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OZET

KAZDAGLARI YERINDE (IN SITU ) MUHAFAZA
ALANLARINDAKI KESTANE (Castanea sativa
Mill.)POPULASYONLARININ MiKROSATELIT (SSR)
MARKORLERI iLE KARAKTERIZASYONU

KUCUK, Erol

Doktora Tezi, Bahce Bitkileri Boliimii
Tez Yoneticisi: Prof. Dr. Ali TANRISEVER
Nisan, 2010, 93 sayfa

Bu calisma Kazdaglar1 kestane (Castanea sativa Mill.) gen koruma ve
yonetim alanlarindaki (GEKYA) 5 kestane popiilasyonunun (Mihlidere,
Sivrikatran, Sariot, Ayigedigi and Gicikdere) genetik cesitliligini tespit etmek i¢in
gerceklestirilmistir. Bu 5 popiilasyonun genetik cesitliligi mikrosatelit (SSR)
markorleri ile belirlenmistir.

Calismada 81 kestane genotipi, 25 SSR primeri ile karakterize edilmistir. Bu
25 SSR primeri toplam 102 allel ile yiiksek oranda polimorfizm gostermistir. Her
lokus i¢in ortalama allel sayis1 2 ile 6 arasinda degisim gostermistir
(ortalama=4,1).

Analiz edilen genotipleri gruplandirmak i¢in Dice benzerlik katsayisina gore
kiimeleme analizi ve genotipler arasindaki korelasyon katsayilarina gore de ana
bilesen analizi yapilmistir. Tiim verilerin analizi sonucunda genotipler arasinda
0,55 ile 0,87 arasinda benzerlik katsayis1 tespit edilmistir. Analiz sonuglar
Kazdaglari’'ndaki 5 kestane popiilasyonunun genetik cesitliliginin yliksek

oldugunu gostermistir.

Anahtar sozciikler: Kestane, Kazdaglar, in situ, SSR, karakterizasyon.
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ABSTRACT

CHARACTERIZATION OF CHESTNUT (Castanea sativa Mill.)
POPULATIONS IN KAZDAGLARI IN SITU CONSEVATION AREA
BY MICROSATELLITE (SSR) MARKERS

KUCUK, Erol

Phd in Horticulture dep.
Supervisor: Prof. Dr. Ali TANRISEVER
April 2010, 93 pages

This study was carried out to determine the genetic diversity of five chestnut
(Castanea sativa Mill.) populations (Mihlidere, Sivrikatran, Sariot, Ayigedigi and
Gicikdere) from Kazdaglar1 chestnut gene management zones (GMZs). The
genetic diversity of these 5 chestnut populations was determined by microsatellite
(SSR) markers.

A total of 81 chestnut genotypes were characterized by 25 simple-sequence
repeat (SSR) primers. These 25 primers showed high polymorphism with total of
102 alleles. The number of alleles per locus ranged from 2 to 6, with an average of
4,1.

Cluster analyses were performed using the Dice similarity coefficient and
principle component analyses were performed with correlation coefficient to
group the genotypes. As a result of statistical analyses, similarity of the genotypes
ranged from 0,55 to 0,87. This result showed that, the genetic diversity of the five

chestnut populations from Kazdaglari is high.

Keywords: Chestnut , Kazdaglari, in sifu, SSR, characterization.
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1. GIRiS

Kestaneler (Castanea sp.) Fagales takimi igerisinde mese (Quercus) ve
kayin (Fagus)’larla birlikte Fagaceae (Kayingiller) familyasina girmektedir.
Bilinen 13 tiirii icerisinde Avrupa kestanesi (C. sativa Mill.), Amerikan kestanesi
(C. dentata Borkh.), Cin kestanesi (C. mollisima Bl.) ve Japon kestanesi (C.
crenata Sieb. Zucc.) ekonomik degeri olan ve kiiltiirii yapilan kestane tiirleridir
(Soylu, 1984).

Kestane (C. sativa Mill.) genellikle Akdenizde yayilim gosteren bir tiirdiir.
Kestanenin anavatani ile ilgili yapilan bircok yayinda, bu tiiriin orijin merkezinin
Tiirkiye oldugu ve buradan kiiltiire alinmis tiir olarak Avrupa’ya yayildig
belirtilmektedir (Soylu, 1984). Avrupa kestanesi tiirii Akdeniz havzasinda
yetistirilir. Baz1 eski Yunan ve Roma’li yazarlara gore bu tiirlin Anadolu’dan
Yunanistan’a, buradan Italya ve Ispanya’ya yayildig1 belirtilmektedir. Hatta bazi
yazarlar, kestanenin gen merkezinin Anadolu’da Kastanis (Kastamonu) sehri

oldugu ve adin1 buradan aldig1 kamisindadirlar (Soylu, 1984).

Avrupa’da kestanenin biyocesitliligi ile ilgili yapilan caligmalarda,
Kuzeydogu Anadolu’da yayilim gosteren kestane genotipleri arasindaki genetik
cesitliligin, Bat1 Anadolu, italya ve Fransa’dakinden fazla oldugu belirtilmektedir
(Villani et al, 1991). Bu veriler dogriltusunda bazi arastirmacilar, Bati
Avrupa’daki kestane popiilasyonlarinin orijininin kesin olarak bilinmedigi
(Anadolu, Kafkasya ya da her ikisi) ve varliginin 2000 yildan daha eskiye
gitmedigi (Fernandez-Lopez and Alia, 2003); kestanenin wiirm buzullagsmasi
siirecinde Giiney Avrupa’da yok oldugu, sadece Kuzeydogu Anadolu ve
Kafkaslar’da kaldigin1 ve bu iki alandan Romalilar tarafindan kiiltiire alinmig tiir
olarak Avrupa’ya getirildigi kamisindadirlar (Zohary and Hopfh, 2000.;
Fernandez-Lopez and Alia, 2003) .

Genetik c¢esitliliginde bu kadar onemli bir noktada oldugumuz kestane
tiirtinde, mevcut cesitlilik zaman icerisinde tehlike altina girmistir. Kestane
kanseri basta olmak {iizere, ormancilik uygulamalari, asilamalar ve de son
zamanlarda onemi daha da artan degisen ¢evre kosullar1 ve kiiresel 1sinma en
onemli tehdit unsurlar1 olarak karsimiza cikmaktadir. Bu nedenle, kestanenin
genetik cesitliliginin gerek yerinde (in situ), gerekse arazi gen bankalarinda (ex
situ) muhafazast ve degisimlerin incelenmesi gerekli olmustur. Ulkemiz

kosullarinda 6zellikle kestane kanserinden dolayr Marmara Bolgesi basta olmak



izere bazi alanlarda yetistiricilik oldukca sinirlanmig, kestane alanlari azalmis,
verimlilik diigsmiistiir; halen de kestane kanseri hastalifinin yayilmasi, yetistiricilik

alanlarin1 ve dogal popiilasyonlar1 tehdit etmektedir.

Orijin merkezi oldugumuz kestane tiiriiniin (Castanea sativa Mill.) genetik
kaynaklarinin korunmasi ve degerlendirilmesi yoniinde gerceklestirilen caligmalar
stnirhidir. Bu amacgla gergeklestirilen calismalardan biri “Genetik Cesitliligin
Yerinde (in situ) Korunmasi Projesi” kapsaminda Ege Tarimsal Arastirma
Enstitiisii’'nce gergeklestirilen “Kestane Genetik Kaynaklarinin Kazdaglari’nda
Yerinde (in situ) Muhafazas1” calismasidir (Kiigiik ve ark., 1998). Bir digeri de,
Ege Tarimsal Arastirma Enstitiisii tarafindan yiiriitiilmekte olan “Kestane Genetik
Kaynaklarinin Toplanmasi1 Muhafazasi, Karakterizasyonu ve Degerlendirmesi”

projesidir (Kiiciik vd.,2008 (yayinlanmamis)).

“Genetik Cesitliligin Yerinde (in situ) Korunmasi Projesi” 1993 yilinda,
Kiiresel Cevre Fonu (Global Environment Facility-GEF) tarafindan hibe edilen
kaynakla baslatilmistir. Bu proje ile onemli orman agaci tiirleri ve bunlarin yabani
akrabalar ile gen kaynagi Anadolu olan bazi otsu bitkilerin gen kaynaklarinin
yerinde korunmasi hedeflenmistir. Bu amacgla secilen pilot bolgelerden biri de
Kazdaglari’dir (Kiiciik ve ark., 1998; Tan, 1998; Kaya, 1998).

Meyve tiirlerinde de genetik kaynaklarinin muhafazasi ve 1slah programlari
icin genis bir germplasm kolleksiyonunun olusturulmasi gereklidir. Meyve
genetik kaynaklar1 arazi gen bankasi olusturmak icin gergeklestirilecek
calismalarda, uygun survey ve ornekleme teknikleri ile bu amaca azami olgiide

ulagilmaya calisilmaktadir (Ulubelde, 1983).

Morfolojik veya agromorfolojik oOzelliklerine goére meyve genetik
kaynaklarinin 6rneklenmesinin yani sira, molekiiler teknikler kullanilarak da bitki
tiirlerindeki genetik c¢esitlilik belirlenebilmektedir. Bu amacgla biyokimyasal
(izoenzimler) ve DNA esasli (RFLP, RAPD, AFLP, SSR, ISSR, SNP v.b.) markor
sistemleri kullanilmaktadir. SSR markor sistemi, biyocesitlilik caligmalarinda;
polimorfizim oraninin yiiksek olusu, tekrarlanabilirligi ve kodominant karakterli
olmast nedeni ile en yaygin olarak kullamlan PCR temelli DNA
markorlerindendir (Budak et al., 2004; Kumar et.al.,2009; Neale, 1998).

Bu tez calismasinda, “Kestane Genetik Kaynaklarinin Kazdaglari’nda
Yerinde (in situ) Muhafazasi” calismasi (Kiiciik et al., 1998) kapsaminda



belirlenen “Kestane Gen Koruma Ve Yonetim Alanlarindaki (GEKYA; GMZs:
Gene Management Zones)” kestane popiilasyonlarinin mikrosatelit (SSR)
markorleri  kullanilarak  molekiiler diizeyde karakterizasyonu yapilmstir.
Calismada, Kazdaglari’ndaki 5 GEKYA’dan toplam 66, Ege Bolgesi’nde yapilan
seleksiyon caligsmalarinda belirlenen 17 6rnek ve Dogu Karadeniz’de yapilan
ornekleme calismalarinda belirlenen 2 ornek olmak {iizere toplam 81 genotip
kullanilmustir.

Calismada orijin merkezi oldugumuz bu tiiriin, gerek genetik kaynak olarak
muhafazasi, gerekse ileriki 1slah caligmalarinda esas olacak sekilde molekiiler

diizeyde karakterizasyonu gerceklestirilmesi amagclanmustir.






2. LITERATUR BILDIRiSLERI
2.1 Kestanenin Bitki Sistematigindeki Yeri

Kestaneler (Castanea sp.) bitkiler aleminde Fagales takimina, Fagaceae
(Kayingiller) familyasina ve Castanea cinsine girmektedir. Meyve tiirlerinden
findik (Corylus) ile aym takimda, orman agaglarindan mese (Quercus) ve kayin
(Fagus) ile aym familyada yer alir. Bilinen 13 tiirii icerisinde Avrupa kestanesi
(C. sativa Mill.), Amerikan kestanesi (C. dentata Borkh.), Cin kestanesi (C.
mollisima Bl.) ve Japon kestanesi (C. crenata Sieb. Zucc.) ekonomik degeri olan

ve kiiltiirii yapilan kestane tiirleridir (Soylu, 1984; Rutter et al., 1990).
2.2 Kestanenin Gen Merkezi ve Yayilisi

Avrupa kestanesi (C. sativa Mill.) tiirli Akdeniz havzasinda yetistirilir. Bazi
eski Yunan ve Roma’li yazarlara gore bu tiiriin Anadolu’dan Yunanistan’a,
buradan Italya ve Ispanya’ya yayildigi belirtilmektedir. Hatta bazi yazarlar
kestanenin gen merkezinin Anadolu’da Kastanis (Kastamonu) sehri oldugu ve

adin1 buradan aldig1 kanmisindadirlar (Soylu, 1984).

Avrupa’da kestanenin anavatani ile ilgili bir¢ok yayin yapilmistir. Bazi
arastirmacilar kestanenin, wiirm buzullasmasi siirecinde Giiney Avrupa’da yok
oldugunu, sadece Kuzeydogu Anadolu ve Kafkaslarda kaldigin1 ve bu iki alandan
Romalilar tarafindan Kkiiltire alinmig tiir olarak Avrupa’ya getirildigini One
siirmektedir. Bu teoriye gore; Bati Avrupa’daki kestane popiilasyonlar1 sinirli,
orijini kesin olarak bilinmemekte (Anadolu, Kafkasya ya da her ikisi) ve varlig
2000 yildan daha eskiye gitmemektedir (Zohary and Hopfh, 2000.; Fernandez-
Lopez and Alia, 2003).

Avrupa kestanesinin giiniimiizdeki temel genetik kaynaklarinin Kafkaslarda
oldugu diisiiniilmektedir. Bu baglamda, kompleks biyocografik yapisi ve C. sativa
tiirtiniin gen merkezi oldugunun diisiiniilmesinden dolayr Tiirkiye 6zel bir 6nem
arzetmektedir (Zohary and Hopf, 2000).

Kestane, Tiirkiye’de Dogu Karadeniz kiyilarindan Akdeniz kiyilarina kadar
belirli bir rakim kusaginda yayilis gostermektedir. Bu iki temel bolge arasindaki
iklimsel degisiklikler, ©Ozellikle yagis seviyeleri, farkli iki fitocografik alan
olusturmaktadir: (i) Kuzey Dogu Anadolu’da “Avrupa- Sibirya”, (ii) Anadolu’nun



batisinda ise “Akdeniz” fitocografik alani. Bu iki alan arasinda gecislerin ve
vejetasyon benzerliklerinin oldugu temel alan olarak da Orta ve Bati Karadeniz

(Bitinya ve Paplagonya) bolgesi gozlenmistir (Davis, 1965).

Kestane (C. sativa Mill.) bir Akdeniz tiiriidiir. Hazar Denizi’nden Atlantik
Okyanusu’na kadar; Madaira, Azores ve Canary adalarim icerecek sekilde, 37°
(Tunus-Tlecem Dag1) ve 51° enlemleri (Giineybat1 Almanya ve Giiney Ingiltere)
arasinda yayilis gostermektedir. Genelde kuzey yoneylerinde, yillik yagisin 600
mm ve iizerinde oldugu nemli alanlarda, orta derecede asit karakterli (pH 4,5-6,5)
ve hafif biinyeli topraklarda yetismektedir (Fernandez-Lopez and Alia, 2003).

2.3 Diinya’da ve Tiirkiye’de Kestane Yetistiriciligi ve Onemi

Diinyada baslica kestane iireticisi iilkeler Cin, Giiney Kore, Italya, Tiirkiye,
Japonya, Bolivya, Ispanya, Portekiz, Rusya ve Yunanistan’dir. Amerika 20.
yiizyilin baslarina kadar, 6nemli bir iiretim alanina sahip iken, kestane kanserinin
biiyiik capli zararlar1 sonrasinda iiretim miktar1 ¢ok azalmistir. Diinya ve Tiirkiye
kestane iiretiminin son 30 yillik degisimi de Cizelge 2.1°de verilmistir. Diinya
iiretimi belirtilen yillar arasinda dalgalanmalar gostermistir. Uretimin yillara gore
gosterdigi dalgalanmalar kestane kanserinin (Cryphonectria parasitica) ve
miirekkep hastaliginin (Phytopthora spp.) yaptig1 zararlarla ilgili goriilmektedir.
Tiirkiye tiretimi ise 1961 Yili’'nda 38.400 ton iken; bu deger 1992’ye kadar artis
gostermis ve 85.000 tona ulagmistir. Ancak bu yildan sonra azalma gostermis ve
bugiin 48.000 tona kadar gerilemistir (Anonymus, 2010).

