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KAMAN-1 CEVIiZ CESIDINDE SERBEST TOZLANMIS TOHUMLARDAN ELDE
EDILEN GENOTIPLERIN FENOLOJIiK VE MOLEKULER
KARAKTERIZASYONU
(YUKSEK LISANS TEZi)

OZLEM KELES

OZET

Bu calismada, ana gesit (Kaman-1) ve bu gesitten serbest tozlanmis tohumlardan
elde edilen 79 genotip materyel olarak kullanilmistir. Arastirma genotiplerin birbirine ve
ana ¢eside gore fenolojik ve genetik farkliliklarinin belirlenmesi amaciyla yapilmistir.
Fenolojik olarak genotiplerin, tomurcuk patlama, yapraklanma, yaprak sararma ve yaprak
dokiim doénemleri incelenmistir. Genoiplerde genetik varyasyonu belirlemek i¢in 12 farkli
Basit Tekrarli Diziler Arasi Polimorfizm (ISSR) primeri kullanilmstir.

Ceviz genotiplerinde fenolojik aktiviteye baslangi¢c periyotlarinin, tomurcuk
patlamada 48 giin, yapraklanmada 47 giin, yaprak sararmada 25 giin, yaprak dokiimiinde
ise 33 giin boyunca devam ettigi belirlenmistir. Ana ¢esit ile genotipler karsilastirildiginda,
tomurcuk patlamada %94.74, yapraklanmada %88.41, yaprak sararma ile yaprak
dokiimiinde ise %100 seviyesinde fenolojik varyasyon goriilmiistiir. Genotiplerde ortalama
fenolojik varyasyonun ise %95.78 oldugu hesaplanmustir.

Genetik farkliliklarin belirlenmesi igin yiiriitiilen analizler sonucunda polimorfizm
oraniin %86.36 oldugu tespit edilirken, genotiplerde farklilik oranlarinin %1 ile %99
arasinda degistigi belirlenmistir. UPGMA benzerlik indeksi kullanilarak olusturulan
dendogram ve kiimeleme analiz sonuglarma gore ceviz genotipleri 2 ana kiimede yer

almstir.

Bu arastirmada kullanilan ceviz popiilasyonun hem fenolojik hem de genetik olarak
onemli bir ¢esitlilige sahip oldugu belirlenmistir. Gen kaynaklariin yonetiminde fenolojik
ve molekiiler verilerin birlikte kullanilmasinin 6nemi teyit edilmistir.
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DETERMINATION OF PHENOLOGICAL AND GENETIC DIFFERENCES IN
GENOTYPES OBTAINED FROM FREE POLLINATED SEEDS IN KAMAN-1
WALNUT CULTIVAR
(M.Sc. THESIS)

OZLEM KELES

ABSTRACT

In this study, the main cultivar (Kaman-1) and 79 genotypes obtained from free-
pollinated seeds of this cultivar were used. This study was carried out to determine the
phenological and genetic differences of genotypes according to each other and the main
cultivar. Phenologically, the periods of budburst, foliation, yellowing and defoliation of
genotypes were investigated. 12 different Simple Repetitive Inter-series Polymorphism
(ISSR) primers were used to determine genetic variation in the walnut genotypes.

It was determined that the starting periods of phenological activity in walnut
genotypes continued for 48 days in budburst, 47 days in foliation, 25 days in leaf
yellowing and 33 days in defoliation. When comparing genotypes with the main cultivar, it
was calculated that there is 94.74% in budburst, 88.41% in foliation, 100% in foliar and
defoliation. When comparing the genotypes with the main cultivar, phenological variation
was observed at the level of 94.74% in budburst, 88.41% in leaf yellowing and 100% in
defoliation. The average phenological variation in genotypes was determined to be
95.78%.

As a result of the analyzes carried out to determine genetic differences, it was
determined that the polymorphism rate was 86.36%, while the genetic difference rates in
genotypes varied between 1% and 99%. According to the dendrogram and cluster analysis
results created using the UPGMA similarity index, walnut genotypes were included in 2
main clusters.

The walnut population used in this study was determined to have a significant
variation both phenologically and genetically. The importance of using phenological and
molecular data together in the management of gene resources has been confirmed. The
importance of using phenological and molecular data together in the management of gene
resources has been confirmed.
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SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

PCR : Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Polymerase Chain Reaction)

RAPD  : Rastgele Cogaltilmis Polimorfik DNA (Random Amplification of Polymorphic

DNA)

RFLP : Restriction Fragment Length Polymorphism

AFLP - Amplifiye Fragment Uzunluk Polimorfizmi (Amplified Fragment Length
Polymorphism)

SSR : Basit Dizi Tekrar1 (Simple Sequence Repeat)

ISSR : Kisa Dizi Tekrarlar1 (Inter Simple Sequence Repeat)

SRAP  : Dizi iliskili Cogaltilmis Polimorfizm (Sequence—Related Amplified
Polymorphism)

rpm : Dakikadaki Devir Sayisi (Revolutions Per Minute)

ng : Nanogram

mM : Milimolar

PCA : Principal Component Analysis

PIC : Polimorfik Bilgi Igerigi (Polimorfic Information Content)

UPGMA : Aritmetik Ortalama ile Agirliksiz Cift Grubu Metodu (Unweighted Pair Group
Methodwith Arithmetic Mean)

pmol : Pikomol
uL : Mikrolitre
mL > Mililitre

dNTP : Deoxynucleotide Trifosfat
DNA : Deoksiribo Niikleik Asit



1. GIRIS
Tiirkiye, cografik konumundan o6tiirii cok farkli iklim yapilarina sahiptir. Anadolu’nun

bitkisel g¢esitlilik olarak 6énemli bir zenginlige sahip olmasi yaninda botanik olarak ¢ok sayida
kiiltir bitkisinin gen kaynagi olmasida bu iklim farkliligindan kaynaklanmaktadir.

Tiirkiye’nin gog yollari {izerinde bulunmasi ve ekolojik sartlar bakimindan uygunlugu
bahge bitkileri yetistiriciligi agisindan bir¢ok tiir i¢in 6nemli bir avantaj saglamaktadir.
Anadolu’nun bu yapisindan dolayr meyvecilik kiiltliriiniin  bu topraklarda yasayan

medeniyetler kadar eski oldugu bilinmektedir (Agaoglu ve ark., 1997).

Sert kabuklu ve sert ¢ekirdekli meyvelerden olan findik, kayis1 ve kiraz gibi meyve
tiirlerinin hem iiretim miktarlar1 hem de ihracati agisindan Tiirkiye, diinyada ilk sirada yer
almaktadir. Cevizde de diinyada s6z sahibi olan Tiirkiye, 2017 yil1 ithalat ve ihracat verilerine
bakildiginda 17.382 ton ithalat, 7.185 ton ise ihracat ger¢eklestirmistir (Anonim,2020).

Sert kabuklu meyveler arasinda yer alan ceviz (Juglans regia L.); botanik olarak
Dicotiledonea sinifi, Juglandales takimi, Julandaceae familyasi, Juglans cinsi igerisindedir
(Sen, 1986). Bu cinse bagh, ozellikleri tespit edilen 22 tiir yer almasina ragmen meyve
kalitesinin Ustiinligli nedeniyle ticari olarak Juglans regia’nin yetistiriciligi tercih
edilmektedir. Ceviz meyve tiirii dogal olarak diinyanin bir¢ok yerinde yetismekle birlikte;
Orta Amerika’da, Kuzey Amerika’nin gliney ve dogu kisimlarinda, Arjantin’den
Kolombiya’ya kadar uzanan mesafedeki Ant Daglarinda, Japonya’da, Cin’de, Kiiciik ve
Biiytik Antillerde, Hindistan’dan Tirkiye’ye kadar uzanan, Giiney Asya’da ve Gliney
Avrupa’dan Polonya’nin Karpat Daglarina kadar ¢ok genis bir alanda yayilim gostermektedir

(Sen, 2011).

Ceviz, monoik yapiya sahip olup dikogami ¢i¢eklenme 6zelligi gostermektedir. Bazi
ceviz genotipleri icerisinde ¢cok az da olsa homogami ¢iceklenme durumu goriilmektedir.
Ancak dikogami (erkek ve disi ¢igeklerin farkli zamanlarda agmasi ve olgunlasmasi)
ozelliginden dolay1 ceviz yaygin olarak yabanci tozlanmaktadir. Bu nedenle bahge tesislerinde
genellikle tozlayici bitkiye ihtiya¢ duyulmaktadir. Erkek ¢igeklerden sagilan polenlerin riizgar
yardimiyla disicik tepesine ulagmasiyla tozlanma gergeklesir. Riizgarla tozlanmada gigek tozu

kayb1 ¢ok fazla oldugundan c¢ok sayida erkek organ ve buna bagl olarak ¢ok sayida polene



ihtiya¢ duyulur. Erkek cigekler bir 6nceki sonbahar doneminde meydana gelmektedir. Bir
puskiil tizerinde 100-160 arasinda degisen miktarda erkek ¢i¢cek bulundurmakta olup, bunlar
yaklasik iki milyon polen tanesi lretebilmektedir. Disi ¢igekler ise mevcut vegetasyon
doneminde tepe veya yan tomurcuklarda meydana gelmektedir. Disi ¢igekler bir ¢igek sapinda

genellikle 2 veya 3’lii olarak goriilmektedir (Bernard ve ark., 2018; Sen,2011).

Ceviz meyvesinin muhtevasindaki besin 6geleri ve yiiksek enerji degeri ile saglikli
beslenmenin bir parcasi oldugu bilimsel olarak kanitlanmistir. Bu niteligi ise igerdigi
doymamis yag asitleri, mineral maddeler, vitaminler ve antioksidanlardan kaynaklanmaktadir.
Icerdigi antioksidanlar etkili polifenoller ve omega-3 yag asitleri saglikli yasam igin cevizin
Onemini iyice artirmis olup kalp ve damar hastaliklarina karsi koruyucu etkisi bakimindan
adeta ilag olarak Onerilmesine yol agmustir. Ozellikle, kandaki iyi kolestrolii (HDL)
yiikseltmesi, kotii kolesterolii (LDL) ve trigliserit diizeyini diisiiriicii etkisi ile her giin
tiiketilmesi tavsiye edilmektedir (Sahin, 2005). Insan sagligina olan énemli katkisindan dolay1

Diinya ve Tiirkiye’de cevizin tiiketimi de her gegen giin artis gostermeye devam etmektedir.

Diinya’da yillara gore kabuklu ceviz iiretimi dagilimi incelendiginde 1960 yilinda
497.077 ton kabuklu ceviz iiretimi yapilmakta iken, 2017 yilinda yaklasik 8 kat artarak
3.829.626 ton iiretim yapilmistir. Uretim miktarindaki en énemli artis ise 2000’1i yillardan
sonra meydana gelmistir (Sekil 1.1). Diinya’da 2018 yilinda en fazla ceviz {iretimi 1.586.367
ton ile Cin’de yapilmaktadir. Bu iilkeyi ABD ve Iran takip ederken, Tiirkiye 215.000 ton
tretimi ile diinya kabuklu ceviz liretim miktarinda dordiincii sirada yer almaktadir. (Cizelge

1.1)
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Sekil 1.1. Yillara gore diinya kabuklu ceviz tiretim miktarlari. Kaynak: Anonymous, (2020)

Cizelge 1.1. Diinyada 6nemli ceviz lireticisi lilkelerintiretim miktarlari (ton)

Ulkeler 2014 2015 2016 2017
Cin 1.607.394 1.713.397 1.819.400 1.925.403
ABD 518.002 549.754 625.050 571.530
[ran 403.158 403.158 368.149 349.192
Tiirkiye 180.807 190.000 195.000 210.000
Meksika 125.758 122.714 141.818 147.198
Ukrayna 102.740 115.080 107.990 108.660
Sili 55.832 65.232 73.724 79.554
Romanya 31.514 33.394 34.095 45.797
Ozbekistan 44.000 52.000 53.175 34.678
Hindistan 43.000 35.000 33.000 32.000

Kaynak: Anonymous, 2020

Diinya’da mevcut konumu itibariyle ceviz yetistiriciliginde Tiirkiye dnemli bir {iretici
konumundadir. Ancak diger ilkeler ile kiyas edildiginde Tiirkiye’nin iiretim miktar

heniizistenilen seviyelerde degildir. Tiirkiye’de bu onemli meyve tiirline yonelik kapama



bah¢ce sayisinin artisi ile gelecekte diinya siralamasinda daha iyi yerlere gelinecegi
disiintilmektedir. Tiirkiye’de, son 15 yillik siire zarfinda ceviz agaci sayisinda, iiretim
alaninda ve iiretim miktarinda 6nemli artislarin oldugu goriilmektedir. Nitekim 2006 yili
verileri incelendiginde 208.967 dekar alandaki 6.948.893 agactan 129.614 ton iiriin elde
edilirken, 2019 yilina gelindiginde ise 21.254.843 dekar alanda yer alan 21.254.843 adet ceviz
agacindan 225.000 ton iiriin elde edildigi belirtilmektedir. 2006 yili ile 2019 yili verileri
karsilastirildiginda tiretim miktarinda %173 gibi bir artig goriiliirken, agac sayisinda ise
yaklasik %305 artis gézlemlenmistir (Cizelge 1.2). Bu durumun sebebi yeni kurulan kapama

bahgelerinin sayisinda énemli bir artisin meydana gelmesi ve cevizin genglik kisirlik siiresinin

uzun olmasi sebebiyle bu agaclarin tam verim ¢agina heniiz ulasamamis olmalaridir.

