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Bu ¢aligma Kaman cevizlerinde apomiksis olasiligin1 molekiiler markorleri
kullanarak ortaya ¢ikarmayi amaglamistir. Calismanin materyalini apomiktik olarak
ceviz fidani liretimi yapan iki farkli fidan iireticisinden alinan Kaman-1 ve Kaman-5
genotiplerine ait 40 adet bitki ile apomiktik oldugu belirtilen fidanlarla 6nceden
kurulmug ve kismen meyve vermeye baglamigs 20 aga¢ ve orijinal Kaman-1 ve
Kaman-5 genotipleri olusturmustur. Boylece projede toplam 62 genotip
kullanilmigtir. Arasgtirmada molekiiler markér yontemlerinden ISSR ve SRAP
teknikleri kullanilmistir. ISSR yonteminde 15 adet polimorfik primer kullanilmastir.
SRAP teknigi ise cevizde ilk defa bu ¢aligmada kullanilmis olup taranan 120 primer
kombinasyonu arasindan secilen 10 primer kombinasyonu bu c¢alismada
kullanilmistir. Uygulanan 10 adet SRAP primeri toplam 185 adet bant iiretmis olup,
bunun 100 adedinin polimorfik oldugu belirlenmistir. ISSR analizlerinde 15 adet
primer 200 adet bant vermis olup, bunlarin 122 adedinin polimorfik oldugu
belirlenmigtir. Tiim Kamanl ve Kaman-5 genotipleri arasindaki genetik benzerlik
indeksleri 0.60 ile 0.93 arasinda degismistir Boylece asisiz olarak ve apomiktik
oldugu iddia edilerek satilan ceviz fidanlarinin apomiktik olmadiklar1 sonucu ortaya
cikmistir. ISSR yonteminin SRAP teknigine gore birbirine yakin ceviz genotiplerini
daha iy1 ayirdig1 belirlenmistir. Ayrica ISSR ile SRAP genetik benzerlik katsayilari
arasindaki korelasyon diisiik (0.22) bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: Ceviz, SRAP, ISSR, Genetik ¢esitlilik, Juglans regia.
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It is aimed to expose possibility of apomixis in Kaman walnut genotypes by
molekuler markers in this research. The plant materials in this study were 40 Kaman-
1 and Kaman-5 seedlings obtained from two nurserymen who produce them as a
apomictic and 20 trees planted prevously as a apomictic that have partial nut
production and orijinal Kaman-1 and Kaman-5 genotypes. Finally, 62 walnut plants
were used in this project. SRAP and ISSR molekuler marker techniques were used in
this study. Usage of SRAP marker was the first time in walnut and 10 primers
produced totally 185 bands and 100 of them were polymorphic.while 15 ISSR
primers amplified 200 bands and 122 of them were polymorphic. Genetic similarity
coefficents among all Kaman-1 and Kaman-5 individuals changed between 0,60 and
0,93. As a result, this study demonstrated that non-grafted walnut seedlings sold as a
apomictic in Kaman are not apomixis. In addition , ISSR markers differentiated
walnut seedlings better than SRAP ones. Furthermore, the correlation between ISSR
and SRAP genetic similarity matrices was foud very low (0,22).

Key Words : Walnut, SRAP, ISSR, Genetic diversity, Juglans regia.
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1. GIiRIS Serkan AKCAN

1. GIRIS

Dicotiledoneae sinifi, Juglandales takimi, Juglandaceae familyasi, Juglans
cinsinden olan cevizin; en ¢ok J. regia tiiriinlin ticareti ve kiiltlirii yapilmaktadir
(Manning, 1978). J. Regia tiirli, Sen (1986)’e gore Karpat daglarindan giineyden
itibaren Dogu Avrupa ve Tiirkiye, Irak, iran’m dogusundan ve Himalaya daglarmin
otesinde kalan tlkeleri i¢eren genis bir alanin tabii bitkisidir. Vavilov, cevizin orijin
merkezlerinin Orta Asya ve Yakin Dogu oldugunu bildirmistir.

Ceviz iiretiminde Tiirkiye, diinyada onemli bir konumdadir. Ulkemizin
hemen hemen her boélgesinde ceviz yetistiriciligi yapilmaktadir. 2005 yil
istatistiklerine gore, diinyada dnemli ceviz lireticisi olan iilkeler arasinda sirayla Cin
(420.000 ton), ABD (308.000 ton), Iran (150.000 ton), Tiirkiye (133.000 ton) ve
Ukrayna (70.000 ton) gelmektedir (Faostat, 2005).

Cizelge 1.1. Diinya’da 6nemli ceviz iireticisi iilkelerin iiretim degerleri (Faostat,

2005).

SIRA ULKELER URETIM (ton) %
1 Cin 420.000 28.2
2 ABD 308.000 20.7
3 iran 150.000 10.1
4 TURKIYE 133.000 8.9
5 Ukrayna 70.000 4.7
6 Hindistan 31.500 2.1

Diger 379.067 25.3
DUNYA 1.491.567 100

Cevizin gen merkezleri arasinda olan Tiirkiye, ceviz varlig1 ile diinyada ilk
sirada olmasina ragmen, liretim ve ihracatta maalesef istenilen yerde degildir. Ancak
son on yilda iilkemizde ceviz yetistiriciliginde olumlu gelismeler yasanmaktadir. Son
yillarda asili ceviz iiretiminin fidancilik iginde karli {iretim kolu haline gelmesi
ylzlerce kisiyi asili ceviz fidam iiretimine tesvik etmistir (Akea, 2005). 1996 yili
verilerine gore iilkemiz ceviz yetistiriciliginde 2001.7 kg/ha verim s6z konusu iken
ABD’de 2758.8kg/ha, iran’da ise 3163.3 kg/ha verim alindig1 belirtilmektedir (Akea,
2005). Ulkemiz ceviz yetistiriciliginde verimin diisiik olmasinin nedenleri arasinda,

kapama plantasyonlarin olmamasi, ekolojik kosullara uyan g¢esit sec¢iminin
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yapilmamasi, hastalik ve zararlilarla miicadelenin yapilmamasi, giibreleme ve
budama gibi teknik uygulamalarin tamamen ihmal edilmesi sayilabilir.

Cevizler monoik bitki 6zelligine sahiptir, yani erkek ve disi ¢icek salkimlar
ayni agag¢ lizerinde fakat farkli yerlerde bulunur. Bir onceki gelisme doneminin
stirgiinleri lizerinde bulunan yan tomurcuklarin gelismesiyle 10-100 aras1 erkek ¢icek
iceren piskiiller (kedicik) olusurken, o yilki gelisme donemine ait ilkbahar
stirglinlerinin ucunda ise sayilar1 1-12 arasi degisen disi ¢icekler olusur (Sen, 1986).

Tiirkiye’de ¢ogu tohumdan ¢ikmis, 4 milyon civarinda ceviz agaci
bulunmaktadir. Cok fazla genetik agilim meydana geldigi i¢in her bir ceviz agaci ayri
bir genotip durumundadir. Islah acisindan bakildiginda bu durum ¢ok énemli olsa da,
ithracatta bir yeknesaklik saglama bakimindan dezavantajdir. Bu sekilde tilkemizin
dis pazarda rekabet sansi bulunmamaktadir (Ak¢a, 2005). Tiirkiye’nin diinya ceviz
thracatinda rekabet edecek giice gelmesinin tek yolu standart c¢esitlerle kapama
bahgeler kurmaktir. Ulkemiz ekolojik kosullarinin bir ¢ok tip ve ¢esidimizin i¢ ceviz
olarak tiiketilmeye elverigli olmast i¢ ceviz ihracatinda iilkemize kolayliklar
saglayacaktir. Gerek i¢ ceviz gerekse dis ceviz satiminda Tirkiye’nin en Onemli
sorunu standart cesitlerle {iretimin yapilmamasidir. Bir ¢uval dolusu meyvelerin dahi
birbirinden farkli olmasi, hatta 1 kg i¢ cevizde bile ¢ok farkli tipte i¢ ceviz bulunmasi
ilkemiz ceviz ithracatinin 6niinii kapamaktadir (Ak¢a, 2005).

Ceviz gesitleri sans c¢ogiirlerinden veya 1slah programlarindan meydana
gelmigtir. Islahgilar i¢in bu ¢esitlerin tanimlanmasi olduk¢a 6nemlidir. Ancak genetik
cesitliligi  belirlemek i¢in kullanilan morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal
yontemler cevresel faktorlerden etkilenmekte ve olduk¢a zaman almaktadir. DNA
markdr tekniklerinin gelistirilmesiyle farkli ekolojilerdeki genetik materyaller
karakterize edilebilmektedir. Giinimiizde RAPD, SSR, ISSR, AFLP ve SRAP gibi
molekiiler markor teknikleri bu amacla yogun bir sekilde kullanilmaktadir.

Birgok bitki tiiriinde yapilan arastirmalarda SSR ve AFLP markdr teknikleri
polimorfizm bakimindan, RAPD ve ISSR tekniklerinin maliyet bakimindan, RFLP,
SSR, ISSR ve AFLP isaretleyicilerinin ise tekrarlanabilirlik bakimindan avantajli
olduklar1 belirlenmistir. (Pejic ve ark., 1998; Mignouna ve ark., 2003; Rana ve

Bhat, 2004).
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Zietkiewicz ve ark. (1994) tarafindan gelistirilen ISSR teknigi
mikrosatellitler arasinda kalan bolgeleri cogaltmaktadir. Bu teknikte rastgele
tiretilmis diniikleotid, tetraniikleotid ve pentaniikleotid tekrarlara sahip primerler
kullanilmaktadir. Maliyeti ve tekrarlanabilirligi yiiksek olan ISSR teknigi antepfistigi
(Kafkas ve ark., 2006), bugday (Nagaoka ve Ogihara, 1997) ve diger bir ¢ok kiiltiir
bitkisinde tiir i¢i ve tiirler aras1 genetik varyasyonun belirlenmesinde basari ile
kullanilmistir.

Ceviz cesitlerinde genetik iligkilerinin DNA seviyesinde saptanmasinda ilk
kullanilan teknik RFLP olmustur (Fjellstrom ve ark., 1994). Sonraki yillarda Nicese
ve ark. (1998) yaptiklar1 calismada RAPD ve Potter ve ark. (2002) yaptiklari
calismada ISSR, Dangl ve ark. (2005) SSR, Kafkas ve ark. (2005) ise AFLP ve
SAMPL tekniklerini kullanmiglardir.

Ulkemizde yogun asihi ceviz fidani talebini karsilamak igin ceviz c¢ogiirleri
tirpanlanarak yeni siiren siirgiinlerin as1 siirgiinii olarak tanitilmasi ve bu gibi
cogiirlerin asilt ceviz fidani olarak satilmasi yaygin olarak kargimiza ¢ikan bir
sorundur. Ureticiler bu durumu ancak agaglarin uzun siire meyveye yatmamasindan
ve meyveye yatan agaglarin meyvelerinin birbirinden ¢ok farkli olmasindan
anlamaktadirlar. Uzun yillar sonra anlasilan bu sorun, sadece {ireticiye zarar
vermekle kalmayip ayni zamanda iilkemiz ceviz yetistiriciligine de biiyiik zararlar
vermektedir.

Cigekli bitkilerin tiremesi belli bash {i¢ farkli sekilde olmaktadir: (1) yabanci
dollenme yoluyla iireme, (2) kendine dollenme yoluyla iireme ve (3) eseysiz lireme.
Cok yillik bitkiler bu ii¢ yontemi de kullanmaktadir. Eseysiz lireme bakimindan
apomiksis, yani dollenme olmadan tohum olusumu c¢ogu cicekli bitkinin yasam
dongiisiiniin 6nemli bir 6zelligidir (Richards, 2003).

Apomiksis yolu ile bitki eldesi, basta ceviz olmak lizere, vejetatif ¢ogaltilmasi
zor veya miimkiin olmayan bitki tiirlerinde, 6nemli genotiplerin daha hizli, kolay ve
pratik bir sekilde kitlesel cogaltilip yayilmasi bakimindan ¢ok onemlidir. Nitekim,
son yillarda asili ceviz fidanina olan talebi karsilamak iizere Kirsehir’in Kaman
ilgesinde apomiktik oldugu iddia edilen genotiplere ait tohumlardan yetistirilen

bitkilerle yiizlerce doniim kapama ceviz bahgeleri kurulmustur. Ancak bu
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genotiplerin  gergcekten apomiktik 6zellige sahip olup olmadiklar1 heniiz
belirlenmemistir. Bununla birlikte, son birkag yil icerisinde apomiktik olduklari iddia
edilen fidanlarla kurulan bahgelerin asi ile ¢esit degistirme islemine tabi tutulduklar
onemli bir gercektir (Ak¢a, 2005). Bu bakimdan halihazirda bu sekilde dagitimi
yapilan fidanlarin genetik olarak birbirlerinin ayni olup olmadiklarinin belirlenmesi
iilkemiz ceviz yetistiriciliginin su anda vakit gecirmeden c¢oziilmesi gereken en
onemli sorunlarindan birisidir. Aksi durumda, tohumdan ¢ikan ceviz agaci sayisi
kapama bahgeler seklinde artis gosterecektir. Dagitimi yapilan genotiplerin
apomiktik 6zellige sahip olmasi durumunda ise cevizlerde ¢ok ciddi bir sorun olan
cogaltma ve fidan iiretiminde bir homojenlik saglanacaktir. Bu nedenle, cevizlerde
apomiksisin incelenerek durumun genetiksel olarak ortaya konulmasi, hem pratik
acidan hem de ileride yapilacak islah c¢alismalarina da genetik bilgi saglamasi
bakimindan oldukg¢a 6nemli olacaktir. Bu nedenle bu ¢alismanin amaci:

1- SRAP molekiiler markor teknigini cevize uyarlamak,

2- Ticari olarak apomiktik oldugu iddia edilerek satis1 yapilan ¢dgiirlerin, apomiktik
olup olmadiklarini SRAP ve ISSR molekiiler markdr tekniklerini kullanarak
DNA diizeyinde ortaya ¢ikarmak,

3- Apomiktik oldugu iddia edilen ¢ogiirlerle kurulmus olan bahgelerdeki apomiksis
varsayiminin SRAP ve ISSR tekniklerini kullanarak arastirmak,

4- SRAP ve ISSR tekniklerinin cevizde ¢ok yakin akraba olan bireylerde ayirma
giiclinii aragtirmak,

5- Cevizde ISSR ve SRAP tekniklerini karsilastirmak,

6- Boylece cevizlerde yapilacak molekiiler markér c¢alismalarina alt yapi

olusturmaktir.
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2. LITERATUR OZETi
2.1. SRAP ve ISSR Markorleri Ile flgili Calismalar

SRAP teknigi PCR esasina dayali bir tekniktir. Bu yontemde ileri ve geri
olmak {iizere iki primer kullanilir. Birinci primer ileri (forward) primer olup 17
niikleotid uzunlugundadir ve ilk 14 niikleotit sabittir. Bu ilk 14 bazin son 4 bazi
CCGG bazlarini igerir ve bu nedenle ileri primer ¢ogunlukla ekzon bélgelerine
baglanir. Ayrica ileri primer 3’ ucunda {i¢ tane secici baz igerir ve bu bazlar rastgele
secilebilirler. Ikinci primer ise geri (reverse) primer olarak adlandirilir ve 18 baz
uzunlugundadir. Bu pirmerde ise ilk 15 niikleotit sabittir. Bu ilk 15 bazin son 4 bazi
AATT bazlarini igerir ve bu nedenle ileri primer ¢ogunlukla intron ve promotor
bolgelerine baglanir. Son ii¢ baz yine secici olup rastgele secilir. Bu primer ise

genotipte daha ¢ok intron ve promotor bolgelerini ¢ogaltir (Li ve Quiros, 2001).

ISSR tekniginin temeli de PCR’a dayalidir. Cogunlukla diniikleotid veya
triniikleotid tekrarlarindan olusan primerler kullanilir. Bu teknikte mikrosatellitler
arasinda kalan boélgeler ¢ogaltilmaktadir. Primerin 3’ ucunda bulunan secici bazlar
polimorfizm agisindan 6nemlidir. Primerin DNA’ya yapisma sicakligi her primer
icin ayr1 ayri belirlenir. (Zietkiewicz ve ark., 1994).

Ferriol ve ark. (2003) yaptiklar1 calismada, SRAP ve AFLP molekiiler
markdr yontemlerini kullanarak Avrupa ve Amerika’dan toplanan Cucurbita pepo ve
Cucurbita ovifera alt tiirlerinden toplam 69 genotip kullanmislardir. Calismada 11
adet SRAP primer kombinasyonu denenmis ve toplam 88 bant elde edilmistir. Elde
edilen bantlarin 64’liniin (%72.7) polimorfizm gosterdigi ve baz uzunluklarinin ise
154 bp ile 653 bp arasinda degistigi belirlenmistir. AFLP yonteminde ise 6 primer
kombinasyonu denenmis ve toplam 478 bant elde edilmistir. Elde edilen bantlarin
253 tanesinin (%53) polimorfik olugu saptanmistir. Sonucta her iki markor sistemi
karsilastirilmistir: genetik benzerliklerin SRAP yonteminde AFLP ye gore daha
diisiik oldugunu ve SRAP yonteminin yakin ¢esitleri ayirma konusunda verdigi
bilgilerin, AFLP yontemin verdigi bilgilere gore daha giivenilir oldugunu

bildirmislerdir.
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Budak ve ark. (2004) yaptiklar1 calismada, ¢imde ISSR, SRAP, RAPD ve
SSR  molekiiler markér yontemleri kullanarak, filogenetik akrabaliklarini ve
kokenlerini tespit etmislerdir. Caligmada 15 genotip kullanilmistir. 46 adet ISSR
primeri kullanilmig, 256 tane bant elde edilmis, bunlarin 207 tanesinin (%81)
polimorfizm gosterdigi saptanmistir. 180 tane SSR primeri kullanilmig, 194 bant elde
edilirken, bunun 168 tanesinin (%87) polimorfizm gosterdigi belirlenmistir. 30 tane
RAPD primeri kullanilmis, toplam 210 bant olusmus ve bu bantlarin 165 tanesinin
(%79) polimorfizm gosterdigi belirlenmistir. Son olarak ¢alismada 34 SRAP primeri
kullanilmig, toplam 263 bant elde edilirken, bunlarin 249 tanesinin (%95)
polimorfizm gosterdigi belirlenmistir. Sonucgta, SRAP yonteminin ¢im cesitlerini
ayirmada en yiiksek polimorfizm gosteren yontem oldugu saptanmistir. Ayrica
benzerlik indeksleri arasinda yapilan korelasyon analizleri sonucunda, SRAP
yonteminin en ¢gok RAPD yontemine benzedigi (r=0.73) ve en az ise SSR (1=0.09) ve
ISSR (r=0.10) yontemlerine benzedigi belirlenmistir.

Budak ve ark. (2005) yaptiklar1 ¢calismada Buchloe dactyloides (boga otu)
bitkisinde niikleer ve organel genomlarinda ISSR, SSR, SRAP ve RAPD molekiiler
markdr sistemlerini kullanarak, cesitli bolgelerdeki boga otlarinin akrabaliklarini ve
ploidi seviyelerini tespit etmislerdir. Aragtiricilar 20 boga otu igerisinde diploid,
tetraploid, pentaploid ve hekzaploid fertleri ISSR, SSR, SRAP, RAPD molekiiler
marker sistemleri ile karakterize etmislerdir. ISSR kullanilarak 30 ile 38, SSR
kullanilarak 28 ile 35, SRAP kullanilarak 31 ile 37 arasinda allel tespit edilmis olup
SRAP yonteminin SSR ve ISSR ydntemleri ile benzer sonuclar verdigi, fakat RAPD
yontemiyle yapilan ¢alismada ploidi seviyeleri ile allel sayilar1 arasinda herhangi bir
iliskinin saptanamadigi goriilmiistiir. Bu nedenle, poliploid genotiplerlerle yapilan

calismalarda RAPD yonteminin kullanislt olmadigi bildirilmistir.

Guo ve Luo (2005), Trabzon hurmasinda (Diospyros kaki Thunb.) SRAP
analizleri ile Japon ve Cin’de bulunan hurma g¢esitlerinin akrabaliklarini ortaya
koymuslardir. Calismada 10 Cin, 11 Japon ¢esidi, 6 adet de bunlarla iliskili ¢esitler
olmak lizere 27 c¢esit materyal olarak kullanilmistir. SRAP analizinde toplam 72

primer kombinayonu denenmistir. Toplam 136 bant elde edilmis olup, bunlardan 110
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tanesinin (%80) polimorfik oldugu goriilmiistiir. Primer basina ortalama 5.5 bant
elde edilmistir. Arastiricilar SRAP yontemi ile hurma genotiplerini kolaylikla
ayrabildiklerini, yontemin yeni ve ¢ok gii¢lii oldugunu bildirmislerdir.

Lin ve ark. (2005) yaptiklart ¢alismada SRAP, SSR RAPD molekiiler
markér metotlarin1  kullanarak pamukta elyaf kalitesi icin kantitatif 06zellik
lokuslarinin belirlenmesi {izerinde ¢alismislardir. Calismada 238 SRAP primer
kombinasyonu, 368 SSR primeri ve 600 adet RAPD primeri kullanilmistur.
Calismada F2 populasyonu kullanilmistir. Kullanilan SSR primerinin %34.2’si,
RAPD primerlerinin %10.3’ii ve SRAP primer kombinasyonlarmin 9%350.8’1
polimorfik bant {iretmistir. Toplam 749 polimorfik lokus belirlenmis ve bunlarin 437
tanesi SRAP (3.61 lokus / primer), 205 tanesi SSR ve 107 tanesi RAPD
yontemlerinden elde edilmistir. Bulunan 749 polimorfik lokustan toplam 566 adeti
(363 SRAP, 141 SSR, 62 RAPD) baglanti haritasi olustumada kullanilmistir.
Baglant1 haritasinin olusumunda SRAP %64.1, SSR %24.9 ve RAPD ise %l1
oraninda katkida bulunmustur. Elyaf kalitesini etkileyen toplam 13 QTL belirlenmis
ve bunlarin 10 tanesinin (%76) SRAP markori oldugu saptanmustir. Arastiricilar en
fazla kantitatif 6zellik lokuslarinin SRAP yonteminde bulunmasin1i bu yontemin

genle ilgili DNA bélgelerini ¢ogaltmasindan kaynaklanmasina baglamislardir.
2.2. Cevizlerde Molekiiler Markor Teknikleri ile Yapilan Calismalar

RFLP molekiiler markor teknigi ile Kaliforniya’da Wolfskill aragtirma
bahgesinde yer alan, 48 ceviz (J. regia) genotipi arasindaki genetik iliski
belirlenmistir. Calismada 21 RFLP probu kullanilmis, bunlardan 16 tanesi polimorik
bant vermistir. Calisma sonucunda Ashley ile Payne cesitleri birbirinden ayirt
edilememis olup iki farkli grup olusmustur. Kaliforniya ceviz genetik kaynaginin
Nepal, Cin, Kore ve Japon ceviz genetik kaynaklarina daha az benzerlik gosterdigi,
Fransa, I¢ Avrupa ve Iran genetik kaynaklar1 ile daha yakin iliskili oldugu
belirlenmistir (Fjellstrom ve ark., 1994)

Fjellstrom ve Parfitt (1994), yaptiklar1 ¢aligmada cevizlerde genetik
haritalama ¢aligmasinda kullanilmak iizere, Pst/ restriksiyon enzimi ile olusturulmus

genomik kiitiiphanesi kullanilarak 48 lokusa sahip 32 RFLP probu gelistirilmistir.
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Bu problar 63 adet (J. hindsi x J. regia)x J. regia melez bitkileri ve ebeveynleri
kullanilarak kalittma bakilmistir. Calismada 42 lokus ile 12 baglanti grubu
belirlenmistir.