Cizelge 2.1 Diinyada baslica kestane iireticisi iilkelerin yillara gore tiretim miktarlari.

Ulkeler Uretim (ton)

1980 1990 2000 2005 2008
Cin 115.000 115.191 598.185 1.031.857 925.000
G. Kore 84.470 85.043 92.844 76.447 80.000
Tiirkiye 58.500 80.000 50.000 50.000 55.395
Italya 63.384 49.559 50.000 52.000 55.000
Diinya Uretimi 472.013 484.276 941.255 1.366.778 1.260.306

Tiirkiye’de 2008 yil1 verilerine gore 530.000 adedi meyve vermeyen yasta;
toplam 2.478.000 adet kestane agaci ve 53.395 ton iiretim bulunmaktadir.

Uretimde agirlikli iller; Aydin, [zmir, Sinop, Kastamonu, Bartin, Kiitahya,



Manisa, Denizli, Balikesir, Zonguldak ve Bursa ileridir (Cizelge 2.2) (Anonim,
2008).

Cizelge 2.2 Tirkiye’de kestane iiretiminde One ¢ikan illerin iiretim miktarlar1 ve toplam
iiretimdeki pay1 (2008).

Mller Uretim (Ton) _ Toplam
Uretimdeki

Pay1 (%)

Aydin 17.331 31,29
[zmir 8.691 15,69
Sinop 5.301 9,57
Kastamonu 4.589 8,28
Bartin 2.750 4,96
Kiitahya 2.608 4,71
Manisa 2.176 3,93
Denizli 1.589 2,87
Balikesir 1.435 2,59
Zonguldak 1.372 2,48
Bursa 1.238 2,23
Diger Iller 6.315 11,40

Toplam 55.395 100,00

Kestanenin Anadolu’da yayilis alanlari Dogu Karadeniz’den baglayarak
Karadeniz ve Ege kiyilar1 boyunca Antalya’ya kadar ulasmaktadir. Bu yayilis
alanlan icerisinde 1200 m yiikseklige kadar, giirgen, kizil aga¢ veya kayinlarla
birlikte karigitk halde ya da saf kestanelikler halinde goriilmektedir. Bati
Anadolu’da giineye dogru inildikce yayilig gosterdigi alanlarin rakim alt siniri
yiikselmektedir (Soylu, 1984).

Kestane ¢ok eski zamanlardan beri protein ve karbonhidrat kaynag: olarak
insan beslenmesinde onemli olmustur. Sert kabuklu meyvelerde genelde yag oram
yiilksek oldugu halde kestanede karbonhidratlar daha fazladir. Bu 6zellik
kestanenin ¢ok daha genis tiiketim sekline uygun olmasim saglamaktadir. Ig
kestanede %45 su, % 42,1 karbonhidrat, % 6,2 protein, % 5,4 yag ve % 1,3 kiil
bulunmaktadir. Kestanedeki karbonhidratlarin biiyiik bir bolimii nisasta, bir
boliimii de seker formlarindadir. Kestane mineral ve vitaminlerce de zengin bir
meyvedir. 100 g meyvede 50 mg C vitamini icermekte; ayrica A vitamini de
bulunmaktadir. 100 g kestane 200 kalori vermektedir (Soylu, 1984). Ulkemizde
kestane daha ¢ok taze tiikketim ve sekerleme sanayinde kullanilmaktadir. Avrupa
ilkelerinde bunlara ek olarak kestane hamuru olarak da gida sanayinin ¢ok gesitli
dallarinda degerlendirilmektedir (Soylu vd., 1994).



Kestane agacinin ¢esitli kisimlarindan dericilikte 6nemli olan tanen elde
edilir. Odun ve kabugunda % 6-12 oraninda tanen bulunur. Dayanikli olan odunu
cesitli amaglarla kullanilir. Ayrica cicekleri aricilik agisindan onem arzetmektedir
(Ozgagiran vd., 2007).

Yukarida belirtilen tarimsal 6zelliklerinden dolay1 kestane Tiirkiye’de ¢ok
eski zamanlardan beri tiiketimi yapilan bir tiirdiir. Bu tiir izerinde gerek yerel ve
gerekse genis kapsamli cesit gelistirme calismalar1 ve agronomi calismalari

gerceklestirilmistir. Bunlardan bazilar1 asagida siralanmaistir.

Marmara Bolgesi’'nde 120 tip iizerinden gerceklestirilen seleksiyon
caligmalarinda; verimlilik, erkencilik ve kalite ozellikleri dikkate alinarak 24 tip
secilmis (Ayfer vd., 1977) ve adaptasyon denemesine tabii tutulmustur. Sonugta
13 tip tavsiye edilmistir (Ayfer vd., 1986, Soylu vd., 1994).

Ege Bolgesi Kestane Cesit Arastirma Projesi cercevesinde yiiriitiilen
calismada, bolgede 109 tip iizerinde calisma yapilmig aralarindan 23 tip

adaptasyon calismasina alinmak iizere secilmistir (Ozkarakas vd., 1995).

Artvin ili Borcka Ilgesi Camili Yoresi’'nde yapilan seleksiyon
calismalarinda 1999-2001 yillar1 arsinda 11 tip incelenmis, genel kalite ve kestane
hamuru icin 08-Camili-13 ve 08-Camili-8 numarali tipler selekte edilmistir
(Serdar, 2002).

1996-1997 yillarinda Samsun’da gerceklestirilen seleksiyon ¢alismasinda 49
tip incelenmis; meyve iriligi bakimindan 554-2 (15,1g), 556-7 (14,6g), 554-14
(12,2g), 556-8 (11,7 g); erkencilik bakimindan 552-8 ve 552-10 (Hasat tarihi:
Eyliill aymin 2. haftasi); kestane hamuruna uygunluk bakimindan 552-14 ve 552-
10; genel kalite bakimindan 552-10 ve 552-14 numarali tipler se¢ilmistir (Serdar
ve Soylu, 1999).

1993-1996 yillarinda Sinop’ta 78 tip {lizerinden yapilan seleksiyon
calismasinda meyve iriligi, erkencilik, kestane hamuruna uygunluk ve genel kalite
bakimindan secim yapilmis; SA 5-1, SE 18-2, SE 21-9, SE 3-12 tipleri 6ne
cikmistir (Serdar, 1999).

Bazi onemli kestane cesitleri arsindaki melezlemelerden elde edilen

cogiirlerin  gelisme karakterleri incelendiginde; gelisme giiclinii melez



kombinasyonlarin yani sira tohum irilikleri de etkilemis, tohum iriliginin etkisi
ikinci yilda boy ve ¢apta, besinci yilda ise sadece boyda énemli ¢ikmistir. Gelisme
kuvveti, yeknesaklik, birinci yilin sonunda asiya gelme, diizgiin govdelilik, kok ve
kok bogazi siirgiinii verme bakimindan degerlendirmede; 51101 x 62304, 52112 x
51109, 52214 x 51109, 52112 x 51111 melez kombinasyonlarindan elde edilen
cogiirler 6ne ¢ikmiglardir (Soylu, 1986).

Kestanede en uygun goz asist yontemi ve zamaninin belirlenmesi icin
yapilan caligmada; en yiiksek as1 tutma orani (% 97,50) eyliil aymnin ilk yarisinda

yapilan yama goz asisindan elde edilmistir (Ozkarakas ve Onal, 1997).

Marmara Bolgesi’nde yetistirilmekte olan bazi kestane cesitlerinin ¢icek

yapilar1 ve meyve tutumlari iizerine yapilan ¢alismada;

— Incelenen tipler arasinda erkek cicek piiskiilleri iizerindeki cicek
kiimeleri, kiimelerdeki cicek sayilari, stamenlerin pozisyonu dikkate alinarak;
51111, 51109, 62304 ve 62309 numarali tipler iyi tozlayicilar olarak
secilmiglerdir.

— Cesitlerin cogunda erkek c¢iceklerin Once olgunlastigi (protoandri),
normal yapidaki disi ciceklerin ¢ogunun ayni1 zamanda reseptif hale geldigi,

— Embriyo keselerinin ¢ogunlugun kabul edicilik doneminin son 5-6 giinii
icerisinde olgunluga ulastigi,

— 5 tipteki kromozom sayimlarinda kromozom sayisinin 2n: 24 oldugu;
mayoz sirasinda bir tipte univalent kromozomlarin oldugu,

— Kendilemelerde % 0,5-12,9, melezlemelerde ise % 28,2-86,1 arasinda
meyve tutma orani oldugu; tozlanmayan ¢igeklerin bir boliimiinde de (% 1,6-14,8)

muhtemelen apomiktik yolla tohum olustugu saptanmistir (Soylu ve Ayfer, 1981).

Diinya kestane iiretim rakamlarindaki seyir iizerinde etkili olan kestane
kanseri (Cryphonectria parasitica) ile 1ilgili Tirkiye’de de calismalar
gerceklestirilmektedir.

Marmara Bolgesi’nde kestane kanserinin (Cryphonectria parasitica) yayiligi
ve biyolojisini incelemek amaciyla yapilan calismada hastalik etmeni ile bulagik
aga¢c oraninin % 32,3 oldugu saptanmistir (Delen, 1979). Hastalik artik Ege
Bolgesindeki bir cok kestane yetistirilen yerde, Aydin, Manisa,Canakkale, izmir
ve Kiitahya illerinde de goriilmekte ve kurumaya neden olmaktadir(Celiker ve
Onogur, 2001; Celiker ve Onogur, 2004).
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Kestane kanseri etmeninin (Cryphonectria parasitica (Murr.) Barr.) Tiirkiye
izolatlarinda hipovirulensin varligim1 arastirmak amaciyla 1994-1998 yillan
arasinda Ege ve Marmara bolgelerindeki kestaneliklerde yapilan calismalarda,
elde edilen izolatlar fenotiplerine ve hipovirulense doniistirme yetenegine gore
gruplandirilmis ve 7 tanesi hipoviriilent olarak nitelendirilmistir (Celiker ve
Onogur, 1998).

Tiirkiye’de kestane kanseri (Cryphonectria parasitica (Murr.) Barr.)
hastaligina karst biyolojik miicadele olanaklarini arastirmak amaciyla yapilan
calismada; kestane fidanlar1 virulent ve 7 hipovirulent irk ile ayri ayr1 ya da
virulent 1rk bir hipovirulent 1k birlikte inokule edilmistir. Calisma
inokulasyondan 5 ay sonra son olarak degerlendirildiginde; sadece hipovirulent
irkla inokule edilen fidanlarda belirgin kallus dokusu olusumu nedeniyle
lezyonlarin kiigiildiigii, kanserlerin iyilesmeye basladigi saptanmistir. Sadece
virulent 1rk ile inokule edilen fidanlar kurumus, hipovirulent ve virulent izolatlarla
birlikte inokule edilen fidanlarda ise Once kanser gelisimi durmus, daha sonra
kallus dokusu olusumu nedeniyle lezyonlar kiiciilmiis, kanserler iyilesmeye
baslamistir. Bu sonuglar Tiirkiye’de onemli bir sorun olan kestane kanserinin
hipovirulent irklarla kontrol edilebilecegini ortaya koymustur (Celiker ve Onogur,
2001). Deneme 29 ay boyunca degerlendirilmis ve hipovirulent ve virulent
izolatlarla birlikte inokule edilen fidanlarin yasamlarini saglikli bir sekilde
stirdiirdiigii saptanmistir (Celiker ve Onogur, 2002).

Ege ve Marmara bolgelerinde kestane kanseri etmeni (Cryphonectria
parasitica Murr.Barr)’nin yeni vejetatif uyum gruplarinin olusma sansi ve bunun
biyolojik miicadele basarisina etkisini arstiran c¢alismada; Ege ve Marmara
Bolgelerinden toplanan 375 C. parasitica izolatinin uyum gruplar1 ve bu izolatlar
arasindan tesadiifen secilen 68 izolatin eslesme tipleri belirlenmis ve elde edilen
sonuclar birlikte degerlendirerek her iki bolgede yeni uyum gruplarinin meydana
gelme olasilig1 irdelenmistir.Orneklerin toplandigi kestaneliklerde, % 95 oraninda
EU-1 ve % 5 oraninda EU-12 olmak iizere 2 vejetatif uyum grubu belirlenmistir.
EU-1 uyum grubu her iki bolgede, EU-12 uyum grubu sadece Ege Bolgesinde
bulunmustur. Eslesme tipi testlerinde, Ege ve Marmara Bolgelerinde %85
oraninda Mat-1 ve %15 oraninda Mat-2 saptanmistir. Eseyli iireme Mat-1 ve Mat-
2 tipleri arasinda gerceklesmekte ve yeni v-c gruplarinin olugmasina neden
olmaktadir. Vejetatif uyum ve eslesme tipi test sonuclar1 birlikte
degerlendirildiginde; Ege Bolgesinde, Balikesir-Ivrindi ve Izmir-Beydag’da eseyli

tireme riskinin ¢ok yiiksek oldugu, ancak EU-1 ve EU-12 uyum gruplar1 arasinda
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simdiye kadar eseyli tiremenin meydana gelmedigi kanisina varilmistir. Marmara
Bolgesinde ise Mat-1 ve Mat-2 eslesme tiplerinin bulunmasina karsin sadece EU-
1 v-c tipinin olmasi bu bolgede de eseysiz iiremenin heniiz olmadigina isaret
etmistir (Celiker ve Onogur, 2004).

2.4 Kestane Genetik Kaynaklarimin Muhafazasi
Kestane genetik kaynaklarinin Tiirkiye’nin de aralarinda bulundugu 10
iilkede in situ ve ex situ muhafazasi yapilmaktadir (Cizelge 2.3) (Anonymous,

2004).

Cizelge 2.3 Ulkelerin kestane genetik kaynaklari muhafaza durumlar.

Ulkeler Ex situ muhafaza In situ muhafaza
Tohum bahcesi ya da Tohum Alan Alan Tek
klon kolleksiyonu ~ muhafazasi sayis1  biiyuiklugu agac
Adet Alan Klon (kg)  (Adet) (ha)
(ha) yada
fert
sayi1sl
Belcika 2 1,1
Bulgaristan 423
Isvigre 5 12,2
Ispanya 1 37
Ingiltere 84
Macaristan 1 0,5 20
Romanya 1 2,2 9 106
Rusya 47
Tirkiye 5 970,1
Yugoslavya 1 0,38 4

2.4 In situ Muhafaza ve Tiirkiye’deki Uygulamalari

In situ muhafaza, popiilasyonlarin dogal ekosistemlerinde devamliligini esas
alan bir yontemdir. Kiiltiir bitkilerinde germplasm olusturulmast i¢in, in situ
muhafaza yontemi cogunlukla yabani tiirleri de kapsamaktadir. Ancak bu yontem,
tiirlerin yabani akrabalarinin bulundugu popiilasyonlar: iceren korunakli alanlarin
basit anlamda belirlenmesinden daha fazlasim1 icermektedir. Etkili ve

stirdiirtilebilir bir in sifu ¢calismasinin bir dizi unsuru igermesi gerekmektedir;
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1. On survey calismasi
Taksonomik siniflandirmanin netlestirlmesi,
Tiiriin yayiliminin belirlenmesi,

Ekolojik ve cografik faktorlerle etkilesiminin belirlenmesi,

e o o P

Genotipik varyasyonun belirlenmesi,

2. Muhafaza hedeflerinin formiilasyonu,

Hedef tiirtin muhafazasi icin asgari olgiitlerin belirlenmesi,
Popiilasyon sayisi,
Popiilasyon biiyiikliigii,

Ekolojik ve ve cevre kosullari,

A

Habitat {initelerinin biiyiikligi,

4. Muhafaza i¢in gereksinim duyulan minimum ol¢iitlere gore alanlarin

belirlenmesi,

5. Alanlarin yonetimi,

6. Izlenmesi,

7. Germplazma erisim (IBPGR, 1985).

In situ muhafazanin en Onemli unsurlarindan birisi, uzun sureli muhfaza
icin; ulasilabilir ve siirdiiriilebilir gen koruma ve yonetim alanlarinin (GEKYA;
GMZ: Gene management zone) belirlenmesidir. GEKYA’lar, tehdit altinda ya da
tehdite acik bitki tiirlerinin popiilasyon ici ve popiilasyonlar arasi evrim siirecini
devam ettirdikleri, dogal habitatlarinda yiiksek genetik cesitlilik barindiran
alanlardir. GEKYA’lar belirli prensipler c¢ercevesinde belirlenir. Bir alanda
oncelikle hedef tiirlerin yayilimi ve cesitliligi tespit edilir (Tan and Ulubelde,
1998).