Cizelge 1.2. Tiirkiye’de yillara gore ceviz yetistiriciligi

Meyve veren Meyve Toplu _ vVerim L

yasta aga¢ vermeyen meyveliklerin (kg/meyve Uretim

Yil sayi1sl yasta agag alani ‘ (ton)
(adet) sayisi (adet) (dekar) veren agac)

2006 4.595.453 2.353.440 208.967 28 129.614
2007 4.926.985 2.788.405 286.797 35 172.572
2008 5.094.781 2.951.522 328.873 34 170.897
2009 5.191.724 3.200.279 366.736 34 177.298
2010 5.441.051 3.643.380 413.932 33 178.142
2011 5.594.576 4.045.119 468.378 33 183.240
2012 5.977.397 4.541.958 552.019 34 203.212
2013 6.526.028 4.877.669 639.015 33 212.140
2014 7.000.897 5.374.456 693.947 26 180.807
2015 7.596.020 5.560.227 718.196 25 190.000
2016 8.171.185 6.873.271 868.528 24 195.000
2017 8.766.811 7.894.728 920.128 24 210.000
2018 9.875.068 8.896.575 1.117.749 22 215.000
2019 11.250.526 10.004.317 21.254.843 20 225.000

Kaynak: Anonim, 2020

tiriiniin  yetistiriciliginde ve {izerinde yiriitilen bilimsel ¢aligmalarin sayisinda artis

Ceviz meyvesine olan talebin her gecen giin giderek artmasi ile birlikte, bu meyve




gostermektedir. Meyvecilikte diger bitkilere kiyasla ceviz yetistiriciligi ve ¢ogaltilmasi daha
uzun zaman ve emek gerektirmektedir. Ayn1 zamanda cevizin heterozigot yapiya sahip
olmasida bu meyve tiiriiniin ¢ogaltilmasini gii¢lestirmektedir. Uretim acisindan sorun teskil
eden bu durum, slahgilar agisindan dnemli bir genetik varyasyon saglamaktadir. Cevizde bir
problem olan genglik kisirlig1 siiresinin uzun olmasi, 1slah ¢alismalarini kisitlayan 6nemli bir
problem olarak karsimiza c¢ikmaktadir (Ozcan ve Siityemez, 2014). Biyoteknolojik
yontemlerde goriillen son zamanlardaki hizli ilerleme bu siirenin kisalmasina da Onemli
katkilar sunmaktadir. Farkliligin DNA diizeyinde dlgiilmesi ve lizerinde ¢aligilan genotiplerde
istenilen bir genin ya da 6zelligin izlenmesine imkan saglamasi bakimindan molekiiler markor
teknolojileri ¢ok Onemli biyoteknolojik araglar olarak karsimiza c¢ikmaktadir. Markor
teknolojileri fiziksel haritalamadan gen kesfi ve etiketlemeye, filogenetik ¢alismalara tekamiil
eden genetige ve genetik cesitlilik caligmalarina kadar pek ¢ok alanda etkin sekilde
kullanilmaktadirlar (Filiz ve Kog, 2011).

Fenolojik farkliliklar1 biinyesinde barindiran morfolojik markorler bir bitkiyi ya da
bitki grubunu morfolojik anlamda digerlerinden aywran Ozellikler araciligiyla
degerlendirilmektedir. DNA markor teknolojisinde goriilen ilerleme son yillarda ¢ok st
seviyelere ulagsmis ve filogenetik analizlerde etkin sekildeki kullanimi giderek artmaktadir.
Molekiiler markorlerin morfolojik markorlerle beraber kullanilmasi bitki 1slah¢ilarina daha

yiiksek etkinlikle ¢alisma imkani saglamaktadir (Ekincialp ve Kazankaya, 2012).

Genetik farkliliklarin bitki diizeyinde ortaya ¢ikarilmasinda kullamilan ilk DNA
markorii RFLP (Restriction Fragment Lenght Polymorphism) yontemi olmustur (Tanksley ve
ark., 1989). RFLP teknigi PCR (Polymerase Chain Reaction) esasli olmayip, kodominant bir
markor teknigidir. Uzun siire yaygin bir sekilde kullanilan RFLP, pahali ve fazla zaman alici
olmasi, ¢ok fazla is giicli gerektirmesi, yiliksek kalitede DNA’ya gereksinim duymasi gibi
dezavantajlar1 ile PCR temelli tekniklerin sagladigi avantajlar nedeniyle kullanimi oldukga
simnirli kalan bir molekiiler markor teknigi olmustur. PCR, 1985 yilinda gelistirilmis bir
yontem olup, in vitro kosullarda DNA dizilerinin ¢ogaltilmasi esasina dayanir. PCR’1n ortaya
¢ikmast ile birlikte SSR (Simple Sequence Repeat), RAPD (Random Amplified Polymorphic
DNA), AFLP (Amplified Fragment Lenght Polymorphism) ve ISSR (Inter Simple Sequence
Repeat) gibi markor sistemleri de gelistirilmistir (Yorgancilar ve ark., 2015). Bu markor

sistemleri bazi avantaj ve dezavantajlara sahip olup, kullanimlar1 laboratuvar sartlar1 ve



yiriitiilen c¢alismalara gore degisiklik gosterebilmektedir. Bu dogrultuda polimorfizm
acisindan SSR ve AFLP markorleri, fiyat agisindan RAPD ve ISSR yontemleri avantajli iken
tekrarlanabilirlik agisindan RFLP, SSR, ISSR ve AFLP yontemleri avantajli konumdadir.
Sartlarin simirli oldugu ve radyoaktif madde kullaniminin olmadig: laboratuvarlarda ¢alisma
sartlar1 goz Oniine alinarak RAPD ve ISSR yontemleri rahatlikla kullanildig1 bildirilmistir
(Powell ve ark., 1996). Ayrica SSR ve AFLP analizlerinde radyoaktif madde kullanmadan
yiikksek ¢Oziiniirliikte agaroz jel kullanarak veya DNA’lar etidyum bromiir ile boyanarak

laboratuvar sartlarinda bu yontemler uygulanabilmektedir (Hormaza, 2002).

ISSR yontemi, 6karyotik genomlarda tekrar eden 2, 3, 4, 5 gibi niikleotid birimlerinin
lokustan bagimsiz bir sekilde genomda rastgele dagilimlarimi esas alan ancak RAPD
yontemine gore ¢ok daha hassas ve tekrarlanabilirligi yiiksek olan bir yontem olarak One
cikmaktadir. ISSR  markorlerinin - glivenilirliginin  fazla olmasinda, kullaniminin hizl,
uygulanmasinin kolay ve primerlerin daha uzun olmasi faktorleri etkilidir. Yeterli bilgi sunan
ISSR primerlerini kullanmak diisiik bir maliyet, zamandan tasarruf ve genetik analizlerde
kolaylik saglamaktadir. Ayrica bu markdr teknigi son yillarda bir¢ok bitki tiiriinde genetik
cesitliligin belirlenmesi, filogenetik calismalar ve genom haritalarinin olusturulmasi gibi
konularda etkin bir sekilde kullanilmaktadir (Yorgancilar ve ark., 2015). Cevizde ise bu
markor teknigi genotiplerin orijinlerinin belirlenmesi (Malvolti ve ark., 2010) ve genetik
gesitliligin belirlenmesi (Potter ve ark., 2002; Christopoulos ve ark., 2010; Pollegioni ve ark.,
2003) gibi konularda etkili bir sekilde kullanilmistir.

Tohumla ¢ogaltmanin kullanildigi meyve tiirlerinde ¢ogaltma sonucu elde edilen
genotipler onemli oranda genetik varyasyon gostermektedir. Meyve tiirlerinde bu genetik
varyasyonun fenolojik ve genetik olarak hangi seviyelerde yer aldigi ile alakali yapilmis
calisma sayist sinirlidir. Cevizde tohumla ¢ogaltilan ¢ogiir bitkilerin fenolojik ve genetik
olarak ne kadar bir varyasyon oldugu yoniinde bir ¢alisma mevcut degildir. Bu yiizden, bu tez

kapsaminda Kaman-1 ceviz ¢esidinde:

1-Serbest tozlanma ile elde edilen ceviz genotiplerinin fenolojik &zelliklerinin

tanimlanmasi ve ana gesit ile kiyaslanmasi,

2- ISSR teknigi kullanilarak molekiiler karakterizasyonun belirlenmesi ve ana cesit ile

aralarindaki genetik iligkilerin ortaya ¢ikarilmasi amaclanmistir.



2. ONCEKIi CALISMALAR

2.1 FenolojikGozlemler

Slovenya’nin kuzeyinde yer alan bazi ceviz cesitlerinin morfolojik, pomolojik ve
fenolojik  Ozelliklerini belirlemek amaciyla Solar (1990) tarafindan bir arasgtirma
yiritilmistir. Bu aragtirmada ¢esitlerde vegetasyon baslangic1 22 Nisan-12 Mayis olarak
belirlenirken, vegetasyon bitiminin ise 22 Ekim-2 Kasim arasinda oldugu tespit edilmistir.
Vegetasyon baslangict 1 Mayis’tan sonra olan Elit, Parisienne, Mayette, G-26 ve MB-24 gibi

cesitlerin yetistirilmesinin bu bolgeler i¢in daha etkili olacagini bildirmistir.

Barone ve ark.’mmn (1991) Italya’da gerceklestirdigi bir calismada, Avrupa ve
Amerikan kokenli bazi ceviz gesitleri iizerinde fenolojik gozlemler incelenmistir. Yapilan
fenolojik c¢alismalar sonucunda Serr, Sundland, Ashley ve Chico ¢esitlerinde tomurcuk
patlama doneminin diger c¢esitlere gore daha erken gozlemlendigi tespit etmis olup,
Meylannaisse, Franquette, Vina ve Pedro cesitlerinde ise tomurcuk patlama ve ilk

yapraklanmanin daha ge¢ gerceklestigini belirtmislerdir.

Tohumdan elde edilen ¢og8iir anacglarinda, tohumdan kaynaklanan kalitim
farkliliklarinin ¢ok fazla miktarda varyasyon goriilmesine neden olmaktadir (Celik ve Sakin,
1991).

Kahramanmaras ekolojik sartlarinda Siityemez ve Kaska’nin (2002) 32 yerli ve
yabanci ceviz genotipi {izerinde yiiriittiikleri bir arastirmada, ilk yapraklanmanin 8 Mart
tarthinde Serr, Sen-1, KR-2 ve Maras-10 genotiplerinde, en ge¢ yapraklanmanin ise 24 Nisan
tarihinde Franquette ¢esidinde goriildiigiini belirtmislerdir. Kaman-1 c¢esidinde ise ilk
yapraklanmanin 14 Mart tarihinde bagladigi tespit edilmistir. Ayrica arastirmada ceviz
genotiplerinin yaprak dokiim donemleride incelenmis olup, en erken yaprak dokiimii Van-6
ve Kaman-4 cesitlerinde, en gec¢ ise Payne, Chandler, Pedro c¢esitlerinde goriildiigi
bildirilmistir.