RAPD teknigi ile yapilan bir arastirmada (J. hindsi x J. regia) x J. regia
melez bitkileri kullanilarak genetik haritalama c¢alismast yapilmistir. 25 primer
kullanilarak 66 markor belirlenmistir. Bunlarin icerisinden yedi tanesi 1:1 Mendel
acilimi gostermis ve genetik haritalama i¢in kullanilmistir (Woeste ve ark., 1996).

RAPD molekiiler markdr teknigi ile yapilan diger bir arastirmada, degisik
ceviz melezleri ayirt edilebilmis ve ebeveynleri belirlenebilmistir. Arastirmada iki
farkli J. nigra. x J. regia F1 melezleri ile (J. nigra x J. regia) x J.nigra ve (J. nigra x
J. regia) x J.regia geri melez bitkileri kullanilmistir. Once 80 adet primer taranmus,
bunlardan 25 adet polimorfizm gosteren primer RAPD analizlerinde kullanilmak
lizere sec¢ilmistir. Yapilan RAPD analizleri sonucunda toplam 91 bant goriilmiistiir.
Sonug olarak arastiricilar, RAPD tekniginin cevizlerde ebeveynlerin belirlenmesinde
ve F1 melezlerinin ayirt edilmesinde kullanilabilecegini bildirmislerdir (Malvolti ve
ark., 1997).

Kaliforniya Universitesi’nde RAPD teknigi kullanilarak yapilan arastirmada,
19 ceviz (J. regia) ¢esidi ebeveyn olarak kullanilmis ve 1slah sonucu ortaya ¢ikan
cesitlerin karakterizasyonu ve genotipler arasi genetik iligkileri belirlenmistir.
Calismada 72 primer kullanilmistir. Tiim primerler bant vermesine karsin, sadece 18
primer polimorfik bant iiretmistir. Calismada ebeveynler ve yavrulari arasinda ortak
bantlar goriiliirken sadece yavru bitkilerde amplifike olan bantlara da rastlanmustir.
Arastiricilar, RAPD yonteminin genotipler arasindaki genetik benzerligin
saptanmasi, yeni ¢esitlerin tanimlanmasi, ebeveyn se¢imi, ceviz 1slah1 programlari
gibi konularda kullanilabilecegini bildirmislerdir (Nicese ve ark., 1998)

Kaliforniya’da Wolfskill aragtirma bahgesinde yer alan 48 ceviz (J. regia)
cesidi arasindaki genetik iliski ISSR molekiiler markor teknigini ile belirlenmistir.
Once dort genotipte 47 primer taranmis ve en fazla polimorfizm gosteren 8 primer
secilmistir. Bu sekiz primerin 48 ceviz ¢esidinde amplifikasyonu sonucu 54 bant elde
edilmis ve bunlarin 31 tanesi (%57) polimorfizm gostermistir. Calisma sonucunda

ISSR tekniginin RAPD teknigi ile benzer maliyette fakat, daha fazla polimorfizme
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sahip oldugu, ceviz cesitlerinin tanimlanmasinda ve ceviz genotipleri arasindaki
genetik iligkilerin belirlenmesinde kullanilabilecegini bildirilmistir (Potter ve ark.,
2002).

Woeste ve ark. (2002), J. nigra tiirtinde ¢alisma yapmis, 30 adet (GA/CT),
tekrarlanan baz dizilerini igeren SSR primerlerini gelistirmislerdir. Bu primerlerin J.
nigra’da genetik haritalama calismalarinda, populasyon calismalarinda, ¢esitlerin
karakterizasyonunda kullanilabilecegini bildirmislerdir. Ancak, arastiricilar bu
primerlerin J. regia’da calisip calismadigini test etmemislerdir. Foroni ve ark.
(2005) ile Dangl ve ark. (2005). J. nigra’da gelistirilen SSR primerlerini J. regia
cesitlerinde uygulamiglar ve sirasiyla arastiricilar 6 adet ve 14 adet olmak iizere
toplam 20 adet SSR primerinin J. regia cesitlerinde kullanilabilecegini
bildirmislerdir.

Kafkas ve ark. (2005b) yaptiklar1 ¢calismada, Kahramanmaras Siit¢liimam
Universitesi genetik kaynaklarinda bulunan 21 ceviz ¢esidinde AFLP ve SAMPL
molekiiler markor tekniklerini kullanarak c¢esitler arasindaki genetik iliskiyi
incelemiglerdir. Calismada 6 AFLP primer kombinasyonu kullanilmis ve toplam 179
bant elde edilmistir. Elde edilen bantlarin %49.9’unun polimorfik oldugu ve primer
basina ortalama bant sayisinin 29.8 oldugu belirlenmistir. SAMPL molekiiler markor
analizinde ise 2 primer kullanilmig, 51 bant elde edilmis ve bu bantlarin %50.9’unun
polimorfik oldugu saptanmistir. Calisma sonucunda SAMPL molekiiler markor
tekniginin birbiri ile yakin iligkili ¢esitleri ayirmada, AFLP yontemine gore daha
etkili oldugu bildirilmistir.

2.3. Apomiksis Kavram ve Cevizde Apomiksis Konusunda Yapilan Caliymalar
2.3.1. Apomiksis

Apomiksis kavrami konusunda bugiine kadar birbirinden farkli tanimlamalar
yapilmis olmasina karsin, giinlimiizde esas olarak déllenme olmadan tohumlu meyve
olusumu olarak adlandirilmaktadir. Sporofitik ve gametofitik apomiksis olmak tizere
iki tipi mevcuttur. Adventif embriyoni olarak da adlandirilan sporofitik apomiksisde

embriyolar embriyo kesesi disindaki nusellus veya integlimentler gibi sporofitik
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hiicrelerden meydana gelmektedir. Bu apomiksis tipinde embriyo kesesi
olugsmamakta ve embriyo direk olarak sporofitik doku hiicrelerinden olusmaktadir.
Gametofitik apomiksisde ise olusan diploid embriyo kesesi igerisindeki
diploid yumurta hiicresi geliserek embriyoyu olusturmaktadir. Déllenmemis yumurta
hiicresinden embriyo olusumuna partenogenesis adi da verilmektedir. Gametofitik
apomiksisin apospory ve diplospory olmak {izere iki tipi vardir. Diplosporide
embriyo kesesi direk olarak veya durdurulmus mayozdan sonra megaspor ana
hiicresinden mitozla olusurken, aposporide embriyo kesesi niiseller hiicrelerden
meydana gelir. Apospory yiiksek yapili bitkilerde en yaygin apomiksis tipi olup,
bazen ¢oklu embriyo kesesi varligiyla karakterize edilmektedir. Eger bir genotip hem
apomiktik hem de dollenmis tohum iretiyorsa buna fakiiltatif apomiksis
denilmektedir. Endospermin olusma sekline gore ise apomiksis pseudogamous ve
autonomous olarak ikiye ayrilmaktadir. Pseudogamous tipinde apomiktik tohum
eldesi i¢in mutlaka tozlanma gereklidir. Clinkii embriyo tozlanma sonucu olusan
triploid endospermden beslenmektedir. Autonomous tipte ise tozlanmaya gerek
yoktur ve endosperm kendiliginden meydana gelmektedir ve diploid yapidadir
(Darrigues ve ark., 2003; Spielman ve ark., 2003; Agafonov ve ark., 2004).
Apomiksis 35 familya’yi icine alan 300°den fazla bitki tiiriinde belirlenmistir.

En basta gelen familyalar Poaceae, Asteraceae ve Rosaceae’dir (Richards, 2003).
2.3.2. Cevizde Apomiksis ile Tlgili Calismalar

Cevizde apomiksis ile ilgili ilk bulgular Nuth (1933), Chriffen (1960) ve
Shanderl (1964) tarafindan rapor edilmistir. Nuth dikogami gésteren ve izole edilen
cevizlerin meyve verdiklerini gozlemlemistir. Daha sonra Shanderl izole ettigi disi
ciceklerden tozlama yapmadan meyve elde etmis ve en iyi apomiktik genotipi 10 y1l
sonra se¢mistir. Arastirict bu 6zelligin Alman ve Macar ¢esitlerinin genel karakteri
oldugunu belirtmistir (Valdiviesso, 1990).

Sartorius ve Stosser’e (1997) gore cevizlerde apomiktik meyve tutumu
konusunda ilk gozlem, eski Sovyetler Birliginde 1949 yilinda Zarubin tarafindan
yapilmistir. Daha sonra Almanya’da 1964 yilinda Schanderl, izolasyon yapilan
cigeklerden apomiktik meyve elde etmistir. Nitekim literatiire bakildiginda, Portekiz

10
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(Valdiviesso, 1990), Rusya (Loiko, 1990), Almanya (Sartorius, 1990) ve ABD’de
(Aly Mohammed ve ark., 1992) apomiktik ceviz genotiplerinin varligindan s6z
edilmektedir.

Shanderl’nin ¢alismasina gore (Valdiviesso, 1990), apomiktik embriyo
normalde oldugu gibi embriyo kesesinin bulundugu yerde olusmamis ve apomiktik
embriyo mikrofile yakin ve nusellus boslugu ile mikrofil arasinda yerlesmistir. Bazen
mikrofile ¢ok yakin bazen de biraz uzak olan somatik embriyo direk olarak bir
nusellus hiicresinden meydana gelmistir (adventif embriyoni). Arastirici, bundan
sonraki apomiktik embriyo biliyiimesinin normal déllenmis embriyo biiyiimesinden
farkli olmadigini belirlemistir. Buna gore, dnce iki pargali oviil biiyiimiis ve sonra dis
integliment tarafindan olusturulan bosluga girmistir. Hizl1 oviil bliytimesi apomiktik
embriyonun nusellus bosluguna ulagsmasina yardimci olmus ve bu bosluktaki sivi,
embriyo tarafindan kullanilarak normal d6llenme sonucu olusan endospermin yerini
almistir. Ancak arastirici, apomiktik meyve tutumunun yillara gore %2.5 ile %57
arasinda degistigini ve iklimsel kosullara bagli oldugunu bildirmistir.

Almanya’da Sartorius (1990) tarafindan yapilan bir doktora ¢alismasinda
apomiktik oldugu daha 6nce belli olan iki ceviz g¢esidinde mekanizmay1 belirmek
bakiminan histolojik caligmalar yapilmistir. Apomiktik olmadigi bilinen bir ¢esit
daha calismaya ilave edilerek toplam ii¢ ¢esitte ciceklerin bir kismi agik tozlamaya
birakilmis diger bir kismu da bez torbalarla izole edilmistir. Iki yil siiresince yapilan
bu ¢alismada 1986 yilinda %0.8-17.3 ve 1987 yilinda ise %1.5-33.6 oraninda meyve
tutumu elde edilmistir. Ac¢ik tozlamada meyve tutumu ise 1986 yilinda %7.6-26.3 ve
1987 yilinda ise %0-19.3 arasi olmustur. Yapilan histolojik ¢aligmalarda embriyo
kesesi, embriyo kesesi ana hiicresinden meydana gelmis ve somatik bir nusellus
hiicresinden apospor embriyo kesesi olusumu gozlenmemistir. Apomiktik tohum
taslaklarinda apomayotik embriyo kesesi olusumu diplospory yoluyla yani
indirgenmemis bir makrospordan meydana geldigi belirlenmistir. Normal sekiz
cekirdekli embriyo kesesi olusumu gézlenmis ancak izole edilen ¢i¢eklerden embriyo
her zaman i¢in yumurta hiicresinin boliinmesiyle yani partenogenesis yoluyla
olusmustur. Bir istisna disinda adventif embriyoni olusumuna rastlanmamustir.

Doéllenmemis ve bu nedenle dokiilmiis olan yumurtaliklar icerisinde endosperm

11
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cekirdegi olusumu gozlenmistir. Endosperm embriyonun varligina bagli olmaksizin
kendiliginden (otonom) olarak gelisim gostermistir. Yapilan kromozom
caligmalarinda hem apomiktik hem de apomiktik olmayan 6rneklerde endospermin
diploid yapida oldugu belirlenmistir.

Aly Mohammed ve ark. (1992) tarafindan yapilan calismada ceviz oviil
dokularindan elde edilen somatik embriyolarin apomiktik veya zigotik mi olduklar
izoenzim ve RFLP yontemleri kullanilarak belirlenmeye c¢alisilmistir. Calismada
Cisco ve Sunland ceviz ¢esitlerinin disi ¢icek salkimlari izole edilmis ve herhangi bir
yapay tozlama calismasi yapilmamustir. Izoenzim analizlerinde biri disinda tiim
embriyolar ana bitki ile ayn1 bulunmus, ancak RFLP analizleri embriyolarin zigotik
olduklarini gdstermistir. Izole edilen ¢iceklerden zigotik embriyolarin olusmasi, ya
tozlanmanin izolasyon isleminden Once gergeklesmesi ve cicek tozlarinin ¢igekler
reseptif oluncaya kadar torba igerinde canli kalmasindan veya iyi bir izolasyonun

yapilmamasindan kaynaklanabilecegi belirtilmistir.

2.3.3. Diger Bitki Tiirlerinde Apomiksisin Belirlenmesi ile ilgili Cahsmalar

Bitkilerde apomiksisi belirlemek i¢in arastiricilar bugiine kadar fenotipik,
sitolojik, biyolojik ve molekiiler markorler kullanmislardir (Darrigues ve ark.,
2003). Bunlarin igerisinde molekiiler markdr teknikleri son yillarda en ¢ok kullanilan
yontemler olmustur. Bu teknikler, degisik tiirlerde apomiksisin ve diizeyinin
belirlenmesinde (Nassar ve ark., 1998), apomiksis ile iligkili markoriin
bulunmasinda, kalittminda ve haritalanmasinda (Ozias-Askins ve ark., 1993; 1998;
Leblanc ve ark., 1995; Gustine ve ark., 1997; Grimanelli ve ark., 1998; Spillane
ve ark., 2001) kullanilmiglardir.

Manyok (Monihot esculenta) bitki tlirlinde Nassar ve ark. (1998) tarafindan
yapilan molekiiler ¢alismada apomiktik oldugu diisiiniilen iki genotipe ait agik
tozlama ile elde edilmis toplam 67 yavru bitkide RAPD yontemi kullanilarak yavru
bitkiler ile ana bitkiler arasindaki benzerliklere bakilmistir. Arastirmada 24 adet
polimorfik RAPD primeri kullanilmistir. Elde edilen sonuglar, yavru bitkilerin %2

oraninda ana bitkinin aynisi oldugunu gostermistir. Arastiricilara gore, apomiktik
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olan bitkilerin ana ile ayn1t RAPD bantlar1 tiretmesi gerektigi ve yavru bitkiler ile ana
bitki arasinda polimorfizm goriilmesinin bu tip bitkilerin apomiktik degil, zigotik
olduklarini gosterdigini bildirmislerdir.

Pessino ve ark. (1998) yaptiklar1i calismada, Brachiaria hibritlerinde
apomiksis ile ilgili bes marker saptayabilmislerdir. Normalde diploid yapidaki
Brachiaria ruziziensis kolhisin ile muamele edilerek tetraploid hale getirmis ve
apomiktik olan Brachiaria brizantha ¢esidi ile melezleme sonucu 43 tane F1 bitkisi
elde edilerek populasyon olusturulmustur. Calismada 25 RFLP probu ve 46 AFLP
markorii iiretilmis, Bunlardan ii¢ tane RFLP markoériiniin ve iki tane AFLP
markoriiniin apomiksis ile iligkili olugu saptanmustir.

Zeng ve ark. (2003) tarafindan yapilan bir calismada, Woonyoungia
septentrionalis tiriniin apomiktik ozellige sahip olup olmadigi iki genotipte
cigeklerin izole edilmesi, yapay tozlama ve dogal tozlanma uygulamalariyla
belirlenmeye ¢alisilmistir. Arastiricilar, meyve tutma orani, tohum olusturma orani
ve tohumlarin ¢imlenme durumlarini incelemislerdir. Tiim uygulamalarda elde edilen
bulgularin birbirine benzer bulunmasi nedeniyle arastiricilar bu tlirde fakiiltatif

apomiksisin varligini isaret etmiglerdir.
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3. MATERYAL ve METOT

3.1. Materyal

Apomiksisi belirlemek amaciyla apomiktik olarak ceviz fidani iiretimi yapan
iki farkli fidan treticisinden Kaman-1 ve Kaman-5 olarak satis1 yapilan toplam 40
adet bitki (Cizelge 3.1) ile apomiktik oldugu belirtilen tohumlarla (Kaman-1 ve
Kaman-5) onceden kurulmus ve kismen meyve vermeye baslamis 20 agac
denemenin materyalini olusturmustur (Cizelge 3.2). Bu arastirmada ayrica Kaman-1
ve Kaman-5 genotiplerinin ana agaclar1 da kontrol olarak kullanilmigtir. Boylece

toplam 62 adet bitki bu calismada materyal olarak kullanilmistir.

Cizelge 3.1. Denemede kullanilan fidan ireticilerinden alinan ceviz ¢ogiirlerinin

listesi.
Sayi Fidan Ureticisi Genotip Bitki No Kod Kisaltma

1 A Kaman-1 1 FUA-K1-1 Al

2 A Kaman-1 2 FUA-K1-2 A2
3 A Kaman-1 3 FUA-K1-3 A3

4 A Kaman-1 4 FUA-K1-4 A4
5 A Kaman-1 5 FUA-K1-5 A5
6 A Kaman-1 6 FUA-K1-6 A6
7 A Kaman-1 7 FUA-K1-7 A7
8 A Kaman-1 8 FUA-K1-8 A8
9 A Kaman-1 9 FUA-K1-9 A9
10 A Kaman-1 10 FUA-K1-10 A10
11 A Kaman-5 1 FUA-K5-1 B1

12 A Kaman-5 2 FUA-K5-2 B2
13 A Kaman-5 3 FUA-K5-3 B3

14 A Kaman-5 4 FUA-K5-4 B4
15 A Kaman-5 5 FUA-K5-5 B5
16 A Kaman-5 6 FUA-K5-6 B6
17 A Kaman-5 7 FUA-K5-7 B7
18 A Kaman-5 8 FUA-K5-8 B8
19 A Kaman-5 9 FUA-K5-9 B9
20 A Kaman-5 10 FUA-K5-10 B10
21 B Kaman-1 1 FUB-K1-1 A1
22 B Kaman-1 2 FUB-K1-2 A12
23 B Kaman-1 3 FUB-K1-3 A13
24 B Kaman-1 4 FUB-K1-4 A14
25 B Kaman-1 5 FUB-K1-5 A15
26 B Kaman-1 6 FUB-K1-6 A16

14
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Cizelge 3.1’in devamu.

Sayi Fidan Ureticisi Genotip Bitki No Kod Kisaltma
27 B Kaman-1 7 FUB-K1-7 A17
28 B Kaman-1 8 FUB-K1-8 A18
29 B Kaman-5 9 FUB-K5-1 B11
30 B Kaman-5 1 FUB-K5-2 B12
31 B Kaman-5 2 FUB-K5-3 B13
32 B Kaman-5 3 FUB-K5-4 B14
33 B Kaman-5 4 FUB-K5-5 B15
34 B Kaman-5 5 FUB-K5-6 B16
35 B Kaman-5 6 FUB-K5-7 B17
36 B Kaman-5 7 FUB-K5-8 B18
37 B Kaman-5 8 FUB-K5-9 B19
38 B Kaman-5 9 FUB-K5-10 B20
39 B Kaman-5 10 FUB-K5-11 B21
40 B Kaman-5 11 FUB-K5-12 B22

Cizelge 3.2. Tohumdan ¢ikmis ve meyve vermeye baglamis agaclarin listesi.

Sayi Kaynak Genotip Bitki no Kod Kisaltma
1 Tohum Kaman-1 1 Tohum-K1-1 A19
2 Tohum Kaman-1 2 Tohum-K1-2 A20
3 Tohum Kaman-1 3 Tohum-K1-3 A21
4 Tohum Kaman-1 4 Tohum-K1-4 A22
5 Tohum Kaman-1 5 Tohum-K1-5 A23
6 Tohum Kaman-1 6 Tohum-K1-6 A24
7 Tohum Kaman-1 7 Tohum-K1-7 A25
8 Tohum Kaman-1 8 Tohum-K1-8 A26
9 Tohum Kaman-1 9 Tohum-K1-9 A27
10 Tohum Kaman-1 10 Tohum-K1-10 A28
11 Tohum Kaman-5 1 Tohum-K5-1 B23
12 Tohum Kaman-5 2 Tohum-K5-2 B24
13 Tohum Kaman-5 3 Tohum-K5-3 B25
14 Tohum Kaman-5 4 Tohum-K5-4 B26
15 Tohum Kaman-5 5 Tohum-K5-5 B27
16 Tohum Kaman-5 6 Tohum-K5-6 B28
17 Tohum Kaman-5 7 Tohum-K5-7 B29
18 Tohum Kaman-5 8 Tohum-K5-8 B30
19 Tohum Kaman-5 9 Tohum-K5-9 B31
20 Tohum Kaman-5 10 Tohum-K5-10 B32
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3.2. Yontem
3.2.1. Yaprak Orneklerinin Toplanmasi

Cogiirlerden ve agaglardan alinan yaprak ornekleri ayr1 ayri kese kagitlarina
konduktan sonra buz kutusu igerisinde laboratuvara ulastirilmistir. Yaprak drnekleri
%350’lik alkolle yikanip kurutulduktan sonra sivi azot (-196 °C) ile muamele edilmis

ve DNA izolasyonuna kadar -80 °C’de muhafaza edilmistir.
3.2.2. DNA izolasyonu

DNA ekstraksiyonu icin laboratuvarda diizenli olarak cevizlerde
uygulanmakta olan, Doyle ve Doyle’nin (1987) gelistirdigi ve Kafkas ve ark’min
(2005b) modifiye ettigi yontem uygulanmistir.

Bu yontemde; 0.5 g gen¢ yaprak Ornegi alinarak, bir miktar sivi azot ile
havanda iyice ezilmis olup, 1.5 mililitrelik ii¢ adet eppendorf tiipe esit miktarda
konulduktan sonra her bir eppendorf tiip icerisine 0.7 ml CTAB tampon ¢dzeltisi
(100 mM Tris-HCI, 1.4 M NaCl, 20 mM EDTA, %2 CTAB, %2 PVP, B-
mercaptoethanol, %0.1 Na,S,0s) ilave edilmistir. Daha sonra ise 65°C°de sicak su
banyosuna konulmustur.