Tiirkiye’de “Genetik Cesitliligin Yerinde (in situ) Korunmasi Projesi” 1993-
1998 yilllart arasinda yiiriitiilmiistiir. Projenin mali destegi Kiiresel Cevre Fonu
(Global Environment Facility-GEF) tarafindan saglanmistir. Bu proje ile onemli
orman agaci tiirleri ve bunlarin yabani akrabalar1 ile gen kaynagi Anadolu olan

bazi otsu bitkilerin gen kaynaklarinin yerinde korunmasi hedeflenmistir. Bu
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amagla secilen pilot bolgelerden biri de Kazdaglari’dir (Tan, 1998; Kiiciik vd.,
1998; Kaya, 1998).

Kazdaglari’nda gerceklestirilen kestane genetik kaynaklar1 in situ muhafaza
caligmalarinda, on surveylerden sonra 5 bolge in situ muhafaza icin gen koruma
ve yonetim alani olarak (GEKYA) secilmistir. Bu alanlarin belirlenmesinde

asagida siralanan kriterler dikkate alinmistir;

— Hedef tiiriin alanlardaki toplam miktari,

— Her alanda ornekleme i¢in en az 100 m uzaklikta en az 40 agacin
bulunmasi,

— Agaclarin yaslarinin birbirine yakin olmasi,

— Agaclarin meyve veriyor olmasi,

-  Yoney,

— Rakim,

-  Egim,

— Toprak ve ana kaya yapisi,

— Calisma kolayhig,

— Muhafaza edilebilme kolayligi,

— Yangin, kesim ve otlatma gibi risklerin olmayisi,

— Diger tiirlerin zenginligi (Kiiciik vd., 1998).

Yukaridaki  kriterlere gore Kazdaglari’'nda Gicikdere, Ayigedigi,
Sivrikatran, Sariot ve Mihlidere bolgeleri kestane (Castanea sativa Mill.) i¢in gen
koruma ve yonetim alanlart (GEKYA) olarak belirlenmistir. Bu alanlarda

kestanenin mevcut odunsu bitkiler icerisinde payi;

— Gicikdere’de % 58

- Ayigedigi’nde % 65

— Sariot’da % 51

— Sivrikatran’da % 56

— Mihlidere’de % 49 oldugu tespit edilmistir (Kiiciik vd., 1998).

Belirlenen bu alanlarda orneklenen agaclardan pomolojik analizler ve
mevcut biyogesitliligi bioteknolojik yontemlerden izoenzim yontemi kullanilarak
belirlenmesi i¢cin meyve ornekleri alinmistir (Kiiciik vd., 1998). Ancak izoenzim

caligmalar1 gerceklestirilememistir.
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Belirlenen gen koruma ve yonetim alanlarindaki kestane popiilasyonlarinin
pomolojik 6zellikleri incelenmis, alanlar arasinda ve alan igerisindeki pomolojik
veriler arasinda varyasyon tespit edilmistir. Pomolojik analizlerden ortalama

meyve agirhigi,

— Mihhidere bolgesinde 2 g -10,7 g

- Ayigedigi bolgesinde 0,8g -7,7 g

— Gicikdere bolgesinde 4,2g-11g

— Sariot bolgesinde 2g -10,4¢

—  Sivrikatran bolgesinde 1g -8,7g arasinda degisim gostermistir (Onal et
al., 1998)

Kazdaglari’nda, “Genetik Cesitliligin Yerinde (in situ) Korunmasi Projesi”
kapsaminda gerceklestirilen bir diger ¢alisma da karacam (Pinus nigra subspecies
pallasiana Lamb.) genetik kaynaklarinin in situ muhafazasi ¢alismasidir. Bu
kapsamda belirlenen yedi karacam popiilasyonunun (Eybekli, Asar, Katrandag,
Kalkim, Giirgendag, Kapidag, Mihlidere) genetik yapisi izoenzim markorleri
kullanilarak belirlenmistir. Kullanilan 16 enzim sisteminde 29 lokus gozlenmis;
bunlarin 17’si polimorfik olarak tespit edilmistir. Calismada, popiilasyon iceri
genetik cesitliligin yiiksek oldugu belirlenmistir. Genetik cesitlilik degerlerine
bakilarak, Asar, Mihlidere ve Giinerdag alanlar1 gen koruma ve yonetim alani
olarak onerilmistir (Velioglu vd., 1998).

2.5 Genetik Kaynaklarda Cesitliligin Belirlenmesi ve Molekiiler
Yontemler

Meyve tiirlerinde de genetik kaynaklarinin muhafazasi ve 1slah programlari
icin genis bir germplasm kaynaginin olusturulmasi gereklidir. Meyve genetik
kaynaklar1 arazi gen bankasi olusturmak icin gerceklestirilecek c¢alismalarda,
uygun survey ve Ornekleme teknikleri ile bu amaca azami oOl¢iide ulagilmaya
calisilmaktadir (Ulubelde, 1983).

Bitkilerdeki genetik cesitlilik, fenotip Ozelliklerin yani sira, molekiiler
teknikler kullanilarak da belirlenebilmektedir. Bu amacla biyokimyasal
(izoenzimler) ve DNA esasli (RFLP, RAPD, AFLP, SSR, ISSR, SNP v.b.) markor
sistemleri kullanilmaktadir.
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Spooner et al. (2005) ve Kumar et al. (2009) molekiiler markorleri Cizelge
2.4°de belirtildigi sekilde gruplara ayirmis ve yaygin olarak kullanilan RFLP,
RAPD, AFLP, SSR ve SNP molekiiler markorlerini bazi 6zellikler agisindan
asagidaki sekilde karsilastirmistir (Cizelge 2.5).

Cizelge 2.4 Molekiiler markorlerinin siniflandirilmasi.

Sira  Yontem Temeli Yontem ismi
No
A. Biyokimyasal markorler izoenzimler (Allozymes)
B. Molekiiler markorler
i) PCR gerektirmeyen RFLP (Restriction Fragment Length
markorler Polymorphisms; Kesilmis Parca Uzunlugu
Farklilig1)

VNTR (Variable Number of Tandem Repeats;
Degisken Ardisik Tekrar Dizini; Minisatellit)

ii) PCR temelli markorler

DNA sekanslamasi ITS (Multi-copy DNA, Internal Transcribed

Spacer regions of nuclear ribosomal genes; DNA
Coklu kopyasi, Niiklear Ribozomal Genlerin Ara
Bolgelerinin Kopyast )

Single-copy DNA, including both introns and
exons; DNA’nin Intron ve Eksonlar1 iceren Tekli

Kopyasi

STS Mikrosatelitler; Microsatellites,

(Sequence-Tagged Sites; SSR (Simple Sequence Repeat; Basit Dizi

Dizisi Etiketlenmis Tekrar1),

Alanlar) STR (Short Tandem Repeat; Kisa Ardisik Tekrar),
STMS (Sequence Tagged Microsatellite; Dizisi
Etiketlenmis Mikrosatelit)
SSLP (Simple Sequence Length Polymorphism;
Basit Dizi Uzunlugu Farklilig1)
ASLP (Amplified Sequence Length

Polymorphism; Cogaltilmig Dizi Uzunlugu
Farkliligr)
SCAR (Sequence Characterized Amplified

Region; Diziye Ozel Cogaltilmis Bolge)

CAPS (Cleaved Amplified Polymorphic Sequence;
Boliinerek Cogaltilmis Polimorfik DNA Dizisi)
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Cizelge 2.4 (Devam)

SSCp
(Single-Strand Conformation Polymorphism; Tek

Sarmal Konformasyon Farklilig1)

MAAP (Multiple Arbitrary
Amplicon Profiling; Tesadiifi
Coklu Cogaltim Profili )

RAPD
(Random Amplified Polymorphic DNA; Rastgele
Cogaltilmis DNA Farkliligr)

DAF (DNA Amplification Fingerprinting;
Cogaltilan DNA Parmakizi)

AP-PCR (Arbitrarily Primed Polymerase Chain
Reaction; Primere Tabi Polimeraz Zincir

Reaksiyonu Farklilig1 )

ISSR (Inter-Simple Sequence Repeat; Basit
Sekans Tekrarlar1 Arasi Farklilig1)

SPAR (Single Primer Amplification Reaction;
Tek Primer Cogaltma Reaksiyonu)

DAMD (Directed Amplification of
Minisatellites DNA; Dogrudan Cogaltilan
Minisatelit DNA)

AFLP
(Amplified Fragment Length Polymorphism;
Cogaltilmig Parca Uzunlugu Farkliligr)

SAMPL (Selectively Amplified Microsatellite
Polymorphic Loci; Segici Cogaltilmg
Mikrosatelit Polimorfik Lokusu)

Kaynak: Spooner et al., 2005;Kumar et al., 2009.
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Cizelge 2.5 Bazi molekiiler markorlerinin karsilastirilmasi.

Ozellik RFLP  RAPD AFLP SSR SNP
DNA gereksinimi (ug) 10 0,02 0,5-2 0,05 0,05
DNA Kkalitesi Yiiksek  Yiiksek Orta Orta Yiiksek
PCR gereksinimi Hayir Evet Evet Evet Evet
Polimorfik lokus sayis1 1-3 1.5-50 20-100 1-3 1
Kullanim kolaylig1 Zor  Kolay Kolay Kolay Kolay
Otomasyona uygunlugu Diisiik Orta Orta Yiiksek Yiiksek
Tekrarlanabilirligi Yiiksek  Diisiik Yiiksek Yiiksek Yiiksek
Gelistirilme maliyeti Diisik  Diigiik Orta Yiiksek Yiiksek
Analiz maliyeti Yiiksek  Diisiik Orta Diisiik Diisiik

Kaynak: Kumar et al. 2009.

Molekiiler markorlerin kullanilmasi, bitki 1slahi ¢alismalarinda hizli sonug

vermeleri, c¢evre sartlarindan etkilenmemeleri, ve seleksiyon asamasindaki

dogruluklari, agronomik acidan o©nemli karakterlerin sec¢iminde, markorler

yardimiyla seleksiyonu en giivenilir uygulama haline getirmistir. RFLP, RAPD,

AFLP ve SSR molekiiler markorlerinin avantajli ve dezavantajli yonleri Cizelge
2.6’da siralanmistir (Budak et al. 2004).
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Cizelge 2.6 RFLP, RAPD, AFLP ve SSR molekiiler markorlerinin avantajli ve dezavantajli

yonleri.

Markor Tipi  Avantajh yonleri

Dezavantajh yonleri

RFLP — Genomik zenginligi yiiksektir — Cok miktarda kaliteli DNA
— Es baskin karakterdedir gereklidir
— Tekrarlanabilirligi yiiksektir — Uygulanmasi zordur
= Uzun sure kullanilabilir (RAPD’e gore)
— Genomu kapsamli tanimlar — Otomasyonu zordur
- Bitkilerde giivenilir olarak ~ Radyoaktif isaretleme
kullanilabilir gereklidir
— Sekans bilgisine gerek yoktur — Prob klonlanmasi ve
karakterizasyonu gereklidir
RAPD - Genomik zenginligi yiiksektir — Dominant karakterlidir
— Sekans bilgisine gereksinim yoktur ~ — Tekrarlanabilirligi
— Otomasyonu kolaydir diistiktiir
— DNA gereksinimi azdir = Giivenilirligi diistiktiir
— Radyoaktif isaretleme gerekli
degildir.
SSR - Genomik zenginligi yiiksektir - Genellikle tiire 6zguidiir
— Tekrarlanabilirligi yiiksektir — DNA dizilim bilgisine
— Genomu yeteri kadar kapsaml ihtiya¢ duyulmaktadir
tanimlar
— Polimorfizm oram yiiksektir
— Radyoaktif isaretleme gerekli
degildir
— Otomasyonu kolaydir
AFLP — Genomik zenginligi yiiksektir — Dominant karakterlidir

Polimorfizm orani yiiksektir
DNA dizilim bilgisine gereksinim
yoktur

Haritalama caligmalari i¢in
uygundur

= Olusturulan haritalarin
tekrarlanabilirligi diisiiktiir

Kaynak: Budak et al., 2004.

Bir molekiiler markorde aranacak ozellikler;

—Genetik cesitlilik calismalarinda kullanilmasi i¢in yiiksek polimorfizm

gostermelidir.

—Homozigot ve heterozigot diploid organizmalart tanimlamak igin

kodominant karakter gostermelidir.

—Genomum biitiiniinde yaygin olarak bulunmalidir.

—Cevre sartlarindan etkilenmemelidir.

—Kolay uygulanabilir, hizl1 ve maliyeti diisiik olmalidir.
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—Laboratuvarlar arasinda veri degisimine olanak saglayabilmelidir (Kumar
et al. 2009)

2.6 Mikrosatelit (SSR)

Mikrosatelit terimi Litt and Lutty (1989) tarafindan ortaya atilmistir.
Mikrosatelitler, “basit dizi tekrar1” (Simple sequence repeat, SSR) olarak da
adlandirilan, eukaryot hiicrelerinde birli, ikili, ii¢lii, dortlii ya da besli basit dizi
tekrar motifleridir. 1-6 niikleotidden olusan basit dizilerin sayis1 5-100 arasinda
degisim gostermektedir (Powel et al. 1996). Bu dizilerin tekrar sayilarindaki

varyasyon polimorfizmi olusturmaktadir.

Basit dizi tekrarlar1 genom iizerinde genis bir alanda, kodlama yapan ya da

yapmayan bolgelerde bulunabilirler (Powel et al., 1996).

Mikrosatelitlerin yan bolgelerinde bulunan 20-25 bp biiyiikliigiindeki
bolgeden elde edilen primerler aracilig ile, basit dizi tekrarinin oldugu bolge PCR
ile ¢cogaltilir. PCR’de ¢ogaltilmis SSR {iriinii agaroz jel , poliakrilamid jel ya da
kapillar jel elektroforezinde (Sekil 2.1; 2.2) biiyiikliikklerine gore ayrilarak

goriintiilenir (Kumar et al. 2009).
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Sekil 2.1 SSR iiriiniiniin kapillar jel elekroforezi ile analiz edilmesi.
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Sekil 2.2 Kapillar jel elekroforezi ile SSR {iriiniiniin biiyiikliigiine gore olusan pikler.

Mikrosatelit markorleri DNA kiitiiphanelerinden sentezlenir. Sentezlendigi
bolge, genomun transkripsiyon gerceklestiren ya da gerceklestirmeyen bolgeleri
olabilir. Nadiren de fonksiyonlarina iliskin bilgiler verilebilir. Mikrosatelit
dizileri, yiiksek varyasyon gostermelerinden dolayi, genellikle, yakin akraba
genotiplerin ayrilmasina uygun markorlerdir (Kumar et al., 2009) ve dolayisiyla,
popiilasyon ¢aligmalarinda kullanilabilirler (Smith and Devey, 1994).

2.7 Molekiiler Markorlerin Kestanede Kullanilmasi

Buck et al. (2003) tarafindan gergeklestirilen calismada C. sativa tiiriinden
13 polimorfik mikrosatelit lokusu izole edilmistir. Bunlardan 6 adedi iki niikleotit
tekrari, bes adedi ii¢ niikleotit tektarar1 ve iki adedi de {i¢ ve dort niikleotit
tekrarlarinin  birlesiminden olusmustur. Belirlenen bu mikrosatelitler aym
calismada Ingiltere’deki 3 kestane popiilasyonu ve Tiirkiye orijinli genotipler
kullanilarak olusturulmus haritalama popiilasyonunda ¢esitliligin belirlenmesi icin

kullanilmis ve her lokusta 2 ile 14 arasinda (ortalama=5,15) allel belirlenmistir.

