 78.59+2.71 | 78.67 £0.53 76.35 b-d 81.62 £0.08
Maras-12 66.40 +4.5 74.42 £1.05 | 75.78 £1.78 | 76.87 £1.56 73.37f-h 81.45 £0.31
Midland 67.98 £3.85 | 7548 £2.76 | 75.79+0.59 | 78.34 £1.68 74.40 d-g 81.27 £0.26
Yalova-3 74.54 £1.82 | 78.02+£1.9 79.65+0.92 | 80.76 £0.21 78.24 ab 81.44 £0.16
Serr 76.09 £1.83 | 78.75+£1.74 | 80.34+0.08 | 80.61 0.7 78.95 a 81.44 £0.26
Solez-1 77771 £2.38 | 77.97+0.26 | 79.17+0.39 | 81.18 £0.16 79.01a 81.42 £0.28
214/47 74.57 £1.14 | 75.59+0.52 | 78.05+1.16 | 80.59 +£0.25 77.20 a-c 81.68 £0.27
Pedro 71.15£1.68 | 73.10+4.29 | 75.80+1.64 | 79.09 £0.42 74.79 d-f 81.46 £0.24
Genel ort 70.90e 73.92d 77.03¢c 79.25b 81.45a

* Ayni stitunda farkli harflerle gdsterilen ortalamalar arasinda istatistiki diizeyde dnemli farklilik bulunmaktadir
((p<0.0001) (LSD %5=2.27)) ((p<0.0001) (LSD %5= 0.88)) .

Bu ¢aligsmada, ceviz genotiplerinin tuzluluk stresi altindaki su durumlari, yaprak oransal su
icerigi (RWC) parametresi iizerinden degerlendirilmistir. RWC, bitkilerin su tutma kapasitelerini ve
hiicresel diizeyde osmotik dengeyi koruyabilme yeteneklerini dogrudan yansitan kritik bir fizyolojik
belirtectir. Elde edilen bulgular, NaCl konsantrasyonunun artis1 ile birlikte RWC degerlerinde
belirgin bir azalma egilimi oldugunu gostermistir. Ozellikle 300 mM NaCl uygulamasinda ortalama
RWC’nin %70.90’a kadar gerilemesi, tuzluluk stresinin bitkilerde ciddi su kaybina yol ac¢tigini ve
hiicresel su diizeninin 6nemli 6l¢iide bozuldugunu ortaya koymaktadir.

Vahdati (2013), ceviz fidelerinde ozmotik stres kosullar1 altinda RWC degerlerinde azalma
meydana geldigini ve bu azalmanin Ozellikle stres toleransi diisiik genotiplerde daha belirgin
oldugunu belirtmistir. Ayrica, prolin birikimi ile RWC arasindaki pozitif korelasyon vurgulanarak,
su kaybin1 daha etkin sekilde dengeleyebilen genotiplerin stres toleransi bakimindan iistiinliik

sagladig1 ifade edilmistir. Benzer sekilde, Ji ve ark. (2022b) de farkli Juglans genotiplerinde
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yiirtittiikleri ¢alismada, NaCl stresinin RWC {izerinde olumsuz etkiler olusturdugunu ve bu etkinin
genotipler arasinda anlamh farkliliklar gosterdigini bildirmistir.

Diger tiirlerde yiiriitiilen aragtirmalar da bu sonuglar1 desteklemektedir. Shah ve ark. (2011),
badem anaglarina uygulanan dort farkli tuz dozu sonucunda yaprak, govde ve kok kuru agirliklarinda
azalmalar meydana geldigini belirtmig; Ouraei ve ark. (2010) ise tuz stresinin farkli seviyelerinde
taze ve kuru yaprak agirhiginda degisimler gézlemlemislerdir. Ayrica, Sahin (2018) ceviz anaglar
iizerinde gerceklestirdigi calismada, genetik cesitliligin tuz stresine dayaniklilikta énemli bir rol
oynadigin1 vurgulamig ve Chandler cesidinin disiik yaprak oransal su igerigi (%71.62) ile stres
kosullarina kars1 daha hassas oldugunu rapor etmistir.

Bu ¢alismada da benzer sekilde, Chandler, Antalya-3 ve Fernor gesitlerinde RWC degerleri
300 mM NaCl uygulamasinda %70’in altina diismiis ve 6zellikle Chandler ¢esidinde bu deger
%60.64’¢ kadar gerilemistir. Bu durum, s6z konusu ¢esitlerin su yonetimi mekanizmalarinin stres
kosullarinda yetersiz kaldigin1 ve hiicreler arasi su dengesinin bozuldugunu goéstermektedir.
Chandler ceviz ¢esidinin bu disiik su tutma kapasitesi, ayn1 zamanda yaprak sicakliginda artis ve
klorofil iceriginde azalma gibi diger fizyolojik stres gostergeleriyle de desteklenmistir.

Ote yandan, 300 mM NaCl kosulunda dahi RWC degerlerini %73’iin iizerinde koruyabilen
Solez-1, Serr, 230/37 ve 77-H-1 gesitleri 6n plana ¢ikmistir. Bu gesitlerde yiikksek RWC diizeylerinin
korunmasi, hiicresel su kaybinin sinirlandirildigini ve osmotik dengenin etkin bir sekilde saglandigin
gostermektedir. Ayrica, bu gesitlerin diisiik gérsel zarar skorlari, yiiksek klorofil igerikleri ve daha
stabil yaprak sicakliklari ile desteklenen ¢ok yonlii stres tolerans mekanizmalarina sahip olduklari
anlasilmaktadir.

Bu ¢alismada, yaprak oransal su igeriginin ceviz genotiplerinin tuzluluk stresine karsi
dayaniklilik diizeylerini belirlemede giivenilir bir fizyolojik gosterge oldugunu ortaya koymustur.
Ozellikle Sélez-1, Serr ve 230/37 gibi cesitlerin giiclii RWC profilleri, bu cesitlerin kurak ve tuzlu
ortamlarda yetistiricilik potansiyeline sahip olduklarini ve 1slah programlarinda 6ncelikli olarak

degerlendirilmesi gerektigini gostermektedir.

4.1.7. Kok Kuru Madde Miktar1

Bu ¢alismada, 21 farkli ceviz genotipine uygulanan dort farkli tuz konsantrasyonunun (75,
150, 225 ve 300 mM NaCl) kdk kuru madde miktari tizerindeki etkileri degerlendirilmistir (Cizelge
4.7). Kok kuru madde miktari, bitkinin tuz stresine kars1 kok diizeyinde verdigi morfolojik yanitlarin
onemli bir gostergesidir. Elde edilen bulgular, artan tuz konsantrasyonlarmin kok kuru madde
birikimini baskiladigin1 ve bu etkinin genotipten genotipe istatistiki a¢idan anlamli farkliliklar
gosterdigini ortaya koymustur. Genel ortalamalar incelendiginde, kontrol grubundaki kok kuru
madde miktar1 %28.65 iken, bu deger 75 mM NaCl uygulamasinda %26.83, 150 mM NaCl dozunda
%25.47, 225 mM NaCl uygulamasinda %24.26 ve 300 mM NaCl dozunda %22.42’ye kadar
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diismiistiir. Bu kok kuru madde azalma egilimi, yliksek tuz konsantrasyonlarinin kok gelisimini
inhibe ettigini ve bitki dokularinda biyokiitle tiretiminin sinirlandigini gostermektedir.

Genotip bazinda yapilan degerlendirmede, tuz stresine karsi kok kuru madde miktarini en
yiiksek diizeyde koruyan cesitler arasinda Serr (%28.68), Sen-1 (%27.12), Yalova-3 (%27.02),
Maras-18 (%27.44) ve Solez-1 (%27.17) ceviz gesitleri 6ne gikmistir. Bu ceviz gesitlerinde 300 mM
NaCl uygulamasinda bile kok kuru madde degerleri %25’in lizerinde kalmis, bu durum bu gesitlerin
tuz stresi altinda dahi kok dokularinda madde birikimini siirdiirebildiklerini gostermektedir.

Buna karsin, Hartley (%19.17), Howard (%22.41), Fernor (%21.68) ve Midland (%22.13)
ceviz cesitlerinde, kok kuru madde miktarinin diisiik seviyelerde kaldigi belirlenmistir. Ozellikle
Hartley ceviz ¢esidinde 300 mM NaCl uygulamasi sonrast kok kuru madde miktart %12.96 ile en
diisiik deger olarak ol¢tilmiistiir. Bu ceviz gesitlerinde, tuz stresinin kok dokusunda madde birikimini

ciddi diizeyde sinirladigi ve bu nedenle tuz stresine duyarliliklarinin yiiksek oldugu tespit edilmistir.

Cizelge 4.7. Farkli ceviz genotiplerinin 4 farkli tuz dozunun kok kuru madde miktar iizerine
etkisinin degerlendirilmesi

Kok Kuru
Madde Miktar1 Tuz Dozlan Tuzluluk
% Ortalama Kontrol
Cegsitler 300 mM 225 mM 150 mM 75 mM
Chandler 2490 £1.18 | 26.16 £2.03 | 28.01 £0.61 | 28.04 +1.93 26.78 b 30.66 +1.27
Antalya-3 22.06 +£1.16 | 22.71 £0.77 | 25.20 +0.68 | 27.82 +£0.63 24.45 de 30.75 +£0.98
Fernor 21.23+£2.14 | 21.62+1.43 | 21.85+1.2 | 22.02+3.04 21.6849 22.19 £1.41
Oguzlar-77 21.08 £2.48 | 22.69 £1.88 | 23.21+0.6 | 23.83 £1.02 22,70 f 26.04 £1.56
Howard 18.86 £0.89 | 22.17+£2.21 | 22.79+1.8 | 25.83 +1.31 22.41fg 27.36 £1.12
98-115 20.69 £2.76 | 23.30+1.49 | 23.40+1.32 | 24.51£2.1 22.98 f 24.59 £1.56
Sen-1 25.03 £1.32 | 25.25+1.91 | 26.66 £1.66 | 31.53 +1.06 27.12b 32.94 £0.44
Sebin 23.22£2.89 | 25.15+0.68 | 25.57+0.17 | 26.30=*1.8 25.06 c-e 26.97 £1.77
Maras-18 25.27+2.88 | 27.73+£0.42 | 28.00 +1.11 | 28.75+1.63 27.44 b 29.79 £1.45
Hartley 12.96 1.2 2092 +1 | 20.98+2.01 | 21.80+0.47 19.17h 22.38+1.16
230/37 23.78 £1.24 | 25.00 £1.55 | 26.02 £1.58 | 27.39 £0.43 25.55¢ 28.05 £1.79
77-H-1 22.16 £1.57 | 24.45+0.24 | 26.72+0.3 | 26.72 £0.29 25.01 c-e 29.07 £2.27
Kaman-1 23.94+1.73 | 24.77 £1.82 | 25.31 £1.51 | 26.03 +1.32 25.01 c-e 28.56 +1.47
KM-2 23.96 +£0.75 | 24.53 £2.29 | 26.74 £1.06 | 26.92 £0.93 25.54¢ 33.58 £0.94
Maras-12 19.46 +1.19 25.59 £2 25.29+4£2.08 | 26.42 £1.1 24.19e 31.54 £0.83
Midland 20.51 £1.25 | 21.29+1.11 | 21.40 £1.19 | 25.30 +1.31 22.13fg 27.09 +0.96
Yalova-3 24,88 £2.46 | 25.14+1.81 | 27.59 £1.44 | 30.48 £1.72 27.02b 32.35+3.02
Serr 26.60 £1.68 | 27.14+1.13 | 29.93+0.92 | 31.05+3.3 28.68 a 31.77 £0.29
Solez-1 23.33£1.89 | 26.24 +1.71 | 28.20 £1.57 | 30.90 +1.12 27.17b 31.85 £1.11
214/47 22.76 £2.87 | 23.49+1.92 | 27.68 £1.28 | 26.72 +£2.05 25.16 cd 27.86 £1.34
Pedro 24,14 £2.38 | 24.16+£0.42 | 2428 £2.21 | 25.13 +1.74 24.43 de 26.33 £0.96
Genel ort 22.42¢ 24.26d 2547¢c 26.83 b 28.65a

* Ayni stitunda farkl: harflerle gdsterilen ortalamalar arasinda istatistiki diizeyde 6nemli farklilik bulunmaktadir
((p<0.0001) (LSD %5= 0.96)) ((p<0.0001) (LSD %5= 0.45)).
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Kok kuru madde miktari, bitkilerin stres kosullar1 altindaki biiyiime performanslarini ve
ozellikle kok bolgesindeki biyokiitle birikimini degerlendirmek agisindan 6nemli bir morfolojik
parametre olarak kabul edilmektedir. Bu caligma kapsaminda elde edilen bulgular, artan NaCl
konsantrasyonlarinin ceviz genotiplerinde kok kuru madde miktarini sistematik sekilde azalttigim
ortaya koymustur. Ozellikle 300 mM NaCl uygulamasinda ortalama kok kuru madde oraninin
%22.42’ye kadar gerilemesi, yiiksek tuz stresinin kok gelisimi ve dokusal birikimi belirgin sekilde
inhibe ettigini gostermektedir.

Lotfi ve ark. (2009a, 2009b), cevizlerde uygulanan kuraklik ve tuz stresinin siddeti arttik¢a
kok uzunlugu ve kuru kok agirliginda belirgin azalmalar meydana geldigini rapor etmislerdir. Ayrica,
farkli ceviz genotiplerinin tuz stresine verdikleri kok-siirglin oran1 ve madde birikimi tepkilerinin
onemli diizeyde gesitlilik gosterdigi bildirilmistir. Bu ¢caligmada Hartley ceviz ¢esidinde tespit edilen
diisiik kok kuru madde miktar1 (%12.96), bu ¢esidin yiiksek tuz stresine karsi daha hassas oldugunu
ve Lotfi ve ark. (2009b) tarafindan bildirilen bulgularla uyumlu oldugunu gdstermektedir. Benzer
sekilde, Adish ve ark. (2010) tarafindan antepfistig1 ¢ogiirlerinde yapilan ¢alismada da tuzluluk
stresinin kok yas ve kuru agirligini olumsuz etkiledigi ve artan tuzluluk seviyeleriyle birlikte kok
agirhiginda ciddi azalmalarin meydana geldigi rapor edilmistir.

Bu calismada, 300 mM NaCl uygulamasi altinda dahi kok kuru madde miktarint %25’in
izerinde koruyabilen ¢esitler arasinda Serr, Sen-1, Yalova-3, Maras-18 ve Solez-1 ceviz gesitleri 6ne
¢ikmaktadir. Bu ceviz gesitlerinde kék dokularinda madde birikiminin siirdiiriilebilmesi, bu gesitlerin
tuz stresine karsi kok diizeyinde adaptif biiylime stratejileri gelistirdiklerini gostermektedir. Yiiksek
kok kuru madde orani, tuz stresine ragmen su ve mineral alimini destekleyecek yapisal devamliligin
saglandigini ve kok sisteminin fizyolojik islevlerini siirdiirebildigini isaret etmektedir.

Ote yandan, Hartley, Howard, Fernor ve Midland gibi ceviz cesitlerinde, kok kuru madde
miktarinda belirgin azalmalar gozlemlenmistir. Ozellikle Hartley g¢esidinde kok kuru madde
miktarinin %12.96’ya kadar diismesi, kok dokusunun stres kosullarinda ciddi sekilde tahrip
oldugunu ve madde birikiminin neredeyse durma noktasina geldigini ortaya koymustur. Bu durum,
Hartley ceviz ¢esidinde ayn1 zamanda diisiik yaprak oransal su igerigi ve yiiksek gorsel zarar skoru
gibi diger stres gostergeleriyle de desteklenmis olup, ¢oklu fizyolojik parametreler araciligiyla stres
duyarlilig1 oldugu belirlenmistir.

Bu calismada, kok kuru madde miktarinin, ceviz genotiplerinin tuzluluk stresine karsi
dayaniklilik diizeylerinin belirlenmesinde giivenilir bir morfolojik gosterge oldugunu ortaya
koymustur. Solez-1, Serr ve Yalova-3 gibi ceviz cesitlerinin kék dokularinda madde birikimini
stirdiirebilmesi, bu ¢esitlerin siirdiiriilebilir ceviz yetistiriciligi igin stres toleransi yiiksek adaylar

olarak degerlendirilmesini desteklemektedir.
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4.1.8. Canhhlik Oranlarn

Bu ¢aligmada, 21 farkli ceviz genotipinin dort farkli NaCl konsantrasyonuna (75, 150, 225
ve 300 mM) maruz birakilmasinin ardindan canlilik oranlar1 degerlendirilmis ve tuz stresine karsi
genotiplerin hayatta kalma kapasiteleri aragtirilmistir (Cizelge 4.8). Canlilik orani, tuz stresinin bitki
iizerindeki 6liimciil etkilerini dogrudan yansitan temel fizyolojik parametrelerden biri olup, stres
tolerans1 bakimindan genotipler arasinda ayrim yapilmasina olanak tanimaktadir.

Genel ortalama degerlere gore, kontrol grubunda canlilik orani tiim genotiplerde %100
olarak kaydedilmis ve stres faktoriiniin yoklugunda tiim bitkilerin yasadigi goriilmiistiir. Tuz
uygulamalarinda ise canlilik oran1 75 mM NaCl uygulamasinda %96.66, 150 mM NaCl dozunda
%90.19, 225 mM NaCl uygulamasinda %83.85 ve 300 mM NaCl dozunda %77.42’ye kadar
diismiistiir. Bu sonuglar, artan tuz konsantrasyonunun bitki yasama orami iizerinde belirgin
baskilayici bir etki olusturdugunu gdstermektedir.

Ceviz genotipleri diizeyinde degerlendirildiginde, Solez-1 ceviz ¢esidi uygulanan tim tuz
dozlarinda %100 canlilik orani gostermistir. Bu durum, bu ceviz ¢esidinin tuz stresine karsi tam
tolerans sergiledigini ve hayati fonksiyonlarini kesintisiz siirdiirebildigini ortaya koymaktadir. Solez-
1 ceviz ¢esidini, %97.75 canlilik orani ile Serr ve Maras-18 ceviz ¢esitleri, %95.5 ile 77-H-1, %93.5
ile 230/37, %93.25 ile 214/47 ceviz genotipleri takip etmis; bu ceviz gesitlerinin de yiiksek dozlarda
dahi canlilik oranimi biiyiik 6l¢iide korudugu tespit edilmistir.

Buna karsin, Fernor ceviz ¢esidi en diisiik ortalama canlilik oranini (%60.25) gostermistir.
Ozellikle 300 mM NaCl uygulamasinda %41 oraninda canlilik gdstermesi, bu cesidin tuz stresine
karsit oldukca hassas oldugunu ve yogun fizyolojik zarar gordiigiinii gostermektedir. Marag-12
(%78.75) ve Midland (%81.00) gibi ceviz gesitlerinde de yiiksek dozlarda canlilik oran1 diismiis, bu
durum bu ceviz gesitlerinin stres kosullarinda yasama kapasitesinin smirli oldugunu ortaya

koymustur.

Cizelge 4.8. Farkli ceviz genotiplerinin 4 farklt NaCl dozunun canlilik orani {izerine etkisinin

degerlendirilmesi

O%)) Tuz Dozlan Tuzluluk
Cesitler | 300mM | 225mM | 150mM | 75mm | Ortalama | Kontrol
Chandler | % 83 +0.29 | % 83 +0.29 | %100 +0 %100 +0 % 91.5ab | %100 +0
Antalya-3 | % 75+0.43 | % 83 £0.29 | % 83 +0.29 | %100+0 | % 85.25ab | %100 +0
Fernor % 41 £0.52 | % 50+0.5 | % 75+0.43 | % 75+0.43 | %60.25¢c | %100 £0
Oguzlar-77 | % 83 £0.29 | % 91 £0.14 | % 75+£0.43 | %1000 | % 87.25ab | %100 +0
Howard % 75+0.43 | %83+0.29 | % 91+0.14 | % 91+0.14 | % 85ab | %100+0
98-115 %66 +£0.58 | % 83 +0.29 | % 91 £0.14 | %100 +0 % 85ab | %100 +0
Sen-1 % 83 +0.29 | % 83 +0.29 | % 83 +0.29 | %1000 | % 87.25ab | %100 +0
Sebin %75 +0.43 | % 83+0.29 | % 91 £0.14 | %I100+0 | % 85.25ab | %100 +0
Maras-18 | %91 +0.14 | %100 £0 %100 +0 %1000 | % 97.75ab | %100 +0
Hartley % 75+0.43 | %75+0.43 | %91 +0.14 | %91 +0.14 | % 83ab | %100+0
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(Cizelge 4.8’in devami)

230/37 % 83 £0.29 | %91 +0.14 | %100 +0 %100 £0 % 93.5ab | %100 +0
77-H-1 % 91 40.14 | % 91 £0.14 | %100 +0 %100+0 | % 95.5ab | %100 +0
Kaman-1 | %66 +£0.58 | % 75+0.43 | %100 =0 %100+0 | % 85.25ab | %100 +0
KM-2 % 75+0.43 | %91 £0.14 | %91 +0.14 | %100+0 | % 89.25ab | %100 +0
Maras-12 | %66 £0.58 | % 75+0.43 | % 75+0.43 | % 91 +0.14 | % 78.75 bc | %100 £0
Midland | % 75+0.43 | % 75 +£0.43 | % 83 +0.29 | % 91 +0.14 | % 81 abc | %100 +0
Yalova-3 | %66 +0.58 | % 83 £0.29 | % 91 £0.14 | %100 +0 %85ab | %100 +0
Serr %91+40.14 | %100+0 %100 +£0 %100+0 | % 97.75ab | %100 +0
Solez-1 %100 £0 %100 £0 %100 +0 %100 £0 % 100a | %100 +0
214/47 % 9140.14 | %91 +£0.14 | %91 4£0.14 | %100+0 | % 93.25ab | %100 +0
Pedro % 75+0.43 | % 75 +0.43 | % 83 £0.29 | % 91+0.14 | % 8labc | %100 +0
Genelort | % 7742e | %83.85d | %90.19c | % 96.66 b % 100 a

* Ay siitunda farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasinda istatistiki diizeyde dnemli farklilik bulunmaktadir
((p=0.008) (LSD %5= 0.18)) ((p=0.0002) (LSD %?5= 0.11)).

Bu c¢alismada, artan tuz konsantrasyonlarinin canlilik oranlarini istatistiki agidan anlaml
sekilde azalttigini ve tuz stresinin bitkisel yasamsal siirecler lizerinde dogrudan baskilayict etkiler
yarattigim acgik¢a ortaya koymustur. Ozellikle 300 mM NaCl uygulamasinda ortalama canlilik
oraninin %77.42’ye kadar gerilemesi, yiiksek tuz konsantrasyonlarmin bitkilerde fizyolojik
bozulmalara ve metabolik dengesizliklere neden oldugunu gostermektedir.

Ji ve ark. (2022a), Juglans microcarpa fidelerinde yiiksek NaCl dozlarinin hayatta kalma
oranini diisiirdiigiinii ve bu etkinin stres siiresi ve dozuyla dogrudan iliskili oldugunu rapor etmistir.
Ayrica, Wang ve ark. (2021), ceviz genotiplerinde yiiksek tuz konsantrasyonlariin yaprak klorozu,
su kaybr ve sistemik fizyolojik bozulmalara yol agarak canlilik oranini olumsuz etkiledigini
bildirmistir. Benzer sekilde, Javadisaber ve ark. (2014) tarafindan yapilan ¢aligmada, Ankara
armudu, Ayva ve Ahlat genotiplerine uygulanan dort farkli NaCl dozu (75, 150, 225 ve 300 mM)
sonucunda, canlilik oranlarinin genel olarak yiiksek (%80.5—%100) seviyelerde korundugu, ancak
stres diizeyine bagl olarak azalmalar gézlemlendigi belirtilmistir. Bu ¢aligmalar, canlilik orani
parametresinin stresin bitkisel sistemler {izerindeki etkilerinin belirlenmesinde 6nemli bir fizyolojik
gosterge oldugunu desteklemektedir.

Bu ¢alisma kapsaminda, S6lez-1 ceviz ¢esidinin uygulanan tiim tuz dozlarinda %100 canlilik
oranini korudugu gézlemlenmistir. Solez-1 ceviz gesidinin tuzluluk stresine karsi iistiin fizyolojik
adaptasyon mekanizmalarina sahip oldugunu ve stres kosullarinda hem dokusal biitiinliiglinii hem de
hayati fonksiyonlarini kesintisiz siirdiirebildigini gostermektedir. S6lez-1 ceviz ¢esidi disinda Serr,
Maras-18, 77-H-1, 230/37 ve 214/47 ceviz gesitlerinin de yiiksek canlilik oranlarin1 muhafaza
etmeleri, bu ¢esitlerin tuz stresine kars1 yiiksek diizeyde toleransli olduklarini ortaya koymaktadir.
Bu ceviz gesitlerinde canlilik oranlarinin, daha 6nce 6lgiilen yiiksek klorofil igerikleri, yiiksek yaprak
oransal su icerikleri ve diisiik gorsel zarar skorlari ile desteklenmesi, stres toleransinin c¢oklu

fizyolojik parametreler ile desteklendigi belirlenmistir
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Buna kargin, Fernor, Maras-12 ve Midland gibi ceviz ¢esitlerinde, 6zellikle 300 mM NacCl
uygulamasi altinda canlilik oranlarinin belirgin sekilde diistiigii tespit edilmistir. Ozellikle Fernor
ceviz cesidinde canlilik oraninin %41°¢ kadar gerilemesi, bu ceviz g¢esidinin tuzluluk stresine karsi
yiiksek duyarlilik sergiledigini ve hem metabolik hem de yapisal biitiinliigli korumakta yetersiz
kaldigin1 géstermektedir. Fernor ceviz ¢gesidinin ayn1 zamanda diisiik klorofil ierigi, yiiksek yaprak
sicakligt ve yiiksek gorsel zarar skoru gibi diger parametrelerde de olumsuz performans gostermesi,
stresin ¢oklu fizyolojik bozulmalara yol a¢tigini ve canli kalma yeteneginin ciddi 6l¢iide zayifladigini
ortaya koymaktadir.

Bu calisma, ceviz genotiplerinin tuzluluk stresine karsi canlilik oranlar1 bakimindan farkl
tolerans profilleri sergiledigini agik¢a gostermektedir. Solez-1, Serr ve Maras-18 gibi ceviz gesitleri,
yiiksek tuz konsantrasyonlarinda dahi canli kalma kapasitelerini biiyiik 6l¢iide koruyarak potansiyel
“stres toleransli anag/genotip” adaylari olarak on plana ¢gikmaktadir. Buna karsilik, Fernor gibi hassas
cesitlerin ise tuz stresinin yogun oldugu yetistiricilik kosullarinda dikkatle degerlendirilmesi
gerektigi anlagilmaktadir.