Tiirkiye’nin farkli yorelerinden seleksiyon yoluyla segilmis olan {istiin 6zellikli
genotipler (Yalova-1, Yalova-3, Yalova- 4, Sebin, Bilecik, 77-H-1, Tokat-1, Sen-1, Kaplan-
86) ve yurt disinda yetistirilen bazi yabanci ceviz gesitlerinin (Payne, Pedro, Hartley,

Champion, Midland ve Serr) Yalova ekolojisine ait performanslarin belirlenmesi amaciyla



yiiriitiilen bir arastirmada, bazi énemli fenolojik ve pomolojik parametreler incelenmistir.
Cesitlerin tamaminda tepe tomurcuklarinin Mart ay1 igerisinde patladigi, Kasim ay1 i¢erisinde

ise hepsinin yaprak doktiigi belirlenmistir (Tosun ve Akgay, 2005).

Akca ve Aydin (2005) tarafindan Tokat’in Niksar ilgesinde yapilan ¢alismada Yalova
1, Sebin ve Bilecik ceviz gesitlerinin 2001 yilinda 15 Mart’ta, Yalova-3’iin ise 17 Mart’ta
yapraklandigi belirtilmistir. 2002 yilinda ise Bilecik ¢esidinin 16 Mart, Yalova 1 ¢esidinin 17
Mart, Sebin ¢esidinin 18 Mart’ta ve Yalova-3 ¢esidinin ise 20 Mart tarihinde yapraklandigi
belirtilmistir.

Yilmaz (2007) tarafindan Tokat ilinde yiiriitiilen bir ¢alismada; ge¢ yapraklanan ve
yan dallarda meyve verme orani yiiksek genotiplerin belirlenmesi amaciyla yapilan seleksiyon
caligmasinda, ‘Tartili Derecelendirme’ yontemi ile ge¢ yapraklanan, meyve kalitesi iyi, yan
dallarda meyve verme orami yiiksek olan 12 genotip sec¢ilmistir. Secilen bu genotipler;
Franquette cesidi ile mukayese edildiginde en erkenci genotipin bu cesitten 15 giin, en gegci

genotipin ise 6 giin 6nce yapraklandig belirlenmistir.

Baymis’in (2008) Kahramanmaras ckolojik sartlarinda yiiriittiigii ¢alismada tomurcuk
kabarmasi, tomurcuk patlamasi ve yapraklanma baglangici gibi fenolojik Ozellikler
incelenmistir. Bu fenolojik 6zellikler dikkate alindiginda en erkenci (1-8 Nisan) ¢esidin Serr
oldugu goriiliirken, Chandler cesidinde ise yapraklanma baglangicinin 19 Nisan tarihinde
gerceklestigi belirtilmistir. Yapilan arastirmada diger cesitlere ait tomurcuk kabarmasi,
tomurcuk patlamasi ve yapraklanma baslangiglari ile ilgili fenolojik goézlemler ise 1-19 Nisan

tarihleri arasinda gergeklestigi tespit edilmistir.

Erkek ve disi esey hiicrelerinin birlesmesi sonucu olusan tohum generatif ¢cogaltimda
kullanilmaktadir. Bu birlesme sonucu ortaya c¢ikan tohum ana ya da babanin 6zelliklerini
tagiyabilecegi gibi daha farkli Ozellikte tasiyabilir. Tohumdan elde edilen birey degisik
genetik ve fenotipik varyasyon gosterebilir. Ozellikle meyve tiirlerinin kalitsal yapilari
oldukca kompleks oldugundan dolayr tohumla elde edilen meyve agaglar1 genellikle anne
bitkinin 6zelliklerini tasimaz, ¢cogu durumda ise yabaniye gitme egilimi gosterirler. Tohumla
elde edilen bitkiler arasinda iistiin 6zellikte bireylerin ortaya ¢ikabilmesinin yan1 sira bunlarin
sayis1 oldukca az olup, pratik olarak 6nem tasimazlar. Bu bireyler ancak 1slah ¢alismalarinda

kullanilirlar (Gergekgioglu ve ark., 2009).



Visne tohumlarinda dormansinin kirilmasi ve ¢imlenme iizerine etkisinin belirlenmesi
amaciyla 2009-2010 yillarinda yiiriitiilen bir ¢alismada, “Kiitahya”, “Rubin” ve “Stockton
Morello” visne ¢esitlerine ait tohumlarin bir kismi1 %12 neme kadar kurutularak 5°C’de, bir
kism1 da kurutulmadan 15°C'de katlama zamana kadar saklanmistir. Her iki tohum grubuna
degisik katlama protokolleri uygulanmistir. Arastirma sonuclarina gore, ¢esitler dormansiyi
kirmak icin yapilan uygulamalara karsi farkli tepki gostermislerdir. Meyveden c¢ikarildiktan
sonra kurutulmadan nemli kumda saklanan tohumlarin ¢imlenme oranlari, kurutulanlara
kiyasla daha yiiksek olmustur. Kurutulmadan 15°C’ de saklandiktan sonra farkli katlama
rejimleri uygulanan tohumlarda en yiiksek ¢imlenme; “Kiitahya” ¢esidinde (% 30) rejim 2
uygulamasindan, “Rubin” ve “Stockton Morello” ¢esitlerinde ise (sirast ile % 80, % 64)
+3°C'de 150 giin katlama uygulamasindan (rejim 1) elde edilmistir. Tim ¢esitlerde
kurutulmadan nemli kumda saklanan tohumlarin ¢ogiirlerinin boy/cap gelisimi, kurutulan
tohumlardan elde edilen ¢ogiirlerin boy/cap gelisimlerine gore daha yiiksek olmustur. Ayrica

katlama siiresi arttikca ¢ogiirlerde boy/gap gelisimleri de artmustir (Celepaksoy, 2011).

Bayazit (2011) tarafindan Hatay Yayladag: kosullarinda yetistirilen 12 ceviz genotipi
tizerinde yapilan calismada 2009 yilina gore 2008 yilinda daha gec¢ yapraklanmanin
gerceklestigi belirtilmistir. En erken ilk yapraklanma Yalova 4, Sen 1 ve Tokat 1 ceviz
cesitlerinde 1 Nisan tarihinde gerceklesirken, en ge¢ ilk yapraklanma 7 Nisan’da Yalova 1
cesidinde gergeklestigi belirtilmistir. Bu genotiplere ait yapraklanma periyodu ise 18 Mart-17
Nisan tarihleri arasinda gerceklestigi bildirilmistir. 2008 yilinin 2009 yilina gore yapraklanma

periyodunun yayilim gosterdigi belirtilmistir.

Orman ve ark. (2016) tarafindan 2007 ile 2011 yillar1 arasinda Yalova ekolojik
kosullarinda yapilan ¢alismada 10 ceviz ¢esidi (Sunland, Ashley, Vina, Rendede-38, Regio,
Howard, Chandler, Fernor, Fernette ve Maras-18) iizerinde fenolojik gozlemler alinmustir.
Yapilan fenolojik gozlemler sonucunda en erken ilk yapraklanma 28 Mart’ta Rendede-38
cesidinde goriiliirken, en gec ilk yapraklanmanin ise 26 Nisan’da Fernor ve Fernette

cesitlerinde oldugunu tespit etmislerdir.

Tahtac1 ve ark. (2017) tarafindan Gaziantep bolgesinde yiiriitiilen bir adaptasyon
calismasinda Bilecik, Chandler, Howard, Maras-12, Maras-18, Midland, Pedro, Serr ve Sen-1
ceviz cesitleri materyal olarak kullanilmistir. Calisma sonucunda Chandler ¢esidinin geg,

Pedro ¢esidinin orta ge¢, Maras-12 ve Maras-18 ¢esitlerinin ise orta erken yapraklanma



donemine sahip oldugunu bildirilmistir. Ayrica arastirmada ceviz gesitlerinin yaprak dokiim
tarihleri de incelenmis olup, Chandler ve Pedro ¢esitlerinin ge¢, Maras-12 ve Maras-18

cesitlerinin orta erken yaprak dokiim siniflandirilmasinda yer aldigini belirlenmistir.

Yildiz (2019), tarafindan yapilan caligmada 3 kestane ¢esidine (Erfelek, Marigoule,
Salipazari) ait tohumlarda katlama ve suda bekletme uygulamalar1 yapilarak ¢ogiir gelisimine
bakilmistir. Yapilan ¢alismada en iyl sonu¢ katlama uygulamasindan elde edilirken, suda
bekletme uygulamasinin kestane tohumlarinin ¢imlendirme ve ¢ogiir gelisiminde uygun bir

yontem olmadigi belirlenmistir.

Nar (2019), yaptig1 calismada Pedro ceviz ¢esidinde serbest tozlanmis tohumlardan elde
edilen genotiplerde genetik ve fenolojik farklilig: belirlemeyi amaglamistir. Fenolojik 6zellik
olarak tomurcuk patlama, yapraklanma, yaprak sararma ve yaprak dokiim donemleri takip
edilmistir. Calisma sonucunda tomurcuk patlamada %22, yapraklanmada %22, yaprak
sararmada %72 ve yaprak dokimiinde ise %31’inin ana ¢eside c¢ok yakin oldugu

belirlenmistir.

Yildirim (2019), Siityemez-1 ceviz ¢esidi ve genotiplerinde yapmis oldugu ¢alismada,
ceviz genotiplerinde tomurcuk patlamanin 62 giin, yapraklanmanin 60 giin, yaprak sararmanin
32 giin ve yaprak dokiimiiniin ise 44 giin gibi bir periyotta gerceklestigi belirlenmistir. Ana
cesit (Siityemez-1) ile genotipler mukayese edildiginde, tomurcuk patlama ile yapraklanmada
%96.84, yaprak sararmada %78.9 ve yaprak dokiimde %88.4 seviyesinde fenolojik varyasyon
oldugu tespit edilmistir.

2.2 Molekiiler Calismalar

Kaliforniya’da 48 adet ceviz genotipinde yiiriitiilen bir ¢aligmada RFLP yontemi ile bu
genotiplerin genetik iligkileri belirlenmistir. Calismada 21 adet RFLP primeri kullanilmis ve
16 polimorfik bant elde edilmistir. Arastirma sonucunda elde edilen dendogramda iki farkli
grup olusmus ve Ashley ile Payne ceviz cesitleri ayirt edilememistir. Calisma sonucunda
Kaliforniya gen kaynaklarmnin Fransa, I¢ Avrupa ve iran genetik kaynaklari ile daha yakindan
iliskili oldugu belirlenirken, Japonya, Kore, Cin ve Nepal ceviz genetik kaynaklari ile daha az
benzerlik gosterdigi tespit edilmistir (Fjellstrom ve ark., 1994).
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Nicese ve ark. (1998) Kaliforniya Universitesi’nde ebeveyn olarak tercih ettikleri 19
adet ceviz (J. regia L.) ¢esidinin genetik farkliliklarin1 belirlemek amaciyla molekiiler
analizlerini yapmuslardir. Yapilan c¢alismada 72 adet RAPD primeri kullanilmis olup
hepsinden bant elde etmislerdir. Bu primerlerden 23 tane polimorfik bant elde edilmis ve bant

uzunluklarinin 250 bg ile 1700 bg arasinda oldugunu belirtmislerdir.

Potter ve ark. (2002) tarafindan Amerika’nin Kaliforniya eyaletinde yapilan bir
calismada 48 adet ceviz ¢esidinin genetik iligkisini tespit etmek icin ISSR markor teknigi
kullanilmistir. Kullanilan 48 adet ceviz ¢esidi 8 adet ISSR primeri ile taramis ve sonugta 54
adet bant elde edilmistir. Bu bantlarin 31’inden polimorfik bant elde ederken, 23’iinden ise
monomorfik bant elde edilmistir. Her bir primerdeki polimorfik bant sayisinin 1 ile 7 arasinda
degisim gosterdigi tespit etmislerdir. Ayrica ISSR molekiiler tekniginin ceviz gesitleri ile
genotipler arasindaki genetik iligskinin belirlenmesinde ve tanimlanmasinda kullanilabilecegi

belirlenmistir.

Kafkas ve ark. (2005), 21 ceviz genotipinin molekiiler karakterizasyonunda SAMPL
ve AFLP tekniklerini kullanmislardir. Aragtirmada 6 tane AFLP ve 2 tane SAMPL primeri
olmak tizere toplamda 8 tane primer kombinasyonu ile ¢alisma yiiriitilmiistiir. Bu primer
kombinasyonunda 230 adet bant elde edilmis ve bunlarin %54’ polimorfik bant vermistir.
Bu ¢alisma sonucunda cevizde yakin akraba genotiplerin ayriminda AFLP teknigine gore
SAMPL tekniginin daha etkili oldugunu bildirmigler. Ayn1 zamanda Marag-18 ile Maras-46;
KSU-5 ile Siityemez-1; Maras 12 ile Siityemez-2; Kaman-3 ile Kaman-4 ve KSU-11 ile
Maras-10 genotiplerinin yakin akrabalik gosterdikleri bildirilmistir.