Marinoni et al. (2003), C. sativa tiirtinde 33 SSR markorii izole etmis ve
bunlarin en yiiksek derecede polimorfizm gosteren 14 adedini Kuzey italya’da
yetistirlen 20 cesitte karakterizasyon amaciyla kullanmiglardir. Her lokus icin

belirlenen allel sayisi 4 ile 10 arasinda (ortalama=6,4) degisim gostermistir.

C. sativa tiirtinde izoenzimler kullanilarak biyocesitliligin belirlenmesine
yonelik bazi calismalar gerceklestirilmistir (Villani et al. 1991; Machon et al.
1996; Pereira et al. 1999).



21

Avrupa {lkelerinde C. sativa tiirtiniin genetik cesitliligini belirlemek
amaciyla yapilan izoenzim caligmalar1 en yiiksek genetik cesitliligin Tiirkiye’de
oldugunu; Kuzeydogu Anadolu’daki genetik cesitliligin (Avrupa-Sibirya); Bati
Anadolu, Italya ve Fransa’dakinden fazla oldugunu gostermistir (Villani et al,
1991). Ayrica, bir diger calismada Sapanca ve Golciik’ten Orneklenen
popiilasyonlarin Tiirkiye’deki en yiiksek genetik cesitlilik seviyesini gosterdikleri,
dogu ve bati poiilasyonlar1 arasinda bir genetik yapiya sahip olduklar
belirtilmektedir (Villani et al, 1991).

Yukarida belirilen iki calisma sonucunda Villani ve ark. (1999), Tiirkiye’de
kestane dogu popiilasyonlar1 (Avrupa- Sibirya) ve bati popiilasyonlar1 (Akdeniz)
arasinda ozellikler gosteren ve en yiiksek genetik ¢esitligi iceren Orta Karadeniz
(Bithynia) popiilasyonlarinin yapist ile ilgili olarak su iki hipotezleri ortaya
atmiglardir: (1) Bu popiilasyonlar integresyon alani olarak ortaya ¢cikmistir, (2)
Orta Karadeniz bolgesi kiiltiire alinan kestaneler i¢in temel olugsma alanmi olarak
belirlenmistir. Bu hipotezlerin test edilmesi i¢in 34 popiilasyon belirlenmis (Sekil
2.8) ve izoenzim yontemi ile popiilasyon i¢i ve popiilasyonlar arasi genetik
varyasyon, gen akisi ve integresyon derecesi belirlenmistir. Bu ¢alisma sonucunda
Tiirkiye kestane popiilasyonlarinin genetik yapisi ile ilgili elde edilen veriler su
sekilde o6zetlenmistir: (i) dogu ve bat1 kestane popiilasyonlar1 arasinda yiiksek bir
genetik farklilik ortaya cikarilmistir ve en yiliksek genetik cesitlilik Bithynia
popiilasyonlarinda saptanmustir; (ii) Keskin gecislerin agikca tespit edildigi
Bithynia popiilasyonlarinda doguya yonelen ve batiya yonelen genis alanlarda
allel frekanslar1 homozigot olarak tespit edilmistir; (iii) bu alanda gézlenen allel
frekanslarindaki degisim bir¢ok mahalde fenotipik ve ekogografik degisimlerle
uyumlu olarak sigmoid egri gostermistir; (iv) bu egrinin eni 324 km olarak tahmin
edilmistir; (v) uyumlu bir varyasyona karsin, fenotip ve ekocografik degisimlere
uyumlu  varyasyon igeren mahaller fark edilir bir baglanti dengesizligi

gostermemistir.
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Sekil 2.3 Villani et al. (1999) tarafindan Tiirkiye’de incelenen kestane popiilasyonlari.

Casasoli et al. (2001) C.sativa tiirii i¢in 381 molekiiler markor (311 RAPD,
65 ISSR, 5 Izoenzim) kullanarak baglanti (linkage) haritas1 olusturmuslardir.
Calismada haritalama populasyonu gelistirilirken; kontrollii melezleme ¢alismasi
icin anne ebeveyn olarak Bursa’dan alinan; baba ebeveyn olarak da Hopa’dan
aliman ornek kullanilmistir. Bu iki ebeveyn melezlenmesi ile olusturulan 96 F;
bitkisinden olusan popiilasyon haritalama calismasinda kullanilmistir. Anne
ebeveynin genom uzunlugu ortalama 947 cM; baba ebeveynin genom uzunlugu
ise 1054 cM olarak hesaplanmistir. Haritalama icin 12 baglanti grubu

olusturulmustur.

Sisco et al. (2005), Cin kestanesi (C. mollisima) ile Amerikan kestanesi (C.
dentata) tiirleri arasinda olusturulan haritalama popiilasyonunda gelistirilen
genom haritasini, yeni molekiiler analiz verileri ile gelistirmislerdir. Daha 6nceki
verilere 275 AFLP, 24 SSR primeri ile elde edilen veriler ilave edilerek harita
yeniden olusturulmustur. Ayrica bu iki tiir ile gerceklestirilen genom haritasi ile
Casasoli et al. (2001) tarafindan Avrupa kestanesi (C. sativa) i¢in olusturulan
genom haritas1 arasindaki baglantiyr arastirmislardir. C.sativa icin olusturulan
genom haritalamasindaki 12 baglant1 grubunun 11°nde Cin ketanesi ve Amerikan

kestanesi arasinda olusturulan genom haritasi ile korelasyon tespit edilmistir.

Botta et al. (2004) molekiiller markorlerin  kiiltiir  ¢esitlerinin
tanimlanmasinda model bitki olarak kestaneyi (C. sativa Mill.) kullanmislardir.
Calismada bes kestane cesidi (Garrone Rosso, Gentile, Gioviasca, Marrone Di
Cuneo, Marrubia, Tempuriva) Marinoni et al. (2003) tarafindan gelistirilen 3 SSR
primeri (CsCAT 1, CsCAT 3, CsCAT 6) ile test edilmistir. Cesitler bazinda allel
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biiytikliikleri CsCAT 1 primerinde 194 bp-223 bp arasinda; CsCAT 3 primerinde
225 bp-251 bp arasinda; CsCAT 6 primerinde 161 bp- 197 bp arasinda tespit

edilmistir.

Gobbin et al. (2007) Isvigre’de yerinde (in situ) ve koleksiyonda muhafaza
edilen 164 kestane genotipinin SSR primerleri kullanarak molekiiler diizeyde
karakterizasyonunu gerceklestirmislerdir. Calismada 4 SSR primeri gelistirilmis
ve Marinoni et al. (2003) tarafindan gelistirilen 3 primer (CsCAT 2, CsCAT 14,
CsCAT 17) ve Buck et al. (2003) tarafindan gelistirilen 1 primer (EMCS 22) ile
birlikte toplam 8 primer kullanilmistir. Calismada 4 sinonim, 12 homonim grup

tespit edilmistir. 17 marron grubu kestane de 2 farkli grupta toplanmustir.

Ovesna et al. (2003) 12 AFLP primerlerini kullanarak 24 Cin kestanesi (C.
mollisima Blume) genotipinde molekiiler karakterizasyon gerceklestirmis ve

modern ¢esitlerin genetik tabaninin ¢ok genis olmadigini tespit etmistir.

Aravanpaulos et al. (2005) Yunanistan, italya, Fransa ve Ispanya’dan alinan
82 popiilasyonda 73 ISSR ve 16 izoenzim markorii kullanilarak genetik cesitliligi

belirlemislerdir.

Hozova et al. (2009) Cek Cumhuriyeti’nde 21 kestane genotipinde Buck et
al. (2003) ve Marinoni et al. (2003) tarafindan gelistirilen 7 SSR primeri
kullanarak molekiiler diizeyde karakterizasyon c¢alismasi gerceklestirmislerdir.

Calisma sonucunda genotiplerde 0,1-0,5 arasinda genetik uzaklik belirlenmistir.

Solar et al. (2005) Slovenya kestane (C. sativa Mill.) dogal
popiilasyonlarindan belirlenen 244 6rnekte pomolojik 6zelliklerine gore ve RAPD
primerleri kullanarak c¢esitliligi belirlemislerdir. RAPD primerleri ile yapilan
molekiiler analizlerde maron kestaneleri arasinda genetik olarak benzerligin
yiiksek oldugu ve dogal popiilasyonlarla birlikte ise Slovenya kestane genetik

kaynaklarinin zengin bir cesitlilige sahip oldugu belirtilmistir.

Gollao et al. (2001) Portekiz’de yetistiriciligi yapilan 6 kestane cesidinin
fenotipik karakterler ile birlikte RAPD ve ISSR primerlerini kullanarak
karakterizasyonunu gerceklestirmislerdir. Iki molekiiler markor sistemi ile elde
edilen veriler arasinda % 90,5 araninda benzerlik oldugu tespit edilmistir. Analiz
edilen c¢esitlerden “ Martainha” ve  “Longal” c¢esitlerinde homonim bir

isimlendirme oldugu tespit edilmistir.



24

Kestane c¢esitlerinin DNA diizeyinde genetik olarak tanimlanmasi ve
sertifikalandirilmas1 i¢in gergeklestirilen ¢alismada 6 SSR primeri (CsCAT 1,
CsCAT 2, CsCAT 3, CsCAT 14, CsCAT 15, CsCAT 16) kullanilmstir.
Calismada DNA sekanslama ve floresan boyama yoOntemi ile primerlerin
etiketlenmesi yontemi kullanilarak, birka¢ lokusun ayni anda amplifikasyonu
saglanarak, ¢oklu SSR analizi gerceklestirilmeye calisilmistir. 96 genotip i¢in 5
SSR lokusu olusturdugu allel sayisi ve biiyiikliikleri bakimindan karakterize
edilmistir (Botta et al. 2001).

Carvalho et al. (2004), C. sativa ve C. crenata tiirlerinin melezlenmesi ile
klonal anag¢ gelistirme ¢alismasinda, secgilen tek bir klondan in vitro yontemi ile 4
yildan uzun bir siire kullanilan kaynak ile secilen klon arasinda fark olup
olmadigini arastirmislardir. Bu amagla molekiiler markor sistemlerinden RAPD
markor sistemini kullanmislardir. Calismada in vitro kaynaktan iiretilen klonlar ile
donor kaynak arasinda polimorfizm saptanmamis, in vitro kaynagin stabilitesini

korudugu saptanmistir.

Yamamato et al. (2003) Japon kestanesi (C. crenata) icin SSR gelistirmek
amaci ile genomik kiitiiphane kullanilarak (AG)/(TC) tekrarh basit dizi tekrarl 15
lokus belirlemislerdir. Belirlenen SSR lokuslarindan 14 adedi polimorfik

bulunmus ve her lokusta 1-16 allel olusturmuslardir.
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1 Materyal

“Tiirkiye’de Genetik Cesitliligin Yerinde (in situ) Korunmasi Projesi” (Tan,
1998; Kiiciik vd., 1998; Onal vd., 1998; Kaya, 1998) kapsaminda Kazdaglari’nda
kestane gen koruma ve yonetim alanlari (GEKYA) olarak belirlenen Gicikdere,
Ayigedigi, Sivrikatran, Sariot ve Mihlidere bolgelerindeki kestane popiilasyonlari
(Sekil 2.9) (Kiiciik vd., 1998) bu tez ¢alismasinin asil materyalini olusturmustur.

Sivrikatran

------------------------------------------------------------------

Ayigedigi

Gicikdere

e
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Sekil 3.1 Kazdaglar kestane gen koruma ve yonetim alanlar1 ve 6rneklenen agaclarin konumlari.

Bu bolgeden alinan oOrneklerin molekiiler karakterizasyon verilerini
karsilastirmak igin ise Ege Tarimsal Arastirma Enstitiisii  tarafindan Ege
Bolgesi'nde yapilan seleksiyon calismalarinda belirlenen ornekler (Ozkarakas
vd.,1995) ile bu c¢alismanin baglantili olarak yiiriitildiigii “Kestane Genetik
Kaynaklarinin Toplanmasi Muhafazasi, Karakterizasyonu ve Degerlendirmesi”
cerceve projesi kapsaminda Dogu Karadeniz Bolgesi’nden, arazi gen bankasinda

muhafaza edilmek {izere belirlenen 6rnekler kullanilmistir (Kiigiik v.d.,2008).
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Sekil 3.2 Sariot kestane gen koruma ve yonetim alani.

Kazdaglar1 kestane gen koruma yonetim alani olarak (GEKYA) onerilen 5
bolgedeki kestane popiilasyonlarindan asagida belirtilen yoOntemlere gore

molekiiler karakterizasyon ¢alismalari icin érnekleme yapilmistir.

3.1 Yontem

3.2.1 Materyal orneklemesi

Yukarida belirtilen Kazdaglar kestane gen koruma ve yonetim alani olarak
(GEKYA) onerilen Mihlidere, Sariot, Sivrikatran, Ayigedigi ve Gicikdere
mevkilerine surveyler diizenlenmistir. Surveyler kapsaminda Onerilen bu
GEKYA'’ larda yerinde muhafaza prensipleri cercevesinde belirlenen ve koruma
amach isaretlenen agacglar bulunmaya calisilmistir (Sekil 2.11). Herhangi bir
sebepten dolayr bulunamayan agaclarin oldugu alanlarda yine bu bolgedeki
popiilasyonu temsil edecek nitelikte yerinde muhafaza icin gen yonetim alanlari
tespitine yonelik kriterler dogrultusunda agaclar belirlenmistir (Tan and Ulubelde,
1998; Tan ve Tan, 2004).

Bu orneklere ilave olarak survey calismalarinda; cerceve proje kapsaminda
olusturulacak arazi gen bankasinda genetik varyasyonu zenginlestirmek amaciyla,
diisik frekansta bulunan ender tiplerin secimini iceren, tesadiifi olmayan
ornekleme metodu ve kimi 6rneklerin belirlenmesinde de tesadiifi ornekleme
metodu da kullanilmistir (Ulubelde, 1983).



Sekil 3.3 Gen koruma ve yonetim alanlarinda isaretlenmis ketane agaclari.

Calisma kapsaminda molekiiler analizler ic¢in Kazdaglari’'nda 5
GEKYA’dan 66 oOrnek, Ege Bolgesi’'nde yapilan seleksiyon calismalarinda
belirlenen kestane genotiplerinden (Ozkarakas vd.,1995) 13 o6rnek, “Kestane
Genetik  Kaynaklarimin ~ Toplanmast  Muhafazasi, Karakterizasyonu ve
Degerlendirmesi” c¢erceve projesi kapsaminda Dogu Karadeniz Bolgesi’nden,
arazi gen bankasinda muhafaza edilmek iizere belirlenen genotiplerden (Kiigiik
v.d.,2008) 2 ornek olmak iizere toplam 83 oOrnek molekiiler c¢alismalarda
kullanilmistir. 1-66 arasinda ardisik sayilar ile numaralandirilan 6rneklerden 62 ve
64 numarali Ornekler, kullanilan primerlerin ¢ogunda amplifikasyon
gerceklesmedigi icin degerlendirmeye dahil edilmemistir ve istatistiksel analizler
81 ornek verileri ile gergeklestirilmistir. Orneklerin listesi koordinat bilgileri ile
birlikte Cizelge 3.1°de belirtilmistir.

“Kestane Genetik Kaynaklarinin Toplanmas1 Muhafazasi, Karakterizasyonu
ve Degerlendirmesi” projesi kapsaminda Dogu Karadeniz Bolgesi’'nden arazi gen
bankasinda muhafaza edilmek iizere belirlenen genotiplerden 37 ve 71 numaral
ornekler (Kiiciik v.d.,2008) bu calismada sirasiyla 82 ve 83 numarali 6rneklerdir.
Bu iki ornegin alinmis oldugu alanlarin harita iizerindeki konumu Sekil 3.4’de

giiriilmektedir.
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Sekil 3.4 Karadeniz Bolgesi’nden alinan 6rneklerin harita iizerindeki konumlari.