[k y11 elde edilen bulgular dogrultusunda, 21 farkl ceviz genotipi iizerinde gerceklestirilen
analizler sonucunda, gesitlerin tuzluluk stresine karsi tolerans ve hassasiyet seviyeleri belirlenmistir.
Yapilan 6l¢timler, uygulanan dort farkli tuz dozu arasinda 150 mM NaCl konsantrasyonunun kritik
tuz seviyesi oldugunu ortaya koymustur. Ayrica, ceviz ¢esitleri arasinda belirgin farkliliklar tespit
edilmis olup, Solez-1, Serr ve Maras-18 cesitlerinin tuzluluk stresine daha toleransli, Fernor,

Chandler ve Hartley cesitlerinin ise daha hassas oldugu belirlenmistir. (Sekil 4.1 ve Sekil 4.2).

Sekil 4.1. Solez-1, Serr ve Marag-18 ceviz ¢esitlerine ait tohumlarinin tuz uygulamasi yapildiktan
sonraki goriiniimleri, (Siyah: 300 mM — Yesil: 225 mM — Sar1:150 mM — Kirmizi: 75 mM — Mavi:
0 mM)
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Sekil 4.2. Chandler, Fernor ve Hartley ceviz gesitlerine ait tohumlarinin tuz uygulamasi yapildiktan

sonraki goriiniimleri, (Siyah: 300 mM — Yesil: 225 mM — Sar1:150 mM — Kirmizi: 75 mM — Mavi:
0 mM)

Bu sonuglar dogrultusunda, ikinci yil analizlerinde alt1 ceviz ¢esidi (Serr, Maras-18, Solez-
1, Chandler, Hartley ve Fernor) ile ¢alisilmasi ve 150 mM NaCl dozu ile kontrol uygulamasinin
karsilastirmali olarak yiiriitiilmesi planlanmistir. Bu yaklasim, secilen ceviz c¢esitlerinin tuzluluk
stresine karsi dayaniklilik diizeylerini daha ayrintili ve karsilastirmali bir sekilde degerlendirmek

amaciyla planlanmaistir.

4.1.9. Ceviz Cesitlerinin Tuzluluk Stresine Tolerans Durumlarinin Genel Degerlendirilmesi

Birinci yil yiiriitiilen ¢caligmada, 21 farkli ceviz genotipi tlizerinde morfolojik ve fizyolojik
parametreler dikkate alinarak yapilan degerlendirmeler sonucunda, tuz stresine karsi gesitlerin
tolerans seviyelerinde belirgin farkliliklar gézlemlenmistir. Bu farkliliklar istatistiksel analizlerle
desteklenmis ve genotiplerin tuz stresine verdikleri tepkiler detayli olarak ortaya konmustur.

Yaprak sicakligi, SPAD degeri, gorsel skala, yaprak oransal su igerigi, kok kuru madde
miktar1 ve canlilik oran1 gibi parametrelerin biitiinciil degerlendirilmesi sonucunda; Sélez-1, Serr ve
Marag-18 cesitlerinin tuzluluk stresine karsi daha toleransli oldugu tespit edilmistir. Bu c¢esitler
yiiksek tuz konsantrasyonlarinda dahi yiiksek SPAD ve yaprak su igerigi degerleri, diisiik gorsel stres
skoru ve yiiksek canlilik orani géstermistir.

Buna karsilik, Fernor, Chandler ve Hartley ceviz ¢esitlerinin ise bir¢ok parametrede diisiik
performans sergiledigi, 6zellikle Fernor ceviz ¢esidinin yiiksek tuz stresi seviyelerinde tamamen
kuruma gosterdigi ve genel olarak tuz stresine duyarli oldugu belirlenmistir.

Bu degerlendirmeler sonucunda, ikinci yil yiiriitilecek denemelerde genetik varyasyonu
daha ayrintili degerlendirmek amaciyla; toleranshi (Solez-1, Serr, Maras-18) ve hassas (Fernor,
Chandler, Hartley) olmak tizere toplam alt1 ceviz ¢esidi segilmis, stresin etkilerini en belirgin bigimde
ortaya koyabilecek kontrol (0 mM NaCl) ve 150 mM NaCl (kritik tuz seviyesi) konsantrasyonuyla

calismalarin devam ettirilmesine karar verilmistir.
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4.2. Secilen Toleransh ve Hassas Ceviz Cesitlerinin 2. Y1l Tuza Tolerans Durumlarinin
Belirlenmesi
4.2.1. Klorofil I¢in Spad Degerleri

Bu caligmada, 150 mM NaCl uygulamasinin ceviz gesitlerinin yaprak klorofil igerigi
tizerindeki etkileri SPAD degerleri lizerinden degerlendirilmistir (Cizelge 4.9). Uygulanan tuz
konsantrasyonunun tiim ¢esitlerde SPAD degerlerinde diisiise neden oldugunu, ancak bu azalmanin
ceside bagli olarak degiskenlik gosterdigini ortaya koymustur.

Tuzluluga hassas olarak belirlenen Chandler, Fernor ve Hartley ¢esitlerinde, 150 mM NaCl
uygulamasina bagli olarak SPAD degerlerinde belirgin diisiisler gézlenmistir. S6z konusu cesitlerin
150 mM NaCl altinda sirastyla 29.23, 27.33 ve 28.72 SPAD degerlerine ulastiklari, bu degerlerin
kontrol kosullarinda elde edilen 31.82, 29.27 ve 31.50 degerlere kiyasla daha diisiik oldugu
belirlenmistir. Bu i¢ ceviz ¢esidinin 150 mM NaCl uygulamasinda ortalama SPAD degeri 28.43
olup, klorofil igeriginin stres kosullarinda daha fazla azaldig1 hassas grubu yansitmaktadir.

Buna karsilik, tuzluluga toleranslh olarak tanimlanan Serr, S6lez-1 ve Maras-18 cesitlerinde
150 mM NaCl uygulamasi altinda da SPAD degerlerinin yiiksek diizeyde korundugu tespit edilmistir.
Serr ¢esidinde 30.52, Solez-1 ¢esidinde 30.00 ve Maras-18 c¢esidinde 29.73 SPAD degerleri 6l¢iilmiis
olup, bu grubun 150 mM NaCl uygulamasi altinda genel ortalamasi 30.09 oldugu tespit edilmistir.
Bu sonuglar, toleransli ¢esitlerin klorofil yapisini ve dolayisiyla fotosentetik kapasitesini tuz stresi
altinda da muhafaza edebildigini gostermektedir. Kontrol kosullarinda elde edilen SPAD degerleri
de bu egilimi destekler niteliktedir. Toleransh ¢esitler arasinda yer alan Serr, Solez-1 ve Maras-18,
sirastyla 33.49, 32.39 ve 32.13 SPAD degerleriyle hassas gesitlere kiyasla daha yiiksek diizeyde
klorofil igerigi sergilemistir. Kontrollere ait ortalama SPAD degeri, hassas ceviz ¢esitlerinde 30.87,

toleransli ceviz ¢esitlerinde ise 32.67 olarak saptanmustir.

Cizelge 4.9. Toleransli ve Hassas ceviz ¢esitlerinin 150 mM NaCl uygulamasinin klorofil i¢in Spad
degeri lizerine etkisi

Cesitler 150 mM NacCl Kontrol
Chandler 2923 ef £ 1.18 31.82 abc + 0.59
Fernor 27.33 £+ 0.88 29.27 ef £1.33
Hartley 28.72 ef £0.74 31.50 bed +£ 0.54
Genel ortalama 28.43 ¢ 30.87b
Serr 30.52 bede £2.22 33.49 a+0.79
Solez-1 30.00 cde £ 0.34 32.39ab+1.90
Maras-18 29.73 de £ 1.17 32.13 ab+ 0.88
Genel ortalama 30.09 bc 32.67 a

* Ayni stitunda farkl: harflerle gdsterilen ortalamalar arasinda istatistiki diizeyde 6nemli farklilik bulunmaktadir
((p=<0.05) (LSD %5=1.95)) ((p<0.05) (LSD %5= 1.78))

Bu calismada, 150 mM NaCl konsantrasyonuna maruz birakilan ceviz gesitlerinde SPAD
degerlerinde meydana gelen degisiklikler, cesitlerin tuzluluga karsi fizyolojik dayaniklilik

60



diizeylerinin anlasilmasinda dnemli bir gosterge olmustur. Elde edilen bulgular, tuzluluga duyarh
olarak belirlenen Chandler, Fernor ve Hartley cesitlerinde klorofil iceriginde belirgin azalmalar
meydana geldigini, buna karsilik Serr, S6lez-1 ve Maras-18 gibi toleransh ¢esitlerde bu azalmanin
minimum diizeyde gergeklestigini ortaya koymustur. Ozellikle toleransli grupta yer alan gesitlerin,
stres kogullar1 altinda dahi kontrol grubuna yakin SPAD degerlerini siirdiirebilmesi, bu gesitlerin
fotosentetik sistemlerini daha etkin koruyabildigini gostermektedir.

Tuz stresi, bitkilerin kok bolgesinde NaCl yogunlugunun artmasima ve Na® iyonunun
yapraklarda birikmesine neden olmaktadir. Bu durum, Mg?" iyonlarinin yer degistirmesine yol agarak
klorofillerin yapisini bozmakta ve klorozis olusumuna neden olmaktadir (Avcioglu ve Giirel, 2000).
Tuzluluk stresinin artmasiyla birlikte klorofil iceriginde meydana gelen azalma, Ranjbar ve ark.
(2002) tarafindan antepfistiginda; Karimi ve ark. (2009) tarafindan ise Pistacia vera tizerinde yapilan
calismalarda da agikca ortaya konmustur. Bu bulgular, tuz stresinin dogrudan fotosentetik
pigmentleri etkiledigini ve bu durumun bitkilerin fotosentez etkinligini sinirladigini gostermektedir.
Benzer bigimde, Ji ve ark. (2022a) tarafindan yiritilen bir ¢aligmada, Juglans microcarpa
fidelerinde 100 mmol/L. NaCl uygulamasina kadar SPAD degerlerinde yalnizca sinirli azalma
gozlemlenirken, 200 mmol/L ve iizerindeki konsantrasyonlarda klorofil igeriginde istatistiksel olarak
anlamli diisiisler meydana geldigi bildirilmistir. Ji ve ark. (2022b) ise dort farkli ceviz anact (J1-J4)
iizerinde gergeklestirdikleri ¢alismada, NaCl uygulamasi altinda genotipler arasinda klorofil igerigi
bakimindan anlamli farkliliklar gézlemlemis ve J4 genotipinin klorofil stabilitesini koruyarak yiiksek
diizeyde tuz toleransi gosterdigini rapor etmistir. Bu bulgular, genetik varyasyonun klorofil
bozunmasini sinirlandirma kapasitesi lizerinde belirleyici oldugunu gdstermektedir.

Wang ve ark. (2021) tarafindan erken ve geg gelisen ceviz ¢esitlerinde yiriitiilen bir bagka
calismada ise, ge¢ gelisen genotipin stres kosullar1 altinda daha yiiksek net fotosentetik oran ve
klorofil igerigi sergiledigi ortaya konmustur. Bu durum, klorofil diizeyinin yalnizca yapisal degil,
ayn1 zamanda fizyolojik siirdiiriilebilirlik i¢in de kritik bir belirleyici oldugunu gostermektedir.
Vahdati (2013), tuz ve kuraklik stresine toleransli ceviz genotiplerinde prolin birikimi ve
antioksidatif enzim aktivitesinin yaninda klorofil iceriginin de daha stabil kaldigini belirtmis ve bu
parametrelerin stres adaptasyonunda sinerjik rol oynadigini vurgulamustir.

Bu baglamda, caligmada yer alan Serr, Solez-1 ve Marag-18 cesitlerinin yiiksek SPAD
degerlerini stres kosullarinda da siirdiirebilmesi, klorofil bozunmasinin engellendigini ve fotosentez
kapasitesinin korundugunu gostermektedir. Diger taraftan, Ak¢a ve Sahin (2022) tarafindan yapilan
caligmada, farkli ceviz anaglarmin yapraklarinda biriken Na* iyonu ile SPAD degerleri arasinda
negatif bir iligski oldugu gosterilmistir. Bu ¢caligmada Juglans sieboldiana anaglariin yapraklarinda
yiiksek Na* ve Cl~ birikimine bagli olarak klorofil i¢eriginde belirgin azalmalar gézlenmis; bu durum,
bizim ¢aligmada hassas grup olarak belirlenen Chandler, Fernor ve Hartley gibi g¢esitlerin
yapraklarinda iyon toksisitesine bagli olarak klorofil yikiminin meydana geldigini destekler

niteliktedir.
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Bu ¢alismada yapilan SPAD 6&l¢limleri, ceviz genotiplerinin tuz stresine verdikleri fizyolojik
yanitlarin karakterizasyonunda giivenilir ve ayirt edici bir parametre olarak 6ne ¢ikmistir. Toleransh
genotiplerin klorofil igerigini yliksek diizeyde siirdiirebilmesi, bu g¢esitlerin tuz stresi altinda
fotosentez etkinligini koruma kapasitelerinin yiiksek olduguna isaret ederken, hassas ¢esitlerdeki

klorofil kaybu, stresin fotosentetik yapi iizerindeki baskilayici etkisini agik¢a ortaya koymaktadir.

4.2.2. Yaprak Sicakhg (°C)

Bu ¢alismada, 150 mM NaCl uygulamasinin ceviz ¢esitlerinde yaprak sicakligi {izerindeki
etkileri degerlendirilmistir (Cizelge 4.10). Elde edilen bulgular, tuz stresinin yaprak sicakliginda
artisa yol agtigin1 ve bu artisin cesitlere gore degiskenlik gosterdigini ortaya koymustur. Genel
olarak, stres uygulamasi altinda ortalama yaprak sicakligi hassas ¢esitlerde 40.68 °C iken, toleransh
cesitlerde bu deger 38.24 °C olarak belirlenmistir. Kontrol kosullarinda ise bu ortalamalar (hassas ve
toleransli) sirasiyla 39.23 °C ve 36.76 °C olarak tespit edilmistir. Bu farklar, tuzluluk kosullarinda 1s1
regiilasyonu bakimindan gesitler arasinda belirgin farkliliklar oldugunu gostermektedir.

Tuzluluga hassas olarak siniflandirilan Chandler, Fernor ve Hartley ¢esitleri, hem 150 mM
NaCl uygulamasinda hem de kontrol kosullarinda en yiiksek yaprak sicakliklarina sahip ¢esitler
olarak 6ne ¢ikmigtir. Calismada, 150 mM NaCl uygulamasi altinda Chandler, Fernor ve Hartley
gesitlerinde sirasiyla 40.60 °C, 40.86 °C ve 40.56 °C degerleri kaydedilmis olup, bu yiiksek sicaklik
degerleri, stres kosullarinda bu ¢esitlerin yaprak seviyesinde etkin bir buharlasma sogutmasi
gercgeklestiremedigini ve su kaybi regiilasyonunun zayif oldugunu gostermektedir.

Buna karsilik, tuzluluga toleransl olarak tanimlanan Serr, S6lez-1 ve Maras-18 ¢esitleri, 150
mM NaCl uygulamasinda yaprak sicakliklarini gérece daha diisiik seviyelerde tutabilmislerdir. Serr
¢esidi 37.13 °C, Solez-1 ve Maras-18 cesitleri ise 38.80 °C degerleriyle hassas gruba gore anlamli
sekilde daha diisiik yaprak sicakliklarina ulasmistir. Bu ¢esitlerin stres altinda daha diisiik yaprak
sicakliklarini koruyabilmeleri, muhtemelen daha etkin stomal kontrol ve transpirasyon yoluyla
sicaklik diizenleme kapasitesine sahip olduklarin1 gostermektedir.

Kontrol kosullarinda da benzer egilim stirmektedir. Hassas cesitler arasinda yer alan Fernor
ve Chandler, kontrol grubunda dahi 40.20 °C ve 39.32 °C gibi gorece yiiksek yaprak sicakliklart
sergilerken, toleransl ¢esitlerden Serr ve Solez-1 sirasiyla 35.91 °C ve 36.47 °C ile daha diisiik
diizeylerde kalmistir. Bu durum, toleransl ¢esitlerin fizyolojik olarak daha dengeli bir 1s1 yonetimi

mekanizmasina sahip oldugunu desteklemektedir.
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Cizelge 4.10. Toleransh ve Hassas ceviz gesitlerinin 150 mM NaCl uygulamasinin yaprak sicakligi
tizerine etkisi (°C)

Cesitler 150 mM NacCl Kontrol
Chandler 40.60 a+ 0.7 39.32 abc £ 0.9
Fernor 40.86 a + 0.4 40.20 ab+ 0.1
Hartley 40.56a+1.3 38.17 cde £ 0.8
Genel ortalama 40.68 a 39.23 ab
Serr 37.13 def+ 1.2 3591 f+1.8
Solez-1 38.80 becd = 0.7 36.47 ef £ 0.6
Maras-18 38.80 bcd+ 1.2 3790 cde £ 1.3
Genel ortalama 38.24 bc 36.76 c

* Ayni stitunda farkl: harflerle gdsterilen ortalamalar arasinda istatistiki diizeyde onemli farklilik bulunmaktadir
((p=<0.05) (LSD %5= 1.72)) ((p<0.05) (LSD %5= 1.64)).

Bu calismada, 150 mM NaCl konsantrasyonuna maruz birakilan ceviz cesitlerinin yaprak
sicakliklarinda gozlemlenen degisiklikler, tuz stresinin bitki su iliskileri ve 1s1 regiilasyonu
iizerindeki etkilerini degerlendirmek acisindan onemli bulgular sunmustur. Tuz stresi altinda,
ozellikle stomalarin kapanmasi ile transpirasyonun azalmasi sonucunda yaprak ylizeyinde 1s1
birikimi meydana gelmekte; bu da yaprak sicakliklarinda artisa neden olmaktadir. Bir¢ok aragtirmaci,
bitkilerin stres kosullarina maruz kaldiklarinda yaprak sicaklifinin arttigini, fotosentez oraninin
azaldigini, ozmotik potansiyelin bozuldugunu ve radyasyon emiliminin yiikseldigini tespit etmistir
(Buschmann ve Lichtenthaler, 1998; Chaerle ve Van Der Straeten, 2000).

Elde edilen veriler, tuzluluga hassas olarak tanimlanan Chandler, Fernor ve Hartley
cesitlerinde yaprak sicakliklarinin hem stres hem de kontrol kosullarinda toleransh gesitlere kiyasla
daha yiiksek seyrettigini gostermistir. Caligmada, 150 mM NaCl uygulamasi altinda hassas ¢esitlerde
ortalama yaprak sicakligi 40.68 °C olarak tespit edilirken, bu deger toleransl g¢esitlerde 38.24 °C
diizeyinde kalmigtir. Bu farklilik, hassas gesitlerin stres kosullarinda stomal agikligi kontrol etmede
ve evaporatif sogutmay1 siirdiirmede yetersiz kaldiklarini, dolayisiyla yaprak sicakliginin arttigini
ortaya koymaktadir. Benzer sekilde, kontrol grubunda da hassas cesitlerin yaprak sicakliklar
toleranslilara gore daha yiiksektir; bu durum, s6z konusu gesitlerin normal kosullarda dahi daha zayif
su diizenleme kapasitesine sahip olabilecegini diisiindiirmektedir.

Wang ve ark. (2021) tarafindan bildirilen sonuglar da bu bulgularla paralellik
gostermektedir. Arastirmada, ge¢ gelisen ceviz ¢esidinin stres altinda daha diisiik yaprak sicakligi ve
daha yiiksek fotosentetik performans sergiledigi, bunun da gelismis stomal kontrol ve
osmoregiilasyon kapasitesiyle iligkili oldugu belirtilmigtir. Bu paralellik, Serr ve Soélez-1 gibi
toleransh cesitlerin etkin transpirasyon yoluyla yaprak 1sisin1 daha iyi diizenleyebildigi yoniindeki
bulgular1 desteklemektedir.

Benzer sekilde, Ji ve ark. (2022b) tarafindan gergeklestirilen ¢alismada, tuz stresine maruz
kalan farkli Juglans genotiplerinde yaprak yiizey sicakligi ile su kaybi parametreleri arasinda

dogrudan iliski kurulmustur. Daha toleransli genotiplerde, transpirasyonun daha uzun siire
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stirdiiriilebilmesi sayesinde yaprak sicakliklarinin daha diisiik tutulabildigi, bu genotiplerin tuz
stresiyle daha etkin miicadele edebildigi vurgulanmstir.

Ayrica Vahdati (2013), ceviz genotiplerinde antioksidan savunma ve osmotik ayarlama
kapasitesinin, su kaybi yonetimini dogrudan etkileyerek yaprak sicakligi gibi stres belirtecleri
iizerinde farkliliklara yol actigimi raporlamistir. Bu durum, ¢alismada gozlenen yaprak sicakligi
farkliliklarinin yalnizca stomal davranistan degil, ayn1 zamanda igsel su potansiyeli ve hiicresel su
tutma kapasitesinden de kaynaklanabilecegini diislindiirmektedir.

Yaprak sicakligi Olclimleri ceviz cesitlerinin tuz stresine karsi gelistirdigi fizyolojik
adaptasyonlarin degerlendirilmesinde 6nemli bir gosterge olarak one ¢ikmaktadir. Serr, Sélez-1 ve
Maras-18 gibi toleransli ceviz cesitlerinin, hem kontrol hem de stres kosullarinda yaprak
sicakliklarin1 daha diisiik diizeyde tutabilmeleri, bu cesitlerin daha etkin bir buharlagmali sogutma
mekanizmasina ve dolayistyla gelismis bir su kullanimi verimliligine sahip oldugunu gostermektedir.
Bu fizyolojik avantajlar, s6z konusu c¢esitlerin tuz stresine karsi dayanikliliginin altinda yatan temel

adaptif mekanizmalardan biri olarak degerlendirilebilir.

4.2.3. Yaprak Alam (cm?)

Bu calismada, 150 mM NaCl uygulamasimin ceviz gesitlerinde yaprak alani {izerindeki
etkileri degerlendirilmis; elde edilen veriler, tuz stresinin yaprak gelisimi lizerinde baskilayici bir
etki olusturdugunu ortaya koymustur (Cizelge 4.11). Genel olarak degerlendirildiginde, kontrol
grubunda yaprak alani ortalamalar1 toleransh gesitlerde 172.9 cm? iken, hassas ¢esitlerde bu deger
149.4 cm? olarak belirlenmistir. Calismada, 150 mM NaCl uygulamasi altinda ise bu ortalamalar
sirastyla 168.1 cm? (toleranshi ceviz cesitleri) ve 143.54 cm? (hassas ceviz ¢esitleri) olarak
kaydedilmistir.

Tuzluluga hassas olarak siniflandirilan Chandler, Fernor ve Hartley cesitlerinde, 150 mM
NaCl uygulamastyla birlikte yaprak alaninda belirgin azalmalar gdzlenmistir. Ozellikle Fernor gesidi
127.1 cm? ile en diisiik degeri gostererek, yaprak gelisiminde tuz stresine karsi en olumsuz tepkiyi
vermistir. Chandler ve Hartley cesitleri ise sirasiyla 152.2 cm? ve 151.3 cm? degerleriyle Fernor
cesidine gorece daha yliksek ancak yine de kisitlanmis yaprak gelisimi sergilemistir.

Buna karsilik, tuzluluga toleransli olarak belirlenen Serr, Solez-1 ve Maras-18 gesitlerinde,
yaprak alani degerlerinin 150 mM NaCl uygulamasina ragmen yliksek diizeyde korundugu
gozlenmistir. Serr ¢esidinde stres kosullarinda dahi yaprak alan1 degismemis (180.2 cm?), Solez-1
cesidinde ise sadece sinirli bir azalma gozlenmistir (180.2 cm? — 171.0 cm?). Maras-18 ¢esidi ise
158.3 cm*’den 153.1 cm?’ye diigserek gorece daha stabil bir yap1 sergilemistir. Bu ¢esitlerin, yaprak

biiylime siireclerini stres kosullarinda siirdiirebildikleri goriilmektedir.
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lizerine etkisi(cm?)

Cizelge 4. 11. Toleransli ve Hassas ceviz gesitlerinin 150 mM NaCl uygulamasinin yaprak alani

Cesitler 150 mM NacCl Kontrol
Chandler 1522 cd+ 1.6 1522 cd+ 1.6
Fernor 127.1e+1.9 1389 de+ 1.8
Hartley 1513 cd+1.3 157.1bc+ 1.5
Genel ortalama 14354 b 149.4 ab
Serr 180.2 a+ 0.7 180.2 a+ 0.7
Solez-1 171.0ab+ 1.2 180.2 a+ 0.7
Maras-18 153.1cd+ 1.3 1583 bc+ 1.3
Genel ortalama 168.1a 1729a

* Ayni stitunda farkl: harflerle gdsterilen ortalamalar arasinda istatistiki diizeyde onemli farklilik bulunmaktadir
((p=<0.05) (LSD %5= 14.5) (O.D.= Onemli Degil)) ((p<0.05) (LSD %5= 23.8)).

Bu calismada, 150 mM NaCl konsantrasyonunun ceviz ¢esitlerinin yaprak gelisimi
iizerindeki etkileri degerlendirilmis ve yaprak alan1 parametresi tizerinden tuz stresine karsi genotipik
tepkiler ortaya konulmustur. Elde edilen sonuglar, tuzluluk kosullarinin yaprak gelisimini
baskiladigin1 ve bu etkinin ceside gore istatistiki acidan anlamli farkliliklar gosterdigini ortaya
koymustur. Ozellikle tuzluluga hassas olarak simiflandirilan Fernor, Chandler ve Hartley cesitlerinde
yaprak alaninda belirgin azalmalar gézlenirken; toleransli gesitler olan Serr, S6lez-1 ve Marag-18
cesitlerinin yaprak gelisimini biiyiik 6l¢lide koruyabildikleri tespit edilmistir.

Benzer sonuglar farkli tiirlerde yapilan ¢alismalarda da rapor edilmistir. Ouraei ve ark.
(2010), Ferragnes, GF677 ve Tuono badem genotiplerine uygulanan ti¢ farkli tuz dozu (0, 50 ve 100
mM NaCl) sonucunda, artan tuzluluk seviyesinin yaprak alaninda anlamli azalmalar olugturdugunu
belirtmistir. Ayrica, Kumari ve ark. (2007) tarafindan dut genotiplerinde yapilan ¢alismada,
%1.0’dan %2.0 NaCl’ye kadar artan tuz dozlarinin yaprak alanini olumsuz etkiledigi tespit edilmistir.
Bu bulgular, yaprak alani gibi morfolojik parametrelerin, tuz stresinin bilylime tizerindeki baskilayici
etkilerini yansitmakta etkili oldugunu gostermektedir.

