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OZET

TURKIYE'DEKI KESTANE (Castanea sativa MILL.) POPULASYONLARININ
GENETIK CESITLILiGI VE IKLIM DEGISIKLiGINE KARSI BOLGESEL
ADAPTASYONLARININ BELIRLENMESI

Fadime BEYAZYUZ

Diizce Universitesi
Lisanstistii Egitim Enstitiisti, Orman Miihendisligi Anabilim Dali
Doktora Tezi
Danigsman: Dog. Dr. Semsettin KULAC
Es Danisman: Dr. Ogretim Uyesi Elif GULBAHCE MUTLU

Ekim 2023, 82 sayfa

Tiirkiye kestane iiretimi agisindan diinyada {igiincii siradadir. Ancak kiiresel iklim degisikligine bagh
olarak cevresel streslerin artmasi kestane iiretiminin azalmasina neden olmustur. Bu ¢alisma,
tilkemizde dogal olarak yetisen kestane popiilasyonlarinin genetik c¢esitliligini ve kuraklik
toleransindaki potansiyel farkliliklarin1 arastirarak koruma genetigi ve 1slah calismalarina katki
saglamay1 amacglamistir. Bu baglamda, Tirkiye’nin dort cografi bolgesinin yedi iline ait (Diizce,
Trabzon, Ordu, Kiitahya, izmir, Antalya, Bursa) dogal kestane ormanlarindan toplanan 180 Castanea
sativa genotipinin genetik gesitlilik seviyeleri ISSR ve SCoT olmak iizere iki farkli molekiiler markor
sistemi ile belirlenmigtir. Bunun yani sira, iklim degisikligine karst bolgesel adaptasyonlarin
belirlenmesi kapsaminda sera ortaminda yirmi sekiz giin boyunca kuraklik stresi uygulanan alt1
popiilasyona ait (Diizce, Bursa, Deli Sargin, Selge, Ovacik, Ibradi) kestane fidanlarinin fizyolojik
(klorofil konsantrasyon miktari, stoma iletkenligi, terleme miktari, net fotosentez miktari, i¢sel su
kullanim etkinligi ve ksilem su potansiyeli) ve biyokimyasal (prolin miktar1) parametrelerindeki
degisim belirlenmistir. Molekuler verilerden (toplam lokus sayisi, polimorfik lokus sayisi,
polimorfizm bilgi icerigi ve genetik ¢esitlilik) elde edilen bulgular, SCoT belirteglerinin C.sativa
popiilasyonlari arasindaki genetik iliskileri belirlemede daha avantajli oldugunu gostermistir. Ayrica,
Diize popiilasyonunun genetik c¢esitliliginin daha yiliksek oldugu belirlenmistir. Diger yandan,
fizyolojik ve biyokimyasal élgtimlerden elde edilen bulgular, giiney popiilasyonlarinin (ibradi, Deli
Sarnig ve Selge) genel olarak kurakliga toleransli ve Bursa popiilasyonunun ise kurakliga duyarl
oldugunu gostermistir. Bunun yami sira Diizce popiilasyonunun da kuraklifa tolerans gelistirdigi
belirlenmistir. Molekiiler, fizyolojik ve biyokimyasal verilerinden elde edilen bulgular 1s18inda, Diizce
populasyonun kurakliga tolerans seviyesinin yiiksek olmasi daha yiiksek genetik gesitlilige sahip
olmasindan kaynaklanmistir. Bu baglamda Diizce popiilasyonunun kurakliga adaptasyon gelistirdigi
sOylenebilir. Sonug olarak yapilacak koruma genetigi ve islah calismalarinda Diizce populasyonu

Onerilebilir.

Anahtar Sozciikler: C. sativa, ISSR, Iklim degisikligi, Kuraklik stresi, SCoT.
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ABSTRACT
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to CLIMATE CHANGE of CHESTNUT (Castanea sativa Mill.) POPULATIONS
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Duizce University
Graduate School, Department of Forest Engineering
Doctoral Thesis
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Semsettin KULAC
Co Supervisor: Assist. Prof. Dr. Elif GULBAHCE MUTLU

October 2023, 82 pages

Turkiye ranks third in the world in terms of chestnut production. However, the increase in
environmental stresses due to global climate change has led to a decrease in chestnut production. This
study aims to contribute to conservation genetics and breeding studies by investigating the genetic
diversity and potential differences in drought tolerance of naturally growing chestnut populations in
Turkey. In this context, the genetic diversity levels of 180 Castanea sativa genotypes collected from
natural chestnut forests of seven provinces of four geographical regions of Turkey (Dlzce, Trabzon,
Ordu, Kiitahya, Izmir, Antalya, Bursa) were determined by two different molecular marker systems,
ISSR and SCoT. In addition, changes in physiological (chlorophyll concentration, stomatal
conductance, transpiration, net photosynthesis, intrinsic water use efficiency and xylem water
potential) and biochemical (proline content) parameters of chestnut seedlings of six populations
(Diizce, Bursa, Deli Sarnig, Selge, Ovacik, Ibradi), which were subjected to drought stress for twenty-
eight days in greenhouse environment, were determined to determine regional adaptations to climate
change. Molecular data (total number of loci, number of polymorphic loci, polymorphism information
content and genetic diversity) showed that SCoT markers are more advantageous in determining
genetic relationships among C. sativa populations. In addition, it was determined that the genetic
diversity of Diuze population was higher. On the other hand, physiological and biochemical
measurements showed that the southern populations (Ibradi, Deli Sarni¢ and Selge) were generally
drought tolerant and the Bursa population was drought sensitive. In addition, it was determined that
the Duizce population also developed drought tolerance. In the light of the findings obtained from
molecular, physiological and biochemical data, the higher drought tolerance level of Duizce population
was due to its higher genetic diversity. In this context, it can be said that Dlzce population has
developed adaptation to drought. As a result, Diizce population can be recommended for conservation

genetics and breeding studies.

Keywords: ISSR, C. sativa, Climate change, Drought stress, SCoT.
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1. INTRODUCTION

Chestnut trees are an important plant species in Turkiye's natural wealth. They grow in
many regions of Turkiye and are important both for their natural beauty and the economic
benefits (Turna, 2013). Chestnut trees can be affected by various diseases and pests. In
order to maintain the health of these, it is important to carry out regular monitoring for
diseases and pests, cultural measures (cleaning, pruning, etc.) and chemical control
measures. Genetic diversity helps populations evolve adaptation mechanisms to climate
change which lead to various stresses factors, including pests and diseases. For this
reason, many researchers have emphasised the importance of genetic diversity (Anderson
et al., 2011; Hoffmann et al., 2021, Chung et al., 2023). So, different molecular markers
are used for genetic studies such as determining the genetic characteristics of plants and
crop improvement. Inter-Sequence Simple Repeated (ISSR) markers are frequently
preferred in studies of plant genetic differentiation (Filiz and Kog, 2011). Start Codon
Targeted (SCoT) is a gene-targeted marker that targets the region surrounding the start
codon. SCoT does not require prior genomic sequence information for primer design
(Casosoli et al., 2001).

On the other hand, climate change give rise to drought stress on plant by there is less or
more water in the soil (Mishra and Cherkauer 2010). Plants show various changes in gas
exchange parameters under stress conditions such as drought. These changes can affect
water and nutrient uptake, photosynthesis, and respiration rates. Drought stress also has
been reported to severely inhibit photosynthetic pigments and reduce plant productivity,

(Menconi et al., 1995), as well as reduce conductance and CO2 uptake by closing stomata
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(Anjum et al., 2011). Plants develop various physiological and biochemical changes to
cope with the drought stress. Proline accumulation is one of these responses (Bian et al.,
2021).

2. MATERIAL AND METHODS

In this study, leaf samples of chestnut genotypes were obtained from seven provinces
(Diizce, Trabzon, Ordu, Kiitahya, Izmir, Antalya, Bursa, Antalya, Izmir) and nine
different populations from four geographical regions (Mediterranean, Marmara, Black
Sea and Aegean) where chestnut is widely cultivated. Genomic DNA was isolated from
young plant leaves using the CTAB method.. ISSR PCR assays were performed by
modifying the protocol described by Casosoli et al. (2001), while SCoT PCR assays were
performed by Collard and Mackill (2009).

The PCR products were run on a 1.5% agarose gel containing ethidium bromide
(0.5ug/ml) in a 1X TBE buffer at 120V for 1.5-2.5h, with images were taken every 15
min. The total number of observed alleles (Na), allele frequencies, effective alleles (Ne)
were obtained from the scored data, genetic diversity (H) according to Nei (1972) and
genetic distance matrix values, Shannon information index (1), percentage of polymorphic
loci, number of polymorphic loci, GenAIEx6 (Peakall and Smouse 2006), and POPGENE
v.1.32 (Yeh et al.,1999) softwares. Genetic relationship between genotypes was
determined using the MV SP package software. Population structure was also determined
using STRUCTURE v 2.3.4. software (Pritchard et al., 2000).

On the other hand, C. sativa seeds collected from three different populations of the
Mediterranean region (Deli Sarnig, ibrad1 and Selge); Aegean region (Izmir-Ovacik),
Marmara region (Bursa) and Black Sea region (Diizce) were used to determine
adaptations to drought stress. The effect of drought stress on chlorophyll concentration,
leaf gas exchange parameters (stomatal conductance, transpiration, net photosynthesis) ;
xylem water potential and proline content measurements accumulation of four year old

(4+1) chestnut seedlings was investigated.

3. RESULTS AND DISCUSSIONS

As a result of PCR, a total of 86 loci were detected with ISSR primers and 100 loci with

SCoT primers. The mean polymorphism information content (PIC) values of 11 different
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ISSR primers were 0.38 and the mean PIC values of 14 SCoT primers were 0.34. In
genetic studies, the PIC values of molecular markers, one of the indicators of marker
quality, are used to detect polymorphism among individuals in a population. The average
polymorphic locus ratio was 40.56% and 49.11% for ISSR and SCoT markers,
respectively. In addition, it was determined that Duizce population was found to havethe
highest polymorphic locus ratio with 58.14% and 71% for ISSR and SCoT markers,
respectively, and these values were higher than the average polymorphic locus ratios.
There are several studies in the literature that are consistent with our study in that SCoT
markers have a higher average locus ratio than ISSR (Xiao et al.,2020; Tikendra et
al.,2021). The highest h and | values were observed in the Diizce population and were
determined to be h= 0.2288 and 0.2848; 1= 0.3371 and 0.4174 for ISSR and SCoT
markers, respectively and thus the markers were able to amplify more common
polymorphic loci. In the evaluation of genetic distance between populations calculated
according to Nei (1978), according to ISSR, Selge and Kiitahya populations were the
most distant to each other (0.6109); Trabzon and Ibradi populations were the closest to
each other (0.1681); on the other hand, according to SCoT, Ordu and Bursa populations
were the most distant to each other (0.3051); Deli Sarni¢ and Kiitahya populations were
the closest to each other. The fact that the distance results were different for two different
markers is thought to be due to the fact that these markers target different gene regions.
Molecular analysis of variance (AMOVA) is a statistical model for measurin molecular
variation in population genetic studies (Huang et al.,1996). In this study, AMOVA results
for ISSR analysis showed 62% variation within populations and 38% between
populations; according to the results with SCoT primers showed 52% variation within
populations and 48% between populations. The population structure of the chestnut
genotypes two different (AK=2) gene pools were obtained with ISSR primers and three
different (AK=3) gene pools were obtained with SCoT primers.

For the second part of this study, physiological and biochemical measurements were made
to determine the regional adaptations of chestnut saplings to climate change. In our study,
it was observed that the water potential values of the regularly irrigated control groups
were between -10.5 Bar (-1.05MPa) and -19 Bar (-1.9 MPa). It can be said that the water
potential values in the second week of drought stress were between -20 Bar (-2.0MPa)
and -30 Bar (-3.0MPa) and the saplings were affected by drought stress. In the fourth

week of the drought, it was determined that the water potential values of the saplings were
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between -35 Bar (-3.5MPa) and -50 Bar (-5.0MPa). It has been reported that the water
potential of trees under drought stress can decrease from —1.5 MPa to —8.0 MPa before
sunrise, and sometimes even lower to even lower values due to the stomata remaining
closed under similar conditions (Waring and Running, 1998; Sarginci et al., 2022). As a
result, it can be said that each population in our study closed their stomas to combat
drought in the 4th week of the application and therefore had the lowest water potential
values. Studies in the literature reporting that water potential values decrease with
increasing drought stress are parallel to our findings (Balok and Hilaire, 2002; Wu et al.
al., 2013; Camison et al., 2020). According to the findings of our study, increased drought
stress caused a decrease in the amount of chlorophyll in other populations except Deli
Sarnig. Various studies have reported that chlorophyll amounts decrease with increasing
drought duration consist with our findings (Da Silva-Pinheiro et al., 2016; Atar et al.,
2020; Hosseini et al., 2020). The decrease in the amount of chlorophyll under drought
stress limits the photosynthesis ability of plants and negatively affects overall plant health.
Drought-sensitive and drought-tolerant plants exhibit different stomatal movements in
response to water scarcity (Pinheiro et al., 2011). According to the results obtained, the
increase in drought severity did not cause a significant change in the stomatal conductance
and transpiration values of the Deli Sarni¢ and Selge populations. In terms of net
photosynthesis values, while the increase in drought severity did not cause a significant
change in the Selge population, it was determined that the Deli Sarni¢ population had
significantly less net photosynthesis value in the 3rd week of the drought. Photosynthesis
and some other related physiological traits have been reported to differ significantly
between drought-tolerant and sensitive genotypes. Some populations are naturally more
drought tolerant than others and are clearly better suited to arid environments (Gomes-
Laranjo et al., 2006). In the light of this information, it can be said that these two
populations from the Mediterranean region may have naturally adapted to arid conditions.
Moreover, proline measurements of our study showed that increasing drought severity
caused significant proline accumulation in each population (p<0.05). It was determined
that proline accumulation in the Diizce population was higher than the others in the 1st,
3rd and 4th weeks of the drought (p<0.05). Proline accumulation under stress has been
associated with stress tolerance in many plant species, and proline concentration has
generally been shown to be higher in stress-tolerant plants than in stress-sensitive plants

(Anjum et al., 2011). In this context, according to the findings obtained from our study,

XVil



it can be said that the Duizce population has developed adaptation to drought compared to

other populations.

4. CONCLUSION AND OUTLOOK

It was observed that ISSR and SCoT markers gave compatible results in the genetic
diversity evaluation of 180 C.sativa genotypes used in the study. The results showed that
SCoT markers are more advantageous in determining the genetic relationships between
C. sativa populations. In this context, it may be recommended to use SCoT markers in
genetic diversity studies for C. sativa. In the results of both markers used within the scope
of the study, it was determined that the genetic diversity of the Diizce population was
higher. On the other hand, the chestnut populations developed different tolerance to
drought stress. In addition, it was thought that there were no significant changes in the
physiological parameters of the Deli Sarni¢ and Selge populations under increasing
drought conditions, which means that these populations in the Mediterranean ecotype
may have developed tolerance to drought. It was observed that the Ibradi and Diizce
populations made various physiological changes during drought periods. These
physiological changes may be due to the develop tolerance to drought conditions. In
addition, the fact that Diizce and Ibradi1 populations still had live leaves at the end of the
drought period supported that these populations could withstand drought. In addition, the
fact that the level of genetic diversity is higher in the Diizce population indicates that this
population may have developed adaptation to drought. In this context, Duzce population
can be recommended for conservation genetic studies and breeding studies aimed at
minimizing the risk of extinction caused by genetic factors. In addition, in order to obtain
a chestnut genotype that is more resistant to drought conditions, it may be recommended
to hybridize the Duzce population, which has a high diversity level and adaptation
potential, with the lbradi populations, which have a high adaptation potential. The results
obtained from physiological evaluations against drought stress were made only on
saplings. Since tolerance to environmental stress may change throughout the life of trees,
it should be taken into account that the diversity of adaptation to drought stress may also

vary depending on the age of trees and forests.
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1. GIRIS

Kestane, Fagales takimina, Fagaceae familyasina ve Castanea cinsine ait ¢cok amaglh
yaprak doken bir agactir (Davis, 1970). Castanea cinsi ekonomik olarak 6nemli olan Cin
kestanesi (Castanea mollissima), Japon kestanesi (Castanea crenata), Anadolu kestanesi
(Castanea sativa) ve Amerikan kestanesi (Castanea dentata) tlrlerini icermektedir
(Abdelhamid vd., 2014). Turkiye’de dogal olarak yetisen C.sativa ekolojik, sosyo-
ekonomik ve kiiltiirel 5Sneme sahip orman agacidir (Ozgagiran vd.,2014). C. sativa
Ispanya, Portekiz, italya, Fransa ve Ingiltere'nin giiney kesiminden Kafkasya’ya,
Yunanistan ve Turkiye’de yayilis gosteren Castanea cinsinin tek yerli tartudir (Martin
vd., 2007). Ayrica, kestanenin gen merkezinin Kastamonu oldugu ve adini buradan aldigi
da diistiniilmektedir (Soylu, 1984). Kestane agaclarindan elde edilen kestane meyvesi taze
tiketilebilirken islenerek farkli triinlerin iiretiminde kullanilabilir (Freitas vd., 2022).
Ayrica kestane agaclarindan elde edilen iiriinler arasinda un, seker, recel, sarap, likor ve
kahve yer almakta bu driinlerin, Tirkiye’nin geleneksel lezzetleri arasinda olmasinin yani
sira turizm agisindan da 6nemli bir katma deger sagladigi bilinmektedir (Atasoy ve
Alting6z, 2011). Kestane agaglari, ekosistem i¢in 6nemli bir yasam alan1 olusturur ve
diger canlilarin yiyecek kaynaklarindan birini temsil eder ancak bu agaclar cesitli
hastaliklar ve zararlilar tarafindan etkilenmektedir. Kestane agaglarini etkileyen biyotik
streslerden bir kismi asagida belirtilmistir;

o Kestane Yanikligi (Cryphonectria parasitica): kestane agaclarmin en 6nemli
hastaliklarindan biridir. Mantar kaynakli bir hastaliktir ve agaglarin govdelerinde
kabuk lezyonlarmma ve yaniklarina neden olmaktadir. Bu hastalik, agaclarin
oliimiine veya zayiflamasina yol agabilir (Pereira-Lorenzo vd., 2010),

e Kestane Yaprak Leke Hastaligi (Guignardia spp.): Bu hastalik, kestane
yapraklarinda lekeler olusturan bir mantar enfeksiyonudur (Oduncuoglu, 2016),

o Kestane Kabuk Solgunlugu (Phytophthora spp.): Phytophthora mantarlari,
kestane agaclarinin koklerini ve govdelerini enfekte edebilen bir grup hastalik
etmenidir. Bu hastalik, agag¢larin zayiflamasina, solgunluga ve 6liimlerine neden
olabilir (Simsek vd., 2018).

Kestane agaclarini etkileyen zararlilar su sekildedir;
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o Kestane Givesi (Cydia splendana): Kestane guvesi, kestane meyvelerine zarar
veren bir bocek taridar. Larvalar, meyve icine girerek icerisinde beslenir ve
meyvelerin kalitesini ve pazar degerini diisiirebilir (Karagoz vd., 2009),

o Kestane Gal Arist (Dryocosmus Kkuriphilus): Bu zararli, kestane agacinin
tomurcuklarina saldirir ve gal ad1 verilen anormal biiylimeler olusturur. Bu gal
yapilari, agacin biiylime potansiyelini etkileyebilir ve verim kaybina neden

olabilir (Avtzis vd., 2019).

Kestanenin maruz kaldigi bu hastaliklar ve zararlarin degisen iklim kosullarina bagh
olarak artacagi dngoriilmektedir. Bu zararlarin etkisini ortadan kaldirabilmek adina gesitli
alanlarda gesitli ¢aligmalar yiiriitiilmektedir. Bu anlamda, genetik ¢esitlilik ¢aligmalari
son zamanlarda oldukca dikkat cekmektedir. Genetik c¢esitlilik, popiilasyonlarin
hastaliklar, zararlilar, iklim degisikligi ve diger stres etkenleri karsisinda uyum saglama
kabiliyetini korumasina yardime1 olur (Anderson vd., 2011; Hoffmann vd., 2021, Chung
vd., 2023). Genetik varyasyon, bir popllasyonun bireyleri arasindaki genetik farkliliklar
ifade etmektedir. (Frankham vd.,2002). Bir populasyon igindeki genetik varyasyon
polimorfik genlerin sayisi1 ve yiizdesi, gen basina alel sayisi ve her genotip icin
heterozigot bolgelerinin oran1 molekiiler cesitliligin degerlendirilmesine iliskin net bir
gosterge saglamaktadir (Al-Hadeithi ve Jasim, 2021). Genetik ¢esitlilik populasyonun
toplam genetik varyasyonunun 6l¢lsii olarak da tanimlanabilir. Bir populasyon ne kadar
genetik cesitlilik tastyorsa, o popiilasyonun adaptasyon yetenegi ve uzun vadeli hayatta
kalma ihtimali o kadar yiiksektir. Genetik ¢esitliligin yiiksek olmasi, popiilasyonun
cevresel degisikliklere daha iyi uyum saglayabilmesine ve dolayisi ile popiilasyonlarin
evrimsel siiregte hayatta kalma sansmin artmasina yardimci olur (Saccheri vd.,1998;
Frankham vd., 2002). Bu nedenle, bir tiiriin genetik ¢esitliligini korumak, evrimsel zaman
boyunca hayatta kalma sansii artirabilir (Chung vd., 2023). Bu baglamda kestane
agaclarinin genetik ¢esitliliginin yiiksek olmasi, hastaliklar, zararlilar ve stres kosullarina
kars1 daha direncli olmalarini saglayabilir (Freitas vd., 2021). Bu, kestane ormanlarinin
sagligin1 korumak, tretkenligi artirmak ve sirdiriilebilirligini saglamak agisindan

onemlidir (Larue vd., 2021; Demesure vd., 2000; Fernandez-Lo6pez ve Alia 2003).

Popiilasyonlarin  genetik ¢esitlilik diizeyini belirleyerek elde edilen mahsuliin
iyilestirilmesi i¢in genomda herhangi bir gen ya da gen bolgesi ile iliskili DNA pargcasi
olan ve molekiiler belirteg¢ ad1 verilen ¢esitli biyolojik araglar kullanilmaktadir (Filiz ve

Kog¢ 2011; Yorgancilar vd., 2015). Yillar i¢inde, genomun belirli bolgelerini hedef
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alabilen ve boylece ¢ok kiigiik genetik degisiklikleri saptayan yeni isaretleyici sistemler
gelistirilmistir (Choudhury vd., 2022). Basit tekrarli diziler arasi polimorfizm (ISSR)
belirtecleri, yiiksek baglanma sicakligina bagl olarak, verimli tekrarlanabilirlik, ylksek
polimorfizm, diisiik DNA gereksinimi, kolay kullanim ve yiiksek genomik dagilima bagh
olarak basitce yiksek yeniden tiretilebilirlige sahiptir (Gonzalez vd., 2002). Baslangi¢
hedefli kodon (SCoT) belirtegleri, genlerin baslangic noktalarin1 belirlemek igin
kullanilan molekiiler isaret¢ilerdir. Bu belirtegler, gen ekspresyonunu ve protein sentezini
etkileyen 6zel bolgeleri hedef alarak ¢alisirlar (Collard ve Mackill, 2009). ISSR ve SCoT
molekiler belirtecleri, bitki genotipini daha iyi ayirt edebilen ve germplazm
kaynaklarmin genetik arka planinin ortaya ¢ikarilmasinda 6nemli rol oynayan gen lokus
bilgisi elde etmek icin DNA’dan amplifiye edilir (Yilmaz ve Cift¢i, 2021). Orman
agaclarinin genetik cesitliligine iliskin yapilan biiyiik Olgekli arastirmalar, genetik
kaynaklarin envanteri, korunmasi ve yonetimi ile ilgilidir. Genetik ¢esitlilik caligmlari,
tiirlerin cografi kokenine dair fikir vermektedir. Bitkilerin korunmasi i¢in yapilan genetik
cesitlilik c¢alismalart genellikle bir tirin bitiniine degil, se¢ilmis popiilasyonlara
odaklanarak saglanmaktadir (Fiser vd., 2021). Koruma genetigi ve ozellikle genetik
izleme, bazi popiilasyonlarin neden digerlerinden daha fazla risk altinda oldugunun
anlagilmasini saglamaktadir (Van Rossum ve Raspé 2018; Van Rossum vd., 2020).
Literatiirde, kestane tiiriiniin genetik ¢esitliligi icin SSR belirtegleri (Cavallini vd., 2022;
Alessandri vd., 2022; EI Chami vd., 2021; Prgomet vd., 2013), EST-SSR (Alcaide vd.,
2022, Mattioni vd., 2013), RAPD (Serdar vd., 2014), RAPD, AFLP, ISSR ve SSR
belirtegleri (Abdelhamid vd., 2014), RAPD, ISSR belirte¢lerinin birlikte kullanildig:
caligmalar bulunmasma ragmen SCoT belirtegleri ile yapilan herhangi bir ¢alismaya
rastlanmamistir. Buna ek olarak ISSR ve SCoT belirteglerinin birlikte kullanildigi
calismalar cesitli tiirlerde (Gogoi, vd.,2020; Motahari vd., 2021; Ghounim vd., 2022;

Alzahrani vd., 2023) mevcut olmasina ragmen kestanede kullanilmamustir.