Dogan’in (2006) Tiirk ve yabanci orijinli 62 ceviz ¢esit ve genotipi arasindaki genetik
benzerligi belirlemek i¢in yiiriittiigii bir ¢alismada, ISSR ve RAPD markor teknikleri
kullanilmistir. Kullanilan 25 adet ISSR primerinden toplamda 181 adet bant elde edilerek
bunun 129 adedinin polimorfik oldugu belirlenmistir. RAPD analizlerinde kullanilan 25 adet
primerden 211 bant elde edilmis olup bunun 144 adedinin polimorfik oldugu tespit edilmistir.
ISSR primerlerinden elde edilen sonuglara gore genetik benzerlik katsayisinin 0.62-0.94
arasinda degisim gosterdigi saptanmistir. Bu ceviz ¢esitlerinden Sen-1 ile KR-2 genetik olarak
birbirine en yakin ¢esitler iken, KR-2 ile Sunland genetik olarak birbirine en uzak genotipler
oldugu belirlenmistir. RAPD yonteminde ise genetik benzerlik katsayis1 0.63 ile 0.95 arasinda

degisim gosterdigi belirlenmistir. RAPD markorlerinden elde edilen sonuglara gore Akga-2 ile
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Karabodur’un birbirine en yakin, Yalova-1 ile KR-2’nin birbirine en uzak genotipler oldugu
tespit edilmistir. Genotipler ve gesitler arasindaki genetik iliskiyi belirlemede ISSR ve RAPD
tekniklerinin polimorfizm oranlarinin yiiksek oldugu ve ISSR tekniginin RAPD teknigine

gore tekrarlanabilirlik acisindan avantajli oldugu saptanmistir.

Akcan ve ark. (2008), Kaman cevizlerinde apomiksis olasiligini ortaya g¢ikarmak
amaciyla ISSR ve SRAP teknigini kullanmiglardir. Calismada apomiktik olarak Kaman-1 ve
Kaman-5 genotiplerinin ait 40 adet bitki ile apomiktik oldugu belirtilen 20 adet agag ve
orijinal Kaman-1 ve Kaman-5 genotipleri kullanilmistir. ISSR yonteminde 15 adet polimorfik
primer SRAP yonteminde ise 10 adet primer kullanilmistir. Ayrica bu calisma ile SRAP
yontemi ilk defa cevizde kullanilmistir. 10 adet SRAP primerinden 185 adet bant elde edilmis
ve bu bantlarin 100 adedinde polimorfizm gdzlenmistir. ISSR yonteminde ise 15 primerden
200 adet bant elde edilmis ve bu bantlardan 122 adedinde polimorfizm oldugu belirlenmistir.
Genotipler arasindaki genetik benzerlik sonuglar1 0.60 ile 0.93 arasinda degisiklik gostermis
ve c¢alisma sonucunda ISSR yonteminin SRAP ydntemine gore birbirine yakin olan ceviz

genotiplerini daha iyi ayirdig tespit edilmistir.

Italya’nin Kuzey (Bleggiana ve Feltrina) ve Giiney bolgesinden (Malizia ve Sorrento)
alinan Italyan ceviz gesitleri {izerinde ISSR markér teknigi kullanilarak yapilan bir ¢alismada,
9 farkli ISSR primeri kullanilarak toplam 115 polimorfik bant elde edilmis bu bantlarin
polimorfizm oraninin ise %65.2 oldugunu tespit edilmistir. Ayrica benzerlik matrisinde
Sorrento ve Malizia gesitleri arasinda yiiksek oranda genetik benzerlik oldugu, fakat Kuzey ve
Giiney ¢esitleri Bleggiana ve Feltrina arasinda acik bir farklilasma oldugu belirtilmistir
(Pollegioni ve ark., 2008).

Antepfistigr iizerinde 4 farkli yontem ile zenginlestirilerek olusturulan SSR
primerlerinden yeni elde edilen ISSR primerlerinin antepfistigi, ceviz, elma, kayisi ve kiraz
gibi meyve tiirlerinde test edilmesi ve gelistirilmesi amaciyla bir c¢alisma yiiriitilmistiir.
Yiriitiilen bu ¢aligmada materyal olarak her bir meyve tiiriine ait 8 ¢esit veya tip ile yeni
gelistirilen 137 adet ISSR primeri kullanilmistir. Yeni gelistirilen ISSR primerlerinden ceviz
meyve tiriinde toplamda 613 bant elde edilmis olup 395’1 polimorfik bant gostermistir.
Antepfistiginda 618’1 polimorfik olmak {izere toplam 791 bant, elmada 496’s1 polimorfik
olmak iizere toplam 696 bant, kayisida 429 polimorfik olmak {izere toplam 666 bant, kirazda

ise 281’1 polimorfik olmak iizere 514 bant elde edildigi gozlemlenmistir. Yeni gelistirilen
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ISSR primerleri ile UBC primerleri kiyaslandiginda toplam bant sayis1 ve polimorfizm igerigi
acisindan benzer Ozellik gosterdigi tespit edilmistir. Yeni gelistirilen ISSR primerlerinin
genetik haritalamada kullanilabilecegi belirtilmistir (Karadut ve Kafkas,2013).

Dogan ve ark.” nin (2014) yiiriittiigii diinyada yetistiriciligi yapilan onemli ¢esitler ile
Tirkiye’ nin farkli illerinden toplanan 59 ceviz genotopi {izerinde yapilan ¢alismada, farkli
molekiiler markoér yontemlerinden olusan 66 adet primerle (25 ISSR, 25 RAPD, 16 SSR)
analiz yapilmistir. Yapilan ¢alisma sonucunda ceviz genotiplerinin dendogramda 3 ana grupta
kiimelendigini belirlemislerdir. 1. grupta; Kahramanmaras ve Yalova illerinden elde edilen
genotipler, 2. grupta; Kirsehir, Tokat ve Corum’ dan selekte edilen tohumlar, 3. grupta ise;
ABD ve Fransa’ ya ait ¢esitler yer almistir. Genotipler arasindaki en diisiik benzerlik orani
(%58) KR-2 ile Karabodur arasinda olurken, en yiiksek benzerlik orani ise (%91) Akca-2 ile

Backgenotipleri arasinda oldugu belirtilmistir.

26 ceviz genotipi lizerinde genetik varyasyonlarin belirlenmesi amaciyla yiiriitiilen bir
caligmada 50 adet RAPD primeri kullanilmistir. Yapilan analizler sonucunda genotiplerin
dendogramda 3 ayr1 gurupta toplanmis oldugu ve benzerlik katsayisinin 0.42 ile 0.94 arasinda
degistigi belirtilmistir. Arastirma sonucunda genetik olarak en yakin benzerlik Kaplan-86 ile
Yalova-1 arasinda olurken en uzak benzerligin ise 65/7 ile Hartley arasinda oldugu tespit

edilmistir (Erdogan ve Aygiin, 2016).

Iran’da Ebrahimi ve ark. (2016) yaptiklar1 bir ¢alismada 14 {ilkenin ve bu iilkelerin 25
farkli noktalarindan toplanan 189 adet ceviz genotipini 10 SSR markorii kullanarak analiz
etmislerdir.14 iilkeden toplanan ceviz genotipleri cografik dagilimlarina gore 2 ana gruba
(1.grup;“Tiirkiye, Iran ve Yunanistan”, 2. Grup;“Avrupa ve Kuzey Afrika) ayrilmistir.
Yapilan ¢aligma sonucunda Tiirkiye (Antalya) ve Slovakya (Bratislava)’dan alinan ceviz
genotipleri arasindaki benzerlik oraninin en diisiik (0.36) oldugu belirtilirken, en yiiksek
benzerlik orani (0.97) ise Cezayir ve Tunus ile Macaristan (Debrecen) ve Slovakya

(Trnava)’dan saglanan ceviz genotiplerinde tespit edilmistir.

Ipek ve ark.’nin (2018) Konya’nin Aksehir, Beysehir ve Hiiyiik ilgelerinde 2010-2013
yillarinda yiirtittiikleri bir seleksiyon g¢alismasinda 2500 genotip arasindan sekizinin iistiin
Ozelliklere sahip oldugunu tespit etmislerdir. Calismada bu sekiz ceviz genotipinin bazi
onemli pomolojik ve fenolojik 6zelliklerinin yani sira ISSR teknigi kullanilarak bazi 6nemli

ceviz cesitleri ile genetik benzerlikleri bu arastirmacilar tarafindan incelenmistir. Ceviz
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genotiplerinin yapraklanma donemlerinin 10-27 Nisan, yaprak dokiim donemlerinin ise 1-17
Kasim tarihleri arasinda oldugunu tespit etmislerdir. Genetik benzerlilikleri belirlemek
amaciyla olusturulan UPGMA dendograminda ise en yiiksek genetik benzerlik (0.891) AK-2
ile AK-3 arasinda, en diisiik genetik benzerlik ise (0.491) Chandler ve Franquette arasinda

oldugu bildirilmistir.

Yildirim (2019), tarafindan yapilan ¢alismada ana ¢esit (Siityemez-1) ve 95 genotip
arasindaki genetik farklilig1 belirlemek amaci ile 12 adet ISSR ve 5 adet SRAP primer ¢ifti
kullanilmis olup calismada 45 bant elde edilmis ve bu bantlardan 42 tanesinin polimorfik

oldugu gozlenmistir. Caligma sonucunda ortalama allel sayis1 ise 4.6 olarak hesaplanmastir.

Nar (2019), tarafindan yapilan ¢alismada Pedro ceviz ¢esidi ve genotipleri arasindaki
genetik benzerligi belirlemek amaciyla 12 adet ISSR primeri kullanmig olup, calisma
sonucunda polimorfizm oraninin %95.3 oldugu tespit edilirken, genotiplerde benzerlik

oraninin %S5 ile %99 arasinda degistigi belirlenmistir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

Bu c¢alisma, 2017-2018 yillar1 arasinda Kahramanmaras Siit¢ii Imam Universitesi
ceviz aragtirma ve 1slah bahgelerinde yliriitilmiistiir. Arastirmada, Kaman-1 ceviz ¢esidinin
serbest tozlanmis 200 tohumundan elde edilen genotipler arasindan rastgele se¢ilmis 79

genotip ve sahit olarak Kaman-1 ¢esidi (ana ¢esit) materyal olarak kullanilmistir.

3.1.1. Kaman-1 Cesidinin Ozellikleri

Cesidin orijini Kirsehir ilinin Kaman ilgesine bagl Isahocali kasabasidir. Kaman-1
Kahramanmaras Siit¢ii imam Universitesi Ziraat Fakiiltesi tarafindan yapilan caligmalar
sonucunda tescil edilen bir ¢esit olup, agacinin gelisimi dik-yayvandir. Geg yapraklandigi i¢in
ilkbaharin ge¢ soguklarindan fazla zarar gérmez. Verimli bir gesittir. Salkimda 4-12 meyveyi
bir arada gormek miimkiindiir. Cesidin meyve agirligi 12 g, i¢ agirhigi 6.3 g, i¢ oran1 %53 diir.
Yan dal verimi ise %70-75 oranindadir. I¢ kurduna ve antraknoza dayaniklidir. Cesitte
protogini ¢igeklenme goriiliir (Disi ¢iceklerin erkek ¢igeklerden once agmasi). Tozlayict

olarak onerilen gesitler ise Bilecik, Yalova 3, Sebin, Sen 1, Sen 2 ve Tokat 1°dir (Sen, 2011).