Sicak su banyosuna alinan eppendorf tiipler 10 dk. arayla ¢alkalanmistir ve bu
islem 60 dk. boyunca devam etmistir. Sicak su banyosundan sonra eppendorf tiipler
oda sicakliginda 5-10 dk. bekletiltikten sonra her bir tlipiin icerisine ekstraksiyon
buffer ile 0.7 ml kloroform:isoamyl alkol (24 : 1) ilave edilmistir. Bu asamadan sonra
tiipler 15 dk. boyunca her 3 dakikada bir ¢alkalanmis olup daha sonra 15 dk. siire ile
13.000 rpm’de santrifiij edilmistir. Santrifiij sonunda tiiplerin {ist fazlari yeni
eppendorf tiiplere aktarilarak DNA ¢okelmesi i¢in iizerlerine soguk isopropanol
ilave edilmistir. DNA ¢okelmesi soguk ortamlarda daha iyi gergeklestigi icin
eppendorf tiipler —70 °C’de 2 saat bekletilmis olup bu siire sonunda 10 dk siire ile
10.000 rpm’de santrifiij yapilmistir. Santrifiij sayesinde DNA tiiplerin dibine
¢cOkelmis ve iistte bulunan isopropanol ise bosaltilmistir. Bu islemden sonra tiiplerin

icerisine 0.5 ml %76’lik etanol ilave edilerek yikama islemine gecilmistir. Etanol
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eklenen tiipler +4 °C’de 2 saat bekletildikten sonra kurumaya alinmistir. Kurutulan

DNA saf suda coziilerek izolasyon tamamlanmustir.
3.2.3. DNA Konsantrasyonunun Belirlenmesi

Molekiiler = markdr  analizlerinin ~ uygulanmasindan ~ 6nce  DNA
konsantrasyonunun belirlenmesi PCR reaksiyonu acgisindan olduk¢a O6nem arz
etmektedir. Calismada DNA konsantrasyonunu ayarlarken 9%0.8’lik agaroz jel
konsantrasyonu kullanilmis olup, her bir Kaman Cevizi genotipinin DNA
konsantrasyonu, konsantrasyonu belli olan A DNA ile karsilastiriimak suretiyle
tahmini olarak 5 ng/ul ayarlanmistir.

Oncelikle her bir Kaman cevizi genotipinden izole edilen ve saf suda
cozdiiriilen DNA’dan 2 pl, yiikleme boyasindan 4 pl ve saf sudan 14 pl alinmak
suretiyle 20 ul’lik Ornekler hazirlanmis olup, bu Orneklerin 10 pl’si %0.8’lik
konsantrasyonda hazirlanmig agaroz jel iizerinde bulunan yuvalara yiiklenmistir.
Elektroforezde 45 dakika 90 voltta kosturma islemi yapilmis olup UV 15181 altinda
jelin resmi alinmistir. Agaroz jele yiliklenen konsantrasyonu belli A DNA’lar (25ng-
50ng-100ng-200ng) ile cevizleri genotipleri DNA’lar1 karsilagtirilarak her bir
genotipten elde edilen stok DNA’nin konsantrasyonu tahmin edilmistir. PCR
analizlerinde 5 ng/ul DNA konsantrasyonu kullanilmistir. Bu asamada her bir
ornegin konsantrasyonu stok DNA’larin konsantrasyonu baz alinarak 5 ng/pl olacak
sekilde ayarlanmistir. Ayarlanan Ornekler tekrar %0.8’lik konsantrasyonda agaroz
jelde bulunan kuyucuklara yiiklenerek 90 voltta 45 dakika kosturulmus ve UV
altinda resimleri ¢ekilmistir. Tahmini olarak 5 ng/ul’den fazla olanlara saf su, az
olanlara ise stok DNA’dan eklenerek tiim Orneklerin konsantrasyonu 5 ng/ul’ye

ayarlanmigtir.
3.2.4. ISSR Analizleri

ISSR analizleri Zietkiewicz ve ark. (1994)’nin gelistiridigi ve Dogan’in
(2006) cevize uyarladigr yonteme gore yapilmistir. Buna gore 25 ul amplifikasyon
reaksiyonu 75 mM Tris-HCL, pH=8.8, 20 mM (NH4),SO4 2 mM MgCl,, 0.1% Tween
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20, 100 uM dATP, 100 uM dTTP, 100 uM dGTP, 100 uM dCTP, 0.2 uM primer,
1.0 unite Taqg DNA polymerase ve 10 ng DNA i¢ermistir. Sicaklik ve dongii kosullari
olarak, 94°C’de 2 dk. 6n denatiirasyon isleminden sonra, 35 dongii boyunca érnekler
denatiirasyon i¢in 94 °C’de 1 dk, primerin DNA’ya yapismasi i¢in primere gore
degismek iizere 40-60 °C’de 1 dk, ve uzama safhasi icin 72 °C’de 2 dk.
tutulmuslardir. Ayrica, Ornekler son uzama safhasi i¢in 72 °C’de 10 dk.
bekletilmislerdir.

Arastirmada primer olarak ise daha 6nce Dogan (2006) tarafindan polimorfik
oldugu belirlenen 15 primer kullanilmistir (Cizelge 3.3). Bu primerlerin baz
dizilimleri farkli oldugu i¢in kalip DNA’ya yapisma sicakliklar1 da (annealing)
farklidir. Bu sicakliklar Kafkas ve ark. (2006) tarafindan yapilan bir ¢alismada

belirlenmistir.

Cizelge 3.3. Calismada kullanilan ISSR primerlerinin baz dizilimleri, baz sayilar1 ve
ceviz DNA’sima PCR’da yapigma sicakliklari.

Baz DNA’ya Yapisma
No Kod Baz dizilimi (5’ — 3’) Sayisi Sicakliklari(°C)
1 UBC 808 | AGA GAG AGA GAG AGA GC 17 52
2 UBC 810 | GAG AGA GAG AGA GAG AT 17 50
3 UBC 811 GAG AGA GAG AGAGAG AC 17 52
4 UBC814 | CTCTCTCTCTCTCTCTA 17 50
5 UBC 815 | CTCTCTCTC TCTCTC TG 17 52
6 UBC 823 | TCT CTC TCT CTC TCT CC 17 52
7 UBC 826 | ACA CAC ACA CACACACC 17 52
8 UBC 829 | TGT GTG TGT GTG TGT GC 17 52
9 UBC 834 | AGA GAG AGA GAG AGA GYT 18 52
10 UBC 846 | CAC ACA CAC ACA CAC ART 18 54
11 UBC 853 | TCT CTC TCT CTC TCT CRT 18 52
12 UBC 854 | TCT CTC TCT CTC TCT CRG 18 54
13 UBC 855 | ACA CAC ACA CAC ACACYT 18 52
14 UBC 856 | ACA CAC ACA CAC ACA CYA 18 52
15 UBC 858 | TGT GTG TGT GTG TGT GRT 18 52

Elde edilen PCR firiinleri 0.5 x TBE tampon ¢ozeltisinde (89 mM Tris-Cl, 89
mM borik asit, 20 mM EDTA) %1.8’lik agaroz jelde kosularak etidiyum bromit ile
boyanmis ve UV altinda fotograflar ¢ekilmistir.
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Bant biiyiikliiklerinin belirlenmesinde A DNA’nin EcoRl ve Hindlll kesim
enzimleri ile hazirlanmis olan DNA’s1 kullanilmistir. Bu DNA’da bant biiyiikliikleri
strastyla 564, 831, 947, 1375, 1584, 1904, 2027, 3520 bg seklindedir (Sekil 3.1).

3520
2027

1904
1584
1375

947
831

564

Sekil 3.1. “Size marker” olarak kullanilan, A DNA’nin EcoRI ve HindlIl kesim
enzimleri ile hazirlanmis olan DNA’s1.

3.2.5. SRAP Analizleri

SRAP analizleri Li ve Quiros’un (2001) gelistirmis oldugu yonteme gore
yapilmistir. Proje kapsaminda 10 ileri (Cizelge 3.4) ve 20 geri (Cizelge 3.5)
kullanilmak iizere toplam 120 adet primer kombinasyonu 6 genotipte polimorfizm
bakimindan taranmistir (Sekil 3.2). Kullanilan primer ¢iftlerinden 70 adedinin
polimorfik bant iirettigi fakat 9 adedinin polimorfik bant liretmedigi belirlenmistir.
Geriye kalan 41 adet primer ¢ifti ise hi¢ bant iiretmemistir. Tarama islemi sonucunda
en polimorfik oldugu belirlenen 10 adet SRAP primer ¢ifti 29 adet Kaman-1 ve 33

adet Kaman-5 cevizi genotipine uygulanmistir.

Cizelge 3.4. Calisma kapsaminda kullanilan SRAP ileri primerleri.

No Kod ileri Primerler (5’ — 3’) Baz Sayisi
1 Me1 TGA GTC CAAACC GGATA 17
2 Me2 TGA GTC CAA ACC GGA GC 17
3 Me3 TGA GTC CAA ACC GGA AT 17
4 Me4 TGA GTC CAA ACC GGA CC 17
5 Meb5 TGA GTC CAA ACC GGA AG 17
6 Me6 TGA GTC CAA ACC GGA CA 17
7 Me7 TGA GTC CAA ACC GGA CG 17
8 Me8 TGA GTC CAA ACC GGACT 17
9 Me9 TGA GTC CAA ACC GGA GG 17
10 Me10 TGA GTC CAA ACC GGA AA 17
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Cizelge 3.5. Calisma kapsaminda kullanilan SRAP geri primerleri.
No Kod Geri Primerler (3’ - 5’) Baz sayisi
1 Emi1 GAC TGC GTA CGA ATT AAT 18
2 Em2 GAC TGC GTA CGA ATT TGC 18
3 Em3 GAC TGC GTA CGA ATT GAC 18
4 Em4 GAC TGC GTA CGA ATT TGA 18
5 Em5 GAC TGC GTA CGA ATT AAC 18
6 Em6 GAC TGC GTA CGA ATT GCA 18
7 Em7 GAC TGC GTA CGA ATT CAA 18
8 Em8 GAC TGC GTA CGA ATT CAC 18
9 Em9 GAC TGC GTA CGA ATT CAG 18
10 Em10 GAC TGC GTA CGA ATT CAT 18
11 Emi1 GAC TGC GTACGA ATT CTA 18
12 Em1i2 GAC TGC GTACGA ATT CTC 18
13 Em13 GAC TGC GTA CGA ATT CTG 18
14 Em14 GAC TGC GTACGA ATT CTT 18
15 Em15 GAC TGC GTA CGA ATT GAT 18
16 Em16 GAC TGC GTA CGA ATT GTC 18
17 Em17 GAC TGC GTA CGA ATT GAG 18
18 Em18 GAC TGC GTA CGA ATT AAG 18
19 Em19 GAC TGC GTA CGA ATT GAA 18
20 Em20 GAC TGC GTACGAATT GTT 18

12 3 45

1 2 3 4 5 6

Sekil 3.2. Mel-Em9, Mel-Em10, Me2-Em3, Me2-Em4 SRAP primerlerinin
taramada kullanilan 6 Kaman cevizi genotipindeki amplifikasyonu (1.
Kaman-1, 2.FUA-K1-6, 3. Tohum-K1-5, 4. Kaman-5, 5. FUB-K5-5, 6.
Tohum-K5-8, MA: molekiiler agirlik.
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PCR reaksiyonu 25 ul’de yapilmistir. Buna gore, amplifikasyon reaksiyonu
75 mM Tris-HCI, pH=8.8, 20 mM (NH4),SO4 2 mM MgCl,, 0.1% Tween 20, 100
uM dATP, 100 uM dTTP, 100 uM dGTP, 100 uM dCTP, 0.2 uM primer, 1.0 unite
Taq DNA polymerase ve 10 ng DNA igermistir. Ileri primerler primerlerin DNA’ya
yapisma (annealing) sicakhig1 ilk 5 déngiide 35 °C geri kalan 30 dongiide ise 50 °C
olarak ayarlanmustir. Toplam 35 déngii boyunca 6rnekler 94 °C’de 1 dk ve 72 °C’de
2 dk tutulmustur.

SRAP analizleri sonucunda elde edilen PCR iiriinleri 0.5 x TBE tampon
cozeltisinde (89 mM Tris-Cl, 89 mM borik asit, 20 mM EDTA) %?2’lik agaroz jelde
kosularak etidiyum bromit ile boyanmis ve UV altinda fotograflari ¢ekilmistir.

Elde edilen DNA bantlarinin biiyiikliiklerinin belirlenmesinde A DNA’nin
EcoRI ve Hindlll kesim enzimleri ile hazirlanmis olan DNA’s1 kullanilmistir. Bu
DNA’da bant biiyiikliikleri sirasiyla 564, 831, 947, 1375, 1584, 1904, 2027, 3520 bg
seklindedir.

3.2.6. Primerlerin Polimorfizm Oranlarinin ve Bilgi I¢eriklerinin Belirlenmesi

Calismada kullanilan ISSR ve SRAP primerlerinin polimorfizm oranlari
(PO), primerlerden elde edilen polimorfik bant sayilarinin, toplam bant sayisina
boliiniip 100 ile carpilmasi ile bulunmustur.

Polimorfizm bilgi igeriklerinin (PBI) belirlenmesinde ise éncelikle ¢alismada
polimorfik bantlarda toplam var (1) ve yok (0) olan bant sayilar1 belirlenmis olup bu
bantlarin frekanslari ayr1 ayr1 hesaplanmis ve Smith ve ark.mn (1997)
gelistirdikleri yontemle primerlerin polimorfizm bilgi icerikleri (PBI) asagidaki
formiile gore hesaplanmistir. Formiilde yer alan Pi, i bandinin frekansini temsil
etmektedir.

PBi=1-XPi’
3.2.7. Primerlerin Ayirma Giiclerinin Belirlenmesi

Calismada kullanilan primerlerin ayirma giicleri Prevost ve Wilkinson

(1999) tarafindan gelistirilen yonteme gore asagidaki formiil esas alinarak
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hesaplanmistir. Formiilde bulunan “p”, “I”” bandinin toplam ceviz genotipindeki orani
temsil etmektedir.
Ayirma giicii =X Ib
Ib=1-2x]05-p]|)

3.2.8. Ceviz Genotipleri Arasindaki Genetik iliskilerin Belirlenmesi

SRAP ve ISSR amplifikasyon firiinleri var (1) yada yok (0) seklinde
degerlendirilmis ve elde edilen veriler NTSYSpc 2.11V (Rohlf, 2004) bilgisayar
paket programinda analiz edilmistir. Sonu¢ olarak analiz edilen genotiplerin
birbirlerinin aynis1t m1 yoksa birbirlerinden farkli m1 olduklar1 belirlenmistir. Farkl
olan bireylerin de birbirlerinden ne kadar farkli olduklar1 aralarindaki genetik
benzerligin hesaplanmasiyla bulunmustur. Ayrica ayn1 paket programlari
kullanilarak soyagaclari da elde edilmistir. Genetik benzerlik indeksi Jaccard’a gore
hesaplanmis olup, soyagacinin elde edilmesinde UPGMA (Unweighted Pair Group
Method with Arithmetic Average) yontemi kullanilmistir. Her iki markor
yonteminden elde edilen veriler ayr1 ayri degerlendirildigi gibi birlikte de
degerlendirilmis olup, Mantel kofenetik korelasyon testi (Mantel, 1967) yapilarak
her iki yontemden elde edilen benzerlik indeksleri arasindaki korelasyonlar

hesaplanmustir.
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4. BULGULAR ve TARTISMA

4.1. Cevizlerde Apomiksisin Ticari Olarak Uretimi Yapilan Fidanlarda

Belirlenmesi
4.1.1. Kaman-1

FidanciA ve FidanciB’den alinan Kaman-1 ¢dgiirlerinde daha dnce cevizde
Dogan (2006) tarafindan yapilmis olan calismada polimorfik oldugu belirlenen 15
ISSR primeri uygulanmis olup, UBC853 no’lu primerinin kullanilmasi ile elde edilen

bir jelin goriintiisii Sekil 4.1°de verilmistir.

—
—
—

Sekil 4.1. FidanciA ve FidanciB’den alinan 19 adet Kaman-1 ceviz ¢ogiiriinde UBC
853 no’lu ISSR primerinin amplifikasyon {irlinleri. Sirasi ile cesit ve
genotiplerin isim listesi, (1. FUA-K1-1, 2. FUA-K1-2, 3. FUA-K1-3, 4.
FUA-K1-4, 5. FUA-K1-5, 6. FUA-K1-6, 7. FUA-K1-7, 8. FUA-K1-8, 9.
FUA-K1-9, 10. FUA-K1-10, 11. FUB-K1-1, 12. FUB-K1-2, 13. FUB-K1-
3, 14. FUB-K1-4, 15. FUB-K1-5, 16. FUB-K1-6, 17. FUB-K1-7, 18. FUB-
K1-8, 19. Kaman-1) MA: molekiiler agirlik.

Sekil 4.1°e bakildiginda, ISSR UBC 853 no’lu primerinin 19 adet Kaman-1
ceviz genotipi ile yapilan PCR amplifikasyonu sonucu olusan {iriinlerin
elektroforezde kosturulup UV 15181 altinda ¢ekilen jel resminde toplam 7 adet bandin
5’inin polimorfik oldugu ve bu polimorfik bantlarin biiytikliiklerinin 570—1400 bg
arasinda degistigi belirlenmistir.

SRAP tekniginde yapilan taramalar sonucunda en polimorfik oldugu
belirlenen 10 primer ¢ifti FidanciA ve FidanciB’den alinan 18 adet Kaman-1

genotipine uygulanmis ve bu genotipler arasindaki genetik iliski tespit edilmistir.

23



4. BULGULAR ve TARTISMA Serkan AKCAN

Ornek olarak Me3-Em9 primer ciftinin Kaman-1 genotiplerindeki amplifikasyonu

sonucu elde edilen iirtinlerin gosterildigi jel gortintiisii Sekil 4.2.’de verilmistir.

1 2 3 4 5 6 7 8 MA 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19

Sekil 4.2. FidanciA ve FidanciB’den alinan 19 adet Kaman-1 ceviz ¢ogiliriinde SRAP
Me3-Em9 primer c¢iftinin amplifikasyon iriinleri. Sirasi ile cesit ve
genotiplerin isim listesi, (1. FUA-K1-1, 2. FUA-K1-2, 3. FUA-K1-3, 4.
FUA-K1-4, 5. FUA-K1-5, 6. FUA-K1-6, 7. FUA-K1-7, 8. FUA-K1-8, 9.
FUA-K1-9, 10. FUA-K1-10, 11. FUB-K1-1, 12. FUB-K1-2, 13. FUB-K1-
3, 14. FUB-K1-4, 15. FUB-K1-5, 16. FUB-K1-6, 17. FUB-K1-7, 18. FUB-
K1-8,19. Kaman-1 ) MA: molekiiler agirlik.

Sekil 4.2 incelendiginde, Me3-Em9 primer c¢iftinin 19 adet Kaman-1 ceviz
genotipi ile yapilan PCR amplifikasyonu sonucu olusan iriinlerin elektroforezde
kosturulup UV 15181 altinda ¢ekilen jel resminde toplam 8 adet bandin 4’iiniin
polimorfik oldugu ve bu polimorfik bantlarin biiytikliiklerinin 100-750 b¢ arasinda
degisim gosterdigi belirlenmistir.

ISSR analizlerinde kullanilan primerlerin FidanciA ve FidanciB’den alinan
cogiirlerde toplam bant sayilar1 (TBS), polimorfik bant sayilar1 (PBS), polimorfizm
oram1 (PO), ayirma giicii (AG) ve primerlerin polimorfizm bilgi igerikleri (PBI)
degerleri Cizelge 4.1 ve Cizelge 4.2°de verilmistir.

A firmasindan alinan Kaman-1 c¢ogiirlerine 15 adet ISSR primerinin
uygulanmasi sonucunda toplam 104 bant elde edilmis olup, 50 tanesinin polimorfik

oldugu goriilmistiir. Primerlerden ortalama 6.9 tane bant elde edilmistir.

Polimorfizm orani ise %47.3 olarak tespit edilmistir. En diisiik polimorfizm oran
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(%16.7) UBC 810 no’lu primerden elde edilirken, en yiiksek polimorfizm oram
(%87.5) UBC 826 no’lu primerden elde edilmistir.

Cizelge 4.1. ISSR primerlerinin FidanciA’dan alinan Kaman-1 (FUA-K1)
genotiplerinde PCR amplifikasyonu sonucu elde edilen toplam bant
sayilart (TBS), polimorfik bant sayilar1 (PBS), polimorfizm oram
(PO), polimorfizm bilgi igerigi (PBI) ve ayirma giicii (AG) degerleri.

No Primer TBS PBS PO (%) PBI AG
1 UBC 808 9 5 55.56 0.60 1.13
2 UBC 810 6 1 16.67 0.97 0.36
3 UBC 811 7 4 57.14 0.73 0.82
4 UBC 814 8 3 37.50 0.93 0.55
5 UBC 815 8 3 37.50 0.89 0.55
6 UBC 823 7 2 28.57 0.69 1.09
7 UBC 826 8 7 87.50 0.68 0.94
8 UBC 829 7 3 42.86 0.85 0.67
9 UBC 834 8 4 50.00 0.60 1.18
10 UBC 846 8 4 50.00 0.61 1.14
11 UBC 853 6 5 83.33 0.56 1.24
12 UBC 854 5 2 40.00 0.78 0.82
13 UBC 855 8 3 37.50 0.62 1.03
14 UBC 856 5 3 60.00 0.53 1.33
15 UBC 858 4 1 25.00 0.60 1.27

Toplam 104 50 - 10.64 14.11
Ortalama 6.93 3.33 47.28 0.71 0.94

A firmasindan alman Kaman-1 genotiplerinde ortalama polimorfizm bilgi
icerigi degeri 0.71 olarak belirlenmis olup, en yiiksek (0.97) polimorfizm bilgi igerigi
degeri UBC 810 no’lu, en diisiik (0.53) polimorfizm bilgi icerigi degeri ise UBC 856
no’lu primerden elde edilmistir. Primerlerin ayirma giigleri (AG) incelendiginde;
toplam ayirma giicii degeri 14.11 olarak bulunmus olup, en yiiksek (1.33) ayirma
giicli degeri UBC 856 no’lu primerden elde edilirken, en diisiik (0.36) ayirma giicii
degeri UBC 810 no’lu primerden elde edilmistir.

B firmasindan alinan Kaman-1 fidanlarinda ise toplam 109 bant elde edilmis
ve 59 tanesinin polimorfik oldugu belirlenmistir. Primerler ortalama 7.2 tane bant
vermistir. En diisiik polimorfizm oram1 (%25) UBC 858 no’lu primerden elde
edilirken, en yiiksek polimorfizm oram (%75) UBC 834 no’lu primerden elde

edilmistir.
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Cizelge 4.2. ISSR primerlerinin FidanciB’den alinan Kaman-1 (FUB-K1)
genotiplerinde PCR amplifikasyonu sonucu elde edilen toplam bant
sayilart (TBS), polimorfik bant sayilar1 (PBS), polimorfizm oram
(PO), polimorfizm bilgi igerigi (PBI) ve ayirma giicii (AG) degerleri.