Degisen iklim kosullarina baglh olarak bitkiler, ¢esitli biyotik ve abiyotik streslere maruz
kalmaktadir. Bu stresler bitkinin blytmesi ile ilgili molekiiler mekanizmalarina zarar
vererek bitkilerin gelisimini olumsuz etkilemektedir (Bita ve Gerats 2013). Abiyotik
stres, canli organizmalarin c¢evresel faktorlerin olumsuz etkilerine maruz kaldigi
durumlari tanimlamaktadir (Schutzendubel ve Polle, 2002). Kuraklik stresi, bitki
biiyiimesi ve verimliligini olumsuz etkileyen en 6nemli abiyotik streslerden biridir ve

degisen iklim kosullarinda siirdiiriilebilir bitkisel iiretim i¢in ciddi bir tehdit



olusturmaktadir (Anjum vd., 2011). Kuraklik stresine maruz kalan bitkilerin yaprak
genislemesinde azalma, bozulmus fotosentetik mekanizma, erken yaprak yaslanmasi,
kloroplast lipitlerinin oksidasyonu ve pigmentlerin ve proteinlerin yapisinda degisimler
gozlendigi bildirilmistir (Menconi vd., 1995). Ayrica, kuraklik bitkilerin stoma
iletkenligini, CO2 asimilasyonunu ve verimliligin azalmasina yol acan fotosentetik
pigmentlerini ciddi sekilde engelledigi (Anjum vd., 2011) ve bunun yan1 sira kuraklik
stresine maruz kalan bitkiler, hiicre alt1 yapilar1 stabilize etmek ve homeostazi
dengelemek icin prolin gibi huicresel osmolitler Gretir ve biriktirir (Bian vd., 2021). Prolin,
kuraklik gibi bir dizi abiyotik stresin zararl etkilerini azaltir ve hiicreleri korur (Liu ve
Wang, 2020). Kisaca, bitkilerin degisen iklim kosullarina adaptasyon ve dayanikliligini
belirlemek, gelecekte ormanlarin degisen iklim sartlarina uygun hale getirilmesi icin
onemlidir (Bowditch vd., 2022).

Amag;

Bu tez ¢aligmas1 kapsaminda Tiirkiye’nin 4 farkli bolgesi ve 9 farkli popiilasyonundan
elde edilen kestane popiilasyonlar1 arasindaki ve igindeki genetik cesitlilik iki farkl
molekiiler markor (ISSR ve SCoT) kullanilarak belirlenmistir. Bunun yani sira kiiresel
iklim degisikligine kars1 bolgesel adaptasyonlarinin belirlenmesi amaciyla kuraklik stresi
uygulanan kestane fidanlarmin fizyolojik ve biyokimyasal 6l¢iimleri gerceklestirilerek
kurakliga adaptasyon potansiyellerinin belirlenmesi amaglanmistir. Calisma sonucunda
elde edilen molekiiler, fizyolojik ve biyokimyasal veriler degerlendirilerek ileride
yapilacak koruma genetigi ve i1slah c¢aligmalar icin kurakliga adaptasyon potansiyeli
yliksek kestane popiilasyonlarinin secilebilmesi i¢in Onerilerde bulunulmustur.
Literatiirde C.sativa i¢in SCoT belirtegleri ile yapilan bir ¢alismaya rastlanmamistir bu
kapsamda ¢alismamiz literatlirde ilktir. Bu ¢alisma ISSR ve SCoT belirteclerinin birlikte
kullanilarak genetik akrabaliklarinin belirlenmesi ve kuraklik stresinin olusturdugu

fizyolojik slirecin degerlendirilmesi yoniinden yapilan ilk ¢alismadir.



2. LITERATUR OZETi

2.1. KESTANE

Smiflandirma bilimi olarak bilinen taksonomi, her canlinin biyolojik olarak
smiflandirilmasimi saglayan kurallarin biitiiniinii ifade eden sistemdir. Bu c¢alisma
kapsaminda kullanilan kestane taksonomisi; spermatophyta (tohumlu bitkiler)
boluminde, angiospermae (kapali tohumlu bitkiler) alt boliimiinde, dicotyledoneae (¢ift
cenekli bitkiler) smifinda, fagales takiminda ve fagaceae (kayingiller) familyasinda,
castanea cinsinde ve castanea sativa Mill. (Anadolu kestanesi) tiriinde bulunmaktadir
(Davis, 1970).

Genel olarak tath kestane, asidik, derin ve iyi drene edilmis topraklar1 tercih eden sicak-
thman bir tiir olarak tanimlanabilir (Conedera vd., 2004). Kestane, daha sicak iklime
sahip bolgelerde, kuzey ve kuzeydogu cephelerinde, nemli vadilerde ve daha yiiksek
rakimlarda giinesli ve sicak bolgelerde dogal olarak bulunur (Poljak vd., 2022). Nemli ve
soguk ovalarda, giinliik ve yillik sicakliklarda biiyiik farkliliklarin oldugu yiiksek daglik
bolgelerde yetismez (Medak vd., 2009). Kestane, dogal yayilis alaninda, iklim ve
enlemlere bagl olarak 200 m’den 1800 m’ye kadar farkl yiiksekliklerde ve yillik yagisin

750 ila 1200 mm arasinda degistigi ve yillik ortalama sicakligin 8° ila 15 °C arasinda
oldugu bolgelerde yetismektedir (Ani¢,1942; Poljak vd., 2022).

Kestane, dogal olarak Avrupa, Asya ve Kuzey Amerika’nin bazi bdlgelerinde
yetismektedir. Kestane agaglari, Hazar Denizi’nden Atlas Okyanusu’na kadar genis bir
alanda yayilis gosterirken (Fernandez-Lopez ve Alia, 2003) en genis yayilis alanlarinin
Fransa, Isvigre, Italya ve Tiirkiye’de oldugu bilinmektedir (Markovski vd., 2014). Ayrica
Giiney Avrupa, Kuzey Afrika, Giiney Bat1 ve Dogu Asya ile Kuzey Amerika’da ¢esitli
kestane tiirleri yayilis gostermektedir (Erdem, 1951; Yaltirik, 1993). Anadolu kestanesi
Avrupa ve Gilineybati Asya’da yaygindir. Anadolu, kestanenin orijin aldig1 ve ilk
yetistirildigi yerlerden biridir (Soylu, 2004). Kestanenin gen merkezlerinden ve kiltire
alindig1 en eski alanlardan birinin Anadolu oldugu da bilinmektedir (Villani vd., 1991;
Aksoy vd., 2005). Tiirkiye, kestanenin yayilisinin genis bir bolimiinii kapsayan ana
dagilim alanlarindan biridir. Kestane’nin Tiirkiye’deki yayilis1 Kafkaslardan baslayarak
Kuzey Anadolu boyunca Bulgaristan sinirina kadar uzanmakta, Marmara Bolgesi ve Bati

Anadolu’da yayilis gostermektedir. Ayrica Akdeniz’de Isparta ve Antalya Koprili



Kanyon civarindaki Altinkaya (Selge) bolgesinde lokal olarak bulunmasmin yani sira
Artvin, Trabzon, Rize, Ordu, Giresun illeri kestane iiretiminin yogun oldugu yerler
arasindadir (Kulag vd., 2015). Bunun yani sira kestane agaglari, Marmara Bolgesi ve Ege
Bolgesi Bolgesi’nde bulunan ormanlik alanlarda ve daglik bolgelerde yaygindir (Kulag
vd., 2018). Diger yandan kestane 500-600 m yiikseltilere kadar diger agag tiirleri ile
karigik veya tarimsal iiriinlerle i¢ ige bulunmaktadir (Turna, 2013; Anonim, 2013).
Marmara Boélgesi’nde ise Bursa, Yalova ve Balikesir gibi illerde de kestane iiretimi
yayginken, Ozellikle Bursa, Tirkiye’deki kestane dretiminin biyuk bir bolimunt
karsilamaktadir (Turna, 2013). Ege Bolgesi’nde Aydin, Manisa, Izmir gibi iller kestane
uretimi icin onemli bolgelerdir ve bu bolgelerdeki iklim ve toprak kosullari, kaliteli
kestane yetistirmek igin uygun ortam saglamaktadir (Kaplan vd., 2017). Bu yoniyle
ulkemiz diinyanin en biiyiik kestane iireticilerinden biri konumundadir (Yaltirik, 1993;

Atasoy ve Alting6z, 2011).

2.1.1. Genel Ozellikleri

Kestane yapraklar1 8-16 cm uzunlugunda, kenarlar disli ve koyu yesil renkli olan
genellikle 20-35 metre yiikseklige kadar biiyiiyen ve yaprak doken bir agac tiiriidiir
(Soylu, 2004). Kestane agacinin ¢igekleri, ilkbaharin baslarinda uzun salkimlar halinde
acar ve erkek cicekler salkimin iistiinde, disi ¢igekler ise alt kisimda yer alir. Kestane
agacinin meyvesi, yuvarlak veya yuvarlaga yakin, dis yiizeyi sert, tiiylii, i¢i beyaz ve diiz
bir kapagi olan bir kabuklu yemistir (Manetti vd., 2001). Kabugun altindaki etli kisim
tatl, nisastali ve yiiksek miktarda karbonhidrat icerir (Manetti vd., 2001; Aksoy vd.,
2005). Kestane, koyu kahverengi kabuklu govdesi kalin ve gatalli olan kestane agacinin
odunu sert ve dayanikli olmasiin yani sira nispeten hafiftir (Pereira, vd., 2011; Dinis vd.,
2011). Bu nedenle mobilya ve diger ahsap tiriinlerin yapiminda kullanilabilir (Bellat vd.,
2019). Ayrica kestane agaclarinin altinda yetisen yenilebilir mantarlarin varlig1 tespit
edilmistir (Baptista vd.,2010). Kestane agaclarinin diinyada yaklasik on ii¢ tiirii oldugu
bilinmektedir (Rutter vd., 1990). Bunlardan Anadolu kestanesi (C. sativa Mill.),
Amerikan kestanesi (C. dentata Borkh.), Cin kestanesi (C. mollisima Bl.) ve Japon
kestanesi (C. crenata Sieb. Zucc.) turleri ekonomik degeri olan ve kiiltiirii yapilan
kestane tdrleridir (Soylu, 1984; Rutter vd., 1990). 1768 yilinda Miller tarafindan C. sativa
Mill. olarak adlandirilan (Davis, 1970) kestane turd, Anadolu veya Avrupa kestanesi
olarak bilinen tirln Tirkiye’de dogal olarak bulundugu bilinmektedir (Kayacik, 1981).

Mevcut en son raporlara gore, miktar olarak diinyanin ana kestane iireticileri Cin (%77),
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Ispanya (%8), Tiirkiye (%3), Kore Cumhuriyeti (%2), italya (%2) ve Portekiz’dir (%1)
(Henriques ve Borges, 2017). Ayrica Cin, Tiirkiye ve Ispanya, diinya ¢apinda en yiiksek
verimlilige sahip iilkelerdir (>5 t ha') (Freitas vd., 2021).

2.1.2. Kestanenin Onemi

Kestane agaci, ¢esitli tarim ve orman riinleri ile iliskili, ¢ok islevli olmas1 bakimindan
blyuk ilgi goren bir tirddr (Santos vd., 2022). C. sativa, ¢ok amagl kullanimlar i¢in
onemli potansiyele sahip agag tiirlerinin baginda gelmektedir (Anonim, 2013). Kestane
iceriginde nisasta, seker ve protein gibi insan beslenmesinde gerekli olan besin

maddelerini i¢erdiginden agag¢ ekmegi olarak bilinir (Suna vd., 2021).

Kestane igerdigi besin maddeleri agisindan insan diyetinde yer alan énemli bir besin
takviyesidir ve kisa ya da uzun siireli enerji i¢in gerekli olan karbohidratlar1 igerir
(Vasconcelos vd., 2010; Esposito vd., 2019). Kestane meyvesi vitamin (Askorbik asit,
B1, B2, B3, B6 ve E) ve mineraller (K, Fe, Mg, Ca, Mn, P, Na, Zn) bakimindan zengindir
ve nispeten diisiik doymamis yag asitleri (oleik, linoleik ve palmitik asitler) i¢erir (Korel
ve Balaban, 2009; Pinto vd. 2017; Baser vd., 2018). Bunun yani sira, iyi biyo-aktivite
g0steren antioksidan 6zellige sahip dogal fenolikler ve flavonoidler igerir (Velioglu vd.,
1998; Yang vd., 2015; Gongalves vd., 2012). Anadolu kestanesi diinyanin en 6nemli
meyvelerinden biridir ve Avrupa Akdeniz tlkelerinde gelenekseldir (Ciucure vd., 2022).
Kestane meyvesinin ayrica bagirsak fonksiyonlarinda da olumlu rolii vardir (Silva vd.,
2016). Bunun yan1 sira kestane; meyve, odun ve tanen iiretimi ile dolayli olarak bal
tiretimi ile iligkili ekonomik degeri ve ayn1 zamanda kiiltiirel degeri nedeniyle Avrupa’da
onemli bir kaynaktir (Ertan vd., 2015). Kestane agaclarinda bulunan mineral igerigi
genotip ve iklim kosullarinin yani sira kestane agaglarmin yetistigi topragin mineral
bilesimi ile de iligkili oldugu belirtilmistir (Vasconcelos vd., 2010). Kestane Gretimi,
kestane agaclarinin kapladigi alan ve verimliligi gibi son yillarda diinya g¢apinda
artmaktadir. Bu artan ilgi, biiyiik 6l¢iide kestanenin besleyici nitelikleri ve potansiyel
saglik i¢in faydalarindan kaynaklanmaktadir (Ertan vd., 2015).



2.2. BITKILERDE GENETIK CESITLILIK

Cevresel degisim, sureklilik igeren bir siirectir ve popiilasyonlarin bu degisime uyum
saglayarak evrimlesmesi i¢in genetik ¢esitlilik gereklidir (Frankham vd., 2002). Genetik
bilimi, popiilasyonlar1 tanimlamak, popiilasyon yapisini belirleyerek taksonomik
belirsizlikleri ¢cozmek, tiirler i¢cindeki akrabalik iliskilerini tanimlamak i¢in gelistirilmis,
son derece 6nemli bir alandir. Genler, bir DNA molekilintn belirli bir bélimundeki
(lokus) niikleotid dizileridir. Genetik ¢esitlilik, dogal segilim yoluyla evrim igin temel
bilgileri saglar (Fisher,1930). Bu nedenle bir tiiriin popiilasyonlar1 i¢inde ve arasinda
korunmasi, gelecekteki cevresel degisikliklere uyum saglama potansiyelini korumak i¢in
gereklidir (Eriksson vd.,1993). Genetik c¢esitlilik, bitki popiilasyonunun en iyi nasil
kullanilacag1 hakkinda yeterli bilgi saglamasi ve mahsuliin genetik kaynaklarinin verimli
yonetimi gibi uygulamalar igin temel ilgi alanidir (Al-Hadeithi ve Jasim, 2021). Mahsul
kaynaklarmin genetik olarak iyilestirilmesi, yabani akrabalarin, geleneksel ¢esitlerin ve
modern 1slah tekniklerinin siirekli karisimina baglidir. Bu siireclerin tiimii, dayanikli,
yuksek verimli gesitlerin segilmesi i¢in bir diizeyde cesitliligin degerlendirilmesini
gerektirir (Turna, 2013). Popiilasyonlarin gevresel degisimle basa ¢ikabilmesi genetik
cesitlilik gereklidir ve genetik cesitliligin kaybi genellikle azalan lireme yetenegi ile
iligkilendirilir (Frankham vd., 2002). Germplazm (tohumda bulunup kalitimsal 6zellikler
ileten madde) kaynaklarmin genetik varyasyonunu ve genetik iligkisini anlamak bu
anlamda Onemlidir. Popiilasyonlar igindeki ve arasindaki genetik cesitliligin
degerlendirilmesi DNA analizi gibi ¢esitli laboratuvar tabanli teknikler kullanilarak rutin

olarak molekiiler diizeyde gergeklestirilir (Frankham vd., 2002).

2.2.1. Genetik Cesitliligin Belirlenmesinde Molekiiler isaretleyicilerin Kullanimi

Tiirleri koruma ihtiyaci, insan eylemlerinin dogrudan veya dolayli bir sonucu olarak
biyolojik ¢esitliliginin hizla tiikkenmesinden kaynaklanmaktadir. Pek c¢ok tir hayatta
kalabilmek icin insan miidahalesine ihtiya¢ duymaktadir. Uluslararasi Doga Koruma
Birligi verilerine gore memelilerin %26°s1, kuslarin %13°0, amfibilerin %42’si ve agik
tohumlularin %40°1 tehdit altinda olarak smiflandirilmistir. Diger gruplarda da benzer
sorunlar vardir. Ancak bunlar i¢in giivenilir istatistikler saglamak tizere degerlendirilen
tiir sayis1 yetersizdir. Koruma genetigi, popiilasyon ve tiirlerin yok olma riskini anlamak
ve azaltmak i¢in genetigin uygulanmasidir. Nadirlik, tehlike ve yok olusa neden olan

genetik faktorler (akraba evliligi ve genetik cesitlilik kaybi1), bu etkileri en aza indirmek



icin genetik yonetim ve tehdit altindaki tiirlerdeki taksonomik belirsizlikleri ¢6zmeye,
biyolojilerini anlamaya ve yaban hayati adli tipina yardimeci olmak igin genetik

belirteglerin kullanimui ile ilgilenmektedir (Frankham vd., 2002).

Genetik belirtegler, bireyler arasinda ayrim yapmaya yardimci olan belirli bir 6zellik veya
gen(ler) ile baglantili belirleyici ya da isaretlerdir (Grover ve Sharma 2016). Polimeraz
Zincir Reaksiyonu, (PCR) teknigini kullanilarak, in vitro molekiler markor (belirteg)
genetik materyalden gogaltilir ve kullanilan markér tipine gore ¢esitli agirliklarda
amplifiye olan DNA dizilerindeki polimorfizmleri teshis etmeye izin verir. Elde edilen
veriler, fenotipik olarak benzer ancak genetik olarak farkli olan bireyler arasindaki agik
genetik farklilagsmay1 gosterebilir (Al-Hadeithi vd., 2021). Ayrica, bu belirtegler, farkli
genotipler arasindaki genetik varyasyonlari (varsa) izlemek ve filogenilerini tasvir etmek

icin de kullanilmaktadir (Avise, 2012).

Farkli belirtegler, farkli genetik niteliklere sahiptir (Mondini vd., 2009). Ancak ideal bir
molekiiler belirte¢; polimorfik olmali ve genom boyunca esit olarak dagilmalidir.
Bununlabirlikte genetik farkliliklarin yeterli ¢6ziiniirliiglinii saglamasinin yani sira ¢oklu,
bagimsiz ve giivenilir belirtecler tiretmelidir. Diger yandan basit, hizli ve ucuz olmalidir;
az miktarda doku ve DNA 0Ornegine ihtiyag duymalidir; farkli fenotiplere baglantili
olmalidir ve bir organizmanin genomu hakkinda énceden bilgi gerektirmemelidir. Ancak,
glinlimiizde bu oOzelliklerin hepsine ayni1 anda sahip hicbir molekiiler belirteg
bulunmamaktadir (Mondini vd., 2009). Genetik bilimindeki son gelismeler, ¢esitli bitki
tirlerinde birgok yeni molekiiler markoriin gelistirilmesine olanak sunmaktadir. Ayrica
bu belirtegler artik genetik ¢esitlilik analizi, popiilasyon genetigi, genomik kaynaklarin
karakterizasyonu, gelistirilmis kiiltivar tanimlamasi, filogenetik iligkilendirme ve
agronomik Oneme sahip genlerin tanimlanmasi igin rutin olarak kullanilmaktadir (Al-
Hadeithi ve Jasim 2021). ISSR ve SCoT molekiiler belirtegleri, germplazmin genotipini
daha iyi ayirt edebilen ve germplazm kaynaklarinin genetik arka planinin ortaya
¢ikarilmasinda 6nemli rol oynayan gen lokus bilgisi elde etmek icin DNA’dan amplifiye
edilir (Yilmaz ve Ciftgi, 2021). Genel olarak markorlerin isaretleme etkinligi farkli
tiirlerde farklilik gostermektedir (Zhao vd., 2021).

2.2.1.1. ISSR Markorleri

Molekiiler markor metotlart igerisinde PCR’a dayali mikrosatellitleri de igine alan basit

tekrarli diziler aras1 polimorfizm (ISSR) teknigi dizi bilgisi gerektirmemesi, basit primer



dizayn1 yapilabilmesi ve hizli kullanim1 sayesinde siklikla tercih edilmektedir (Joshi vd.,
2000). ISSR belirtecleri, Meyer vd. (1993) tarafindan genellikle her iki ugta sabitlenen
uzun bir mikro uydu dizisi olan tek bir primerin kullanimni igerir. iki 6zdes ve zit yonlii
mikro uydu bolgesi tarafindan kusatilan DNA dizisi amplifiye edilir. Bu belirtecler genis
Olglide polimorfik ve spesifiktir. Dogalar1 geregi agirlikli olarak ¢ok lokusludur ve
genomda ¢ok sayida lokus Gretebilirler (Choudhury vd., 2022). ikili, iiglii, dortlii ve besli
tekrarlanan niikleotitlere sahip yapidaki primerleri kullanir ve basit mikrosatellit arasi
bolgeleri gogaltmay1 hedeflerler (Bornet ve Branchard, 2001). ISSR tekniginde kullanilan
primerler DNA’nin 3’ veya 5’ u¢larindaki son kisimlarda mikrosatellit bélgelerine uzanan
1-4 dejenere niikleotit igermektedir. Bu lokuslarin uzunluklar1 15-30 niikleotit arasinda
degismekte ve ¢ogaltilan iirlinler genelde 200-2000b¢ uzunluktadir. Bununla birlikte,
ISSR primerlerinde yiiksek GC oran1 yiiksek baglanma sicakligina sebep olmakta ve bu
sayede daha kararli baglanma saglanmaktadir (Filiz ve Kog, 2011). Bu nedenle her bir
ISSR primerinin kalip DNA’ya baglanma sicakligi, i¢inde bulunan baz ¢esidi ve
miktarma gore belirlenmektedir. ISSR’lar dominant markdrlerdir fakat bazi durumlarda
kodominant ayrildigi da gorlilmistir. Bu sayede homozigot ve heterozigotu
ayirabilmektedir (Reddy vd., 2002). ISSR tekniginde polimorfizm seviyesinin fazla
olmasi genetik benzerlik, gen haritalama ve taksonomi ¢alismalarinda tercih edilmesinin
yani sira, pek ¢ok bitki tiirii igin filogenetik ¢aligmalarda; popilasyon ici-popiilasyonlar
arasi/tiir igi-tiirler aras1 genetik varyasyon ¢alismalarinda yaygin olarak tercih edilmesini

saglamaktadir (Zietkiewicz vd., 1994).
2.2.1.2. SCoT Markorleri

Baslangic hedefli kodon (SCoT) belirtecleri, Collard ve Mackill (2009) tarafindan ve esas
olarak bitki genomundaki korunmus bdlgelerden gelistirilmis, ATG baslangi¢ kodonunun
ortaya ¢ikmasiyla sinirlandirilan belirteclerdir. Ayrica spesifik bir fonksiyonel gen ile
iligkili kopyalanmis bolgelere dayanabilir (Kumar vd., 2009). Nispeten yeni olarak kabul
edilmekle birlikte daha iyi yeniden dretilebilirlilige ve polimorfizmi tespit etmede daha
fazla yeterlilige sahiptir. Zamanla, bu belirteg muazzam bir popiilerlik kazanarak
(Bhattacharyya vd., 2013) RAPD ve ISSR tekniklerinden {iistiin kabul edilmistir
(Choudhury vd., 2022). SCoT teknigi, genlerin ekson, intron veya promotor
bolgelerinden, gen fonksiyonlari ile dogrudan iliskili olabilecek polimorfizmleri {ireten
gen hedefli dominant isaretleyicilerdir (Yadav ve Malik, 2016). Ancak, bazi istisnai

durumlarda ekleme-delesyon mutasyonlari nedeniyle kodominant ayrildig1 goriilmistiir
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(Collard ve Mackill, 2009). SCoT, PCR tabanli bir molekiiler belirtegtir ve 18
niikleotidlik primer uzunlugu, yiksek GC igerigi (%50-72) ve ~50°C'lik yilksek
baglanma sicaklig1 nedeniyle yiiksek oranda tekrarlanabilir (Collard ve Mackill, 2009).
Ayrica rastgele arttirilmis polimofik DNA (RAPD) markor sistemlerindeki gibi primer
tasarimi i¢in 6nceden genomik sekans bilgisine gerek yoktur ve elde edilen PCR firiinleri,
standart agaroz jel elektroforezi ile kolayca gorsellestirilir. Bu nedenle, bu belirteg, cesitli
bitki tiirti gruplarinda yararli olabilecegi diisiiniilmektedir (Rai, 2023). SCoT markorleri,
yiiksek polimorfik dogasi nedeniyle, gen diizeyinde ¢esitliligi ortaya ¢ikarir ve belirli bir
Ozellikle baglantilidir. SCoT markoérleri rastgele kodlanan veya kodlamayan bdlgeler
yerine, direkt genin kendisinden tureyen ve belirli bir 6zellikle baglantili isaretgiler tiretir.
Bu nedenle RAPD veya ISSR gibi diger isaret¢ilerine kiyasla fazla bilgilendiricidir
(Collard ve Mackill, 2009; Chhajer vd., 2017). Aym1 zamanda genetik ve genomik
caligmalarda ve farkli bitki gruplar1 i¢in mahsul iyilestirme programlarinda avantajlidir

(Rai, 2023).