No Yore Mevkii Enlem Boylam Rakim
(m)
1 Kazdaglan1 | Sariot K | 3948374 | D | 2659.818 939
2 Kazdaglar1 | Sariot K | 39.834.550 | D | 27.037.083 654
3 Kazdaglar1 | Sariot K | 39.833.967 | D | 27.035.000 710
4 Kazdaglar1 | Sariot K | 39.832.433 | D | 27.031.800 787
5 Kazdaglar1 | Sariot K | 39.829.700 | D | 27.029.817 802
6 Kazdaglan1 | Sariot K | 39.821.933 | D | 27.030.550 785
7 Kazdaglar1 | Sariot K | 39.820.600 | D | 27.024.733 878
8 Kazdaglar1 | Sariot K | 39.820.000 | D | 27.021.117 899
9 Kazdaglar1 | Sariot K | 39.816.317 | D | 27.018.517 934
10 Kazdaglar1 | Sariot K | 39.814.683 | D | 27.016.450 931
11 Kazdaglar1 | Sariot K | 39.812.967 | D | 27.012.900 963
12 Kazdaglar1 | Sariot K | 39.811.050 | D | 27.009.717 907
13 Kazdaglar1 | Sariot K | 39.810.850 | D | 27.007.350 921
14 Kazdaglar1 | Sariot K | 39.848.583 | D | 27.059.683 757
15 Kazdaglar1 | Sivrikatran | K 3940.558' | D | 2702.244' 773
16 Kazdaglar1 | Sivrikatran | K 3950.389' | D | 2701.712 710
17 Kazdaglart | Sivrikatran | K | 3950.760" | D | 27 01.950' 688
18 Kazdaglan1 | Sivrikatran | K | 39.848.917 | D | 27.054.767 755
19 Kazdaglan1 | Sivrikatran | K | 39.855.000 | D | 27.045.167 762
20 Kazdaglar1 | Sivrikatran | K | 39.851.667 | D | 27.040.233 803
21 Kazdaglar1 | Sivrikatran | K | 39.851.800 | D | 27.040.133 797
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Cizelge 3.1 (Devam)

22 Kazdaglart | Sivrikatran | K | 39.845.817 | D | 27.035.150 771
23 Kazdaglart | Sivrikatran | K | 39.842.567 | D | 27.030.650 765
24 Kazdaglart | Sivrikatran | K | 39.840.717 | D | 27.028.833 754
25 Kazdaglart | Sivrikatran | K | 39.844.750 | D | 27.031.817 695
26 Kazdaglar1 | Sivrikatran | K | 39.845.983 | D | 27.032.583 660
27 Kazdaglar1 | Sivrikatran | K | 39.847.300 | D | 27.031.283 626
28 Kazdaglart | Sivrikatran | K | 39.844.600 | D | 27.028.533 618
29 Kazdaglart | Sivrikatran | K | 39.849.567 | D | 27.034.583 652
30 Kazdaglart | Sivrikatran | K | 39.825.883 | D | 27.147.633 253
31 Kazdaglart | Sivrikatran | K | 39.710.383 | D | 27.171.067 622
32 Kazdaglar1 | Mihlidere K | 3938794 | D | 2641.757 651
33 Kazdaglar1 | Mihlidere K | 3938583 | D | 2643.766' 729
34 Kazdaglart | Mihlidere K 3940.096' | D | 2642488 729
35 Kazdaglar1 | Mihlidere K | 3940.289' | D | 2642.778 740
36 Kazdaglart | Mihlidere K 3940.558" | D | 2643.154' 770
37 Kazdaglar1 | Mihlidere K | 39.647.200 | D | 26.696.400 638
38 Kazdaglart | Mihlidere K | 39.671.250 | D | 26.713.533 718
39 Kazdaglart | Mihlidere K | 39.673.967 | D | 26.721.167 734
40 Kazdaglart | Mihlidere K | 39.676.533 | D | 26.721.083 776
41 Kazdaglart | Mihlidere K | 39.681.967 | D | 26.726.050 833
42 Kazdaglart | Mihlidere K | 39.686.733 | D | 26.729.033 861
43 Kazdaglar1 | Mihlidere K | 39.700.067 | D | 26.743.467 930
44 Kazdaglar1 | Mihlidere K | 39.700.500 | D | 26.752.683 1033
45 Kazdaglar1 | Mihlidere K | 39.699.633 | D | 26.756.067 1061
46 Kazdaglart | Mihlidere K | 39.696.200 | D | 26.754.783 1046
47 Kazdaglart | Mihlidere K | 39.693.800 | D | 26.751.867 1052
48 Kazdaglart | Mihlidere K | 38.357.050 | D | 28.087.200 1347
49 Kazdaglar1 | Ayigedigi K | 3942217 | D | 2709.361' 754
50 Kazdaglar1 | Ayigedigi K | 3942310' | D | 2709.057 799
51 Kazdaglar1 | Ayigedigi K | 39.708.250 | D | 27.168.100 633
52 Kazdaglart | Ayigedigi K | 39.705.633 | D | 27.162.650 677
53 Kazdaglart | Ayigedigi K | 39.703.667 | D | 27.158.400 707
54 Kazdaglar1 | Ayigedigi K | 39.704.117 | D | 27.154.700 764
55 Kazdaglar1 | Ayigedigi K | 39.706.083 | D | 27.152.250 808
56 Kazdaglar1 | Ayigedigi K | 39.708.183 | D | 27.146.317 863
57 Kazdaglar1 | Ayigedigi K | 39.711.200 | D | 27.145.917 894
58 Kazdaglar1 | Ayigedigi K | 39.711.767 | D | 27.136.217 946
59 Kazdaglart | Ayigedigi K | 39.697.200 | D | 27.176.633 691
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Cizelge 3.1 (Devam)

60 Kazdaglar1 | Gicikdere K | 3941.826' | D | 2710.598' 738
61 Kazdaglar1 | Gicikdere K | 39.694.483 | D | 27.179.800 722
63 Kazdaglar1 | Gicikdere K | 39.691.850 | D | 27.180.067 733
65 Kazdaglar1 | Gicikdere K | 39.694.067 | D | 27.180.467 743
66 Kazdaglar1 | Gicikdere K | 39.646.000 | D | 26.696.417 636
67 Kazdaglar1 | Gicikdere K | 39.697.200 | D | 27.176.633 691
68 Kazdaglar1 | Gicikdere K 3941718 | D 27.12.407 685
69 Ege Bolgesi
70 Ege Bolgesi
7 Ege Bolgesi
7 Ege Bolgesi
73 Ege Bolgesi
74 Ege Bolgesi
75 Ege Bolgesi
76 Ege Bolgesi
77 Ege Bolgesi
78 Ege Bolgesi
79 Ege Bolgesi
30 Ege Bolgesi
31 Ege Bolgesi
82 Karadeniz Bolgesi 40.829.800 38.943.283 460
33 Karadeniz Bolgesi 40.999.817 40.696.917 762

3.2.2 DNA izolasyonu

DNA izolasyonu, belirlenen kestane agaglarinin ki mevsiminde, durgun
donemdeki odun tomurcuklarindan gerceklestirilmistir. Bu amagla Kazdaglari’nda
belirlenen ve Ege Tarimsal Arastirma Enstitiisii Bozdag Istasyonu’nda arazide (ex
situ) muhafazaya alinan orneklerden aralik-ocak aylarinda bir yash siirgiinler
toplanmistir.  Siirgiinler laboratuvar ortamina getirilinceye kadar +4°C’de
muhafaza edilmistir. Laboratuvarda bir yillik siirgiinlerden tomurcuklar
koparilarak sivi azot ig¢erisinde havanda 6giitiilmiis ve 5 ml’lik crayo tiiplerde -

80°C’de muhafazaya alinmiglardir.
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Sekil 3.5 DNA izolasyonu icin alinmis bir yasl: siirgiinler.

Bu orneklerden DNA izolasyonu CTAB (cetyl-trimethylamonium-bromide)
cozeltisi iceren Doyle and Doyle (1990)’un belirttigi yonteme gore bazi

degisiklikler uygulanarak asagidaki sekilde gerceklestirilmistir.

» Kullanmilan c¢ozeltiler ve hazirlanislar::

¢ CTAB Cozeltisi (1 litre i¢in):

Cizelge 3.2 CTAB ¢ozeltisinin bilesimi (1 litre).

Kimyasal Miktar Derisim
dH,O 600 ml

CTAB 20g % 2
1 M Tris pH 8 200 ml 200 mM
0,25 M EDTA 200 ml 50 mM
NaCl 116,88 g 2M
PVP 40 20g % 2




32

Ilk olarak CTAB 400 ml ik dH,O’da cOziilmiis; daha sonra diger

kimyasallar ilave edilmistir.
e izolasyon cozeltisi ve hazirlams1 (yaklasik 100-120 6rnek icin):

Cizelge3.3 izolasyon ¢ozeltisinini bilesimi.

Cozelti-Kimyasal Miktar
CTAB cozeltisi 100 ml
Sodium bisulfite 02¢g
B-mercaptoethanol 7,5 ml

IIk olarak sodium bisiilfite CTAB c¢ozeltisi icerisinde eritilmistir.
B-mercaptoethanol ¢ozelti kullanillacagi zaman ilave edilmis ve 65°C’de

bekletilmistir.

» jzolasyon asamalar:
¢ 1,5 ml’'lik ependorf tiiplere yaklasik 150 mg liyofilize-6giitiilmiis 6rnek
alinmustir,

e Sicak su banyosunda 65°C’ ye 1sitilmis izolasyon ¢ozeltisinden tiiplere 1

ml konulmustur,

e (Cozelti ile liyofilize dokunun karigsmasi igin tiipler 3-5 saniye

calikalanmistir (vorteks),

e Tipler 65°C’ de 75 dakika inkube edilmistir (bu sirada 10-15 dakika

araliklarla tiipler alt-iist edilmistir),

¢ Sicak su banyosundan tiipler oda sicaklifinda 5 dakika tutulduktan sonra
500 ul kloroform-izomil alkol (24:1) eklenmis ve c¢alkalanarak karigsmasi

saglanmustr,
e Tiipler 10000 d/d (rpm) de 5 dakika santrifiij edilmistir,
e Ustte kalan faz mikropipet ile alinarak yeni bir tiipe aktarilmistir.

e 5 ul RNase (10mg/ml) ilave edilmis, calkalanarak 37°C’ de 45 dakika
inkubatorde bekletilmistir,

e Inkubatérden alinan tiipler oda sicakhiginda 5 dakika bekletilmis ve
tizerine 750 ul -20°C isopropanol ilave edilmistir. Tiipler yaklasik 20 defa alt-iist

edilerek karigsmasi saglanmustir.
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e -20°C’de 2 saat bekletilmis, 10000 rpm de 10 dakika santrifiij edilmistir.

e Tiplerdeki isopropanol bosaltilmistir (dip kisminda olusan peletin

diismemesine dikkat edilmistir),
e Pellet 500 ul EtOH (%70) ile yikanmustir,

e Tiplere 350 ul TE cozeltisi ilave edilmis ve 65°C’de 30 dakika
bekletilmistir,

e 350 ul fenol:chloroform (1:1) ilave edilmistir ve vorteks edilmistir,

e 10000 rpm’de 5 dakika satrifiij edilerek tiipleredeki iist faz yeni bir tiipe

aktarilmstir,

e 350 ul kloroform-izomil alkol (24:1) eklenmis ve vorteks edilerek

karigmasi saglanmustir,
e Tiipler 10000 d/d (rpm) de 5 dakika santrifiij edilmistir,
e Ustte kalan faz mikropipet ile alinarak yeni bir tiipe aktarilmistir.

e 350 ul -20°C isopropanol ilave edilmistir. Tiipler yaklasik 20 defa alt-iist

edilerek karismasi saglanmistir.
e -20°C’de 2 saat bekletilmis, 10000 rpm de 10 dakika santrifiij edilmistir.

e Tiiplerdeki isopropanol bosaltilmistir (dip kisminda olusan pelletin

diismemesine dikkat edilmistir),
e Pellet 500 ul EtOH (%70) ile yikanmuastir,

e Tiipler oda sicakliginda bekletilerek EtOH (%70) nin tamamen ugmasi

saglanmistr,

e Tiplere 100 ul TE cozeltisi ilave edilmis ve 65°C’de 30 dakika
bekletilmistir,

e Sicak su banyosundan alinan tiipler 10000 rpm’de 5 dakika santrifiij
edilmistir,
¢ Bu stok DNA’dan kalite ve miktar tayini icin kullanildiktan sonra PCR

calismalari i¢in gerekli seyreltmeler yapilmis ve stok -20°C’de saklanmustir.

= DNA miktar ve Kkalitesinin ol¢iilmesi: Bu amacla iki farkli yontem

kullanilmustir.

e Stok DNA 6rneklerinden 10 pl alinarak 0,5 ml’'lik tiiplere aktarilmis ve
iizerlerine 2 pl yiikleme boyasi (blue juice) ilave edilmistir. Ornekler, 100, 250 ve
500 ng/ul A DNA ile birlikte %1 lik agaroz jele yiiklenmis ve 100 mA’de 2 saat
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stire ile yiiriitiilmiistiir. Jel resimleri UV goriintilleme sisteminde cekilmis ve

konsantrasyonlar tahmin edilmistir.

e Stok DNA orneklerinden 1 pl ornek alinarak NanoDrop ND-1000
Spektrofotometre (NanoDrop Technologies, Inc., Wilmington, DE, USA) ile

ol¢iim yapilmustir. Orneklerin DNA miktarlar1 ng/ul olarak kaydedilmistir.

= Stok DNA’nin seyreltilmesi: Stok DNA 6rnekleri toplam 200 ul ve 20

ng/ul konsantrasyonu oraninda sdH,O ile seyreltilmistir.

3.3.3 SSR teknigi

Calismada Buck et al. (2003) (EMCs) ve Marinoni et al. (2003) (CsCAT)

tarafindan gelistirilen 27 primer kullanilmistir (Cizelge 7).

Cizelge 3.4 Kullanilan SSR primerleri

Sira |Lokus Tekrar Motifi Forward - reverse primer
No (5'-3)
| EMCs2 [CGG], F |GCTGATATGGCAATGCTTTTCCTC
R |GCCCTCCAGCCTCACCTTCATCAG
) EMCs4 [GGC], F |CGCCGAACTCACCGACCTC
R |GCCAAAACGACACCCAATCC
3 EMCsl0 [CALs F |GTCTCCCCCAATCATAAGTAGGTC
R |TCAAGGGAACATTAGGTCATTTTT
4 EMCsll [GGAJ,[GGC]Je F |ATCCACTCCACCAACAACAACC
R |GGAGGGAGATGGGACGACG
5 EMCsl3 [GCAJs F |TAGTCGGAGTACGGGCACAG
R |TGATATGAGCATTTGACTTTGATT
6 EMCs14 [GAG], F |GTGCTTCAGGGACCTTTCTTCTC
R |GCCGCCGCCTCCTGCTGCTC
7 EMCsl5 [CAC]y F |CTCTTAGACTCCTTCGCCAATC
R |CAGAATCAAAGAAGAGAAAGGTC
3 EMCs17 [AGC]4[CCAA];s F |CGCCACGATTAGCTCATTTTCA
R |GAGGTAGGGTCTTCTTCGGTCATC
9 EMCs22 [GA] F |GTGCCTCTGTATGCATGGTAAGC
R |CCAGGTTTAAGAAAGCAAGCATAAC
10 EMCs25 [GA]2 F |ATGGGAAAATGGGTAAAGCAGTAA
R |AACCGGAGATAGGATTGAACAGAA
1 EMCs32 [AGl. F |TTCCACACTTATCTCTTAACCCAAAAA
R |CTCCGGTACGGTATTGACTTCCTT
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Cizelge 3.4 (Devam)

12 [EMCs38  |[AG]31 F  |TTTCCCTATTTCTAGTTTGTGATG
R |ATGGCGCTTTGGATGAAC
13 |[EMCs42  |[CAJl1 F  |GTTGGCTTCTTCAATGAACTCTC
R |CCGGTATGAGGAAAGGAATGTTA
14 |CsCAT1 |(TG)STA(TG)24  |F |GAGAATGCCCACTTTTGCA
R |GCTCCCTTATGGTCTCG
15 |CsCAT2  |(AG)16 F |GTAACTTGAAGCAGTGTGAAC
R |CGCATCATAGTGAGTGACAG
CsCAT3  [(AG)20 F  |CACTATTTTATCATGGACGG
16
R |CGAATTGAGAGTTCATACTC
CsCAT4  |(CA)s F |CATAGGTTCAAACCATACCCGTG
17 R |CTCATCTTTGTAGGGTATAATACC
CsCATS  |(GA)xo F  |CATTTTCTCATTGTGGCTGC
18 R |CACTTGCACATCCAATTAGG
CsCAT6  |(AC),AT(AC), F  |AGTGCTCGTGGTCAGTGAG
19 R |CAACTCTGCATGATAAC
CsCAT7  |[(TG)CG(TG), F |GAACATGATGATTGGCCTC
20 R |CCAAACATGACATATGTCCC
CsCAT8  |(GT)(GA)xo F  |CTGCAAGACAAGAATTACAC
21 R |GAATAACCTGCAGAAGGC
CsCATI4  |(CA)s» F |CGAGGTTGTTGTTCATCATTAC
22 R |GATCTCAAGTCAAAAGGTGTC
CsCATIS |(TC),, F  |TTCTGCGACCTCGAAACCGA
23 R |GCTAGGGTTTTCATTTCTAG
CsCATI6  [(TC)y F |CTCCTTGACTTTGAAGTTGC
24 R |CTGATCGAGAGTAATAAAG
CsCATI7  |(CA) F  |TTGGCTATACTTGTTCTGCAAG
25 ACALAACA) s R GCCCCATGTTTTCTTCCATGG
CsCAT34  |(GT)as F  |TGAGCAAGGATGGATGATGAG
26 R |GGTGGTCATCATGACTGCATC
CsCAT41  |(AG)ao F  |AAGTCAGCAACACCATATGC
R

27

CCCACTGTTCATGAGTTTCT
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Cizelge 3.5 SSR primerleri icin PCR bilesenleri.