No Primer TBS PBS PO PBI AG
1 UBC 808 10 7 70.00 0.63 1.02
2 UBC 810 7 2 28.57 0.82 0.78
3 UBC 811 8 5 62.50 0.67 1.02
4 UBC 814 8 4 50.00 0.85 0.72
5 UBC 815 8 5 62.50 0.61 1.16
6 UBC 823 7 3 42.86 0.40 1.16
7 UBC 826 7 5 71.43 0.79 0.84
8 UBC 829 8 4 50.00 0.81 0.72
9 UBC 834 8 6 75.00 0.38 1.52
10 UBC 846 8 4 50.00 0.60 1.11
11 UBC 853 7 5 71.43 0.82 0.71
12 UBC 854 5 2 40.00 0.51 1.33
13 UBC 855 9 4 44.44 0.78 0.89
14 UBC 856 5 2 40.00 0.82 0.78
15 UBC 858 4 1 25.00 0.69 1.11

Toplam 109 59 - 10.18 14.88
Ortalama 7.27 3.93 52.25 0.68 0.99

B firmasindan alinan Kaman-1 genotiplerinde ise ortalama polimorfizm bilgi
igcerigi degeri 0.68 olarak bulunmustur. En yiiksek (0.85) polimorfizm bilgi igerigi
degeri UBC 814 no’lu primerden elde edilirken, en diisiik (0.38) polimorfizm bilgi
icerigi UBC 834 no’lu primerden elde edilmistir. Primerlerin ayirma giiclerine
bakildiginda, toplam ayirma giicii degeri 14.88 olarak tespit edilmistir. En yiiksek
(1.52) ayirma giicli degeri UBC 834 no’lu primerden elde edilmis olup, en diisiik
(0.71) ayirma giicii degeri ise UBC 853 no’lu primerden elde edilmistir.

SRAP analizlerinde A ve B fidan iireticisinden alinan Kaman-1 genotiplerine
ait verilerin degerlendirilmesi sonucunda elde edilen toplam bant sayilar1 (TBS),
polimorfik bant sayilart (PBS), polimorfizm orani (PO), ayirma giicii (AG) ve
primerlerin polimorfizm bilgi icerikleri (PBI) degerleri Cizelge 4.3 ve Cizelge 4.4’de
verilmistir.

A firmasindan alinan Kaman-1 fidanlarina 10 adet SRAP primer ¢iftinin
uygulanmasi sonucunda toplam 88 bant elde edilmis olup, 40 tanesinin polimorfik

oldugu goriilmiistiir. Polimorfizm orani ise %44.9 olarak tespit edilmistir. En yiiksek
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polimorfizm orani (%77.8) Mel0-Em12 no’lu primer c¢iftinden elde edilirken, en
diisiik polimorfizm (%20) Me3-Em10 no’lu primer ciftinden elde edilmistir. Primer
basina ortalama 4 polimorfik bant elde edilmistir. B firmasindan alinan Kaman-1
fidanlarinda ise toplam 89 bant elde edilmis ve 43 tanesinin polimorfik oldugu
goriilmiistiir. Polimorfizm oram1 ise %47.7 olarak belirlenmistir. En diisiik
polimorfizm orani (%20) Me3-Em10 no’lu primer ¢iftinden elde edilirken, en yiiksek
polimorfizm orani (%66.7) Mel-Em10 ve Me3-Em13 no’lu primer ¢iftlerinden elde

edilmistir. Primer basina ise ortalama 4.3 polimorfik bant elde edilmistir.

Cizelge 4.3. SRAP primer ciftlerinin FidanciA’dan alman Kaman-1 (FUA-K1)
genotiplerinde PCR amplifikasyonu sonucu elde edilen toplam bant
sayilar1 (TBS), polimorfik bant sayilar1 (PBS), polimorfizm orani (PO),
polimorfizm bilgi icerigi (PBI) ve ayirma giicii (AG) degerleri.

Primer TBS PBS PO (%) PBI AG
Me1-Em10 7 3 42.86 0.97 0.36
Me2-Em1 12 5 41.67 0.78 0.79
Me3-Em1 10 5 50.00 0.45 1.35
Me3-Em2 12 6 50.00 0.67 1.00
Me3-Em3 9 3 33.33 0.97 0.30
Me3-Em4 9 2 22.22 0.73 0.82
Me6-Em9 9 4 44.44 0.76 0.82
Me3-Em10 5 1 20.00 0.47 1.45
Me3-Em13 6 4 66.67 0.81 0.77

Me10-Em12 9 7 77.78 0.58 1.22

Toplam 88 40 - 719 8.89

Ortalama 8.80 4 44.90 0.72 0.89

A firmasindan alinan Kaman-1 genotiplerinde toplam 40 polimorfik bant
olugsmus olup, en yiiksek polimorfizm orani (%77.8) Mel0-Em12 primer ¢iftinden
elde edilirken, en diisiik polimorfizm oran1 (% 22.2) Me3-Em4 primer ¢iftinden elde
edilmistir. En fazla polimorfik bant {lireten primer c¢ifti Mel0-Em12 olarak tespit
edilirken, Me3-Em10 primer ¢ifti ise yalnizca bir tane polimorfik bant vermistir.
Tiim primer ciftlerinin ortalama polimorfizm orani ise %44.9 olarak belirlenmistir.
Ortalama polimorfizm bilgi icerigi degeri 0.72 olarak belirlenmis olup, en yiiksek
(0.97) polimorfizm bilgi igerigi degeri Me3-Em3 no’lu primer ¢iftinden, en diisiik
(0.45) polimorfizm bilgi icerigi degeri ise Me3-Em1 no’lu primer ciftinden elde

edilmistir. Primerlerin ayirma giicleri (AG) incelendiginde; toplam ayirma giicli

27



4. BULGULAR ve TARTISMA Serkan AKCAN

degeri 8.89 olarak bulunmus olup, en yiiksek (1.44) ayirma giicli degeri Me3-Em10
no’lu primer ¢iftinden elde edilirken, en diisiik (0.30) ayirma giicli degeri Me3-Em3

no’lu primer ¢iftinden elde edilmistir.

Cizelge 4.4. SRAP primer giftlerinin FidanciB’den alinan Kaman-1 (FUB-K1)
genotiplerinde PCR amplifikasyonu sonucu elde edilen toplam bant
sayilar1 (TBS), polimorfik bant sayilar1 (PBS), polimorfizm oram (PO),
polimorfizm bilgi icerigi (PBI) ve ayirma giicii (AG) degerleri.

Primer TBS PBS PO (%) PBI AG
Me1-Em10 9 6 66.67 0.84 0.59
Me2-Em1 12 6 50.00 0.71 1.00
Me3-Em1 10 5 50.00 0.51 1.33
Me3-Em2 10 5 50.00 0.52 1.33
Me3-Em3 10 4 40.00 0.94 0.44
Me3-Em4 9 2 22.22 0.45 1.44
Me6-Em9 9 5 55.56 0.67 1.11
Me3-Em10 5 1 20.00 0.56 1.33
Me3-Em13 6 4 66.67 0.71 1.06
Me10-Em12 9 5 55.56 0.47 1.33
Toplam 89 43 - 6.37 10.99
Ortalama 8.90 4.30 47.67 0.64 1.10

B firmasindan alinan Kaman-1 genotiplerinden ise toplam 89 bant elde
edilmis olup, bunlarin 43 tanesinin polimorfik oldugu goriilmiis dolayisiyla ortalama
polimorfizm orant % 47.7 olarak belirlenmistir. En fazla bant {ireten primer cifti (12
adet) Me2-Em1 olurken, polimorfik bant bakimindan en az bant iireten primer ¢ifti (1
adet) ve en diisiik polimorfizm (%?20) oranina sahip primer ¢ifti yine Me3-Em10
olmustur.

Ortalama polimorfizm bilgi igerigi degeri 0.64 olarak belirlenmistir. En
yiiksek (0.94) polimorfizm bilgi igerigi degeri Me3-Em3 no’lu primer ¢iftinden elde
edilirken, en diisiik (0.45) polimorfizm bilgi i¢erigi Me3-Em4 no’lu primer ¢iftinden
elde edilmistir. SRAP primer ciftlerinin ayirma giigleri incelendiginde, toplam
ayirma giicii degeri 10.99 olarak bulunmustur. En yiiksek (1.44) ayirma giicii degeri
Me3-Em4 no’lu primer ¢iftinden elde edilmis olup, en diisiik (0.44) ayirma giicii
degeri ise Me3-Em3 no’lu primerden elde edilmistir.

A fidan fireticisinden alinan 10 adet ¢ogiire uygulanan ISSR analizleri

sonucunda ¢ogiirler birbirlerinden ve Kaman-1 genotipinden genetik olarak farkl
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bulunmustur. A fidancisindan alinan ¢ogiirlere uygulanan ISSR, SRAP ve her iki
yontemden (ISSR+SRAP) elde edilen verilerin birlikte degerlendirmesi sonucu
ortaya ¢ikan genetik benzerlik indeksleri Cizelge 4.5, Cizelge 4.6 ve Cizelge 4.7°de

verilmigtir.

Cizelge 4.5. FidanciA’dan alinan Kaman-1 genotipinin ¢ogiirlerinde ISSR analizleri
sonucu elde edilen ve Jaccard’a goére hesaplanan genetik benzerlik
indeksleri.

Al A2 A3 A4 A5 A6 A7 A8 A9 A10
A2 0.85 -
A3 0.78 | 0.73 -
A4 0.84 | 0.82 | 0.82 -
A5 0.76 | 0.72 ]| 0.78 | 0.77 -
A6 0.74 1 0.74] 0.76 | 0.79 | 0.83 -
A7 0.78 | 0.76 | 0.74 | 0.77 | 0.75 | 0.76 -
A8 0.78 | 0.77] 0.78 | 0.86 | 0.78 | 0.74 | 0.76 -
A9 0.75 | 0.76 | 0.81 | 0.81 | 0.81 | 0.85 | 0.77 | 0.80 -
A10 0.79 |0.79] 0.75 | 0.80 | 0.78 | 0.78 | 0.75 | 0.79 | 0.78 -

Kaman-1] 0.84 | 0.78 | 0.78 | 0.81 | 0.79 | 0.78 | 0.78 | 0.82 | 0.77 | 0.78

Cizelge 4.6. FidanciA’dan alinan Kaman-1 genotipinin ¢ogiirlerinde SRAP analizleri
sonucu elde edilen ve Jaccard’a gore hesaplanan genetik benzerlik
indeksleri.

Al A2 A3 A4 A5 A6 A7 A8 A9 A10
A2 0.78 |-
A3 0.76 | 0.72 | -
A4 0.82 083|078 |-
A5 073 084079 |0.83 |-
A6 075 081,084 082 [091 |-
A7 079 077,083 |0.86 [0.82 |081 |-
A8 074 075|085 |0.79 [0.80 |0.77 |0.83 |-
A9 079 080|080 |0.79 |0.80 |0.77 |0.78 |0.81 |-
A10 074 077080 |081 |077 |074 |0.77 |0.85 |[0.82 |-

Kaman-1/ 0.77 080|085 |084 |0.82 |0.79 086 |0.86 |0.86 |0.85

Genetik benzerlik indeksleri 0.72 ile 0.86 arasinda degismistir. UPMGA
analizleri sonuglarina gore genotipler 2 ana gruba ayrilmistir. Birinci grupta Kaman-
1 genotipi ile birlikte 6 genotip bulunurken ikinci grupta 5 genotip yer almistir.
Kaman-1’e en yakin genotip FUA-K1-1 olurken, dendrogramda birbirine en yakin
iki ¢ogiiriin FUA-K1-4 ile FUA-K1-8’in (0.86) oldugu belirlenmistir. En uzak iki
¢ogiir ise FUA-K1-2 ile FUA-K1-5 (0.72) olmustur (Sekil 4.3).

29



4. BULGULAR ve TARTISMA Serkan AKCAN

Cizelge 4.7. FidanciA’dan alinan Kaman-1 genotipinin ¢ogiirlerinde ISSR ve SRAP
analizleri sonucu elde edilen ve Jaccard’a gdre hesaplanan genetik
benzerlik indeksleri.

Al A2 A3 A4 A5 A6 A7 A8 A9 A10
A2 0.82 -
A3 0.77 | 0.72 -
A4 0.83 | 0.83 | 0.80 -
A5 0.75 | 0.77 | 0.78 | 0.80 -
A6 0.74 |0.77| 0.79 | 0.81 | 0.87 -
A7 0.78 |0.77| 0.78 | 0.81 | 0.78 | 0.78 -
A8 0.76 |0.76| 0.81 | 0.83 | 0.79 | 0.75 | 0.79 -
A9 0.77 |0.78| 0.81 | 0.80 | 0.80 | 0.81 | 0.78 | 0.80 -
A10 0.76 |0.78 | 0.77 | 0.80 | 0.77 | 0.76 | 0.76 | 0.82 | 0.80 -

Kaman-1] 0.81 |0.79] 081 | 0.83 | 0.81 | 0.78 | 0.81 | 0.84 | 0.81 | 0.81

| FUA-K1-4

! FUA-K1-8
FUA-K1-2

FUA-K1-3
FUA-K1-7
FUA-K1-5

—— FUA-K1-6
L FOAK1-9

FUA-K1-10

0,77 0,79 0,82 0,84 0,87

Sekil 4.3. A fidan iireticisinden alinan ¢ogiirlere ISSR tekniginin uygulanmasi
sonucu UPMGA analizi ile elde edilen soyagaci.

A fidan iireticisinden alman 10 adet ¢ogiire uygulanan SRAP teknigi ile elde
edilen verilerden yapilan UPMGA analizleri sonuglarina gore genel olarak 2 ana
gruba ayrilmistir. Birinci grupta 5 genotip bulunurken ikinci grupta Kaman-1
genotipi dahil olmak iizere yine 5 genotip yer almistir. FUA-K1-1 no’lu genotip ise
bu iki grubun disinda yer almistir. Birbirine en yakin ¢dgiirler FUA-K1-5 ile FUA-
K1-6 (0.91) bulunurken, FUA-K1-2 ile FUA-K1-3 (0.72) no’lu ¢dgiirler birbirine en
uzak olarak belirlenmistir. Kaman-1 genotipine en yakin ¢ogiir ise FUA-K1-8
olmustur (Sekil 4.4).

A fidan {ireticisinden alinan 10 adet fidan ¢Ogiiriine uygulanan SRAP ve

ISSR tekniklerinden elde edilen verilerin birlikte degerlendirildigi UPMGA
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analizleri sonuclarina gore, ¢ogiirler genel olarak 2 ana gruba ayrilmistir. Birinci
grupta Kaman-1 genotipi dahil olmak iizere 6 genotip bulunurken, ikinci grupta ise 5
genotip yer almistir. Kaman-1 genotipine en yakin ¢ogiir FUA-K1-4 (0.84) olmustur.
Birbirine en yakin ¢ogiirler FUA-K1-1 ile FUA-K1-4 (0.83) bulunurken, FUA-K1-2
ile FUA-K1-3 (0.72) no’lu ¢dgiirlerin birbirlerine en uzak olduklar1 belirlenmistir
(Sekil 4.5).

FUA-K1-1
FUA-K1-2
| FUA-K1-5

! FUA-K1-6
l FUA-K1-4

FUA-K1-7
FUA-K1-3

KAMAN-1
—

FUA-K1-8
FUA-K1-10

FUA-K1-9

r T T T T T T T T T T T T T T T T T T T ]

0,77 0,81 0,84 0,88 0,91

Sekil 4.4. A fidan iireticisinden alinan ¢égiirlere SRAP tekniginin uygulanmasi
sonucu UPMGA analizi ile elde edilen soyagaci.

FUA-K1-1

FUA-K1-4
FUA-K1-2
FUA-K1-7
, FUA-K1-8
\ KAMAN-1
FQA-K1-3

FUA-K1-
| FUA-K1-5

'FUAK1-6
FUA-K1-10

r T T T T T

0.79 0,81‘ - ‘0,5;3 - ‘0.é5 - ‘0.‘87
Sekil 4.5. A fidan {ireticisinden alinan ¢dgiirlere ISSR ve SRAP tekniklerinden elde
edilen verilerin birlikte degerlendirilmesi sonucu UPMGA analizi ile elde

edilen soyagaci.

B fidan iireticisinden alman 8 adet ¢ogiire uygulanan ISSR analizleri

sonucunda genetik benzerlik indeksleri 0.69 ile 0.81 arasinda degismistir. UPMGA
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analizleri sonuclarina gore, genotipler 2 ana gruba ayrilmistir. Birinci grupta 4
genotip bulunurken, ikinci grupta Kaman-1 genotipi ile birlikte 5 ¢6giir yer almastir.
Kaman-1 genotipine en yakim (0.76) FUB-K1-5 ¢ogiirii olurken, FUB-K1-1 ¢ogiirii
ise en uzak (0.70) genotip olarak belirlenmistir. Gruplarda en yakin ¢dgiirler FUB-
K1-5 ile FUB-K1-7 (0.81) olurken en uzak ¢dgiirler FUB-K1-3 ile FUB-K1-6 (0.69)
olmustur. UPMGA analizleri sonucunda elde edilen soyagaci Sekil 4.6’de

verilmigtir.

FUB-K1-1

FUB-K1-4
— FUB-K1-8
FUB-K1-6
FUB-K1-2

FUB-K1-5
FUB-K1-7
KAMAN-1
FUB-K1-3

0,73 0,75 0,77 0,79 0,82

Sekil 4.6. B fidan iireticisinden alinan ¢ogiirlere ISSR tekniginin uygulanmasi
sonucu UPMGA analizi ile elde edilen soyagaci.

B fidan {reticisinden alinan 8 adet ¢Ogiire uygulanan ISSR analizleri
sonucunda ¢ogiirler birbirlerinden ve Kaman-1 genotipinden DNA seviyesinde farkli
bulunmus olup, c¢ogiirlere test edilen ISSR, SRAP ve her iki yontemden
(ISSR+SRAP) elde edilen verilerin birlikte degerlendirmesi sonucu ortaya cikan
genetik benzerlik indeksleri Cizelge 4.8, Cizelge 4.9 ve Cizelge 4.10°da verilmistir.

Cizelge 4.8. FidanciB’den alinan Kaman-1 genotipinin ¢ogiirlerinde ISSR analizleri
sonucu elde edilen ve Jaccard’a gore hesaplanan genetik benzerlik
indeksleri.

A1l A12 A13 | A14 | A15 | A16 | A17 | A18
A12 0.71 -
A13 0.69 | 0.72 -
A14 0.75 | 0.71 0.73 -
A15 076 | 0.75 | 0.73 | 0.74 -
A16 072 ] 0.75 | 069 | 0.71 | 0.74 -
A17 073 ] 078 | 0.77 | 0.75 | 0.81 | 0.73 -
A18 0.76 | 0.70 | 068 | 0.78 | 0.75 | 0.76 | 0.72 -

Kaman-1 | 0.70 | 075 | 0.71 | 0.73 | 0.76 | 0.73 | 0.72 | 0.73
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Cizelge 4.9. FidanciB’den alinan Kaman-1 genotipinin ¢ogiirlerinde SRAP analizleri
sonucu elde edilen ve Jaccard’a gore hesaplanan genetik benzerlik
indeksleri.

A1l A12 A13 | A14 | A15 | Al6 | A17 | A18
A12 0.77 -
A13 0.80 | 0.76 -
A14 0.78 | 0.74 | 0.79 -
A15 0.84 | 0.77 | 0.73 | 0.78 -
A16 0.80 | 0.80 | 0.78 | 0.74 | 0.77 -
A17 0.70 | 0.77 | 0.75 | 0.71 | 0.76 | 0.82 -
A18 073 | 0.77 | 0.73 | 0.69 | 0.77 | 0.77 | 0.79 -

Kaman-1 | 0.85 | 0.76 | 0.78 | 0.79 | 0.80 | 0.76 | 0.75 | 0.75

Cizelge 4.10. FidanciB’den alinan Kaman-1 genotipinin ¢ogiirlerinde ISSR ve SRAP
analizleri sonucu elde edilen ve Jaccard’a gore hesaplanan genetik
benzerlik indeksleri.

Al A12 | A13 | A14 | A15 | A16 | A17 | A18
A12 0.74 -
A13 0.74 | 0.74 -
Al4 0.77 | 0.72 | 0.76 -
A15 0.79 | 0.76 | 0.73 | 0.76 -
A16 0.75 | 0.77 | 0.73 | 0.72 | 0.75 -
A17 0.72 | 0.78 | 0.76 | 0.73 | 0.79 | 0.77 -
A18 0.75 | 073 | 0.71 | 0.74 | 0.76 | 0.77 | 0.75 -

Kaman-1 | 0.77 | 0.75 | 0.75 | 0.76 | 0.78 | 0.75 | 0.73 | 0.74

B fidan {ireticisinden alinan 8 adet ¢ogiire uygulanan SRAP teknigi ile elde
edilen verilerden yapilan UPMGA analizleri sonuglarina gore 2 ana grup olusmustur.
Birinci grupta Kaman-1 genotipi dahil olmak iizere 5 genotip bulunurken, ikinci
grupta ise 4 genotip yer almistir. Birbirine en yakin ¢ogiirler FUB-K1-1 ile FUB-K1-
5 (0.84) bulunurken, FUB-K1-4 ile FUB-K1-8 (0.69) no’lu ¢dgiirler birbirine en
uzak olarak belirlenmistir (Sekil 4.7). Kaman-1 genotipine en yakin ¢ogiir ise FUB-
K1-1 (0.85) olmustur.

B fidan iireticisinden alinan 8 adet ¢ogiire uygulanan ISSR ve SRAP teknigi
ile elde edilen verilerin birlikte degerlendirilmesi ile yapilan UPMGA analizleri
sonuclarina gore 2 grup ortaya ¢ikmistir. Birinci grupta 4 genotip bulunurken ikinci
grupta Kaman-1 genotipi dahil olmak tlizere 5 genotip yer almistir. Kaman-1
genotipine en yakim ¢ogiir (0.78) FUB-K1-5 olurken, FUB-K1-7 no’lu ¢giir ise en
uzak olarak saptanmustir. Birbirine en yakin ¢ogiirler FUB-K1-5 ile FUB-K1-7 (0.79)
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bulunurken, FUB-K1-3 ile FUB-K1-8 (0.71) no’lu ¢dgiirler birbirine en uzak olarak
belirlenmistir (Sekil 4.8).

| FUB-K1-1
| KAMAN-1
FUB-K1-5
FUB-K1-4
FUB-K1-3

FUB-K1-2
| FUB-K1-6
FUB-K1-7
FUB-K1-8

0.75 0.78 0.80 0.83 0.85

Sekil 4.7. B fidan iireticisinden alinan ¢ogiirlere SRAP tekniginin uygulanmasi
sonucu UPMGA analizi ile elde edilen soyagaci.

FUB-K1-1
FUB-K1-4
— KAMAN-1

FUB-K1-3
FUB-K1-2

FUB-K1-5
FUB-K1-7

FUB-K1-6
FUB-K1-8

0.75 0.76 0.77 0.79 0.80

Sekil 4.8. B fidan iireticisinden alinan ¢ogiirlere ISSR ve SRAP tekniklerden elde
edilen verilerin birlikte degerlendirilmesi sonucu UPMGA analizi ile elde
edilen soyagaci.

A ve B firmasindan alinan Kaman-1 ve Kaman 5 genotiplerine ait ISSR
analizlerinde toplam 391 bant elde edilmis olup bunlarin 199 tanesinin polimorfik
oldugu goriilmiistiir. Polimorfizm oran1 ortalama %48.8 olarak bulunmustur.
Polimorfizm bilgi icerikleri (PBI) ortalamas1 0.67 olarak tespit edilirken, ayirma
giicii (AG) toplamlar1 ortalama 15.29 olarak saptanmustir.