2.3. IKLIiM DEGISIKLiGININ BITKIiLER UZERINDEKI ETKIiLERI

Iklim, biyogesitlilik ve ekosistem degisikliginin ana itici giiclerinden biri olarak kabul
edilmektedir. Gezegenimizdeki yasam, esas olarak dogal sera etkisi siirecine baglidir. Bu
atmosferik sera etkisi, diinya atmosferindeki gazlarin giinesin 1sisin1 tutmasiyla meydana
gelen bir slrectir. Sera etkisi, diinyay1 yasamak i¢in rahat bir yer yapan seylerden biridir.
Ancak kentlesme, hizli sanayilesme, ormansizlasma, tarimsal atiklarin yakilmasi,
biyolojik olarak par¢alanamayan iiriinlerin asir1 kullanimi1 vb. gibi artan insan faaliyetleri
nedeniyle siirekli degisen iklim kosullari ¢evre i¢in ciddi tehdit olusturmaktadir. Ayrica
endiistrilerden, fabrikalardan, ekipmanlardan ve araglardan salinan zehirli gazlar da iklim
degisikliginde onemli bir rol oynamaktadir (Chaudhry ve Sidhu, 2022). Iklim degisikligi
bitkilerin morfolojik, gelisimsel, hiicresel ve molekiiler siireclerini olumsuz
etkilemektedir (Chaudhry ve Sidhu, 2022). Zaman i¢inde mahsul verimi ile gida arz1 igin
ciddi bir tehdit olusturan abiyotik stres kombinasyonlarinin sikliginin ve yogunlugunun
artacag1 ongoriilmektedir (Pachauri vd., 2014). Kestane ekosistemleri iklim degisikligi,
geleneksel meyve bahgelerinin terk edilmesi, orman yangini ve artan hasere ve hastalik

insidans1 gibi farkli stres faktorleri (dogal veya antropojenik) tarafindan tehdit

edilmektedir (Bellat vd., 2019).
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2.3.1. Kuraklik Stresi

Kuraklik, diisiik atmosferik nem ve yiiksek hava sicakligina sahip ortami olarak
tanimlanir (Kim vd., 2019). Kurakliga maruz kalan bitkiler, kurakliktan kacinma,
kosullara adaptasyon saglama ya da kurakliga tolerans gibi farkl stratejilerle kendilerini
su eksikligine kars1 direngli hale gelir (Sarginct ve Beyazyiiz, 2022). Cogu durumda,
bitkiler bu stratejilerden birkagini birlestirir (Chaves vd., 2003; Ansari vd., 2017).
Aragtirmacilar, bitkilerin biiylime hizlarindaki ve diger bazi 6zelliklerindeki (fenolojik,
morfolojik, anatomi ve kimyasal bilesim) farkliliklarin, farkli yerel iklim kosullar1 ve
bitki uyum kapasitesi ile iligskilendirmistir (Dinis vd., 2011; Freitas vd., 2021). Bitkiler
kuraklikla basa ¢ikmak i¢in kurakliga tolerans (dayaniklilik) ya da adaptasyon (uyum
saglama) gelistirirler (Kooyers 2015). Kuraklik toleransi, bitkilerin adaptif 6zellikler
yoluyla diisiik doku suyu igerigine dayanma yetenegidir. Bu adaptif 6zellikler, ozmotik
ayarlama ve hiicresel elastikiyet yoluyla hiicre turgorunun korunmasmi ve artan
protoplazmik direncini icermektedir (Morgan, 1984). Kurakliga adaptasyon ise hem
hiicresel hem de molekiiler seviyelerde fizyolojik ve biyokimyasal degisimlerin
koordinasyonunun sonucudur. Bu degisimler, ozmotik ayarlamay1 ve daha sert hiicre
duvarlarmi igerebilir. Bunun yani sira, kuraklik stresi bitkilerin fotosentetik ve savunma
mekanizmalarin1  etkiler ve fotosentez, solunum, translokasyon, iyon alimi,
karbohidratlar, besin metabolizmas1 ve biiyiime destekleyicileri gibi bir¢ok reaksiyonu
tetikleyerek bitki blytdmesini geciktirir (Jaleel vd., 2008). Kurakliga tolerans yoluyla
adaptasyon, temel olarak morfo-fizyolojik degisiklikleri igermektedir (Yordanov vd.,
2000; Basu vd., 2016).

2.3.1.1. Kuraklik stresinin bitkinin fizyolojik 6zellikler izerindeki etkileri

Kuraklik stresi altinda bitkilerin siirekli biiyiimesinden sorumlu fizyolojik parametrelerin;
bagil su igerigi, elektrolit sizintisi, su kullanim etkinligi (SKE), stoma iletkenligi,
fotosentez, terleme, klorofil yaprak fliioresan1 ve klorofil renk indeksindeki degisim
oldugu caligmalarla kanitlanmistir (Anyia ve Herzog, 2004; Bahadur vd., 2011). Bu
fizyolojik parametreler bitki tliriine ve bunlarin kuraklik stresine dayanma yeteneklerine
baghdir. Su kithigina yanit olarak, kurakliga duyarl ve kurakliga dayanikli bitkiler, farkl
stoma hareketleri sergilerler (Pinheiro vd., 2011). Stoma iletkenliginin elektron tasima
hiz1, SKE, solunum, terleme ve CO: difiizyonu gibi birgok fizyolojik parametre ile
iligkilendirildigi bilinmektedir (Ansari vd., 2019). Su potansiyeli diistiikten sonra bile

kurakliga duyarl zirai bitkilerin korunan stoma iletkenligi ve karbon asimilasyonu rapor
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edilmistir (Pinheiro vd., 2011). Stoma gdzeneklerinden buharlagma (terleme) yoluyla
%95'in lizerinde su kayb1 meydana gelir. Bu durumda bitkinin aldig1 toplam CO2 miktar1
ile bitkiden ¢ikan su miktarmin stoma gozenekleri yoluyla dengelenebilmesi énemlidir
(Shimazaki vd., 2007). Ote yandan kuraklik stresi nedeniyle stomalarin kapanmasi, gevre
ile yaprak ici arasindaki gaz aligverisinde bir kisitlamaya neden olur. Stoma kapanmasi
fotosentez igin bir kisitlama olsa da su kaybini énlemede etkili bir mekanizma olarak
kabul edilmektedir (Ansari vd., 2019; Kog, 2021a,b). Kuraklik stresinin hem yaprak
alanin1 hem de birim yaprak alani basina fotosentez oranini diistirerek fotosentezi azalttig1
bilinmektedir (Basu vd., 2016). Kuraklik stresine bagli olarak stomalarin kapanmasi
fotosentez oraninin da azalmasina neden olmaktadir (Tezara,1999). Bitkilerin fizyolojik
adaptasyon mekanizmalarindan biri olan terlemede azalma ve buna bagh olarak yaprak
sicakligindaki artis kuraklik stresinin bir sonucudur (Kog¢ ve Nzokou, 2022a). Stoma
tarafindan diizenlenen terlemede azalma, bitkilerin kuraklik stresine karsi genel bir
tepkisidir ve bu da bitki su kullanim verimliligini artirmaya destek olur (Bahadur vd.,
2011). Diger yandan; su, bitki biiylime ve gelisiminin her asamasinda gerekli olan
vazgecilmez bir faktordiir. Yaprak su icerigi, bitki homeostazinin 6nemli bir gostergesidir
ve bitki dokularinda bulunan nispi su miktarmi gosterir. Bagil Su Icerigi (BSI) olarak
adlandirilan, dokunun tutabilecegi maksimum su miktarini belirleyen bu 6l¢tim, doku taze
veya kuru agirlik bazinda ifade edilen su igerigi ol¢limiinii ortaya ¢ikarmistir (Boyer,
1968). Bagil su igerigi, hiicresel su eksikliginin fizyolojik sonuglart agisindan bitki su
durumunun en uygun o6lculerinden biridir. Grover vd (2004), bitkilerde abiyotik stres
gelisiminin hemen ardindan BSI’de diisiis ve su iliskilerinde azalma oldugunu
belirtmistir. Streslerden, 6zellikle kuraklik stresinden olumsuz etkilenen bagil su icerigi,
kuraklik stresinin hafifletilmesi altinda bitkilerin elde ettigi su potansiyeline kiyasla su
durumunun daha iyi bir gostergesi olarak kabul edilir (Payam, 2011). Bircok rapor, su
eksikliginin BSI’de azalmaya neden oldugunu gostermektedir (Sanchez vd., 2006;
Sanchez vd., 2010; Rai vd., 2015). Kuraklik stresi nedeniyle yapraklarm BSI ve su
potansiyelinde azalma, CO2 asimilasyonunu, fotosentez hizin1 ve stoma iletkenligini

azalttig1 bildirilmistir (Flexas vd.,2008).
2.3.1.2. Kurakiik stresinin biyokimyasal dzellikler Gzerindeki etkileri

Kuraklik stresi, bitkiler {izerinde gesitli biyokimyasal degisikliklere neden olan dnemli
bir ¢evresel faktordiir. Bu stres kosullar1 altinda bitkiler, hayatta kalabilmek ve normal

islevlerini siirdiirebilmek igin ¢esitli adaptasyon mekanizmalarini devreye sokarlar (Chen
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vd., 2007). Bu baglamda bitkiler streslere maruz kaldiklarinda prolin, glikoz, stikroz gibi
osmotik aktif bilesiklerin tiretimini artirarak, hiicre i¢inde suyun tutulmasini saglar ve
bdylece su kaybini sinirlayarak ve hiicresel turgoru korumak i¢in osmotik dengede bazi
degisiklikler yapmis olurlar (Delauney ve Verma, 1993). Ayrica, ozellikle kuraklik

stresin kosullarinda bitkilerde prolin tretimi artar (Chen vd., 2007).

Hiicreler aras1 CO2 konsantrasyonunun azaldig1 kuraklik stresi durumunda bitkide devam
eden fotosentetik 151k reaksiyonlari, molekiiler oksijeni potansiyel olarak azaltilmis
fotosentetik elektron tagima bilesenlerinin birikmesine ve reaktif oksijen tiirlerinin (ROS)
uretilmesine neden olur (Lawlor, 2002). Kuraklik stresi, ROS’un artmasina ve bdylece
hiicre bilesenlerine zarar vererek oksidatif stresin olugsmasina yol agabilir. Bu nedenle,
bitkiler stres kosullarinda antioksidan savunma mekanizmalarini harekete gegirerek,
enzimatik ve enzimatik olmayan reaksiyonlarla ROS iiretimini dengelemeye ve zararli
etkilerini azaltmaya egilimindedirler (Hossain vd., 2014; Wang vd., 2018). Prolin, stres
altinda hiicresel yapilar1 ve islevlerini korumak i¢in cesitli mekanizmalara katkida
bulunurken, ROS ile de baglantil1 bir rol oynar (Ansari, 2019). Bu baglamda, kuraklik
gibi stres kosullarda prolin, hlcrelerin ROS Uretimini azaltarak oksidatif stresin
onlenmesine ve hicrelerin zarar gérmesini engellenmeye yardimci olur (Ansari, 2019).
Bdylece, hucrelerin ROS duzeylerinin dengelemesi ve oksidatif stresin azaltmasi saglanir
(Hossain vd., 2014; Wang vd., 2018; Wahab vd., 2022). Ozetle, énemli bir amino asit
olan prolinin, abiyotik stres kosullarinda bitkilerin metabolizmasini ve biiyiimesini
siirdiirmede onemli bir rol oynadig1 bilinmektedir. Prolin birikimi ile bitkilerin gesitli
abiyotik streslere karsi toleransi arasinda pozitif bir iliski vardir (Ghosh vd., 2022).
Kuraklhigin ¢ok sayida bitkide prolin birikimine neden oldugunu gosteren c¢esitli
arastirmalar mevcuttur (Yamada vd., 2005; Vendruscolo vd., 2007; Mohammadkhani ve

Heidari, 2008; Oufir vd., 2009; El-Beltagi vd., 2020).

2.4. KESTANENIN GENETIK CESIiTLILIiGi VE STRES TOLERANSI iLE
ILGILI LITERATUR OZETIi

Morfolojik ve ekolojik Ozellikler, vejetatif ve iireme aliskanliklari, meyve buyiikligii,
odun ozellikleri, adaptasyon kabiliyeti ve biyotik ve abiyotik streslere karsi direng tiirler
arasinda degiskenlik gosterir. Literatirde, Castanea tiirlerinin farkli belirtegleri ile
genetik cesitliliginin  belirlenmesinde tutarli kiimelenme modelleri bulunamadigi

bildirilmistir (Abdelhamid vd., 2014). Sawano vd. (1984) tarafindan Castanea tirleri
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arasindaki genetik iligki Japon, Cin, Japon-Cin melezi ve Avrupa kestanesi arasinda 3
enzim sistemi kullanarak tire 6zgu belirtecler yer aldigi bildirilmistir. Ayrica, C.
sativa’nin Castanea cinsindeki tiirler arasinda en diisiik genetik ¢esitlilik seviyesine sahip
oldugu da 6ne siiriilmiistiir (Villani vd., 1991; Huang vd., 1998; Huang vd., 1994). Bunun
yani sira, C. sativa ekotiplerinin genel olarak yiiksek genetik ¢esitlilige sahip oldugunu
rapor eden ¢esitli ¢caligmalar mevcuttur (Villani vd., 1991; Pereira- lorenzo vd., 2010;
Cuestas vd., 2017; Poljak vd., 2017; Alessandri vd., 2020; Bouffartigue vd., 2020).
Ayrica Dinis vd. (2011) ve Pereira-Lorenzo vd. (2010), SSR belirtegleri kullanarak
kestane bahgelerindeki c¢esitliligin biiyiik 6l¢iide hibridizasyondan ve ayr1 ayri

mutasyonlardan kaynaklandigin bildirmislerdir.

Mattioni vd. (2013), bes Avrupa iilkesinde (italya, Fransa, Ispanya, Yunanistan ve
Birlesik Krallik) 29 alana dagilmis 68 mescereden 1.768 C. Sativa bireyinin genetik
yapisini belirlemek i¢in 73 basit dizi tekrar1 (ISSR) markorii kullanmistir. Arastirmacilar
dogal mescereler, yonetilen baltaliklar ve agilanmis meyve bahgeleri olmak iizere ii¢
farkli yetisme alanindan ornekler almiglardir. Meyve bahgelerinden alinan bireylerin
genetik cesitliliginin daha yiiksek oldugunu ve bunun da asilanmis klonlarin fazla
olmasindan kaynaklanabilecegini bildirmislerdir. Bunun yani sira, dogal mescereler ve
baltaliklar arasindaki korelasyon analizlerinde az, ancak etkili farkliliklarin bulundugunu
ve uzun vadeli yonetim tekniklerinin popiilasyonlarin genetik yapisini etkileyebilecegini
bildirmislerdir. Ayrica, arastirmacilar (¢l Yunanistan’da, biri Iber Yarimadasi’nin
kuzeybat1 kiyisinda ve geri kalaninm blyuk bir gen havuzuna sahip Akdeniz havzasi
olmak tiizere bes farkli gen havuzunun var oldugunu bildirmislerdir. Bu sonuglarin C.
Sativa’nin genis dagilim alan1 boyunca gé¢ modellerinin net ve kesin bir resmini elde
etmek i¢in yeterli olmadigini da ileri siirmiislerdir. Bunun nedeninin de tiiriin ana mense
merkezlerinden biri olarak bildirilen Tiirkiye ve komsu Kafkasya bolgesinden 6rneklerin

eksik olmasi oldugunu belirtmislerdir (Mattioni vd., 2013).

Ciordia vd. (2012), C. sativanin %50 ve %90 substrat doygunlugu ile iki farkli su
rejiminde yetistirilmesinden sonra fenotipik ifadede farkli varyasyon modelleri ortaya
cikardigini bildirmiglerdir. Kurak kosullarin hem boy hem de agirlik agisindan bitki su
potansiyelini azalttigi, kok gelisiminin arttigini, yaprak alanmin azaldigini ve yaprak
morfolojisini degistirdigini belirtmiglerdir. Bunun yani sira kestane tiirleri ile ilgili
yapilan baska bir caligmada, aymi kosullar altinda kestane biiylimesi Oncelikle

Yunanistan’dan alian popiilasyonlarda, ardindan Giiney Italya ve Giiney Ispanya’dan
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alinan popiilasyonda, en son ise Kuzey Ispanya ve Kuzey Italya’dan gelen ekotiplerde
basladig1 bildirilmistir (Zhang vd., 2011). Bitkilerin bu farkli tepkileri (fenolojik,
morfolojik, anatomi ve kimyasal bilesim) farkli yerel iklim kosullar1 ve bitki uyum

kapasitesi ile iligkilendirilebilmektedir (Dinis vd., 2011).

Serdar vd. (2014), Tirkiye’de kestane yanikligina dayanikli kestane genotipleri bulmak
icin yaptig1 arastirmada, Karadeniz bolgesindeki Sinop, Samsun, Artvin ve Bartin
illerinden secilen 14 kestane genotipinin morfolojik ve molekiiler karsilastirmasint RAPD
belirtecleri kullanarak yapmistir. Caligma sonucunda cografi olarak ¢ok yakin bolgelerde
yer alan Samsun, Bartin ve Sinop kestanelerinin genotip olarak birbirlerinden oldukca

farkli oldugu bildirilmistir.

Abdelhamid vd. (2014), Isvigre, Fransa, italya ve Asya cesitlerine ait 73 C. sativa, C.
crenata, C. mollissima tiirleri arasindaki ve i¢indeki genetik degiskenligi tespit etmek igin
4 DNA markérii (RAPD, ISSR, AFLP ve SSR) kullanmislardir. Etkili multipleks orani,
polimorfizm bilgi igerigi ve markor indeksine iligkin bulgular, AFLP nin bu ¢alismada
kullanilan en etkili molekiiler markor sistemi oldugunu ortaya koymustur. RAPD
yonteminin tiir iligkileri agisindan kismi bir uyum saglanmasina ragmen, diger markor
sistemleri incelenen tilirleri net olarak ayrilmamis kiimeler halinde siniflandirmistir.
Calisma sonucunda, RAPD markor verileri diger markorleri daha yiiksek bir korelasyon
gostermistir [sirastyla AFLP, ISSR ve SSRile (r=10,69, P <0,01), (r=0.77,P <0,01) ve
(r=0.47,P <0.01)]. Varyans gruplar arasinda ve i¢inde boliindiigiinde, AFLP (%94.62)
gruplar icinde daha fazla varyasyon gosterirken, ters RAPD (%67.87) gruplar arasinda
daha fazla varyasyon saglamistir. Genel olarak, sonuglar AFLP’nin kestane genetik
cesitliliginin degerlendirilmesi ve dolayisiyla bu degerli agag tiirliniin korunmasi i¢in
etkili koruma stratejilerinin gelistirilmesi i¢in etkili bir molekiiler markor sistemini temsil
ettigini bildirmislerdir. Bunun yan1 sira RAPD (%32,13) ve ISSR (%36,73) igin grup ici
varyans bilesenlerinin diisiik oldugunu bu da cografi kdkene atfedilebilecek genetik arka
planin genetik cesitlilige katkida bulundugunu gosterdigini bildirmisleridir. RAPD’e
kiyasla ISSR’nin daha bilgilendirici dogasina iliskin olarak bu c¢aligmada sunulan
sonuclar, daha 6nce Casasoli vd. (2001) tarafindan bildirilen bulgularla uyusmamaktadir.
Ayrica Kiime ve PCoA analizleri, Isvicre C. sativa grubunda benzersiz bir genetik yap1
oldugunu ve en degerli cesitlerden bazilari i¢in genetik ¢esit i¢i homojenlik gosterdigini

ortaya koymustur. Bu homojenlik muhtemelen uzun zaman énce giiney Isvigre'deki yerel
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yetistiriciler tarafindan yapilan seleksiyon baskisindan veya c¢esitlerin uygun toprak ve

mikro iklim kosullarina adaptasyonundan kaynaklaniyor olabilir (Abdelhamid vd., 2014).

Miguez-Soto vd. (2019), C. Sativa tiiriiniin Kuzey Iber Yarimadas: ve Akdeniz olmak
lizere iki gen havuzunda gruplandirilan dokuz yabani Iber kokeninin adaptif varyasyonun
sekillenmesinde dogal seleksiyonun roliinii degerlendirmek ve bu tiirlin genetik yapisinin
aciklayabilmek amaciyla iki dol-Ureme denemesinde ¢esitli adaptif 6zellikler agisindan
degerlendirmislerdir. Yillik bir biiyiime ritmi deneyi, kurulustan sonraki ilk 3 y1l boyunca
fenoloji, biiyiime, govde formu ve hayatta kalma agisindan degerlendirilmis ve periyodik
bir kuraklik stresi deneyi hem iyi sulanan hem de kuraklik stresi uygulamalarinda kuru
agirlik, biiyime, hayatta kalma ve diger ilgili kuraklik 6zellikleri agisindan
degerlendirilmistir. Her iki denemede de rapor edilen yiiksek genetik degiskenlik biiyiik
Olciide popiilasyonlar arasindaki genetik cesitlilikten kaynaklandig1 ve fenolojinin enlem
ve kserotermik indeks ile korelasyonlar1 yoluyla popiilasyonlar arasinda klonal bir
varyasyon tespit edilmig, orta ve giiney Akdeniz popiilasyonlarinin kuzey
popiilasyonlarindan daha erken fenolojiye sahip oldugu ve kurakligin bu farklilagmada
onemli bir rol oynadig1 gosterilmistir. Kuraklik stresi uygulamasinda elde edilen sonuglar,
genel anlamda kserik popiilasyonlarin daha gelismis kok sistemleri ve kuzey
popiilasyonlarina gore daha yiiksek hayatta kalma oranlariyla kurakliga daha fazla uyum
sagladigin1 dogrulamistir. Ayrica, popiilasyonlar arasinda gozlemlenen genetik
degiskenlik, iber yarrmadas1 C.sativa popiilasyonlarinin hizli adaptif evrim gegirme

potansiyeline sahip oldugunu belirlemistir.