Bilesen Miktar
sdH,O 15,25 ul
10 X PCR ¢ozeltisi 2,5l
dNTP 0,75 pl
MgCl, 1,5 ul
F Primer 1 ul
R Primer 1 ul
Taq polimeraz 0,5U
Toplam 25 ul

Cizelge 3.6 SSR primerlerine uygulanan PCR kosullarr.

Asama Sicaklik Siire Dongii
°C (dk:sn) sayisi

1.0n denaturasyon 95 9:00

2.Denaturasyon 94 1:00

3.Primer baglanma 50-65 1:00 X 35

4.Yazilim 72 1:30

5.Son yazilim 72 7:00

5. Bekletme 4 o0

3.3.4 Verilerin degerlendirilmesi

SSR verilerinin analizinde, bantlarin varligt “17; yoklugu “0” olarak
kodlanmistir. Verilerin degerlendirilmesinde NTSYS-pc version 2.2j (Applied
Biostatistics Inc, Setauket, New York, USA) istatistiksel analiz paket program
kullanilmistir.

Degerlendirme asamasinda,

—Dice (1945) benzerlik matrisi olusturulmustur,
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— Benzerlik matrisinden SHAN modiilii kullanilarak UPGMA modiiliine
gore kiimeleme (cluster) analizi yapilmis ve dendogram olusturulmustur.

—Ana bilesen (PC, Principle component) analizi i¢in genotipler arasinda
korelasyon matrisi olusturulmus ve bu matris verileri kullanilarak 3 ana bilesen
verileri iizerinden iki boyutlu ve ii¢ boyutlu grafikler olusturulmustur.

—Ana bilesen analizinde ilk {i¢ “eigen” degerinin genotipler arasindaki
varyasyonu aciklama oranlarinin kiimiilatif degerinin % 25 ve iizerinde olmasi
hallerinde analiz verileri anlamli olarak kabul edilmistir (Mohammadi and
Prasanna 2003; Gulsen et al., 2007).

—Kiimeleme analizi ile elede edilen denogramin giivenilirligini test etmek
icin, elde edilen matris verilerinden “coph” (cophenetic) matrisi olusturulmus ve
bu matris ile ham verilerden elde edilen Dice modiiliine gore hazirlanmis matris
verileri Mantel (1967) testi ile karsilastirilmistir. Korelasyon katsayisinin 0,5’ten
biiyiik oldugu durumlarda (r>0,5) dendogram p=0,01 Onem seviyesine gore
giivenilir olarak kabul edilmistir (Manimekalai et al., 2007).
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4. BULGULAR VE TARTISMA
4.1 DNA Izolasyonu

Calismada kullanilan 83 kestane genotipinden elde edilen DNA o6rneklerin
stoklarindan 10 pl alinarak 0,5 ml’lik tiiplere aktarilmis ve iizerlerine 2 ul
yiikleme boyasi ilave edilmistir. Ornekler, 100, 250 ve 500 ng/ul A DNA ile
birlikte %1°lik agaroz jele yiiklenmis ve 100 mA’de 2 saat siire ile yiiriitiilmiistiir.
Jel resimi UV goriintilleme sisteminde ¢ekilmistir (Cizelge 4.1). Bu resimden;
100, 250 ve 500 ng/ul A DNA’lar ile 6rneklerin DNA miktarlar1 kiyaslandiginda,
orneklerde 250-1000 ng/ul arasinda DNA konsantrasyonu oldugu tahmin
edilebilir. Resmin incelenmesinden c¢ikarilacak bir diger sonu¢ da, kestane
genotiplerinin DNA bantlarinin ¢cok net goriintiilendigi, SSR yontemi ile

gerceklestirilecek PCR calismalari i¢in yeterli saflikta oldugunun goriilmesidir.

Orneklerin DNA miktarlarini belirlemek icin stok DNA 6rneklerinden 1 pl
alinarak NanoDrop ND-1000 Spektrofotometre (NanoDrop Technologies, Inc.,
Wilmington, DE, USA) ile olciim yapilmistir. Orneklerin DNA miktarlar1 ng/ul
olarak Cizelge 4.1’ de belirtilmistir.
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Sekil 4.1 DNA bantlarinin agaroz jeldeki goriintiisii.
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Cizelge 4.1 Orneklerden izole edilen DNA miktarlari.

No ng/ul No ng/ul
1 582 43 501
2 879 44 963
3 669 45 322
4 884 46 334
5 1001 47 305
6 678 48 262
7 828 49 734
8 1087 50 1070
9 771 51 1369
10 971 52 730
11 953 53 544
12 977 54 1212
13 924 55 1035
14 997 56 824
15 836 57 557
16 1350 58 761
17 876 59 515
18 879 60 687
19 585 61 849

20 1206 62 3276

21 910 63 1931

22 1403 64 2388

23 454 65 462

24 567 66 738

25 583 67 806

26 1210 68 275
27 791 69 1477
28 914 70 783
29 521 71 303
30 1264 72 874
31 538 73 546
32 441 74 421
33 384 75 437
34 570 76 498
35 551 77 357
36 582 78 333
37 403 79 473
38 436 80 414
39 817 81 534
40 441 82 557
41 309 83 105

n
S

418
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4.2 Mikrosatelit (SSR) Analizleri

Yontem kisiminda detayli olarak belirtildigi gibi, DNA izolasyonundan
sonra, DNA’nin seyreltilmesi ve PCR uygulamasi ger¢eklestirilmistir. PCR
tiriinleri kapillar jel elektroforezinde (QIAGEN QIAxcel) yiiriitiilmiis ve PCR
irtinlerinin biiyiikliikleri kullanilan 6l¢iit markoriine (size marker) gore (Sekil 4.2)
sistem dahilindeki yazilim programi (Bio Calculator) ile hesaplanmistir. Sekil
42°’de EMCs 22 primeri PCR iiriinlerinin kiyaslandigi olgiit markoriin

olusturdugu pikler goriilmektedir.

) BioCalculator - [EMCS22-G-12 [size]] =] x|
I File  Folder Edit View Analysis ‘Window Help =18 x|
BAOSEHE D& F O DAGES @ MIE|s & =8 == o JEMCSZ2610 =]
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Sekil 4.2 Olciit markoriiniin kapillar sistemde 100 bp-3 kb arasinda olusturdugu pikler.

Kapillar jel elektroforezi sisteminin yazilim programi ile, kestane
orneklerinin kullanilan primer ile olusturulmus PCR iiriinlerinin biiyiikliikleri
belirlendikten sonra jel goriintiisii seklinde de ciktis1 alinmistir. Sekil 4.3 ve Sekil
4.4°de EMCs 17 primeri ile gerceklestirilen PCR iiriinlerinin bant biiyiikliiklerinin
resim halinde ¢iktist goriilmektedir. Sekil 4.3’ de “G12” siitununda 6l¢iit markoriin

olusturdugu bantlar goriilmektedir.
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Sekil 4.3 EMCs17 primeri ile gergeklestirilmis PCR {iiriinlerinin bant biiyiikliikleri.
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Sekil 4.4 EMCS 17 primeri ile PCR sonucu CO01(25)-C12(36) orneklerinde olusan bantlarin
gorinimi.

Kullanilan primere goére PCR uygulamasi sonucu olusan bantlarin
biiyiikliikleri ve ornekler bazinda skorlanmasi, her 6rnek i¢in olusan PCR iiriiniin
olusturdugu piklerin yazilim programu ile bant biiyiikliigiiniin hesaplanmas1 yolu
ile gergeklestirilmistir. Sekil 4.5°de EMCS 17 primerinin C-01 hiicresindeki 6rnek
icin (25 numarali 6rnek) PCR sonucunda olusturdugu iiriinlerin gerceklestirdigi
pikler goriilmektedir. Piklerin ol¢iit markor ile karsilagtirilmasi islemi i¢in, atanan
bir esik degeri (treshold) iistiinde konsantrasyona sahip pik noktalari i¢in bant
biiyiikliigi hesaplanmigstir. Sekil 4.5°de EMCS 17 primeri ile 25 numarali 6rnekte
216 bp-243 bp arasinda 4 bant olustugu goriilmektedir.
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Sekil 4.5 EMCS 17 primeri ile PCR sonucu 25 (C-01) numarali 6rnekte olusan pik degerleri.

i
th

&
> lx [x

= 12344 b

Rel. Fl. Unitz (RFU, x1E001)

mim

mih

1]
‘gim S




44

EMCs38 ve CsCAT3 primerleri ile oOrneklerin ¢ogunda amplifikasyon
gerceklesmedigi icin degerlendirilmeye alinmamistir. Toplam 25 primer icin
belirlenen allel biiyiikliikleri, yazilim programina tanimlanmig ve o alleli iceren ve
icermeyen ornekler i¢in skorlama yapilarak “binary” tablosu olusturulmustur. Her
primer i¢in PCR sonucu olusan minimum ve maksimum allel biiyiikliikleri ve

toplam allel sayilar1 Cizelge 4.2°de belirtilmistir.

Cizelge 4.2 Kullanilan SSR primerlerinin PCR sonucu olusturduklari allel biiytikliikleri ve sayilart.

Sira No Lokus Alel Biiyiikliigii (bp)  Alel sayis1
Min. Maks.
1 EMCs2 160 182 5
2 EMCs4 170 195 5
3 EMCsl0 227 252 3
4 EMCisll 130 145 2
5 EMCs13 155 164 2
6 EMCs14 132 148 3
7 EMCsl5 90 98 3
8 EMCs17 210 246 6
9 EMCs22 128 157 6
10 EMCs25 149 167 3
11 EMCs32 109 236 4
12 EMCs42 230 254 3
13 CsCAT 1 190 236 5
14 CsCAT2 200 245 6
15 CsCAT4 223 250 4
16 CsCATS 220 280 6
17 CsCAT6 182 224 6
18 CsCAT7 192 225 4
19 CsCATS 192 225 4
20 CsCATI4 145 195 5
21 CsCATIS 145 195 5
22 CsCATI16 148 148 2
23 CsCATI7 155 160 2
24 CsCAT34 174 190 4
25 CsCAT41 205 239 4
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Degerlendirmeye alinan 25 primerde toplam 102 allel olusmustur ve
tamaminda polimorfizim gozlenmistir. Allel sayilar1 her bir lokus igin 1-6
arasinda degisim gostermistir; lokus basina ortalama allel sayis1 4,08 olarak

hesaplanmustir.

“CsCAT” olarak belirtilen SSR primerlerinin gelistirildigi c¢alismada
Marinoni et al. (2003), Kuzey Italya’da yetistirlen 20 cesit iizerinde, her bir lokus
icin 4 ile 10 arasinda (ortalama=6,4) alel belirlemislerdir. Lokuslarin 6nemli bir
kismi icin allel biiyiikliikleri bu c¢alismada elde edilen araliklara yakin
bulunmustur. Ancak farkli durum, CsCATI14 lokusu ic¢in dikkat cekmistir.
Marinoni et al. (2003) tarafindan gerceklestirilen calismada CsCAT 14 lokusunda
incelenen ornekler icin sekanslama yontemi kullanilarak 135 bp-163 bp arasinda 3
allel tespit edilirken; bu calismada, 145 bp-195 bp arasinda 5 allel tespit
edilmistir. Bu sonucun incelenen ornekler arasindaki farkliliktan kaynaklanmig

olabilecegi diisiiniilebilir.

“EMCs” olarak belirtilen SSR primerlerinin gelistirildigi ¢calismada (Buck
et al., 2003) belirlenen bu mikrosatelitler Ingiltere’deki 3 kestane popiilasyonu ve
Tiirkiye orijinli genotipler kullanilarak olusturulmus haritalama popiilasyonunda
cesitliligin belirlenmesi icin kullanilmis ve her lokusta 2 ile 14 arasinda
(ortalama=5,15) allel belirlenmistir. Sozkonusu sonuglar caligma verileri ile
iliskilendirildigi zaman, yukaridaki calismadaki ile benzer bir durum EMCs2
lokusu i¢in dikkati ¢ekmektedir. Buck et al., (2003) tarafindan gerceklestirilen
calismada bu lokus icin, 172 bp-178 bp arasinda 3 allel tespit edilirken; bu
calismada 160 bp-182 bp arasinda 6 allel tespit edilmistir.

Hozova et al. (2009) Cek Cumhuriyeti’nde 21 kestane genotipinde Buck et
al. (2003) ve Marinoni et al. (2003) tarafindan gelistirilen 7 SSR primeri
kullanarak molekiiler diizeyde gerceklestirdigi karakterizasyon calismasinda;
kullanilan SSR lokuslar1 i¢in olusan allel biiyiikliiklerinin bu c¢alismadakine

benzer oldugu goriilmektedir.

Botta et al. (2004), molekiiler markorleri kullanarak kestane cesitlerinin
tanimlanmas1 model calismasinda bes kestane c¢esidini (Garrone rosso, gentile,
gioviasca, marrone di cuneo, marrubia, tempuriva) Marinoni et al. (2003)
tarafindan gelistirilen 3 SSR primeri (CsCAT 1, CsCAT 3, CsCAT 6) ile test
edilmistir. Cesitler bazinda allel biiyiikliikleri; CsCAT 1 primerinde 194 bp-223
bp arasinda; CsCAT 3 primerinde 225 bp-251 bp arasinda; CsCAT 6 primerinde
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161 bp- 197 bp arasinda tespit edilmistir. CSCAT1 ve CsCAT6 lokuslar igin

belirlenen degerler bu ¢alismadakine yakin degerlerdir.

Isvicre’de yerinde (in situ) ve koleksiyonda muhafaza edilen 164 kestane
genotipinin SSR primerleri kullanarak molekiiler diizeyde karakterizasyonunun
gerceklestirildigi calismada (Gobbin et al.,2007), bu calismadaki ile ortak
primerler de kullanilmistir (CsCAT 2, CsCAT 14, CsCAT 17, EMCS 22). Bu
primerlerden elde edilen allel biiyiikliikleri araligi, diger calismalardaki gibi yakin
degerler vermistir. Ancak, dikkat cekici bir husus, CsCAT2 primerinde
gozlenmistir. CSCAT2 primeri 187 bp-245 bp arasinda 21 allel olusturmustur.