Ji ve ark. (2022a), Juglans microcarpa fidelerinde yiiksek NaCl konsantrasyonlarinin yaprak
biiylimesini sinirladigini ve bunun fotosentetik yiizeyde azalma ile sonuglandigini rapor etmistir. Bu
calismada da benzer sekilde, 6zellikle Fernor ¢esidinde gozlenen minimum yaprak alani (127.1 cm?),
bu genotipin tuz stresi altinda yaprak biiyiimesini siirdiiremedigini ve biiylime siire¢lerinin ciddi
sekilde baskilandigini ortaya koymaktadir. Ji ve ark. (2022b) tarafindan yapilan bir diger ¢alismada
ise, tuza daha toleransh genotiplerin yaprak alaninda daha diisiik diizeyde daralma yasadigi, bu
durumun hiicre bdliinmesi ve genislemesi siireclerinin stres altinda siirdiiriilebilmesine bagli oldugu
ifade edilmistir. Bu dogrultuda, caligmada Serr ve Solez-1 gibi toleransli genotiplerde yaprak
alanimin biiyiik 6l¢iide korunmasi, muhtemelen hiicre biiyiimesi ve turgor basincinin daha etkin bir

sekilde siirdiiriilebilmesiyle iliskilendirilebilir. Ozellikle Serr cesidinde yaprak alaninin stres
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kosullarinda degigsmemesi (180.2 cm?), bu genotipin tuz stresine karsi1 morfolojik olarak en direncli
yapiya sahip oldugunu gostermektedir.

Vahdati (2013), stres toleransi yiiksek ceviz genotiplerinde ozmotik diizenleme kapasitesinin
daha geligmis oldugunu ve bunun hiicresel su kaybini sinirlayarak yaprak biiyiimesini destekledigini
bildirmistir. Bu baglamda, toleransli ¢esitlerde yaprak alaninin korunmasi yalnizca fizyolojik direng
gostergesi degil, ayn1 zamanda fotosentez kapasitesinin ve transpirasyon ylizeyinin siirdiiriilebilirligi
acisindan da 6nem arz etmektedir. Wang ve ark. (2021) ise, ge¢ gelisen ceviz genotiplerinin stres
altinda daha genis yaprak alanina sahip olduklarini ve bunun daha yiiksek karbon kazanimu ile iliskili
oldugunu ifade etmistir.

Ayrica, Akca ve Sahin (2022) tarafindan ti¢ farkli ceviz anaci tizerinde yiiriitiilen ¢alismada,
tuz stresinin siirgiin ve kok biiylimesi kadar yaprak yiizey alani iizerinde de sinirlandirict etkiler
yarattigl; ancak bu etkinin anag tiiriine bagli olarak farklilik gosterdigi vurgulanmustir. Bununla
birlikte, cevizde genotipik varyasyonun stres altindaki yaprak gelisimi tizerinde belirleyici bir unsur
oldugunu desteklemektedir.

Bu ¢alismada, ceviz genotipleri arasinda yaprak gelisimi bakimindan tuzluluga karsi farkli
adaptasyon mekanizmalarinin bulundugu tespit edilmistir. Yaprak alanmmin korunmasi, stres
toleransinin hem morfolojik hem de fizyolojik bir gostergesi olup, Serr, Solez-1 ve Maras-18 gibi
cesitlerin yapisal siirdiiriilebilirlikleri ve fotosentetik performanslar1 agisindan 6nemli bir avantaj

sagladigi sdylenebilir.

4.2.4. Yaprak Kuru Madde Miktari

Bu ¢alismada, 150 mM NaCl uygulamasinin ceviz ¢esitlerinin yaprak kuru madde icerikleri
tizerindeki etkileri degerlendirilmistir (Cizelge 4.12). Genel olarak, tuz uygulamasi altinda yaprak
kuru madde oranlarinda azalma egilimi gdzlenmis; bu etkinin ¢eside bagl olarak istatistiki agidan
farklilik gosterdigi belirlenmistir.

Tuzluluga hassas olarak siniflandirilan Chandler, Fernor ve Hartley cesitlerinde, 150 mM
NaCl uygulamasi yaprak kuru madde oranim kontrol kosullarina kiyasla diigiirmistiir. Fernor ¢esidi
%19.58 ile en diistik degeri gostermis ve bu durum, bu ¢esidin tuz stresine kars1 yaprak dokusunda
madde birikimini stirdiiremedigini ortaya koymustur. Chandler ve Hartley ¢esitlerinde de yaprak
kuru madde orani sirasiyla %20.70 ve %20.03 olarak belirlenmis olup, bu ¢esitlerin ortalamasi
%20.1 olarak tespit edilmistir.

Tuzluluga toleransli olarak belirlenen Serr, S6lez-1 ve Marag-18 ¢esitlerinde ise yaprak kuru
madde oranlarinin 150 mM NaCl uygulamasi altinda dahi yiiksek diizeyde korundugu goriilmiistiir.
Serr gesidi %23.26, Solez-1 %22.67 ve Maras-18 %22.21 oraninda yaprak kuru madde igerigine
ulagsmustir. Bu ¢esitlerin 150 mM NaCl uygulamasi altinda ortalama degeri %22.71 olarak tespit

edilmis, hassas ¢esitlere kiyasla istatiki agidan anlamli diizeyde daha yiiksek oldugu saptanmistir. Bu

66



durum, toleranslt c¢esitlerin yaprak dokularinda madde birikimini stres kosullarinda da
stirdiirebildigini gosterdigi tespit edilmistir.

Kontrol uygulamalar1 degerlendirildiginde benzer bir egilim dikkat ¢gekmektedir. Toleransl
cesitlerde kontrol kosullarindaki ortalama kuru madde oramt %23.31 ile yiiksek seyrederken, hassas
grupta bu deger %20.6’ye diismektedir. Bu farklilik, tuz stresi uygulandiginda toleransh gesitlerin

hiicresel yapisini daha iyi koruyabildigini ve biyokiitle kaybini sinirlayabildigini gostermektedir.

Cizelge 4.12. Toleransli ve Hassas ceviz gesitlerinin 150 mM NaCl uygulamasiin yaprak kuru

madde miktari iizerine etkisi (%)

Cesitler 150 mM NacCl Kontrol
Chandler 20.70 ab+ 0.55 21.69 ab £ 1.61
Fernor 19.58 b + 2.88 19.79 b +4.32
Hartley 20.03 b+ 1.28 20.34 ab + 3.41
Genel ortalama 20.1b 20.6 b
Serr 23.26 ab £ (0.83 24.09 a +1.63
Solez-1 22.67 ab+1.02 23.61 ab+0.66
Maras-18 2221 ab+0.78 22.22 ab £ 1.65
Genel ortalama 22.71a 23.31la

* Ayni siitunda farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasinda istatistiki diizeyde dnemli farklilik bulunmaktadir
((p=<0.05) (LSD %5= 3.87) (O.D.= Onemli Degil)) ((p<0.05) (LSD %5= 1.47)).

Bu ¢alismada, 150 mM NaCl uygulamasinin ceviz ¢esitlerinin yaprak kuru madde igerikleri
tizerindeki etkileri degerlendirilmis ve elde edilen sonuglar, tuz stresinin yaprak dokularinda madde
birikimi iizerine baskilayic1 bir etki olusturdugunu ortaya koymustur. Ozellikle tuzluluga hassas
olarak siniflandirilan Chandler, Fernor ve Hartley ¢esitlerinde, yaprak kuru madde oranlarinin
kontrol kosullarina kiyasla istatistiki agidan anlaml diizeyde azaldigi1 gozlenmistir. Fernor ¢esidinin
%19.58 ile en diisiik degeri gostermesi, bu genotipin stres kosullarinda metabolik siiregleri
siirdiiremedigine ve hiicresel diizeyde biyokiitle kaybina daha duyarli olduguna isaret etmektedir.
Chandler ve Hartley ¢esitlerinde de benzer sekilde diisiik kuru madde oranlar1 kaydedilmis, bu da
hassas gesitlerin yaprak dokularinda madde birikimini siirdiiremedigini géstermistir.

Benzer sekilde, Javadisaber (2014), Ankara armudu, Ayva (Quince A) ve Ahlat (Pyrus
elaeagnifolia) genotiplerine uygulanan dort farkli tuz dozu (75, 150, 225 ve 300 mM NaCl)
sonucunda, tuz stresi siddeti arttikca tiim genotiplerde yas agirlikta azalma meydana geldigini rapor
etmistir. Ayn1 sekilde, Mahouachi (2018), mango anaglari iizerinde gerceklestirdigi bir ¢aligmada,
175 giin siiresince uygulanan 50 mM NacCl tuz stresi altinda ‘Gomera-3’ anacinda yaprak yas ve kuru
agirliklarinin azaldigini; buna karsm, ‘13/1” anacinda bu parametrelerde bir degisiklik olmadigim
bildirmistir. Bu bulgular, farkl: tiirlerde de benzer sekilde tuz stresinin yaprak biyokiitlesi iizerinde
baskilayict etkiler yarattigini ve bu etkinin genotipe bagli olarak farklilik gosterdigini ortaya

koymaktadir.

67



Calismada, Serr, Solez-1 ve Marag-18 gibi tuzluluga toleransl gesitlerde yaprak kuru madde
iceriklerinin stres kosullarinda da yiiksek diizeyde korunabilmesi, bu genotiplerin yapisal stabiliteyi
ve metabolik aktiviteyi daha etkin bir sekilde siirdiirebildiklerini gdstermektedir. Ozellikle Serr
¢esidinin %23.26 oranindaki kuru madde degeri, bu genotipin stres kosullarinda bile madde
birikimini ve hiicre biitiinliigiinii koruyabildigini acikca ortaya koymaktadir. Bu durum, toleransh
cesitlerde gelismis hiicresel savunma mekanizmalarinin devreye girdigini diisiindiirmektedir.

Ji ve ark. (2022a, 2022b), Juglans tiirlerinde tuz stresi altinda yaprak dokularinin su kaybina
paralel olarak kuru madde birikiminin azaldigin1 ve bu azalmanin genotipik diizeyde farklilik
gosterdigini belirtmistir. Ozellikle toleransli genotiplerde, osmoprotektan birikimi ve hiicre ¢eperi
saglamligi gibi faktorlerin, su kaybina ragmen kuru madde dengesinin korunmasina olanak tanidigi
ifade edilmistir. Wang ve ark. (2021) ise gec¢ gelisen ceviz genotiplerinin tuz stresine karsi daha
yiiksek yapisal biitiinliik sergilediklerini ve bu durumun yaprak kuru agirliklarin1 kontrol altinda
tutma yeteneklerinden kaynaklandigini bildirmistir. Bu bulgu, toleransli genotiplerin daha giiclii
hiicre duvari yapisina ve daha iyi diizenlenmis ozmotik dengeye sahip olduklarini desteklemektedir.

Bu calisma kapsaminda gozlenen yaprak kuru madde igerigi farkliliklari, ceviz
genotiplerinin tuz stresine karsi gelistirdigi yapisal ve fizyolojik savunma mekanizmalarinin bir
yansimasidir. Serr, S6lez-1 ve Maras-18 gibi toleransli gesitlerin, stres kosullarinda dahi yaprak kuru
madde igeriklerini yiliksek diizeyde siirdiirebilmeleri, bu genotiplerin metabolik esnekligini ve
dokusal dayanikliligini ortaya koymaktadir. Dolayisiyla, yaprak kuru madde orani, tuz stresine karsi
ceviz genotiplerinin adaptasyon kapasitesini degerlendirmede giivenilir bir fizyolojik gosterge olarak

one ¢ikmaktadir.

4.2.5. Yaprak Sayisi (adet/bitki)

Bu ¢alismada, 150 mM NaCl uygulamasinin farkli ceviz gesitlerinde yaprak sayisi lizerine
etkisi incelenmis ve sonuglar g¢esitlerin tuz stresine karsi tolerans diizeyleriyle iliskilendirilmistir
(Cizelge 4.13).

Tuzluluga hassas olarak siniflandirilan Chandler, Fernor ve Hartley ¢esitlerinde 150 mM
NaCl uygulamasi altinda yaprak sayisinda belirgin azalmalar tespit edilmistir. Chandler, Fernor ve
Hartley cesitleri sirasiyla 8.08, 7.00 ve 8.00 adet/bitki yaprak sayisiyla en diisiik degerlerde tespit
edilmistir. Kontrol kosullarinda ise bu degerler biraz daha yiiksek olmakla birlikte Chandler, Fernor
ve Hartley ¢esitlerinde sirasiyla 8.25, 7.08 ve 8.75 adet/bitki olarak belirlenmistir. Hassas grubun
150 mM NaCl uygulamasi altinda genel ortalamasi, stres kosullarinda 7.70 adet/bitki iken, kontrol
kosullarinda 8.03 adet/bitki olarak tespit edilmistir. Bu bulgular, tuz stresinin hassas ¢esitlerde yaprak
olusumunu baskiladigini gostermektedir.

Tuzluluga toleransli olarak degerlendirilen Serr, Solez-1 ve Maras-18 ¢esitleri ise stres
kosullarinda yaprak sayisini biiyiik 6l¢iide koruyabilmislerdir. Caligmada, 150 mM NaCl uygulamasi
altinda Serr 10.08, Solez-1 9.58 ve Maras-18 8.80 adet yaprak sayisi ile 6ne gikarken, bu g¢esitlerin
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kontrol kosullarindaki degerleri sirasiyla 10.66, 10.58 ve 9.83 adet/bitki olarak belirlenmistir.
Toleransl ¢esitlerin ortalama yaprak sayisi stres kosullarinda 9.49 adet, kontrol kosullarinda ise

10.36 adet/bitki olarak tespit edilmistir.

Cizelge 4.13. Toleransh ve Hassas ceviz ¢esitlerinin 150 mM NaCl uygulamasinin yaprak sayisi
tizerine etkisi (adet/bitki)

Cesitler 150 mM NacCl Kontrol
Chandler 8.08 cd +0.80 8.25¢d+0.90
Fernor 7.00d £ 1.64 7.08 d+0.52
Hartley 8.00 cd+0.10 8.75bc+0.75
Genel ortalama 7.70b 8.03b
Serr 10.08 a + 0.63 10.66 a £ 0.76
Solez-1 9.58 ab+ 0.38 10.58 a + (.88
Maras-18 8.80 bc +0.43 9.83 ab+0.29
Genel ortalama 9.49 a 10.36 a

* Ayni stitunda farkls harflerle gdsterilen ortalamalar arasinda istatistiki diizeyde onemli farklilik bulunmaktadir
((p=<0.05) (LSD %5=1.31) (O.D.= Onemli Degil)) ((p<0.05) (LSD %5= 1.24)).

Bu calismada, 150 mM NaCl konsantrasyonuna maruz birakilan ceviz g¢esitlerinde yaprak
sayisinda meydana gelen degisimler incelenmis ve elde edilen sonuglar, tuz stresine karsi genotipik
tolerans diizeyleriyle iligskilendirilmistir. Elde edilen bulgular, yaprak sayisinin tuz stresine
duyarlilikla dogrudan iliskili oldugunu ortaya koymustur. Ozellikle Chandler, Fernor ve Hartley gibi
hassas ¢esitlerde yaprak sayisinda istatistiki agidan anlamli disiisler tespit edilmis; Serr, S6lez-1 ve
Marag-18 gibi toleransli gesitlerde ise yaprak sayisinin stres kosullarinda dahi yiiksek diizeyde
korunabildigi belirlenmistir. Bu durum, toleransh g¢esitlerin yaprak dokiimiinii smirlayarak
fotosentetik ylizey alanin1 muhafaza edebildigini gostermektedir.

Yaprak sayisi, bitkinin genel vejetatif gelisimiyle dogrudan iliskili oldugu igin, stres
kosullarinda bu parametrede gézlenen degisiklikler, genotipin biiyiime performansini ve fotosentetik
kapasitesini dogrudan yansitmaktadir. Ji ve ark. (2022a) tarafindan yapilan ¢alismada, Juglans
microcarpa fidelerinde artan NaCl konsantrasyonlar altinda yaprak sayisinda sistematik azalmalar
gbzlenmis ve bu azalisin stres siddetiyle dogru orantili oldugu bildirilmistir. Bu durum, Fernor
¢esidinin stres kosullarinda en diisiikk yaprak sayisini gostermesiyle paralellik gostermistir (7.00
adet/bitki). Bu sonug, bu ¢esidin yaprak iiretimi ve yaprak tutma kabiliyetinin zayif oldugunu ortaya
koymaktadir.

Benzer sekilde, Mahouachi (2018), iki mango anag fidani (13/1 ve Gomera-3) iizerinde 175
giin boyunca uyguladigi 50 mM NaCl tuz stresi sonucunda, stresin baglamasindan dort ay sonra 13/1
anacinda herhangi bir belirgin etki gézlenmezken, Gomera-3 anacinda 64. giinden itibaren yaprak
sayisinda azalma meydana geldigini bildirmistir. Bu ¢alisma, yaprak sayisindaki azalisin genotipik
toleransla dogrudan iliskili oldugunu ve toleransh genotiplerin yaprak dokiimiinii baskilayabildigini

gostermesi agisindan énemlidir.
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Wang ve ark. (2021) tarafindan gergeklestirilen bir diger calismada ise, ge¢ gelisen ceviz
genotiplerinin tuz ve su stresine karsi daha iyi yaprak tutma kapasitesi sergiledigi, bunun da
fotosentetik verimliligin siirdiiriilebilirligi acisindan kritik rol oynadig: bildirilmistir. Bu baglamda,
calismada Serr ve Solez-1 ¢esitlerinin yiiksek yaprak sayisi degerlerini (sirasiyla 10.08 ve 9.58
adet/bitki) stres kosullarinda koruyabilmeleri, bu ¢esitlerin gelismis fizyolojik adaptasyon
stratejilerine sahip olduklarini gostermektedir.

Bu calismada elde edilen yaprak sayisi verileri, ceviz cesitlerinin tuz stresine karsi
gelistirdigi tolerans diizeylerinin énemli bir fizyolojik gostergesini sunmaktadir. Serr, Solez-1 ve
Maras-18 gibi cesitlerin yaprak kaybini sinirlayarak yaprak sayisini koruyabilmesi, bu ¢esitlerin
fotosentetik etkinligi siirdiirme ve biiyiimeyi devam ettirme yeteneklerinin yiiksek oldugunu ortaya
koymaktadir. Dolayisiyla, yaprak sayisi, tuz stresine karsi ceviz genotiplerinin dayaniklilik diizeyini

tanimlamada kullanilabilecek etkili bir morfolojik parametre olarak degerlendirilmektedir.

4.2.6. Yaprak Oransal Su i¢erigi (%)

Bu calismada 150 mM NaCl tuz uygulamasi altinda farkli ceviz cesitlerinin yaprak su
igerikleri degerlendirilmis, sonuglar ¢esitlerin stres toleransi ile iliskilendirilmistir (Cizelge 4.14).

Hassas olarak siniflandirilan Chandler, Fernor ve Hartley cesitlerinde yaprak oransal su
igerigi stres kosullarinda istatistiki agidan anlamli diizeyde diismiistiir. Fernor ¢esidinde %75.77 ile
en diisiik deger gozlenmis, bu ¢esidi %76.35 ile Hartley ve %80.40 ile Chandler takip etmistir. Bu
disiisler, hiicre i¢i su kaybinin arttigin1 ve ozmotik stresin bu ¢esitlerde daha belirgin oldugunu
gostermektedir. Hassas grubun ortalama yaprak su igerigi stres kosullarinda %77.51 olarak tespit
edilmistir.

Buna karsilik, toleransli olarak belirlenen Serr, Solez-1 ve Maras-18 ¢esitleri tuz uygulamasi
altinda da yiiksek oransal su icerigi degerlerini koruyabilmistir. Serr %85.58, Solez-1 %85.47 ve
Maras-18 %85.42 ile yiiksek diizeyde yaprak su igerigine sahip olmus, bu grubun ortalamasi ise
%85.49 olarak belirlenmistir. Bu sonuglar, toleransli ¢esitlerin tuz stresine karsi daha etkin bir su
tutma mekanizmasina sahip oldugunu, stomal diizenleme ve ozmotik ayarlama siireglerini basarili
bir sekilde siirdiirdiiklerini gostermektedir.

Kontrol kosullarinda ise benzer bir egilim gozlenmistir. Hassas ¢esitlerin ortalama yaprak su
icerigi %83.35 iken, toleransh gesitlerde bu deger %87.79 olarak tespit edilmistir. Ozellikle Serr
¢esidinin %88.89’1uk degeriyle en yiiksek oransal su igerigine ulagsmasi, bu ¢gesidin su dengesini stres

Oncesi ve sonrasi bagarili bir sekilde koruyabildigini gostermektedir.
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Cizelge 4.14. Toleransli ve Hassas ceviz ¢esitlerinin 150 mM NaCl uygulamasinin yaprak oransal su
igerigi tizerine etkisi (%)

Cesitler 150 mM NacCl Kontrol
Chandler 80.40 bc £ 1.22 85.26 ab+ 0.98
Fernor 75.77 ¢ = 1.38 81.56 abc+ 1.43
Hartley 76.35c £ 0.46 83.21 abe+ 1.12
Genel ortalama 7751c 83.35b
Serr 85.58 ab+0.57 88.89 a + 0.88
Solez-1 85.47 ab + (.38 86.84 ab+ 0.74
Maras-18 85.42 ab + 0.98 87.64 ab+ 0.47
Genel ortalama 85.49 ab 87.79 a

* Ay siitunda farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasinda istatistiki diizeyde dnemli farklilik bulunmaktadir
((p=<0.05) (LSD %5= 7.96) (O.D.= Onemli Degil)) ((p<0.05) (LSD %5= 3.10)).

Bu calismada, 150 mM NaCl konsantrasyonu altinda farkli ceviz genotiplerinin yaprak
oransal su icerikleri (RWC) degerlendirilmis ve elde edilen bulgular, tuz stresine karsi fizyolojik
dayanikliligin belirlenmesinde bitkisel su iliskilerinin kritik rol oynadigim ortaya koymustur.
Ozellikle Fernor, Hartley ve Chandler gibi tuz stresine hassas olarak siiflandirilan gesitlerde, yaprak
oransal su igeriklerinin stres kosullarinda istatistiki agidan anlamli diizeyde azaldig1 gézlenmis; bu
durum, hiicre i¢i su kaybmin arttifim ve bu genotiplerin ozmotik stres karsisinda yeterli
osmoregiilasyon kapasitesine sahip olmadigini gostermektedir. Fernor ¢esidinde %75.77 ile en diigiik
yaprak oransal su icerigi degeri tespit edilirken, Hartley ¢esidinde de %80’in altinda deger tespit
edilmigtir. Fernor, Hartley ve Chandler cesitlerinin stres kosullarindaki ortalama RWC degeri
%77.51 olup, fizyolojik dengenin siirdiiriilemedigini agikca ortaya koymaktadir.

Buna karsilik, Serr, S6lez-1 ve Maras-18 gibi toleransli ¢esitlerde RWC degerlerinin yiiksek
diizeyde korunabilmesi (%85.49 ortalama), bu genotiplerin ozmotik baski altinda dahi hiicre
turgorunu siirdiirme ve su tutma kapasitelerinin gelismis oldugunu gostermektedir. Ozellikle Serr
cesidinin stres kosullarinda %85.58 ve kontrol kosullarinda %88.89 gibi yiiksek RWC degerlerine
sahip olmasi, bu ¢esidin su iliskilerinde istikrarli ve esnek bir diizenleme mekanizmasina sahip
oldugunu diistindiirmektedir.

Bu bulgular, literatiirde yer alan birgok ¢alismayla uyumlu sonuglar ortaya koymustur. Lotfi
ve ark. (2009a), yedi farkli ceviz ¢esidinde uygulanan artan NaCl konsantrasyonlarinin kdk bagil su
iceriginde belirgin azalmaya neden oldugunu rapor etmislerdir. Benzer sekilde, Garriga ve ark.
(2015) tarafindan Fragaria % ananassa (Camarosa) lizerinde yiiriitiilen bir calismada, artan tuzluluk
seviyelerinin hem vegetatif biiyiime hem de yaprak bagil su igerigi iizerinde olumsuz etkiler
olusturdugu belirtilmistir. Bu calismalar, tuz stresinin bitkilerde su dengesini bozan temel bir
gevresel baski faktorii oldugunu vurgulamaktadir.

Ayrica, Ji ve ark. (2022a), Juglans microcarpa fidelerinde tuz stresinin artmasiyla birlikte

yaprak RWC degerlerinin distiigiinii, ancak toleransli genotiplerin bu diisiisii sinirlandirabildigini
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rapor etmistir. Ozellikle 100 mmol/L’ye kadar olan NaCl konsantrasyonlarinda RWC nin nispeten
stabil seyrettigi, ancak 200-300 mmol/L. diizeylerinde diislislerin daha belirgin hale geldigi
vurgulanmugtir. Calismada kullanilan 150 mM diizeyinde ise dzellikle tuzluluga hassas ¢esitlerde bu
esik degerin agilmig olabilecegi degerlendirilmistir.

Wang ve ark. (2021), gec gelisen ceviz genotiplerinin tuz stresine karsi daha yliksek yaprak
su igerigi korudugunu; bu 6zelligin gelismis stomal diizenleme, ozmotik ayarlama ve daha diisiik
reaktif oksijen tiirii (ROS) birikimiyle iligkili oldugunu belirtmislerdir. Benzer bicimde, Vahdati
(2013) tarafindan bildirilen ¢aligmada, yiiksek RWC degerlerinin stres toleransi ile pozitif yonde
iligkili oldugu ve bu genotiplerin ayn1 zamanda daha yiiksek prolin birikimi ve antioksidan savunma
diizeyine sahip olduklar1 ifade edilmistir. Bu baglamda, bu ¢aligmada da yiiksek RWC seviyeleriyle
one ¢ikan Serr ve Solez-1 gibi gesitler, hem su kaybinin simirlandirilmasini hem de turgor kaybina
bagli metabolik gerilemenin 6nlenmesini saglamis olabilir.

Ote yandan, Akca ve Sahin (2022) tarafindan ceviz anaglarinda yiiriitiilen bir arastirmada,
tuz stresinin yaprak RWC iizerinde yarattig1 diisiisiin, yaprak dokularinda Na* ve Cl~ iyonlarinin
birikimiyle dogrudan iligkili oldugu belirtilmistir. Bu bulgu, ¢alismada Hartley ve Fernor gibi
tuzluluga hassas gesitlerde gozlenen su kaybinin, artan iyon toksisitesi ile tetiklendigi yoniindeki
degerlendirmeleri desteklemektedir.