Alcaide vd. (2022), ispanya’nin farkli iklim kosullarina sahip bolgelerindeki dort dogal
C. sativa popiilasyonundan (Bergongo, Hervas, Constantina ve Montseny) alinan 136
agac genotipinin EST-SSR genetik belirtegleri adaptif ¢esitliligini ve kurakliga toleransi
degerlendirmistir. 20 EST-SSR primerinden sekiz tanesi yiiksek diizeyde polimorfizm
gostermis  ve genetik ¢esitliligi  degerlendirmek i¢in kullanilmistir. Beklenen
heterozigotluk (0.471) ve 6zel alel sayis1 bakimindan (11) en yiiksek ¢esitlilik diizeyine
sahip olan Bergondo (kuzey popiilasyonu)’nun polimorfik 6zellik gosteren tek
popiilasyonun oldugu bildirilmistir. Bunu yani sira yapilan popiilasyon yapisi
(STRUCTURE) analizinde iki (K = 2) gen havuzu tespit edildigini ve kiimeler arasinda
smirl karisim ile kuzey-giiney cografi modeline karsilik gelen iki ana gruba ayirdigini
bildirmistir. Her kiimedeki popiilasyonlarin karisim orani (Q) ile degerlendirilen tiyelik

ylizdesini kuzey popiilasyonlari, Bergondo ve Montseny'nin, I. kiimede (sirastyla 0,87 ve

17



0,69 Q degerleri) ve gliney popiilasyonlari,Hervas ve Constantina'nin, II. kiimede
(swrasiyla 0,92 ve 0,80 Q degerleri) gruplandirilmistir. Ayrica EST-SSR belirteclerine
dayali olarak Constantina ve Bergondo popiilasyonlar1 arasindaki net ayrim fenotipik
Olglimlere dayali olarak yaprak semptomlarinda gozlenen nemli farkla uyumlu oldugu
ve Constantina fideleri su yoksunlugundan sonra en diisiik yaprak solmas: degerlerine
sahipken, Bergondo fideleri en yiliksek degerlere sahip oldugu ve C. sativa
popiilasyonunda kurakliga yanitta 6nemli farkliliklar oldugu bildirilmistir. Kestane
tiirleri, genetik ve fizyolojik 6zelliklerine bagli olarak degisen ¢evre kosullarina yiiksek
uyum saglama yetenegine sahiptir (Ciordia vd., 2012). Enlem ve yiikseklik gibi cografi

parametreler kestane agaci yetistiriciliginde 6nemli rol oynamaktadir (Freitas vd.,2021).

Popiilasyonlarin kurakliga verdikleri tepkileri analiz etmek olduk¢a karmasiktir (Casasoli
vd., 2006; Alcaide vd., 2022). Kestane popiilasyonlar1 kurakliga kars1 olduk¢a hassastir.
Dogal ekolojilerinde sulama yapilmadan yetistirilebilmesine ragmen toprak neminin
azalmasi, kestane agaclarmin verim ve meyve kalitesinde azalmalara ve kestane
miirekkep hastaligina neden olmaktadir (Ertan vd., 2016). Kestane popiilasyonlar1 ile
ilgili yapilan bir ¢calismada, Yunanistan’dan alman kestane genotipleri Giiney Italya ve
Giiney Ispanya'dan gelenlere daha erken biiylimeye basladigi ve bunlar1 Kuzey Ispanya
ve Kuzey Italya’dan gelen kestane ekotiplerinin izledigi belirlenmistir (Zhang vd., 2011).
Literatirde Turkiye’nin C.sativa i¢cin mense merkezlerinden biri oldugu ve karadeniz
kiyilarindan akdeniz bolgesine uzanan bir kesit boyunca yayilmis dogal kestane
popiilasyonlar1 arasindaki genetik, morfolojik ve fizyolojik farklilasmanin gézlendigi
bildirilmistir (Villani vd., 1991; Villani vd., 1992; Villani vd.,1999) Bu popiilasyonlarin
genetik farklilasmasi makro iklimsel degiskenlerle, oOzellikle yagis miktariyla
iliskilendirilmistir (Pigliucci vd., 1990). Lauteri vd. (2004), kurakligi hesaplama ve
karsilastirma yontemi olan ksertermik indeks degerinin Kuzey Ispanya'daki kestane
popiilasyonlarinin, Akdeniz havzasinda bulunan popiilasyonlara gore daha diisiik
oldugunu bildirmistir. Ayrica, Lauteri vd. (2004), C.sativa’nin mezik (daha geg fenoloji,
daha yiiksek biiyiime) ekotiplerinin elverisli iklim kosullarina giiglii bir sekilde yanit
verdigini, kserik (erken fenoloji, yavas biiylime, yiiksek kok gelisimi, diisitk SKE ve daha
uzun genglik donemleri) ekotiplerinin ise kuraklik sonrasi hasar riskini azaltmak i¢in

yavas yanit verdigini bildirmistir.
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Dinis vd. (2011), artan kuraklik siiresinin kestane yaprak ve meyve gelisimi iizerinde
olumsuz etkilerinin oldugunu bildirmistir. Bunu, Pérez-Girén vd. (2020)’nin Iber
Yarimadasi'nin iki bdlgesindeki meyve bahgelerinde temel fizyolojik parametreleri
karsilastiran kuzey Ispanya ve Portekiz ile giiney ve orta Ispanya C.sativa popiilasyonlari
calismasindan elde edilen bulgular desteklemektedir. Pérez-Giron vd. (2020)
caligmasinda, C. sativa’nin kuzey ekosistemlerinde yillik fotosentez oranini ve net
birincil C Uretimi (solunumdan sonra depolanan ve biyokiitleye doniistiiriilen net C) en
yiiksek degerlere ulastigini ve su mevcudiyeti ve sicakligin bu iki parametreyi en ¢ok
etkileyen iklim degiskenleri oldugunu bildirmislerdir. Menéndez-Miguélez vd. (2015),
art arda iki aydan fazla kurakliga maruz kalan C. sativa agaglarinin biiyiimesinin ciddi
sekilde etkilendigini bildirmistir. Bu baglamda, Maurel vd. (2004), kurakliga maruz kalan
C. Sativa’da stoma iletkenligi, transpirasyon orani, topraktan yapraga hidrolik iletkenlik,
yaprak ve kok biyokiitlesinde azalma meydana geldigini, ksilemdeki absisik asit (ABA)
konsantrasyonunun ise arttigini ve ayrica stoma iletkenliginin kok kaynakli ABA ve
hidrolik sinyaller, yani kokten yapraklara bagil 6zsu akisi tarafindan diizenlendigini
bildirmistir. Ciordia vd. (2012) ve Gomes-Laranjo vd. (2012), iber Yarimadas1’nin Kuzey
(Asturias ve Galigya, mezik veya orta derecede nemli ortam) ve Orta/Giliney (Kanarya
Adalar1 ve Endiiliis, kserik ve daha kuru ortam) olmak iizere iki bolgesinden C. sativa
fidelerini d6llerini incelemistir. Her iki calismadan elde edilen sonuglar birlestirildiginde,
kisith su kaynagi, K (6zellikle kserik ekotiplerde), CO2 asimilasyon orani (A), terleme,
stoma iletkenligi ve sonug olarak fotosentetik verimliligin azaldig1 sdylenebilir. Aym
yazarlar, ilk cesitler yeniden sulamadan sonra daha iyi toparlanma kabiliyeti
gosterdiginden dolay1 kuzeydeki cesitlerin kurakliga karst merkezdekilerden daha
toleransli oldugunu diisiinmiislerdir. Ayrica literatiirde dogal mescerelerden segilen
cesitli Avrupa kestane ekotiplerinin genomdaki farkli evrimsel baskilara karsilik gelen

farkli iklimlere adaptasyon sagladigi bildirilmistir (Fernandes vd., 2022).

Bunun yani sira, Martinez-Sancho vd. (2017), C. sativanin yiiksek sicaklik ve ciddi
kuraklik kosullari olmadig: siirece su yoksunlugundan sonra stomalarin kapanmasinin
kolaylikla saglanamayacagimi bildirmistir. Yazarlar yaptigi arastirmada, kontrollerle
karsilastirildiginda kurak fidelerin daha diisiik su potansiyeline sahip oldugu, boy ve
govde capinda azalmalar meydana geldigini ve bunun yani sira hidrolik iletkenlikte genel
bir dogal kayip ve muhtemel damar embolisi oldugunu, Camison vd. (2020) kurakliga

toleransli C. sativa fidelerinde (orta Ispanya'dan kserik ekotip) gs'nin sifira yakin
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oldugunu, bagil su iceriginde (BSI) azalma, boy ve agirlik kayb1, gévde gapinda artis, ara
sira diigsme ile yaprak solmasi ve bitki geri dondisii ile iligkili oldugunu bulmustur. Stoma
kapanmasi, yapraklarda Anet ve ¢oziinebilir seker birikiminin azalmasiyla
iliskilendirilmistir. Yazarlar, yaprak ve gévdelerdeki ¢ozilinebilir seker birikiminin bitki
osmoregiilasyonunda bir rolii olabilecegini, yaprak biyokiitlesindeki azalmaya, yaslanan
yapraklardan yesil yapraklara azot (N) tasinmasi nedeniyle yapraklardaki N seviyesinde
artisa neden olabilecegini bildirmistir. Stres altindaki bitkilerde yiiksek solunum
seviyeleri, strese karsi koymak igin ¢0zilinebilir sekerlerin metabolizmasiyla ilgili
oldugunu ve asir1 olmayan kuraklik kosullarinda kurakliga toleransli tiirlere
atfedilebilecek toplam karbonhidrat igeriginde veya C achgmda degisiklik

gozlenlmemistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. CALISILAN POPULASYONLAR

Bu ¢aligmada Tiirkiye’nin dort cografi bdlgesinin dokuz iline ait (Diizce, Trabzon, Ordu-
Karadeniz bolgesi, Kitahya, izmir- Ege bolgesi, Deli Sarnig, Ibradi, Selge- Akdeniz
bolgesi,Bursa- Marmara bolgesi) dogal kestane ormanlarindan yaprak ornekleri
toplanarak Diizce Universitesi Orman Fakiiltesi Bitki Biyoteknolojisi Laboratuvarinda -
80°C buzdolabinda muhafaza edilmistir. Calisma kapsaminda kullanilan kestane
genotiplerinin toplandig1 cografi bolge, il, ilgelere ait lokasyon haritast Sekil 1°de

verilmistir.

380 570 -

Legend
. Antalya-Deli Sarnig @ Antalya- Selge A Dizce-Kurtsuyu  (8)  izmir-Ovacik A Trabzon-Caykara
@ Antalya-ibradi (*) Bursa-Kemalpasa . Kiitahya- Simav j Ordu- Giirgentepe

Sekil 1. Caligma kapsaminda yapraklari toplanan popiilasyonlarina ait dogal kestane ormanlarinin
lokasyon haritast.

Calisma kapsaminda kullanilan kestane yapraklarinin toplandig1 cografi bolge, il, ilgelere

ait iklim bilgisi ve toplanan birey sayis1 Tablo 2’de verilmistir.
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Tablo 1. Calismada kullanilan kestane popiilasyonlarina ait bilgiler.

Lokasyon Iklim Tipi
Toplanan Birey Sayis1
[ZMIR-Ovacik Akdeniz Iklimi 20
ANTALYA-Selge Akdeniz iklimi 20
BURSA-Kemalpasa Akdeniz iklimi 20
ANTALYA- Deli Sarni¢ Akdeniz Tklimi 20
ANTALYA-ibradi Akdeniz iklimi 20
TRABZON-Caykara Karadeniz iklimi 20
DUZCE-Kurtsuyu Karadeniz iklimi 20
ORDU-Giirgentepe Karadeniz Iklimi 20
KUTAHYA-Simav Karasal iklim 20

3.2. MOLEKULER ANALIZLER ICIN BITKi MATERYALININ TOPLANMASI

Trabzon-Caykara, Ordu-Girgentepe, Kitahya-Simav bdlgelerinde dogal kestane
ormanlarinda aralarinda en az 100 metre mesafe olan yirmi farkli kestane agacindan
yaprak 6rnekleri toplanmistir. Diger popiilasyonlar igin ise Diizce Unv. serasinda bulunan
Ovacik, Selge, Bursa, Deli Sarnig, [bradi, Diizce bolgelerinden alinan tohumlardan
yetistirilen fidanlarindan yaprak 6rnekleri kullanilmistir. Toplanan her drnek aliminyum
folyoya sarilarak sivi azotta dondurulduktan sonra -80°C derin dondurucuya konulana
kadar strafor i¢indeki kuru buzda muhafaza edilmistir. Yaprak ornekleri deneyler igin
kullanilana kadar soguk zincir bozulamadan -80°C derin dondurucuda muhafaza

edilmistir.
3.2.1. DNA Izolasyonu

Alman geng bitki yapraklarindan genomik DNA, Doyle ve Doyle (1990)’nun cetyl
trimethyl ammonium bromide (CTAB) metoduna gore izole edilmistir. DNA izolasyon
protokoliiniin uygulanmasi i¢in Oncelikle tampon ¢ozeltiler asagida belirtildigi gibi

hazirlanmstir.
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Tris Cozeltisi

124,14 g Tris 750 ml distile su icinde ¢ozduruldikten sonra pH=8" ayarlanarak ¢6zelti

1L olana kadar distile su eklendikten sonra otoklavda steril edilmistir.

5M NACL Cozeltisi
292.2 gr NaCl 700 ml distile su icinde ¢ozdiiriildiikten sonra ¢ozelti 1L ‘e tamamlanmuistir.

0,25M EDTA Cozeltisi
93.06 gr. EDTA 700 ml distile su icinde ¢ozdurilirerk pH=8’¢ ayarlandiktan sonra

¢ozelti 1 L’ e tamamlanmustir.

CTAB Cozeltisi
25 ml 1M Tris ¢ozeltisi,70 ml 5M NaCl cozeltisi ve 20 ml 0,25 M EDTA c¢ozeltileri

karistirilarak 5 gr CTAB eklendi ve karisim iyice ¢ozdurildukten sonra elde edilen ¢ozelti

200ml’e tamamlanip pH=8e ayarlanmistir.

DNA izolasyon Protokol;

1.

0.001 gr bitki Ornekleri tartilarak 2.0 ml santrifiij tiipiine konulmus ve doku
homojenizatorii cihazinda tliplerin i¢ine birer bilye konularak 2 dk parcalanmistir.
Tuplerin tzerine 750 ul %1 v/v CTAB+ Mercaptaetanol ¢ozeltisi eklenerek 65°C
de 30 dk inkiibe edilmistir.

Tupler 12.000gx10 dk santriftjlendikten sonra pellet aspire edilip, stipernatant yeni
tiipe alinarak (zerine 5 ul RNase eklenmistir.

37°C de 15 dk inkiibe edilmistir.

Tuplere 750 ul Kloroform:izoamilalkol (24:1) eklenmis ve tlpler hafifce
calkanmustir.

12.000gx5 dk santrifiijlenmistir.

Slpernatant yeni 1.5 ml santrifij tiiplerine alinmistir.

Eski tlplerde kalan pellet Gzerine 300ul CTAB+p Mercaptaetanol ¢ozeltisi
eklenerek 12.000gx5 dk santrifiijlenmistir.

Santrifiijlenen tiiplerin slipernatanti yeni kullanilan 1.5 ml santriflij tlplerindeki

karisima eklenmistir.
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10. Bu tiiplere 0,6 hacim izopropil alkol eklenerek tiipler hafifce calkalanarak pellet

olusumu gozlenmistir (Sekil 3).

JE—

Sekil 2 DNA izolasyonunun pellet olusum asamasina iliskin gériintii.

11. 15.0009%5 dk santrifiijlenmistir.

12. Supernatant pellete zarar gelmeden dikkatlice uzaklastirilmistir.

13. 1 ml %70 etanol eklenerek12.000x5 dk santrifiijlenmistir.

14. Pellete zarar gelmeden dikkatlice etanol dokilmiis ve tiipler iyice kurutulmustur.
15. Kuruyan pellet 200ul pcrPCR suyu iginde c¢ozdirllerek -20°C’de muhafaza

edilmistir.

3.2.2. DNA Konsantrasyon Tespiti

Izolasyon isleminden sonra temiz ve giiclii bir bant gériintiisii almak icin elde edilen
DNA’larin Azeor2s0 orani nanodrop cihazinda belirlenmistir. Nanodrop cihazinda
konsantrasyonu belirlenen numuneler %8’lik agaroz jelde yiiriitiilerek netlestirilmistir.
Bu asamada, her bir stok DNA’dan 2 pl alinarak 4 ul yiikleme boyasi (5X loading dye)
ilave edilmis ve 1X TBE ¢ozeltisinde 90V akimda 40dk yiiriitiilerek goriintii alinmastir.
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Sekil 3. Agaroz jelde DNA goriintiisii 6rnegi.

Sekil 4’te gorintlisii alinan bazi DNA Ornekleri gosterilmistir. Agaroz jel UV

goriintiileme sisteminde goriintiilenmistir.

3.2.3. ISSR PCR Analizleri

ISSR primerlerinin PCR analizi i¢in optimize edilen reaksiyon miktarlar1 Tablo 3’te
verilmistir. Calismada kullanilan ve Tablo 4’te baz dizilimi ve baglanma sicakliklarinin
verilen 20 adet ISSR primeri BM Laboratuvar Sistemleri (Ankara, Tlrkiye)’nden temin

edilmistir. PCR analizeleri Casosoli vd. (2001)’nin protokolii modifiye edilerek

uygulanmustir.
Tablo 2. Caligma i¢in optimize edilen ISSR PCR miktarlari.
dHO Primer DNA Master mix Toplam hacim
9,1ul 2,4 ul 1ul 12,5 ul 25ul

Izole edilen 180 (9 poplilasyonx20 birey) adet kestane DNA’s1, polimorfizm seviyesi
yiiksek, temiz ve giiglii bantlar vererek segilen 20 farkli ISSR primerleri ile PCR iglemine
tabi tutulmustur. ISSR-PCR reaksiyonu; 10ng DNA, 20uM primer olmak lzere Go Taq
DNA Green Master Mix (Promega) kullanilarak toplam 25ul hacimde Tablo 5’te

25



belirtilen protokole gore gerceklestirilmistir. PCR islemleri Thermo ve Sensoquest

Termal Cycler PCR cihazlari kullanilarak gergeklestirilmistir.

Tablo 3. Caligsmada kullanilan ISSR primerlerinin baz dizilimleri ve baglanma sicakliklari.

Primer Primer Primer Dizisi (5'-3") Tm (°C) Referans
numarasi kodu

1 UBC 810 GAGAGAGAGAGAGAGAT 50 Zietkiewics vd.,1994
2 UBC 814 CTCTCTCTCTCTCTCTA 50 Zietkiewics vd.,1994
3 UBC 815 CTCTCTCTCTCTCTCTG 52 Zietkiewics vd.,1994
4 UBC 818 CACACACACACACACAG 52 Zietkiewics vd.,1994
5 UBC 820 GTGTGTGTGTGTGTGTC 52 Zietkiewics vd.,1994
6 UBC 823 TCTCTCTCTCTCTCTCC 52 Zietkiewics vd.,1994
7 UBC 824 TCTCTCTCTCTCTCTCG 52 Zietkiewics vd.,1994
8 UBC 825 ACACACACACACACACT 50 Zietkiewics vd.,1994
9 UBC 828 TGTGTGTGTGTGTGTGA 50 Zietkiewics vd.,1994
10 UBC 834 AGAGAGAGAGAGAGAGYT 52 Zietkiewics vd.,1994
11 UBC 836 AGAGAGAGAGAGAGAGYA 52 Zietkiewics vd.,1994
12 UBC 841 GAGAGAGAGAGAGAGAYC 52 Zietkiewics vd.,1994
13 UBC 843 CTCTCTCTCTCTCTCTRA 52 Zietkiewics vd.,1994
14 UBC 844 CTCTCTCTCTCTCTCTRC 52 Zietkiewics vd.,1994
15 UBC 845 CTCTCTCTCTCTCTCTRG 52 Zietkiewics vd.,1994
16 UBC 848 CACACACACACACACARG 52 Zietkiewics vd.,1994
17 UBC 852 TCTCTCTCTCTCTCTCRA 52 Zietkiewics vd.,1994
18 UBC 858 TGTGTGTGTGTGTGTGRT 52 Zietkiewics vd.,1994
19 UBC 873 GACAGACAGACAGACA 48 Zietkiewics vd.,1994
20 UBC 879 CTTCACTTCACTTCA 38 Zietkiewics vd.,1994

R=(A,G);Y=(C, T);B=(C,G,T);D=(AG,T);H=(A,G,T);V=(AC,G)

26



Tablo 4. ISSR PCR déngii sicaklik ve siireleri.

On Denaturasyon 94°C 4 dk

Denaturasyon 94°C 30sn
35 dongu

Baglanma 38-52°C 1dk

Uzama 72°C 2 dk

Son Uzama 72°C 10 dk

3.2.4. SCoT PCR Analizleri

Calismada kullanilan ve Tablo 7°de baz dizilimi ve baglanma sicakliklar1 verilen 20 adet
SCoT primeri BM Laboratuvar Sistemleri (Ankara, Turkiye)’nden temin edilmistir. PCR
analizleri Collard ve Mackill (2009)’nin belirttigi protokol modifiye edilerek
uygulanmigtir. SCoT primerlerinin PCR analizi i¢in optimize edilen {iriin miktarlar1 Tablo

6’da verilmistir.

Tablo 5. Caligsma i¢in optimize edilen SCoT PCR miktarlari.

dH>0 Primer DNA Master mix Toplam hacim

9.9 ul 1.1 ul 1.5ul 12.5 ul 25 ul

Izole edilen 180 (9 popiilasyonx 20 birey) adet DNA iiriinii, polimorfizm seviyesi yiiksek,
temiz ve giiclii bantlar vererek segilen 20 farkli SCoT primerleri ile PCR islemine tabi
tutulmustur. PCR reaksiyonu; 10ng DNA, 20uM primer olmak iizere Go Tag DNA Green
Master Mix (Promega) kullanilarak 25 uL toplam hacimde Tablo 6°da belirtilen protokole
gore gerceklestirilmistir. PCR asamalarin1 gosteren SCoT-PCR profili Tablo 8’de

gosterilmistir.
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Tablo 6. Calismada kullanilan SCoT primerlerinin baz dizilimleri ve baglanma sicakliklar1.

Primer Primer Primer Dizisi (5'-3') Tm (°C) Referans
Numarasi kodu
! 1 CAACAATGGCTACCACCA 50 Collard ve Mackill, 2009
2 22 AACCATGGCTACCACCAC 56 Collard ve Mackill, 2009
3 29 CCATGGCTACCACCGGCC 72 Collard ve Mackill, 2009
4 30 CCATGGCTACCACCGGCG 72 Collard ve Mackill, 2009
° 5 CAACAATGGCTACCACGA 50 Collard ve Mackill, 2009
® 6 CAACAATGGCTACCACGC | 56 | Collardve Mackill, 2009
! 7 CAACAATGGCTACCACGG 56 Collard ve Mackill, 2009
8 8 CAACAATGGCTACCACGT | 50 | ColfardveMackill, 2009
2 9 CAACAATGGCTACCAGCA 50 Calard ve Mackill, 2009
10 10 CAACAATGGCTACCAGCC | 56 | Collardve Mackill, 2009
1 11 AAGCAATGGCTACCACCA | 50 Collard ve Mackill, 2009
12 12 ACGACATGGCGACCAACG 61 Collard ve Mackill, 2009
13 13 ACGACATGGCGACCATCG | 61 | CollardveMackill, 2009
14 31 CCATGGCTACCACCGCCT | 67 | Collardve Mackill, 2009
15 33 CCATGGCTACCACCGCAG 67 Collard ve Mackill, 2009
16 16 ACCATGGCTACCACCGAC 56 Collard ve Mackill, 2009
17 34 ACCATGGCTACCACCGCA | 61 | Collardve Mackill, 2009
18 18 ACCATGGCTACCACCGCC 67 Collard ve Mackill, 2009
19 19 ACCATGGCTACCACCGGC 67 Collard ve Mackill, 2009
20 20 ACCATGGCTACCACCGCG | 67 | Collardve Mackill, 2009

Tablo 7. SCoT PCR dongu sicaklik ve siireleri.