Kestane c¢esitlerinin DNA diizeyinde genetik olarak tanimlanmasi ve
sertifikalandirilmas1 i¢in gerceklestirilen calismada 6 SSR primeri (CsCATI,
CsCAT2, CsCAT3, CsCAT14, CsCATI15, CsCATI16) kullanilmigtir. Caligmada
DNA sekanslama ve floresan boyama yontemi ile primerlerin etiketlenmesi
yontemi kullanilarak, birka¢ lokusun ayni anda amplifikasyonu saglanarak, ¢coklu
SSR analizi gerceklestirilmesi amaclanmistir. 96 genotip i¢in 5 SSR lokusu
olusturdugu allel sayis1 ve biiyiikliikleri bakimindan karakterize edilmistir (Botta
et al., 2001). CsCATI1 primerinde 178 bp-225 bp arasinda 12; CsCAT2
primerinde 197 bp-237 bp arasinda 16 allel; CsCAT15 primerinde 125 bp-160 bp
arasinda 8 allel; CsCAT17 primerinde 134 bp-166 bp arasinda 11 allel tespit
edilmistir. Sozkonusu degerler, bu tez ¢alismasinin verileri ile karsilastirildiginda,
alel biiytikliiklerinin yakin araliklarda oldugu; ancak allel sayilarinin farkli oldugu

goriilmektedir.

Yukarida belirtilen ¢alismalarin genelinde ortaya ¢ikan sonug, analiz edilen
her bir SSR lokusu i¢in elde edilen allel biiyiikliiklerinin genellikle yakin
araliklarda oldugu; ancak, belirlenen alel sayisinin 6zellikle sekanslama yontemi
ile yapilan c¢alismalarda daha fazla oldugudur. Bu yontemin kullanildig
calismalarda allel biiyiikliikleri arasindaki biitiin farkliliklar ayird edilmistir.
Ornegin; Botta et al. (2001) tarafindan gerceklestirilen calismada CsCAT17
lokusunda 134 bp-166 bp arasinda 11 allel tespit edilmistir; bu da alleller arasinda
yaklasik 3 bp’lik bir farkin ayird edilmesi anlamina gelmektedir.
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Bu calismada kullanilan kestane Orneklerinin genetik cesitliliginin
belirlemek icin, elde edilen skorlama verileri ile, yontem bdliimiinde detayh

olarak belirtildigi gibi;

—Kiimeleme (Cluster) analizi yapilarak dendogram olusturulmustur,

— Kiimeleme analizi verilerinin  giivenilirliginin testi i¢in “coph”
(cophenetic) matrisi ile Dice modiiliine gore hazirlanmis matris verileri arasindaki
korelasyon icin Mantel (1967) testi yapilmustir,

—Ana bilesen (PC, Principle component) analizi yapilmistir,

~1lk 3 ana bilesen verileri iizerinden rneklerin iki boyutlu ve iic boyutlu
dagilim grafikleri olusturulmustur,

—Ana bilesen analizinde ilk ii¢ ‘“eigen” degeri ve toplam varyasyonu

aciklama orani degerleri hesaplanmistir.

Belirtilen bu analizler oncelikle calismaya dahil edilen biitiin o6rnekler
tizerinden gerceklestirilmistir. Bu veriler incelenerek Kazdaglar1 kestane gen
koruma ve yoOnetim alani olarak (GEKYA) onerilen (Kiigiik et al., 1998)
Mihlidere, Sariot, Sivrikatran, Ayigedigi ve Gicikdere popiilasyonlarindaki
orneklerin kendi igindeki benzerlikleri ile Ege Bolgesi (Ozkarakas vd.,1995) ve
Karadeniz Bolgesi (Kii¢ik v.d.,2008) ornekleri arasindaki benzerlikler

tartisilmistir.

Belirtilen analizler daha sonra caligmanin ana materyalini olusturan
Kazdaglar1 kestane gen koruma ve yonetim alami olarak (GEKYA) Onerilen
(Kiigiik et al., 1998) Mihlidere, Sariot, Sivrikatran, Ayigedigi ve Gicikdere
popiilasyonlari i¢in ayr1 ayr1 yapilmistir. Bu verileri ile de 6nerilen GEKY A’larin

kendi i¢lerindeki ¢esitliligi tartisilmis ve birbirleri ile mukayese edilmistir.

Calisma kapsaminda DNA izolasyonu yapilan 83 ornekten 62 ve 64
numaralr ornekler, primerlerin 6nemli bir kisminda PCR sonucu amplifikasyon
gerceklesmedigi icin analiz diginda birakilmigtir. 81 6rnek icin Dice (1945)
benzerlik matrisi olusturularak (Ek Cizelge 1), “NTSYS-pc version 2.2”
istatistiksel analiz paket programinda SHAN modiili kullanilarak UPGMA
kiimeleme (cluster) analizi sonucu olusturulan dendogram Sekil 4.6’da ve Sekil
4.7’ de belirtilmistir.
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Analiz edilen 81 6rnek icin olusturulan Dice (1945) benzerlik matrisi (Ek
Cizelge 1), ve UPGMA modiiliine gore olusturulan kiimeleme (cluster) analizi
dendogrami incelendiginde (Sekil 4.6), genotipler arasinda 0,55 ile 0,87 arasinda
benzerlik katsayilarinin oldugu goriilmektedir. Dendogram genelinde belirgin bir
kiimelenme olugsmamustir. Benzer sekilde, Kazdaglar1 kestane gen koruma ve
yonetim alani olarak (GEKYA) onerilen (Kiiciik et al., 1998) Mihlidere, Sariot,
Sivrikatran, Ayigedigi ve Gicikdere popiilasyonlarindaki 6rneklerin kendi icindeki
benzerlikleri ile Ege Bolgesi (Ozkarakas vd.,1995) ve Karadeniz Bolgesi (Kiigiik
v.d.,2008) ornekleri arasinda da belirgin bir kiimelenme olusmamistir.Olusan
dendogram, yaklasik 0,60 benzerlik katsayisi lizerinden gruplara ayrildigi zaman,
6 ana grup olustugu goriilmektedir (Sekil 4.7). 5 numarali grup sadece 13
numaralt Ornekten olusmakta ve 0,56 benzerlik katsayisi ile diger gruplarla

iliskilendirilmektedir.

Bu ¢alismada da kullanilan 7 SSR primeri kullanarak Cek Cumhuriyeti’nde
21 kestane genotipinin molekiiler diizeyde karakterizasyonunun gerceklestirildigi
calismasinda UPGMA yontemine gore genetik uzaklik degerleri ile olusturulan
dendogramda, genotipler arasindaki genetik uzaklik degeri 0,1-0,5 arasinda
belirtilmistir. Sozkonusu deger ile bu c¢alismada elde edilen benzerlik
katsayilarinin  birbirinin tersi oldugu diisiiniiliirse, birbirine yakin oldugu

sOylenebilir.

Nei and Li (1979)’e gore UPGMA yontemi ile kiimeleme analizi yapilan
calismada ISSR markor sistemine gore benzerlik katsayis1 yaklasik 0,80-0,98
arasinda; RAPD markor sistemine gore ise yaklasik 0,78- 0,97 arasinda

bulunmustur (Goulao et al., 2001).

Gobbin et al. (2007) Isvicre’de yerinde (in situ) ve koleksiyonda muhafaza
edilen 164 kestane genotipinin SSR primerleri kullanarak molekiiler diizeyde
karakterizasyonunu gerceklestirmislerdir. Neighbour-jooining yontemi ile genetik
uzaklik matrisi verilerinden dendogram olusturulmustur. Dendogramda genetik

uzaklik degeri “0” dan baglamis ve calismada 4 sinonim Ornek tespit edilmistir.

Kiimeleme analizi ile elde edilen dendogramin matris verilerinden

13

olusturulan “ coph” (co-phenetic) matrisi ile Dice (1945) modiiline gore
hazirlanmis benzerlik matrisi verileri arasinda Mantel (1967) testi ile olusturulan

korelasyon grafigi Sekil 4.8’de belirtilmistir. iki matris arasindaki korelasyon
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katsayisi; r=0,525 bulunmustur. Bu deger p=0,01 6nem seviyesine gore giivenilir
olarak kabul edilmistir (Manimekalai et al., 2007).
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Sekil4.8 81 ornegin benzerlik katsayilar1 matrisi ile “coph” matrisi arasindaki korelasyon grafigi.
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Sekil 4.9 Ana bilesen analizi sonucu 81 6rnegin ilk ii¢ bilesene gore iki boyutlu grafikleri.
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Ana bilesen (PC, Principle component) analizi sonucu, 81 kestane
genotipinin 3 ana bilesen etrafindaki dagilimini1 gosteren iki boyutlu ve ii¢ boyutlu
grafikler Sekil 4.9 ve Sekil 4.10 da verilmistir. Bu grafikler incelendiginde, 81
kestane genotipinde kiimeleme analizinde oldugu gibi belirgin bir gruplagsma
olusmadigi, genotipik c¢esitliligin yagin oldugu, benzerligin diisiik oldugu

goriilmektedir.

Ana bilesen analizinde ilk {ic “eigen” degeri ile, bu ana bilesenlerle
aciklanabilen toplam varyasyonu oranlar1 Cizelge 4.3 de belirtilmistir. ilk ii¢c ana
bilesen ile agiklanabilen toplam varyasyon oram1 % 43,1 olarak bulunmustur. Bu
deger % 25 ve iizerinde oldugu icin, ana bilesen analizi verileri anlamli olarak
kabul edilmistir (Mohammadi and Prasanna 2003; Gulsen et al., 2007).

Cizelge 4.3 Ana bilesen analizi sonucu ilk ii¢ bilesenin “eigen” degeri ve varyasyonu agiklama

oranlari.
Ana “Eigen” degeri Aciklanan Kiimiilatif varyasyon
bilesen varyasyon (%) (%)
1 27.20 33.5 33.5
2 4.01 4.9 38.5
3 3.69 4.5 43.1

Calismada materyal olarak kullanilan 6rneklerin tamami degerlendirilerek
yapilan analizlerin yani sira caligmanin ana materyalini olusturan Kazdaglari
kestane gen koruma ve yonetim alani olarak (GEKYA) onerilen (Kiiciik et al.,
1998) Mihlidere, Sariot, Sivrikatran, Ayigedigi ve Gicikdere popiilasyonlarina ait
genotiplerin ayr1 ayr1 degerlendirildigi analizlere iliskin sonuglar asagida

verilmektedir.

Sivrikatran kestane popiilasyonlarindan alina 6Orneklerin Dice (1945)
benzerlik matrisi ve UPGMA modiilii kullanilarak olusturulan kiimeleme (cluster)
analizi dendogrami Sekil 4.11°de gosterilmistir. Genotipler arasindaki benzerlik
katsayis1 0,58 ile 0,85 arasinda degisim gostermistir. Genotipler belirgin bir

kiimelenme olusturmamislardir.
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Mantel (1967) testi ile, kiimeleme analizi ile elde edilen denogramin matris
verilerinden olusturulan “coph” (co-phenetic) matrisi ile Dice (1945) modiiliine
gore hazirlanmis benzerlik matrisi verileri arasindaki korelasyon katsayisi ;
r=0,658 olarak bulunmustur (Sekil 4.12).

08! O
r=0.658%%*
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cophsivrikatran.NTS 0.72— %0 ©
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Sekil4.12 Sivrikatran bolgesi Orneklerinin benzerlik katsayilari matrisi ile “coph” matrisi
arasindaki korelasyon grafigi.

Sivrikatran popiilasyonu orneklerinin ana bilesen (PC, Principle component)
analizi sonucu 3 ana bilesen etrafindaki dagilimin1 gosteren iki boyutlu ve ii¢
boyutlu grafikler Sekil 4.12 ve Sekil 4.13’de gosterilmistir. Sivrikatran
popiilasyonu orneklerinde ana bilesen analizi sonucunda olusturulan grafiklerde
kiimeleme analizinde oldugu gibi belirgin bir gruplasma olusmadigi, genotipik

cesitliligin yagin oldugu, benzerligin diisiik oldugu goriilmektedir.
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Sekil 4.14 Ana bilesen analizi sonucu Sivrikatran bolgesi 6rneklerinin ilk ii¢ bilesen etrafindaki
dagilimlarinin ii¢ boyutlu grafigi.

Ana bilesen analizinde ilk ii¢ “eigen” degeri ile, bu ana bilesenlerle
aciklanabilen toplam varyasyona oranlari Cizelge 4.4’de belirtilmistir. Ik ii¢c ana
bilesen ile agiklanabilen toplam varyasyon oram1 % 56,4 olarak bulunmustur. Bu
deger % 25 ve iizerinde oldugu i¢in, ana bilesen analizi verileri anlamli olarak
kabul edilmistir (Mohammadi and Prasanna 2003; Gulsen et al., 2007).

Cizelge 4.4 Sivrikatran popiilasyonu orneklerinin ana bilesen analizi sonucu “eigen” degeri ve
varyasyonu agiklama oranlari.

Ana “Eigen” degeri Aciklanan Kiimiilatif varyasyon
bilesen varyasyon (%) (%)
1 6.82 40.1 40.1
2 1.60 9.4 49.5

3 1.17 6.8 56.4
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Ayigedigi kestane popiilasyonlarindan alinan Orneklerin Dice (1945)
benzerlik matrisi ve UPGMA modiilii kullanilarak olusturulan kiimeleme (cluster)
analizi dendogrami Sekil 4.15°de gosterilmistir. Genotipler arasindaki benzerlik
katsayis1 0,57 ile 0,72 arasinda degisim gostermistir. Genotipler belirgin bir
kiimelenme olusturmamaislardir.

Mantel (1967) testi ile, kiimeleme analizi ile elde edilen dendogramin matris
verilerinden olusturulan “coph” (co-phenetic) matrisi ile Dice (1945) modiiliine
gore hazirlanmis benzerlik matrisi verileri arasindaki korelasyon katsayisi ;
r=0,627 olarak bulunmustur (Sekil 4.16).

0.72-
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044 051 058 065 072
diceayigedigi. NT'S

Sekild.16 Ayigedigi bolgesi Orneklerinin benzerlik katsayilari matrisi ile “coph” matrisi
arasindaki korelasyon grafigi.

Ayigedigi popiilasyonu orneklerinin ana bilesen (PC, Principle component)
analizi sonucu 3 ana bilesen etrafindaki dagilimim gosteren iki boyutlu ve ii¢
boyutlu grafikler Sekil 4.17 ve Sekil 4.18’de gosterilmistir. Ayigedigi
popiilasyonu Orneklerinde de ana bilesen analizi sonucunda olusturulan
grafiklerde kiimeleme analizinde oldugu gibi belirgin bir gruplagsma olusmadig,

genotipik cesitliligin yagin oldugu, benzerligin diisiik oldugu goriilmektedir.
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Sekil 4.18 Ana bilesen analizi sonucu Ayigedigi bolgesi orneklerinin ilk ii¢ bilesen etrafindaki
dagilimlarinin ii¢ boyutlu grafigi.

Ana bilesen analizinde ilk ii¢ “eigen” degeri ile, bu ana bilesenlerle
aciklanabilen toplam varyasyona oranlar1 Cizelge 4.5’de belirtilmistir. i1k iic ana
bilesen ile agiklanabilen toplam varyasyon oram1 % 59,8 olarak bulunmustur. Bu
deger % 25 ve iizerinde oldugu i¢in, ana bilesen analizi verileri anlamli olarak
kabul edilmistir (Mohammadi and Prasanna 2003; Gulsen et al., 2007).

Cizelge 4.5 Ayigedigi popiilasyonu orneklerinin ana bilesen analizi sonucu “eigen” degeri ve
varyasyonu agiklama oranlari.