Potter ve ark. (2002) tarafindan yapilan calismada; 8 ISSR primerinin 48
ceviz ¢esidinde amplifikasyonu sonucu 54 bant elde edilmis ve bunlarin 31 tanesinin

(%57) polimorfik oldugu belirlenmistir. Dogan (2006) tarafindan yapilan ¢alismada
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ise 25 ISSR primerinin 62 ceviz ¢esidine amplifikasyonu sonucunda toplam 181 adet
bant elde edilmis bunlardan 129 adedinin polimorfik oldugu goriilmistiir.
Polimorfizm orant %71.27 bulunurken, ayirma giicii degeri (AG) toplam1 ise 27.69
olarak belirlenmistir.

Bu calismada elde edilen ISSR verileri Potter ve ark. (2002) ve Dogan’in
(2006) calisma sonuglarma goére daha diisiik bulunmustur. Bu durum secilen
genotiplerin birbirine daha yakin akraba olmasindan kaynaklanmaktadir. Ayrica bu
calismada elde edilen ayirma giicii degeri Dogan ve ark. (2006) elde ettikleri
sonuclardan 2 kat daha diisiik bulunmustur. Bu durum Kaman cevizlerinin kendi
aralarindaki varyasyonunun daha diisiik oldugunu gostermektedir.

Ayrica SRAP molekiiler markoér teknigi cevizde ilk defa uygulanmasi
bakimindan Kaman-1 c¢ogiirlerinin DNA seviyeinde ayirt edilmesinde etkili bir
yontem olmustur. Bu sonu¢ da cevizde SRAP tekniginin genetik olarak birbirlerine
benzer genotiplerin ayirt edilmesinde kullanilabilecegini gostermektedir.

Elde edilen bu sonuglara gore, iki farkli fidan iireticisinden alinan Kaman-
I’in tohumundan ¢ikmis ¢ogiirlerde yapilan ISSR ve SRAP analizleri sonucunda
Kaman-1 tohumundan ¢ikmis bireylerde genis bir varyasyonun oldugu ve asilamadan
bu sekilde kurulacak bahgelerden elde edilecek meyvelerde de genis bir varyasyon
olacag1 agiktir. Sonug¢ olarak Kaman-1 genotipi ile ceviz bahgesi kurulmasi
istenildiginde mutlaka asili fidanla kurulmasi zorunludur. Bu durum da Kaman-1

genotipinin apomiktik meyve tiretmedigini gostermektedir.

4.1.2. Kaman-5

Dogan ve ark. (2006) tarafindan daha Once yapilmis olan c¢alismada
belirlenen polimorfik primerlerden 15 tanesi FidanciA ve FidanciB’den alinan 22
Kaman-5 ¢ogiirtine uygulanmis olup, UBC 826 no’lu primerin iiretmis oldugu
bantlar Sekil 4.9°de verilmistir.

Sekil 4.9’a bakildiginda UBC 826 no’lu primerin 23 adet Kaman-5 ceviz
genotipi ile yapilan PCR amplifikasyonu sonucu olusan 8 adet banttan 4’iiniin
polimorfik oldugu ve bu polimorfik bantlarin biiyiikliiklerinin 550-1200 bg arasinda
degistigi gorilmektedir.
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Sekil 4.9. FidanciA ve FidanciB’den alinan 22 adet Kaman-5 ¢6giiriinde UBC 814
no’lu ISSR primerinin amplifikasyonu. Sirasi ile ¢esit ve genotiplerin isim
listesi: 1. FUA-K5-1, 2. FUA-K5-2, 3. FUA-K5-3, 4. FUA-K5-4, 5. FUA-
K5-5, 6. FUA-K5-6, 7. FUA-K5-7, 8. FUA-K5-8, 9. FUA-K5-9, 10. FUA-
K5-10, 11. FUB-K5-1, 12. FUB-K5-2, 13. FUB-K5-3, 14. FUB-K5-4, 15.
FUB-K5-5, 16. FUB-K5-6, 17. FUB-K5-7, 18. FUB-K5-8, 19. FUB-K5-9,
20. FUB-K5-10, 21. FUB-K5-11, 22. FUB-K5-12, 23. Kaman-5. MA:
molekiiler agirlik.

123 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 MA 23

— - . —

————"—‘--—-----——--——-,--

— — -_—

R L F 1 ety e YT I 1 T YT

Sekil 4.10. FidanciA ve FidanciB’den alinan 22 adet Kaman-5 ¢ogiliriinde SRAP
Me2-Em4 primer ¢iftinin amplifikasyonu. Sirasi ile gesit ve genotiplerin
isim listesi: 1. FUA-K5-1, 2. FUA-K5-2, 3. FUA-K5-3, 4. FUA-K5-4, 5.
FUA-K5-5, 6. FUA-K5-6, 7. FUA-K5-7, 8. FUA-K5-8, 9. FUA-K5-9, 10.
FUA-K5-10, 11. FUB-K5-1, 12. FUB-K5-2, 13. FUB-K5-3, 14. FUB-K5-
4, 15. FUB-K5-5, 16. FUB-K5-6, 17. FUB-K5-7, 18. FUB-K5-8, 19.
FUB-K5-9, 20. FUB-K5-10, 21. FUB-K5-11, 22. FUB-K5-12, 23.
Kaman-5. MA: molekiiler agirlik.

SRAP tekniginde ise yapilan taramalar sonucunda en polimorfik oldugu

belirlenen 10 primer ¢ifti FidanciA ve FidanciB’den alinan 22 adet Kaman-5
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genotipine uygulanmis ve bu genotipler arasindaki genetik iliski ortaya c¢ikarilmistir.
Me2-Em4 primer ciftinin Kaman-1 genotipindeki amplifikasyonu sonucu elde edilen
tirtinlerin jel goriintlisti Sekil 4.10°de verilmistir.

Sekil 4.10°da Me2-Em4 primer ¢iftinin 23 adet Kaman-5 ceviz genotipi ile
yapilan PCR amplifikasyonu sonucu olusan toplam 12 adet banttan 6’sinin
polimorfik oldugu ve bu polimorfik bantlarin biiyiikliiklerinin 100-1000 b¢ arasinda
degisim gosterdigi belirlenmistir.

ISSR ve SRAP analizlerinde kullanilan ve FidanciA ve FidanciB’den alinan
¢Ogiirlere uygulanan primerlerin toplam bant sayilar1 (TBS), polimorfik bant sayilari
(PBS), polimorfizm orani (PO), ayirma giicii (AG) ve primerlerin polimorfizm bilgi

icerik (PBI) degerleri Cizelge 4.11 ve Cizelge 4.12°de verilmistir.

Cizelge 4.11. ISSR primerlerinin FidanciA’dan alinan Kaman-5 (FUA-K5)
cogirlerinde PCR amplifikasyonu sonucu elde edilen toplam bant
sayilar1 (TBS), polimorfik bant sayilar1 (PBS), polimorfizm orani
(PO), polimorfizm bilgi igerigi (PBI) ve ayirma giicii (AG) degerleri.

No Primer TBS PBS PO PBI AG
1 UBC 808 8 5 62.50 0.61 1.13
2 UBC 810 8 3 37.50 0.64 1.09
3 UBC 811 4 3 75.00 0.27 1.70
4 UBC 814 9 4 44 .44 0.65 1.00
5 UBC 815 4 2 50.00 0.66 0.91
6 UBC 823 4 0 0.00 0.00 0.00
7 UBC 826 12 8 66.67 0.75 0.82
8 UBC 829 4 2 50.00 0.59 1.27
9 UBC 834 6 2 33.33 0.44 1.45
10 UBC 846 6 4 66.67 0.81 0.73
11 UBC 853 4 1 25.00 0.99 0.18
12 UBC 854 4 1 25.00 0.71 1.09
13 UBC 855 5 3 60.00 0.86 0.67
14 UBC 856 4 2 50.00 0.33 1.64
15 UBC 858 4 1 25.00 0.79 0.91

Toplam 86 41 - 9.12 14.58
Ortalama 5.73 2.73 44.74 0.61 0.97

A firmasindan alman Kaman-5 fidanlarina 15 adet ISSR primerinin
uygulanmasi sonucunda toplam 86 bant elde edilmis olup, 41 tanesinin polimorfik

oldugu goriilmiistiir. Polimorfizm oran1 ise %44.7 olarak tespit edilmistir. UBC 823
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no’lu primer polimorfik bant vermemistir. En yiiksek polimorfizm orani (%75) UBC
811 no’lu primerden elde edilmistir. Primer basina ortalama 2.7 polimorfik bant elde
edilmistir. Primerlerin ortalama polimorfizm bilgi icerigi degeri 0.61 olarak
belirlenmis olup, en yiiksek (0.99) polimorfizm bilgi icerigi degeri UBC 853 no’lu
primerden, en diisiik (0) polimorfizm bilgi icerigi degeri ise UBC 823 no’lu
primerden elde edilmistir. Ayirma giicleri (AG) bakimindan; primerlerin toplam
ayirma giicii degeri 14.58 olarak bulunmustur. En yiiksek (1.70) ayirma giicii degeri
UBC 811 no’lu primerden elde edilirken, en diisiik (0.18) ayirma giicli degeri ise
UBC 853 no’lu primerden elde edilmistir.

Cizelge 4.12. ISSR primerlerinin FidanciB’den alman Kaman-5 (FUB-KS5)
cogiirlerinde PCR amplifikasyonu sonucu elde edilen toplam bant
sayilar1 (TBS), polimorfik bant sayilar1 (PBS), polimorfizm orani
(PO), polimorfizm bilgi icerigi (PBI) ve ayirma giicii (AG) degerleri.

No Primer TBS PBS PO PBI AG
1 UBC 808 9 6 66.67 0.64 1.03
2 UBC 810 10 4 40.00 0.62 1.15
3 UBC 811 5 3 60.00 0.69 0.92
4 UBC 814 9 4 44.44 0.59 1.19
5 UBC 815 4 2 50.00 0.85 0.62
6 UBC 823 4 1 25.00 0.14 1.85
7 UBC 826 12 9 75.00 0.63 1.18
8 UBC 829 4 2 50.00 0.85 0.62
9 UBC 834 7 3 42.86 0.64 1.18
10 UBC 846 6 4 66.67 0.86 0.69
11 UBC 853 4 1 25.00 0.91 0.62
12 UBC 854 5 2 40.00 0.67 1.15
13 UBC 855 5 4 80.00 0.67 1.12
14 UBC 856 4 3 75.00 0.52 1.38
15 UBC 858 4 1 25.00 0.52 1.38

Toplam 92 49 - 10.28 15.60
Ortalama 6.13 3.27 51.04 0.68 1.04

B firmasindan alinan Kaman-5 ¢ogiirlerinde ise toplam 92 bant elde edilmis
ve 49 tanesinin polimorfik oldugu belirlenmis olup, ortalama polimorfizm orani ise
%51 olarak hesaplanmistir. En diisiik polimorfizm oranmi (%25) UBC 823, UBC 853
ve UBC 858 no’lu primerlerden elde edilirken, en yiiksek polimorfizm orani (%80)
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UBC 855 no’lu primerden elde edilmistir. Primer basina ise ortalama 3.2 polimorfik
bant diismiistiir.

Primerlerin ortalama polimorfizm bilgi icerigi degeri 0.68 olarak
belirlenmistir. En yiiksek (0.91) polimorfizm bilgi igerigi degeri UBC 853 no’lu
primerden elde edilirken, en diisiik (0.14) polimorfizm bilgi igerigi ise UBC 823
no’lu primerden elde edilmistir. Primerlerin toplam ayirma giicli degeri 15.60 olarak
hesaplanmistir. En yiiksek (1.85) ayirma giicii degeri UBC 823 no’lu primerden elde
edilirken, en diislik (0.62) ayirma giicli degeri ise, UBC 815, UBC 829 ve UBC 853
no’lu primerlerden elde edilmistir.

SRAP analizlerinde kullanilan ve FidanciA ve FidanciB’den alinan ¢ogiirlere
uygulanan primerlerin toplam bant sayilar1 (TBS), polimorfik bant sayilar1 (PBS),
polimorfizm oran1 (PO), aymrma giici (AG) ve primerlerin polimorfizm bilgi
icerikleri (PBI) degerleri Cizelge 4.13 ve Cizelge 4.14’de verilmistir.

Polimorfik oldugu tespit edilen 10 adet SRAP primer ¢iftinin A firmasindan
aliman Kaman-5 ¢ogiirlerine uygulanmasi sonucunda toplam 87 banttan 37 tanesinin
polimorfik oldugu ve ortalama polimorfizm oraninin %41.9 oldugu belirlenmistir. En
yiiksek polimorfizm orani (%62.5) Me3-Em10 no’lu primer c¢iftinden elde edilirken,
en diisiik polimorfizm (%16.7) Me3-Em2 no’lu primer ¢iftinden elde edilmistir.

Primer c¢iftleri ortalama 8.7 bant tiretmistir.

Cizelge 4.13. SRAP primer ciftlerinin FidanciA’dan aliman Kaman-5 (FUA-KS5)
cogiirlerinde PCR amplifikasyonu sonucu elde edilen toplam bant
sayilart (TBS), polimorfik bant sayilar1 (PBS), polimorfizm oram
(PO), polimorfizm bilgi igerigi (PBI) ve ayirma giicii (AG) degerleri.

Primer TBS PBS PO (%) PBI AG
Me2-Em4 11 5 45.45 0.61 1.13
Me3-Em2 9 4 44.44 0.39 1.55
Me3-Em4 12 4 33.33 0.56 1.27
Me3-Em5 6 1 16.67 0.47 1.45
Me3-Em17 8 3 37.50 0.51 1.39
Me3-Em20 8 3 37.50 0.64 1.09
Me6-Em7 7 4 57.14 0.45 1.41
Me9-Em6 8 5 62.50 0.63 1.09
Me10-Em8 10 6 60.00 0.60 1.12
Me10-Em9 8 2 25.00 0.76 0.91

Toplam 87 37 - 5.62 12.42
Ortalama 8.7 3.7 41.95 0.56 1.24
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Cizelge 4.14. SRAP primer ciftlerinin FidanciB’den alinan Kaman-5 (FUB-K5)
cogiirlerinin PCR amplifikasyonu sonucu elde edilen toplam bant
sayilart (TBS), polimorfik bant sayilar1 (PBS), polimorfizm oram
(PO), polimorfizm bilgi igerigi (PBI) ve ayirma giicii (AG) degerleri.

Primer TBS PBS PO (%) PBIi AG
Me2-Em4 11 4 36.36 0.44 1.42
Me3-Em2 9 3 33.33 0.51 1.33
Me3-Em4 11 4 36.36 0.46 1.46
Me3-Em5 6 2 33.33 0.50 1.31

Me3-Em17 9 4 44.44 0.61 1.19
Me3-Em20 8 4 50.00 0.63 1.12
Me6-Em?7 8 5 62.50 0.67 0.98
Me9-Em6 8 5 62.50 0.62 1.11
Me10-Em8 10 6 60.00 0.52 1.33
Me10-Em9 9 3 33.33 0.66 0.97
Toplam 89 40 - 5.63 12.24
Ortalama 8.90 4 45.22 0.56 1.22

A firmasindan aliman Kaman-5 genotiplerinde ortalama polimorfizm bilgi
icerigi degeri 0.56 olarak belirlenmistir. En yiiksek (0.76) polimorfizm bilgi icerigi
degeri Mel10-Em9 no’lu primer ¢iftinden elde edilirken, en diisiik (0.39) polimorfizm
bilgi igerigi degeri ise Me3-Em2 no’lu primer ¢iftinden elde edilmistir. Ayirma
giicleri (AG) bakimindan primer ciftleri karsilastirildiginda; toplam ayirma giicii
degeri 12.42 olarak belirlenmis olup, en yiiksek (1.55) ayirma giicii degeri Me3-Em2
no’lu primer ciftinden elde edilirken, en diisiik (0.91) ayirma giicti degeri Me10-Em9
no’lu primer ¢iftinden elde edilmistir.

B firmasindan alinan Kaman-5 ¢ogiirlerinde toplam 89 bant elde edilmis ve
40 tanesinin polimorfik oldugu belirlenmistir. Polimorfizm oram ise %45.2 olarak
hesaplanmistir. En diisiik polimorfizm oram (%33.3) Me2-Eml, Me3-Em2, Mel0
Em12 no’lu primer ¢iftlerinden elde edilirken, en yiiksek polimorfizm orani (%62.5)
Me6-Em9 ve Me3 Em10 no’lu primer ¢iftlerinden elde edilmistir. Primerler ise
ortalama 8.9 bant iiretmistir.

SRAP primer ¢iftlerinin ortalama polimorfizm bilgi icerigi degeri 0.56 olarak
bulunmustur. En yiiksek (0.67) polimorfizm bilgi igerigi degeri Me6-Em7 no’lu
primer ciftinden elde edilirken, en diisiik (0.44) polimorfizm bilgi igerigi Me2-Em4
no’lu primer ¢iftinden elde edilmistir. Primer ¢iftlerinin toplam ayirma giicii degeri

12.24 olarak bulunmustur. En yiiksek (1.46) ayirma giici degeri Me3-Em4 no’lu
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primer ciftinden elde edilmis olup, en diisiik (0.97) ayirma giicii degeri ise Mel0-
Em9 no’lu primerden elde edilmistir.

A fidancisindan alman c¢ogiirlerde test edilen ISSR, SRAP ve her iki
yontemden (ISSR+SRAP) elde edilen verilerin birlikte degerlendirmesi sonucu
ortaya ¢ikan genetik benzerlik katsayilar1 Cizelge 4.15, Cizelge 4.16 ve Cizelge

4.17°de verilmistir.

Cizelge 4.15. FidanciA’dan alinan Kaman-5 genotipinin ¢ogiirlerinde ISSR analizleri
sonucu elde edilen ve Jaccard’a gore hesaplanan genetik benzerlik
indeksleri.

B1 B2 B3 B4 B5 B6 B7 B8 B9 B10
B2 0.71 -
B3 0.77 ] 0.68 -
B4 0.83 | 0.68 | 0.79 -
B5 0.85 | 0.66 | 0.78 | 0.89 -
B6 0.80 | 0.67 | 0.77 | 0.85 | 0.84 -
B7 0.78 | 0.76 | 0.75| 0.82 | 0.77 | 0.80 -
B8 0.84)| 069 |0.75] 089 | 0.82 | 0.78 | 0.84 -
B9 0.78 | 0.81 | 0.69| 0.79 | 0.76 | 0.80 | 0.87 | 0.80 -
B10 0.76 | 0.72 | 0.80| 0.83 | 0.85 | 0.86 | 0.76 | 0.76 | 0.76 -
Kaman-5/ 0.84 | 0.70 | 0.81 | 0.81 | 0.82 | 0.86 | 0.84 | 0.79 | 0.83 | 0.77

Cizelge 4.16. FidanciA’dan alinan Kaman-5 genotipinin c¢ogiirlerinde SRAP
analizleri sonucu elde edilen ve Jaccard’a gore hesaplanan genetik
benzerlik indeksleri.

B1 B2 B3 B4 B5 B6 B7 B8 B9 B10
B2 0.79 -
B3 0.84 | 0.79 -
B4 0.83 | 0.80 | 0.85 -
B5 0.84 | 0.75 | 0.87 | 0.88 -
B6 0.77] 0.79 {080 | 0.74 | 0.80 -
B7 0.74| 085 | 0.83| 0.80 | 0.81 | 0.85 -
B8 0.76 | 0.78 | 0.74 | 0.77 | 0.81 | 0.93 | 0.82 -
B9 0.83 ] 0.74 1 0.83 | 0.80 | 0.86 | 0.79 | 0.80 | 0.80 -
B10 0.83] 0.79 | 0.86| 085 | 091 | 0.86 | 0.83 | 0.82 | 0.83 -

Kaman-5/0.81 ] 0.74 | 081082 | 088 | 0.83 | 0.78 | 0.84 | 0.80 | 0.87

A fidan ireticisinden alinan 10 adet Kaman-5 fidan ¢dgiirline uygulanan
ISSR analizi sonucunda c¢ogiirler birbirlerinden ve Kaman-5 genotipinden genel
olarak farkli bulunmustur. Genetik benzerlik indeksleri 0.66 ile 0.89 arasinda

degismistir. UPMGA analizleri sonuglarina goére genotipler 2 ana gruba ayrilmustir.
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Birinci grupta Kaman-5 genotipi ile birlikte 8 genotip bulunurken ikinci grupta 2
genotip yer almistir. FUA-K5-2 genotipi bu gruplarm disinda yer almistir. Gruplarda
en yakin ¢ogiirler FUA-K5-4 ile FUA-K5-8 (0.89) olurken en uzak ¢ogiirler FUA-
K5-2 ile FUA-KS5-5 (0.66) olmustur. Kaman-5 genotipine en yakin ¢ogiir FUA-K5-6
(0.86) olurken, en uzak ¢dgiir FUA-K5-2 (0.70) olmustur. UPMGA analizleri

sonucunda elde edilen soyagact Sekil 4.11°de verilmistir.

Cizelge 4.17. FidanciA’dan alinan Kaman-5 genotipinin ¢ogiirlerinde ISSR ve SRAP
analizleri sonucu elde edilen ve Jaccard’a gore hesaplanan genetik
benzerlik indeksleri.

B1 B2 B3 B4 B5 B6 B7 B8 B9 B10
B2 0.75 -
B3 0.81 ] 0.74 -
B4 0.83 | 0.74 | 0.82 -
B5 0.84| 0.71 | 0.83 | 0.88 -
B6 0.79] 0.73 | 0.78 | 0.79 | 0.82 -
B7 0.76 | 0.81 | 0.79 ] 0.81 | 0.79 | 0.83 -
B8 0.80| 0.74 | 0.74 | 0.82 | 0.82 | 0.86 | 0.83 -
B9 0.80) 0.77 |0.76 | 0.79 | 0.81 | 0.79 | 0.83 | 0.80 -
B10 0.80| 0.75 |0.84 | 084 | 0.88 | 0.86 | 0.80 | 0.80 | 0.79 -

Kaman-5/ 0.82 | 0.72 | 081 | 0.81 | 0.86 | 0.85 | 0.81 | 0.82 | 0.81 | 0.82

FUA-K5-1

FU1A-K5-4
FUA-K5-8

——— FIIA-KR-5
KAMAN-R

FUA-K5-7

L FUAK5-9

FUA-K5-3
FUA-K5-10

FUA-K5-2

r T T T T T T T T T T T T T T T

— T T
n 71 076 N K]N N 8K 0.90

Sekil 4.11. A fidan ireticisinden alinan Kaman-5 ¢ogiirlerine ISSR tekniginin
uygulanmasi1 sonucu UPMGA analizi ile elde edilen soyagaci.