M
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Sekil 3.1. Kaman-1 ceviz ¢esidi meyvelerine ait gorsel
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3.2. Metot

3.2.1. Ceviz tohumlarinin 1slatilmasi ve ekimi

Arastirmada kullanilan serbest tozlanma ile elde edilen tohumlar vernelizasyon
ihtiyacin1 gidermek, tohum kabugunda mevcut olan ¢imlenmeyi engelleyici maddelerin
yikanmasi ve ¢imlenmeyi hizlandirmak amaciyla her giin suyunu degistirmek suretiyle 5 giin
boyunca suda bekletilmistir. Cogiir bitki yetistirmek amaciyla tohumlar igerisinde Harg
(1:1:1:1:1 oraninda torf, kum, perlit, toprak ve leonardit karisimi) bulunan fidan yetistirme
saksilarina ekilmistir. Cimlendirme saksilarina ekilen ceviz tohumlarinin diizenli bir sekilde

nem miktarlar1 kontrol edilerek gerektiginde sulamalar1 yapilmistir.
3.2.2. Fenolojik gozlemler

Calismada fenolojik gozlemler ceviz tanimlayicisina (Walnut Descriptors) gore
yapilmistir (Anonymous, 1994). Calisma kapsaminda fenolojik olarak genotiplerin tomurcuk
patlama, yapraklanma, yaprak sararma ve yaprak dokiim tarihleri belirlenmis olup, Cizelge

4.1’ de sunulmustur. Ayrica bu tarihlere ait periyotlar Ek-1 ve Ek-2’ de sunulmustur.
3.2.2.1.Tomurcuk patlama ve yapraklanma donemi

Tomurcugun kabarma sathasindan sonra tomurcuk pullarinin altindan yesil kismin tam
anlamiyla goriildiigii donemdir (Sekil 3.2-a). Tomurcuklarin %50’sinde bu olay goriildiigiinde
tomurcuk patlama donemi olarak kayit altina alinmistir (Anonymous, 1994). Tomurcuklarin
%70’inde dal ile 45 derecelik a¢1 yaparak yaprakgiklarin gorildigi safha (Sekil 3.2-b)
yapraklanma olarak kayit altina alinmistir (Anonymous, 1994).

e

Sekil 3.2. Fenolojik gézlemler (yapraklanma safthalart) a-Tomurcuk patlama b- Yapraklanma asamalar:

b
A
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Calisma kapsaminda kullanilan genotiplerin tomurcuk patlama, yapraklanma, yaprak
sararma ve yaprak dokiim donemleri, ana ¢eside ait yapraklanma donemi dikkate alinarak

simiflandirilmistir (Cizelge 3.1).
3.2.2.2. Yaprak sararma-dokiim donemi

Yapraklarda yesil rengin zaman gectikce acilarak sariya dondiigii ve bitkideki
yapraklarin %70’inin sarardig: tarih sararma donemi olarak kabul edilmistir (Anonymous,

1994).

Bitki tizerindeki yapraklarin %70’inin dokiildiigi tarih dokiim tarihi olarak kayit altina
alinmis ve bu donem bitkilerin dinlenmeye girdigi donem olarak da kabul edilmistir

(Anonymous, 1994)

Aragtirma kapsaminda kullanilan genotiplerin yaprak sararma ve dokiim sathalari, ana
¢esidin (Kaman-1) yaprak sararma ve dokiim tarihi dikkate alinarak siniflandirilmistir

(Cizelge 3.1; Cizelge 3.2).
3.2.2.3. Fenolojik simiflandirma

Genotiplerin ana g¢eside gore fenolojik ve genetik Ozelliklerinin siniflandirilmasi

Cizelge 3.1°de belirlenen skalaya gore yapilmistir.

Cizelge 3.1. Genotiplerin ana ¢eside gore fenolojik ve genetik 6zelliklerinin siniflandirilmasi

Fenolojik Genetik
Smiflandirma Ana gesitten (Giin olarak) Ana cesite gore farklilik orani
(Dendogram)
Cok yakin +1-2 <0.25
Yakin +3-8 0.25-0.49
Uzak +9-15 0.50-0.75
Cok uzak +15 ve lizeri >(0.75

Kaynak: Siityemez, (2019)

17



Cizelge 3.2. Ana gesite gore genotiplerin fenolojik 6zelliklerinin siniflandirilmasi (giin)

ONCE (giin) Ana SONRA (giin)
gesitten
16 |15 | 14 | 13 |12 | 11 | 10 211 0 |12 9 (10 |11 |12 |13 |14 |15 | 16
(s a———)
Ayni
(Essees— EEEEeesese—
Cok
yakin
(e e————— S —_—)
Uzak
Cok uzak

Kaynak: Siityemez, 2019
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3.2.3. Molekiiler analizler

3.2.3.1. Yaprak orneklerinin toplanmasi

Calismada elde edilen ¢ogiirler arasindan 79 adet ceviz genotipi rastgele secilmistir.
Segilen bu genotiplerin her biri igin geng ve hastaliksiz 3-5 adet yaprak ornegi alinmustir.
Alman ornekler %70’lik alkol ve saf sudan gegirilmistir. Daha sonra toplanan yaprak
ornekleri kuru buz igerisinde korunarak laboratuvara getirilmis ve DNA izolasyonuna kadar -

80°C’de muhafaza edilmistir (Sekil 3.4).

\ ~ —

Sekil 3.4. Geng taze siirgiinlerden yaprak 6rneklerinin alinmasi
3.2.3.2. DNA izolasyonu

Calismada kullanilan ceviz (Juglans regia L.) genotiplerinin DNA izolasyonu Doyle
ve Doyle (1987)’ nin gelistirmis oldugu Bardak (2017)’inmodifiye ettigi CTAB yontemine
gore yapilmistir. DNA izolasyonuda agagida belirtildigi iizere yapilmistir.

1- Ceviz genotiplerine ait -80°C’de muhafaza edilen yaprak 6rnekleri 2000 pL’lik tiiplere
yerlestirilerek sivi azot yardimiyla iyice 6giitiilmustiir (Sekil 3.5).

2- Ogiitiilen yaprak pargaciklarmin iizerine 1000 pL izolasyon ¢dzeltisi (0.1 M Tris-HCI
(pH:8),1 M NacCl, 0.02 M EDTA (pH:8), %2 w/v CTAB, %2 Polyvinyl-pyrrolidone-40,
%0.2 P-merchaptoethanol) eklenerek (Sekil 3.5) tiipler alt-iist edilmistir.

3- Izolasyon soliisyonu eklenen drnekler 65°C de su banyosunda her 10 dakikada bir alt-iist
edilmek sartiyla 1 saat boyunca bekletilmistir (Sekil 3.5).

4- Sicak su banyosundan ¢ikarilan orneklerin tizerine 1000 uL Kloroform/ izoamil alkol
(24:1) eklenip 12000 rpm devirde +4°C’de 10 dakika santrifiij edilmistir.
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Tiplerin tlizerinde olusan silipernatant farkli tliplere aktarilip tekrar 1000 pL
kloroform/izoamil alkol (24:1) eklenerek alt-iist edilip 12000 rpm devirde, +4°C’ de 10
dakika santrifiij edilmistir.

Tekrar olusan siipernatant farkli tiiplere aktarilmis ve -20°C’de muhafaza edilen 1000 pL
propanol eklenerek -20°C’de 45 dakika boyunca bekletilmistir.

-20°C’den ¢ikarilan 6rnekler alt-iist etme isleminden sonra 12000 rpm devirde +4°C’de 10
dk santrifiij edilmis olup pellet olusumu saglanmistir (Sekil 3.5).

Olusan pelletlerin tizerindeki sivi uzaklastirilarak 500 uL %70’lik etanol eklenip 13000
rpm devirde 2 dk santriflij edilmistir. Kirlilik goriilen pelletlerde bu islem iki defa
tekrarlanmustir.

Etenol uzaklastirilarak pelletler 200 pL ultra saf suda ¢oziindiirilmiistiir. Boylece
izolasyon asamasi tamamlanmis olup PCR c¢alismalarina kadar -20°C’de muhafaza

edilmistir.

10- izolasyon sonucu elde edilen DNA’lar %1°lik agaroz jelde kosturularak DNA’larin ‘var’

yada ‘yok’ olduklari belirlenmistir. DNA goriintiisii ¢ikmayan genotipler izolasyon
islemine tekrar tabi tutulmustur (Sekil 3.5).

11- Elde edilen DNA’larin izolasyon safliklar1 Nanodropspektrofotometre (Thermo Nanadrop

2000 Spektrofotometre) ile belirlenmistir. PCR ¢alismalar1 igcin DNA konsantrasyonlar: 10

ng/uL olacak miktarda seyreltilmistir.

Sekil 3.5. Ceviz genotiplerinin DNA izolasyonuna ait gorseller (a-Yaprak émeklerinin tiiplere
yerlestirilmesi b-Tiiplerin sivi azota daldirilmasi c- Yapraklarin ezilmesi d- Yapraklarin ezilmis goriiniimii e- Buffer eklenmesi f- Sicak
su banyosundan goriiniim g- Pellet olusumu h- %1 agaroz jel yilkleme agamasi)

20



3.2.3.3. Genotiplerin DNA markorleri ile taranmasi

Arastirmada ceviz genotipleri arasindaki genetik farkliliklar1 belirlemek amaciyla 12

adet ISSR primeri kullanilmigtir. Kullanilan ISSR primerleri Cizelge 3’ te sunulmustur.

Cizelge 3.3. PCR’de kullanilan ISSR primerleri ve niikleotid dizilimleri

No Primerler Baz dizilimi DNA’ya yapigma sicakliklari
1 ISSR1 CACACACACACAA 50°C
2 ISSR3 CACACACACACAGG 50°C
3 ISSR4 CACACACACACAGC 50°C
4 ISSR5 CACACACACACAG 50°C
5 ISSR6 CACACACACACACAGT 50°C
6 ISSR7 ACACACACACACACACCG 50°C
7 ISSR8 ACACACACACACACACACC 50°C
8 ISSR9 ACACACACACACACACTG 50°C
9 ISSR11 GAGAGAGAGAGAGAGATC 50°C
10 ISSR12 GAGAGAGAGAGAGAGAGAC 50°C
11 ISSR13 AGAGAGAGAGAGAGAGC 50°C
12 ISSR15 ATATATATATATATAT 50°C

3.2.3.4. ISSR analizleri

Arastirmaya konu olan ana gesit (Kaman-1) ile ceviz genotipleri arasindaki genetik
farkliliklar1 belirlemek amaciyla ISSR analizleri, Zietkiewicz ve ark. (1994)’nin gelistirmis
oldugu, Bardak ve Bolek (2012)’in modifiye ettigi yonteme gore yapilmistir. Calismada
kullanilan kimyasallar ve PCR dongiisiiniin baglanma sicakliklar1 ile siireleri asagida

belirtildigi sekilde uygulanmistir.
Kullanilan kimyasallar

2 uL 10x PCR soliisyonu

1.5 uL MgCl,

1 uLdNTP (5mM) (Vivantis)

1 puL ISSR primeri (10 pmol)

1.5 uL DNA Tagpolimeraz

1 nLgenomik DNA

12 },LL deO
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ISSR PCR sicakhik dongiileri

94°C 4dk — 1 dongii

94°C 1 dk

50°C 1 dk 35 dongii

72°C 1 dk

72°C 10 dk ——1 dongii

4°Coodk — 5 1 dongii

3.2.3.5. Genotiplere ait jel goriintiilerinin elde edilmesi

Ceviz genotiplerine ait jel goriintiilerini elde etmek i¢in hazirlanan %3’liik agaroz
jelde DNA’lar 1 X TBE tampon c¢ozeltisi igerisinde 160 voltaj elektrik akiminda 2 saat
boyunca kosturulmustur. Etidyum bromiir igeren boyama ¢ozeltisinde (1 litre saf su + 300ul
etidyum bromiir) 15 dk bekletilerek DNA’larin boyanmasi saglanmistir. Boyanan DNA

bantlar1 UV (ultraviyole) 151k altinda goriintiilenmistir.
3.2.3.6. DNA bantlarinin skorlanmasi

PCR analiz sonuglarina gore okuma aralign 200 ile 1000 baz ¢ifti arasinda
belirlenmistir. Skorlamada DNA bantlar1 ana ¢esit ve genotipler arasinda karsilastirilarak ayni
uzunluga sahip olan bantlar ‘1°, farkli uzunluklardaki bantlar ise ‘0’olarak skorlanmistir

(Bardak ve Bolek, 2012; Zhang ve ark., 2005).
3.2.3.7. Veri analizi

Elde ettigimiz skorlama sonucu verilerine gore calismada kullanilan primerlerin
polimorfizm bilgi igerikleri Laborda ve ark. (2005) dikkate alinarak Excel’de hesaplanmistir.
Polimorfik bantlarda ‘1’ ve ‘0’ allel toplamlar1 yapilip her bandin ayr1 ayr allel frekanslar

asagidaki formiile gore hesaplanmistir. Buradaki f i, i bandinin frekansini belirtmektedir.