Ana “Eigen” degeri Aciklanan Kiimiilatif varyasyon
bilesen varyasyon (%) (%)
1 4.25 38.6 38.6
2 1.30 11.8 50.4

3 1.02 9.3 59.8
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Mihlidere kestane popiilasyonlarindan alinan 6rneklerin Dice (1945)
benzerlik matrisi ve UPGMA modiilii kullanilarak olusturulan kiimeleme (cluster)
analizi dendogrami Sekil 4.19’de gosterilmistir. Genotipler arasindaki benzerlik
katsayis1 0,61 ile 0,81 arasinda degisim gostermistir. Genotipler belirgin bir
kiimelenme olusturmamiglardir. Ancak diger alanlarla karsilastirildiginda

benzerlik oranlar1 daha yiiksek ¢ikmistir.

Mantel (1967) testi ile, kiimeleme analizi ile elde edilen dendogramin matris
verilerinden olusturulan “coph” (co-phenetic) matrisi ile Dice (1945) modiiliine
gore hazirlanmis benzerlik matrisi verileri arasindaki korelasyon katsayisi ;
r=0,612 olrak bulunmustur (Sekil 4.20).

081 ve)
r=0.612%%*
] o
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o OO0 ©OW®W DO T 0000 O fole>e] o o
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048 056 064 072 081
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Sekil4.20 Mihlidere bolgesi oOrneklerinin benzerlik katsayilari matrisi ile “coph” matrisi
arasindaki korelasyon grafigi.

Mihlidere popiilasyonu orneklerinin ana bilesen (PC, Principle component)
analizi sonucu 3 ana bilesen etrafindaki dagilimin1 gosteren iki boyutlu ve ii¢
boyutlu grafikler Sekil 4.21 ve Sekil 4.22°de gosterilmistir. Mihlidere
popiilasyonu Orneklerinde de ana bilesen analizi sonucunda olusturulan
grafiklerde kiimeleme analizinde oldugu gibi belirgin bir gruplasma olusmadig,

genotipik ¢esitliligin yagin oldugu, benzerligin diisiik oldugu goriilmektedir.
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Sekil 4.22 Ana bilesen analizi sonucu Mihlidere bolgesi orneklerinin ilk ii¢ bilesen etrafindaki
dagilimlarinin ii¢ boyutlu grafigi.

Ana bilesen analizinde ilk ili¢ “eigen” degeri ile, bu ana bilesenlerle
aciklanabilen toplam varyasyona oranlar1 Cizelge 4.6’da belirtilmistir. i1k iic ana
bilesen ile acgiklanabilen toplam varyasyon orani % 53 olarak bulunmustur. Bu
deger % 25’in lizerinde oldugu i¢in, ana bilesen analizi verileri anlamli olarak
kabul edilmistir (Mohammadi and Prasanna 2003; Gulsen et al., 2007).

Cizelge 4.6 Mihlidere popiilasyonu orneklerinin ana bilesen analizi sonucu “eigen” degeri ve
varyasyonu a¢iklama oranlari.

Ana “Eigen” degeri Aciklanan Kiimiilatif varyasyon
bilesen varyasyon (%) (%)
1 6.35 37.4 37.4
2 1.37 8.0 45.4

3 1.28 7.5 53.0
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Sariot kestane popiilasyonlarindan alinan 6rneklerin Dice (1945) benzerlik
matrisi ve UPGMA modiilii kullanilarak olusturulan kiimeleme (cluster) analizi
dendogrami Sekil 4.23’de gosterilmistir. Genotipler arasindaki benzerlik katsayisi
0,58 ile 0,75 arasinda degisim gostermistir. Genotipler belirgin bir kiimelenme

olusturmamislardir.

Mantel (1967) testi ile, kiimeleme analizi ile elde edilen dendogramin matris
verilerinden olusturulan “coph” (co-phenetic) matrisi ile Dice (1945) modiiliine
gore hazirlanmis benzerlik matrisi verileri arasindaki korelasyon katsayis ;
r=0,653 olrak bulunmustur (Sekil 4.24).

075 0

r=0.653**

0704

cophsariot.NTS 0.66

0.62—
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047 054 061 0.68 075
dicesariot.NT'S

Sekil 4.24 Sariot bolgesi orneklerinin benzerlik katsayilari matrisi ile “coph” matrisi arasindaki
korelasyon grafigi.

Sariot popiilasyonu oOrneklerinin ana bilesen (PC, Principle component)
analizi sonucu 3 ana bilesen etrafindaki dagilimim gosteren iki boyutlu ve ii¢
boyutlu grafikler Sekil 4.25 ve Sekil 4.26’de gosterilmistir. Sariot popiilasyonu
orneklerinde de ana bilesen analizi sonucunda olusturulan grafiklerde kiimeleme
analizinde oldugu gibi belirgin bir gruplasma olusmadigi, genotipik cesitliligin

yagin oldugu, benzerligin diisiik oldugu goriilmektedir.
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Sekil 4.26 Ana bilesen analizi sonucu Sariot bolgesi oOrneklerinin ilk ti¢ bilesen etrafindaki
dagilimlarinin ii¢ boyutlu grafigi.

Ana bilesen analizinde ilk iic ‘“‘eigen” degeri ile, bu ana bilesenlerle
aciklanabilen toplam varyasyona oranlar1 Cizelge 4.7°de belirtilmistir. ilk iic ana
bilesen ile agiklanabilen toplam varyasyon oram1 % 56,5 olarak bulunmustur. Bu
deger % 25’in iizerinde oldugu i¢in, ana bilesen analizi verileri anlamli olarak
kabul edilmistir (Mohammadi and Prasanna 2003; Gulsen et al., 2007).

Cizelge 4.7 Sariot popiilasyonu oOrneklerinin ana bilesen analizi sonucu “eigen” degeri ve
varyasyonu agiklama oranlari.

Ana “Eigen” degeri Aciklanan Kiimiilatif varyasyon
bilesen varyasyon (%) (%)
1 5.21 37.2 37.2
2 1.45 10.3 47.5

3 1.2 9.0 56.5
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Gicikdere kestane popiilasyonlarindan alinan o6rneklerin Dice (1945)
benzerlik matrisi ve UPGMA modiilii kullanilarak olusturulan kiimeleme (cluster)
analizi dendogrami Sekil 4.27°de gosterilmistir. Genotipler arasindaki benzerlik
katsayis1 0,64 ile 0,72 arasinda degisim gostermistir. Genotipler belirgin bir

kiimelenme olusturmamaislardir.

Mantel (1967) testi ile, kiimeleme analizi ile elde edilen dendogramin matris
verilerinden olusturulan “coph” (co-phenetic) matrisi ile Dice (1945) modiiliine
gore hazirlanmis benzerlik matrisi verileri arasindaki korelasyon katsayisi ;
r=0,609 olrak bulunmustur (Sekil 4.28).

0.72 0

r = 0.609%*

cophgicikdere.NTS 0.68—

0.66

I T T T T T T T T T T T T T
055 059 0.64 068 072
dicegicikdere.NTS

Sekil4.28 Gicikdere bolgesi Orneklerinin benzerlik katsayilari matrisi ile “coph” matrisi
arasindaki korelasyon grafigi.

Gicikdere popiilasyonu orneklerinin ana bilesen (PC, Principle component)
analizi sonucu 3 ana bilesen etrafindaki dagilimim gosteren iki boyutlu ve ii¢
boyutlu grafikler Sekil 4.29 ve Sekil 4.30’de gosterilmistir. Gicikdere
popiilasyonu Orneklerinde de ana bilesen analizi sonucunda olusturulan
grafiklerde kiimeleme analizinde oldugu gibi belirgin bir gruplagsma olusmadig,

genotipik cesitliligin yagin oldugu, benzerligin diisiik oldugu goriilmektedir.
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Sekil 4.30 Ana bilesen analizi sonucu Gicikdere bolgesi orneklerinin ilk ii¢ bilesen etrafindaki
dagilimlarinin ii¢ boyutlu grafigi.

Ana bilesen analizinde ilk iic ‘“‘eigen” degeri ile, bu ana bilesenlerle
aciklanabilen toplam varyasyona oranlar1 Cizelge 4.8 de belirtilmistir. ilk iic ana
bilesen ile aciklanabilen toplam varyasyon orant % 72,9 ile diger bolge verileri ile
kiyaslandiginda en yiiksek deger olarak bulunmustur. Bu deger % 25’in iizerinde
oldugu icin, ana bilesen analizi verileri anlamli olarak kabul edilmistir
(Mohammadi and Prasanna 2003; Gulsen et al., 2007).

Cizelge 4.8 Gicikdere popiilasyonu Orneklerinin ana bilesen analizi sonucu “eigen” degeri ve
varyasyonu ac¢iklama oranlari.

Ana “Eigen” degeri Aciklanan Kiimiilatif varyasyon
bilesen varyasyon (%) (%)
1 3.49 49.9 49.9
2 0.87 12.4 62.3

3 0.73 10.5 72.9
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5. SONUC

Bu tez calismasinda orijin merkezi oldugumuz kestane tiiriinde (Castanea
sativa Mill.), mikrosatelit (SSR) markorleri kullanilarak, Ulkemizdeki ilk

molekiiler karakterizasyon ¢alismasi gerceklestirilmistir.

Calismanin  bitkisel —materyalini, “Kestane Genetik Kaynaklarinin
Kazdaglari’'nda Yerinde (in situ) Muhafazasi” ¢alismasi (Kiiciik et al., 1998)
kapsaminda “Kestane Gen Koruma Ve Yonetim Alanlari” (GEKYA) olarak
onerilen Mihlidere, Sivrikatran, Sariot, Ayigedigi ve Gicikdere’deki kestane
popiilasyonlarindan alinan 66 6rnek ile, 17 adet Ege Bolgesi 6rnegi ve 2 adet

Karadeniz Bolgesi o6rnegi olmak iizere toplam 81 kestane genotipi olusturmustur.

Molekiiler karakterizasyon c¢alismasinda elde edilen verilerin analizi
sonucunda, gerek biitiin 6rnekler birlikte degerlendirildiginde; gerekse her alanin
ornekleri kendi igerisinde degerlendirildiginde, genotipik varyasyonun yiiksek

oldugu belirlenmistir.

Biitiin orneklere ait verilerin Dice (1945)’e gore olusturulmus benzerlik
matrisi ile cizilen UPGMA kiimeleme (cluster) analizi dendogrami incelendiginde
genotipler arasinda 0,55 ile 0,87 arasinda benzerlik katsayilarinin oldugu

goriilmektedir. Dendogram genelinde belirgin bir kiimelenme olugsmamustir.

Biitiin orneklerin birlikte degerlendirildigi ve her alanin kendi icerisinde
degerlendirildigi ana bilesen analizlerinin tamaminda ilk ii¢ ana bilesenin toplam
varyasyonu aciklama orami giivenilir sinir olarak belirlenen % 25 degerinin
tistiinde, % 53- % 72,9 arasinda degisim gostermistir. Ana bilesen analizi sonucu,
genotiplerin anabilesenler etrafindaki dagilimi ile kiimeleme analizi verileri

uyumlu ¢ikmustir. Analizlerde belirgin bir kiimelenme goriilmemistir.

Elde edilen bu veriler ile oncelikle “Kestane Genetik Kaynaklarinin
Kazdaglari’'nda Yerinde (in situ) Muhafazast” ¢alismasi (Kiiciik et al., 1998)
kapsaminda oOnerilen Kestane Gen Koruma Ve Yonetim Alanlari’nin, in situ
muhafazanin 6nemli bir unsuru olan genotipik cesitliligi saptanmistir. S6zkonusu
caligmada eksik kalan bir unsur bu vesile ile tamamlanmistir. Bu veriler
sozkonusu alanda, yine in situ muhafazanin 6nemli unsurlarindan olan yonetim ve

izleme caligmalarinda kullanilacaktir.
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Ege Tarimsal Arastirma Enstitiisii tarafindan yiiriitiilmekte olan “Kestane
Genetik  Kaynaklarinin ~ Toplanmas1  Muhafazasi, Karakterizasyonu ve
Degerlendirmesi” cerceve projesi (Kiiciik vd.,2008 (yayinlanmamis)) kapsaminda
da bu ¢alismanin verilerinden yararlanilacaktir. Bu alanlarda belirlenen 6rneklerin
arazi gen bankasinda muhafaza edilecek olanlarinin  belirlenmesinde
kullanilacaktir. Bu sayede, genel anlamda meyve tiirlerinde de genetik
kaynaklarin muhafazasi ve 1slah programlari i¢in genis bir germplasm kaynaginin
olusturulmasi i¢in gergeklestirilecek calismalarda, uygun survey ve ornekleme
tekniklerinin yam sira, genotipleri arazi gen bankasina tesis etmeden Once
molekiiler diizeyde karakterizasyonunun yapilarak arazi gen bankasinda muhafaza

edilecek orneklerin belirlenmesi yontemi ortaya ¢ikmaktadir.
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0,64
0,62

0,61

10

1,00
0,64
0,63
0,56

0,55
0,55

11

12

1,00

0,73
0,66

0,67
0,56

0,58
0,59

0,54
0,56

0,72
0,60

0,61
0,58

0,43
0,67

0,60

13

0,70
0,58

0,46
0,66

0,54
0,54

0,55
0,51

0,64
0,63

0,47
0,53
0,61
0,55
0,49
0,49
0,55
0,47
0,59
0,43
0,64
0,50
0,54
0,54
0,60
0,57
0,63
0,51
0,61
0,47
0,50

Ek Cizelge 1. Genotiplerin benzerlik matrisi.
9

14

15

16

0,63
0,58

17

18

1,00

0,53
0,54

19

1,00
0,71
0,65
0,63
0,66
0,64
0,66
0,60
0,63
0,50
0,70
0,67

0,49
0,72

0,64
0,63

0,58
0,59

0,58
0,69

0,60
0,56

0,60
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20

0,58
0,73

0,68
0,69

0,59
0,64

0,54
0,67

0,60
0,59

0,57
0,67

0,56
0,59

0,53

21

22

23

1,00

0,63
0,68

0,62
0,65

0,74
0,62

0,64
0,59

0,52
0,72

0,61
0,53

0,47
0,62

0,60

24

0,64
0,65

0,53
0,59

0,59
0,55

0,51
0,60

0,43

25

26

Ek Cizel

27

0,71
0,68

0,58
0,67

0,72

28

1,00
0,73

0,57
0,65

0,60
0,66

0,53
0,58

0,53
0,72

0,60

88

ge
29

1,00

0,66
0,65

0,61
0,69

0,55
0,70

0,57
0,69

0,55

1 (Devam).

30

0,65
0,60

0,47

31

1,00

0,51
0,69

0,67

32

33

1,00
0,81

0,61
0,60

0,57
0,60

0,44
0,56

0,56
0,61

0,48

34

35

0.56
0.66

0.63
0.64

36

37

38

0,53
0,68

0,50

39

1,00
0,65

0,56
0,69

0,51
0,76

0,51
0,66

0,53
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40

41

42

1,00

43

44

45

1,00
0,55

E
46

89

k Cizelge 1 (Devam).

47

1,00

0,64
0,67

0,65
0,62

48

49

50

51

52

53

1,00

54

55

56

1,00
0,61

0,61
0,62

0,67
0,67

57

58

59
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60

1,00
0,67
0,66
0,69
0,69
0,68
0,65
0,59
0,67
0,49
0,59
0,70
0,60
0,62
0,53
0,66
0,52
0,57
0,55
0,66
0,60
0,63

61

63

1,00
0,64
0,69
0,64
0,68
0,71
0,59
0,64
0,58
0,60
0,72
0,69
0,60
0,70
0,68
0,65
0,68
0,69
0,63
0,53

65

66

67

90

Ek Cizelge 1 (Devam).

68

69

0,75
0,64

0,48

70

1,00

0,55
0,53
0,37

0,58
0,61
0,57
0,65

71

72

1,00

0,56
0,47

0,57
0,44
0,56
0,62
0,63

73

0,69
0,69

0,54
0,77

74

75

76

77

78

1,00
0,81
0,68
0,72
0,55
0,60

79

1,00
0,61
0,79
0,57
0,57
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Ek Cizelge 1 (Devam).
80 81 82 83

DD bt e et ek ek ek otk
CC R AT NE DR mEePRXRIANNE RN =

80 1,00

81 0,70 1,00

82 0,53 0,64 1,00

83 0,54 056 0,62 1,00
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