Yaprak oransal su igerigi, ceviz ¢esitlerinin tuz stresine kars1 gelistirdigi fizyolojik yanitlarin
hassas ve giivenilir bir gostergesidir. Toleransh gesitlerin bu parametreyi stres kosullarinda dahi
yiiksek diizeyde siirdiirebilmeleri, gelismis osmotik dengeleme, stomal kontrol ve hiicresel su tutma
mekanizmalarinin etkinligine isaret etmektedir. Bu yoniiyle yaprak oransal su igerigi, cevizde tuz
stresine karsi fizyolojik dayamiklilik diizeylerinin belirlenmesinde temel bir kriter olarak

degerlendirilmelidir.

4.2.7. Yaprak Ozmotik Su Potansiyeli

Bu calisma kapsaminda 150 mM NaCl uygulamasi altinda yaprak ozmotik potansiyeli
degerlendirilmis ve elde edilen veriler ceviz ¢esitlerinin tuzluluk tolerans diizeyleri ile
iligkilendirilmistir (Cizelge 4.15).

Hassas olarak tanimlanan Chandler, Fernor ve Hartley ¢esitlerinde ozmotik potansiyelin
stres kosullarinda anlamli diizeyde diistiigii gozlenmistir. Chandler gesidinde bu deger -3.97 MPa ile
en disiik seviyeye ulasirken, Hartley ve Fernor ¢esitlerinde sirasiyla -3.77 ve -3.72 MPa olarak
belirlenmistir. Bu sonuglar, s6z konusu c¢esitlerde tuz stresine bagli olarak hiicre i¢i ¢oziiniir madde
konsantrasyonunun arttigini, ancak bu artigin stresle basa ¢ikmak i¢in yeterli olmadigini ve hiicre su
potansiyelinin oldukga negatif degerlere geriledigini gostermektedir. Hassas gesitlerin 150 mM NaCl
uygulamasi altinda ortalama degeri -3.82 MPa olup, bu durum bu grubun ozmotik dengeyi

saglamakta zorlandigini ortaya koymaktadir.

72



Buna karsin, toleransli c¢esitler olan Serr, Solez-1 ve Marag-18 cesitlerinde ozmotik
potansiyel degerleri daha yiiksek (daha az negatif) diizeylerde kalmustir. Bu gesitlerde (Serr, S6lez-1
ve Maras-18) sirasiyla -3.23, -3.23 ve -3.33 MPa degerleri tespit edilmis, toleransh ¢esitlerin 150
mM NaCl uygulamasi altinda genel ortalamasi ise -3.27 MPa olarak belirlenmistir. Bu sonuglar,
toleransh cesitlerin stres kosullarinda daha dengeli bir ozmotik ayarlama gergeklestirdigini, hiicre igi
suyun korunmasini saglayarak metabolik faaliyetlerini daha siirdiiriilebilir bi¢imde devam
ettirebildiklerini gostermektedir.

Kontrol kosullarinda ise benzer bir egilim izlenmistir. Toleransli ¢esitlerin 0zmotik
potansiyel ortalamasi -2.79 MPa iken, hassas ¢esitlerin ortalamasi -3.54 MPa olarak tespit edilmistir.
En diisiik kontrol degeri ise -3.87 MPa ile Fernor ¢esidinde gozlenmis, bu da bu ¢esidin tuz 6ncesi

donemde dahi ozmotik diizenleme kapasitesinin sinirli oldugunu gostermektedir.

Cizelge 4.15. Toleransli ve Hassas ceviz ¢esitlerinin 150 mM NaCl uygulamasinin yaprak ozmotik
su potansiyeli lizerine etkisi (MPa)

Cesitler 150 mM NaCl Kontrol
Chandler -3.97 e+ 0.15 -3.36cd£0.11
Fernor -3.72 de £ 0.69 -3.87e+0.05
Hartley -3.77 e+ 0.15 -3.38 ¢cd £0.05
Genel ortalama -3.82¢c -3.54 bc
Serr -3.23 bc £ 0.00 -2.69 a + 0.05
Sélez-1 -3.23 bc £0.00 -2.79 a + 0.05
Maras-18 -3.33¢+0.29 -2.89 ab £ 0.05
Genel ortalama -3.27b -2.79a

* Ayni stitunda farkli harflerle gdsterilen ortalamalar arasinda istatistiki diizeyde dnemli farklilik bulunmaktadir
((p=<0.05) (LSD %5= 0.38) (O.D.= Onemli Degil)) ((p<0.05) (LSD %5= 0.32)).

Bu ¢aligmada, 150 mM NaCl konsantrasyonuna maruz birakilan farkli ceviz genotiplerinin
yaprak ozmotik potansiyel degerleri degerlendirilmis ve elde edilen bulgular, cesitlerin tuz stresine
kars1 gelistirdikleri osmotik dengeleme mekanizmalari bakimindan farklilik gosterdigini ortaya
koymustur. Ozellikle Chandler, Fernor ve Hartley gibi hassas cesitlerde ozmotik potansiyelin anlamli
diizeyde daha negatif degerlere gerilemesi, bu ¢esitlerin hiicre i¢i su dengesini siirdiiremedigini ve
osmotik baskiya kars1 yetersiz diizenleme kapasitesine sahip olduklarini géstermektedir. Chandler
cesidinde dlgiilen -3.97 MPa’lik en diisiik ozmotik potansiyel, bu ¢esitte ¢oziiniir madde birikiminin
su kaybini dengelemeye yetmedigini gdstermektedir.

Buna karsin, Serr, Solez-1 ve Maras-18 gibi toleransh cesitlerde ozmotik potansiyel
degerlerinin daha az negatif diizeylerde seyretmesi (ortalama -3.27 MPa), bu ¢esitlerin su kaybini
sinirlayabildiklerini, hiicre  turgorunu  koruyabildiklerini ve metabolik  faaliyetlerini

stirdiirebildiklerini gostermektedir.
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Vahdati (2013), stres tolerans1 yiiksek ceviz genotiplerinde ozmotik diizenleyici
molekiillerin (6r. prolin) birikimiyle daha az negatif ozmotik potansiyel degerleri arasinda gii¢lii bir
iliski oldugunu bildirmistir. Bu mekanizma sayesinde, hiicre i¢i su tutulumu artmakta ve turgor
basinci korunmaktadir. Ayni sekilde, Ji ve ark. (2022b), Juglans hindsii melezlerinde tuz stresi
altinda daha yiiksek ozmotik potansiyele sahip olan genotiplerin stomal agikliklarini1 daha uzun siire
koruyabildiklerini ve fotosentezi siirdiirebildiklerini belirtmistir.

Wang ve ark. (2021), ge¢ gelisen ceviz genotiplerinin tuz stresine karsi daha giiclii
osmoregiilasyon gergeklestirdigini ve bu durumun daha az negatif ozmotik potansiyel ile dogrudan
iligkili oldugunu vurgulamistir. Calismada, Fernor gibi hassas gesitlerde kontrol kosullarinda dahi
oldukca diisiikk ozmotik potansiyel degerlerinin (-3.87 MPa) gozlemlenmesi, bu ¢esidin yapisal
olarak diisiik osmotik denge kapasitesine sahip oldugunu diistindiirmektedir.

Ayrica, Valero ve Khemira (2016), GF677, Bitter ve GN15 badem genotiplerinde
yiiriittiikleri ¢alismada, toprak tuzlulugu altinda ozmotik ve yaprak su potansiyeli Ol¢iimlerine
dayanarak GF677 ve Bitter genotiplerinin tuzluluktan GN15’e kiyasla daha fazla etkilendigini
belirtmistir. Bu durum, farkli meyve tiirlerinde de genotipik bazda osmotik tolerans farkliliklarinin
mevcut oldugunu ve bu 6zelligin stres adaptasyonu agisindan kritik oldugunu gostermektedir.

Yaprak ozmotik su potansiyel 6l¢timleri, ceviz genotiplerinin tuz stresine karsi gelistirdigi
fizyolojik adaptasyon stratejilerini anlamada degerli bir gdsterge sunmaktadir. Daha az negatif
degerlere sahip genotiplerin (6r. Serr, Solez-1) osmotik dengesini koruma kapasitesinin yiiksek

oldugu, bu yoniiyle tuz stresine kars1 daha dayanikli yapilar sergiledigi anlasilmaktadir.

4.2.8. Yaprak Su Potansiyeli

Bu ¢alismada, 150 mM NaCl tuz uygulamasina maruz birakilan ceviz gesitlerinin yaprak su
potansiyeli degerleri degerlendirilmis ve gesitlerin tuzluluga karsi gosterdikleri tepkiler incelenmistir
(Cizelge 4.16).

Tuz stresine hassas olarak siniflandirilan Chandler, Fernor ve Hartley gesitlerinde, 150 mM
NaCl uygulamasi sonucunda yaprak su potansiyeli sirastyla -1225.5, -1339.88 ve -1307.2 MPa gibi
oldukea diisiik degerlere ulasmistir. Bu degerler, kontrol kosullarina gére 6nemli oranda daha negatif
bulunmus olup, bu ¢esitlerde su kaybinin ve su aliminin 6nemli 6l¢iide kisitlandigini géstermektedir.
Hassas ¢esitlerin 150 mM NaCl uygulamasi altinda genel ortalamasi -1290.86 MPa olarak
belirlenmis olup, bu deger su potansiyelinde ciddi bir diisiisii ve buna bagli olarak bu gesitlerin tuz
stresine kars1 fizyolojik duyarliligini isaret etmektedir.

Buna karsin, tuz stresine toleransli oldugu belirlenen Serr, S6lez-1 ve Maras-18 ¢esitlerinde
yaprak su potansiyeli degerleri sirasiyla -653.6, -686.28 ve -823.54 MPa olarak olg¢lilmiis, bu
gesitlerin 150 mM NaCl uygulamasi altinda genel ortalamasi ise -721.14 MPa tespit edilmistir. Bu
veriler, toleransh gesitlerin su potansiyelini daha dengeli bir diizeyde koruyabildigini ve tuz stresine

kars1 daha etkili bir su yonetimi stratejisi sergiledigini ortaya koymaktadir. Ozellikle Serr ve Solez-
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1 ¢esitlerinde Olgiilen daha az negatif degerler, bu cesitlerin stomatal diizenleme, kdk su alim1 veya
osmotik diizenleme mekanizmalarinin daha etkin calistigim gostermektedir.

Kontrol kosullarinda da benzer bir egilim gdzlemlenmis; hassas c¢esitlerin ortalamasi -
1078.44 MPa iken, toleransh ¢esitlerin ortalamasi -541.4 MPa olarak tespit edilmistir. Bu fark, stres
uygulanmadan 6nce de toleransh gesitlerin daha yiiksek su tutma kapasitesine sahip oldugunu ve bu

avantajin stres altinda da siirdiiriilebildigini gostermektedir.

Cizelge 4.16. Toleransli ve Hassas ceviz gesitlerinin 150 mM NaCl uygulamasinin yaprak su
potansiyeli iizerine etkisi (MPa)

Cesitler 150 mM NacCl Kontrol

Chandler -1225.5+£0.07 -849.68 + 0.02
Fernor -1339.88 + 0.00 -1209.16 + 0.03
Hartley -1307.2 £0.05 -1176.48 + 0.04
Genel ortalama -1290,86 b -1078,44 b
Serr -653.6 + 0.08 -522.88 £ 0.03
Solez-1 -686.28 + 0.07 -545.75 £ 0.04
Maras-18 -823.54 £ 0.06 -555.56 + 0.05
Genel ortalama -721,14 a -b414a

* Ayni stitunda farkli harflerle gdsterilen ortalamalar arasinda istatistiki diizeyde dnemli farklilik bulunmaktadir
((p=<0.05) (LSD %5= 82.95) (O.D.= Onemli Degil)) ((p<0.05) (LSD %5=213.4)).

Bu c¢aligmada, 150 mM NaCl uygulamasi altinda ceviz ¢esitlerinin yaprak su potansiyeli
degerleri analiz edilmis ve elde edilen veriler, ¢esitlerin tuz stresine karsi su iligkileri baglaminda
gelistirdikleri fizyolojik stratejilerin belirlenmesinde kullanilmistir. Yaprak su potansiyeli, bitkinin
su durumu ve c¢evresel stres faktorleri karsisinda osmotik ayarlama kapasitesinin dogrudan bir
gostergesi olarak kabul edilmektedir. Nitekim Jones (1986), bitkilerin abiyotik stres kosullarina
maruz kaldiklarinda yaprak su potansiyellerinde diisiis yasandigini ve bu durumun su alma
kabiliyetini sinirladigini vurgulamistir.

Tuz stresine hassas olarak siniflandirilan Chandler, Fernor ve Hartley ¢esitlerinde yaprak su
potansiyeli degerlerinin sirasiyla -1225.5, -1339.88 ve -1307.2 MPa gibi asir1 derecede negatif
seviyelere gerilemis olmasi, bu ¢esitlerin ciddi bir su a¢ig1 yasadigini ve ozmotik yiik karsisinda su
alma kapasitesinin onemli 6lglide sinirlandigin1 ortaya koymaktadir. Hassas cesitlerin ortalama
degeri olan -1290.86 MPa, bu ¢esitlerin hiicre i¢i su dengesini koruyamadigini ve transpirasyonla
kaybedilen suyu telafi edemedigini gostermektedir. Bu durum, ayni zamanda turgor kaybi ve
fotosentetik kapasite diislisii gibi ikincil fizyolojik bozulmalari da beraberinde getirmektedir.
Hokmabadi ve ark. (2005) tarafindan antepfistigi {izerinde yiiriitiilen ¢alismada da benzer sekilde,
tuz stresinin yaprak su potansiyelini anlaml 6l¢iide diistirdiigli bildirilmistir.

Buna karsin, tuzluluga toleransh olarak tanimlanan Serr, S6lez-1 ve Maras-18 gesitlerinde,
yaprak su potansiyeli degerlerinin -653.6, -686.28 ve -823.54 MPa seviyelerinde daha az negatif

degerlere ulagmasi, bu ¢esitlerin stomatal kontrol, ozmotik diizenleme ve kok-su alim kapasitesi gibi
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fizyolojik mekanizmalari daha etkin bigimde siirdiirdiiklerini gdstermektedir. Ozellikle Serr
¢esidinin -653.6 MPa degeriyle bu parametrede en yiiksek performansi gostermesi, su tutma
kapasitesi ve osmoregiilasyon agisindan istiin bir fizyolojik donamima sahip oldugunu
gostermektedir.

Wang ve ark. (2021), ceviz genotiplerinde tuz stresine kars1 yaprak su potansiyelinin tolerans
diizeyine gore degistigini ve daha az negatif degerlere sahip olan genotiplerin fotosentetik
performanslarini daha uzun siire koruyabildiklerini bildirmistir. Vahdati (2013) ise, yiiksek tuz
tolerans1 gosteren genotiplerde prolin birikimi ve antioksidatif savunma sistemlerinin, su
potansiyelini istikrarli diizeyde tutmada etkin rol oynadigini raporlamistir. Bu baglamda, ¢caligmada
toleransli ¢esitlerin yiiksek su potansiyelini muhafaza etmeleri, yalnizca su alimi degil, ayn1 zamanda
hiicresel savunma sistemlerinin etkinligini de gostermektedir.

Akca ve Sahin (2022), ceviz anaglarinda yaprak su potansiyelinin tuz stresine bagli olarak
diisiis gostermesini, artan yaprak iyon yiikii (Na*, CI") ve buna bagli stomal kapanmayla
iligkilendirmistir. Bu durum, 6zellikle Chandler, Fernor ve Hartley gibi hassas ¢esitlerde gozlenen
daha negatif potansiyel degerleri ile uyumlu olup, bu ¢esitlerin iyonik stres karsisinda transpirasyon
dengesini siirdiiremedigini diisiindiirmektedir.

Ote yandan, Karimi ve ark. (2009), Pistacia vera iizerinde gerceklestirdikleri calismada, tuz
stresinin yaprak bagil su igerigini diisiirdigiinii; ancak bu azalmanin istatistiksel olarak anlamli
seviyede olmadigini bildirmistir. Bu farklilik, bitki tiiriine ve uygulanan tuz konsantrasyonuna baglh
olarak su potansiyelindeki degisimlerin genotipik diizeyde farklilik gosterebilecegini
desteklemektedir.

Kontrol kosullarindaki ortalamalarin dahi gruplar arasinda belirgin sekilde farklilik
gOstermesi (toleransli gesitler: -541.4 MPa; hassas ¢esitler: -1078.44 MPa), genetik olarak belirlenen
su yonetimi kapasitelerinin stres Oncesi donemde bile ayristiini gostermektedir. Bu durum,
genotiplerin ¢evresel strese kars1 dogal fizyolojik hazirlik diizeylerini yansitmaktadir.

Yaprak su potansiyeli, ceviz genotiplerinin tuz stresine kars1 fizyolojik dayanikliliklarini
belirlemede temel bir parametre olarak one ¢ikmaktadir. Serr, S6lez-1 ve Maras-18 gibi toleransl
cesitlerin bu parametreyi stres kosullarinda daha yiiksek diizeyde tutabilmesi, bu ¢esitlerin osmotik
dengeyi siirdiirebilme ve su kaybini sinirlayabilme potansiyellerini gostermektedir. Chandler, Fernor
ve Hartley gibi hassas gesitlerde ise bu dengenin saglanamamasi, tuz stresine karsi duyarlih@in

belirleyici bir gostergesi olarak degerlendirilmektedir.

4.2.9. Yaprakta Potasyum (K), Sodyum (Na), Kalsiyum (Ca) ve Klor (Cl) Konsantrasyonu

Bu calismada, ceviz ¢esitlerinin yaprak dokularindaki potasyum (K), sodyum (Na), kalsiyum
(Ca) ve klor (Cl) iyonlarinin 150 mM NaCl uygulamasi ve kontrol kosullarindaki degisimleri analiz
edilmistir (Cizelge 4.17). Bulgular, gesitler arasinda ve tuz uygulamasina bagl olarak istatistiksel

agidan anlamli farkliliklarin olustugunu gostermistir (p < 0.05).
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Toleransli ceviz gesitlerinden Serr (%2.87) ve Marag-18 (%2.49), yapraklarinda yiiksek
diizeyde K birikimi tespit edilmis ve bu durum, tuz stresine karsi iyon homeostazini koruma
kapasitelerinin gii¢lii oldugunu ortaya koymustur. Buna karsilik, hassas ¢esitlerden Fernor, K icerigi
bakimindan en diisiik degeri (%2.08) sergileyerek K* tutma kapasitesinin smirli oldugu
belirlenmistir. Tuz uygulamasi ile birlikte, tiim ¢esitlerde K orani azalmakla birlikte, toleransli grupta
bu azalig daha sinirl kalmistir.

Yaprak dokularinda biriken Na miktar1 bakimindan ¢esitler arasinda belirgin farkliliklar
gbzlenmistir. Fernor cesidi %1.21 ile en yiiksek Na igerigine sahip olmus, bu da s6z konusu ¢esidin
tuz alimini simirlamada basarisiz oldugunu gostermistir. Ote yandan, Serr (%0.70) ve Soélez-1
(%0.74) ¢esitlerinde daha diisiik Na birikimi tespit edilmistir. Bu durum, toleransli gesitlerin Na*
alimin1 smirlayan veya aktif olarak dislayan iyon tasima mekanizmalarina sahip olduklarini
diisiindiirmektedir. Na agisindan interaksiyon etkisi de anlamli bulunmus (p = 0.05), 6zellikle Fernor
x 150 mM kombinasyonu %1.34 ile en yiiksek Na birikimini gostermistir.

Ca igerigi, stres kosullarinda 6nemli diizeyde degismis ve c¢esitler arasinda farklilik
gostermistir (p=0.0006). Serr (%1.94) ve Maras-18 (%1.76) cesitleri, 6zellikle 150 mM NaCl
kosullarinda Ca birikim diizeylerini koruyabilmis ya da artirabilmistir. Bu durum, bu ¢esitlerin hiicre
zar stabilitesini ve sinyal iletim siireclerini siirdiirebilme potansiyelini gostermektedir. Fernor
¢esidinde ise hem kontrol hem stres kosullarinda diisiik Ca igerikleri kaydedilmistir. Cesit X tuz
interaksiyonu da Ca igin anlamli bulunmus (p=0.0012), bu durum iyon tasmimi ve hiicresel
diizenleme siireclerinin ¢esitlere gore farklilik gosterdigini isaret etmektedir.

Cligerigi incelendiginde, tuz uygulamasi altinda Fernor x 150 mM kombinasyonunun %3.49
ile en yliksek Cl birikimini sergiledigi belirlenmistir. Bu durum, Fernor ¢esidinin CI~ iyonlarina kars1
gecirgenlik kontroliinii etkin sekilde siirdliremedigini gostermektedir. Serr ve Stlez-1 gibi toleransh
cesitlerde Cl seviyeleri daha diisiiktiir ve bu durum, iyon toksisitesine karsi daha etkili bir savunma
mekanizmasina isaret etmektedir. Cesitler arasinda ve interaksiyon agisindan Cl igerigi anlaml

sekilde farklilik gostermistir (p =0.0059 ve p=0.0051).
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Cizelge 4.17. Toleransli ve Hassas ceviz gesitlerinin 150 mM NaCl uygulamasinin yaprakta
Potasyum (K), Sodyum (Na), Kalsiyum (Ca) ve Klor (Cl) konsantrasyonu {izerine

etkisi

Cegsitler K (%) Na (%) Ca (%) Cl (%)
Chandler 2.28 be 0.92b 1.69b 225b
Fernor 2.08 c 1.21a 1.35¢ 2.74 a
Hartley 2.29 be 0.93b 1.83ab 230D
Serr 2.87 a 0.70 c 194 a 2.18b
Sélez-1 2.22 be 074¢c 160D 230D
Maras-18 249D 0.98b 1.76 ab 236D
LSD %5 0.36 0.14 0.23 0.28
D degeri 0.0027 <0.0001 0.0006 0.0059
Interaksiyon
Chandler x
150 MM 256bc+096 | 1.01bct092 | 1.87b+096 | 272bc+0.96
ﬂ,‘\j”d'er X0 1 200d+072 | 083cd<042 | 151cd<0.93 | 1.77ef+0.88
aneI\r/Inor X150 | 55 ped+ 0.82 134a+094 | 1.81bc+090 | 3.49a+1.03
E]e,\rﬂ”or x0 104d+0.64 | 107b+093 | 089e+042 | 2.00ef+0.72
Hartley x 2.52 bc + 0.92 106b+095 | 1.82bc+091 | 2.90b<+0.82
150 mM
;']?\;I“ey X0 | 206¢d+0.72 | 080d+046 | 1.83bc+091 | 170f+0.88
ﬁ]e,\r/: x 150 3.07 a+ 1.01 073d+041 | 207ab+052 | 251bc+0.96
Serr xOmM | 2.67 ab+0.95 068d+038 | 1.81bc+090 | 1.84ef+0.90
Solez-1x 2.06 cd + 0.62 0.72d+ 041 1.90b+0.95 | 2.49cd+0.93
150 mM
ﬁﬁ\l/lez'l X0 | 538pcd+ 088 | 077d+043 | 1.30d+092 | 2.11de+0.89
Maras-18 x
1500 269ab+096 | 1.16ab+097 | 2.25a+0.98 | 2.67bc+097
Maras-18 x
Y 228bcd+084 | 079d+042 | 1.26d+094 | 2.04ef+0.98
LSD %5 05 0.19 033 0.39
p degeri 0.176 0.05 0.0012 0.0051

Bu calismada, ceviz gesitlerinin yaprak dokularinda 150 mM NaCl uygulamasi1 sonrasinda
olusan iyonik yanitlar incelenmis; 6zellikle K*, Na*, Ca** ve CI~ iyonlarinin birikim diizeyleri,
cesitlerin tuzluluga karsi gosterdikleri toleransla iligkilendirilmistir. Elde edilen sonuglar, iyon
homeostaz1 ile tuz toleransi arasindaki giiglii iliskiyi dogrular nitelikte olup, iyon birikiminde
gozlenen varyasyonlar, genotiplerin farkli iyon tagima ve ayrigtirma mekanizmalaria sahip

oldugunu gostermektedir.
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Tuz stresi kosullarinda bitkinin K* diizeyini koruyabilmesi, iyon segiciligi ve hiicre igi
homeostaz agisindan kritik dnemdedir. Bu ¢alismada Serr (%2.87) ve Maras-18 (%2.49) ¢esitlerinin
yiksek K* icerigi, bu cesitlerin K*/Na* oranini1 koruyarak iyon toksisitesini sinirlayabildigini
gostermektedir. Benzer sekilde, Lotfi ve ark. (2009b), tuz stresine toleransli ceviz gesitlerinde
oOzellikle siirgiin dokularinda K* seviyelerinin yiiksek kaldigim1 ve bu durumun stres adaptasyonu
agisindan belirleyici oldugunu rapor etmislerdir. Mahouachi (2018) ise 13/1 mango anacinda tuz
stresi altinda K* diizeyinin yiikseldigini bildirerek, bu iyonun tolerans gelistirmede 6nemli bir rol
oynadigini vurgulamistir. Buna karsilik, Fernor gibi hassas ¢esitlerin (%2.08) diisiik K* seviyeleri,
Na* baskinligina bagli K* kaybi yasadigini ve bu durumun metabolik siire¢leri sekteye ugrattigini
gostermektedir.

Na* iyonunun bitki biinyesine asir1 alinmasi, hiicresel toksisiteye neden olarak enzim
inhibisyonu, osmotik dengesizlik ve zar yapilarinda bozulmaya yol agar. Bu ¢alismada, Fernor
cesidinde %1.21 gibi yiiksek Na* birikimi, bu ¢esidin tuz alimini simirlayan veya geri atan
mekanizmalarinin yetersiz oldugunu gdstermektedir. Bu durum, Matsumoto ve ark. (2006)
tarafindan armut anaglarinda bildirilen bulgularla ortiismektedir; ¢alismada, her iki tuz dozunda da
Na* ve Cl iyonlarinin gévde ve koklerde yiiksek diizeyde biriktigi ifade edilmistir. Serr (%0.70) ve
Solez-1 (%0.74) gibi ¢esitlerde ise Na* birikiminin diisiik diizeyde kalmasi, bu ¢esitlerin kok
diizeyinde Na* geri taginmasi ya da vakuol igine yonlendirme gibi etkin savunma mekanizmalarina
sahip oldugunu gostermektedir. Ji ve ark. (2022b) da, tuz toleransi yiliksek Juglans regia x J. hindsii
melezlerinde diisiik Na* birikimi gozlemleyerek bu 6zelligi genetik dayaniklilikla iliskilendirmistir.