A fidan treticisinden alinan 10 adet Kaman-5 fidan ¢dgiiriine uygulanan
SRAP analizi sonucunda yine c¢ogiirler birbirlerinden ayrilabilmis ve Kaman-5

genotipinden DNA seviyesinde farkli bulunmustur. Genetik benzerlik katsayilari

42



4. BULGULAR ve TARTISMA Serkan AKCAN

0.74 ile 0.93 arasinda degismistir. UPMGA analizleri sonuglarina gore genotipler 2
ana gruba ayrilmistir. Birinci grupta Kaman-5 genotipi ile birlikte 7 genotip
bulunurken, ikinci grupta 4 genotip yer almistir. Gruplarda en yakin ¢ogiirler FUA-
K5-6 ile FUA-K5-8 (0.93) olurken, en uzak ¢ogiirler FUA-K5-1 ile FUA-KS5-7,
FUA-K5-3 ile FUA-K5-8, FUA-K5-4 ile FUA-K5-6 (0.74) olmustur. Kaman-5
genotipine en yakin ¢dgiir FUA-K5-5 (0.88) olurken, en uzak ¢ogiir FUA-KS5-2
(0.74) bulunmustur. UPMGA analizleri sonucunda elde edilen soyagaci Sekil

4.12°de verilmistir.

FUA-K5-1

4 FUA-K5-3
FUA-K5-4

FUA-K5-10
KAMAN-5
FUA-K5-9

, FUA-K5-2
\ FUA-K5-7
| FUA-K5-6
} FUA-K5-8

0.79 0.83 0.86 0.90 0.93

Sekil 4.12. A fidan {ireticisinden almman Kaman-5 ¢ogiirlerine SRAP tekniginin
uygulanmasi sonucu UPMGA analizi ile elde edilen soyagaci.

A fidan ireticisinden alinan 10 adet Kaman-5 fidan ¢6giiriine uygulanan
SRAP ve ISSR tekniklerinden elde edilen veriler birlikte degerlendirilmis olup
yapilan UPMGA analizleri sonuglarina gore genel olarak yine 2 ana grup olusmustur.
Birinci grupta Kaman-5 genotipi dahil olmak iizere 8 genotip bulunurken, ikinci
grupta 2 genotip yer almistir. FUA-K5-2 no’lu genotip bu gruplarin disinda yer
almistir. Kaman-5 genotipine en yakin ¢dgiir FUA-K5-5 (0.86) olmustur. Birbirine
en yakin ¢ogiirler FUA-K5-4 ile FUA-K5-5 (0.88) olurken, FUA-K1-2 ile FUA-K1-
5 (0.71) birbirlerine en uzak ¢dgiirler olarak belirlenmistir (Sekil 4.13).

B fidan iireticisinden alinan 12 adet Kaman-5 ¢ogiirlerine uygulanan ISSR
analizleri sonucunda kendi aralarinda ve Kaman-5 genotipinden genel olarak farkl

bulunmustur. Genetik benzerlik indeksleri 0.66 ile 0.83 arasinda degismistir.
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UPMGA analizleri sonuglarina gore genotipler 2 ana gruba ayrilmistir. Birinci grupta
9 genotip bulunurken ikinci grupta 3 genotip yer almistir. Kaman-5 genotipi ise bu
gruplarin disinda yer almigtir. Birbirlerine genetik olarak en yakin ¢ogiirler FUB-K5-
4 ile FUB-K5-10 (0.83) olurken, en uzak ¢ogiirler FUB-K5-2 ile FUB-K5-11 (0.66)
olmustur. UPMGA analizleri sonucunda elde edilen soyagaci Sekil 4.14’da

verilmistir.

FUA-K5-1
| FUA-K5-4
| FUA-K5-5
FUA-K5-3
KAMAN-5

FUA-K5-10
FUA-K5-8
FUA-K5-7

FUA-K5-9
FUA-K5-2

r 1

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
0.75 0.79 0.82 0.85 0.89

Sekil 4.13. A fidan {ireticisinden alinan Kaman-5 ¢ogiirlerine uygulanan ISSR ve
SRAP teknikleri sonuglarinin birlikte degerlendirilmesi sonucu UPMGA
analizi ile elde edilen soyagaci.

FUB-K5-1
——1_ FUBKS5S
FUB-K5-9
FUB-K5-3

FUB-K5-4

FUB-K5-10
FUB-K5-5
FUB-K5-7
FUB-K5-2

FUB-K5-12
KAMAN-5
0.69 0.73 0.76 0.80 0.83

Sekil 4.14. B fidan iireticisinden alinan Kaman-5 ¢ogiirlerine ISSR tekniginin
uygulanmasi sonucu UPMGA analizi ile elde edilen soyagaci.

B fidan {reticisinden aliman 12 adet Kaman-5 fidan ¢ogiirline uygulanan

SRAP teknigi ile elde edilen veriler ile yapilan UPMGA analizleri sonuglarina goére
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yine 2 ana grup olusmustur. Birinci grupta Kaman-5 genotipi dahil olmak iizere 8
genotip bulunurken, ikinci grupta 4 genotip yer almistir. FUB-K5-1 no’lu genotip bu
gruplarin disinda yer almistir. Kaman-5 genotipine en yakin ¢ogiir FUB-K5-6 (0.87)
olmustur. Birbirine en yakin ¢dgiirler FUB-K5-2 ile FUB-K5-6 (0.88) bulunurken,
FUB-K5-1 ile FUB-K5-3 (0.71) no’lu ¢ogiirler ise birbirine en uzak olarak
belirlenmistir (Sekil 4.15).

FUB-K5-1

FQB-K5-2
— FUB-K5-6
— FUB-K5-1

FUB-K5-9
————— [ fuBKss
FUB-K5-12
FUB-K5-4
KAMAN-5
— FUB-K5-5
FUB-K5-7
L FUB-K5-10
FUB-K5-8
0.76 0.79 0.83 0.86 0.89

Sekil 4.15. B fidan iireticisinden alinan Kaman-5 ¢ogiirlerine SRAP tekniginin
uygulanmasi1 sonucu UPMGA analizi ile elde edilen soyagaci.

B fidancisindan alman ¢ogiirlere test edilen ISSR, SRAP ve her iki
yontemden (ISSR+SRAP) elde edilen verilerin birlikte degerlendirmesi sonucu
ortaya cikan genetik benzerlik indeksleri Cizelge 4.18, Cizelge 4.19 ve Cizelge
4.20°de verilmistir.

B fidan iireticisinden alinan 12 adet Kaman-5 ¢dgiirlerine uygulanan ISSR ve
SRAP tekniklerinden ortaya ¢ikan sonuglarin birlikte degerlendirilmesi sonucu elde
edilen dendogramda 2 ana grup olusmustur. Birinci grupta 8 genotip bulunurken
ikinci grupta 4 genotip yer almistir. Kaman-5 genotipi ise bu genotiplerin diginda yer
almistir. Birbirine en yakin ¢ogiirler FUB-K5-5 ile FUB-K5-10 (0.83) bulunurken,
FUB-K5-7 ile FUB-K5-12 (0.71) no’lu ¢dgiirlerin birbirine en uzak olduklar
belirlenmistir (Sekil 4.16). Kaman-5 genotipine en yakin ¢ogiir FUB-K5-2 (0.78)
no’lu ¢dgiir iken, en uzak ¢ogiir ise (0.71) FUB-K5-8 olmustur.
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Cizelge 4.18. FidanciB’den alinan Kaman-5 genotipinin ¢ogiirlerinde ISSR analizleri
sonucu elde edilen ve Jaccard’a gore hesaplanan genetik benzerlik
indeksleri.

B11 | B12 | B13 | B14 | B15 | B16 | B17 | B18 | B19 | B20 | B21 | B22

B12 | 0.72

B13 | 0.76 | 0.75

B14 | 0.82 | 0.71 | 0.82

B15 | 0.72 ] 0.70 | 0.79 | 0.81

B16 | 0.80 | 0.73 | 0.80 | 0.76 | 0.75

B17 |1 0.73 1 0.71 |1 0.76 | 0.74 | 0.75 | 0.74

B18 | 0.75 | 0.68 | 0.75 | 0.68 | 0.69 | 0.73 | 0.79

B19 | 0.77 1 0.76 | 0.80 | 0.80 | 0.77 | 0.78 | 0.67 | 0.73

B20 | 0.76 | 0.67 | 0.83 | 0.83 | 0.80 | 0.77 | 0.75 | 0.74 | 0.76

B21 | 0.73 | 0.66 | 0.68 | 0.69 | 0.70 | 0.69 | 0.69 | 0.81 | 0.73 | 0.70

B22 | 0.68 | 0.70]0.75|0.71 | 0.70 | 0.73 | 0.64 | 0.70 | 0.78 | 0.74 | 0.76

Kaman- 0.71 | 0.69 | 0.73 | 0.74 | 0.73 | 0.67 | 0.70 | 0.64 | 0.69 | 0.73 | 0.65 | 0.60

Cizelge 4.19. FidanciB’den alinan Kaman-5 genotipinin c¢ogiirlerinde SRAP
analizleri sonucu elde edilen ve Jaccard’a gore hesaplanan genetik
benzerlik indeksleri.

B11 | B12 | B13 | B14 | B15 | B16 | B17 | B18 | B19 | B20 | B21 | B22

B12 | 0.82

B13 | 0.71 | 0.85

B14 | 0.75 ] 0.82 | 0.85

B15 | 0.77 | 0.80 | 0.80 | 0.80

B16 | 0.81 | 0.88 | 0.84 | 0.84 | 0.81

B17 | 0.75]0.80 | 0.80 | 0.78 | 0.87 | 0.82

B18 | 0.73 | 0.80 | 0.82 | 0.78 | 0.86 | 0.83 | 0.82

B19 | 0.78 | 0.85 | 0.85 | 0.82 | 0.82 | 0.86 | 0.80 | 0.82

B20 | 0.75 | 0.82 | 0.80 | 0.80 | 0.87 | 0.79 | 0.85 | 0.80 | 0.85

B21 0.73 1085|082 | 0.78 | 0.77 | 0.88 | 0.80 | 0.82 | 0.87 | 0.80

B22 | 0.77 1084086 |0.80|0.79|0.85|0.77 | 0.81 | 0.80 | 0.80 | 0.79

Kamany 0.72 | 0.86 | 0.79 | 0.77 | 0.72 | 0.87 | 0.75 | 0.77 | 0.79 | 0.77 | 0.81 | 0.83

A ve B Firmalarindan alinan Kaman-1 ve Kaman-5 genotiplerine yapilan
SRAP analizleri sonucunda SRAP primer c¢iftlerinden toplam 353 bant elde edilmis
olup bunlarin 160 tanesinin polimorfik oldugu tespit edilmistir. Polimorfizm oran1 %
45.32 olarak tespit edilmistir. SRAP teknigi cevizlerde ilk defa kullanilmis olup
Kaman-5 ¢ogiirlerinin birbirlerinden genetik olarak ayirt edilmesinde oldukca

basarili olmustur.
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Cizelge 4.20. FidanciB’den alinan Kaman-5 genotipinin ¢oglirlerinde ISSR ve SRAP
analizleri sonucu elde edilen ve Jaccard’a gore hesaplanan genetik
benzerlik indeksleri.

B11 | B12 | B13 | B14 | B15 | B16 | B17 | B18 | B19 | B20 | B21 | B22

B12 | 0.77

B13 | 0.74 | 0.80

B14 | 0.78 | 0.77 | 0.83

B15 | 0.74 | 0.75 | 0.79 | 0.80

B16 | 0.80 | 0.81 | 0.82 | 0.80 | 0.78

B17 | 0.74 1 0.76 | 0.78 | 0.76 | 0.81 | 0.78

B18 | 0.74 1 0.74 1 0.78 | 0.73 | 0.78 | 0.79 | 0.80

B19 | 0.77 1081|082 | 0.81 | 0.80 | 0.82 | 0.74 | 0.78

B20 | 0.75]0.75]0.81 | 0.81 | 0.83 | 0.78 | 0.80 | 0.77 | 0.81

B21 0.7310.76 | 0.75 | 0.73 |1 0.74 | 0.79 | 0.75 | 0.81 | 0.80 | 0.75

B22 |1 073078081 |0.75]0.75]0.80|0.71 |0.76 | 0.79 | 0.77 | 0.78

Kamany 0.72 | 0.78 | 0.76 | 0.75 | 0.72 | 0.77 | 0.72 | 0.71 | 0.75 | 0.75 | 0.73 | 0.72

FUB-K5-1
FUB-K5-2
| o B FUB-K5-3
FUB-K5-9
FUB-K5-6
FUB-K5-4
| FUB-K5-5
'FUB-K5-10
— FUB-K5-7
FUB-K5-8
FUB-K5-11
FUB-K5-12
‘ - KAMAN-5

r T T T T T T T T T T T T T T T T T T
0.75 0.77 0.79 0.81 0.84

Sekil 4.16. B fidan iireticisinden alinan Kaman-5 c¢ogiirlerine ISSR ve SRAP
tekniklerinin sonuglarinin birlikte degerlendirilmesi sonucu UPMGA
analizi ile elde edilen soyagaci.

Bu caligmada elde edilen ISSR verileri Potter ve ark. (2002) ile Dogan’in
(2006) calisma sonuclarina gore daha diisiik bulunmustur. Bu durum bu c¢aligmada
kullanilan genotiplerin birbirine daha yakin akraba olmasindan yani varyasyonun
daha diisiik olmasindan kaynaklanmaktadir.

Iki farkli fidancidan alinan Kaman-5 ¢ogiirlerinde yapilan ISSR ve SRAP
analizleri sonucunda Kaman-5 tohumundan ¢ikmis bireylerde genis bir varyasyonun

oldugu belirlenmistir. Bu nedenle asilamadan, tohumdan ¢ikmis ¢ogiirlerle kurulacak
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bahgelerden elde edilecek meyvelerde de genis bir varyasyon olacaktir. Sonug
olarak, Kaman-5 genotipi ile ceviz bahgesi kurulmasi istenildiginde mutlaka asili
fidanlarin kullanilmasi zorunludur. Elde dilen tiim bu sonuglar Kaman-5 genotipinin

apomiktik meyve tiretmedigini acik¢a gostermektedir.

4.2. Cevizlerde Apomiksisin Tohumdan Cikmis ve Meyve Vermeye Baslamis

Agaclarda Belirlenmesi

4.2.1. Kaman-1

Daha 6nce Dogan (2006) tarafindan polimorfik oldugu belirlenen 15 adet
ISSR primeri tohumdan ¢ikmis ve meyve vermeye baslamis Kaman-1 agaclarinda
uygulanmis olup, UBC 853 no’lu primerin iiretmis oldugu bantlar Sekil 4.17°de

verilmistir.

19 20 21 22 23 24 MA 25 26 27 28 29

Sekil 4.17. Tohumdan ¢ikmis 10 adet Kaman-1 ceviz ¢oglir agacinda UBC 853 no’lu
ISSR primerinin amplifikasyon iriinleri. Sirast ile ¢esit ve genotiplerin
isim listesi: 19. Tohum-K1-1, 20. Tohum-K1-2, 21. Tohum-K1-3, 22.
Tohum-K1-4, 23. Tohum-K1-5, 24. Tohum-K1-6, 25. Tohum-K1-7, 26.
Tohum-K1-8, 27. Tohum-K1-9, 28. Tohum-K1-10 ve 29. Kaman-1.
MA: molekiiler agirlik.

Sekil 4.17 incelendiginde, UBC 853 no’lu primerin tohumdan ¢ikmis 10 adet
Kaman-1 ceviz genotipinde yapilan PCR amplifikasyonu sonucunda elde edilen
toplam 7 adet bandin 4’iiniin polimorfik oldugu ve bu polimorfik bantlarin

PR

biiytikliiklerinin 600—-1400 bg arasinda degistigi belirlenmistir.
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SRAP tekniginde ise yapilan taramalar sonucunda en polimorfik oldugu
belirlenen 10 primer ¢ifti tohumdan ¢ikmig Kaman-1 genotiplerine uygulanmistir.
Ornek olarak Me3-Em9 primer ¢iftinin Kaman-1 genotiplerindeki amplifikasyonu

sonucu elde edilen tiriinlerin gosterildigi jel gorilintiisti Sekil 4.18°de verilmistir.

MA 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29

Sekil 4.18. Tohumdan ¢ikmis 10 adet Kaman-1 ceviz ¢ogiir agacinda SRAP Me3-
Em1 primer ¢iftinin amplifikasyonu. Sirasi ile ¢esit ve genotiplerin isim
listesi: 19. Tohum-K1-1, 20. Tohum-K1-2, 21. Tohum-K1-3, 22. Tohum-
K1-4, 23. Tohum-K1-5, 24. Tohum-K1-6, 25. Tohum-K1-7, 26. Tohum-
K1-8, 27. Tohum-K1-9, 28. Tohum-K1-10 ve 29. Kaman-1. MA:
molekiiler agirlik.

Sekil 4.18 incelendiginde Me3-Em1 primer c¢iftinin tohumdan ¢ikmis ve
meyveye baglamig 10 adet Kaman-1 ceviz genotipinde yapilan analizler sonucunda
toplam 10 adet bant elde edilmis ve bu bantlarin yarisi polimorfizm gdstermis olup
polimorfik bantlarin biiyiikliiklerinin 300—-1000 bg arasinda degisim gdstermistir.

Tohumdan ¢ikmis ve meyveye baslamis Kaman-1 cevizi ¢ogiirlerine 15 adet
ISSR primerinin uygulanmasi ile elde edilen toplam bant sayilar1 (TBS), polimorfik
bant sayilar1 (PBS), polimorfizm oranmi (PO), ayirma giicii (AG) ve primerlerin
polimorfizm bilgi icerikleri (PBI) degerleri Cizelge 4.21°de verilmistir.

Tohumdan ¢ikmig Kaman-1 agaglarina 15 adet ISSR primerinin uygulanmasi

sonucunda toplam 109 bant elde edilmis olup, 58 tanesi (%51.8) polimorfizm

gostermistir. Primer basina ortalama 3.9 polimorfik bant diismiistiir. En yiiksek
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polimorfizm orani (%87.5) UBC 826 no’lu primerden elde edilirken, en diisiik
polimorfizm (%25) UBC 858 no’lu primerden elde edilmistir.

Cizelge 4.21. ISSR primerlerinin tohumdan ¢ikmis Kaman-1 (Tohum-K1)
agaclarinda PCR amplifikasyonu sonucu elde edilen toplam bant
sayilart (TBS), polimorfik bant sayilar1 (PBS), polimorfizm oram
(PO), polimorfizm bilgi icerigi (PBI) ve primerin ayirma giicii (AG)

degerleri.

No Primer TBS PBS PO PBI AG
1 UBC 808 10 6 60.00 0.74 0.88
2 UBC 810 7 3 42.86 0.53 1.33
3 UBC 811 9 6 66.67 0.80 0.70
4 UBC 814 8 4 50.00 0.71 1.00
5 UBC 815 9 6 66.67 0.68 0.97
6 UBC 823 7 3 42.86 0.45 1.45
7 UBC 826 8 7 87.50 0.72 0.94
8 UBC 829 8 4 50.00 0.85 0.64
9 UBC 834 8 3 37.50 0.50 1.21
10 UBC 846 7 3 42.86 0.60 1.15
11 UBC 853 5 3 60.00 0.75 0.85
12 UBC 854 5 2 40.00 0.79 0.73
13 UBC 855 9 4 44 .44 0.73 0.95
14 UBC 856 5 3 60.00 0.57 1.27
15 UBC 858 4 1 25.00 0.59 1.27

Toplam 109 58 - 10.02 15.35
Ortalama 7.27 3.87 51.76 0.67 1.02

Calismada polimorfizm bilgi igerikleri (PBI) ve ayirma giigleri de (AG)
degerlendirilmis olup, tohumdan ¢ikmig Kaman-1 agaglarinda ortalama polimorfizm
bilgi igerigi degeri 0.67 olarak saptanmistir. En yiiksek (0.85) polimorfizm bilgi
igerigi degeri UBC 829 no’lu primerden elde edilirken , en diisiik (0.45) ise UBC 823
no’lu primerden elde edilmistir. Primerlerin toplam ayirma giicli degeri 15.35 olarak
bulunmustur, En yliksek (1.45) ayirma giicii degeri UBC 823 no’lu primerden elde
edilirken, en diisikk (0.64) ayirma giicii degeri UBC 829 no’lu primerden elde
edilmistir.

Tohumdan ¢ikmis Kaman-1 cevizi genotiplerine polimorfik oldugu belirlenen
10 adet SRAP primer ¢ifti de uygulanmistir. Elde edilen amplifikasyon iriinleri ayni
sekilde en belirgin bantlar dikkate alimarak var (1) ve yok (0) seklinde

degerlendirilmistir. Verilerin degerlendirilmesi sonucunda elde edilen toplam bant
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sayilar1 (TBS), polimorfik bant sayilar1 (PBS), polimorfizm orani (PO), ayirma giicli
(AG) ve primerlerin polimorfizm bilgi icerikleri (PBI) degerleri asagidaki Cizelge
4.22°de verilmistir.

Cizelge 4.22. SRAP primerlerinin tohumdan ¢ikmis Kaman-1 (Tohum-K1)
agaclarinda PCR amplifikasyonu sonucu elde edilen toplam bant
sayilar1 (TBS), polimorfik bant sayilar1 (PBS), polimorfizm orani
(PO), polimorfizm bilgi icerigi (PBI) ve primerin ayirma giicii (AG)

degerleri.

Primer TBS PBS PO (%) PBI AG
Me1-Em10 9 5 55.56 0.93 0.47
Me2-Em1 11 5 45.45 0.64 1.05
Me3-Em1 10 4 40.00 0.67 1.09
Me3-Em2 12 6 50.00 0.70 1.00
Me3-Em3 7 1 14.29 0.97 0.36
Me3-Em4 9 3 33.33 0.51 1.39
Me6-Em9 10 6 60.00 0.71 0.91
Me3-Em10 5 1 20.00 0.79 0.91
Me3-Em13 5 4 80.00 0.51 1.36

Me10-Em12 9 6 66.67 0.67 1.03

Toplam 87 41 - 7.10 9.59

Ortalama 8.70 4.10 46.53 0.71 0.96

Polimorfik oldugu tespit edilen 10 adet SRAP primer ¢iftinin tohumdan
yetisen Kaman-1 genotiplerine uygulanmasi sonucunda toplam 87 bant elde edilmis
olup, 41 tanesinin (%46.5) polimorfizm gosterdigi tespit edilmistir. En yiiksek
polimorfizm orani (%8) Me3-Em13 no’lu primer ciftinden elde edilirken, en diisiik
polimorfizm (%14.3) Me3-Em3 no’lu primer ¢iftinden elde edilmistir. Primer ¢iftleri
ortalama 8.7 bant iiretmistir.

Ortalama polimorfizm bilgi igerigi degeri 0.71 olarak belirlenmis olup, en
yiiksek (0.97) polimorfizm bilgi igerigi degeri Me3-Em3 no’lu primer ¢iftinden, en
diisiik (0.51) polimorfizm bilgi igerigi degeri ise Me3-Em4 no’lu primer ¢iftinden
elde edilmistir. Toplam ayirma giicii degeri 9.59 olarak belirlenmis olup, en yiiksek
(1.39) ayirma giicii degeri Me3-Em4 no’lu primer ciftinden elde edilirken, en diisiik
(0.36) ayirma giicii degeri Me3-Em3 no’lu primer ¢iftinden elde edilmistir.

Tohumdan yetismis ve meyve vermeye baslamis 10 adet agacta uygulanan
ISSR tekniginden elde edilen veriler ile olusturulan soyagacinda iki ana grup

olusmustur. Birinci grupta Kaman-1 genotipi dahil olmak {izere 6 genotip
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bulunurken, ikinci grupta 5 genotip yer almistir. Tohumdan ¢ikmis agaclara test
edilen ISSR, SRAP ve her iki yontemden (ISSR+SRAP) elde edilen verilerin birlikte
degerlendirmesi sonucu ortaya ¢ikan genetik benzerlik indeksleri Cizelge 4.23,

Cizelge 4.24 ve Cizelge 4.25’de verilmistir.