On Denaturasyon 94°C 4 dk

Denaturasyon 94°C 30 sn
35 déngi

Baglanma 50-72°C 1dk

Uzama 72°C 2 dk

Son Uzama 72°C 10 dk

28



3.2.5. Agaroz Jel Elektroforezi

Elektroforez tamponu olarak TBE (Tris Borate Edta) kullanilmistir. 10X TBE ¢0zeltisi
hazirlamak i¢in 108 gr Tris (Merck Millipore) ve 55 gr. Borik asit (Merck Millipore) 800
ml saf su iginde manyetik karistirici kullanilarak iyice ¢6ziindiiriip homojen hale
getirildikten sonra bu karisima 40 mL 0,5 M EDTA (pH 8.0) eklenmistir. Tiim ¢ozeltinin
pH degeri 8.0 olacak sekilde ayarlanmis ve c¢ozelti saf su ile 1L’e tamamlanmistir.
Elektroforez asamasi i¢in hazirlanan 10X TBE stok ¢6zeltisinden 100 ml alinarak saf su
ile 1L’e tamamlanarak 1X TBE olacak sekilde seyreltilmistir. Elektroforez islemi agaroz
jel kullanilarak 1X TBE cozeltisi iginde gergeklestirilmistir (Sekil 5). Agaroz jel, 100 ml
1X TBE ¢ozeltisine 2 gr agaroz eklenip mikrodalga firinda toz agaroz eriyene kadar
bekletilmesi ile hazirlanmistir. Daha sonra 70°C’e kadar sogutulan bu karisim, i¢ine 4 ul
etidyum bromr (Sigma E1385, ABD) eklenerek yatay elektroforez tankina dokiilmiis ve
katilastiktan sonra kuyucuklara molekiler analizlerden elde edilen PCR drlnleri
yiiklenmistir. PCR triinleri 120V’da 1-2 saat siire kosturulmus ve her 15 dk’da bir

gorilintli alinmustir.

Sekil 4. Elektroforez gorintusi.

Sistemin c¢aligmast durduktan sonra UV transilluminatér cihazinda DNA bantlari tespit

edilerek goriintii alinmistir.

3.2.6. Molekdler Verilerin Analizi

ISSR ve SCoT belirtegleri ile ¢ogaltilan DNA dizilerinin profil gorintdleri

degerlendirilerek; temiz, parlak olan bant varsa ‘1’yoksa ‘0’ olarak ikili (binary) matrikste
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dayali olarak skorlanmigtir. Skorlanan verilerinden elde edilen toplam gozlenen alel
sayisi , alel frekanslari, etkili alel say1s1, dengede bir popilasyonun genetik varyasyonunu
hesaplamak i¢in kullanilabilecek matematiksel bir denklem olan Hardy-Weinberg
Dengesine (HWD) uygunluk degerleri, her bir bireyin popiilasyonlara atanma degerleri
ile Nei (1973)’e gore genetik ¢esitlilik, ve genetik uzaklik matriks degerleri, Shannon
bilgi indeksi, polimorfik lokus yiizdesi (PLY), polimorfik lokus sayis1 (PLS), GenAlEx6
(Peakall ve Smouse 2006) ve POPGENE v.1.32 (Yeh vd., 1999) programlari kullanilarak
belirlenmistir. Degerlendirilen parametreler ve agiklamalar1 Tablo 9’da ayrintili olarak
aciklanmustir. Genotipler arasindaki genetik iliski, Mega7 paket programi ile Jaccard’in
(1908) katsayis1 aracilifiyla hesaplanan, bireysel genotipler arasi binary genetik
mesafelere dayanarak olusturulan ve Aritmetik Ortalama ile Agirliksiz Cift- Grup
Yontemi (UPGMA) kullanan bir paket program olan MVSP 3.21 ile belirlenmistir.

Tablo 8. POPGEN programina dayali analizler ve agiklamalari.

Veri adl Aciklamasi
Gen Frekansi Ham verilerin her lokusundaki gen frekanslarini tahmin
eder.

Alel Sayist Sifir olmayan frekansa sahip alellerin sayisin belirler.

Belirli bir gen veya lokus icin popilasyon i¢inde
bulunan genetik cesitliligi veya genetik varyasyonu
ifade eder ve beklenen heterozigotlugu elde etmek igin
gereken esit frekanstaki alel sayisidir (Hartl ve Clark
1989, 5.125).

Etkili Alel Sayist

Alel frekanslarmdan bagimsiz olarak polimorfik olan

Folimorfik lokuslar (PLS) tiim lokuslarin yiizdesini ifade eder.

Gen Cesitliligi H=2(1- piz— qiz)/n) formiiliint kullanarak Nei'nin
(1973) gen g¢esitliligini tahmin eder.

Gsr veya Fst tahmininden gen akigini tahmin eder

Gen Akt (Slatkin ve Barton 1989).

Gen ¢esitliliginin bir dl¢iisii olarak Shannon'in bilgi

Shannon Indeksi indeksini (Lewontin 1972) tahmin eder.

Molekiler Varyans Analizi (AMOVA) Popiilasyonlar arasi genetik farklilagmay:1 ifade eder.
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Tablo 9 (devam). POPGEN programina dayali analizler ve agiklamalari.

Gruplar veya ¢oklu popilasyonlar igin Nei'nin (1972)
genetik kimligini ve genetik mesafesini ve Nei'nin
(1978) tahmin eder.

Genetik Uzaklik:

UPGMA kullanarak Nei'nin genetik mesafelerine

Dendrogram: dayal1 bir dendrogram ¢izer.

Ayrica popiilasyon yapist genetik varyantlarin popiilasyonlar arasindaki dagilimimdaki
farkliliklari, iiyeleri benzer varyasyon modellerini paylagan gruplara ornekleri
yerlestirerek bir Bayes yinelemeli algoritmasi kullanan STRUCTURE v 2.3.4. (Pritchard
vd., 2000) programu ile belirlenmistir. STRUCTURE, hem girilen verilere dayali olarak
popiilasyonlar1 tanimlamasinin yani sira bulunan varyasyon modellerine en uygun olan
populasyonu temsil eden bireyleri bu populasyona atar. Bu paket program, Markov
Zinciri Monte Carlo (MCMC) tahminini uygulayan sistematik bir Bayes kiimeleme
yaklagimi kullanir. Program her biri verilerde tanimlanan alel frekanslarmin bir alt
kiimesiyle karakterize edilen K varsayilan popiilasyon veya genetik grubun verilerine bir
model uygular (Porras-Hurtado vd.,2013). Her analiz sirasinda, her bir grup i¢in bireylere,
toplami bir olan iiyelik katsayilar1 atanir. Bireysel Q matrisi olarak adlandirilan tyelik
katsay1s1 matrisi, analiz edilen bireylerin sayist i¢in satirlar ve K kiimesi i¢in siitunlar ile
olusturulur. Her popiilasyon i¢in ortalama bireysel iiyelik katsayilari, popiilasyon Q
matrisini olusturur (Porras-Hurtado vd., 2013). Iki popiilasyon arasindaki alel
frekansindaki farkin bir 6l¢iisii olan Fixation index, sabitleme degeri, (Fst), Wright'in F
istatistigine dayali popiilasyon yapisiyla agiklanabilecek genetik varyans miktarini dlgen
bir degerdir (Wright, 1965). Bu deger iki popiilasyon arasindaki alel frekansindaki farkin
bir Olciistidiir. Fst=0 degeri, alt popiilasyonlar arasinda farklilasma olmadigini, her
poptilasyondaki alel frekanslarinin benzer oldugnu, Fst=1 degeri ise alel frekanslarinin
farkli oldugunu yani tam farklilasmay1 gosterir (Bird vd., 2017, Luo vd., 2019). ISSR ve
SCoT PCR’larindan elde edilen sonuglari var (1)-yok(0) degerlerine géore STRUCTURE
paket programi kullanilarak olusturulan dosyalarin internet tizerinden STRUCTURE
HARVESTER uygulamasi ile AK tablosu elde edilmektedir. AK (olusan kiime sayisini)

degeri dogru kiime sayisini belirlemeye yardimci olur.
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3.3. FIZYOLOJIiK ANALIiZLER

Calismada Akdeniz bélgesinin Ibradi, Selge ve Deli Sarni¢ popiilasyonundan; Marmara
bolgesinin Bursa popiilasyonundan, Ege bélgesinin izmir-Ovacik popiilasyonundan ve
Karadeniz boélgesinin Diizce popilasyonundan 30-80 c¢cm ¢aplarinda ve birbirlerine olan
uzakliklar1 15-50 m arasinda degismekte olan 20 farkli kestane agaglarindan alinan
tohumlar Diizce Universitesi Orman Fakiiltesi Silvikiiltir ABD laboratuvarlarinda +2°C
olan ortamda 15 giin siireyle ¢iplak-soguk katlamaya alindiktan sonra +8°C’de
¢imlenmeye birakilmistir. Cimlenen tohumlar Orman Fakiiltesine ait tlinel seralar
icerisinde yetistirilerek damla sulama sistemi ile haftada iki giin sulanmiglardir.
Vejetasyon siiresince diizenli ot bakimlari yapilmistir. Seralarda yetistirilen kestane
fidanlar1 Nisan 2023’te replikaj yapmak iizere sokiilmiis ve ¢iplak koklii fidanlar kok
budamasi yapilarak 1:1:1 oraninda tarla topragi, perlit, torf iceren 25x50 cm alt1 delikli
polietilen tiiplere konulup koklerin yeterince gelisip topraga adapte olmasi beklenmistir.
Kuraklik stresi uygulamasi i¢in her bir populasyonu temsil eden 4+1 yasinda fenolojik

Ozellikleri birbirine benzer bes fidan kullanilmistir (Sekil 6).

Sekil 5. Kuraklik stresi uygulanan fidanlarin gorseli.

Kuraklik uygulamalart Diizce Universitesi Orman Fakiiltesi tiinel serasinda
gerceklestirilmigtir. Koklerin topraga tutundugundan emin olunduktan sonra 22 Mayis
2023 ila 12 Haziran 2023 tarihleri arasinda hi¢ sulama yapilmamigtir. Kuraklik

uygulamasi baslangicindan itibaren her yedi glinde bir 6l¢iim yapilmistir. Birinci hafta
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Olcumleri  22.05.2023; ikinci hafta olglimleri 29.05.2023; Uglncli hafta olgtimleri
05.06.2023; dordincu hafta 6lciimleri ise 12.06.2023 tarihlerinde gergeklestirilmistir.

3.3.1. Klorofil Konsantrasyon indeksi Olctimii

Kuraklik stresi uygulanan alt1 farkli kestane popiilasyonunun yapraklarina ait klorofil
icerigi miktar1 SPAD biriminde konsantrasyon gostergesini belirleyen fotometrik yontem
kullanilarak o6l¢iilmiistir. SPAD dlger, 15181n diferansiyel gegirgenligini Olgerek bir
yapraktaki goreceli klorofil konsantrasyonunu tahmin eder (Chang ve Robison, 2003).
Klorofil konsantrasyon dl¢iimleri SPAD-502 Plus cihaziyla gergeklestirilmistir (Sekil 7).
Kurakliga maruz birakilan biitiin fidanlarin yapraklarinin damarlara gelmeyen
kisimlarinda 3 tekrarli olarak ugtan geriye dogru 3. 4. ve 5. yapraklarda ol¢iimler
yapilmistir.

Sekil 6. Klorofil konsantrasyonunu 6l¢mek i¢in kullanilan SPAD 502 cihaz goriintiisii.

3.3.2. Fotosentez Parametre Olgiimleri

Yaprak gaz degiskenlerinin dl¢timleri bir 151k kaynagina bagli (Kirmizi, yesil, mavi) LI-
COR cihazi (LI-6800, Lincoln, NE, ABD) kullanilarak her fidan i¢in seg¢ilen dort yaprak
(Usten 3-6. yapraklar) iizerinde gerceklestirilmistir. Her Olgim Oncesinde cihazin
kalibrasyonu fotosentez foton aki yogunlugu (PPFD), referans CO2 ve hava akis hizi

sirastyla 1200 umol - s, 400 pmol - s, 500 umol* st olarak ayarlanmustir.
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Sekil 7. Gaz degisim parametrelerini 6l¢mek i¢in kullanilan LI-COR cihaz gorintusi.
Yaprak gaz degiskenleri kapsaminda net fotosentez veya asimilasyon orani (Anet, pmol
-1 g1, stoma iletkenligi (SI, umol H20 m?2 s 1), terleme miktar: (T, mmol m2 s1) her
deneme grubu i¢in fidanin tstten 3. ila 5. yapraginda dort tekrarli olacak sekilde kuraklik
uygulanmaya baslamasindan itibaren haftalik olarak gerceklestirilirmistir (Sekil 8).

3.3.3. Ksilem Su Potansiyeli Ol¢timii

Ksilem su potansiyeli Scholander vd., (1965)’nin basing odas1 teknigi kullanilarak
belirlenmistir. Her bir popiilasyona ait 3’er fidanda o6l¢iimler yapilmistir. Kok bogazi
hizasinin tist kismindan keskin bir bigakla hafif bir egimle kesilmistir.

Sekil 8. Ksilem su potansiyeli 6l¢im goruntis.
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Kesim yiizeyinden geriye dogru yaklasik 2-3 ecm’lik kisimdaki kabuk soyularak ksilem
aciga c¢ikarildiktan sonra cihaza yerlestirilip tiiptin vanasi agilarak, kesim yiizeyinde su
belirinceye kadar cihazin odacigina azot gazi basinci dolmasi saglanmistir. Kesim yiizeyi
el biiyiteci ile gozlenirken su damlaciklar1 olustugu anda cihazin siibabi kapatilarak
manometreden oda i¢indeki basing okunmustur. Okunan deger, dl¢iimii istenen, govde
ksilemi su potansiyeline, yani érnekleme anindaki mevcut bitki su gerilimine esit kabul
edilmistir (Sekil 9).

3.4, BIYOKIMYASAL ANALIZLER

Biyokimyasal analizler icin Prolin miktar1 spektrofotometrik olarak Asit-Ninhidrin
metodu ile belirlenmistir (Bates vd., 1973). Bu baglamda, dort hafta boyunca kuraklik
uygulanan ve bu uygulamalarin her yedi giinde alinan 6rneklerle gergeklestirilmistir.

Olgtimler 3 tekrarli olarak yapilmustir.

3.4.1.1. Prolin Protokoli

Prolin analizi icin gerekli olan %3 stilfosalisilik asit ¢Ozeltisi, asidik ninhidrin ¢ozeltisi ve

Prolin ¢6zeltisi hazirliklar: asagida detayl olarak verilmistir.
e %3 Sulfosalisilik Asit (SSA) Cozeltisi

3 gr. SAA 80 ml saf su i¢inde ¢ozdiiriildiikten sonra ¢ozelti 100 ml’e tamamlanmaistir.
e Asidik Ninhidrin Cozeltisi (NNS)

30 ml glasiyel asetik asit (GAA) 20 ml 6M ortofosforik asit ve 1.25 gr ninhidrin 75°C
sicaklikta manyetik karistiricida ¢6zdUrllmiistiir. COzelti mavi-mor renk alinca sogumaya

birakilmisgtir.
e Prolin Cozeltisi

0.01 gr prolin 10 ml %3 SSA ¢6zeltisi iginde ¢ozdurilmiistiir.
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Prolin analizi kor tiiplerinin hazirlanmasi, Standart tiiplerinin hazirlanmas1 ve numune
tiiplerinin hazirlanmasi olmak {izere ii¢ asamada gergeklestirilmistir. Prolin protokol

diyagrami Sekil 8’de gosterilmistir. Prolin analizi basamaklar: sirasiyla;

o Kor Hazirlig

Iki adet kér tiipii hazirlanmistir. Iki ayr1 cam tiipiin her birine 1 ml GAA, 1ml %3 SSA ve

ImlI NNS eklenerek iyice vortekslenmistir.

prolin

> Q) =8 )
@ \
‘ ’ | [ asan ! gézetisi

o +NNS.
' +GAA
: [“asioic | ‘j
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TUPLERI spektrofotometre
: > Kiivetieri

Sekil 9. Prolin élgiim protokol diyagrama.

e  Numune Hazirligi

Oncelikle 0.2 gr bitki numunesi tartilarak 2ml ependorf tiipiine konulur, bunun iizerine
1.5 ml %3 SAA eklenerek ve 2 adet paslanmaz celik bilye atilarak 27Hz.’de 3 dk
homojenizator cihazinda homojenize edilir. Homojenizasyon isleminden sonra 12.000g’
de 10 dk santrifiij edilir. Tiipiin st faz1 (stipernatant)’nda kalan sividan 1 ml alinarak cam
tiplere konulur. Bunun tzerine 1 ml GAA, 1ml %3 SAA ve 1ml NNS eklenerek cam

tiiptin kapagi kapatilir ve iyice vortekslenmistir.

e Standart Hazirligi

Standart ¢Ozeltisi icin 5 adet cam tiipe 0 ul (1. Tip),10 ul (2. Tp),20 ul (3. Tip), 40 ul
(4. Tp), 60 ul (5. Tup) prolin ¢ozeltisi konulduktan sonra %3 SAA ile 100 ul hacmine
tamamlamak igin sirasiyla tiiplere 100ul, 90ul, 80ul, 60ul, 40ul %3 SAA ¢ozeltisi

36



eklenmistir. Daha sonra bu tiiplerin her birine 1 ml GAA, 1ml %3 SAA ve 1ml NNS

eklenerek cam tiipilin kapagi1 kapatilarak iyice vortekslenmistir.
e Spekrofotometre Olgimi

Karigimlar spektrofotometrede 520 nm absorbans degerinde okutulmustur. Hazirlanan
standartlara gore hesaplanan sonuglar “mg ml*? tazeagirlik’> olarak sonuglar kisminda

verilmistir (Carillo ve Gibon, 2011).

3.5. ISTATISTIKSEL ANALIZ

Kuraklik stresinin her bir muamelesi i¢in tam rastgele tasarima sahip 6 farkli kestane
poplilasyonu ve her popiilasyon i¢in 5 fidan olmak {izere toplam 30 fidan kullanilmistir.
Veriler SPSS paket programi kullanilarak analiz edilmistir. TUm fizyolojik ve
biyokimyasal degiskenler IBM SPSS Statistics Standard Concurrent User V 26 (IBM
Corp., Armonk, New York, ABD) istatistik paket programinda degerlendirilmistir.
Tanimlayici istatistikler birim sayis1 (n), yizde (%), ortalama +* standart sapma degerleri
olarak verilmistir. Olciimlerin gruplara gére karsilastiriimasinda Karisik Desen ANOVA
analizi kullamilmustir. Karisgik Desen ANOVA analizlerinde ana etkilerin
karsilastirilmasinda Bonferroni diizeltmesi uygulanmistir. p <0.05 degeri istatistiksel

olarak 6nemli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. ISSR ve SCoT BELIRTECLERININ KARSILASTIRILMASI

Bu ¢alismada, C. sativa tiirlerinin genetik ¢esitliliginin degerlendirilebilmesi igin 20
farkli ISSR ve 20 farkli SCoT primeri, saflik oran1 yiiksek ve her bdlgeyi temsil eden
dokuz farkli kestane DNA’s1 ile taranmistir. Tarama sonucunda toplam 11 ISSR ve 14
SCoT primerinde bant olusumu goézlenmistir. ISSR ve SCoT belirteclerinden elde edien

bantlarin agaroz jel goriintiileri sirasiyla Sekil 11 ve Sekil 12°de 6rnek olarak verilmistir.

Sekil 10. ISSR profilleri.Mrkr: Molekiiler isaretleyici (100-1500 bp).

I

Lot

Sekil 11

. PCR amplifikasyonu ile olusturulan SCoT profilleri. M: Molekiiler isaretleyici (100—1500 bp).
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Elde edilen bulgulara gore, 180 kestane genotipinin 11 ISSR ve 14 SCoT belirtecleri ile
gergeklestirilen PCR islemleri sonucunda, ISSR primerlerinde toplamda 86 ve SCoT
primerlerinde ise toplam 100 lokus saptanmistir. Polimorfik lokus sayis1 ISSR i¢in 314
iken SCoT i¢in 404 oldugu belirlenmistir (Tablo 10). Popiilasyon bazinda yapilan
genetik ¢esitlilik analizine gore ortalama polimorfik lokus orani sirasiyla ISSR ve SCoT
belirteclerinde %40.56 ve %49.11 olarak bulunmustur. Bunun yani sira ISSR ve SCoT
belirteglerinde %58.14 ve %71 orani ile Diizce popiilasyonu en yiiksek polimorfik lokus
oranma sahip oldugu (Tablo 10) ve bu degerlerin ortalama polimorfik lokus

oranlarindan daha yiiksek oldugu belirlenmistir.

Tablo 10. ISSR ve SCoT primerlerinin popiilasyon bazinda g6zlenen polimorfik lokus sayisi ve orant

verileri.
ISSR SCoT
Popilasyon Polimorfik lokus Polimorfik lokus Polimorfik lokus Polimorfik
sayisl orani (%) say1sl lokus orani
(%)
Deli Sarni¢ 16 %18.60 49 %49
fbradi 35 %40.70 42 %42
Selge 44 %51.16 56 %56
Ordu 30 %34.88 50 %50
Trabzon 41 %47.67 42 %42
Diizce 50 %58.14 71 %71
Kutahya 26 %30.23 35 %35
Ovacik 35 %40.70 51 %51
Bursa 37 %43.02 46 %46

Genetik ¢alismalarda, belirte¢ Kkalitesinin gdstergelerinden biri olan molekiler
belirteclerin polimorfizm bilgi igerigi (PBI) degerleri popiilasyonun bireyleri arasindaki
polimorfizmi tespit etmek icin kullanilir. Es baskin veya baskin belirtecler icin PBI
degerleri 0 ila 1 arasinda degisir ve elde edilen deger ne kadar yiiksekse belirtecin o
derece anlamli oldugu anlamina gelir. Bu ¢alismada, 11 farkli ISSR primerinin C. sativa
genotipleri icin PBI degerleri ortalamasinim 0.38 ve 14 SCoT primerinin PBI degerleri
ortalamasinin 0.34 oldugu belirlenmistir. Her bir belirtecin PBI degerleri Tablo 11°de

verilmistir.
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Tablo 11. ISSR ve SCoT primerlerinin PBI degerleri.

ISSR Primer kodu PBI SCoT Primer Kodu PBI
UBC 810 0.37 1 0.32
UBC 815 0.39 5 0.30
UBC 818 0.46 7 0.41
UBC 820 0.40 8 0.41
UBC 823 0.37 9 0.19
UBC 825 0.41 10 0.22
UBC 828 0.42 12 0.38
UBC 834 0.35 13 0.38
UBC 836 0.40 16 0.44
UBC 841 0.42 18 0.39
UBC 844 0.38 19 0.31
UBC 845 0.29 20 0.41
UBC 856 0.35 22 0.35
Ortalama 0.38 29 0.20

31 0.35
34 0.40
Ortalama 0.34

PBIi degeri 0.5’ten biiyiik olan belirteclerin ¢ok bilgilendirici oldugu, 0.25 ile 0.50
arasindaki degerlerin bilgilendirici oldugu, 0.25° ten diisiik olan degerlerin ise ¢ok
bilgilendirici olmadigi bildirilmistir (Bostein vd.,1980). Bu baglamda, ¢alisma
kapsaminda kullanilan 11 ISSR ve 14 SCoT belirteclerinin C. sativa tird igin

““‘bilgilendirici belirte¢’” kapsaminda oldugu belirlenmistir.

4.2. GENETIK CESITLILIGININ DEGERLENDIRILMESI

Bu tez ¢alismasinda, ISSR ve SCoT belirtecleri ile toplam 180 adet kestane genotipinin
amplifiye edilmis, Nei (1978)’nin UPGMA y0ntemi ile popiilasyonlar arasi genetik

uzaklik hesaplanmustir. Sonug¢ olarak ISSR’a gore birbirine en uzak iki populasyonun
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Akdeniz bolgesine ait Selge ile Ege bdlgesine ait Kitahya populasyonu (0.61) ve Akdeniz

bolgesine ait Deli Sarni¢ ve Marmara bolgesine ait Bursa populasyonu (0.61) oldugu;

SCoT’a gore ise birbirine en uzak popiilasyonlarin Karadeniz bolgesine ait Ordu ve

Marmara bolgesine ait Bursa (0.30) oldugu belirlenmistir (Tablo12 ve 13).

Tablo 12. ISSR verilerine gore kestane popiilasyonlarinin genetik uzaklik degerleri.