Ca?* iyonlari, hiicre zar stabilitesi, iyon tasima dengesi ve sinyal iletiminde merkezi role
sahiptir. Serr ve Maras-18 cesitlerinde kaydedilen yiiksek Ca?" igerikleri (%1.94 ve %1.76), bu
cesitlerin zar biitlinliiglinii koruma kapasitesinin gii¢lii oldugunu ve iyonik stres kargisinda hiicresel
stabiliteyi siirdiirebildiklerini gostermektedir. Lotfi ve ark. (2009b), toleransh ceviz genotiplerinde
stirgiin dokularinda Ca* birikiminin yiiksek oldugunu bildirmistir. Ayrica, Ak¢a ve Samsunlu (2012),
tuza toleransli ceviz ¢esitlerinde Ca'/Na* oranmin korunmasmin zar gegirgenliginin
diizenlenmesinde 6nemli oldugunu vurgulamistir. Fernor gibi diisiik Ca** igerigine sahip ¢esitlerde
ise bu koruyucu mekanizmanin yetersiz kaldig1 anlagilmaktadir.

CI" iyonu, tuz stresinde toksik etki yaratan baslica anyonlardan biri olup, 6zellikle yaprak
dokularinda birikimi fotosentetik sistem iizerinde zararl etkiler olusturabilir. Bu ¢alismada, Fernor
x 150 mM kombinasyonu %3.49 ile en yiiksek CI~ birikimini sergilemis, bu da Fernor ¢esidinin iyon
detoksifikasyon sistemlerinin zayif oldugunu gostermistir. Ferreira ve ark. (2019), ¢ilek ¢esitlerinde
CI” iyonlarmin Ozellikle yapraklarda yogunlastigini ve yaprak toksisitesinin esas olarak Cl~
birikiminden kaynaklandigini rapor etmistir. Toleransh gesitler olan Serr ve Solez-1 gesitlerinde
gozlenen disik Cl- seviyeleri, bu genotiplerin iyon segicilik ve yapraktan disa atim
mekanizmalarinin daha etkin ¢alistigini gostermektedir. Wang ve ark. (2021), gec gelisen ceviz

cesitlerinde Cl~ iyonlarinin koklerde biriktigini, erken gelisen ¢esitlerde ise yapraklarda
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yogunlastigini belirtmis ve bu farkliligin genotipik tuz toleransim etkileyen onemli bir unsur
oldugunu vurgulamstir. Ayn1 sekilde, Ak¢a ve Sahin (2022), cevizde artan tuzluluk seviyeleriyle
birlikte Na* ve Cl~ iyonlarinin yaprak dokularinda daha yiiksek diizeylere ulastigini belirtmistir.
Genel olarak degerlendirildiginde, yaprak dokularindaki K*, Na*, Ca*" ve Cl igerikleri, ceviz
genotiplerinin tuz stresine kars1 gelistirdigi savunma mekanizmalarinin 6nemli fizyolojik belirtegleri
arasinda yer almaktadir. Toleransh genotipler, iyon homeostazini daha etkin bigimde diizenleyerek
toksik iyonlarin birikimini sinirlandirmakta ve esansiyel iyonlarin (6zellikle K* ve Ca?") seviyelerini
stirdlirebilmektedir. Lotfi ve ark. (2009a), cevizde Na* birikiminin nispeten sinirl kaldigini belirtmis,
bu durumun iyon toleransinda genotipik farkliliklara dayandigini vurgulamistir. Bu yoniiyle iyon
profili analizleri, cevizde tuza dayanikli genotiplerin belirlenmesinde hem fenotipik hem de genetik

seleksiyon siiregleri agisindan biiyiik 6nem tagimaktadir.

4.2.10. Prolin Miktari

Bu calismada, 150 mM NaCl uygulamasi altinda ceviz cesitlerinin yaprak dokularinda
biriken prolin miktarlari belirlenmis ve stres yanitlari ortaya konmustur (Cizelge 4.18).

Hassas ¢esitler olan Chandler, Fernor ve Hartley, tuz uygulamasi sonrasinda prolin
seviyelerinde bir artis gézlenmemistir. Chandler, Fernor ve Hartley cesitlerinde prolin birikimi
sirastyla 0.97, 0.77 ve 0.97 ug/g diizeyinde kalmis, bu durum stres kosullarina karsi sinirli bir
osmotik adaptasyon yanmitinin gelistigini gOstermektedir. Hassas grubun 150 mM NaCl
uygulamasinda genel ortalamasi 0.90 pg/g olarak belirlenmis ve bu deger kontrol grubu
ortalamasindan (1.24 ug/g) daha diisiik kalmustir.

Buna karsilik, tuz stresine toleransli olarak belirlenen c¢esitlerde prolin birikimi artig
gostermistir. Serr ¢esidi, 4.25 pug/g ile en yliksek prolin diizeyine ulagmis ve bunu sirastyla Sélez-1
(3.54 ng/g) ve Maras-18 (3.16 pg/g) gesitleri izlemistir. Bu ¢esitlerin 150 mM NaCl uygulamasi
altinda ortalama prolin degeri 3.65 pg/g olarak tespit edilmis ve kontrol degerine gore (2.11 pg/g)
anlamli diizeyde artmistir. Bu sonuglar, toleransli ¢esitlerin tuz stresine karsi prolin birikimi yoluyla

etkili bir osmotik koruma mekanizmasi gelistirdigini agik¢a gostermektedir.

Cizelge 4.18. Toleransli ve Hassas ceviz gesitlerinin 150 mM NaCl uygulamasinin prolin miktari
tizerine etkisi (ug/g)

Cesitler 150 mM NaCl Kontrol
Chandler 0.97 £1.64 1.32+1.82
Fernor 0.77£ 1.71 1.16+1.44
Hartley 0.97 £ 1.64 1.25+1.48
Genel ortalama 0.90 ¢ 1.24 be
Serr 425+2.62 2.65+1.32
Solez-1 3.54+2.35 2.35+£1.26
Maras-18 3.16+2.72 1.33£1.82
Genel ortalama 3.65a 211b

* Ayn siitunda farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasinda istatistiki diizeyde dnemli farklilik bulunmaktadir
((p=<0.05) (LSD %5=0.23) (O.D.= Onemli Degil)) ((p<0.05) (LSD %5= 0.84)).
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Bu calismada, ceviz gesitlerinin tuz stresine kargi gelistirdikleri fizyolojik adaptasyon
mekanizmalar1 kapsaminda, yaprak dokularinda biriken serbest prolin diizeyleri analiz edilmistir.
Prolin, bitkilerin abiyotik stres kosullarina verdigi tepkilerde 6nemli rol oynayan bir amino asit olup,
osmotik dengeyi saglama, serbest radikalleri nétralize etme ve protein yapilarinin stabilitesini
koruma gibi ¢ok yonlii islevleri ile bitkisel dayaniklilikta kritik bir bilesendir (Ashraf ve Foolad,
2007).

Calismada elde edilen bulgular, prolin birikiminin ceviz gesitlerinin tuz stresine karsi
gosterdigi fizyolojik yamtlarla dogrudan iliskili oldugunu ortaya koymustur. Ozellikle tuzluluga
hassas olarak siniflandirilan Chandler, Fernor ve Hartley ¢esitlerinde, 150 mM NaCl uygulamasi
sonrasinda yaprak dokularindaki prolin diizeylerinde anlamli bir artis gézlenmemistir. Sirasiyla 0.97,
0.77 ve 0.97 ng/g diizeyinde kalan bu degerler, kontrol grubundaki ortalama (1.24 pg/g) seviyenin
dahi altinda kalmis ve bu durum s6z konusu gesitlerin osmotik stres kosullara kars1 yeterli savunma
tepkisi gelistiremedigini gostermistir. Hassas ¢esitlerin genel ortalamasi 0.90 pg/g olarak tespit
edilmis olup, bu seviye tuz stresiyle basa ¢ikma agisindan yetersiz bir fizyolojik tepkiye isaret
etmektedir.

Buna karsin, toleransl olarak degerlendirilen Serr, Sélez-1 ve Maras-18 ¢esitlerinde, prolin
birikiminin belirgin bicimde artis gosterdigi gozlemlenmistir. Ozellikle Serr cesidi 4.25 ug/g
degeriyle en yiiksek diizeye ulasirken, Solez-1 (3.54 pg/g) ve Maras-18 (3.16 ug/g) gibi gesitlerinde
yiiksek diizeyde birikim gergeklesmistir. Bu ¢esitlerin ortalama prolin degeri olan 3.65 pg/g, hassas
cesitlere kiyasla yaklagik dort kathik bir artis1 ifade etmekte ve genotipik farkliligin fizyolojik
diizeyde agikc¢a ayirt edilebilir oldugunu gostermektedir.

Bu sonuglar, literatiirde daha 6nce bildirilen bulgularla da gii¢lii bir uyum gostermektedir.
Vahdati (2014), ceviz fidelerinde prolin birikiminin ozmotik stres altinda antioksidatif savunma
sistemlerini harekete gecirdigini ve bu sayede hiicresel stabilitenin korundugunu belirtmistir. Ayni
sekilde Valero ve Khemira (2016), toprak tuzlulugu uygulanan ii¢ farkli badem genotipinde prolin
diizeylerinin arttigin1 ve bunun genotipler arasi tolerans diizeylerini etkiledigini rapor etmislerdir.
Momenpour ve ark. (2015) ise bademde artan tuz konsantrasyonlarinin (0—-80 mmol/L) prolin
birikimini anlamh diizeyde artirdigini ve bu yanitin genotipe bagli olarak degistigini ifade etmistir.
Bu bulgular, cevizde gozlenen farkliliklarin da genetik temelli oldugunu desteklemektedir.

Ji ve ark. (2022b), prolin birikiminin yalnizca ozmotik denge saglamakla kalmayip, ayni
zamanda yaprak ozmotik potansiyelini daha az negatif degerlere ¢ekerek fizyolojik dayanikliligt
artirdigin1 bildirmistir. Ayrica, Kumari ve ark. (2007) ve Liu ve ark. (2020) gibi arastirmacilar,
prolinin reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) temizlenmesinde antioksidatif sistemleri destekleyici bir rol
oynadigint ve bu sayede hiicresel redoks dengesinin siirdiriilebilirligine katki sagladigini
belirtmislerdir. Bu kapsamda, ¢alismada 6zellikle Serr ¢esidinde gozlenen yiiksek prolin birikiminin,
bu ¢esidin diger fizyolojik parametrelerde (RWC, su potansiyeli, ozmotik potansiyel vb.) de

gosterdigi {istiin performansla paralellik gosterdigi degerlendirilmektedir.
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Yaprak dokularinda biriken prolin diizeyleri, ceviz genotiplerinin tuz stresine karsi
gelistirdigi fizyolojik adaptasyon diizeylerini belirlemede giivenilir bir gosterge niteligindedir.
Toleranslh genotiplerde gozlenen prolin birikimi, hiicre i¢i su dengesinin korunmasi, zar yapilarinin
stabilizasyonu ve metabolik siirekliligin saglanmasi agisindan 6nemli katkilar saglamaktadir. Bu
nedenle, prolin metabolizmasinin genotipik diizeyde degerlendirilmesi, cevizde tuza dayanikli

cesitlerin 1slah1 agisindan degerli bir fizyolojik ve biyokimyasal belirte¢ olarak 6ne ¢ikmaktadir.

4.2.11. Yaprak Hiicrelerinde Membran Zararlanmasinin Belirlenmesi (%)

Bu calismada, 150 mM NaCl uygulamasi altinda farkli ceviz gesitlerinde yaprak hiicre zari
biitiinliigiinde meydana gelen degisimler degerlendirilmis, membran zararlanma oranlari
belirlenmistir (Cizelge 4.19). Elde edilen sonuclara gére, membran zararlanmasi Chandler (%3.86),
Fernor (%4.68) ve Hartley (%4.25) gesitlerinde gorece daha yiiksek; Serr (%2.52), Solez-1 (%3.16)
ve Maras-18 (%3.37) cesitlerinde ise daha diisiik diizeylerde tespit edilmistir. Bununla birlikte,
varyans analizinden elde edilen p degeri (p =0.996) 0.05 anlamlilik diizeyinin oldukga iizerinde olup,
cesitlerin bu parametreye verdigi yanitlarin istatistiksel olarak anlamli olmadig1 sonucunu ortaya
koymaktadir.

Bu durum, uygulanan tuz konsantrasyonunun (150 mM NaCl) membran diizeyinde
zararlanma olusturacak kadar yiliksek olmayabilecegini veya gesitler arasinda bu parametreye yonelik

farkliliklarin biyolojik olarak sinirl diizeyde kaldigi belirlenmistir.

Cizelge 4.19. Toleransli ve Hassas ceviz g¢esitlerinin 150 mM NaCl uygulamasiin yaprak
hiicrelerinde membran zararlanmasinin belirlenmesi izerine etkisi

Cesitler Membran zararlanmasi
(%)

Chandler 3.86 £1.53
Fernor 4.68 +1.26
Hartley 4.25+1.44
Serr 2.52+£0.92
Solez-1 3.16 + 1.41
Marag-18 3.37+1.73
LSD %5 O.D.

p degeri 0.996

Bu ¢alismada, 150 mM NaCl uygulamasi altinda ceviz ¢esitlerinde yaprak hiicre zarlarinda
meydana gelen zararlanma diizeyleri incelenmis ve bu parametre ilizerinden stres kaynakli hiicresel
biitiinliigiin degerlendirilmesi amaglanmistir. Tuz stresi, hiicre zarmin yapisint dogrudan etkileyen
bir stres faktorii olup; plazma zarinin gegirgenliginde artis, lipid peroksidasyonu, iyon dengesizlikleri
ve elektrolit sizintis1 gibi fizyolojik degisimlere neden olmaktadir (Munns & Tester, 2008; Taarit ve

ark., 2010). Elektrolit sizintisi, bu baglamda stresin etkilerini degerlendirmede yaygin olarak
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kullanilan ve zar stabilitesini dogrudan yansitan bir fizyolojik belirtectir (Bajji ve ark., 2001;
Blokhina ve ark., 2003; Li ve ark., 2010; Al Busaidi ve Farag, 2015).

Calismada elde edilen verilere gore, zararlanma orani tuzluluga hassas olarak siniflandirilan
Fernor (%4.68), Hartley (%4.25) ve Chandler (%3.86) ¢esitlerinde, toleransl olarak tanimlanan Serr
(%2.52), Solez-1 (%3.16) ve Maras-18 (%3.37) ¢esitlerine kiyasla daha yiiksek diizeylerde
gozlenmistir. Ancak, varyans analizinden elde edilen yiiksek p degeri (p = 0.996), bu farkliliklarin
istatistiksel olarak anlamli olmadigini ortaya koymustur. Dolayisiyla, hiicre zar1 zararlanmasi bu
calisma kapsaminda ceviz cesitleri arasinda ayrim yapilmasini saglayacak derecede belirleyici bir
parametre olarak One c¢ikmamistir. Bu sonug, literatiirde bildirilen farkli bulgularla da
desteklenmektedir. Ornegin, Wani ve ark. (2013), Talaat ve ark. (2015) ve Hatami ve ark. (2018),
artan tuz konsantrasyonlarimin bitki membranlarina zarar verdigini ve elektrolit sizintisinda artisa
neden oldugunu belirtmislerdir. Ote yandan, Chaparzadeh ve Hosseinzad-Behboud (2015) tarafindan
turpta, Aras ve Esitken (2019) tarafindan elmada ve Aydinli (2021) tarafindan armut ve ayva
anaglarinda yapilan calismalarda, tuz stresinin membran gecirgenligi {izerinde istatistiksel olarak
anlaml1 bir etki olusturmadigi rapor edilmistir. Bu durum, tuz stresinin membran yapilari {izerindeki
etkisinin bitki tiiriine, genotipine ve stresin siddeti ile siiresine bagli olarak degiskenlik
gosterebilecegini ortaya koymaktadir.

Bu baglamda, mevcut calismada membran zararlanmasinin istatistiksel anlamlilik
gostermemesi birkag agidan degerlendirilebilir: (i) 150 mM NaCl konsantrasyonu bazi genotipler
icin zararlt olsa da hiicre zarinin yapisal biitiinliigiinii bozacak esigi asmamis olabilir. Ji ve ark.
(2022a), Juglans microcarpa’da 200 mM NacCl ve iizeri konsantrasyonlarin membran yapisinda
belirgin bozulmalar olusturdugunu belirtmistir. (ii) Membran zararlanmasi genellikle stres siiresine
duyarhdir; bu nedenle farkli genotiplerin strese kars1 verdigi zamana bagli fizyolojik tepkiler tek bir
6l¢iim zamaninda tam olarak yansitilamayabilir. (iii) Toleransli genotiplerde antioksidan savunma
sistemlerinin (SOD, POD, CAT) daha aktif ¢aligmasi, lipid peroksidasyonu gibi zar hasarlarini
sinirlamig olabilir (Vahdati, 2013). Ancak bu savunma sistemlerinin genotipler arasinda esik degeri
asmayan diizeylerde caligmasi, zar farkliliginin istatistiksel anlamda ayrismamasina neden olmus
olabilir. (iv) Son olarak, membran lipid kompozisyonunun genotipten bagimsiz olarak yapisal olarak
stabil kalmasi, bu parametrenin ¢esitler aras1 farklilik {iretmesini sinirlandirmis olabilir.

Bu ¢alisma kapsaminda kullanilan 150 mM NacCl tuz uygulamasi altinda ceviz yapraklarinda
membran biitiinliigiiniin biiyiik oranda korundugu ve bu nedenle ¢esitler arasinda anlamli farkliliklar
olugmadig1 sonucuna ulasilmistir. Membran zararlanmasinin daha belirgin sekilde g6zlenebilmesi
icin stres siddetinin artirilmast (%200-300 mM NaCl) veya uygulama siliresinin uzatilmasi
oOnerilebilir. Ayrica bu parametrenin degerlendirilmesinde yalnizca elektrolit sizintis1 degil, ayni
zamanda MDA (malondialdehit) igerigi gibi daha hassas oksidatif stres belirteglerinin de dahil

edilmesi, sonuglarin biyolojik anlamliligin1 artirabilir (Garriga ve ark., 2015).
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4.2.12. Ikinci Y1l Bulgularinin Degerlendirilmesi ve RNA-Seq Analizi I¢in Cesit Se¢imi

Bu ¢alismanin ikinci yilinda, 150 mM NaCl konsantrasyonunda uygulanan tuz stresine kars1
farkli ceviz gesitlerinin fizyolojik, morfolojik ve iyonik tepkileri detayli olarak incelenmis ve elde
edilen veriler dogrultusunda RNA-Seq analizine uygun gesitlerin se¢imi yapilmigtir. Bulgular,
cesitlerin stres kosullarina verdikleri tepkilerin belirgin diizeyde farklilik gosterdigini ve bu
farkliliklarin stres toleransi agisindan anlamli oldugunu ortaya koymustur.

Tuz stresine duyarlilifi yiiksek olan Chandler, Fernor ve Hartley ¢esitlerinde; SPAD
degerlerinde belirgin azalma, yaprak sicakliklarinda artig, yaprak alani ve yaprak sayisinda diistis,
oransal su igerigi ve ozmotik/su potansiyellerinde ciddi negatif degisimler, iyon birikiminde
(6zellikle Na* ve CI") yiiksek diizeyde artis ve prolin birikiminde yetersizlik gézlenmistir. Buna
karsilik, Serr, S6lez-1 ve Maras-18 gibi toleransh ¢esitlerde, bu parametrelerin biiyiik cogunlugu
stres altinda da kontrol diizeyine yakin degerlerde seyretmis; 6zellikle K* ve Ca?* iyonlarini koruma,
diisiik Na* ve Cl~ birikimi saglama, yiiksek RWC ve prolin igeriklerini siirdiirebilme gibi stresle
miicadele agisindan kritik gostergelerde avantaj sagladiklar belirlenmistir.

Ozellikle Serr ve Fernor cesitleri, bircok fizyolojik ve biyokimyasal parametrede birbirine
z1t tepkiler vererek, bu ¢calismada en toleransli ve en hassas g¢esitler olarak one ¢ikmustir. Serr ¢esidi,
yiiksek SPAD degeri, diigiik yaprak sicakligi, genis yaprak alani, yiiksek yaprak su igerigi, daha az
negatif su ve ozmotik potansiyel, diisiik Na* ve CI™ birikimi, yliksek K* ve Ca?*" diizeyleri, giiclii
prolin birikimi ve disiik zar hasar ile tuz stresine karsi iistiin bir adaptasyon gostermistir. Buna
karsilik, Fernor ¢esidinde tiim parametrelerde stresin olumsuz etkileri daha siddetli gézlenmis ve bu
¢esit en hassas gesit olarak degerlendirilmistir.

Bu bulgular dogrultusunda, ikinci yil caligmalar1 kapsaminda fizyolojik dayanikliligi en
yiiksek olan Serr ve fizyolojik duyarliligi en yiiksek olan Fernor gesitleri, RNA-Seq analizi igin
karsilastirmali gesitler olarak se¢ilmistir. Boylece, transkriptom diizeyinde farklilik gésteren genlerin
belirlenmesiyle, tuz stresine karsi tolerans mekanizmalarinin molekiiler temellerinin anlagilmasi

amaclanmaktadir.

4.3. RNA Sekanslama Bulgulari

Temiz okuma kalite degerleri Cizelge 4.20'de gosterilmistir. Ham veriler, adaptor kirliligi ve
disiik kaliteli bazlarin temizlenmesi amaciyla Trimmomatic yazilimi kullanilarak iglemden
gecirilmistir. Toplam ham okuma sayisi 43.10 M ile 52.43 M arasinda degismistir. Toplam temiz
okuma sayisi ise 36.43 M ile 43.25 M arasinda degismistir. Toplam temiz baz sayis1 6rnek bagina
5.46 Gb ile 6.49 Gb arasinda saptanmistir. Elde edilen verilerin Q20 degeri %97.77, Q30 degeri ise
%93.05 olarak bulunmustur. Shi ve ark. (2022) ¢alismasinda ise benzer sekilde, temiz verilerin
ortalama haritalama orani1 %97.55 olarak rapor edilmistir. Tez ¢alismasinda elde edilen Q20 ve Q30
degerleri, Shi ve ark. (2022) caligmasindaki yiiksek kalite metrikleri ile uyumlu olup, RNA-seq

verilerinin giivenilir oldugunu gostermektedir. Toplam temiz okuma orant %81.62 ile %84.95
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arasinda degismis, rRNA orani ise %0.3 ile %9.02 arasinda tespit edilmistir. Shi ve ark. (2022)
calismasinda ise bu oranlar %92'nin iizerinde bir haritalama orani ile benzerlik gdstermektedir, bu
da rRNA'nin etkin bir sekilde filtrelendigini ve transkriptomun biiylik kismmin mRNA'dan

olustugunu desteklemektedir.

Cizelge 4.20. Temiz okuma kalite 6l¢iimleri

Toplam | Toplam | Toplam | Toplam | Toplam | Toplam
) ham temiz temiz temiz temiz temiz rRNA
Ornekler okuma | okuma baz okuma | okuma | okuma | Oram
sayisi sayisi sayisi sayisi sayisi orani (%)
(Milyon) | (Milyon) | (Gb) | Q20 (%) | Q30 (%) | (%)
Fernor_kontrol_1 | 52.43 43.25 6.49 97.77 93.05 82.49 0.3
Fernor_kontrol_2 | 50.68 42.78 6.42 97.74 92.93 84.41 3.36
Fernor_kontrol_3 | 49.03 40.02 6.00 97.85 93.19 81.62 4.28
Fernor_150mM_1 | 52.43 42.34 6.35 97.50 92.37 80.75 0.39
Fernor_150mM_2 | 50.68 43.05 6.46 97.61 92.51 84.95 0.41
Fernor_150mM_3 | 50.68 42.71 6.41 97.80 93.08 84.27 0.48
Serr_kontrol_1 52.43 42.79 6.42 97.71 92.97 81.62 9.02
Serr_kontrol_2 48.93 42.79 6.42 97.55 92.59 87.44 2.69
Serr_kontrol_3 52.43 43.12 6.47 97.54 92.48 82.25 0.61
Serr_150mM_1 52.43 43.05 6.46 97.69 92.76 82.12 8.45
Serr_150mM_2 50.68 42.76 6.41 97.75 93.05 84.37 0.44
Serr_150mM_3 43.10 36.43 5.46 97.70 92.75 84.51 5.19

4.3.1. Referans Ceviz Genomuna Haritalama Sonugclari

Bu caligmada elde edilen RNA-seq verileri, yiiksek dogruluk ve hassasiyetle hizalama
saglayan HISAT2 yazilimi kullanilarak Chandler ceviz ¢esidinin referans genomuna haritalanmistir
(Cizelge 4.21). Bu islem sonucunda, her bir 6rnek igin SAM uzantili dosyalar olusturulmus ve
haritalama verileri detayli olarak analiz edilmistir. Toplam temiz okuma sayilari, 36,427,096 ile
43,249,892 arasinda degismis ve her bir Ornekte ortalama haritalama orani %91.5'in {izerinde
gerceklesmistir. Ayrica, ceviz genomuna benzersiz olarak hizalanan okuma orani %57.67 ile %62.36
arasinda tespit edilirken, dizi spesifik haritalama orani ise %94.93 ile %97.92 araliginda
belirlenmistir. Bu sonuglar, literatiirde yer alan diger ceviz RNA-seq ¢alismalarinda rapor edilen
haritalama oranlari ile tutarlilik géstermektedir. Cevizde lignin biyosentezini inceleyen ¢aligsmalarda
da benzer sekilde yiiksek haritalama oranlar1 elde edilmistir. Bu ¢alismalarda, lignin biyosentezi ile
ilgili genlerin ekspresyon profilleri detayli bir sekilde incelenmis ve haritalama oranlari %90’n
tizerinde rapor edilmistir (Li ve ark., 2023; Zhang ve ark., 2020). Benzer sekilde, ceviz
popiilasyonlarinin genomik ¢esitliligini inceleyen arastirmalarda da HISAT2 ile yapilan
hizalamalarda yiiksek haritalama basarilar1 elde edilmis ve bu basarilar genetik varyasyonlarin ve

adaptasyon siireclerinin anlasilmasina dnemli katkilar saglamistir (Zhao ve ark., 2011). Bu ¢caligmada
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elde edilen bu veriler, ceviz genomunun farkli biyolojik siireclerini anlamak i¢in giivenilir ve yiiksek
kaliteli bir veri seti sundugunu gostermektedir. Elde edilen haritalama oranlari ve benzersiz
hizalanma degerleri, HISAT2 yaziliminin cevizde gen ekspresyon analizlerinde etkin bir arag
oldugunu bir kez daha dogrulamaktadir. Bu bulgular, ¢aligmamizin gegerliligini desteklemekte ve

literatlirdeki benzer ¢aligmalarla uyumlu oldugunu ortaya koymaktadir.