Cizelge 4.23 Verime baslamis Kaman-1 agaclarinda ISSR analizleri sonucu elde
edilen ve Jaccard’a gore hesaplanan genetik benzerlik indeksleri.

A19 | A20 | A21 | A22 | A23 | A24 | A25 | A26 | A27 | A28
A20 0.73 -
A21 0.80 | 0.78 -
A22 0.78 | 0.74 | 0.83 -
A23 0.71 |0.79 | 0.78 | 0.72 -
A24 0.70 | 0.72 ] 0.73 | 0.71 | 0.66 -
A25 0.73 |0.75] 0.76 | 0.70 | 0.71 | 0.75 -
A26 0.73 |0.68 | 0.72 | 0.70 | 0.69 | 0.68 | 0.80 -
A27 0.77 |0.69] 0.78 | 0.76 | 0.71 | 0.77 | 0.79 | 0.76 -
A28 0.77 |0.73]0.74 | 0.77 | 0.72 | 0.73 | 0.79 | 0.78 | 0.92 -
Kaman-1 0.76 |0.78 084 | 0.79 | 0.86 | 0.68 | 0.76 | 0.76 | 0.78 | 0.78

Cizelge 4.24. Verime baglamis Kaman-1 agaclarinda SRAP analizleri sonucu elde
edilen ve Jaccard’a gore hesaplanan genetik benzerlik indeksleri.

A19 | A20 | A21 | A22 | A23 | A24 | A25 | A26 | A27 | A28

A20 0.81 -
A21 0.77 | 0.82 -
A22 0.84 | 0.77 | 0.71

A23 0.72 | 0.80 | 0.72 | 0.75 -
A24 0.72 | 0.82 | 0.79 | 0.69 | 0.74 -
A25 0.74 |0.74] 0.76 | 0.70 | 0.75 | 0.75

A26 0.73 |0.81] 082 | 0.76 | 0.75 | 0.79 | 0.81 -
A27 0.78 |0.81 ] 0.75| 0.79 | 0.70 | 0.79 | 0.72 | 0.74 -
A28 0.78 |0.72 ] 069 | 0.79 | 0.75 | 0.70 | 0.82 | 0.71 | 0.79

Kaman-1 0.86 | 0.83 080 | 0.84 | 0.80 | 0.71 | 0.79 | 0.78 | 0.78 | 0.84

Cizelge 4.25. Verime baslamis Kaman-1 agaglarinda ISSR ve SRAP analizleri
sonucu elde edilen ve Jaccard’a gore hesaplanan genetik benzerlik

indeksleri.
A19 | A20 | A21 A22 A23 | A24 | A25 | A26 | A27 A28
A20 0.76 -
A21 0.79 | 0.80 -
A22 0.80 | 0.75 | 0.77 -
A23 0.71 10.79 | 0.75 | 0.73 -
A24 0.71 1 0.76 | 0.76 | 0.70 0.69 -
A25 0.73 | 0.75 ] 0.76 | 0.70 0.73 | 0.75 -
A26 0.73 | 0.73 | 0.77 | 0.73 0.71 | 0.73 | 0.81 -
A27 0.77 | 0.75 | 0.77 0.77 | 0.70 | 0.78 | 0.76 | 0.75 -
A28 0.77 | 0.72 | 0.72 | 0.78 0.73 [ 0.72 | 0.80 | 0.75 | 0.86 -
Kaman-1 0.80 | 0.81 | 0.82 | 0.81 0.83 [ 0.69| 0.77 | 0.77 | 0.78 | 0.81
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Kaman-1 genotipine en yakin ¢ogiir aga¢ Tohum-K1-5 (0.86) iken, en uzak
¢cogilir aga¢ ise Tohum-K1-6 (0.68) olarak saptanmustir. Birbirine en yakin agaclar
Tohum-K1-9 ile Tohum-K1-10 (0.92) bulunurken, Tohum-K1-5 ile Tohum-K1-6
(0.66) no’lu agaclar birbirine en uzak olarak belirlenmistir (Sekil 4.19).

TOHUM-K1-1
TOHUM-K1-3

TOHUM-K1-4
TOHUM-K1-2
TOHUM-K1-5

‘ KAMAN-1
TOHUM-K1-6

L TOHUM-K1-7
TOHUM-K1-8
| TOHUM-K1-9

| TOHUM-K1-10
073 0.78 0.83 0,88 0,93

Sekil 4.19. Tohumdan ¢ikmis agaglara ISSR tekniginin uygulanmasi ve elde edilen
verilerin degerlendirilmesi sonucu UPMGA analizi ile elde edilen
soyagacl.

Tohumdan elde edilmis ve meyve vermeye baslamis 10 adet agaca uygulanan

SRAP tekniginden elde edilen veriler sonucunda olusan dendrogramda iki ana grup

olusmustur. Birinci grupta Kaman-1 genotipi dahil olmak {izere 8 genotip

bulunurken, ikinci grupta 3 genotip yer almistir. Kaman-1 genotipine en yakin ¢ogiir

agac Tohum-K1-1 (0.86) olurken, en uzak ¢ogiir aga¢ ise Tohum-K1-6 (0.71)

olmustur. Birbirine en yakin ¢ogiir agaglar Tohum-K1-1 ile Tohum-K1-4 (0.84)

bulunurken, Tohum-K1-4 ile Tohum-K1-6 (0.69) no’lu ¢6giir agaglarin birbirine en

uzak olduklar1 belirlenmistir (Sekil 4.20).

Tohumdan elde edilmis ve meyve vermeye baslamis 10 adet agaca uygulanan

ISSR ve SRAP tekniklerinden elde edilen verilerin birlikte degerlendirilmesi sonucu

elde edilen soyagacinda iki ana grup olusmustur. Birinci grupta Kaman-1 genotipi

dahil olmak tizere 6 genotip yer alirken ikinci grupta ise 5 genotipin bulundugu

goriilmiistiir. Kaman-1 genotipine en yakin ¢ogir aga¢c Tohum-K1-5 (0.83)

bulunmustur. Kaman-1 genotipine en uzak ¢dgiir agacin ise Tohum-K1-4 (0.69)

oldugu tespit edilmistir. Birbirine en yakin ¢ogilir agaclar Tohum-K1-9 ile Tohum-
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K1-10 (0.86) bulunurken, Tohum-K1-5 ile Tohum-K1-6 (0.69) no’lu ¢6giir agaclarin

ise birbirlerine en uzak olduklar1 belirlenmistir (Sekil 4.21).

TOHUM-K1-1
KAMAN-1
TOHUM-K1-
TOHUM-K1-
‘{ TOHUM-K1-
TOHUM-K1-
TOHUM-K1-
TOHUM-K1-
TOHUM-K1-
[ TOHUM-K1-
. T TOHUMAKA-
O.[75 0.%8 0.;31 O.éS 0.;36

N OO 0w N O oA

-
o

Sekil 4.20. Tohumdan elde edilmis agaclara SRAP tekniginin uygulanmasi ve elde
edilen verilerin degerlendirilmesi sonucu UPMGA analizi ile elde edilen
soyagacl.

, TOHUM-K1-1
‘ TOHUM-K1-4

TOHUM-K1-2

TOHUM-K1-3

[ TOHUM-K1-5
|
KAMAN-1

TOHUM-K1-6
| TOHUM-K1-9
| TOHUM-K1-10
[ TOHUM-K1-7

o o R — ————— TOHUMK1-8
075 078 0.80 0.83 0.86

Sekil 4.21. Tohumdan elde edilmis agaglara ISSR ve SRAP tekniklerinin birlikte
uygulanmas1 ve elde edilen verilerin birlikte degerlendirilmesi sonucu

UPMGA analizi ile elde edilen soyagaci.
Kaman-1 tohumundan c¢ikmis ve meyve vermeye baglamig Kaman-1
agaclariin DNA seviyesinde karsilastirilmasi sonucu bu ¢ogiir agaglarin genetik
olarak birbirlerinden farkli olduklar1 belirlenmistir. Boylece bir onceki boliimde

Kaman-1 c¢ogiirleri iizerinde yapilan g¢alismalar sonucunda elde edilen sonuglar
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bulgular ile benzer sonuglar elde edilmis olup, Kaman-1 genotipinin apomiktik
meyve vermedigi sonucu ortaya ¢ikmistir.

4.2.2. Kaman-5

Tohumdan ¢ikmis ve meyve vermeye baslamis 10 adet Kaman-5 agacinda
daha 6nce Dogan (2006) tarafindan polimorfik oldugu belirlenen 15 ISSR primeri
uygulanmis olup, UBC 826 no’lu primerden bir goriiniim Sekil 4.22°de verilmistir.

MA 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33

Sekil 4.22. Tohumdan ¢ikmis 10 adet Kaman-5 ceviz ¢ogiir agacinda UBC 826 no’lu
ISSR primerinin amplifikasyonu. Sirasi ile ¢esit ve genotiplerin isim
listesi: 23. Tohum-K5-1, 24. Tohum-K5-2, 25. Tohum-K5-3, 26. Tohum-
K5-4, 27. Tohum-K5-5, 28. Tohum-K5-6, 29. Tohum-K5-7, 30. Tohum-
K5-8, 31. Tohum-K5-9, 32. Tohum-K5-10 ve 33. Kaman-5 . MA:
molekiiler agirlik.

Sekil 4.22 incelendiginde, UBC 826 no’lu primerinin tohumdan ¢ikmig 10
adet Kaman-5 ceviz genotipi ile yapilan PCR amplifikasyonu sonucu olusan toplam
7 adet bandin 3’iiniin polimorfik oldugu ve bu polimorfik bantlarin biiytikliiklerinin
900-1900 bg arasinda degistigi belirlenmistir.

SRAP tekniginde ise yine daha Once yapilan taramalar sonucunda en
polimorfik oldugu belirlenen 10 primer ¢ifti tohumdan ¢ikmis ve meyve vermeye
baslamis agaclarda uygulanmgtir. Ornek olarak Me2-Em4 primer ciftinin jel
goriintiisti Sekil 4.23°de verilmistir.

Sekil 4.23 incelendiginde, Me2-Em4 primer c¢iftinin tohumdan ¢ikmis ve

meyve vermeye baslamig 10 adet Kaman-5 ceviz genotipi ile yapilan PCR
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amplifikasyonu sonucu ortaya ¢ikan toplam 9 adet bandin 4’iinlin polimorfik oldugu
ve bu polimorfik bantlarin biiyiikliiklerinin 300-1350 b¢ arasinda degisiklik

gosterdigi belirlenmistir.

MA 2324 25 26 27 28 29 30 31 32 33

Sekil 4.23. Tohumdan ¢ikmis 10 adet Kaman-5 ceviz ¢6giir agacinda SRAP Me2-
Em4 primer ¢iftinin amplifikasyonu. Sirasi ile ¢esit ve genotiplerin isim
listesi(23. Tohum-K5-1, 24. Tohum-K5-2, 25. Tohum-K5-3, 26. Tohum-
K5-4, 27. Tohum-K5-5, 28. Tohum-K5-6, 29. Tohum-K5-7, 30. Tohum-
K5-8, 31. Tohum-K5-9, 32. Tohum-K5-10 ve 33. Kaman-5 ) MA:
molekiiler agirlik.

ISSR analizlerinde kullanilan primerlerden elde edilen toplam bant sayilari
(TBS), polimorfik bant sayilar1 (PBS), polimorfizm orani (PO), ayirma giicii (AG) ve
primerlerin polimorfizm bilgi icerikleri (PBI) degerleri Cizelge 4.26’da verilmistir.

Tohumdan c¢ikan ve meyve vermeye baslamis Kaman-5 genotiplerinde
kullanilan ISSR primerleri toplam 87 bant vermis olup 43 tanesinin (%47.2)
polimorfizm gosterdigi belirlenmistir. En diislik polimorfizm orani (%25) UBC 854
no’lu primerden elde edilirken, en yiliksek polimorfizm orani (%80) UBC 811 ve
UBC 855 no’lu primerlerden elde edilmistir. Primer bagina ise ortalama 2.8
polimorfik bant diismiistiir.

Primerlerin ortalama polimorfizm bilgi icerigi degeri 0.64 olarak
belirlenmistir. En yiliksek (0.88) polimorfizm bilgi igerigi degeri UBC 815 ve UBC
846 no’lu primerlerden elde edilirken, en diistik (0.32) polimorfizm bilgi i¢erigi UBC

856 no’lu primerden elde edilmistir. Primerlerin toplam ayirma giicli degeri 14.11
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olarak hesaplanmistir. En yiiksek (1.64) ayirma giicii degeri UBC 856 no’lu
primerden elde edilmis olup, en diisiik (0.64) ayirma giicii degeri ise, UBC 815 ve
UBC 846 no’lu primerlerden elde edilmistir.

Cizelge 4.26. ISSR primerlerinin tohumdan ¢ikmig Kaman-5 (Tohum-KS5)
agaclarinda PCR amplifikasyonu sonucu elde edilen toplam bant
sayilar1 (TBS), polimorfik bant sayilar1 (PBS), polimorfizm orani
(PO), polimorfizm bilgi icerigi (PBI) ve primerin ayirma giicii (AG)

degerleri.

No Primer TBS PBS PO (%) PBI AG
1 UBC 808 8 5 62.50 0.56 1.27
2 UBC 810 10 5 50.00 0.69 0.98
3 UBC 811 5 4 80.00 0.56 1.23
4 UBC 814 9 4 44.44 0.69 1.00
5 UBC 815 4 2 50.00 0.88 0.64
6 UBC 823 4 0 0.00 0.00 0.00
7 UBC 826 11 6 54.55 0.74 0.85
8 UBC 829 4 2 50.00 0.46 1.45
9 UBC 834 7 2 28.57 0.81 0.82
10 UBC 846 6 4 66.67 0.88 0.64
11 UBC 853 3 1 33.33 0.79 0.91
12 UBC 854 4 1 25.00 0.87 0.73
13 UBC 855 5 4 80.00 0.72 0.86
14 UBC 856 4 2 50.00 0.32 1.64
15 UBC 858 3 1 33.33 0.70 1.09

Toplam 87 43 - 9.67 1411
Ortalama 5.8 2.87 47.23 0.64 0.94

SRAP analizlerinde kullanilan primerlerden elde edilen toplam bant sayilar
(TBS), polimorfik bant sayilar1 (PBS), polimorfizm oran1 (PO), ayirma giicii (AG) ve
primerlerin polimorfizm bilgi igerikleri (PBI) degerleri Cizelge 4.27°de verilmistir.

Tohumdan ¢ikmis ve meyve vermeye baslamig Kaman-5 agaclarinda
kullanilan SRAP primer c¢iftlerinden toplam 90 bant elde edilmis ve 39 tanesinin
(%44.7) polimorfizm gosterdigi belirlenmistir. En diisiik polimorfizm orani (%25)
Mel-Em10 ve Mel0 Em12 no’lu primer ¢iftlerinden elde edilirken, en yiiksek
polimorfizm orant (%62.5) Me6-Em9 ve Me3 Em10 no’lu primer ¢iftlerinden elde
edilmistir.

Ortalama polimorfizm bilgi igerigi degeri 0.63 olarak bulunmustur. En

yluksek (0.92) polimorfizm bilgi igerigi degeri Me2-Em4 no’lu primer ¢iftinden elde
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edilirken, en diisiik (0.23) polimorfizm bilgi i¢erigi Me3-Em5 no’lu primer ¢iftinden
elde edilmistir. SRAP primer ¢iftlerinin toplam ayirma giici degeri 10.90 olarak
belirlenmistir. En yiiksek (1.76) ayirma giicii degeri Me3-Em5 no’lu primer ¢iftinden
elde edilmis olup, en diisiik (0.48) ise Me2-Em4 no’lu primerden elde edilmistir.

Cizelge 4.27. SRAP primerlerinin tohumdan ¢ikmis Kaman-5 (Tohum-KS5)
agaclarinda PCR amplifikasyonu sonucu elde edilen toplam bant
sayilar1 (TBS), polimorfik bant sayilar1 (PBS), polimorfizm orani
(PO), polimorfizm bilgi igerigi (PBI) ve primerin ayirma giicii (AG)

degerleri.

Primer B PB PO (%) PBIi AG
Me2-Em4 12 3 25.00 0.92 0.48
Me3-Em2 9 3 33.33 0.63 1.21
Me3-Em4 12 4 33.33 0.56 1.27
Me3-Em5 6 3 50.00 0.23 1.76

Me3-Em17 9 5 55.56 0.67 0.98
Me3-Em20 8 4 50.00 0.55 1.14
Me6-Em7 8 5 62.50 0.63 1.05
Me9-Em6 8 5 62.50 0.67 1.09
Me10-Em8 10 5 50.00 0.74 0.91
Me10-Em9 8 2 25.00 0.75 1.00
Toplam 90 39 - 6.34 10.90
Ortalama 9 3.9 44.72 0.63 1.09

Tohumdan ¢ikmig Kaman-5 agaglarina test edilen ISSR, SRAP ve her iki
yontemden (ISSR+SRAP) elde edilen verilerin birlikte degerlendirmesi sonucu
ortaya ¢ikan genetik benzerlik indeksleri Cizelge 4.28, Cizelge 4.29 ve Cizelge
4.30°da verilmistir.

Cizelge 4.28. Verime baslamis Kaman-5 agaglarinda ISSR analizleri sonucu elde
edilen ve Jaccard’a gore hesaplanan genetik benzerlik indeksleri.

B23 | B24 | B25 | B26 | B27 | B28 | B29 | B30 | B31 | B32
B24 0,78 | -
B25 0,721 0,75 -
B26 0,75 10,75 | 0,86 -
B27 0,75 10,76 | 0,79 | 0,80 -
B28 0,7110,74| 0,75 | 0,78 | 0,78 -
B29 0,74]10,70 | 0,78 | 0,76 | 0,78 | 0,72 -
B30 0,70 10,72 | 0,76 | 0,76 | 0,85 | 0,77 | 0,73 -
B31 0,72 1068 | 0,84 | 0,79 | 0,80 | 0,75 | 0,81 | 0,74 -
B32 0,76 /0,78 0,87 | 0,88 | 0,78 | 0,76 | 0,79 | 0,77 | 0,80 -

Kaman-5 | 0,74 | 0,74 | 0,83 | 0,83 | 0,86 | 0,77 | 0,80 | 0,80 | 0,81 | 0,89
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Cizelge 4.29. Verime baglamig Kaman-5 agaclarinda SRAP analizleri sonucu elde
edilen ve Jaccard’a gore hesaplanan genetik benzerlik indeksleri.

B23 | B24 | B25 | B26 | B27 | B28 | B29 | B30 | B31 | B32
B24 0,78 | -
B25 0,80 | 0,79 -
B26 0,78 | 0,78 | 0,82 -
B27 0,74 1 0,83 | 0,81 | 0,80 -
B28 0,76 | 0,72 | 0,79 | 0,90 | 0,75 -
B29 0,75]0,75| 0,82 | 0,77 | 0,80 | 0,74 -
B30 0,74 1 0,86 | 0,83 | 0,83 | 0,89 | 0,77 | 0,78 -
B31 0,790,79]086 | 088 0,77 | 0,89 | 0,76 | 0,80 -
B32 0,79,0,79]084 | 083|084 084 0,72 | 0,82 | 0,87 -

Kaman-5 | 0,80 | 0,83 | 0,90 | 0,82 | 0,81 | 0,81 | 0,75 | 0,85 | 0,86 | 0,86

Cizelge 4.30. Verime baslamis Kaman-5 agaclarinda ISSR ve SRAP analizleri
sonucu elde edilen ve Jaccard’a gore hesaplanan genetik benzerlik
indeksleri.

B23 | B24 | B25 | B26 | B27 | B28 | B29 | B30 | B31 | B32
B24 0,78 | -
B25 0,76 | 0,77 -
B26 0,76 | 0,77 | 0,84 -
B27 0,74 1 0,79 | 0,80 | 0,80 -
B28 0,7410,73| 0,77 | 0,84 | 0,76 -
B29 0,7410,72| 0,80 | 0,76 | 0,79 | 0,73 -
B30 0,7210,79 ] 0,80 | 0,80 | 0,87 | 0,77 | 0,75 -
B31 0,76 10,741 0,85 /0,84 | 0,78 | 0,82 | 0,78 | 0,77 -
B32 0,77,0,79]085 085|081 080 0,75 | 0,80 | 0,84 -

Kaman-5 | 0,77]0,79 | 0,86 | 0,83 | 0,83 | 0,79 | 0,77 | 0,83 | 0,83 | 0,87

Tohumdan yetismis ve meyve vermeye baglamig 10 adet Kaman-5 agacinda
uygulanan ISSR teknigi verilerinin analizi sonucunda elde edilen dendrogramda 2
ana grup olusmustur. Birinci grupta 2 genotip bulunurken, ikinci grupta Kaman-5 ile
birlikte 9 genotip yer almigtir. Kaman-5 genotipine en yakin ¢ogiir aga¢ Tohum-KS5-
10 (0.89) olmustur. Kaman-5 genotipine en uzak ¢ogiir aga¢ ise Tohum-K5-1 (0.74)
olmustur. DNA seviyesinde birbirine en yakin ¢ogiir agaglar Tohum-K5-4 ile
Tohum-K5-10 (0.88) olurken, Tohum-K5-2 ile Tohum-K5-7 (0.70) no’lu ¢ogiir
agaclariin birbirine en uzak olduklar1 belirlenmistir (Sekil 4.24).

Tohumdan elde edilmis ve meyve vermeye baslamig Kaman-5 agaglarina
uygulanan SRAP tekniginden elde edilen verilerden elde edilen soyagacinda Tohum-

K5-7 no’lu genotip ana grubun disinda yer almistir. Kaman-5 genotipine en yakin
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¢Ogiir agact Tohum-K5-3 (0.90) olmustur. Kaman-5 genotipine en uzak ¢6giir agaci
ise Tohum-K5-7 (0.75) oldugu belirlenmistir. Birbirine en yakin ¢oglir agaclar
Tohum-K5-6 ile Tohum-K5-8 (0.89) olurken, Tohum-K5-7 ile Tohum-K5-10 (0.72)

no’lu ¢6giir agaclarinin ise birbirine en uzak olduklar belirlenmistir. (Sekil 4.25).

[ TOHUM-K5-1
TOHUM-K5-2

4': TOHUM-K5-3
TOHUM-K5-4
TOHUM-K5-10

KAMAN-5
— TOHUM-K5-9

—————— TOHUM-K5-5
L TOHUM-K5-8

TOHUM-K5-7
TOHUM-K5-6

r T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1

0.74 0.78 0.82 0.86 0.90

Sekil 4.24. Tohumda elde edilmis ¢6giir agaclarina ISSR tekniginin uygulanmasi ve
elde edilen verilerin degerlendirilmesi sonucu UPMGA analizi ile elde
edilen soyagaci.