PIC=1-Y(fi)2

Genotipler arasindaki benzerlik katsayisini belirlemek i¢in Nei (1972) indeksi POPGENE

3.2 paket programinda hesaplanmistir. Genotiplere ait dendogram “Unwieghted Pair Group of
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Aritmetic Means” (UPGMA) yontemine goére NTSYSpc v. 2.02 programi (Rohlf, 1998)

kullanilarak Dice indeksine (Dice, 1945) gore olusturulmustur.

Structure 2.3.4 paket programi kullanilarak kiimeleme analizi yapilmistir. ideal grup
sayisint belirlemek i¢in her bir K degeri 10 bagimsiz simiilasyon ile 1’den 10’a kadar
calistirilmistir. Permiitasyon modiilii ise 10.000 ile 100.000 aralifinda se¢ilmis ve grup sayisini
belirleyen AK degeri her bir K degeri i¢in 5 tekrar yapilarak hesaplanmistir. Analiz sonuglari zip
dosyasinda arsivlenmis ve bu dosya structure harvaster web sayfasina yiiklenerek ideal AK

degeri bulunmustur (http://taylor0.biology.ucla.edu/structureHarvester/).
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Arastirmada kullanilan ana gesit ve genotipler iizerinde yiiriitillen fenolojik gézlemler
(tomurcuk patlama, yapraklanma, yaprak sararma ve yaprak dokiimii) ve molekiiler diizeydeki
laboratuvar ¢aligmalarina ait bulgular tezde sunulmustur (Cizelge 4.1; Sekil 4.4; Sekil 4.5; Sekil
4.6).

4.1. Fenolojik Gozlemler
4.1.1. Tomurcuk patlama- yapraklanma dénemi

Fenolojik gozlemlerde, tomurcuklardaki patlamalarin, ana ¢esitte 29 Mart tarihinde, diger
genotiplerde ise 10 Mart (Genotip 80) ile 27 Nisan (Genotip 92) tarihleri arasinda basladig
gbzlenmistir (Cizelge 4.1).

Aragtirma kapsaminda elde edilen fenolojik bulugulara gore tizerinde c¢alisilan 79
genotipten 4 genotipin (%5.06) ana gesit ile “ayn1” donemde, 28 genotipin (%35.44) ana gesitten
daha “Once” ve 47 genotipin (%59.49) ise ana gesitten daha “ge¢” tomurcuk patlatma periyoduna
sahip oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.1). Genotiplere ait tomurcuk patlama periyodunun 48 giin
boyunca devam ettigi tespit edilerek kayit altina alinmistir. Ceviz genotiplerine ait tomurcuk
patlama donemlerinin ¢ok biiylik oranda (%94.93) ana ceside gore daha farkli donemlerde
meydana gelmesi fenolojik ¢esitlilik bakimindan olduk¢a dikkat g¢ekici bir durum olarak

degerlendirilmistir.

Ayrica metotda belirtildigi gibi genotiplerin tomurcuk patlama donemleri ebeveyn ¢esit
(Kaman-1) ile mukayese edilerek smiflandirilmasi yapilmistir (Cizelge 4.1; Sekil 4.1). Ana
ceside genotiplerin; %25’inin “Cok yakin”, %49 unun “Yakm”, %18’inin “Uzak” ve %8’inin ise

“Cok uzak” kategoride yer aldiklar tespit edilmistir

Cevizde en 6nemli fenolojik 6zelliklerden biri yapraklanma dénemidir. Bu parametrede
ana gesitte yapraklanma donemi 6 Nisan’da baslarken, genotipler icerisinde yapraklanmanin en
erken 22 Mart tarihinde Genotip 37 ile Genotip 80°de goriildiigli, en ge¢ yapraklanmanin ise 5

Mayis’ta Genotip 92°de oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.1). Fenolojik gézlemler sonucunda
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genotiplere ait yapraklanma baslangi¢ donemlerinin 45 giin gibi uzun bir zaman periyodu

igerisinde yayilim gosterdigi kayit altina alimmistir (Cizelge 4.1).

Bu tez muhtevasinda iizerinde ¢aligilan 79 ceviz genotipine ait yapraklanma donemleri
bakimindan 10 genotipin (%12.65) ana ¢esit ile “aymi”, 29 genotipin (%36.70) ana ¢esitten
“Once” ve 40 genotipin (%50.63) ise ana ¢eside kiyasla daha “gec¢” yapraklanmaya basladigi
belirlenmistir (Cizelge 4.1). Elde edilen fenolojik gbézlemler sonucunda 69genotipin ana gesite
gore farkli zaman periyodunda yapraklanmaya baslamasi bu oOzellik yoniiyle anagesit ile
genotipler arasinda onemli oranda (%87.33) varyasyonun oldugunu gostermektedir (Cizelge
4.1).

Ceviz genotiplerinin yapraklanma donemleri “Kaman-1” ceviz ¢esidi ile mukayese
edilerek benzerlik seviyeleri smiflandirilmigtir. Yapilan siniflandirmaya goére genotiplerin;
%33 iniin “Cok yakin”, %35’inin “Yakin”, %22’sinin “Uzak” ve %10’unun ise “Cok uzak”

kategorisinde yer aldigi belirlenmistir (Cizelge 4.1; Sekil 4.1).

Ceviz genotiplerinintomurcuk patlama ve yapraklanma dénem bulgularindan ¢ok 6nemli

farkliliklarin oldugu belirlenmistir.

Siityemez ve Kagka (2002) tarafindan Kahramanmaras ekolojik sartlarinda yerli ve
yabanci ceviz genotipleri lizerinde yaptiklari caligmada, yapraklanmanin en erken 8 Mart
tarihinde Serr, Sen-1, KR-2 ve Marag-10 genotiplerinde gerceklestigi, en ge¢ yapraklanmanin ise
24 Nisan tarihinde Franquette c¢esidinde goézlemlediklerini bildirmislerdir. Kaman-1 ceviz
¢esidine ait yapraklanmanin ise 14 Mart tarihinde basladigi belirtilmistir. Bu ¢alismada ana
cesidimiz olan Kaman-1 ceviz c¢esidinin yapraklanma tarihi 6 Nisan, genotiplerde ise
yapraklanma tarihi 22 Mart olarak belirlenmistir (Cizelge 4.1). Yapilan iki ¢aligmadaki fenolojik
verilere bakildiginda ana ¢esit olan Kaman-1 ile dnceki ¢alismadaki Kaman-1 arasinda 24 giin
gibi bir zaman farki gdzlenmis olup, bu farkliligin yillara gére meydana gelen iklimsel

farkliliktan kaynaklandig: diistiniilmektedir.

Biikiicii (2014), tarafindan Kahramanmaras kosullarinda yiiriitiilen bir ¢alismada Bilecik,
Kaman-1, Maras-18, Siityemez-1, Siityemez-2, Sen-1, Maras-12, Sebin genotiplerine ait
fenolojik ozellikler belirlenmis olup, ¢alismada Kaman-1 ¢esidinde tomurcuk patlamanin 26

Mart tarihinde, yapraklanmanin ise 2 Nisan tarihinde gergeklestigi belirlenmistir.
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Tomurcuk patlama Yapraklanma
Cok Cok
uzak Gok uzak Cok
8% yakin
25%

10%

Yakin
35%

49%

Sekil 4.1. Ceviz genotiplerinin tomurcuk patlama- yapraklanma baslangig
donemlerinin Kaman-1’e gore (%) simiflandiriimasi

4.1.2. Yaprak sararma-dokiim donemi

Fenolojik gozlemlerde yaprak sarama baslangi¢ periyotlarinin tim materyellerde 25 giin
boyunca devam ettgi kayit altina alinmistir. Yaprak sararmanin en erken (31 EKim) ana gesite ait
bitkide bagladigi bunu Genotip 31’in (1 Kasim) takip ettigi belirlenmistir (Cizelge 4.1). Diger
genotiplerde ise yaprak sarama baslangi¢ donemlerin en ge¢ 24 Kasim (Genotip 28 ve Genotip
93) tarihine kadar devam ettgi gézlenmistir (Cizelge 4.1).

Ana ceside (Kaman-1) gore diger yaprak sararma donemleri {izerinden yapilan
siniflandirmada genotiplerin; %9’ unun “Cok yakin”, %57’ sinin “Yakin”, %20’ sinin “Uzak” ve

%14’ iiniin 1se “Cok uzak” oldugu tespit edilmistir (Cizelge 4.1; Sekil 4.2).

Yaprak dokiim baslangici en erken 17 Kasim tarihinde ana g¢esitte goriiliirken, en geg 19
Aralik tarihinde Genotip 3’ te gozlenmistir (Cizelge 4.1). Bu ¢izlegede goriilecegi gibi tiim
genotiplerde yaprak dokiim baslangiglari 33 giin siireyle devam etmistir (Cizelge 4.1).

Calismada genotiplerin yaprak dokiim donemleri Kaman-1 ¢esidi ile mukayese
edilerek smiflandirilmistir. Bu simiflandirmaya goére genotiplerin %15’ inin “Yakin”, %22’
sinin “Uzak”, %63’ iiniin “Cok uzak” kategoride yer aldig1 belirlenmistir. (Cizelge 4.1; Sekil
4.2).
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Yaprak sarama ve yaprak dokiim ozellikleri yoniiyle ceviz genotiplerinin tamaminin
(%100) ana ¢eside gore farkli periyotta olmasi fenolojik ¢esitlilik agisindan 6nemli bir

sonugctur.

Kahramanmaras sartlarinda farkli ceviz gesitleri ile yapilan bir ¢aligmada, Kaman-1
¢esidinde tomurcuk patlama doneminin 6-10 Nisan tarihleri arasinda, yaprak dokiimiiniin 5-9
Kasim tarihleri arasinda gerceklestigi bildirilmistir (Siityemez, 2016). Yiiriittiiglimiiz bu
calismada tiim genotiplere ait yaprak dokiim donemlerinin ise 17 Kasim ile 19 Aralik tarihleri

arasinda gerceklestigi belirlenmistir.

Nar (2019), tarafindan yapilan ¢alismada Pedro ceviz cesidi ve genotiplere ait bazi
fenolojik ozellikler incelenmistir. Genotiplere ait yaprak sararma ve dokiim baslangict
donemleri ana ¢eside gore siniflandirildiginda sirasiyla %28.42 ve %69.47 oranlarinda
farklilik oldugu belirtilmistir. Yapmis oldugumuz calismada her iki 6zellik bakimindan
Kaman-1’ e gore yapilan siiflandirmada tiim genotiplerde %100 oraninda farklilik oldugu

tespit edilmistir.

Yaprak sararma Yaprak dokiim
Cok Cok Cok
uzak yakin yakin Yakin

14% % 0% 15%

Uzak ‘
20%

Uzak
22%

Yakin
57%

Sekil 4.2. Ceviz genotiplerinin yaprak sararma-dokiim baslangict donemlerinin Kaman-1’e

gore (%) siiflandirilmasi

Calismada incelenen fenolojik karakterlerden ana gesitle 3 ve tizeri 6zellik bakimindan
ayni grupta yer alan genotipler ana c¢eside fenolojik olarak “¢ok benzer” olarak
nitelendirilmistir (Cizelge 4.1). Bu agidan 4 6zellik bakimindan Genotip 38 veGenotip 66
‘yakin’ grubunda benzer ozellik gosterirken, Genotip 36 ise ‘cok uzak’ grubunda benzer
ozellik gostermistir. 3 6zellik bakimindan genotipler incelendiginde Genotip 31 ‘¢ok yakin’

grubunda, Genotip 1, 2, 14, 29, 39, 48, 50, 56, 62, 63, 65 ve 68 ‘yakin’ grubunda, Genotip 36,
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54 ve 82 ‘uzak’ grubunda, Genotip 37, 80 ve 81’ in ise ‘¢cok uzak’ grubunda benzer 6zellik
gosterdigi belirlenmistir (Cizelge 4.1).
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Cizelge 4.1. Ceviz genotiplerinin bazi fenolojik 6zellikleri ve siniflandirilmasi (Kaman-1’e gore)