Populasyon Bursa Duzce Kutahya ibrad Ordu Trabzon Selge Ovacik Deli Sarni¢
Bursa falalea
Diizce 0.2410 falalalel
Kitahya 0.4701 0.4700 falakeiad
Ibradi 0.2866 0.2907 0.5709 el
Ordu 0.2810 0.2438 0.5066 0.2604 pr
Trabzon 0.3209 0.2934 0.5134 0.1681 0.1205 falaiaied
Selge 0.2274 0.2218 0.6109 0.2129 0.3093 0.3236 Frkk
Ovacik 0.3660 0.2561 0.5403 0.3210 0.2357 0.2760 0.2810 ekl
Deli Sarni¢ 0.6126 0.4447 0.4586 0.4280 0.3302 0.2851 0.4910 0.2302 falakaiad
Tablo 13. SCoT verilerine gore kestane popiilasyonlariin genetik uzaklik degerleri.
Popilasyon Bursa Diizce Kitahya Ibrad Ordu Trabzon Selge Ovacik Deli Sarnig
Bursa falaiaied
Duzce 0.2927 falakelad
Kiitahya 0.1763 0.2692 ekl
Tbradi 0.2014 0.2120 0.2992 el
Ordu 0.3051 0.2564 0.2009 0.2440 kel
Trabzon 0.1941 0.2447 0.1120 0.2732 0.1697 Fkk
Selge 0.2713 0.2427 0.1931 0.2940 0.2158 0.1339 el
Ovacik 0.2820 0.2170 0.2100 0.2782 0.1532 0.2027 0.1694 falalela
Deli Sarni¢ 0.2260 0.2911 0.0639 0.2865 0.1998 0.1279 0.1630 0.1957 falakaied

ISSR ve SCoT wverilerinden Nei (1978)’e gore UPGMA metodu ile elde edilen

poplilasyonlar arasi genetik uzakliga dayali dendogramlar sirasiyla Sekil 13 ve Sekil

14’te verilmistir. Elde edilen veriler 15181inda ISSR ‘a ait dendrogram incelendiginde A

ve B olarak adlandirilan iki ana kiimeye ayrildig1 gozlenmistir (Sekil 13). A kimesinde

Kitahya; B kiimesinde ise Deli Sarnig, Ovacik, Trabzon, Ordu, Ibradi ve C kiimesinde

Diizce, Selge ve Bursa popiilasyonlar: bulunmaktadir. Ayrica B kiimesi B1 ve B2 olmak
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tizere 2 alt kiimeye ayrilmistir. B1 alt kiimesinde Deli Sarnig¢ ve Ovacik, Trabzon, Ordu,
Ibradi popiilasyonlar: ve B2 alt kiimesinde alt kiimesinde Diizce, Selge ve Bursa

poptilasyonlart bulunmaktadir.

UPGMA

Sekil 12 ISSR verilerinden Nei (1978)’e gore UPGMA metodu ile elde edilen popiilasyonlar arasi genetik
uzakliga dayali dendogram.

SCoT’a ait dendogram incelendiginde A ve B olarak adlandirilan iki ana kiimeye
ayrildig1 gozlenmistir (Sekil 14). A kiimesinde Deli Sarnig, Kitahya, Selge, Trabzon,
Ordu, Ovacik, Ibradi ve Diizce popiilasyonlar1 bulunurken B kiimesinde Bursa
popullasyonu bulunmaktadir. Ayrica A kiimesi Al ve A2 olmak {izere iki alt kiimeye
ayrilmistir, A1 kiimesinde Deli Sarnig ve Kiitahya bulunurken A2 alt kiimesinde Selge,

Trabzon, Ordu, Ovacik, ibrad1 ve Diizce popiilasyonlar1 gruplanmustir.

Sonug olarak ISSR ve SCoT'nin UPGMA dendrogrami kii¢iik sapmalarla genotiplerin
benzer sekilde gruplandirilmasmi saglamigtir. Genotiplerin kiimelenmesindeki sapma,
hedef genomun boyutundaki farkliliklar nedeniyle ortaya ¢ikabilir (Costa vd., 2016). Bu
calismadaki kiimelenme modelinde SCoT ve ISSR belirteclerinin lokasyon

spesifikliginin yiiksek oldugu belirlenmistir.
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Sekil 13. SCoT verilerinden Nei (1978)’e gére UPGMA metodu ile elde edilen popiilasyonlar arasi
genetik uzakliga dayali dendogram.

Diger yandan c¢alismamizdan elde edilen bulgulara goére, her iki belirte¢c icin de
popiilasyon bazinda gozlenen en yiksek alel sayisi, etkili alel sayisi, Nei gen ¢esitlilik
indeksi ve Shannon Bilgi indeksi degerleri Diizce popilasyonunda oldugu ve bu
parametrelerinin SCoT belirteglerinde ISSR’a gore daha yiiksek degerlere sahip oldugu
belirlenmistir (Tablo 14).

Tablo 14. ISSR ve SCoT primerlerinden elde edilen parametrelere ait veriler (SH: standart hata).

Go0zlenen alel Etkili alel say1s1 Gen ¢esitliligi Shannon bilgi
sayist +SH +SH +SH indeksi +SH

ISSR SCoT ISSR SCoT ISSR SCoT ISSR SCoT

Deli 1.186 1.490 1.124 1.357 0.072 0.201 0.107 0.293
Samlg + + + + + + + +

0391 | 0502 | 0279 | 0398 | 0156 | 0214 | 0228 | 0.306

Ibrad 1.407 1.420 1.259 1.301 0.154 0.171 0.229 0.249
+ + + + + + + +

0494 | 0496 | 0345 | 0385 | 0193 | 0208 | 02840 | 0.300
Selge 1511 | 1560 | 1.325 | 1.408 | 0193 | 0230 | 0288 | 0.335

+ + + + + + + +
0.502 0.498 0.355 0.400 0.198 0.213 0.289 0.305
Ordu 1.348 1.500 1.237 1.371 0.137 0.208 0.202 0.302
+ + + + + + + +

0479 | 0502 | 0353 | 0404 | 0195 | 0216 | 0283 | 0.309
Trabzon | 1476 | 1420 | 1324 | 1310 | 0187 | 0174 | 0276 | 0.253
+ + + + + + + +

0502 | 0496 | 0376 | 0394 | 0205 | 0212 | 0297 | 0.304
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Tablo 15(devam). ISSR ve SCoT primerlerinden elde edilen parametrelere ait veriler.

Diizce 1.581 1.710 1.394 1.497 0.228 0.284 0.337 0.417
+ + + + + + + +

0496 | 0456 | 0378 | 0372 | 0204 | 0195 | 0295 | 0277

Kitahya 1.302 1.3500 1.179 1.237 0.109 0.137 0.165 0.202
+ + + + + + + +

0462 | 0479 | 0295 | 0351 | 0172 | 0194 | 0256 | 0.282

Ovacik 1.407 1.510 1.291 1.371 0.165 0.209 0.241 0.305
+ + + + + + + +

0494 | 0502 | 0382 | 0399 | 0207 | 0214 | 0208 | 0.306

Bursa 1.430 1.460 1.281 1.334 0.165 0.188 0.245 0.275
+ + + + + + + +

0498 | 0500 | 0357 | 0394 | 0198 | 0212 | 0289 | 0.305

Bu calismada, AMOVA analizi, var olan genetik c¢esitliligin popiilasyon igi,
popiilasyonlar arasinda ne oranlarda dagildigini gorebilmek amaci ile yapilmigtir. ISSR
analizi i¢in yapilan AMOVA sonuglarina gore popiilasyonlar icerisinde %62 olusan
varyasyon, popiilasyonlar arast %38 olarak; SCoT primerleri ile yapilan sonuglara gore
ise genetik cesitlilik popiilasyonlar igerisinde %52 olusan varyasyon, popiilasyonlar arasi

%48 olarak bulunmustur (Sekil 15 a,b).

38%
48%

Sekil 14. AMOVA analiz sonuglari a) ISSR primerleri, b) SCoT primerleri. Turuncu renk: popilasyonlar
i¢i; mavi renk :popiilasyonlar arasi’ni ifade etmektedir.

Calisma kapsaminda kullanilan kestane genotiplerinin popiilasyon yapisi STRUCTURE
yazilimi kullanilarak belirlenmistir. Bu programdan elde edilen Uyelik verilerine
dayanarak, genotiplerin %80 olasilig1 karsilik gelen popiilasyonlar olarak belirlenirken,
digerleri karistm modeli (admixture) olarak kategorize edilmistir. Evanno'nun
yontemine gore, gercek kiime sayisinin degerini belirlemeye yardimci olan AK degeri
STRUCTURE HARVESTER uygulamasi ile degerlendirilmistir. ISSR primeri veri
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setindeki grup sayis1 iki (AK=2) olarak belirlenmistir Sonu¢ olarak bu deger, ISSR
primerleri ile iki farkli gen havuzu elde edildigini gostermektedir (Sekil 16).

DeltaK = mean(|L"(K)]|) / sd(L(K))

40t

10}

Sekil 15. ISSR belirtecleri ile kestane genotipleinden elde edilen 1 ila 15 arasinda olan kiime sayis1 (K)
ve LnP(D)- tiiretilmis AK kullanilarak AK tepe degeri 2 olarak tahmin edilen {iyelik fraksiyonununun
grafigi.

Kantitatif 6zellik lokusu, derecesi degisen ve poligenik etkilere, yani iki veya daha fazla
genin iirlinli ve bunlarin ¢evresine atfedilebilen belirli bir fenotipik 6zellik ile iligkili bir
DNA bdlgesidir. Bu kantitatif 6zellik lokuslar genellikle farkli kromozomlarda bulunur.
Fenotipik 06zellikteki varyasyonu agiklayan kantitatif 6zellik lokuslarin sayisi, bir
ozelligin genetik yapisini gosterir. Bu, 6rnegin bitki boyunun kiiciik etkiye sahip bir¢ok
gen veya biiyiik etkiye sahip birka¢ gen tarafindan kontrol edildigini gosterebilir. Bu
baglamda ISSR belirtegleri ile elde edilen sonuglara gore, Kiitahya ve Deli Sarni¢
popiilasyonlar1 birinci kiimede (kirmizi renkli); Bursa, Diizce, Ibradi, Ordu, Trabzon,

Selge ve Ovacik popiilasyonlart ise ikinci kiimede (yesil renkli) gruplanmustir (Sekil 17).

1.00
0.80
0.60
0.40
0.20

0.00

1

3 3 A 5 e 7 g g
Sekil 16. ISSR belirtecine dayanan 45 C.sativa genotipinin STRUCTURE yazilim analizi ile elde edilen
popiilasyon yapisi. Kirmizi renkli dikey ¢ubuk Kiime 1'i ve yesil renk Kiime 2'yi gésterir. Grafik kantitiatif
ozellik lokus istatistigini kullanilarak her bir genotip i¢in tahmin edilen iiyelik katsayisimi gosterir. ( 1):
Bursa; (2): Diizce; (3):Kiitahya; (4):Ibrads;(5): Ordu; (6):Trabzon;(7):Selge;(8):Ovacik;(9): Deli Sarnig
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SCoT belirtecleri igin ii¢ farkli popiilasyon elde edilmistir (AK=3). Sonug olarak bu
deger, SCoT primerleri ile ti¢ farkli gen havuzu elde edildigini géstermektedir (Sekil
18).

DeltakK = mean(|L"(K)|) / sd(L(K))
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Sekil 17. SCoT belirtecleri ile kestane genotiplerinden elde edilen 1 ila 14 arasinda olan kiime sayis1 (K)
ve LnP(D)- tiiretilmis AK kullanilarak AK tepe degeri 3 olarak tahmin edilen iiyelik fraksiyonununun
grafigi.

STRUCTURE analizi sonuglarindan elde edilen AK degerine bagli grafik dokuz
C.sativa popiilasyonunun yapisini kantitatif 6zellik lokus haritalamasini géstermektedir.
Bu grafige gore, SCoT belirtecleri Kutahya, Trabzon ve Deli Sarnig¢ popiilasyonlari
birinci kiimede (mavi renkli); Bursa ve Ibradi1 Popiilasyonlar1 2. Kiimede (kirmizi renkli)
ve Diizce, Ordu, Selge ve Ovacik popiilasyonlar1 ise 3. Kiimede (yesil renkli)
gruplandirmistir (Sekil 19).

1.00
0.80
0.60
0.40

0.20

0.00

Sekil 18. SCoT belirteclerine dayanan kestane genotiplerinin STRUCTURE yazilim analizi ile elde edilen
popiilasyon yapist. Kirmizi renkli dikey cubuk Kiime 1'i ve yesil renk Kiime 2'yi gosterir. Grafik Q
istatistigi kullanilarak her bir genotip icin tahmin edilen iiyelik katsayisin1 gosterir. (1): Bursa; (2): Diizce;
(3): Kiitahya ;(4):Ibradr;(5): Ordu; (6):Trabzon;(7):Selge;(8):Ovacik;(9): Deli Sarnig.
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4.3. KURAKLIK STRESININ FiZYOLOJIK KARAKTERLERE ETKIiSi

Abiyotik streslerden biri olan kuraklik, bitkilerin koklerden aldigi besini strgiinlere
tastyamamasma neden olmaktadir (Rouphael vd., 2012) ve bu durumunda bitki
hiicrelerindeki fotosentez mekanizmasi ile ilgili tilakoid membran, besin (azot, kalsiyum,
potasyum vb.), nem ve enerji eksikliginden dolay1 zarar gérmektedir ve bunun sonucunda
bitkilerin fizyolojik strecleri de olumsuz etkilenerek bitkilerin klorofil miktarmin

azalmasina neden olmaktadir (Fang ve Xiong 2014).

4.3.1. Klorofil Konsantrasyon Indeksi Tayini (KKi) Sonuclar

Klorofil icerigi miktarina ait varyans analiz tablosu, Tablo 15°te verilmistir. lgili tablo
incelendiginde, kontrol gruplarmm KKI degerlerinde haftalar ve popiilasyonlar arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik olmadig1 ve kurak gruplarmin KKI degerlerinin

kontrol gruplarina gére dnemli 6l¢iide diisiik oldugu gozlenmistir (p<0,005;Tablo 15).

Tablo 16. KKI degerlerinin uygulama zamanlarina ve popiilasyonlar arasina gore karsilastirilmast.

KKi
Deli Sarnig Selge Bursa Diizce Ovacik ibrad:
n=4 n=4 n=4 n=4 n=4 n=4 P
1.HAFTA Kontrol 39,8+1,6 39,3+1,3 42,2424 41,9+9,7 43,4+4,2 43,8+£2,4 0,63

Test Istatistikleri¥ p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05
2. HAFTA Kontrol 39,7+2,8 39,5+1,5 39,4+1,19 39,5+2,7 41,4439 42,645,0 0,61
Test Istatistikleri¥ p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05
3. HAFTA Kontrol 39,5+3,9 38,3+4,6 39,74£2,0 38,8+3,9 41,942,2 40,1+3,0 0,90
Test Istatistikleri” p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05
Kontrol 38,7+1,13 39,1+0,7 39,8+2,3 37,1+1,2 41,441,2 41,8+1,1 0,71
4. HAFTA

Test Istatistikleri” p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05

F=1926,958; p<0,001; #2=0,991

F: Karigik Desen ANOVA, Etki Biiyiikliigii (%), YAyni 8l¢iim zamaninda kontrol gruplar ile kurak gruplar arasmdaki karsilagtirma; ¥Kuraklik
uygulanan popiilasyonlarin zamanlar1 arasinda karsilastirma, *Gruplar arasi kargilastirma, Tanitic istatistikler ortalama * standart sapma
olarak verildi. Koyu olarak belirlenen bdliimler istatistiksel olarak anlamlidir (p<0,05). Harflendirme 2 ® ¢ satir bazli, *¥: 2 kurak gruplar igin
siitun bazli yapilmustir. Ayni harfler arasinda farklilik yoktur.
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Kuraklik uygulamasinin 1.haftasinda Ovacik ve Ibradi popiilasyonlarinm klorofil miktar1
Deli Sarnig, Selge ve Bursa’ninkinden daha yiiksektir (p=0,05). Kuraklik uygulamasinin
3.haftasinda  Bursa, Diizce ve Ovacik popiilasyonlarmm klorofil miktar1 diger
populasyonlara gore daha yuksektir (p=0,05). Kuraklik uygulamasinin 2. ve
4. haftalarinda klorofil igerigi degerlerinde popiilasyonlar arasi kiyaslamada istatistiksel
olarak anlamli bir fark gbzlenmemistir (Tablo 15). Deli Sarni¢ popiilasyonu digindaki
biitliin popiilasyonlarda kuraklik siiresinin artmasi klorofil konsantrasyon degerlerinde

azalmaya neden olmustur (Sekil 20).

Klorofil i¢erigi

s L1k ; _
| ||“ " "‘ “1 |

Deli Sarmg Selge Bursa Diizce Ovacik Ibradi

w
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b

w

w
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w

m | Hafta =2 Hafta =3 Hafta 4 Hafta

Sekil 19. Kuraklik stresi uygulanan popiilasyonlarin klorofil konsantrasyon indeksi degerlerinin uygulama
zamanlarma gore degisim grafigi.

Bu baglamda elde edilen sonucglara gore Selge ve Bursa popiilasyonlarmin klorofil
miktar1 4.haftada en diisiik oldugu gdzlenmistir (p<0,05). Diizce, Ovacik ve Ibradi
popiilasyonlarinin  klorofil miktar1 kurakligim 3. haftasinda azalmaya basladigi
gozlenmistir (p<0,05). Kurakligin 4. haftasinda ise bitln populasyonlarin klorofil

miktarmin benzer oldugu belirlenmistir (p>0,05).

4.3.2. Fotosentez Parametre Olgtimleri Sonuglar

Kuraklik uygulanan Deli Sarnig, Selge, Bursa, Diizce, Ovacik ve ibradi popiilasyonlarina
ait kestane fidanlarmin yaprak gaz degisim parametrelerindeki (stoma iletkenligi, terleme

net asimilasyon) istatistik sonuglar1 asagida verilmistir.
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4.3.2.1. Kuraklik stresinin stoma iletkenligi (SI), terleme (T) ve net fotosentez (Anet) etkisi

6 kestane popiilasyonunun kontrol ve kurak gruplarina ait SI’ne ait bulgular Tablo 16 ve
Sekil 21°de belirtilmistir. Diizenli sulanan kontrol gruplarinin SI degerlerinde haftalar ve
popiilasyonlar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik olmadigi ve kontrol
gruplarmin Si degerleri kurak gruplara gore onemli dlgiide yiiksek oldugu belirlenmistir

(Tablo 16). Bu, fidanlarin kurak sartlar altinda stomalarini kapattigini gostermektedir.

Tablo 17 Stoma iletkenligi degerlerinin uygulama zamanlarina ve popiilasyonlar arasina gore

karsilastirilmast.
: Pt Test
ST (pmol H,0 m™s™) Istatistikleri®
Deli Sarnig Selge Bursa Diizce Ovacik ibrad:
p
n=4 n=4 n=4 n=4 n=4 n=4
Kontrol 0,255+0,30 0,192+0,05 0,197+0,02 0,207+0,04 0,277+0,34 0,280%0,28 0,634
1.HAFTA
Test Istatistikleri” p<0,001 p<0,001 p<0,001 p<0,001 p<0,001 p<0,001
Kontrol 0,207+0,04 0,160+0,06 0,107+0,036 0,175+0,039 0,165+0,049 0,112+0,045 0,569
2. HAFTA
Test Istatistikleri¥ p<0,001 p<0,001 p<0,001 p<0,05 p<0,001 p<0,001
Kontrol 0,185+0,01 0,195+0,04 0,137+0,005 0,140+0,11 0,197+0,02 0,177+0,17 0,315

3. HAFTA

Test Istatistikleri” p<0,001 p<0,001 p<0,001 p<0,001 p<0,001 p<0,001

Kontrol 0,179+0,034 0,175+0,036 0,125+0,17 0,129+0,008 0,185+0,04 0,169+0,41 0,172
4. HAFTA

Test Istatistikleri¥ p<0,001 p<0,001 p<0,001 p<0,001 p<0,001 p<0,001

F=602,872; p<0,001; #*=0,971

F: Karigik Desen ANOVA, Etki Biiyiikliigii (#2), YAy l¢iim zamaninda kontrol gruplar ile kurak gruplari arasindaki karsilagtirma; ¥Kurak ik
uygulanan popiilasyonlarin zamanlar1 arasinda karsilastirma, *Gruplar arasi kargilastirma, Tanitici istatistikler ortalama * standart sapma
olarak verildi. Koyu olarak belirlenen bdliimler istatistiksel olarak anlamlidir (p<0,05). Harflendirme & ® ¢ satir bazli, * ¥: 2 kurak gruplar igin
stitun bazli yapilmistir. Ayni harfler arasinda farklilik yoktur.

Elde edilen bulgular, kuraklik siddetinin artmasi Deli Sarnig, Selge ve Ovacik
poplilasyonlarinin  stoma iletkenligi degerlerinde degisiklige neden olmadigini

gostermektedir (p>0,05; Tablo16).
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Sekil 20. Kurak gruplarin Si’nin uygulama zamanlarina gére karsilagtirma grafigi.

Diizce popiilasyonu kurakligin 2.haftasinda en yiiksek SI degerine sahipken 3.haftadada
bu degerin diistiigii ve kurakligin 4.haftasinda ise diger popiilasyonlarla benzer seviyeye
geldigi belirlenmistir (Sekil 21). Ibrad: popiilasyonunda kurakligin 2.haftasinda Si’nin
azaldig1 bunu takip eden 3.hafta Ol¢limlerinde degisim gdstermedigi ve 4.haftada

yiikselerek diger popiilasyonlarla benzer seviyeye geldigi belirlenmistir (Tablo 16).

Terleme (T) miktarina ait bulgular Tablo 17 ve Sekil 22°de verilmistir. Kontrol
gruplarinin T degerlerinde haftalar arasi ve popiilasyonlar arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir farklilik olmadigi ve kontrol gruplarmin T miktarinin kurak gruplarina gore
onemli yuksek oldugu gézlenmistir (Tablo 17). Kontrol gruplarina ait fidanlar, diizenli
sulanmaya bagli olarak terleme oranlarinda onemli degisim gostermemistir. Kurak
gruplarda ise sicaklik degisimleri ve su yoksunluguna bagli olarak kontrol gruplarina gére
terleme miktarinda azalma meydana gelmistir. Kurakligmm 1. ve 4.haftasinda kurak
gruplara ait poplilasyonlarm T degerlerinin  benzer oldugu belirlenmistir
(p>0,05;Tablo17). Kurakligin 2.haftasinda Diizce popiilasyonunun T degeri digerlerinden
daha yiiksektir. Kurakligin 3.haftasinda ise Diizce popiilasyonunun T degeri azalmis ve

diger popiilasyonlarla esit seviyeye gelmistir (Sekil 22).
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Tablo 18. Popiilasyonlarin T degerlerinin uygulama zamanlarina ve popiilasyonlar arasina gore

karsilastirilmast.
~ Test
T (mmol m—ZS-l) IstatlsTtlklerl
Deli Sarnig Selge Bursa Dizce Ovacik Ibradi
p
n=4 n=4 n=4 n=4 n=4 n=4
Kontrol 0,028+0,06 0,028+0,04 0,021+0,06 0,019+0,09 0,03+0,02 0,029+0,07 0,0621
1.HAFTA
Test Istatistikleri" p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05
Kontrol 0,027+0,01 0,028+0,03 0,029+0,05 0,023+0,08 0,02+0,07 0,02+0,07 0,080
2. HAFTA
Test Istatistikleri" p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05
Kontrol 0,035+0,09 0,049+0,09 0,027+0,02 0,019+0,035 0,022+0,04 0,026+0,05 0,104
3. HAFTA
Test Istatistikleri" p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05
Kontrol 0,026+0,019 0,029+0,009 0,028+0,008 0,026+0,006 0,024+0,001 0,027+0,02 0,475
4. HAFTA

Test Istatistikleri" p<0,05

F=1144,070; p<0,001; #?=0,985

F: Karigik Desen ANOVA, Etki Biiyiikliigii (%), YAyni 6l¢iim zamaninda kontrol gruplar ile kurak gruplari arasmdaki karsilastirma; ¥Kuraklik
uygulanan popiilasyonlarin zamanlar1 arasinda karsilastirma, *Gruplar arasi kargilastirma, Taniticr istatistikler ortalama * standart sapma
olarak verildi. Koyu olarak belirlenen boliimler istatistiksel olarak anlamlidir (p<0,05). Harflendirme ¢ satir bazli, * ¥ 2 kurak gruplar icin
siitun bazli yaptlmistir. Ayni harfler arasinda farklilik yoktur.
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Sekil 21. Kurak gruplarin T degerlerinin uygulama zamanlarina gore kargilagtirma grafigi.

Ayrica kuraklik siddetinin artmas1 Deli Sarni¢ ve Selge popiilasyonlarinin T degerlerine

anlaml bir etkide bulunmamustir (p>0,05;Tablo17). Bursa ve ibradi popiilasyonlarmimn T
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miktar1 kurakligin 3.haftasinda artis géstermis ve 4.haftada diger popiilasyonlarla benzer
seviyeye gelmistir (Tablo17). Diizce popiilasyonunda 2.haftada T miktar1 artarken
3.haftada azalmis ve 4.haftada ise bir 6nceki hafta ile benzer degerlerde seyrederek diger

popiilasyonlarla benzer seviyeye gelmistir (Tablo17).