Cizelge 4.21. Genom Haritalama Sonuglari

) Toplam Haritalama Ber_lzersiz Diz_i_
Ornekler Temiz Yiizdesi (%) H"arltal.ama . Spesn‘l k '
Okuma Sayisi Yiizdesi (%) | Haritalama Yiizdesi (%)
Fernor_kontrol_1 43,249,892 91.42 60.48 95.57
Fernor_kontrol_2 42,780,280 91.70 60.93 94.93
Fernor_kontrol_3 40,020,926 91.88 61.03 95.16
Fernor_150mM_1 42,338,390 91.08 60.40 97.13
Fernor_150mM_2 43,052,446 91.33 60.61 97.39
Fernor_150mM_3 42,708,892 91.89 62.36 97.92
Serr_kontrol_1 42,791,066 91.39 57.67 96.19
Serr_kontrol_2 42,785,218 91.90 58.53 96.44
Serr_kontrol_3 43,121,970 91.75 60.95 95.78
Serr_150mM_1 43,052,076 91.30 59.01 96.48
Serr_150mM_2 42,760,798 91.08 60.30 95.61
Serr_150mM_3 36,427,096 91.97 61.36 95.57

Genom haritalama sonucunda elde edilen SAM uzantili dosyalar SAMTOOLS programu ile

BAM dosyalarina doniistiirilmiistiir.

4.3.2. Gen ifade Analizi
Gen Haritalama ve ifadelerinin Belirlenmesi

Bu calismada elde edilen yeni gen bilgileri, Bowtie2 programi kullanilarak temiz RNA
okumalarinin ceviz referans genomuna hizalanmasiyla analiz edilmistir. Bu siirecte, haritalama
yiizdesi %81.40 ile %83.39 arasinda belirlenmistir (Cizelge 4.22). Ardindan, her bir 6rnek igin gen
ifade diizeyleri RSEM programi kullanilarak hesaplanmistir. Elde edilen bu bulgular, literatiirdeki
benzer ¢aligmalarla uyumludur. Fang ve ark. (2021) tarafindan yiiriitiilen ¢alismada, Bowtie2 ve
RSEM kullanilarak ceviz meyvelerinin Colletotrichum gloeosporioides enfeksiyonuna verdigi
yanitlar incelenmis ve benzer sekilde yiiksek haritalama oranlar1 elde edilmistir. Benzer sekilde,
Duan ve ark. (2019) caligmasinda, GAj'iin cevizde endokarp lignifikasyonu iizerindeki etkisi
incelenmis ve JrIMYB180 gibi lignin biyosentezi ile iligkili genlerin ifade diizeyleri belirlenmistir.
Bu calismada da haritalama oranlar1 ¢alismamizla tutarlidir ve elde edilen gen ifade verilerinin

dogrulugunu pekistirmektedir. Sonug olarak, ¢alismada kullanilan Bowtie2 ve RSEM yazilimlarinin
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ceviz genomu iizerinde gerceklestirdigi analizler, literatiirdeki diger arastirmalarla uyumlu olup,
cevizde gen ekspresyonunun detayli bir sekilde anlagilmasina katki saglamaktadir. Bu bulgular, ceviz
genomik aragtirmalarinin giivenilirligini artirarak, gelecekteki biyoteknolojik uygulamalar ve 1slah
caligmalari i¢in saglam bir temel olusturmaktadir (Duan ve ark., 2019; Fang ve ark., 2021; Li ve ark.,
2023).

Cizelge 4.22. Gen haritalama Oraninin Ozeti

Ornekler Toplam Temiz | Haritalama Yiizdesi

Okuma Sayis1 (%)

Fernor_kontrol_1 43,249,892 81.94
Fernor_kontrol_2 42,780,280 82.51
Fernor_kontrol_3 40,020,926 82.95
Fernor_150mM_1 42,338,390 81.90
Fernor_150mM_2 43,052,446 82.02
Fernor_150mM_3 42,708,892 83.10
Serr_kontrol_1 42,791,066 82.53
Serr_kontrol_2 42,785,218 83.39
Serr_kontrol_3 43,121,970 82.88
Serr_150mM_1 43,052,076 81.40
Serr_150mM_2 42,760,798 82.03
Serr_150mM_3 36,427,096 83.34

Calismada, RSEM programu ile gergeklestirilen gen ifade analizlerine gore, ceviz referans
genomunda ifade edilen gen sayisinin 23,101 ile 24,111 arasinda degistigi, yeni tespit edilen gen
sayisinin ise 1,330 ile 1,412 arasinda oldugu tespit edilmistir. Ayni sekilde, mevcut ceviz referans
genomunda ifade edilen toplam transkript sayisinin 37,553 ile 41,754 arasinda oldugu, yeni bulunan
transkript sayisinin ise 8,385 ile 9,428 arasinda degistigi hesaplanmustir (Cizelge 4.23). Bu bulgular,
ceviz genomunun ifade profillerini genisletme ve yeni genetik elementleri ortaya ¢ikarma agisindan
onemli veriler sunmaktadir. Bu sonuglar, literatiirde yer alan diger calismalarla kiyaslandiginda
oldukga tutarl ve anlamlidir. Fang ve ark. (2021) ¢alismasinda, ceviz meyvelerinin Colletotrichum
gloeosporioides enfeksiyonuna karst verdigi yanitlar analiz edilmis ve enfeksiyonun farkli
asamalarinda 6nemli sayida diferansiyel olarak ifade edilen gen tespit edilmistir. Bu calisma,
enfeksiyon siirecinde bitkilerin farkli zaman dilimlerinde gesitli genlerin nasil farkli sekilde regiile
edildigini ortaya koymustur. Elde edilen yeni genler ve transkriptler, bitkilerin patojenlere karst
verdigi yanitlarin genetik temelini anlamak agisindan biiyiik 6nem tasimaktadir (Fang ve ark., 2021).
Bir diger ¢alismada, Duan ve ark. (2019) caligmasinda, cevizde GAs uygulamasiyla tetiklenen lignin
biyosentezi lizerine yapilan analizlerde yeni gen ve transkriptler tespit edilmistir. Bu ¢alisma, lignin

biyosentezinde yer alan JIMYB180 gibi transkripsiyon faktorlerinin yani sira, fenilalanin amonyum

liyaz (PAL) ve kafeik asit O-metiltransferaz (COMT) gibi enzimlerin ekspresyon seviyelerini de
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ortaya koymustur. Bu sonuglar, cevizdeki gen ekspresyon profillerini anlamada ve lignin biyosentezi

gibi spesifik biyolojik siire¢lerin molekiiler mekanizmalarini ¢6zmede Snemli katkilar saglamistir

(Li ve ark., 2023).

Cizelge 4.23. Gen ve Transkript istatistikleri

Toplam Bilinen Yeni Toplam Bilinen Yeni
Ornekler Gen Toplam Gen | Transkript TOp'a”.‘ Top'a”f‘
Sayisi Gen Sayis1 | Sayisi Sayisi Transkript | Transkript

Sayisi Sayisi

Fernor_kontrol_1 | 24,964 23,597 1,367 40,803 31,537 9,266
Fernor_kontrol_2 | 25,005 23,612 1,393 40,515 31,359 9,156
Fernor_kontrol_3 | 24,501 23,126 1,375 39,502 30,554 8,948
Fernor_150mM_1 | 25,085 23,738 1,347 40,996 31,783 9,213
Fernor_150mM_2 | 25,500 24,111 1,389 41,754 32,326 9,428
Fernor_150mM_3 | 25,157 23,827 1,330 41,167 32,002 9,165
Serr_kontrol_1 24,438 23,101 1,337 37,553 29,168 8,385
Serr_kontrol_2 24,948 23,553 1,395 40,215 31,068 9,147
Serr_kontrol_3 24,939 23,544 1,395 40,717 31,554 9,163
Serr_150mM_1 25,006 23,594 1,412 40,841 31,499 9,342
Serr_150mM_2 24,739 23,361 1,378 39,553 30,560 8,993
Serr_150mM_3 25,133 23,730 1,403 41,039 31,788 9,251

4.3.3. Korelasyon Analizi

Calismada elde edilen gen ifade sonuglar1 arasindaki korelasyon analizlerinde, Fernor ceviz
cesidine ait tuz uygulamasi yapilan birinci ve {igiincii tekerriirler arasinda en yiiksek korelasyon
degeri 0.975 olarak tespit edilmistir (Sekil 4.3). Bu yiiksek korelasyon, benzer stres kosullarinda
uygulamalarin gen ekspresyon profillerini bilylik 6lciide paralel olarak etkiledigini gostermektedir.
Diger yandan, en diisiik korelasyon degeri 0.445 olarak bulunmus olup, bu durum Fernor ceviz
¢esidinin kontrol grubuyla 150 mM NaCl uygulamasinin gen ekspresyon profilleri arasinda belirgin
farkliliklar oldugunu isaret etmektedir. Bu diigiik korelasyon, tuz stresinin cevizde genetik ifadeyi

onemli dlglide degistirdigini gostermektedir.
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Sekil 4.3. Gen ifade Sonuglar1 Arasindaki Ornekler Aras1 Korelasyon Analizi (X ve Y ekseni her
bir numuneyi temsil etmektedir. Renk, korelasyon katsayisini temsil eder (koyu renk ne kadar
yogunsa, korelasyon yiiksek, renk ne kadar agiksa, korelasyon o kadar diisiiktiir)).

4.3.4, Farkh ifade Olan Genlerin (DEG) Tespiti

Bu ¢alismada, gen ifade diizeyine dayanarak DEG tespit edilmesi amaciyla DESeq?2
programi kullanilmistir. Bu kapsamda, cevizde tuz stresine karsi hassas olan Fernor cesidi ile
toleransh Serr ¢esidi arasinda kontrol ve tuz uygulama gruplari karsilastirilmigtir. Ozellikle Fernor
kontrol grubu ile Fernor 150mM NaCl uygulama grubu, Fernor kontrol grubu ile Serr kontrol grubu,
Fernor 150mM NaCl uygulama grubu ile Serr 150mM NaCl uygulama grubu ve Serr kontrol grubu
ile Serr 150mM NacCl uygulama grubu arasinda karsilastirmalar gergeklestirilmistir. Elde edilen
DEG'ler, genlerin up-regiile (artan ifade) veya down-regiile (azalan ifade) olma durumlarina gore
siiflandirilmis ve bu siiflandirmalar MA ve volkano plotlar araciligiyla gorsellestirilmistir (Sekil
4.4). Bu bulgular, cevizde farkli genetik gesitlerin ¢evresel streslere nasil yanit verdigini anlamak
acisindan Onemli veriler sunmaktadir. Benzer sekilde, Qinghai Platosu'nda yetisen ceviz
tohumlarinda yag biyosentezine dahil olan genlerin incelendigi bir ¢alismada da DESeq?2 kullanilarak

119 farkli ifade edilen gen belirlenmistir. Bu ¢alisma, ¢evresel faktorlerin cevizde gen ekspresyonunu
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nasil etkiledigini ortaya koymustur ve elde edilen sonuglar calismamizin bulgulariyla uyum
gostermektedir (Shi ve ark., 2022). Calismada tespit edilen DEG'ler, Fernor ve Serr gesitleri arasinda
tuz stresi altinda genetik ve fizyolojik farkliliklarin nasil sekillendigini ve bu ¢esitlerin tuz stresine
verdikleri yanitlarin genetik temellerini ortaya koymaktadir. Bu da, cevizde stres toleransi

geligtirmek i¢in hedef genlerin belirlenmesine katki saglayacak kritik bilgiler sunmaktadir.

Farkli Eksprese Olan Genlerin istatistigi

= Up
= Down

- 2900

1000 1500 2000 2500 3000

500

Sekil 4.4. Fernor_kontrol ve Fernor_150mM, Fernor_kontrol ve Serr_kontrol, Fernor_150mM ve
Serr 150mM, Serr_kontrol ve Serr 150mM DEG'lerin 6zeti

Fernor kontrol grubu ile Fernor 150mM NaClI uygulamasi yapilan RNA dizilerinde farkli
ifade olan genler tespit edilmis ve toplam 22,453 adet gen kullanilarak farkli ifade olan genler tespit
edilmistir. Karsilagtirma sonucunda tuz stresi ile baglantili aday 2,633 adet up-regiile ve 2,373 adet

down-regiile farkli ifade seviyelerine sahip genler bulunmustur (Sekil 4.5).
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Sekil 4.5. Fernor_kontrol grubu ile Fernor 150mM NaCl uygulamalarina ait DEG'lerin A)
Volkano plot, B) MA grafigi ve C) Heatmap

Tuzluluga hassas Fernor 150mM grubu ile tuzluluk stresine toleranshi Serr 150mM NaClI
uygulamasi yapilan RNA dizilerinde farkli ifade olan genler tespit edilmis ve toplam 22,227 adet gen
karsilastirmada kullanilmistir. Karsilagtirma sonucunda tuz stresi ile baglantili aday 2,605 adet up-

regiile ve 2,900 adet down-regiile farkli ifade seviyelerine sahip genler tespit edilmistir (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6. Fernor 150mM NacCl grubu ile Serr 150mM NaCl uygulamalarmna ait DEG'lerin A)
Volkano plot, B) MA grafigi ve C) Heatmap

Tuzluluk stresine hassas Fernor_kontrol grubu ile tolerans Serr_kontrol uygulamasi yapilan
RNA dizilerinde farkli ifade olan genleri tespit edilmis ve toplam 26,174 adet gen kullanilarak farkli
ifade olan genler tespit edilmistir. Karsilagtirma sonucunda tuz stresi ile baglantili aday 728 adet up-

regiile ve 458 adet down-regiile farkli ifade seviyelerine sahip genler belirlenmistir (Sekil 4.7).
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Sekil 4.7. Fernor_kontrol grubu ile Serr_kontrol uygulamalarina ait DEG'lerin A) Volkano plot, B)
MA grafigi ve C) Heatmap

Serr_kontrol grubu ile Serr 150mM NaCl uygulamasi yapilan RNA dizilerinde farkl ifade
olan genleri tespit edilmis ve toplam 26,554 adet gen karsilagtirmada kullanilmistir. Karsilastirma
sonucunda tuz stresi ile baglantili aday 269 adet up-regiile ve 467 adet down-regiile farkli ifade

seviyelerine sahip genler saptanmistir (Sekil 4.8).
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Sekil 4.8. Serr_kontrol grubu ile Serr 150mM NaCl uygulamalarina ait DEG'lerin A) Volkano
plot, B) MA grafigi ve C) Heatmap

4.3.5. DEG Venn Diyagram

Caligmada, Fernor (hassas) ve Serr (tolerans) ceviz ¢esitlerine ait DEG tespit edilmis ve bu
genlerin dagilimi Venn diyagrami (Sekil 4.10) ile gorsellestirilmistir. Gen ifade diizeylerine
dayanarak yapilan karsilastirmalarda, Fernor kontrol grubu ile Fernor 150mM NaCl uygulama grubu
arasinda 5,006 adet DEG, Fernor kontrol grubu ile Serr kontrol grubu arasinda 1,186 adet DEG,
Fernor 150mM NaCl uygulama grubu ile Serr 150mM NaCl uygulama grubu arasinda 5,505 adet
DEG, Serr kontrol grubu ile Serr 150mM NaCl uygulama grubu arasinda ise 736 adet DEG tespit
edilmistir. Bu analizlerde, spesifik olarak Fernor kontrol ve Fernor 150mM NaCl gruplar1 arasinda
1,135 adet, Fernor kontrol ve Serr kontrol gruplar1 arasinda 272 adet, Fernor 150mM NaCl ve Serr
150mM NaCl gruplar1 arasinda 1,366 adet ve Serr kontrol ve Serr 150mM NaCl gruplar1 arasinda
149 adet gen belirlenmistir. Tiim gruplarin karsilastirilmasi sonucunda, dort grupta da ortak olarak
farkli ifade edilen 162 gen tespit edilmistir. Ancak, ¢eside 6zgii ve tuzluluk stresi ile baglantisi
olmayan farkli ifade edilen genler ¢ikarildiginda, tuzluluk stresi ile baglantili olarak ii¢ grupta ortak
belirlenen DEG sayis1 161 adet olarak saptanmustir. Bu bulgular, cevizde gen ekspresyonunun
cevresel streslere nasil yanit verdigini anlamada 6nemli bilgiler sunmaktadir. Fernor ve Serr gesitleri
arasinda tespit edilen DEG'ler, ¢esitlerin genetik temellerine dayanan farkli stres toleransi
mekanizmalarini ortaya koymaktadir. Calismada elde edilen Venn diyagramlari, 6zellikle tuzluluk
stresine yanit olarak hangi genlerin ortak veya spesifik olarak ifade edildigini agik¢a ortaya

koymaktadir. Tuz stresine 6zgii olarak tespit edilen 161 gen, cevizde stres toleransi gelistirmek igin
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potansiyel hedefler olarak degerlendirilebilir. Ayrica, bu tiir DEG analizleri, cevizde stres
yanitlarinin genetik c¢esitlilikle nasil baglantili oldugunu anlamamiza yardimeci olmakta ve bu
bilgilerin ceviz 1slahinda kullanilabilecek stratejilerin gelistirilmesine katkida bulunabilecegini
gostermektedir. Bu bulgular, cevizde genetik ¢esitliligin ve cevresel streslere verilen genetik

yanitlarin daha iyi anlasilmasi i¢in 6nemli bir temel olusturmaktadir.

Fernor_150mM ve Serr_150mM
(5505)

1135

Fernor_kontrol ve Fernor_150mM Serr_kontrol ve Serr_150mM
(5006) ) (736)
Sekil 4.9. DEG’lerin Venn Diyagraminda Ifadesi

4.3.6. Tuzluluk Stresi ile Baglantih Genlerin Belirlenmesi

Calismada, tuzluluk stresi ile baglantili genler Fernor ve Serr ceviz gesitlerinde analiz
edilmistir. Fernor kontrol ve 150mM NaCl gruplart ile Serr 150mM NaCl grubu arasinda yiiksek
iliskili farkli ifade olan genler tespit edilmistir (Cizelge 4.24). Gen ifade analizlerinde
LOC108980683 geni Fernor 150mM (hassas) orneginde en yiiksek gen ifade degeri 23,723.5
olarak belirlenirken, ayn1 gen Serr 150mM (tolerans) 6rnek grubunda gen ifade degeri 4,532.8 olarak
hesaplanmistir. Her iki deger arasinda log2FC oram1 2.39 olarak tespit edilmistir. Ayn1 gen
Fernor 150mM (hassas) 6rneginde en yiiksek gen ifade degeri 23,159 olarak tespit edilirken, ayn
gen Fernor kontrol 6meginde 5,672.7 gen ifade degeri hesaplanmistir. Bu iki grubun log2FC degeri
ise 2.03 olarak tespit edilmistir. Ozellikle LOC108980683 geni, Fernor 150mM grubunda yiiksek
ifade edilmistir ve 10g2FC degerleri tuzluluk stresine yanit olarak gen ekspresyonunun nasil
degistigini gostermistir. Bu analizler, cevizde stres yanitlarini anlamak ig¢in onemli bilgiler

sunmaktadir.
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Tuzluluk stresi ile en yliksek baglantili toplam 12 adet gen belirlenmistir. Mevcut referans
genoma ait gen bilgileri kullanilarak yapilan analizlerde belirlenen toplam gen sayisi 11 iken, bu
calisma ile tuzluluk stresi ile baglantili yeni bir (1) gen belirlenmistir. Tespit edilen genler arasinda,
ozellikle kromozom 1, kromozom 2, kromozom 4, kromozom 7, kromozom 10, kromozom 12,
kromozom 13, kromozom 15 ve kromozom 16 iizerinde yer alan genlerin tuzluluk stresi ile baglantili
oldugu belirlenmistir. Diger yandan, cevizde tuzluluk stresi ile iligkili olarak yapilan baska bir
calismada, TIFY gen ailesi 6zellikle 6ne ¢cikmistir. Bu calismada, 21 TIFY geni tespit edilmis ve bu
genlerin tuzluluk gibi abiyotik stres kosullarina yanit verdigi belirlenmistir. TIFY genlerinin biiyiik
bir kismi kromozom (Chr.) 8 ve kromozom (Chr.) 16 iizerinde yer almis ve bu kromozomlarin stres
yanitinda 6nemli roller oynadigi gosterilmistir (Liu ve ark., 2022). Her iki ¢alisma da cevizde
tuzluluk stresi ile baglantili genlerin belirlenmesinde 6nemli katkilar saglamaktadir. Bu galismada
LOC108980683 gibi spesifik genlerin ekspresyon analizleri yapilmigken, TIFY gen ailesi {izerine
odaklanan caligmada genis bir gen ailesinin tuzluluk stresine yaniti incelenmistir. Bu iki ¢alismanin
bulgulari, cevizde stres toleransinin genetik ve molekiiler mekanizmalarinin daha derinlemesine
anlasilmasina katkida bulunmakta ve bu bilgilerin, cevizde stres toleransini artirmaya yonelik

stratejilerin gelistirilmesinde kritik bir rol oynayabilecegini gostermektedir.
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Cizelge 4.24. Tuzluluk Stresi ile Baglantili Genlerin Kimli

g1, Ad1, Kromozomdaki Yeri, Baslangi¢-Bitis Pozisyonu

log2FC
. . . (Gen ifade . .
S;La Gen Kimligi Gen Tanimi Kromozom Gen bszs::nfr:ibltls Grup Gdeen“::tie ?;Z?;fr?dze degeri2/ P(‘;‘:z‘,e)"
pozisy & & Gen ifade !
degeri 1)
Fernor_kontrol / Fernor _150mM 4295.2 390.3 -3.46 0.00000
XP_018814582.2//probable
; Fernor_kontrol / Serr_kontrol 3713.1 2773.0 -0.42 0.72201
1 LOC108986427 . carotenoid cleavage . 5 1338136-21340442
dioxygenase 4, chloroplastic Fernor_150mM / Serr_150mM 400.1 2071.5 2.37 0.00019
[Juglans regia]
Serr_kontrol / Serr_150mM 2826.9 1806.7 -0.65 0.47337
Fernor_kontrol / Fernor _150mM 4120.6 1572.0 -1.39 0.00000
LOC10901243g | (P-018849614.2//probable Fernor_kontrol / Serr_kontrol 3563.5 7271.6 1.03 0.20068
2 calcium-binding protein CML29 16 3759714-3760348
[Juglans regia] Fernor_150mM / Serr_150mM 1610.6 3804.9 1.24 0.00010
Serr_kontrol / Serr_150mM 7417.6 3313.9 -1.16 0.19900
Fernor_kontrol / Fernor _150mM 5672.7 23159.0 2.03 0.00000
XP_018807229.1//probable
; _ Fernor_kontrol / Serr_kontrol 4925.9 2624.0 -0.91 0.20096
3 LOC108980683 aquaporin PIP type 7a [Juglans 12 30667849-30669757
regial Fernor_150mM / Serr_150mM 237235 4532.8 -2.39 0.00000
Turgor-responsive protein
Serr_kontrol / Serr_150mM 2675.5 3951.4 0.56 0.40982
Fernor_kontrol / Fernor _150mM 109.5 28.5 -1.94 0.00013
LOC109011669 | (P-018848501.2//protein RICE Fernor_kontrol / Serr_kontrol 95.0 114.4 0.27 0.84306
4 SALT SENSITIVE 3-like isoform X2 13 14970738-14973108
[Juglans regial Fernor_150mM / Serr_150mM 29.2 148.6 2.35 0.00000
Serr_kontrol / Serr_150mM 116.6 129.6 0.15 0.98024
transmembrane Fernor_kontrol / Fernor _150mM 208.0 524.7 1.34 0.00028
transport;/cellular potassium ion . N /s N : 180.0 1301 042 079564
5 LOC108995962 homeostasis;response to salt 1 43749377-43760184 ernor_kontrol / Serr_kontro : : - :
stress;abscisic acid-activated Fernor_150mM / Serr_150mM 537.9 212.6 -1.34 0.00001
signaling pathway involved in K |
stomatal movement Serr_kontrol / Serr_150mM 136.9 185.3 0.44 0.86644
removal of superoxide Fernor_kontrol / Fernor _150mM 758.6 352.6 -1.11 0.00106
LOC1 i ;
6 0C108990546 | radicals;cellular response to salt 4 9143361-9150781 Fernor_kontrol / Serr_kontrol 656.1 922.1 0.49 0.58378
stress;cellular response to high
light intensity;cellular response Fernor_150mM / Serr_150mM 361.2 650.0 0.85 0.00022
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to UV-B;cellular response to

Serr_kontrol / Serr_150mM 940.5 567.0 -0.73 0.22492
ozone

Fernor_kontrol / Fernor _150mM 525.7 37.2 -3.82 0.01691
Fernor_kontrol / Serr_kontrol 452.6 123.5 -1.87 0.63326

7 LOC109021053 HSP20 family protein 10 30880848-30881712
Fernor_150mM / Serr_150mM 38.1 33.1 -0.20 0.91706
Serr_kontrol / Serr_150mM 125.7 29.0 -2.12 0.45637
Fernor_kontrol / Fernor _150mM 966.9 286.8 -1.75 0.00000
; Fernor_kontrol / Serr_kontrol 835.3 1466.4 0.81 0.28763

3 LOC109012163 ceI.I redox homeostasis 15 1567708-1571449
lipoxygenase (LOX) Fernor_150mM / Serr_150mM 293.7 922.4 1.65 0.00000
Serr_kontrol / Serr_150mM 1495.7 803.8 -0.90 0.14020
Fernor_kontrol / Fernor _150mM 242.3 1079.0 2.15 0.00000
1. [ Fernor_kontrol / Serr_kontrol 209.8 108.4 -0.95 0.13022
9 LOC108990701 delta-1-pyrroline-5-carboxylate 4 2960257-2969563

synthetase Fernor_150mM / Serr_150mM 1105.4 186.5 -2.57 0.00004
Serr_kontrol / Serr_150mM 110.5 162.9 0.56 0.86790
Fernor_kontrol / Fernor _150mM 30.5 279.5 3.19 0.00000
Fernor_kontrol / Serr_kontrol 26.3 24.3 -0.11 0.95837

10 LOC108983523 Ethylene receptor 2 12 24169112-24175421
Fernor_150mM / Serr_150mM 286.4 71.6 -2.00 0.00006
Serr_kontrol / Serr_150mM 24.9 62.4 1.33 0.26978
Fernor_kontrol / Fernor _150mM 870.1 349.9 -1.31 0.00123
Fernor_kontrol / Serr_kontrol 753.3 0.4 -10.96 0.00000

11 LOC109019453 MLO-like protein 1 7 41742548-41742826
Fernor_150mM / Serr_150mM 358.6 2.4 -7.20 0.00000
Serr_kontrol / Serr_150mM 0.4 2.1 2.45 0.88646
Fernor_kontrol / Fernor _150mM 4.5 34.1 291 0.00021

G0:0001678//cellular glucose
1 BGI_novel_G0005 | homeostasis;GO:0006096//glyco ] Fernor_kontrol / Serr_kontrol 3.9 53 0.44 0.94196
26 lytic process Fernor_150mM / Serr_150mM 35.0 5.5 -2.66 0.00282
K00844//hexokinase

Serr_kontrol / Serr_150mM 5.4 4.8 -0.16 0.98975




4.3.7. Tuzluluk Stresi ile Baglantih Genlerin Gen Ontology (GO) Analizi ile islevlerinin
Belirlenmesi

Gen Ontology (GO), genlerin ve gen lriinlerinin islevlerini sistematik olarak siniflandiran
bir sistemdir. Caligmada tespit edilen genlerin GO sistematigindeki islevleri Cizelge 4.25°de
verilmistir. RNA-Seq sonrasinda tuzluluk stresiyle birlikte GO sistematiginde 3 farkli (Biyolojik,
Molekiiler ve Hiicresel Bilesenler) yapiya ait gorevler incelenmistir.