Genotpler | Tma | (g olasy | Smandima | apreklanma | SGEETC SENE | smianarma | BT | S iy | Smitandma | pilET | ol | Siflanduna
Genotip 1 2/04 +4 Yakin 10/04 +4 Yakin 2/11 +2 Cok yakin | 23/11 +6 Yakin
Genotip 2 4/04 +6 Yakin 13/04 +7 Yakin 7/11 +7 Yakin 29/11 +12 Uzak
Genotip 3 9/04 +11 Uzak 16/04 +10 Uzak 5/11 +5 Yakin 19/12 +32 Cok uzak
Genotip 4 3/04 +5 Yakin 15/04 +9 Uzak 7/11 +7 Yakin 1/12 +14 Uzak
Genotip5 | 30/03 +1 Cok yakin 7/04 +1 Cok yakin 3/11 +3 Yakin 24/11 +7 Yakin
Genotip 6 | 28/03 -1 Cok yakin 7/04 +1 Cok yakin 7/11 +7 Yakin 1/12 +14 Uzak
Genotip 7 8/04 +10 Uzak 16/04 +10 Uzak 2/11 +2 Cok yakin 5/12 +18 Cok uzak
Genotip 8 5/04 +7 Yakin 16/04 +10 Uzak 2/11 +2 Cok yakin 3/12 +16 Cok uzak
Genotip9 | 30/03 +1 Cok yakin 6/04 0 Cok yakin 6/11 +6 Yakin 28/11 +11 Uzak

Genotip 10 | 31/03 +2 Cok yakin 6/04 0 Cok yakin 22/11 +22 Cok uzak 6/12 +19 Cok uzak
Genotip 11 | 11/04 +13 Uzak 16/04 +10 Uzak 3/11 +3 Yakin 23/11 +6 Yakin
Genotip 12 | 19/03 -10 Uzak 26/03 -12 Cok uzak 3/11 +3 Yakin 23/11 +6 Yakin
Genotip 13 | 31/03 +2 Cok yakin 6/04 0 Cok yakin 7/11 +7 Yakin 2/12 +15 Cok uzak
Genotip 14 | 4/04 +6 Yakin 13/04 +7 Yakin 5/11 +5 Yakin 3/12 +16 Cok uzak
Genotip 15 | 6/04 +8 Yakin 16/04 +10 Uzak 3/11 +3 Yakin 4/12 +17 Cok uzak
Genotip 16 | 31/03 +2 Cok yakin 6/04 0 Cok yakin 3/11 +3 Yakin 25/11 +8 Yakin
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Cizelge 4.1.”in devami

cenopler | T | (e ol | Smflandima | apreklanma | “SETCL SENC | smandima | G | ST 0| smnanama | SEET | i o | Smflandima
Genotip 17 | 30/03 +1 Cok yakin 8/04 +2 Cok yakin 8/11 +8 Yakin 3/12 +16 Cok uzak
Genotip 18 |  1/04 +3 Yakin 7/04 +1 Cok yakin 3/11 +3 Yakin 3/12 +16 Cok uzak
Genotip 19 | 23/03 -6 Yakin 1/04 -5 Yakin 14/11 +14 Uzak 15/12 +28 Cok uzak
Genotip 20 | 31/03 +2 Cok yakin 7/04 +1 Cok yakin 5/11 +5 Yakin 23/11 +6 Yakin
Genotip 22 | 4/04 +6 Yakin 10/04 +4 Yakin 10/11 +10 Uzak 13/12 +26 Cok uzak
Genotip 23 | 29/03 0 Cok yakin 5/04 -1 Cok yakin 5/11 +5 Yakin 3/12 +16 Cok uzak
Genotip 25 | 19/03 -10 Uzak 29/03 -8 Yakin 7/11 +7 Yakin 3/12 +16 Cok uzak
Genotip 26 | 1/04 +3 Yakin 7/04 +1 Cok yakin 5/11 +5 Yakin 14/12 +27 Cok uzak
Genotip 27 | 25/04 +27 Cok uzak 30/04 +24 Cok uzak 5/11 +5 Yakin 23/11 +6 Yakin
Genotip 28 | 2/04 +4 Yakin 10/04 +4 Yakin 24/11 +24 Cok uzak 7/12 +20 Cok uzak
Genotip 29 | 4/04 +6 Yakin 13/04 +7 Yakin 7/11 +7 Yakin 3/12 +16 Cok uzak
Genotip 30 | 29/03 0 Cok yakin 2/04 -4 Yakin 5/11 +5 Yakin 6/12 +19 Cok uzak
Genotip 31 | 30/03 +1 Cok yakin 4/04 -2 Cok yakin 1/11 +1 Cok yakin 28/11 +11 Uzak
Genotip 32 | 23/03 -6 Yakin 4/04 -2 Cok yakin 4/11 +4 Yakin 28/11 +11 Uzak
Genotip 36 | 13/03 -16 Cok uzak 27/03 -10 Uzak 9/11 +9 Uzak 29/11 +12 Uzak
Genotip 37 | 12/03 -17 Cok uzak 22/03 -15 Cok uzak 4/11 +4 Yakin 3/12 +16 Cok uzak
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Cizelge 4.1.”in devami

A e T e A e e e .
Genotip 38 |  24/03 -5 Yakin 1/04 -5 Yakin 3/11 +3 Yakin 23/11 +6 Yakin
Genotip 39 6/04 +8 Yakin 16/04 +10 Uzak 3/11 +3 Yakin 22/11 +5 Yakin
Genotip 41 | 31/03 +2 Cok yakin 6/04 0 Cok yakin | 12/11 +12 Uzak 3/12 +16 Cok uzak
Genotip 42 3/04 +5 Yakin 8/04 +2 Cok yakin 11/11 +11 Uzak 3/12 +16 Cok uzak
Genotip 43 | 19/03 -10 Uzak 27/03 -10 Uzak 5/11 +5 Yakin 4/12 +17 Cok uzak
Genotip 44 |  25/04 -4 Yakin 2/05 +26 Cok uzak 10/11 +10 Uzak 25/11 +8 Yakin
Genotip 45| 19/03 -10 Uzak 28/03 -9 Uzak 4/11 +4 Yakin 3/12 +16 Cok uzak
Genotip 46 29/03 0 Cok yakin 4/04 -2 Cok yakin 3/11 +3 Yakin 27/11 +10 Uzak
Genotip 47 23/03 -6 Yakin 30/03 -7 Yakin 16/11 +16 Cok uzak 8/12 +21 Cok uzak
Genotip 48 5/04 +7 Yakin 12/04 +6 Yakin 4/11 +4 Yakin 28/11 +11 Uzak
Genotip 49 |  23/03 -6 Yakin 3/04 -3 Yakin 16/11 +16 Cok uzak 3/12 +16 Cok uzak
Genotip 50 2/04 +4 Yakin 9/04 +3 Yakin 5/11 +5 Yakin 27/11 +10 Uzak
Genotip 51 | 21/03 -8 Yakin 27/03 -10 Uzak 9/11 +9 Uzak 3/12 +16 Cok uzak
Genotip 52 |  23/03 -6 Yakin 4/04 -2 Cok yakin 3/11 +3 Yakin 2/12 +15 Cok uzak
Genotip 53 |  28/03 -1 Cok yakin 6/04 0 Cok yakin 4/11 +4 Yakin 3/12 +16 Cok uzak
Genotip 54 |  10/04 +12 Uzak 16/04 +10 Uzak 2/11 +2 Cok yakin 28/11 +11 Uzak
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Cizelge 4.1.”in devami

R e e R e Rl el .
Genotip 55 | 23/03 -6 Yakin 4/04 -2 Cok yakin | 2/11 +2 Cok yakin 27/11 +10 Uzak
Genotip 56 | 3/04 +5 Yakin 9/04 +3 Yakin 3/11 +3 Yakin 29/11 +12 Uzak
Genotip 58 | 23/03 -6 Yakin 1/04 -5 Yakin 2/11 +2 Cok yakin 28/11 +11 Uzak
Genotip 59 | 28/03 -1 y(ig(n 4/04 -2 Cok yakin | 3/11 +3 Yakin 23/11 +6 Yakin
Genotip 61 | 9/04 +11 Uzak 16/04 +10 Uzak 5/11 +5 Yakin 3/12 +16 Cok uzak
Genotip 62 | 4/04 +6 Yakin 13/04 +7 Yakin 7/11 +7 Yakin 14/12 +27 Cok uzak
Genotip 63 | 5/04 +7 Yakin 14/04 +8 Yakin 3/11 +3 Yakin 3/12 +16 Cok uzak
Genotip 65| 4/04 +6 Yakin 12/04 +6 Yakin 8/11 +8 Yakin 15/12 +28 Cok uzak
Genotip 66 | 23/03 -6 Yakin 2/04 -4 Yakin 5/11 +5 Yakin 23/11 +6 Yakin
Genotip 67 | 12/04 +14 Uzak 22/04 +16 Cokuzak | 11/11 +11 Uzak 3/12 +16 Cok uzak
Genotip 68 | 23/03 -6 Yakin 29/03 -8 Yakin 4/11 +4 Yakin 29/11 +12 Uzak
Genotip 70 | 30/03 +1 yig‘n 5/04 1 Cok yakin | 8/11 +8 Yakn 3/12 +16 Cok uzak
Genotip 71| 1/04 +3 Yakin 5/04 -1 Cok yakin | 3/11 +3 Yakin 10/12 +23 Cok uzak
Genotip 72 | 21/03 -8 Yakin 28/03 -9 Uzak 8/11 +8 Yakin 12/12 +25 Cok uzak
Genotip 73 | 21/03 -8 Yakin 3/04 -3 Yakin 9/11 +9 Uzak 6/12 +19 Cok uzak
Genotip 74 |  9/04 +11 Uzak 16/04 +10 Uzak 7/11 +7 Yakin 7112 +20 Cok uzak

32




Cizelge 4.1’in devanu

conotpler | " e | (e ol | Smandrma | Vapraklanma | “EEVL SENE [ smnanaima | G| TR | Smitenarma | g | mola | Smiflandima
Genotip 79 | 29/03 0 Cok yakin 6/04 0 Cok yakin | 20/11 +20 Cok uzak 8/12 +21 Cok uzak
Genotip 80 | 10/03 -19 Cok uzak 22/03 -15 Cok uzak 9/11 +9 Uzak 2/12 +15 Cok uzak
Genotip 81 | 19/04 +21 Cok uzak 30/04 +24 Cok uzak 6/11 +6 Yakin 4/12 +17 Cok uzak
Genotip 82 | 10/04 +11 Uzak 20/04 +14 Uzak 12/11 +12 Uzak 4/12 +17 Cok uzak
Genotip 83 | 10/04 +11 Uzak 12/04 +6 Yakin 14/11 +14 Uzak 5/12 +18 Cok uzak
Genotip 84 | 30/03 +1 Cok yakin 9/04 +3 Yakin 18/11 +18 Cok uzak 15/12 +28 Cok uzak
Genotip 85| 2/04 +4 Yakin 12/04 +6 Yakin 12/11 +12 Uzak 1/12 +14 Uzak
Genotip 86 | 22/03 -7 Yakin 2/04 -4 Yakin 17/11 +17 Cok uzak 6/12 +19 Cok uzak
Genotip 87 | 21/03 -8 Yakin 2/04 -4 Yakin 21/11 +21 Cok uzak 5/12 +18 Cok uzak
Genotip 88 | 26/03 -3 Yakin 6/04 0 Cok yakin | 21/11 +21 Cok uzak 4/12 +17 Cok uzak
Genotip 89 | 27/03 -2 Cok yakin 6/04 0 Cok yakin 9/11 +9 Uzak 1/12 +14 Uzak
Genotip 90 | 2/04 +4 Yakin 12/04 +6 Yakin 12/11 +12 Uzak 2/12 +15 Cok uzak
Genotip 92 | 27/04 +29 Cok uzak 5/05 +29 Cok uzak 16/11 +16 Cok uzak 11/12 +24 Cok uzak
Genotip 93 | 9/04 +11 Uzak 17/04 +11 Uzak 24/11 +24 Cok uzak 7/12 +20 Cok uzak
Genotip 94 | 30/03 +1 Cok yakin 6/04 0 Cok yakin 9/11 +9 Uzak 3/12 +16 Cok uzak

Kaman-1 | 29/03 0 - 6/04 0 - 31/10 0 - 17/11 0 -
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.2. Genotipler Arasindaki Genetik Farklihgin Belirlenmesi

Ceviz genotipleri arasindaki genetik varyasyonun belirlenmesi i¢in yapilan laboratuvar
calismalarinda, kullanilan 12 adet ISSR primerinin 6 tanesinden (ISSR 1, ISSR 3, ISSR5, ISSR6,
ISSR7 ve ISSR15) bant elde edilememistir. Ancak diger 6primerden 44 adet bant elde edilmis
olup bu bantlarin 38 tanesinde polimorfizm gozlenmistir(Cizelge 4.2). Kullanilan primerlere ait
polimorfizm bilgi igerigi (PIC) %81ile %99 arasinda farklilik gdstermistir (Cizelge 4.2). ISSR
primerlerine ait polimorfizm oraninin %86.36 oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.2). Calisma
sonucunda en fazla allel (9) tireten primerin ISSR 4 oldugu tespit edilmis ve ortalama allel sayisi
ise 4.2 olarak hesaplanmistir (Cizelge 4.2; Sekil 4.3).