Net fotosentez (Anet) miktarina ait bulgular, Tablo 18 ve Sekil 23°te verilmistir. Kontrol
gruplarinin Anet degerlerinde haftalar aras1 ve popiilasyonlar arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir farklilik olmadig1 ve kurak gruplarinin Anet degerleri kontrol gruplarina gore
onemli 6lciide diisiik oldugu gozlenmistir (Tablo 18). Kuraklik siddetinin artmasi Selge
popiilasyonunun Anet’ine anlamli etkide bulunmamistir (p>0,05;Tablo17). Deli Sarnig,
Diizce, Ovacik ve Ibradi popiilasyonlarinin Anet degerleri kurakligin 3.haftasinda

azalmig ve 4.haftada artarak diger popiilasyonlarla benzer seviyeye gelmistir (p<

0,05;Tablo17).

Tablo 19. Popiilasyonlar ile net fotosentez degerlerinin uygulama zamanlarina ve popiilasyonlar arasina
gore karsilastirilmasi.

Test
il 2 o0 .
Net fotosentez (asimilasyon) oram (Anet pmol m-* s™) istatistikleri *
Deli Sarnig Selge Bursa Diizce Ovacik Ibradi
p
n=4 n=4 n=4 n=4 n=4 n=4
Kontrol 8,88+2,64 7,78+2,99 8,56+3,16 8,75+2,48 8,52+2,38 8,35+2,45 0,992
1L.HAFTA
Test Istatistikleri” p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05
Kontrol 8,91+2,28 7,02+4,60 7,48+1,88 9,18+2,70 7,27+5,41 7,09+0,80 0,897
2. HAFTA
Test Istatistikleri” p<0,005 p<0,001 p<0,001 p<0,001 p<0,001 p<0,05
Kontrol 11,6445,24 10,63+1,33 6,63+4,64 11,14+4,16 8,39+1,89 9,24+1,04 0,353
3. HAFTA
Test Istatistikleri” p<0,001 p<0,001 p<0,05 p<0,001 p<0,001 p<0,001
Kontrol 8,5+2,38 13,3+3,61 10,94+2,89 13,9345,28 10,31+4,43 9,09+2,20 0,251
4. HAFTA

Test Istatistikleri” p<0,001 p<0,05 p<0,005 p<0,001

F=446,225; p<0,001; #=0,961

F: Karigik Desen ANOVA, Etki Biiyiikliigii (%), YAyni 8l¢iim zamaninda kontrol gruplar1 ile kurak gruplari arasindaki karsilagtirma; ¥Kuraklik
uygulanan popiilasyonlarin zamanlari arasinda karsilagtirma, *Gruplar aras1 karsilastirma, Tamtic: istatistikler ortalama * standart sapma
olarak verildi. Koyu olarak belirlenen béliimler istatistiksel olarak anlamhdir (p<0,05). Harflendirme 2 ® ¢ satir bazh, * ¥- 2 kurak gruplar igin
stitun bazli yapilmistir. Ayni harfler arasinda farklilik yoktur.

Kurakhigm 1.haftasinda Selge popiilasyonunun Anet degeri Bursa ve Ibradi

popiilasyonlarindan daha diisiik oldugu gézlenmistir (p<0,05;Tablo18). 2.haftada Duzce
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poplilasyonu digerlerinden daha yiliksek Anet’e sahiptir Kurakligin 3.haftasinda Diizce
ve Deli Sarni¢ popiilasyonlarinin Anet degerleri diger popiilasyonlardan daha yiiksektir
(p<0,05;Tablo18). Kuraklik uygulamasmin 4.haftasinda ise popiilasyonlarin Anet
degerleri benzer seviyelerdedir (p>0,05;Tablo18).

Net fotosentez orani
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(3]

- ' Ji 1l
il ned L) Il B
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Sekil 22. Kurak gruplarin Anet degerlerinin uygulama zamanlarina gore karsilagtirma grafigi.

Igsel su kullanim etkinligine ait bulgular Tablo 20 ve Sekil 25°te verilmistir. Kontrol
gruplarmin ISKE degerlerinde haftalar aras1 ve popiilasyonlar arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir farklilik olmadig1 belirlenmistir (Tablo 20). Kuraklik stresinin 1., 3. ve
4 haftalarinda popiilasyonlar aras1 ISKE degerleri benzerdir (p>0,05;Tablo19).
Kurakligin 2.haftasinda ibradi popiilasyonunun ISKE degeri Bursa popiilasyonundan
yuksektir ancak 3.haftada bu deger azalarak diger popiilasyonlarla esit seviyeye gelmistir
(Tablo19). Ayrica kuraklik siddetinin artmasi yalnizca Selge popiilasyonunun ISKE’ne
anlamli bir sekilde etki etmemistir (p>0,05). Kurakligin 2.haftasinda Deli Sarnig, Bursa
ve Ovacik popiilasyonlarinin ISKE degerlerinde azalma gozlenmis 3.haftadan sonra
biitiin popiilasyonlarm ISKE degerleri benzer seviyelere gelmistir. Bunun yani sira Diizce

ve Ibradi popiilasyonlar1 kurakligm 3.haftasinda azalmis ve 4.haftada benzer seviyelerde

kalmiglardir (Tablo19).
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Tablo 20. i¢sel su kullanim etkinligi degerlerinin uygulama zamanlarina ve popiilasyonlar arasina gore

karsilastirilmasi.
I¢sel su kullamim etkinligi (ISKE, pmol mol?) ~ Test
Istatistikleri
Deli Sarnig Selge Bursa Diizce Ovacik Ibradi
p
n=4 n=4 n=4 n=4 n=4 n=4
Kontrol 64,05+34,6 60,11+43,4 57,51+18,8 63,31+9,65 67,66+46,9 54,83+31,6 0,606
1.HAFTA
Test Istatistikleri" p<0,0001 p<0,0001 p<0,0001 p<0,0001 p<0,0001 p<0,0001
Kontrol 62,3632 65+199,1 69,69+57,05 59,2+33,09 69,84+49,73 61,04+27,79 0,738
2. HAFTA
Test Istatistikleri" p<0,0001 p<0,0001 p<0,0001 p<0,0001 p<0,0001 p<0,0001
Kontrol 69,7+44,28 68,3+£84,63 67,5+£110,09 69,3+46,75 64,4+54,38 70,5+38,76 0,528
3. HAFTA
Test Istatistikleri” p<0,0001 p<0,0001 p<0,0001 p<0,0001 p<0,0001 p<0,0001
Kontrol 69,26+24,65 67,1+£15,13 69,33+£29,06 66,5+46,58 67,4+39,77 68,14+53,8 0,099

4. HAFTA

p<0,0001

p<0,0001

p<0,0001

Test Istatistikleri” p<0,0001 p<0,0001 p<0,0001

F=452,192; p<0,001; #°=0,952

F: Karisik Desen ANOVA, Etki Biiyiikliigii (%), ¥ Aym 6l¢iim zamaninda kontrol gruplari ile kurak gruplari arasindaki kargilastirma; ¥Kurak ik
uygulanan popiilasyonlarin zamanlari arasinda karsilagtirma, YGruplar aras1 karsilastirma, Tamtict istatistikler ortalama * standart sapma
olarak verildi. Koyu olarak belirlenen bdliimler istatistiksel olarak anlamlidir (p<0,05). Harflendirme & ® ¢ satir bazli, * Y- 2 kurak gruplar igin
stitun bazli yapilmustir. Ayni harfler arasinda farklilik yoktur.
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Sekil 23 Kurak gruplarin ISKE degerlerinin uygulama zamanlarina gére karsilastirma grafigi.
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4.3.3. Ksilem Su Potansiyeli (KSP) Olctimleri Sonuglar

Su potansiyeli 6lcimlerine ait bulgular Tablo 21 ve Sekil 26°da verilmistir. Kontrol
gruplarinin KSP degerlerinde haftalar arasi ve popiilasyonlar arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir farklilik olmadigi ve kurak gruplarinin KSP degerleri kontrol gruplarina gore
onemli Olclide diisiik oldugu gozlenmistir (Tablo 21). Kurakligin 2.ve 4. haftasinda
popiilasyonlar arasindaki KSP degerleri benzerdir (p>0,05;Tablo21). Elde edilen
bulgulara gore kuraklik siddetinin artmasi popiilasyonlarin su potansiyelinin azalmasina

neden olmustur (p<0,05; Sekil 26).

Tablo 21. Ksilem su potansiyeli degerlerinin uygulama zamanlarina ve popiilasyonlar arasina gore

karsilastirilmast.
Ksilem Su Potansiyeli (KSP, Bar) Test Istatistikleri *
Deli Sarni¢ Selge Bursa Diizce Ovacik Ibradi
p
n=3 n=3 n=3 n=3 n=3 n=3
Kontrol -10,5+0,7 -10,5+1,4 -10+0,7 -10,5+£1,4 -14+0,7 -12,5+0,7 0,58

Test Istatistikleri” p<0,005 p<0,005 p<0,005 p<0,005 p<0,005 p<0,005

Kontrol -12,1+1,4 -10,9+0,7 -11,09+0,7 -10,5+0,001 -13,5+0,001 -19+0,0001 0,98

4. HAFTA

Test Istatistikleri¥

p<0,005

p<0,005

p<0,005

p<0,005

p<0,005

p<0,005

F=18,03; p<0,001

F: Karisik Desen ANOVA, Etki Biiyiikligii (#2), ¥ Ayni 6l¢iim zamaninda kontrol gruplart ile kurak gruplari arasindaki karsilastirma; ¥Kuraklik
uygulanan popiilasyonlarin zamanlar1 arasinda kargilagtirma, "Gruplar arasi karsilastirma, Taniticr istatistikler ortalama * standart sapma
olarak verildi. Koyu olarak belirlenen béliimler istatistiksel olarak anlamhdir (p<0,05). Harflendirme 2 ® ¢ satir bazh, * ¥- 2 kurak gruplar igin
siitun bazli yapilmustir. Ayni harfler arasinda farklilik yoktur.

SU POTANSIYELI
0-
= ibrad:
[ Ovacik
- === Diizce
5 20 =7 Bursa
%é’g . Selge
ge B3 Delisargin
2
-40-
02
-60: 1

Ol¢iim zamanlar

Sekil 24.Kurak gruplarin su potansiyeli degerlerinin uygulama zamanlarina gore karsilasgtirma grafigi.
*** Gruplar i¢i karsilagtirmanin istatistiksel olarak anlamli oldugunu ifade eder(p<0,05).
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4.4, KURAKLIK STRESININ BiYOKIMYASAL KARAKTERLERE ETKIiSi

Bitkilerin kuraklik stresine karsi kendilerini koruyabilmeleri hiicresel su potansiyelini
diizenleyebilecekleri osmotik diizenlemeler gerektirir. Bu diizenlemelerde prolin birikimi
kuraklik stres diizeyini belirler (Yang vd., 2009).

4.4.1. Prolin Miktar1 Tayini Sonuglari

Kuraklik stresi uygulanan alti farkli kestane popiilasyonunun prolin miktarina ait bulgular
Tablo 22 ve Sekil 27°de verilmistir. Elde edilen bulgulara gore kontrol gruplarinin prolin
birikimlerinin popiilasyonlar arasinda da uygulama zamanlar1 arasinda da benzer oldugu
gozlenmistir (p>0,05). Kuraklik uygulamasinin her haftasinda kuraklik uygulanan biitiin
popiilasyonlara ait fidanlarin prolin degerlerinin kontrollerine gére énemli oranda artis
gosterdigi belirlenmistir (p<0,001). Kuraklik stresi uygulanan fidanlarin prolin analiz
sonuclarina gore, hem popiilasyonlar arasinda hem de uygulama zamanlar1 arasinda

istatistiksel olarak farklilik gozlenmistir (p<0,001; Tablo 22).

Tablo 22. Prolin degerlerinin uygulama zamanlarina ve popiilasyonlar arasina gore karsilastirilmasi.

Prolin (mg/g)
Deli Sarnig Selge Bursa Diizce Ovacik Ibradi Test
Istatistikleri ¥
n=4 n=4 n=4 n=4 n=4 n=4 P degeri
Kontrol 0,11+0,04* 0,10+0,02% 0,17+0,07* 0,16+0,06* 0,14+0,020% 0,16+0,032* p=0.4688
1.HAFTA
Test istatistikleri¥ p<0,005 p<0,005 p<0,005 p<0,005 p<0,005 p<0,005
Kontrol 0,15+0,003* 0,19+0,01* 0,16+0,020* 0,17+0,015* 0,16+0,030* 0,21+0,069* p =0.5252
2HAFTA
Test istatistikleri¥ p<0,005 p<0,005 p<0,005 p<0,005 p<0,005 p<0,005
Kontrol 0,17+0,057* 0,22+0,10* 0,21+0,066* 0,15+0,035 0,19+0,016* 0,21+0,014* p =0.7594
3.HAFTA
Test istatistikleri" p<0,005 p<0,005 p<0,005 p<0,005 p<0,005 p<0,005
Kontrol 0,14+0,007* 0,14+0,005*% 0,19+0,025* 0,17+0,013* 0,18+0,034* 0,19+0,098* p =0.2873
4HAFTA

Test Istatistikleri” Pp<0,005 p<0,005

p<0,005 p<0,005 p<0,005 p<0,005

F: Karigik Desen ANOVA, Etki Biiyiikliigii (%), VAyni 6l¢iim zamaninda kontrol gruplar ile kurak gruplar arasmdaki karsilastirma; ¥Kuraklik
uygulanan popiilasyonlarin zamanlari arasinda karsilastirma, *Gruplar aras1 karsilastirma, Tanitici istatistikler ortalama + standart sapma
olarak verildi. Koyu olarak belirlenen béliimler istatistiksel olarak anlamlidir (p<0,05). Harflendirme 2 2 ¢ d fsatir bazli, %2 tkurak gruplar
i¢in siitun bazli yapilmistir. Ayni harfler arasinda farklilik yoktur.

Ibradi popiilasyonunda kuraklik uygulamasinin ikinci haftasinda prolin birikimi énceki

haftaya gore artmig ve ikinci haftadan dordiincii haftaya kadar ayni degerlerde kalmistir.
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1.hafta 6lcuimlerinde Bursa ve Diizce popllasyonunda; 2. Hafta dlcimlerinde Selge,
Bursa ve Diizce popiilasyonlarinda; 3. ve 4. haftalarda ise Diizce popiilasyonunda prolin
birikiminin  digerlerinden yiiksek oldugu go6zlenmistir. Sonug¢ olarak, Diizce
popiilasyonunun prolin birikimi agisinda digerlerine gore daha yiiksek oldugu

belirlenmistir (Sekil 27).

Prolin (mg/g)
2.5~
B3 Deli Sarnig

2.0k g b ; B Bursa
—_ | | d ..
E ’1 / B Diizce
=3 5F || B Ovacik
=g L[|}y
S 1.0F B ibradi
o

Popiilasyonlar ve uygulama siireleri

Sekil 25. Kurak ve kontrol gruplarin prolin degerlerinin uygulama zamanlarina gore karsilagtirma grafigi.
*** Gruplar i¢i karsilastirmanin istatistiksel olarak anlamli oldugunu ifade eder(p<0,05).

Ayrica, her bir popiilasyonda prolin birikimi artan kuraklik siiresine bagli olarak artis
gostermistir  (p<0,001). Bu baglamda Deli Sarni¢ popiilasyonunda kuraklik
uygulamasinin ilk {i¢ haftasinda prolin birikimi artmis ve ii¢lincii ve dordiincii haftalarda
ise benzer degerlerde kalmistir (p<0,001). Selge, Bursa, Diizce ve Ovacik

poplilasyonlarinda kuraklik siiresinin artist prolin birikiminde anlamli artisa neden

olmustur (p<0,001).
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5. SONUCLAR ve TARTISMA

Bu c¢alisma kapsaminda Tiirkiye’de dogal yayilis gosteren C. sativa’nin 9 farkli
popiilasyonunun genetik cesitliligi ISSR ve SCoT olmak tizere iki farkli iki farkl
molekiiler belirte¢ kullanilarak degerlendirilmistir. Elde edilen bulgulara gére, ISSR
primerlerinde toplamda 86 ve SCoT primerlerinde ise toplamda 100 lokus saptanmustir.
Ayrica, toplam polimorfik lokus sayisi ISSR i¢in 314 iken SCoT ig¢in 404 oldugu
belirlenmistir. Polimorfik lokuslar, DNA dizilimindeki varyasyonlar sonucu olusurlar.
Farkli belirtegler, farkli tipteki varyasyonlar1 (6rnegin, baz degisiklikleri, eklemeler,
eksilmeler) tespit edebilir. Bu da polimorfik lokus sayisindaki farkliliklara neden
olabilir (Ku vd., 2010). Bu baglamda, ¢alismamizda kullanilan belirtegler, farkli genetik
bolgeleri hedef aldigindan farkli polimorfik lokuslarin tespit edilmesine yol agmuistir.
Popiilasyon bazinda yapilan genetik ¢esitlilik analizine gore ortalama polimorfik lokus
orani ISSR ve SCoT belirteclerinde sirastyla %40,56 ve %49,11 olarak bulunmustur.
Bunun yani sira ISSR ve SCoT belirteclerinde %58,14 ve %71 oram ile Diizce
poplilasyonu en yiiksek polimorfik lokus oranina sahip oldugu ve bu degerlerin ortalama
polimorfik lokus oranlarindan daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Literatiirde C. sativa
icin ISSR ve SCoT belirteclerinin birlikte bulundugu ¢aligmaya rastlanmamis olmasina
ragmen c¢esitli tiirlerde yapilan ISSR ve SCoT belirteclerinin birlikte bulundugu
calismalar SCoT belirteglerinin daha yliksek ortalama lokus oranina sahip olmasi
bakimindan bizim c¢alismamizla uyumludur (Xiao vd.,2020; Motahari vd.,2021;
Tikendra vd.,2021; Igwe vd.,2021). Diger yandan Casasoli vd. (2001), C. sativa’nin
Bursa ve Hopa popiilasyonlarini RAPD, ISSR ve izozim markorlerine dayali genetik
baglant1 haritasin1 olusturdugu arastirmasinda ISSR (polimorfik bant/primer=3.0)
tarafindan  ortaya ¢ikarilan polimorfizm seviyesinin RAPD  (polimorfik
bant/primer=2.6) primerleri tarafindan tespit edilen polimorfizmden daha yiiksek
oldugunu belirtmistir. Bunun yani sira Alcaide vd. (2022)’nin ¢alismasinda Ispanya'nin
farkli iklim kosullarna sahip bdolgelerindeki dort dogal C. sativa popilasyonundan
(Bergongo, Hervas, Constantina ve Montseny) alian 136 aga¢ genotipinin EST-SSR
genetik belirtecleri adaptif cesitliligini ve kurakliga toleransini degerlendirmistir.
Arastirmacilar, sekiz adet yiiksek diizeyde polimorfizm gosteren EST-SSR
primerlerinden heterozigotluk (0.471) ve 6zel alel sayis1 bakimindan (11) en yiiksek

cesitlilik diizeyine sahip olan Bergondo (kuzey popiilasyonu)’nun polimorfik 6zellik
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gosteren tek popiilasyonun oldugu bildirilmistir (Alcaide vd.,2022). Diger yandan
genetik calismalarda, belirte¢ kalitesinin gostergelerinden biri olan molekiler
belirteglerin polimorfizm bilgi igerigi (PBI) degerleri popiilasyonun bireyleri arasindaki
polimorfizmi tespit etmek i¢in kullanilir. Es baskin veya baskin belirtecler i¢in PBI
degerleri 0 ila 1 arasinda degisir ve elde edilen deger ne kadar yiiksekse belirtecin o
derece anlamli oldugu anlamma gelir. PBI degeri 0,5’ten bily(ik olan belirteclerin cok
bilgilendirici oldugu, 0,25 ile 0,50 arasindaki degerlerin bilgilendirici oldugu, 0,25’ ten
diisiik olan degerlerin ise ¢ok bilgilendirici olmadig: bildirilmistir (Bostein vd.,1980).
Bu baglamda, ¢alisma kapsaminda kullanilan 11 ISSR ve 14 SCoT belirte¢lerinin C.
sativa tiirli i¢in ‘‘bilgilendirici belirteg’” kapsaminda oldugu belirlenmistir. Literatiirde
bizim c¢alismamizda oldugu gibi ISSR ve SCoT markdr sistemlerini kullanarak farkli
bitki tiirlerinin genetik cesitliliginin degerlendirmesini kapsayan cesitli caligmalar
bulunmasina ragmen kestane tiiri i¢in bu iki belirte¢in beraber kullanildigi bir
aragtirmaya rastlanmamistir. Bu baglamda tartisma farkli bitki tiirleri {izerinden
yapilmistir. Calismamiza paralel olarak, kestane ile ayn1 familyada (Fagaceae) olan
mazi mesesi (Quercus infectoria)’ nin 10 popiilasyonu i¢in yapilan bir ¢alismada
kullanilan ISSR ve SCoT belirteglerinin ortalama PBI degerlerinin sirasiyla 0,35 ve 0,37
olarak bulundugu (Rahmani vd., 2015) ve Fagaceae familyasina ait iran mesesi
(Quercus brantii)’nin 125 genotipi igin ise ISSR ve SCoT belirteglerinin sirasiyla 0,30
ve 0,38 oldugu (Alikhani vd., 2014) bildirilmistir. Bu ¢aligmalarin aksine bizim
calismamizda C. Sativa genotipleri i¢in ISSR belirteclerinin ortalama PBI degerleri daha
yiiksek bulunmustur. Ayrica Abdelhamid vd. (2014)’nin yaptig1 bir calismada, Isvicre,
Fransa, italya ve Asya gesitlerine ait C. Sativa, C. crenata, C. mollissima tiirleri
arasindaki ve i¢indeki genetik degiskenligi tespit etmek i¢in 4 DNA markorii (RAPD,
ISSR, AFLP ve SSR) kullanilmis ve AFLP'nin kestane genetik c¢esitliliginin
degerlendirilmesi icin etkili bir molekiiler markor sistemini temsil ettigini
bildirmislerdir.

Diger yandan calismamizdan elde edilen bulgulara gore, her iki belirte¢ i¢in de
poplilasyon bazinda gozlenen en yiiksek alel sayisi, etkili alel sayisi, Nei gen ¢esitlilik
indeksi ve Shannon Bilgi indeksi degerleri Diizce popiilasyonunda oldugu ve bu
parametrelerinin SCoT belirteglerinde ISSR’a gore daha yiiksek degerlere sahip oldugu
belirlenmistir. Bu baglamda, Mattioni vd (2013)’nin Avrupa iilkelerinde dogal C. Sativa
mescereleri icin ISSR markdrii ile elde edilen Fransa, Yunanistan, Italya ve Ispanya icin

Nei (1978)’nin gen ¢esitliligi degerlerini sirasiyla 0.202; 0.2195; 0.2348 ve 0.2176
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olarak ve polimorfik lokus degerlerini ise sirasiyla %61.64; %67.12; % 71.69; %63.45
olarak bildirilmistir. Calismamizda ISSR markorii ile elde edilen bulgularda
Tiirkiye’nin Diizce bolgesine ait C. sativa’nin genetik gesitlilik degeri (0.228) Mattioni
vd. (2013)’in ¢alismasindakinden daha yiiksek bulunmustur.