Bitkilerin pigment dengesinde “XP_018814582.2//probable carotenoid cleavage
dioxygenase 4, chloroplastic [Juglans regia]” geni, Kalsiyum iyonunun dengelenmesinde
“XP_018849614.2//probable calcium-binding protein CML29 [Juglans regia]” geni ve Potasyum
iyonunun dengelenmesinde “transmembrane transport;/cellular potassium ion homeostasis;response
to salt stress;abscisic acid-activated signaling pathway involved in stomatal movement” geni gorev
almaktadir.

Ozmotik  dengenin  saglanmasinda ve  stres yaniti  vermesinde  sirasiyla
“XP_018807229.1//probable aquaporin PIP-type 7a [Juglans regia] Turgor-responsive protein”
geni, “XP_018848501.2//protein RICE SALT SENSITIVE 3-like isoform X2 [Juglans regia]” geni
ve “removal of superoxide radicals;cellular response to salt stress;cellular response to high light
intensity;cellular response to UV-B;cellular response to ozone” gérev almaktadir. Prolin sentezinin
saglanmasinda “delta-1-pyrroline-5-carboxylate synthetase” geni, Etilenin artmasinda “ Ethylene
receptor 2” geni gorev almaktadir.

Molekiiler islevlerinde Demir iyonu baglanmasinda “XP_018814582.2//probable carotenoid
cleavage dioxygenase 4, chloroplastic [Juglans regia]” geni ve “cell redox homeostasis
lipoxygenase (LOX)” geni, Kalsiyum iyonu baglanmasinda “XP_018849614.2//probable calcium-
binding protein CML29 [Juglans regia” geni ve “MLO-like protein 17 geni gérev almaktadir. Iyon
ve suyun hiicre igerisine taginmasinda sirasiyla “ XP_018807229.1//probable aquaporin PIP-type 7a
[Juglans regia] Turgor-responsive protein” geni, “XP 018848501.2//protein RICE SALT
SENSITIVE 3-like isoform X2 [Juglans regia]” geni, “transmembrane transport;/cellular potassium
ion homeostasis;response to salt stress;abscisic acid-activated signaling pathway involved in
stomatal movement” geni ve “removal of superoxide radicals;cellular response to salt stress;cellular
response to high light intensity;cellular response to UV-B;cellular response to ozone” geni gorev
almaktadir.

Genlerin GO sitematigine gore hiicresel bilesenlerinde hiicre zar1 ve plazma membraninda
bulunan swrastyla “XP_018807229.1//probable aquaporin PIP-type 7a [Juglans regia]
Turgor-responsive protein” geni, “XP_018848501.2//protein RICE SALT SENSITIVE 3-like
isoform X2 [Juglans regia]” geni, “transmembrane transport;/cellular potassium ion homeostasis;
response to salt stress; abscisic acid-activated signaling pathway involved in stomatal movement”
geni ve “removal of superoxide radicals; cellular response to salt stress;cellular response to high light

intensity;cellular response to UV-B;cellular response to ozone” yer almaktadir.
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Cizelge 4.25. Gen Ontolo

gy sistematigindeki genlerin ve gen iirlinlerinin iglevleri (NCBI)

Sira
No

Gen Kimligi

Gen Tanim

Genlerin Gorevi

Kegg Ortolog

Nr Protein Tamm

LOC108986427

XP_018814582.2//
probable
carotenoid
cleavage
dioxygenase 4,
chloroplastic
[Juglans regia]

Biyolojik Siirecler: Bitki pigment biosentetik siirecinde gorev alir.
(GO:0016121//carotene catabolic process)

Molekiiler islevler: Demir iyonu baglanmasinda ve bitki pigment
aktivitesinde gorev alir.( GO:0016702//oxidoreductase activity, acting
on single donors with incorporation of molecular oxygen,
incorporation of two atoms of oxygen;GO:0046872//metal ion
binding;G0:0010436//carotenoid dioxygenase activity)

Hiicresel Bilesenler: Hiicrenin Kloroplast ve Plastidlerinde bulunur.
(G0O:0009570//chloroplast stroma; GO:0009507//chloroplast)

K09840//9-cis-epoxycarotenoid
dioxygenase [EC:1.13.11.51]

XP_018814582.2//probable
carotenoid cleavage
dioxygenase 4, chloroplastic
[Juglans regia]

LOC109012438

XP_018849614.2//
probable calcium-
binding protein
CML29 [Juglans
regial

Molekiiler islevler: Kalsiyum iyonu baglanmasinda islem goriir.
(G0O:0005509//calcium ion binding).

K02183//calmodulin

XP_018849614.2//probable
calcium-binding protein
CML29 [Juglans regia]

LOC108980683

XP_018807229.1//
probable aquaporin
PIP-type 7a
[Juglans regia]
Turgor-responsive
protein

Biyolojik Siirecler: Ozmotik dengenin saglanmasinda ve stres yaniti
vermede gorev alir.( GO:0006833//water
transport; GO:0009414//response to water
deprivation; GO:0009409//response to cold;GO:0009651//response to
salt stress; GO:0048364//root development)

Molekiiler islevler: Suyun hiicre igersine tasinmasinda ve su alimi
aktivitesinde yer alir.( GO:0015250//water channel
activity;GO:0005372//water transmembrane transporter
activity;G0O:0015267//channel activity)

Hiicresel Bilesenler: Hiicre zar1 ve plazma membraninda bulunur. (
G0:0009506//plasmodesma; GO:0016021//integral component of
membrane; GO:0005886//plasma membrane; GO:0005773//vacuole)

K09872//aquaporin PIP

XP_018807229.1//probable
aquaporin PIP-type 7a
[Juglans regia]




LOC109011669

XP_018848501.2//
protein RICE
SALT SENSITIVE
3-like isoform X2
[Juglans regia]

Molekiiler islevler: iyon ve suyun hiicre igerisine tasinmasinda yer alir. (
G0:0016301//kinase activity)

YOK

XP_018848501.2//protein
RICE SALT SENSITIVE 3-
like isoform X2 [Juglans
regia]; XP_018848500.2//prot
ein RICE SALT SENSITIVE
3-like isoform X1 [Juglans
regia]

10T

LOC108995962

transmembrane
transport;/cellular
potassium ion
homeostasis;respon
se to salt
stress;abscisic
acid-activated
signaling pathway
involved in
stomatal movement

Biyolojik Siiregler: Hiicresel potasyum iyon dengesini, suyun hiicre
icerisine taginmasini, tuz stresine yaniti ve stomatal hareketle ilgili absisik
asit sinyalinin verilmesinde gorev alir. (GO:0055085//transmembrane
transport; GO:0030007//cellular potassium ion
homeostasis; GO:0009651//response to salt
stress;GO:1901527//abscisic acid-activated signaling pathway
involved in stomatal movement)

Molekiiler Islevler: Iyon ve suyun hiicre igerisine tasinmasinda yer alir.
(GO:0005524//ATP binding;GO:0042626//ATPase-coupled
transmembrane transporter activity;GO:0008281//sulfonylurea
receptor activity;GO:0016887//ATPase activity)

Hiicresel Bilesenler: Hiicre zar1 ve plazma membraninda bulunur.
(G0:0016020//membrane;GO:0005774//vacuolar
membrane;G0O:0016021//integral component of
membrane; GO:0000325//plant-type vacuole)

K05666//ATP-binding cassette,
subfamily C (CFTR/MRP),
member 2;K05665//ATP-
binding cassette, subfamily C
(CFTR/MRP), member 1
[EC:7.6.2.3]

XP_018827190.1//ABC
transporter C family
member 5 isoform X1

[Juglans
regia]; XP_018827191.1//ABC
transporter C family
member 5 isoform X2
[Juglans
regia];KAB1208792.1//ABC
transporter C family
member 5 [Morella rubra]

LOC108990546

removal of
superoxide
radicals;cellular
response to salt
stress;cellular
response to high
light
intensity;cellular
response to UV-
B;cellular response
to ozone

Biyolojik Siiregler: Tuz stresine, UV-B 1s1gina, Ozon maruziyetine ve
yiiksek 151k siddetine hiicresel yanit gérevlerinde yer alir.
(G0O:0019430//removal of superoxide radicals;GO:0071472//cellular
response to salt stress;GO:0071486//cellular response to high light
intensity;GO:0071493//cellular response to UV-
B;G0:0071457//cellular response to 0zone)

Molekiiler islevler: iyon ve suyun hiicre ierisine tasimnmasinda yer alir.
(G0O:0004784//superoxide dismutase activity;GO:0046872//metal ion
binding;G0O:0005507//copper ion binding)

Hiicresel Bilesenler: Hiicre zar1 ve plazma membraninda bulunur.
(GO:0005615//extracellular space;GO:0005576//extracellular

region; GO:0005777//peroxisome; GO:0005773//vacuole)

K04565//superoxide dismutase,
Cu-Zn family [EC:1.15.1.1]

XP_018820088.1//superoxide
dismutase [Cu-Zn] 2
[Juglans regia]
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Biyolojik Siirecler: Protein katlanmasi, hiicre stres yaniti ve 1s1 yaniti
verilmesi ile ilgili gorevlerde bulunur. (GO:0006457//protein
folding; GO:0009651//response to salt stress;GO:0042542//response to
hydrogen peroxide; GO:0009408//response to

XP_018859135.1//18.1 kDa

LOC109021053 HSP20 family heat;GO:0000302//response to reactive oxygen . . "
7 protein species;GO:0051259//protein complex oligomerization) K13993//HSP20 family protein | class I heat shock protein-
like [Juglans regia]
Molekiiler islevler: Protein baglama ve saperon aktivitesinde yer alir.
(G0:0051082//unfolded protein binding;GO:0043621//protein self-
association)
Cell Redox Homeostasis [Juglans regia]
8 KAF5444614.1//hypothetical
cell redox Biyolojik Siirecler: Hiicre savunma yanitinda ve Redoks K10523//speckle-type POZ proﬁ;?tgzl';?ga?:r?snzl‘
L0OC109012163 I?og(eoslatﬁzlsse dengelenmesinde gorev alir. (GO:0045454//cell redox homeostasis) protein;K15718//linoleate 95- | regia]:XP_018849222.1//unch
P ng . lipoxygenase [EC:1.13.11.58] aracterized protein
( ) Molekiiler Islevler: Antioksidan aktivitesinde yer alir. LOC109012163 isoform X2
(G0:0016209//antioxidant activity; GO:0016491//oxidoreductase [Juglans regia]
activity)
Biyolojik Siirecler: Prolin biyosentetik siirecinde gorev alir.
(G0O:0055129//L-proline biosynthetic process)
Molekiiler islevler: ATP baglama, Glutamat 5-kinaz ve Delta 1-pyrroline
LOC108990701 | delta-1-pyrroline- 5- carboxylate sentez aktivitelerinde yer alir. (GO:0005524//ATP K12657//delta-1-pyrroline-5- | XP_018839115.2//delta-1-
9 5-carboxylate binding;G0:0004350/glutamate-5-semialdehyde dehydrogenase carboxylate synthetase pyrroline-5-carboxylate
synthetase activity;GO:0004349//glutamate 5-kinase activity) [EC:2.7.2.111.2.1.41] synthase-like [Juglans regia]
Hiicresel Bilesenler: Sitoplazmada bulunur. (GO:0005737//cytoplasm)
Molekiiler Islevler: Etilen baglama ve protein dimerizasyon aktivitesinde
yer alir. (GO:0000155//phosphorelay sensor kinase
activity;G0O:0051740//ethylene binding;GO:0046872//metal ion
binding;G0O:0005524//ATP binding; GO:0038199//ethylene receptor
10 LOC108983523 Ethylene receptor 2 activity) K14509//ethylene receptor KAB1219140.1//Ethylene

Hiicresel Bilesenler: Endoplazmik retikulum da bulunur.
(G0:0016021//integral component of
membrane; GO:0005789//endoplasmic reticulum membrane)

[EC:2.7.13]

receptor 2 [Morella rubra]
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XP_035548544.1//MLO-like
protein 1 isoform X1
[Juglans
regia]; XP_035548546.1//ML

11 LOC109019453 | MLO-like protein 1 YOK K08472//mlo protein O-like protein 1 isoform X3
[Juglans
regia]; XP_035548545.1//ML
O-like protein 1 isoform X2
[Juglans regia]
G0:0001678//cellu
lar glucose
homeostasis;GO:00
BGInovel G000 | “ogogsiiglycolytic YOK YOK YOK
12 process
K00844//hexokinas

e




Cizelgede yer alan genlerden; LOC108983523: Bu gen, bir etilen reseptdrii olarak islev gorebilir
ve etilen sinyal iletim yolunun erken asamalarinda rol oynayabilir. Bu, bitkinin stres yanitlarim
diizenlemede kritik olabilir. LOC108986427, LOC109012438, LOC108980683, LOC109011669,
LOC108995962, LOC108990546, LOC109021053, LOC109012163, LOC108990701,
LOC109019453: Bu genler, farkli biyolojik siireglerde yer alan ¢esitli proteinler kodlar. Bu proteinler,
hiicresel fonksiyonlar ve bitkinin ¢evresel streslere verdigi yanitlar agisindan 6nemlidir. Aragtirmalarda,
bu genlerin farkli stres kosullarinda nasil ifade edildigi ve hangi biyolojik siireclerde yer aldigi
detaylandirilmistir. LOC108983523 ve LOC108997341 gibi genler, oksidatif stres altinda 6énemli rol
oynayan ve hiicresel redoks dengesiyle iliskili genler arasinda yer alabilir.

Carotenoid Cleavage Dioxygenase'ler (CCD'ler), karotenoidlerin pargalanmasi yoluyla bitkilerin
tuz stresi altinda antioksidan savunmalarimi ve stres yanitlarini diizenlemede 6nemli bir rol oynayan
enzim ailesidir. CCD'ler; Arabidopsis (Tan ve ark., 2003), domates (Simkin ve ark., 2004), petunya
(Snowden ve ark., 2005), kavun (Ibdah ve ark., 2006), pamuk (Just ve ark., 2007), musir (Vallabhaneni
ve ark., 2010), pirin¢ (Vallabhaneni ve ark., 2010), sorgum (Vallabhaneni ve ark., 2010), krizantem
(Yoshioka ve ark., 2012), portakal (Rodrigo ve ark., 2013), {iziim (Lashbrooke ve ark., 2013), safran
(Ahrazem ve ark., 2016) ve mercimek (Ates, 2018) tiirlerinde daha 6nceden tespit edilmistir. CaM/ CML
genleri; Arabidopsis, piring, domates, bugday ve yerfistig1 bitki tiirlerinde onceki arastirmacilar
tarafindan tespit edilmistir (He ve ark., 2020; Liu ve ark., 2022; Yang ve ark. 2024). Arabidopsis thaliana
genomu igerisinde yaklasik 77 genin potasyum iyonuyla baglantili oldugu tespit edilmistir (Demidchik,
2014). PIP gen ailesi Arabidopsis thaliana 13 adet, Zea mays’de 13 adet, O. sativa’da 11 adet ve Populus
trichocarpa’da 14 adet gen igerdigi belirlenmistir (Kjellbom ve ark., 1999; Vera-Estrella ve Bohnert,
2011). Gymnocarpos przewalskii bitkisinde yaprak dokusunda cellular reactive oxygen species (ROS)
ait tuzluluk stresi altinda SOD, APX ve CAT gen ailelerinden sirasiyla yedi, alti ve iki genin ifade
edildigi tespit edilmistir (Qi ve ark., 2023).

Cevizde gen ekspresyonu ve metabolik siireglerdeki degisikliklere yonelik yapilan ¢alismalardan
biri olan Zhou ve ark. (2023) calismasinda, Phomopsis capsici enfeksiyonuna karsi cevizin verdigi
yanitlar, RNA analizleri tizerinden incelenmistir. RNA-seq analizleri sonucunda, toplam 272,661,616
ham okuma elde edilmis, bu okumalardan %95.82 oraninda, yani 262,331,938 temiz okuma saglanmustir.
Temiz okuma dizileri, ceviz referans genomu ile hizalanmig ve %92.97 oraninda referans genoma
lokalize olmustur. Bu yiiksek kaliteli veriler, gen ekspresyonu analizleri i¢in temel olusturmus ve
enfeksiyona yanit olarak DEG'ler belirlenmistir. RNA-seq verilerine dayali olarak, enfekte ceviz
dallarinda 5,634 farkli ifade edilen gen tespit edilmistir. Bu genlerden 1,911’1 yukar regiile olmus,
3,723’1 ise asag regiile olmustur. Gen Ontology (GO) ve KEGG analizleri, bu genlerin karbonhidrat

biyosentezi, selilloz metabolizmasi ve ribozom yapilar1 gibi biyolojik siireglerde 6nemli roller
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iistlendigini ortaya koymustur. Elde edilen bu sonuglar, P. capsici enfeksiyonunun ceviz bitkisinin gen
ekspresyonunu nasil etkiledigini ve hangi molekiiler mekanizmalarin bu siireglerde yer aldigini anlamak

acisindan degerli bilgiler sunmaktadir.

4.3.8. Farkli Eksprese Olan Genlerin qPCR ile Validasyonu

Fernor ceviz ¢esidi tuzluluk stresine hassas, Serr ceviz ¢esidi ise tuzluluk stresine toleranslhidir.
Bu calismada, her iki cesitte de farkli eksprese olan 12 adet gen icin primer dizayni yapilarak qgPCR
analizleri gerceklestirilmistir. Ayrica qPCR analizlerinde kullanilmak {izere referans geni tespit etmek
amaciyla ceviz RNA seq verileri kullanilarak dort adet primer tasarlanmustir. EK olarak, gen dizisi bilinen
iki adet primer de (EF1@ ve ACT1) referans gen seciminde kullanilmistir. Toplam alt1 adet referans
genin stabilite analiz sonuglar1 Delta CT metoduna gore incelenmistir. Yapilan analizler sonucunda
RefFinder programinda referans gen olarak Jr RefGRIK2 001 secilmistir (Sekil 4.11). Delta CT
metoduna gore, Jr RefGRIK2 001 en diisiik stabilite degerine (0.831) sahip olup, bu genin diger
referans genlere gore daha stabil bir ekspresyon gosterdigi ve dolayistyla qPCR analizlerinde referans
gen olarak kullamilmak i¢in en uygun oldugu belirlenmistir. Jr_ RefGRIK2_002 ve Jr_RefARP3_002
genleri de nispeten diisiik stabilite degerleri ile stabil kabul edilebilir, ancak Jr RefGRIK2 001 kadar
kararl1 degillerdir. Buna karsin, ACT1 geni en yiiksek stabilite degerine (2.081) sahip olup, bu da onun
en az stabil gen oldugunu gostermektedir. Bu sonuglar dogrultusunda, gen ekspresyon c¢aligsmalari
sirasinda elde edilen verilerin gilivenilirligini artirmak ig¢in Jr RefGRIK2 001 geninin referans gen

olarak kullanilmustir.

Gene stability by Delta CT method

22 2.081
¥
1.6
156
1.4
1.232

12
; 0.831 0.86 0.87 0.891
0.8
0.6
0.4
0.2

Jr_RefGRIKZ_ 001 Jr_RefGRIK_00Z Jr_RefARP3_002 Jr_RefARP3_O0O01 EF1& ACT1

<== Most stable genes Least stable genes ==>

Sekil 4.10. Delta CT metodu ile gen stabilitesinin sonuglari
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Tuzluluk stresi ile baglantili oldugu tespit edilen 12 adet gen dizileri kullanilarak qPCR analizleri
icin toplam 14 adet primer tasarlanmistir. Bu tasarlanan primerlerden toplam 7 adet primerin qPCR
sonuglart RNA-seq verileri ile uyumlu olmustur (Cizelge 4.26). Ancak geri kalan 7 adet primerin gen
ifade degerleri ile qPCR sonuglart uyumluluk géstermemistir. Dogrulamasi yapilan primerlerin qPCR ve
RNA-seq sonuglar ile uyumluluk durumlarimi gosteren grafikler her bir gen i¢in ayrica ¢izdirilmistir.
Grafiklerde tuz uygulama ve kontrol gruplarinda qPCR sonucu hesaplanan 24T ve RNA-seq analizleri
sonucunda tespit edilen gen ifade degerleri kullanilmustir.

Calismada yer alan Fernor ve Serr ceviz ¢esitlerine ait tuz stresine karsi yanit veren genlerin

kimlikleri ve adlar1 Cizelge 4.26’da sunulmaktadir.

Cizelge 4.26. Genlerin Primer Listesi ve Fonksiyonel Ozellikleri

S'\l;a Primer Ad1 Kromozom Gen Kimligi Gen Tanimm
1 Jr_Salt_2.011 cell redox homeostasis
2 Jr_Salt_2.012 o .. 2163 lipoxygenase (LOX)
transmembrane transport;/cellular
potassium ion
3 r_Salt 010 1 L 0C108995962 homeostas.is.;resp.onse t.o salt
stress;abscisic acid-activated
signaling pathway involved in
stomatal movement
removal of superoxide
4 Jr_Salt_011 radicals;cellular response to salt
4 LOC108990546 stress;cellular response to high
5 Jr_Salt_012 light intensity;cellular response to
UV-B;cellular response to ozone
6 Jr_Salt_013 4 | 0C108590701 delta-1-pyrroline-5-carboxylate
7 Jr_Salt_014 synthetase

Tuzluluk stresi ile yiiksek baglantili cell redox homeostasis lipoxygenase (LOX) geninden
tasarlanan Jr_Salt_2.011 ve Jr_Salt 2.012 primerlerin dogrulamasi yapilmig, qPCR ve RNA-seq
sonuglart uyumlu sonuglar vermistir (Sekil 4.12). Jr_Salt 2.011 primerinde kontrol gruplarinda
(Fernor_kontrol=966.9 ve Serr_kontrol=1495.7) gen ifade degerleri tuz uygulanan 6rnek gruplarindan
(Fernor 150mM=293.7 ve Serr 150mM=922.4) daha yiiksek degerler hesaplanmistir. Bu durum qPCR
analizlerinde de benzerlik gostermistir. Ayni genden tasarlanan bir diger primer Jr_Salt 2.012’de ise

validasyon sonuglarinda gPCR ve biyoinformatik analiz sonuglar1 paralellik gdstermis ve uyumlu
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bulunmugtur. LOC109012163 geni hiicresel redoks homeostazini diizenleyen ve lipoksigenaz (LOX) ile
iligkilendirilmis olup kromozom 15 {izerinde yer almaktadir.

Lipoxygenase (LOX) geni, bitkilerin tuzluluk gibi ¢evresel stres kosullar1 sirasinda hiicresel
redoks dengesini korumasinda dnemli bir rol oynamaktadir. Tuz stresi altinda, mitokondri, kloroplast ve
peroksizom gibi organellerde reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) iiretimi artar. Bu durum oksidatif stres
olusturarak hiicredeki proteinlere, lipitlere ve DNA'ya zarar verebilir (Mittler, 2002).

LOX geni, lipoxygenase enziminin iiretimini diizenleyerek ROS seviyelerini kontrol eder ve
oksidatif hasar1 azaltmaya yardimci olur (Wasternack ve Hause, 2013). Lipoxygenase, ozellikle lipid
peroksidasyonunu yonlendirerek ROS’un etkisiz hale getirilmesinde kritik bir rol oynar. Bu siireg,
askorbat-glutatyon dongiisii gibi hiicrenin antioksidan mekanizmalariyla birlikte ¢aligir (Gill ve Tuteja,
2010).

Tuz stresi yasayan bitkilerde LOX geninin aktivitesinin artmas1 (yukar1 regiilasyon), bitkinin
cevresel stres kosullarina uyum saglamasinda kilit bir rol oynar. Bu nedenle, LOX geni, stres toleransini
artirmay1 amaglayan biyoteknolojik uygulamalarda énemli bir hedef olarak degerlendirilmektedir (Zhu,
2001).

Calismada, cell redox homeostasis lipoxygenase (LOX) geninin kontrol gruplarinda yiiksek
diizeyde ifade edildigi, ancak 150 mM NaCl ile olusturulan tuzluluk stresi altinda gen ifadesinin
baskilandigi tespit edilmistir. Ali ve ark. (2024) musir bitkisinde orta diizeyde tuzluluk stresi (100 mM
NaCl) altinda LOX geninin ifadesinin arttigini, ancak yiiksek diizeyde tuzluluk stresinde (150 mM NaCl)
bu ifadenin azaldigimi goézlemlemistir. Aragtirmacilar, bu durumun, asir1 stres kosullarinda enerji
metabolizmasimi diizenlemek icin LOX gen ekspresyonunun baskilanmasini saglayan adaptif bir
mekanizma (stresli kosullarda enerji tasarrufu yapmak, hiicre hasarini azaltmak veya su ve besin
kullanimini optimize etmek i¢in gelistirilen 6zel stratejiler) ile ilgili olabilecegini 6ne siirmektedir.