Sekil 4.3.ISSR 4 primer kombinasyonlarina ait jel-1 bantlarinin gériintimii

Potter ve ark. (2002) ABD’nin Kaliforniya eyaleti Wolfskill aragtirma bahgesinde
bulunan 48 adet ceviz ¢esidi lizerinde ISSR markor teknigi kullanarak cesitler arasindaki genetik
iliskileri incelemislerdir. Yaptiklar1 analizlerde 8 adet ISSR primerden 54 bant elde etmis ve bu
bantlarin 31 tanesinde (%57) polimorfizm oldugunu belirlemislerdir. Akcan ve ark. (2008)
tarafindan ISSR ve SRAP molekiiler markor tekniklerinin kullanilarak yiriitiilen bir ¢alismada
62 ceviz genotipinin karakterizasyonu belirlenmistir. Arastirmada Kaman-1 ¢esidine ait
cogiirlerde 10 SRAP primer ciftinden 94 adet bant elde edilmis ve bunlarin 52 tanesinin
polimorfik oldugu belirtilmistir. 15 adet ISSR primeri kullanilarak 112 adet bant elde edilmis ve
bunlarin 67 tanesinin polimorfik oldugu tespit edilmistir. Pollegioni ve ark. (2008)’nin
yiiriittiikleri bir ¢alismada, Italya’nin Kuzey (Bleggiana ve Feltrina) ve Giiney bdlgesinden
(Malizia ve Sorrento) alman Italyan ceviz cesitleri iizerinde ISSR markdr teknigini
kullanmiglardir. Arastirma sonucunda 9 farkli ISSR primerin dentoplam 115 polimorfik bant

elde ettiklerini ve elde edilen bantlarin polimorfizm oraninin %65.2 oldugunu tespit edilmistir.
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Cizelge 4.2. Caligmada kullanilan ISSR primerlerinin allel sayilar1 ve PIC (polimorfizm bilgi
icerigi) degerleri

Say1 Primer adi Baz dizilimi Allel sayisi PIC
1 ISSR4 CACACACACACAGC 9 0.81
2 ISSR8 ACACACACACACACACACC 7 0.99
3 ISSR9 ACACACACACACACACTG 5 0.99
4 ISSR11 GAGAGAGAGAGAGAGATC 3 0.81
5 ISSR12 GAGAGAGAGAGAGAGAGAC 6 0.89
6 ISSR13 AGAGAGAGAGAGAGAGC 8 0.97

Arastirmada genetik cesitlilik, Nei (1972)’ ye gore belirlenmistir. Caligma kapsaminda
Kaman-1 ceviz ¢esidine ait genotipler arasindaki genetik benzerlik katsayisi yiizde (%) olarak
hesaplanmustir. Genotiplere ait genetik benzerlik en diisiik (%1) Genotip 18 ile Genotip 27 ve
Genotip 22 ile Genotip 36 arasinda olurken, en yiiksek (%99) benzerligin ise Genotip 3 ile
Genotip 42, Genotip 10 ile Genotip 48 ve Genotip 30 ile Genotip 93 arasinda oldugu
belirlenmistir. Ana g¢esit ile genotipler arasindaki genetik benzerlik incelendiginde, en az
benzerligin (%30) Genotip 5’ ile, en yliksek (%99) benzerligin ise Genotip 45 ile oldugu tespit
edilmistir (Ek-3).

Dogan’in (2006) yerli ve yabanci kokenli 62 ceviz ¢esidi arasindaki genetik benzerligi
belirlemek amaci ile yiiriittigi ¢alismada ISSR ve RAPD markor teknikleri kullanilmistir.
Kullanilan ISSR primerlerinden 129’unun polimorfik oldugu 181 adet bant elde edilirken,
benzerlik katsayisinin ise ISSR tekniginde 0.62 ile 0.94 oldugu belirlenmistir.

Yapmis oldugumuz bu ¢alismada ISSR primerlerinden 38’ inin polimorfik oldugu 44
bant elde edilmis olup, benzerlik katsayisinin 0.01 ile 0.99 oldugu belirlenmistir.

4.3. Genotiplere ait Dendogram

Arastirmada kullanilan ceviz genotiplerine ait dendogram, 6 adet ISSR markdri ile
tarandiktan sonra elde edilen veriler UPGMA (Unweighed Pair Group Method of Aritmetic
Averages) yontemine gore NTSY Spc ver. 2.2 programinda hesaplanmistir (Sekil 4.4).

Calisma kapsaminda elde edilen bulgular iizerinden yapilan istatistiksel degerlendirmede
(dendogramda) 2 ana grubun olustugu goriilmektedir (Sekil 4.4). Bu dengoramdanda goriilecegi
gibi ana cesitle beraber 19 genotip (Genotip 1, 3, 4, 5, 7, 8, 10, 11, 12, 14, 15, 17, 18, 19, 51, 54,
81, 92 ve 93) ayn1 grupta (1. Grupta) yer almistir. Ayrica bu 19 ceviz genotipinden 4’iiniinde (4,
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14, 15 ve 19 nolu genotipler) ana ¢esitle hem genetik hem de fenolojik olarak yakin benzerlik
igerisinde oldugu belirlenmistir. Diger 60 genotip ise diger grupta (2. Grupta) yer almistir (Sekil
4.4).

Ipek ve ark. (2018) tarafindan 2010-2013 yillar1 arasinda Konya bdlgesinde yiiriitiilen bir
seleksiyon ¢alismasinda, 2500 genotip arasindan 8 genotip secilmistir. Calismada ISSR teknigi
kullanilarak bu 8 ceviz genotipinin baz1 ceviz ¢esitleri ile genetik benzerlikleri incelenmistir.
Genetik benzerlilikleri belirlemek amaciyla olusturulan UPGMA dendograminda ise en yiiksek
genetik benzerlik (0.891) AK-2 ile AK-3 arasinda, en diisiik genetik benzerlik ise (0.491)
Chandler ve Franquette gesitleri arasinda oldugu belirlenmistir. Calismada ayrica Kaman-1 ve

BE-3 ¢esitlerinin yakin akraba olduklar1 bildirilmistir.
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4.4, Popiilasyonun Genetik Yap1 Analizi

Uzerinde calisilan 79 ceviz genotipi ve ana geside ait optimum genetik grup sayisini
elde etmek icin Bayesian yontemine gore Structure 2.3.4 yazilimi yardimiyla dominant
genotip verilerine dayanarak kiimeleme analizi yapilmistir (Pritchard ve ark., 2000). Yapilan
calismada ideal grup sayisini tespit etmek amaciyla her bir AK degeri i¢in 10 bagimsiz
simiilasyon ile AK degeri 1’den 10’a kadar ¢alistirilmistir. Arastirmada permiitasyon modiilii,
10,000-100,000 araliginda tarama yapilmis ve her bir AK degeri i¢in 5 kez tekrar edilerek
uygun AK degeri hesaplanmistir. Elde edilen sonuglar zip dosyasi seklinde depolanarak
‘Structure Harvester’ programina yliklenerek ideal K degeri 2 olarak belirlenmigtir

(http://taylorQ.biology.ucla.edu/structureHarvester/)(Sekil 4.5).

Deltak = mean(|L"(K)]) / sd(L(K})
1400

1200

1000

800 -

600 -

Delta K

400 |

200

|

Sekil 4.5. Structure programindan elde edilen ideal K degeri hesaplama grafigi(K=2)

Structure 2.3.4 programinda tekrar analiz yapilmis ve Sekil 4.6’da goriilen kiimeleme
analizi sonuglar1 elde edilmistir. Kiimeleme analizi incelendiginde genotiplerin 2 ana gruba

ayrildig: tespit edilmistir. Buradaki farkli renkte gruplarin olmasi genotipler arasinda farklilik
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oldugunu gostermektedir. Yesil renkli kisimlar Kaman-1’e yakin olan genotiplerden, kirmizi

renkli alanlar1 ise Kaman-1’den uzak olan genotiplerinden meydana gelmektedir.
Bu tez calismasi kapsaminda elde edilen laboratuvar bulgularin,

Istatistiksel degerlendrilmesi amaciyla yapilan dendogram ve kiimeleme analiz

sonuglarmin birbiriyle tutarlik igerisinde oldugu goriilmektedir.

Sekil 4.6. Structure 2.3.4 programi ile elde edilen ceviz genotiplerine ait kiimeleme analizi
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5.SONUC VE ONERILER

Bu ¢alismada, Kaman-1 ceviz ¢esidi ve serbest tozlanmis tohumdan elde edilen 79
ceviz genotipinin, hem ana gesitle hem de birbirleriyle olan fenolojik ve molekiiler diizeyde

farkliliklar1 incelenmistir.

Arastirmada ana c¢esit ve ceviz genotiplerinde, fenolojik 6zelliklerden, tomurcuk
patlama baslangic donemlerinin 48 giin siireyle devam ettgi, yapraklanma baslangig
donemlerinin ise 47 giin siirede gerceklestigi belirlenmistir. Yaprak sararma baslangig
donemlerinin 25 giin siirede, yaprak dokiim baslangic periyodunun 33 giin siirede

gerceklestigi gozlenmistir.

Genotiplerin ana ¢eside gore fenolojik olarak daha ge¢ uyanip daha ge¢ dinlenme
donemine girdigi tespit edilmistir. Ceviz genotipleri ile ana gesit arasinda tomurcuk patlamada
%94.93, yapraklanmada %87.33, yaprak sararma baslangici ve yaprak dokiim baslangig

donemlerinde %100 oraninda farklilik oldugu belirlenmistir.

Molekiiler ¢alismalarda kullanilan 12 ISSR primerinden toplamda 44 bant elde edilmis
olup bu bantlarin 38 tanesinin (%86.36) polimorfik oldugu kayit altina alinmistir. Ortalama
allel sayisinin 4.2 oldugu belirlenmistir. ISSR primerlerine ait PIC degerlerinin 0.81 ile 0.99

arasinda degisim gosterirken ortalama PIC degeri 0.91 olarak hesaplanmustir.

Nei(1972) matriksine gore ana cesit ve genotiplerarasindaki yakinlik (benzerlik)

oraninin %1 ile %99 arasinda degistigi belirlenmistir.

Genetik yakinhigm/ farkliligin belirlenmesinde kullanilan dendogramda genotiplerin 2
ana gruba dagildigi, bu gruplardan birinci grupta ana cesit ve 19 genotip, ikinci grupta ise 60

genotipin yer aldigi belirlenmistir.

Calisma sonucunda genotiplerin ana ¢eside hem fenolojik hem de genetik agidan 1
genotipin“gok yakin”, 4 genotipin“yakin”, 2 genotipin ise “uzak” derecede benzerlik
gosterdigi tespit edilmistir. Diger genotipler ile ana c¢esit arasinda hem fenolojik hem de

genetik agidan bir paralellik olmadig: ig¢in bu yondeki degerlendirmeye alinmamislardir.

Bu tez calismasinda, Kaman-1 ceviz ¢esidinden serbest tozlanma ile elde edilen
genotiplerde, hem fenolojik varyasyonun hem de genetik varyasyon oranlarinin yiiksek

diizeylerde oldugu net bir sekilde ortaya konulmustur.
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Bu arastirma ile gen kaynaklarinin yonetiminde morfolojik ve molekiiler verilerin
birlikte kullanilmasinin daha kesin karakterizasyon saglayacagi teyit edilmistir. Cevizde
(Juglans regia L.) yakin akraba olan genotipler i¢in genetik farkliliklar1 belirlemek amaciyla

ISSR primerlerinin giivenli bir sekilde kullanilabilecegi goriilmiistiir.

Kaman-1 ceviz c¢esidinin melez 1slah programlarinda kullanilabilecegi ancak

planlamanin bu variasyona gore yapilmasi gerektiginin 6nemi ortaya konulmustur.
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Ek-2. Yaprak sararma baslangi¢-yaprak dokiim periyodu
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Ek-2’nin devami
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Ek-2’nin devami
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Ek-3. Genotiplere ait Nei genetik benzerlik matriksi
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