Bu caligmada, molekuler varyans analizi (AMOVA) analizi var olan genetik ¢esitliligin
poplilasyon igi, popiilasyonlar arasinda ne oranlarda dagildigin1 gérebilmek amaci ile
yapilmistir. ISSR i¢in yapilan AMOVA sonuglaria gore popiilasyonlar igerisinde %62
olusan varyasyon, popiilasyonlar aras1 %38 olarak; SCoT ile yapilan sonuglara gore ise
genetik cesitlilik popiilasyonlar igerisinde %52 olusan varyasyon, popiilasyonlar arasi
%48 olarak bulunmusgtur. Hem ISSR hem de SCoT belirtecleri kullanilarak belirlenen
genetik ¢esitliligin popiilasyon i¢inde daha yiiksek oldugu gozlenmistir. AMOVA,
poplilasyon genetigi ¢calismalarinda molekiiler varyasyonun 6l¢iimii i¢in kullanilan bir
istatistik modelidir (Huang vd., 2021). Popiilasyonlarin kismi veya tam izolasyonu,
genetik siiriiklenme, diferansiyel gen akisi ve dogal secilim nedeniyle genetik
farklilagsma ile sonuglanir (Lande, 1976). Cilinkii cografi uzaklik (Wright 1943), peyzaj
ozellikleri (6rnegin dag, nehir, ¢ol) (Lait & Burg 2013), ekolojik faktorler (6rnegin tuz
konsantrasyonu, iklimsel gradyanlar) (Luppi vd. 2003; Yang vd. 2014), populasyonlar
arasinda farklilik gosterecek, poptilasyonlar arasindaki gen akisi esit olmayan bir sekilde
dagilacaktir. Kisaca, AMOVA bir genetik veri setindeki popiilasyon kiimelenmesini
tespit etmek icin kullanilmaktadir (Dupanloup vd., 2002; Meirmans, 2012). Abdelhamid
vd. (2014), isvigre, Fransa, Italya ve Asya cesitlerine ait 73 C. Sativa, C. crenata, C.
mollissima tiirleri arasindaki ve igindeki genetik degiskenligi tespit etmek i¢in 4 DNA
markori (RAPD, ISSR, AFLP ve SSR) kullandiklar1 bir ¢alismada grup i¢i varyans
analizinin gruplar arasia gore RAPD (%32.13) ve ISSR (%36.73) belirteglerinde daha
diisiik oldugunu belirtmistir. Bu diisiikliigiin sebebinin tiirlerin cografi kokenlerine bagl
olabilecegini belirten aragtirmacilar elde edilen sonuglara gore ISSR belirteclerinin
RAPD’e gore daha bilgilendirici nitelikte oldugunu bildirmistir (Abdelhamid vd.,
2014). Genel olarak, orman agaci tiirleri popiilasyonlar i¢inde yiiksek, popiilasyonlar
arasinda ise dislik diizeyde genetik ¢esitlilik gostermektedir (Hamrick vd., 1992;
Alikhani vd., 2014; Miguez-Soto vd., 2019, Motahari vd., 2021). Bu baglamda
sonuclarimizi literatiir ile uyumludur.

Bir organizmanin genomunda her gen, o gen icin lokus adi verilen belirli bir yerde
bulunur. Bu lokuslardaki alelik varyasyonlar tirler icinde fenotipik varyasyona neden

olur (6rnegin sa¢ rengi, g6z rengi). Bununla birlikte, cogu alelin fenotip iizerinde
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gdzlemlenebilir bir etkisi yoktur. Bir popiilasyon i¢inde mutasyonla olusan yeni aleller
ya yok olur ya da popiilasyon boyunca yayilir. Bir popiilasyon farkli izole popiilasyonlara
boliindiigiinde (cografi veya ekolojik faktorler nedeniyle), boliinmeden sonra meydana
gelen mutasyonlar yalnizca izole popiilasyonda mevcut olacaktir. Alel frekanslarinin
rastgele dalgalanmasi da popiilasyonlar arasinda genetik farklilagma yaratir.
Popiilasyonlar arasindaki alel frekanslar1 arasindaki farklari inceleyerek ve genetik
mesafeyi hesaplayarak, iki popiilasyonun ne kadar zaman Once ayrildigini tahmin
edebiliriz (Nei, 1972). Bu baglamda ¢alisma kapsaminda Nei (1978) nin genetik uzaklik
dendogrami bulgularma gore dokuz farkli kestane popiilasyonu i¢in kullanilan ISSR ve
SCoT belirteglerinde iki kiimeye ayrildigi goézlenmistir. SCoT’ a ait dendogram
incelendiginde Deli Sarni¢ ve Kiitahya popiilasyonu diger popiilasyonlardan ayrilmisken
ISSR’ da yalnizca Kiitahya popiilasyonu diger popiilasyonlardan ayrilmistir. Ayrica
popiilasyon yapisi i¢in kullanilan STRUCTURE programinda ISSR primerleri ile iki
farkli (AK=2) ve SCoT primerleri ile li¢ farkli (AK=3) gen havuzu elde edilmistir. ISSR
belirtegleri ile elde edilen sonuglara gore, Kiitahya ve Deli Sarni¢ popiilasyonlar1 bir
kiimede, Bursa, Diizce, Ibradi, Ordu, Trabzon, Selge ve Ovacik popiilasyonlari ise ikinci
bir kiimede gruplandirirken SCoT belirtegleri Kiitahya, Trabzon ve Deli Sarnig
popiilasyonlar1 birinci kiimede; Bursa ve Ibradi Popiilasyonlar ikinci bir kiimede ve
Diizce, Ordu, Selge ve Ovacik popiilasyonlarini ise ligilincii bir kiimede gruplandirmistir.
Genetik verilerde farkli varyasyonlar bulunabilir farkli belirtecler rastgele varyasyonlara
maruz kalabilir ya da farkl belirtegler farkli gen gruplarini hedef alabilir bu da elde edilen
kiime sayisinin farkli olmasina neden olabilir. ISSR ve SCoT'nin UPGMA dendrogrami
kiigiik sapmalarla genotiplerin benzer sekilde gruplandiriimasini  saglamistir.
Genotiplerin kiimelenmesindeki sapma, hedef genomun boyutundaki farkliliklar
nedeniyle ortaya c¢ikabilir (Costa vd., 2016). Bu ¢aligmadaki kiimelenme modelinde
SCoT ve ISSR belirteclerinin lokasyon spesifikliginin yiiksek oldugu belirlenmistir.
Literatiirde ISSR ve SCoT belirtegleri kullanilarak amplifiye edilen C. sativa genotipleri
icin popiilasyon yapist ile ilgili calismaya rastlanmamustir. Bu nedenle sonuglar farkli
bitki ve/veya markor turleri Uzerinden tartisilmistir. Tikendra vd. (2021), bir orkide turi
olan D. chrysotoksum'un 11 popiilasyonunun genetik ¢esitliligini ISSR ve SCoT
morkerleri kullanarak arastirdigi calismada hem ISSR hem de SCoT belirtegleri igin
popiilasyonlarda yiiksek derecede karisima sahip ii¢ (K= 3) gen havuzu belirlendigini
bildirmistir. Alcaide vd. (2022), Ispanya'nin farkl iklim kosullarina sahip bolgelerindeki

dort dogal C. sativa populasyonundan (Bergongo, Hervés, Constantina ve Montseny)
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alinan 136 agag genotipinin EST-SSR genetik belirtecleri adaptif ¢esitliligini ve kurakliga
toleransin1 degerlendirdigi ¢alismada popiilasyon yapisi (STRUCTURE) analizinde iki
(K =2) gen havuzu tespit edildigini ve kiimeler arasinda sinirl karisim ile kuzey-glney
cografi modeline karsilik gelen iki ana gruba ayirdigini bildirmistir. Her kiimedeki
poplilasyonlarin  karisim oram1 (Q) ile degerlendirilen {yelik yilizdesini kuzey
poptilasyonlar1 Bergondo ve Montseny'nin I. kiimede (sirastyla 0,87 ve 0,69 Q degerleri)
ve giiney popiilasyonlar1 Hervas ve Constantina'nin II. kiimede (sirasiyla 0,92 ve 0,80 Q
degerleri) gruplandirilmistir. Ayrica EST-SSR belirteglerine dayali olarak Constantina ve
Bergondo popiilasyonlar: arasindaki net ayrim fenotipik dlgtimlere dayali olarak yaprak
semptomlarinda gozlenen 6nemli farkla uyumlu oldugu ve Constantina fideleri su
yoksunlugundan sonra en diisiik 'yaprak solmasi' degerlerine sahipken, Bergondo fideleri
en yiiksek degerlere sahip oldugu ve C. sativa popiilasyonunda kurakliga yanitta nemli
farkliliklar oldugu bildirilmistir.

Bu tez ¢aligmasinin ikinci boliimii i¢in kestane fidanlarmin iklim degisikligine karsi
bolgesel adaptasyonlariin belirlenmesi kapsaminda fizyolojik ve biyokimyasal 6l¢timler
yapilmistir. Calismamizda diizenli sulanan kontrol gruplarinin su potansiyeli degerleri
-10,5Bar (-1,05MPa) ila -19Bar (-1,9MPa) arasinda oldugu gozlenmistir. Kuraklik
stresinin ikinci haftasindaki su potansiyeli degerlerinin -20Bar (-2,0MPa) ila -30Bar (-
3,0MPa) arasinda oldugu ve fidanlarin kuraklik stresinden etkilendikleri sOylenebilir.
Kurakligin dordiincii haftasinda ise fidanlarin su potansiyeli degerleri -35 Bar (-3,5MPa)
ila -50 Bar (-5,0MPa) arasinda oldugu belirlenmistir. Su potansiyeli toprakta ya da bir
bitkide bulunan 1 mg suyun potansiyel enerji durumunu ifade etmek igin kullanilan
terimdir (Kramer, 1969; Waring ve Running, 1998; Kirkham, 2014; Lambers ve Oliveira,
2019, Sarginci vd., 2022). Bitki su potanisyeli topraktaki nem miktarina, fidanin suyu
alma kapasitesine, ve stomalarin kapanarak nem kaybini kontrol edebilme yetenegine
baghdir (McDonald, 1984; Kacar vd., 2009). Kuraklik stresi altindaki agaglarin , giin
dogumu su potansiyeli —1,5 MPa’dan —8,0 MPa’a kadar diisebildigi hatta bazen benzer
sartlar altinda stomalarin kapali kalmasindan dolay1 daha da kiigiik degerlere indigi
bildirilmistir (Waring ve Running, 1998; Sargmci vd., 2022). Sonu¢ olarak
calismamizdaki her popiilasyonun uygulamanin 4.haftasinda kuraklikla miicadele
edebilmek i¢in stomlarin1 kapattigini ve bu nedenle en diisiik su potansiyeli degerlerine
sahip oldugu soylenebilir. Her iki Ol¢lim zamaninda da su potansiyeli bakimindan
popiilasyonlarin arasinda 6nemli bir farklilik yoktur (p>0,05). Bu baglamda bizim

sonuglarimiza paralel olarak Camison vd. (2020) kurakliga toleranshi C. sativa fidelerinde
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artan kuraklik stresine bagli olarak bagil su iceriginde azalma meydana geldigini
bildirmistir. Bunun yani sira, Atta vd. (2012)’in ¢alismasinda bir ¢ali tiirii olan (Acacia
ehrenbergiana H.) ve Afrika akasyasi (Acacia tortilis subsp.) fidanlarinda yaprak su
potansiyelini kuraklik uygulamas: ile azaldigi bildirilmistir. Ayrica, kuraklik stresli
Arizona kilu (Fraxinus velutina Torr ) ve Fagaceae familyasina ait mese cinsine ait
Quercus lobata Néé tiirlerinde de giin ortasi su potansiyelinin kontrol fidanlarindan
azaldigmi bildirilmistir (Balok ve Hilaire, 2002). Ayrica; Wu vd. (2013), Fagaceae
familyasina ait bir mese cinsinde (Quercus variabilis Bl) kuraklik stresinin artmasi ile
yaprak su potansiyelinin azaldigini bildirmistir. Kuraklik stresinin artmasi ile su
potansiyeli degerlerinin azaldigini bildiren bu ¢aligmalar bizim bulgularimizla paraleldir.
Canlilar i¢in hayati dneme sahip olan klorofil, fotosentezin ana etken maddesidir ve
bitkideki klorofil miktari, basta saha kosullari, sicaklik ve bitki tiirleri olmak iizere gesitli
cevresel faktorlere karsi cok hassas tepkiler gosterebilmektedir (Atar vd., 2020).
Kurakligin neden oldugu azot eksikligi, yaprak alaninin, klorofil pigmentinin azalmasina
yol acarak fotosentezi olumsuz etkilemektedir (Samborski vd., 2009; Fang ve Xiong
2014; Hikosaka 2004; Bojovi¢ ve Markovi¢ 2009). Calismamizdan elde edilen bulgulara
gore kuraklik stresinin artmasi Deli Sarni¢ hari¢ diger popiilasyonlarda klorofil
miktarinda azalmaya neden olmustur. Bizim bulgularimizla uyumlu olarak cesitli
calimalar, kuraklik siiresinin artmasi ile klorofil miktarlarinda diisiis meydana geldigini
bildirilmistir (Da Silva-Pinheiro vd., 2016; Atar vd., 2020; Hosseini vd., 2020). Kuraklik
stresi altinda klorofil miktarinin azalmasi, bitkilerin fotosentez yetenegini smirlar ve
genel bitki sagligin1 olumsuz etkiler. Kurakliga duyarli ve kurakliga dayanikli bitkiler su
kithgina yanit olarak farkli stoma hareketleri sergiler (Pinheiro vd.,2011). Stoma
iletkenliginin, su kullanim etkinligi, net fotosentez, terleme gibi bircok fizyolojik
parametre ile iliskilendirildigi bilinmektedir (Ansari vd., 2019). Calismamizda elde
edilen sonuclara gore kuraklik siddetinin artmasi Deli Sarni¢ ve Selge popiilasyonlarinin
stoma iletkenligi ve terleme degerlerinde 6nemli bir degisiklige neden olmamistir. Net
fotosentez degerlerinde ise kuraklik siddetinin artmasi Selge popiilasyonunda énemli bir
degisiklige neden olmazken Deli Sarni¢ popiilasyonu kurakligin 3.haftasinda onemli
Olclide daha az net fotosentez degerine sahip oldugu belirlenmistir. Fotosentez ve diger
baz1 ilgili fizyolojik 6zelliklerin kurakliga toleransli ve duyarli genotipler arasinda 6nemli
Olciide farklilik gosterdigi bildirilmistir. Bazi popiilasyonlar dogal olarak digerlerine gore
kurakliga daha toleranshdir ve kurak ortamlara daha uygun olduklar1 agiktir (Gomes-

Laranjo vd., 2006). Bu bilgiler 1s1g1nda Akdeniz ekotipine ait bu iki poptlasyonun kurak
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kosullara dogal olarak adaptasyon saglamis olabilecegi sdylenebilir. Bizim
sonuglarimizla uyumlu olarak, Eriksson vd. (2005), C.sativa'nin Akdeniz ekotiplerinin
kurakliga kars1 daha toleransli olabilecegini bildirmistir. Diger yandan kuraklik stresi,
Diizce ve Ibradi popiilasyonlarinda stoma iletkenligi, terleme, net fotosentez degerlerinde
farkli degisikliklere sebep olmustur. Elde edilen bu bulgular Diizce ve Ibradi
poplilasyonlariin kurakliga adaptasyon saglayabilmek i¢in stomalarini zaman zaman
acip kapatarak hayatta kalmaya calistiginin gostergesi olabilir. Bunu kurakligin
4 haftasinda Diizce, Ibradi ve Selge popiilasyonlarina ait fidanlarin yapraklarinda
canliligin daha fazla olmasi1 da desteklemistir. Ayrica, bizim c¢alismamizla ortak
popiilasyonlar1 iceren ve diizenli sulanarak yaprak gaz degisim parametrelerini dlgen bir
calismadan elde edilen sonuglarda da Ibradi1 popiilasyonunun degisen iklim kosullarina
daha yiliksek adaptasyon potansiyelinin oldugu belirtilmistir (Cantiirk vd., 2023).
Literatiirdeki bu ¢alisma, Ibrad1 popiilasyonunun kurakliga adaptasyon potansiyelinin
yiiksek olmas1 bakimindan bizim ¢alismamizi destekler niteliktedir. Ayrica Beyazyiiz ve
Kulag (2023)’1n 3+0 yasindaki 6 C.sativa popiilasyonuna kuraklik uygulayarak yaprak
gaz degisim ve prolin parametrelerinin degerlendirildi§i caliymada Ibrad
popiilasyonunun kurakliga adaptasyon potansiyelinin daha yiiksek olmasi bizim ¢alisma
sonuglarini destekler niteliktedir. Diger yandan Bursa popiilasyonunun kuraklik stresine
kars1 adaptasyon saglamaya calistigi stoma iletkenligi, terleme, net fotosentez, su
kullanim etkinligi parametrelerindeki dalgalanmalarla desteklenmis olsa da bu
popiilasyona ait fidanlar ¢calismanin 4.haftasinda tamamen kurumustur. Bu nedenle Bursa
poplilasyonunun kurakliga duyarli oldugu sdylenebilir. Kuraklik stresi altinda bitkilerin
stoma iletkenliginin diisiik oldugunu bilinmektedir. Kuraklik stresine bagli stoma
kapanmas1 fotosentez igin bir kisitlama olsa da, su kaybim1 6nlemek icin etkili bir
mekanizma olarak kabul edilir (Ansari vd., 2019). Bitkiler stresle basa ¢ikmak igin
aminoasitler olmak {izere ¢esitli metabolitler biriktirir (Liang vd., 2012; Torun, 2019).
Prolin, bitkilerin osmotik dengeyi korumasina, hiicresel yapilari stabil tutmasina ve
oksidatif stresle savasmasina yardimci olan aminoasittir ve strese maruz kalan bitkilerde
birikim gosterir (Ghosh vd., 2022). Calismamizin prolin dlgiimlerinden elde edilen
sonuglara gore, kuraklik siddetinin artmasi her popiilasyonda 6nemli Ol¢lide prolin
birikimine neden olmustur (p<0,05). Kurakligin 1., 3. ve 4.haftasinda Diizce
poplilasyonunun prolin birikiminin digerlerine gore daha fazla oldugu belirlenmistir
(p<0,05). Bircok bitki tiirii stres altinda prolin birikimi stres toleransi ile
iliskilendirilmistir ve prolin konsantrasyonunun genellikle strese toleransli bitkilerde
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strese duyarli bitkilerden daha yiiksek oldugu gosterilmistir (Anjum vd., 2011). Bu
baglamda calismamizdan elde edilen bulgulara gore Diizce popiilasyonu diger
popiilasyona gore kurakliga adaptasyon gelistirdigi sylenebilir. Artan prolin seviyeleri
bitkilerin diisiik su potansiyellerini korumalarin1 kolaylastirir. Uyumlu osmolitlerin
birikimi, bir organizmanin i¢ ortamini sabit bir osmotik basingta tutmak i¢in su alimi, su
kaybi, tuz alimi ve tuz kaybini diizenlemesini i¢ceren osmoregilasyonu surdirmek igin
cevreden ek su alinmasina izin veren su potansiyelini azaltir, bdylece organizma igindeki
su ac1gmin miidahale edici etkisine direnir. (Ansari vd., 2019). Bu baglamda, Su ve Wu,
(2004) transgenik piring bitkileri Al-pirolin-5-karboksilat sentetaz (P5CS) ¢cDNA'simnin
ckspresyonunun asir1 ifade eden transgenik Oryza sativa'da tuz ve su eksikligi
toleransinin arttigini, bunun da PSCS mRNA ve prolin birikimine yol agtigin1 bildirmistir.
Transgenik bitkilerde prolin biyosentezinde yer alan abiyotik stres tolerans genlerinin
indiiklenmis ifadesi rapor edilmistir. Bizim sonuglarimiza benzer sekilde cesitli bitkilerle
yapilan c¢aligmalarda da kuraklik uygulanan bitkilerin prolin seviyelerinde artis meydana
geldigi bildirilmistir (Shvaleva vd.,2005; Yang vd.,2009; Kulag, 2010; Dien vd.,2019;
Zhao vd.,2021; Yalgin vd.,2022).

Sonug olarak fizyolojik ve biyokimyasal Olcimlerden elde edilen bulgular, giney
popiilasyonlarinin (Ibradi, Deli Sarni¢ ve Selge) genel olarak kurakliga toleransli ve
Bursa popiilasyonunun ise kurakliga duyarli oldugunu gdostermistir. Bunun yami sira
Dizce populasyonunun da kurakliga tolerans gelistirdigi belirlenmistir. Molekiiler,
fizyolojik ve biyokimyasal verilerinden elde edilen bulgular 1518inda, Diizce
poplilasyonun kurakliga tolerans seviyesinin yliksek olmasi daha yiiksek genetik
cesitlilige sahip olmasindan kaynaklanmigtir. Bu baglamda Diizce popiilasyonunun
kurakliga adaptasyon gelistirdigi sOylenebilir. Sonug olarak yapilacak koruma genetigi

ve 1slah ¢alismalarinda Diizce popiilasyonu onerilebilir.
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6. ONERILER

Calisma kapsaminda kullanilan 180 C.sativa genotipinin genetik ¢esitlilik
degerlendirmesinde ISSR ve SCoT belirteclerinin birbirleri ile uyumlu sonuglar verdigi
gbzlenmistir. Bunun yani sira toplam lokus sayisi, polimorfik lokus sayisi, polimorfizm
bilgi igerigi ve genetik gesitlilik parametreleri sonuglart SCoT belirteglerinin C. sativa
popiilasyonlar1 arasindaki genetik iligkileri belirlemede ISSR'a gore daha avantajli oldugu
sOylenebilir. Bu baglamda C. sativa igin genetik g¢esitlilik c¢alismalarinda SCoT
belirteglerinin kullanilmast 6nerilebilir. Calisma kapsaminda kullanilan her iki belirte¢
sonuclarinda da Diizce popiilasyonunun genetik ¢esitliliginin daha yiiksek oldugu
belirlenmistir. Bunun yani sira, kiiresel iklim degisikligi siirecinde olast tiir ve popiilasyon
kayiplarinin azaltilmast i¢in meydana gelecek iklimsel degisikliklere karsi tiirlerin
verecegi tepkilerin dnceden belirlenmesi gerekmektedir. Bu nedenle orman, tarim ve
peyzaj ¢alismalarinda kurakliga dayanikli orijinlerin belirlenmesi ve kullanilmasi kiiresel
iklim degisikligine uyum saglamada biiylik onem tasimaktadir. Bu baglamda calisma
kapsaminda kurakliga maruz birakilan Bursa, Diizce, Ovacik, Ibradi bolgelerine ait
kestane popiilasyonlarinin kuraklik stresine karsi farkli tolerans gelistirdigi soylenebilir.
Ayni ekolojik kosullardaki alti kestane popiilasyonunda goriilen bu farkliliklar
popllasyonlarin fotosentetik adaptasyonundaki genetik varyasyon duzeyi ile ilgili
olabilir. Ayrica, Deli Sarni¢ ve Selge popiilasyonlarinin artan kuraklik kosullarinda
fizyolojik parametrelerinde Onemli degisikliklerin meydana gelmemesi ve kuraklik
uygulamalarinin sonunda bu popiilasyonlarin fidanlarinin canli yapraklara sahip olmasi
Akdeniz ekotipindeki bu popiilasyonlarin kurakliga tolerans gelistirmis olabilecegini
gostermektedir. Bunun yani sira elde edilen sonuclara gore Ibradi ve Diizce
popiilasyonlarinin kuraklik uygulama zamanlarinda fizyolojik olarak c¢esitli degisiklikler
yaptig1 gozlenmistir. Bu fizyolojik degisiklikler kurak sartlara tolerans gelistirmeye
calistigindan dolay1 olabilir. Ayrica Diizce ve Ibradi popiilasyonlarmin kuraklik siiresi
sonunda hala canli yapraklarinin olmasi bu popiilasyonlarin kurakliga dayanabildiklerini
desteklemistir. Buna ek olarak genetik cesitlilik seviyesinin de Dizce popiilasyonunda
daha yiiksek olmasi ve kuraklik uygulamasinin sonunda bu popiilasyona ait fidanlarin
hala canli yapraklara sahip olmasi bu popiilasyonun kurakliga adaptasyon gelistirmis
olabilecegini gostermektedir. Diger yandan kuraklik uygulamasi sonunda Bursa

popiilasyonu tamamen kurumusken diger popiilasyonlarin farkli olmakla birlikte
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canliligint devam ettirdigi gozlenmistir. Bu da Bursa popiilasyonunun kurakliga

dayanamadigimi gostermektedir.

Bu baglamda, Diizce popilasyonu genetik faktorlerden kaynaklanan yok olma riskini en
aza indirmeyi amaclayan koruma genetigi c¢alismalari ve 1slah ¢aligmalar1 igin
Onerilebilir. Ayrica, kurak kosullara daha dayanikli kestane genotipi elde etmek igin
cesitlilik seviyesi ve adaptasyon potansiyeli yliksek olan Diizce popiilasyonu ile on
adaptasyon potansiyeli yiiksek olan ibradi popiilasyonlarinin hibritlenmesi onerilebilir.
Kuraklik stresine karsi fizyolojik degerlendirmelerden elde edilen sonuglar yalnizca
fidanlar {iizerinden yapilmistir. Cevresel strese tolerans agacglarin Omrii boyunca
degisebileceginden kuraklik stresine alisma cesitliligi de agaglarin ve ormanlarin yasina
baglh olarak degisebilecedi goz Oniinde bulundurulmalidir. Bu c¢alismanin daha fazla

kestane popiilasyon ve daha ¢ok belirte¢ kullanilarak yapilmasi onerilebilir.
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