Benzer sekilde, Zhu ve ark. (2024), patates bitkisinde LOX gen ailesinin farkli izoformlariin
tuzluluk stresine farkli tepkiler verdigini ortaya koymustur. Caligmada kullanilan primerlerin, LOX gen
ailesinin farkli izoformlarini hedef almasi, bu izoformlarin ¢evresel kosullara 6zgii islevleri nedeniyle
kontrol ve stres gruplari arasinda gozlenen gen ekspresyonu farkliliklarini agiklayabilmektedir. Fernor
ve Serr ceviz gesitlerinin kontrol gruplarinda LOX geninin yiiksek seviyede ifade edilmesi, bu genin
normal kosullarda temel biyolojik islevlerde rol oynadigini gdstermektedir. Ancak Fernor ve Serr ceviz
cesitlerinin stres kosullarinda LOX gen ekspresyonunun azalmasi, asir1 reaktif oksijen tiirlerinin (ROS)
iiretimini kontrol etmek ve hiicresel dengeyi korumak icin devreye giren bir negatif geri besleme
mekanizmasinin igledigine isaret etmektedir. Bu bulgular, LOX gen ailesi iizerine yapilan 6nceki

caligmalarla uyumludur.
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Jr_Salt_2.011 Jr_Salt_2.012

1600 8 1600 0.25
1400 7 1400
0.2
1200 6 1200
1000 5 1000
0.15
800 4 800
0.1
600 3 600
400 2 400
0.05
200 1 200
0 0 0
Fernor_kontrol Fernor_150mM Serr_kontrol Serr_150mM Fernor_kontrol Fernor_150mM Serr_kontrol Serr_150mM
wes QPCR = Gen Ifadesi wess PCR == Gen ifadesi

Sekil 4.11. Jr_Salt _2.011 ve Jr_Salt 2.012 primerlerinin gPCR ve RNA-Seq ifadesinin belirlenmesi

Tuzluluk stresi ile yiiksek baglantili LOC108995962 geninden tasarlanan Jr_Salt 010
primerinin dogrulamasi yapilmis, qPCR ve RNA-seq sonuglar1 uyumlu sonuglar vermistir (Sekil 4.13).
Jr_Salt_010 primerinde kontrol gruplarinda (Fernor kontrol=1.5 ve Serr kontrol=1.2) qPCR degerleri
tuz uygulanan 6rnek gruplarindan (Fernor 150mM=3.3 ve Serr 150mM=2.3) daha diisiik degerler tespit
edilmistir. Bu durum RNA-seq sonuglarinda da benzerlik gostermistir.

LOC108995962 geni transmembran transportu, potasyum iyon dengesini, tuz stresine yaniti ve
stomatal hareketi diizenleyen ABA-aktif sinyal yollari ile iligkilidir ve kromozom 1'de bulunmaktadir.

Bitkilerin tuzluluk stresine karsi gelistirdigi adaptasyon mekanizmalar1 kapsaminda iyon
taginimi, stomalarin agilip-kapanmasinin diizenlenmesi ve oksidatif stres yonetimi gibi siireclerde gorev
alan genlerin ekspresyon profillerinin, stres siddetine ve genetik arka plana bagl olarak farklilik
gosterebildigi belirtilmistir (Li ve ark., 2000; Zhang ve ark., 2006; Liu ve ark., 2022).

Liu ve ark. (2022), tuzluluk stresine karsi Na®/K* dengesini diizenleyen genlerin stres
toleransinda kritik bir rol oynadigmi vurgulamistir. Bu baglamda, Jr Salt 010 primerinin
ekspresyonunda goézlemlenen artis, LOC108995962 geninin bitkilerin hiicresel Na* birikimini
siirlayarak K* tagimimini destekledigi ve iyon dengesini korudugu seklinde yorumlanabilir. Diger bir
tabirle tuzluluk stresi ile baglantili LOC108995962 geni 150mM tuz uygulanan 6rnek gruplarinda
kontrollere gore daha yiiksek ifade degerlerine sahip oldugu goriilmiistiir. Bu durum tuz uygulanan
orneklerde uygulama ile beraber gen aktive olmakta ve hiicre i¢i metabolik reaksiyonlarin
gerceklesmesinde kilit rol oynayan iyon dengesi bu genin aktive olmasi ile saglandig1 belirlenmistir.
Yani tuz stresine karsi toleransligin bu gen sayesinde gergeklestigi sonucuna varilmistir. Zhang ve ark.

(2006) ise ABA'nin tuzluluk ve kuraklik stresine karsi bitkisel adaptasyon saglamasi hakkinda dnemli
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bir rol oynadigim ve su kaybim smirlandirarak stres toleransini artirdigimi rapor etmistir. Li ve ark.
(2000), tuzluluk ile baglantili genlerin ABA ile indiiklemesi sonucunda stomalarin kapanmasinin ve
hiicresel iyon taginiminin diizenlenmesinde hiicrelerindeki protein kinaz enzimi ile ABA sinyal yollarim
aktive ettigine dair sonuglar rapor etmiglerdir. Bu baglamda, LOC108995962 geninin ABA ile iligkili
metabolik olaylara katki sagladigi ve bitkilerin tuz stresiyle basa ¢ikma kapasitelerini destekledigi
diisiintilmektedir.

Sonug olarak, Jr_Salt 010 primerinin 150 mM NacCl ile olusturulan tuzluluk stresi altinda her
iki ceviz ¢esidinde de LOC108995962 geninin aktive oldugu ve bu genin tuzluluk stresine karsi 6nemli
bir yanit mekanizmasinda rol oynadigi anlasilmaktadir. Bununla birlikte, Fernor ceviz cesidinde
gozlemlenen daha yiiksek gen ifadesi, bu ¢esidin genetik yanit mekanizmalarinda bu gene daha fazla
ihtiya¢ duydugunu veya gen diizenleme siireglerinin daha yogun calistigini diisindiirmektedir. Buna
karsilik, Serr ceviz ¢esidinde gozlemlenen daha sinirli gen ekspresyonu, gen diizenlenmesinin daha
kontrollii ve dengeli bir sekilde gergeklestigini isaret edebilir. Bu sonuglar, Jr_Salt_010 primerinin
tuzluluk stresine karsi ¢esitler arasinda farkli diizenleyici mekanizmalarla islev gordiigiinii ve bu siirecin

adaptasyon stratejilerinde 6nemli bir genetik rol {istlendigini ortaya koymaktadir.

Jr_Salt 010
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500 - 3.0
- 2,5
400 ’
- 2,0

300
- 1,5

200
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100 - 0,5
0 - 0,0

Fernor_kontrol Fernor_150mM Serr_kontrol Serr_150mM
s PCR Gen ifadesi

Sekil 4.12. Jr_Salt_010 primerinin gPCR ve RNA-Seq ifadesinin belirlenmesi

Tuzluluk stresi ile yiiksek baglantili LOC108990546 geninden tasarlanan Jr_Salt 011 ve
Jr_Salt_012 primerlerin dogrulamasi yapilmis, qPCR ve RNA-seq sonuglart uyumlu sonuglar vermistir
(Sekil  4.14). Jr_Salt 011 primerinde kontrol gruplarinda (Fernor kontrol=758.06 ve
Serr_kontrol=940.5) gen ifade degerleri tuz uygulanan 6rnek gruplarindan (Fernor 150mM=361.2 ve
Serr 150mM=650) daha yiiksek degerler hesaplanmistir. Bu durum qPCR analizlerinde de benzerlik
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gOstermistir. Ayn1 genden tasarlanan bir diger primer Jr_Salt_012’de ise validasyon sonuglarinda qPCR
ve biyoinformatik analiz sonuglar1 paralellik géstermis ve uyumlu bulunmusgtur. LOC108990546 geni
Jr_Salt_011 ve Jr_Salt_012 primerleri, siiperoksit radikallerinin uzaklastirilmasi, yiiksek 1s1k yogunlugu,
UV-B ve ozon gibi ¢evresel stres faktorlerine karst hiicresel yanit mekanizmalariyla iligkilendirilmistir
ve kromozom 4 iizerinde yer aldig tespit edilmistir.

Calismada, tuz stresi; UV-B 1sin1, ozon ve yiiksek 151k yogunlugu gibi bir¢ok abiyotik stres
faktorlerinin gen ekspresyonunu baskiladigim1 gostermektedir. Ozellikle kontrol gruplarinda yiiksek
diizeyde ifade edilen genlerin, 150 mM NaCl uygulamasi sonrasinda ifadelerinde belirgin bir azalma
gozlemlenmistir.

Bu durum asir1 reaktif oksijen tiirleri (ROS) iiretimi, enerji dagilimi ve metabolik yeniden
yapilanma siiregleriyle aciklanmaktadir. Ma ve ark. (2016), orta diizeyde tuz uygulamasinin olumlu
etkiler yaratabilecegini, ancak yiiksek diizeylerde stresin hiicresel mekanizmalar iizerinde baskilayic1 bir
etkisi oldugunu bildirmistir. Benzer sekilde, Faseela ve Puthur (2018) ile Takshak ve Agrawal (2019),
UV-B 1sinimin bitkilerde savunma metabolitlerini aktive ettigini, ancak asir1 stres kosullarinda bu
savunma mekanizmalarinin islevselliginin sinirlandigini ifade etmistir.

Calismada, Serr ve Fenor ceviz cesitleri arasindaki farkliliklarin genetik cesitlilikten
kaynaklanabilecegini ve Fenor ceviz ¢esidinin stres kosullarinda daha diisiik bir dayaniklilik gosterdigini
ortaya koymustur. Bu bulgular, bitkilerin stres tolerans mekanizmalarinin daha iyi anlagilmasina yonelik

onemli bir katki saglamakta ve literatiirdeki mevcut ¢aligsmalarla tutarlilik gostermektedir.

Jr_Salt 011 Jr_Salt_012
1000 20 1000 35
900 18 900
30
800 16 800
700 14 700 25
600 1.2 600 20
500 1.0 500
40 08 40 12
300 06 300 10
200 04 200
0.5
100 0.2 100
0 0.0 0 0.0
Fernor_kontrol Fernor_150mM Serr_kontrol Serr_150mM Fernor_kontrol Fernor_150mM Serr_kontrol Serr_150mM
o GPCR === Gen ifadesi m QPCR == Gen ifadlesi

Sekil 4.13. Jr_Salt_011 ve Jr_Salt 012 primerlerinin g°PCR ve RNA-Seq ifadesinin belirlenmesi
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Tuzluluk stresi ile yiiksek baglantili delta-1-pyrroline-5-carboxylate synthetase geninden
tasarlanan Jr_Salt_013 ve Jr_Salt_014 primerlerin dogrulamas1 yapilmis, qPCR ve RNA-seq sonuglari
uyumlu sonuglar vermistir (Sekil 4.15). Jr_Salt 013 primerinde (Fernor_kontrol=3.3ve
Serr_kontrol=1.7) qPCR degerleri tuz uygulanan Ornek gruplarindan (Fernor 150mM=13.1 ve
Serr 150mM=3.5) daha diisiik degerler tespit edilmistir. Bu durum RNA-seq sonuglarinda da benzerlik
gOstermistir. Ayni genden tasarlanan bir diger primer Jr_Salt_014’de ise validasyon sonuglarinda qPCR
ve biyoinformatik analiz sonuglar1 paralellik gostermis ve uyumlu bulunmustur. Jr_Salt_013 ve
Jr_Salt 014 primerlerinde LOC108990701 geni prolin biyosentezinde yer alan delta-1-pirrolin-5-
karboksilat sentetaz enzimini kodlamakta olup kromozom 4 iizerinde bulunmaktadir.

Bu c¢alismada elde edilen sonuglar, literatiirde Delta-1-pyrroline-5-carboxylate synthetase
(P5CS) geninin tuzluluk stresine adaptasyondaki kritik roliinii vurgulayan bulgularla uyum
gostermektedir. Fernor ceviz ¢esidinde tuzluluk stresine maruz kalindiginda P5CS gen ekspresyonunda
ve prolin biyosentezinde oldukca yiiksek bir artis gdzlenmis, bu durum bitkinin tuzluluk stresine karsilik
dayanim elde etmek icin adapte oldugunu gostermistir. Bu bulgu, Celik ve Atak (2012) tarafindan soya
fasulyesinde, Hu ve ark. (1992) tarafindan bitki koklerinde ve Razavizadeh ve Ehsanpour (2009)
tarafindan transgenik bitkilerde rapor edilen PSCS aktivasyonunun prolin birikimi ve osmotik denge
tizerindeki olumlu etkilerini destekler niteliktedir. Bununla birlikte, Serr ceviz g¢esidinde PSCS gen
ekspresyonunun sinirh diizeyde artis gostermesi, bu ¢esidin genetik yapisinin stres toleransi agisindan
avantajli oldugunu diisiindiirmektedir. Bu bulgu, Goharrizi ve ark. (2020) tarafindan bugdayda ve Feng
ve ark. (2022) tarafindan tarimsal bitkilerde PSCS’nin genetik ve ¢evresel streslere adaptasyondaki farkli
diizeylerdeki etkilerini agiklayan ¢alismalarla ortiismektedir. Genel olarak, bu sonuglar PSCS geninin
genetik ve fizyolojik farkliliklar nedeniyle c¢esitler arasinda degiskenlik gosterebilecegini ortaya

koymaktadir.
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Sekil 4.14. Jr_Salt_013 ve Jr_Salt_014 primerlerinin g°PCR ve RNA-Seq ifadesinin belirlenmesi
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5. SONUC VE ONERILER

5.1. Sonug¢

Bu calismada, ceviz genotiplerinin tuzluluk stresine kargt morfolojik, fizyolojik ve molekiiler
diizeyde verdikleri tepkiler ¢ok yonlii olarak degerlendirilmis, stres tolerans diizeyleri arasinda anlamli
farkliliklarin bulundugu ortaya konmustur. Ceviz, toprak ve sulama suyundaki tuzluluga kars1 oldukga
hassas bir tiir olarak bilinmekte olup, bu durum siirdiiriilebilir ceviz yetistiriciligini tehdit etmektedir.
Tuz stresine toleransl gesitlerin belirlenmesi, hem kimyasal miidahaleye olan ihtiyaci azaltmak hem de
uzun vadeli 1slah stratejilerine yon vermek acisindan biiyiik 6nem tasimaktadir. Bu ¢aligmadan elde

edilen sonugclar asagida maddeler halinde verilmistir:

1) Aragtirmanin birinci yilinda, 21 farkli ceviz genotipine ait bitkiler 75, 150, 225 ve 300 mM
NaCl konsantrasyonlarinda tuz uygulamasina tabi tutulmus; bitki boyu, yaprak sayisi,
yaprak sicakligi, SPAD degeri, yaprak oransal su igerigi, kok kuru madde miktari, gorsel
zarar skalasi ve canlilik oran1 gibi temel morfolojik ve fizyolojik parametreler izlenmistir.
Artan tuz konsantrasyonlariyla birlikte bu parametrelerde genel bir azalma egilimi ortaya
cikmis ve bitkisel gelisimin ciddi sekilde baskilandigi belirlenmistir.

2) Caligmanin birinci yilinda genotipler arasinda yapilan degerlendirmeler sonucunda, Solez-1,
Serr ve Marasg-18 cesitlerinin yliksek tuz seviyelerine ragmen fizyolojik performanslarin
biiyiik ol¢lide koruyarak yiiksek diizeyde stres toleransi sergiledigi; buna karsilik Fernor,
Chandler ve Hartley gesitlerinin ise stres altinda ciddi fizyolojik bozulmalar yasadig tespit
edilmistir. Ozellikle Fernor ¢esidinde 300 mM NaCl uygulamasinda canlilik oram %41’e
kadar gerilemis, bu ¢esit en hassas ¢esit olarak belirlenmistir.

3) Aragtirmanin ikinci yilinda, birinci yil ¢alismalart sonucunda belirlenen alti ceviz ¢esidi
(Solez-1, Serr, Marag-18, Fernor, Chandler ve Hartley) 150 mM NaCl konsantrasyonunda
tuz uygulamasina tabi tutulmus; yaprak klorofil icerigi (SPAD), yaprak sayisi, yaprak alani,
yaprak kuru madde orani, yaprak oransal su igerigi (RWC), yaprak su potansiyeli, yaprak
ozmotik potansiyel, yaprak sicakligi, prolin birikimi, membran zararlanma diizeyi ile Na*,
CI, K* ve Ca* iyon diizeyleri gibi fizyolojik ve iyonik parametreler detayli olarak
degerlendirilmistir. Elde edilen veriler, ¢esitler arasinda tuz stresine kars1 anlamli fizyolojik
farklarin bulundugunu géstermis; tuzluluga tolerant ¢esitlerde iyon birikiminin sinirlandigi,
su iligkileri ve fotosentetik performansin korundugu, hassas g¢esitlerde ise bu parametrelerde

belirgin bozulmalar yagsandig1 belirlenmistir.
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4) Caligmanin ikinci yilinda, tuzluluk stresine tolerant gesitlerde Na* ve CI~ birikiminin sinirl

kaldigini, buna karsilik K* ve Ca?* diizeylerinin korundugunu gostermistir. SPAD degeri,
yaprak alani, yaprak sayisi, RWC ve su potansiyeli gibi parametreler, tolerant ¢esitlerde
stres kosullarinda dahi yiiksek seviyelerde seyretmistir. Tuzluluga hassas gesitlerde ise bu
degerlerde ciddi diistisler gozlenmis, iyonik dengenin bozulmasi ve fotosentetik etkinligin

azalmasi gibi stres belirtileri belirgin hale gelmistir.

5) Molekiiler diizeyde yapilan analizlerde, tolerant Serr ve hassas Fernor ¢esitleri kullanilarak

6)

RNA-Seq caligmalar1 gerceklestirilmistir. HISAT2 ve Bowtie2 yazilimlar ile referans
Chandler ceviz genomuna yapilan hizalamalarda ortalama haritalama oranlar1 %91.5’in
iizerinde bulunmus, Q20 ve Q30 kalite degerlerinin sirastyla %97.77 ve %93.05 gibi yiiksek
diizeylerde olmasi, verilerin giivenilirligini desteklemistir. Analizler sonucunda toplam
23,101-24,111 genin ifade edildigi ve 1,330-1,412 arasinda yeni genin tanimlandig1
belirlenmistir. Ayrica, 14,153 yeni transkript tespit edilmis ve toplam 11,925 DEG ortaya
konmustur.

Fernor ve Serr c¢esitleri arasinda yapilan karsilastirmalarda, {i¢ stres grubunda
(Fernor_Kontrol x Fernor_150mM, Serr_Kontrol x Serr_150mM ve Fernor_150mM X
Serr_150mM) ortak olarak ifade edilen 161 gen tuz stresine 6zgii molekiiler tepkilerin
potansiyel belirleyicileri olarak tanimlanmistir. Bu genler arasinda LOC108980683,
LOC108995962, LOC108990546 ve LOC108990701 gibi genlerin ekspresyon
diizeylerindeki degisimler 6zellikle dikkat ¢ekmistir. Gen Ontology (GO) analizleri, bu
genlerin iyon taginimi, su dengesinin korunmasi, oksidatif stres yaniti, prolin biyosentezi ve

stomatal hareket gibi stres fizyolojisinde kritik islevler tistlendigini gdstermistir.

7) Tuzluluk stresine yanit olarak, 12 farkli gen segilerek bu genlere yonelik toplam 14 adet gen

spesifik primer ile birlikte 4 adet referans gen primeri tasarlanmigtir. Referans genlerin
stabilite analizinde Jr RefGRIK2 001 geni en stabil referans olarak belirlenmis ve qPCR
analizlerinde bu gen kullanilmigtir. RNA-Seq sonuglarinin dogrulanmasit amaciyla
gergeklestirilen qPCR analizleri sonucunda 7 primerin (Jr_Salt_2.011, Jr_Salt_2.012,
Jr_Salt 010, Jr_Salt 011, Jr_Salt 012, Jr_Salt 013 ve Jr_Salt_014) RNA-Seq verileriyle
yiiksek diizeyde uyum gosterdigi saptanmistir. Bu dogrulama, prolin biyosentezinde gorev
alan LOC108990701 (P5CS), iyon tasimimu ve stomatal hareketlerin diizenlenmesinde
gorev alan LOC108995962, oksidatif stresin kontroliinde yer alan LOC108990546 ve
lipoksigenaz (LOX) geni olan LOC109012163 gibi aday genlerin tuz stresine karsi yanit

mekanizmalarinda merkezi roller {istlendigini ortaya koymustur.
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Sonug olarak, bu caligma cevizde tuzluluk stresine karsilik gelisen morfolojik, fizyolojik ve
molekiiler tepkileri biitlinciil bir sekilde ortaya koyarak, stres toleransi mekanizmalarinin daha iyi
anlasilmasina katki saglamistir. Elde edilen bulgular, 6zellikle tuz stresine duyarliligi ile 6ne ¢ikan
Fernor ve yiiksek toleransli Serr ¢esitlerinin model sistemler olarak kullanilabilecegini gostermektedir.
Ayrica, belirlenen aday genler ve dogrulanan primerler, cevizde tuz toleransini artirmaya yonelik
molekiiler 1slah caligmalar1 ve biyoteknolojik uygulamalar icin degerli bir genetik kaynak niteligi

tasimaktadir.

5.2. Oneriler
Bu calismayla birlikte cevizde tuzluluk stresinin tepkilerini tanimlamada onemli bulgular
saglanmis olsa da, bu tiirde daha fazla arastirma yapilmasi gerekmektedir. Gelecekteki ¢alismalar igin

asagidaki oneriler sunulmaktadir:

1. Tuzluluk stresi altindaki bitkilerde sodyum ve potasyum iyonlarinin taginimini diizenleyen
proteinlerin ve genlerin islevlerinin arastirilmas: 6nemlidir. Ozellikle, bu iyon dengesini
saglayan proteinlerin ve genlerin igleyisini 6grenmek, tarim i¢in daha dayanikli bitki tiirleri
gelistirmemizi saglar. Ayrica, bu siirecte hormonlar, genetik diizenleyiciler ve diger sinyal
yollarinin nasil bir arada ¢alistigini kesfetmek, bitkilerin tuza karsi verdigi tepkiyi daha iyi
anlamamizi saglar. Tuzluluk stresi altinda bitkilerin iyon dengesini nasil korudugu iizerine
daha kapsaml1 aragtirmalar yapilmalidir.

2. Ceviz cesit ve genotiplerinin farkli ekolojik ve iklimsel kosullarda tuzluluk stresine
yanitlarini inceleyen ¢aligmalar gereklidir. Bu, degisen ekolojik durumda bitkilerin tuzluluk
stresine kars1 etkilerini anlamada yardimci olabilir. Ozellikle, tuzlu topraklarda yetismeye
daha uygun olan ceviz gesitlerini belirlemek, hem mevcut ¢esitlerin daha verimli sekilde
kullanilmasini saglar hem de yeni dayanikli gesitlerin gelistirilmesine olanak tanir. Bu
arastirmalar, degisen iklim ve ¢evre kosullarina uyum saglayacak ceviz tiirleri yetistirmek
icin bir rehber olabilir. Bununla birlikte, ceviz liretimini siirdiiriilebilir hale getirmek ve
iklim degisikligine kars1 daha direncli tarim sistemleri olugturmak miimkiin olacaktir.

3. Ceviz genotiplerinin tuzluluk stresine verdigi tepkileri daha kapsamli anlamak i¢in stomatal
iletkenlik, fotosentetik aktivite ve klorofil igerigi gibi daha fazla fizyolojik ve biyokimyasal
parametre kullanilabilir.

4. Tuzluluk stresi altindaki ceviz genotiplerinde iiretilen sekonder metabolitlerin (6rnegin;
fenolik bilesikler, flavonoidler) igeriginin belirlenmesiyle savunma mekanizmalarini

anlamada 6nemli bilgiler elde edilmesine olanak saglayabilir.
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Tuzluluk stresi altinda bitki hormanlarinin (6rnegin; ABA, gibberellinler, sitokininler) bitki
tepkilerinde oynadigi roliin arastirilmasi, stres sinyalizasyonunun daha iyi anlasilmasina
katkida bulunabilir.

Ceviz meyvelerinin tuzluluk stresi altindaki besin degerleri ve igerigi lizerindeki etkilerini
arastirmak Onemlidir. Bununla birlikte tiiketici aligkanliklart ve beslenme bakimindan
onemli olan 6zelliklerin korunmasini saglayabilir.

Tuzluluk stresi altinda ceviz g¢esit ve genotiplerinin kok sistemi {izerine de calisma
yapilmahdir. Ozellikle, farkli genotiplerin kdk morfolojisi, biiyiime dinamikleri ve
fizyolojik ozellikleri incelenerek tuzluluk kosullarinda daha etkin kok yapisi gelistiren
genotiplerin belirlenmesi saglanabilir. Derin ve genis bir kdk sistemine sahip genotiplerin
secimi, topraktan su ve besin alimini optimize ederek bitkilerin stresle basa c¢ikma
kapasitelerini artirabilir. Bunun yani sira, koklerin tuzluluk kosullarindaki iyon taginimi, su
iletimi ve hormonal diizenleme mekanizmalarinin detayl bir sekilde incelenmesi, tuzluluk
stresine toleransh gesitlerin gelistirilmesine 6nemli katkilar saglayabilir. Ayrica, kok
sistemi ile ilgili bu bilgiler, genetik 1slah programlarinda ve stres toleransi yiiksek ceviz
genotiplerinin yetistirilmesinde yol gosterici olabilir.

Cevizin tuzluluk stresine karsi tepkilerini ve adaptasyonunu daha iyi anlamak i¢in yapay
zeka ve makine Ogrenimi algoritmalarinin  kullanilmasi, tuzluluga dayaniklilik
tahminlerinde ve biiyiik veri setlerinin analizinde 6nemli bir rol oynayabilir. Bu teknolojiler,
genetik, fizyolojik ve g¢evresel verilerden olusan biiyiilk veri setlerinin islenmesi ve
analizinde etkin bir sekilde kullanilabilir. Ozellikle, tuzluluk stresine dayaniklilik gdsteren
genotiplerin tahmini, stresle iligkili semptomlarinin tanimlanmasi ve genetik modellerin
gelistirilmesi gibi konularda 6nemli bir rol oynayabilir. Ayrica, bu yontemlerle farkli ceviz
gesitlerinin performanst modelleme yapilarak Ongoriilebilir ve bdlgesel yetistiricilik
stratejileri optimize edilebilir. Yapay zekad tabanli yaklagimlar, hem zamandan hem de
maliyetten tasarruf saglayarak ceviz yetistiriciliginde daha verimli ve strdirilebilir
coziimler gelistirilmesine katkida bulunabilir

Elde edilen genetik sonuglar, ceviz 1slah programlarina entegre edilmelidir. Tuzluluk
stresine dayanikli yeni ceviz ¢esitlerinin gelistirilmesiyle birlikte tuzlu topraklarda {iretimin
stirdiiriilebilirligi saglanabilir. Tuzluluga dayaniklilik bakimindan {stiin performans
gosteren ceviz genotiplerin se¢ilmesi ve melezleme i1slah programlarina alinmasi, genetik

dayaniklilig1 arttirmak i¢in etkili bir yol olabilir.
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10.

11.

RNA-Seq analizlerinin yiiksek maliyetinden dolay1 6mek sayis1 sinirli tutulmustur. Daha
uygun maliyet ve daha fazla 6rnek sayisi ile tuzluluk stresiyle iligkili aday genlerin daha
kapsamli bir sekilde belirlenmesi kolaylastirilabilir

Tuz stresine kars1 duyarl genotiplerin erken teshisi icin RT-qPCR gibi maliyetli yontemlere
gore agaroz jel elektroforez gibi daha az maliyetli yontemlere uygun molekiiler markorler
gelistirilebilir. Bununla birlikte ceviz 1slah programlarinda hizli ve etkili bir sekilde tolerant

cesitlerin se¢ilmesine olanak taniyacaktir.
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