TOHUM-K5-1
TOHUM-K5-2
— TOHUMK5-5
L TOHUM-K5-8
— TOHUM-K5-3
L KAMAN-5

TOHUM-K5-10
TOHUM-K5-4

ﬁ TOHUM-K5-6

L TOHUM-K5-9
TOHUM-K5-7

T T T T T T 1

O.%? - 0.80' - '0.234' - 0.87 0.91
Sekil 4.25. Tohumdan elde edilmis ¢ogiir agaclarina SRAP tekniginin uygulanmasi
ve elde edilen verilerin degerlendirilmesi sonucu UPMGA analizi ile elde

edilen soyagaci.

Tohumdan ¢ikmis Kaman-5 ¢ogiirlerine uygulanan ISSR ve SRAP teknikleri
birlikte de degerlendirilmis olup elde edilen UPMGA analizleri sonuglarina gore 2
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ana grup olusmustur. Tohum-K5-7 no’lu ¢ogiir agaci bu gruplarin disinda yer
almistir. Birinci grupta 2 genotip yer alirken, ikinci grupta Kaman-5 ile birlikte 8
genotipin bulundugu goriilmiistiir. Kaman-5 genotipine en yakin ¢ogiir agaci Tohum-
K5-10 (0.87) olmustur. Kaman-5 genotipine en uzak ¢ogiir agaclarin ise Tohum-KS5-
1 ve Tohum-K5-7’1in (0.77) olduklar1 belirlenmistir. Birbirine en yakin ¢6giir agaclari
Tohum-K5-5 ile Tohum-K5-8 (0.87) bulunolurken, Tohum-K5-1 ile Tohum-K5-8
(0.72) no’lu agaglar ise birbirine en uzak ¢ogiir agaclari olmustur (Sekil 4.26).

TOHUM-K5-1

TOHUM-K5-2

{ TOHUM-K5-3

TOHUM-K5-9

TOHUM-K5-4
] TOHUM-K1-10

KAMAN-5

TOHUM-K5-6
— TOHUM-K5-5
L TOHUM-K5-8
TOHUM-K5-7

r T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1

0.77 0.79 0.82 0.85 0.88

Sekil 4.26. Tohumdan elde edilmis ¢ogiir agaclarina ISSR ve SRAP tekniklerinin
birlikte uygulanmasi ve elde edilen verilerin birlikte degerlendirilmesi
sonucu UPMGA analiziyle elde edilen soyagaci.

Kaman-5 genotipinin tohumundan ¢ikmig ve meyve vermeye bagslamis
agaclarin DNA seviyesinde karsilastirilmast sonucunda bunlarin genetik olarak
birbirlerinden farklt olduklar1 belirlenmistir. Bdylece fidancilardan alinan
cogiirlerden elde edilen bulgularla benzer sonuglar elde edilmis olup, Kaman-5
genotipinin apomiktik meyve vermedigi ve Kaman-5 ¢esidi ile yeni kurulacak

bahcelerde asili fidanlarin kullanilmasinin gerektigi sonucu ortaya ¢ikmistir.

4.3. ISSR ve SRAP Yontemlerinin Polimorfizm ve Ayirma Giicii Bakimindan

Karsilastirilmasi

A ve B firmalarindan alman Kaman-1 ve Kaman-5 fidanlarinda ISSR ve
SRAP teknikleri polimorfizm ve ayirma giicii bakimindan karsilastirilmistir (Cizelge
4.31).
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Cizelge 4.31. ISSR ve SRAP primerlerinden elde edilen toplam bant sayilar1 (TBS),
primer basina diisen toplam bant sayis1 (PBDTBS), polimorfik bant
sayilar1 (PBS), primer basina diisen polimorfik bant sayis1 (PBDPBS),
polimorfizm orani (PO), polimorfizm bilgi igerigi (PBI) ve primerin
ayirma giicii (AG) degerleri.

TBS PBDTBS PBS PBDPBS PO PBI AG
ISSR 391 6.51 199 3.31 48.80 0.67 1.02
SRAP 353 8.82 160 4.00 44.93 0.62 1.11

ISSR tekniginden toplam 391 bant elde edilmis, bu bantlarin 199 tanesinin
polimorfik oldugu belirlenmistir. SRAP tekniginden ise toplam 353 tane bant elde
edilmis ve bunlardan 160 tanesinin polimorfik oldugu saptanmstir. Incelenen bu
ozelliklere gore ISSR tekniginde 15 primer ve SRAP tekniginde 10 primer ciftinin
kullanildig1 g6z oniine alindiginda SRAP teknigi, toplam ve polimorfik bant sayisi
bakimindan ISSR teknigine gore daha iyi sonu¢ vermistir.

Polimorfizm oranlarini inceledigimizde ISSR tekniginin ortalama %48.8’lik,
SRAP tekniginin ise ortalama %44.9’liik polimorfizm oranma sahip oldugu
belirlenmistir. Polimorfizm bilgi igerigi agisindan ISSR tekniginden ortalama
0.67’lik, SRAP tekniginden ise ortalama 0.62’lik bir deger elde edilmistir. Elde
edilen bu bulgulara gére ISSR tekniginin SRAP teknigine gore biraz daha polimorfik
bir teknik oldugu ortaya ¢ikmustir.

ISSR ve SRAP teknikleri
karsilastirildiginda ise, ISSR tekniginin ortalama 1.02, SRAP tekniginin ise ortalama

primerlerin aymrma gilici bakimindan
1.11 ayirma giiciine sahip oldugu saptanmustir. Incelenen bu &zellige gore, SRAP
tekniginde kullanilan primer ¢iftlerinin, ISSR tekniginde kullanilan primerlere gore
birbirine yakin akraba olan ceviz genotiplerini biraz daha kolay ayirabildigi

belirlenmistir.

4.4. ISSR ve SRAP Yontemlerinden Elde Edilen Benzerlik indeksleri
Arasindaki Korelasyon
ISSR ve SRAP tekniklerinden elde edilen benzerlik katsayilar1 arasindaki

korelasyon Mantel kofenetik korelasyon testi (Mantel, 1967) yapilarak

hesaplanmistir. Elde edilen korelasyon katsayilar1 Cizelge 4.32°de verilmistir.
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Cizelge 4.32. ISSR ve SRAP yoOntemlerinden elde edilen genetik benzerlikler
arasinda yapilan Mantel kofenetik korelasyon testi sonuglari.

FidanciA FidanciB Verime Baglamis
Agaclar
Kaman-1 0.125 0.175 0.324
Kaman-5 0.218 0.065 0.440
Genel ortalama 0.22

Elde edilen veriler incelendiginde, gerek Kaman-1 ve gerekse Kaman-5’de
FidanciA ve FidanciB’den alinan ¢égiirlerde ve tohumdan ¢ikmis ve meyve vermeye
baslamis agaglarda korelasyon katsayilar1 oldukea diisiik bulunmustur.

Budak ve ark. (2004) ¢cimde yaptiklar1 ¢alismada SRAP ile ISSR arasindaki
korelasyon katsayisinit ¢ok diisiik (0.10) elde ettiklerini ve SRAP yOnteminin ¢im
cesitlerini ayirmada en yiiksek polimorfizm goésteren yontem oldugu bildirmislerdir.

Guo ve Luo (2005), Trabzon hurmasinda yaptiklar1 ¢alismada SRAP yontemi
ile hurma genotiplerini kolaylikla ayirabildiklerini, polimorfizm oraninin yiiksek
(%80) ve yontemin ¢ok gii¢lii oldugunu bildirmislerdir.

Bu calismada da saptanan korelasyon katsayilar1 Budak ve ark. (2004)
yaptiklar1 ¢aligma ile uyumlu olup ¢ok diisiik (0.22) bulunmustur. Ciinkii ISSR
teknigi SSR’lar arasinda kalan tekrarli bolgeleri c¢ogaltirken, SRAP teknigi ise
cogunlukla gen bolgelerini ¢ogaltmaktadir.

4.5. Apomiksisin Belirlenmesi 1le Tlgili Molekiiler Cahsmalarin Genel

Degerlendirmesi

Apomiksisin molekiiler ¢aligmalarla belirlenmesi, iki farkli fidancidan Kaman-
1 ve Kaman-5 olarak apomiktik oldugu iddia edilerek satilan fidanlarda ve verime
baslamigs Kaman-1 ve Kaman-5 tohumlarindan ¢ikmis agaclarda ISSR ve SRAP
yontemleri kullanilarak yapilmistir. Uygulanan her iki yontemde de bitkiler hem
birbirinden hem de ana ¢esitten genetik olarak farkli bulunmustur. Ayrica, Kafkas ve
ark. (2007) tarafindan tamamlanan bir TUBITAK projesi kapsaminda Kaman-1 ve
Kaman-5 agaclarinin ¢igeklerinde yapilan izolasyon c¢alismasindan da hi¢ meyve elde
edilememistir. Sonucta, apomiktik olarak satilan asisiz fidanlarin apomiktik

olmadiklar1 bu arastirma sonucunda ortaya ¢ikmustir.
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Her iki yontemden de elde edilen genetik benzerlik katsayilarina bakildiginda
ise, Jaccard’a gore hesaplanan katsayilarin 0.60 ile 0.93 arasinda degisim gosterdigi
belirlenmigtir. Elde edilen verilerin genel 6zeti Cizelge 4.33 ve Cizelge 4.34’de
verilmigtir.

FidanciA’dan satin aliman Kaman-1 ve Kaman-5 genotiplerine ait asisiz
fidanlarda polimorfizm orani1 daha diisiik bulunurken, genetik benzerlik katsayilari
daha yiiksek olmustur. Polimorfizm oranlart beklentinin iizerinde bulunurken,
genetik benzerlik katsayilar1 ise beklentinin altinda bulunmustur. Ciinkii ayn1 ana
bitkiden elde edilen tohumlardan ¢ikmis yavru bitkilerin ana bitkiye genetik olarak
daha fazla yakin olmasi beklenmekteydi. Nitekim bazi bitkilerde bu durum acik bir
sekilde goriilmektedir ve bu bitkilerin ana g¢eside olan genetik benzerlik katsayisi
yiiksektir. Ancak bazi bitkiler ana bitkiden genetik olarak ¢ok uzak bulunmustur. Bu
durum da satilan asisiz fidanlarin tohum kaynaginin sadece tek bir bitki degil baska

tohum kaynaklariyla birlikte karisik olabilme ihtimalinin oldugunu gostermektedir.

Cizelge 4.33. Kaman-1 ve Kaman-5 genotiplerinde apomiksisin belirlenmesi ile ilgili
yapilan molekiiler ¢aligmalarin genel ozeti.

TBS PBS %P Genetik Genetik
Benzerlik' | Benzerlik®

Kaman-1
ISSR 6.9 3.3 47.3 0.79 0.79
FidanciA SRAP 8.8 4.0 44.9 0.78 0.83
Ort. 7.9 3.7 46.1 0.79 0.81
ISSR 7.3 3.9 52.3 0.79 0.73
FidanciB SRAP 8.9 4.3 47.7 0.73 0.78
Ort. 8.1 4.1 50.0 0.76 0.75
Verime ISSR 7.3 3.9 51.8 0.75 0.78
Baslamig SRAP 8.7 4.1 46.5 0.77 0.80
Adgaclar Ort. 8.0 4.0 49.2 0.76 0.79
Genel Ortalama 8.0 3.9 48.4 0.77 0.78

Kaman-5

ISSR 5.7 2.7 44.7 0.77 0.81
FidanciA SRAP 8.7 3.7 42.0 0.81 0.82
Ort. 7.2 3.2 43.3 0.79 0.81
ISSR 6.1 3.3 51.0 0.75 0.69
FidanciB SRAP 8.9 4.0 45.2 0.81 0.79
Ort. 7.5 3.7 48.1 0.78 0.74
Verime ISSR 5.8 2.9 47.2 0.77 0.81
Baglamig SRAP 9.0 3.9 44.7 0.80 0.83
Agaclar Ort. 7.4 3.4 46.0 0.78 0.82
Genel Ortalama 7.4 3.4 45.8 0.78 0.79

' Analizi yapilan tiim bitkiler arasindaki genetik benzerlik
*Yavru bitkilerin ana genotipe olan genetik benzerligi
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Cizelge 4.34. Apomiksisin belirlenmesi ile ilgili yapilan molekiiler g¢alismalar
kapsaminda ISSR ve SRAP yontemlerinin karsilastiriimasi.

TBS | PBS %P Genetik Genetik
Benzerlik' Benzerlik?
ISSR Kaman-1 7.2 3.7 50.5 0.78 0.77
Kaman-5 | 5.9 3.0 47.6 0.76 0.77
Ort. 6.6 3.4 49.1 0.77 0.77
SRAP Kaman-1 8.8 4.1 46.4 0.76 0.80
Kaman-5 | 8.9 3.9 44.0 0.81 0.81
Ort. 8.9 4.0 45.2 0.79 0.81

Kirsehir’in Kaman ilgesinde yilda tahminen 80.000-100.000 adet asisiz ceviz
fidan1 satis1 yapilmaktadir. Bu da yaklasik 5-6.000 da ceviz bahgesinin her yil asisiz
fidanlarla kuruldugunu gostermektedir. Ayrica bu asisiz fidanlar apomiktik 6zelikte
oldugu diisiiniilerek yiiksek fiyatla (5-10 YTL) satilmaktadir. Satin alan iireticiler
durumu ancak bahgenin kurulmasindan 5-10 yil sonra agaglarin ge¢ meyveye
yatmast ve hasat edilen meyvelerin yeknesak olmamasi nedenleriyle
anlayabilmektedirler. Asisiz ceviz fidani satis1 bu ilgcede yaklasik 15 yildir devam
etmektedir. Bu durum gerek {ireticiler acisindan ve gerekse iilke ekonomisi agisindan
biiylik kayiptir ve bu sekilde cevizde diinya ihracatinda pay sahibi olabilmemiz
miimkiin degildir. Ciinkii pazar, diger meyve tiirlerinde oldugu gibi, 6zellikleri belli
bir 6rnek meyve talep etmektedir.

Ayrica bu arastirma sonucunda cevizde ISSR ve SRAP yontemlerini
karsilagtirma olanagi da ortaya ¢ikmistir: SRAP yonteminden daha fazla toplam ve
polimorfik bant elde edilirken, ISSR tekniginde polimorfizm orani daha yiiksek
olmustur. Her iki yontemden elde edilen genetik benzerlik katsayilarina bakildiginda,
degerlerin SRAP’ta ISSR’a gor biraz daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Bu durum
da ISSR yonteminin SRAP teknigine gore birbirine yakin ceviz genotiplerini biraz
daha iyi ayirdigim1 ortaya cikarmaktadir. Boylece SRAP teknigi cevize ilk defa
basariyla adapte edilmis, uygulanmis ve bundan sonraki cevizde yapilacak molekiiler

calismalarda da uygulanabilecegi gdsterilmistir.
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5. SONUC ve ONERILER

Bu arastirmada SRAP ve ISSR molekiiler markor teknikleri kullanilarak
analiz edilen 62 adet Kaman cevizi ¢ogiirleri (29 adet Kaman-1 ve 33 adet Kaman5)
arasindaki genetik iligkiler ortaya c¢ikarilmistir. SRAP teknigi cevizde ilk defa
uygulanmis olup, Kaman ceviz genotiplerinde SRAP tekniginde kullanilacak en
uygun (polimorfik) primerler belirlenmistir. Ayrica ¢alismada her iki yontemden elde
edilen veriler ayr1 ayr1 degerlendirilerek yontemler karsilastirilmastir.

Elde edilen sonuglar kisaca asagida 6zetlenmistir:

1. ISSR analizleri sonucunda elde edilen verilere gore; Kaman-1
genotiplerinde UBC 808 no’lu primerin toplam (29) ve polimorfik (18) bant
acisindan en fazla bandi saglayan primer oldugu saptanmistir. UBC 858 no’lu
primerinin ise en az (12) polimorfik bant iireten ve en diisiikk polimorfizm oranina
sahip (%25) primer oldugu belirlenmistir. Kaman-5 genotipinde ise UBC 826 no’lu
primerin toplam (35) ve polimorfik (23) bant agisindan en fazla banti iirettigi, UBC
823 no’lu primerin ise en diisiik polimorfik bant sayisina (1) ve polimorfizm oranina
sahip (%8.3) oldugu belirlenmistir. Kaman-1 ¢ogiirlerinde en yiliksek polimorfizm
oranina (%82.1) sahip olan primer UBC 826 olurken, Kaman-5 ¢ogiirlerinde ise
UBC 855 no’lu primer en yiiksek polimorfizm oranina (73.3) sahip olmustur.
Kaman-1 ¢ogiirlerinde UBC 829 no’lu primer en yiiksek (2.51) polimorfizm bilgi
igerigine ve en diisiik (2.03) ayirma giicii degerine sahip olurken, UBC 823 no’lu
primerin ise en diisiik (1.55) polimorfizm bilgi igerigi degerine ve en yiiksek ayirma
giicli degerine (3.70) sahip oldugu belirlenmistir. Kaman-5 ¢ogiirlerinde ise UBC
854 no’lu primer en yiiksek (2.74) polimorfizm bilgi igerigi degerine sahip olurken,
UBC 823 no’lu primer ise en diisiik (0.14) degeri vermistir. UBC 856 no’lu primer
en yliksek (4.66) ayirma giicii degerine sahip olurken, UBC 853 no’lu primer ise en
diisiik (1.71) ayirma giicii degerine sahip olmustur.

2. SRAP analizleri sonucunda Kaman-1 ¢ogiirlerinde Me3-Em2 primer c¢ifti
en fazla bandi1 (34) verirken, Kaman-5 ¢ogiirlerinde ise Me3-Em4 primer ¢ifti en
fazla bant sayisini (35) vermistir. Kaman-1 ¢ogiirlerinde en fazla polimorfik bant

tireten (12) MelO-Em12 primer ¢ifti olurken, Me3-Em10 primer ¢ifti en diisiik
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polimorfik bandi liretmistir. Kaman-5 c¢ogiirlerinde ise Mel0-Em8 primer ¢ifti en
fazla polimorfik bant sayisini1 verirken, en az polimorfik bant sayisini (6) Me3-Em5
primer ¢ifti vermistir. Kaman-1 genotiplerinde Me3-Em13 primer ¢ifti en fazla
polimorfizm oranina (%71.1) sahip olurken, Me3-Em10 primer ¢ifti en diisiik
polimorfizm oranma (%20) sahip olmustur. Kaman-5 ¢ogiirlerinde ise Me9-Em6
primer ¢ifti en yiiksek (%62.9) polimorfizm oranini verirken, Me10-Em9 primer ¢ifti
en diisiik polimorfizm oranin1 (%27.8) vermistir. Polimorfizm bilgi igerigi
bakimindan Kaman-1 ¢ogiirlerinde Me3-Em3 primer ¢ifti en yiiksek (2.88) degeri
verirken, Me3-Em1 primer ¢ifti en diisik (1.63) degeri vermistir. Kaman-5
cogiirlerinde ise Me10-Em9 primer cifti en yliksek (2.17) polimorfizm bilgi icerigine
sahip olurken, Me3-EmS5 primer ¢ifti ise en diisiik (1.20) polimorfizm bilgi icerigine
sahip olmustur. Ayirma giicii degerlerine bakildiginda Kaman-1 ¢dgiirlerinde Me3-
Eml primer ¢ifti en yiiksek (3.77) degere sahip olurken, Mel-Em10 primer cifti en
diisiik (1.43) degeri vermistir. Kaman-5 ¢ogiirlerinde ise Me3-Em5 primer c¢ifti en
yiiksek ayirma giicii degerine (4.52) sahip olurken, Mel0-Em9 primer ¢iftinin en
diisiik (2.88) ayirma giicii degerine sahip oldugu gorilmiistir.

3. ISSR analizleri sonucunda Kaman-1 genotipine en yakin genotip (0.86)
Tohum-K1-5 olurken, en uzak (0.68) Tohum-K1-6 genotipi olmustur. Kaman-5’e en
yakin genotip (0.89) Tohum-K5-10 olurken, FUB-K5-12 genotipin ise en uzak (0.60)
genotip oldugu belirlenmistir. Kaman-1 genotipleri i¢inde birbirlerine en yakin
genotipler Tohum-K1-9 ile Tohum-K1-10 (0.92) olarak bulunurken, Tohum-K1-5 ile
Tohum-K1-6 genotipleri ise birbirine en uzak (0.66) olarak tespit edilmistir. Kaman-
5 genotiplerinde ise FUA-K5-4 Ile FUA-K5-5 genotipleri birbirine en yakin (0.89)
olarak bulunurken FUB-K5-7 ile FUB-K5-12 genotipleri ise birbirine en uzak (0.64)
olarak belirlenmistir.

4. SRAP analizleri sonucunda Tohum-K1-1 genotipi Kaman-1 genotipine en
yakin olarak (0.86) bulunurken, Tohum-K1-6 en uzak (0.71) genotip olarak
saptanmistir. Kaman-5 genotipine en yakin genotip ise Tohum-K5-3 olarak
bulunmus olup, FUB-K5-1 ve FUB-K5-5 genotipleri en uzak olarak (0.72)
belirlenmistir. Kaman-1 ¢ogiirlerinde birbirine en yakin genotipler FUA-K1-5 ile

FUA-K1-6 (0.87) olurken, FUB-K1-4 ile FUB-K1-8 genotipleri birbirine en uzak
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(0.69) olarak belirlenmistir. Kaman-5 genotiplerinde ise FUA-K5-6 ile FUA-K5-8
genotipleri birbirine en yakin (0.93) iki genotip olurken, FUB-K5-1 ile FUB-K5-3
Genotiplerinin birbirine en uzak (0.71) genotip oldugu saptanmistir.

5. Yapilan molekiiler analizler sonucunda Kirsehir’in Kaman ilgesinde
apomiktik olduklar1 iddia edilerek asisiz olarak satisi yapilan ceviz fidanlarinin
apomiktik olmadiklar1 ortaya ¢ikmistir.

6. Bu calismada SRAP teknigi cevizde ilk defa kullanilmistir. SRAP yontemi
ISSR ile karsilagtirildiginda, ISSR tekniginde polimorfizm orami daha yiiksek
bulunurken, SRAP yonteminden ise daha fazla toplam ve polimorfik bant elde
edilmistir. Her iki yontemden elde edilen genetik benzerlik katsayilarina
bakildiginda, degerlerin SRAP’ta ISSR’a goére biraz daha yiiksek oldugu
belirlenmistir. Bu durum da ISSR yonteminin SRAP teknigine gore birbirine yakin
ceviz genotiplerini biraz daha iyi ayirdigini ortaya ¢ikarmaktadir. Ayrica her iki
yontemden elde edilen genetik benzerlik katsayilari arasindaki korelasyon oldukca
diisiikk bulunmustur, bunun nedeni ise ISSR tekniginin SSR’lar arasinda kalan tekrarl
bolgeleri cogaltirken, SRAP tekniginin ¢ogunlukla gen bolgelerini gogaltmasina
baglanabilmektedir.

Diinyada cevizin gen merkezlerinden biriside iilkemiz olmasina karsin
tilkemizde cevizde yapilan molekiiler ¢alismalar sinirlidir. Morfolojik, fizyolojik ve
biyokimyasal yontemler ¢cok uzun zaman almakta ve ¢evresel faktorlerden ¢ok fazla
etkilenmektedir. Bu nedenle, her ceviz yetistiren ve genetik kaynaga sahip olan
tilkenin yapmasi gerektigi gibi iilkemizin de kendi ceviz gen kaynaklarini DNA
diizeyinde tamimlamasi1 ve yetistiricilikte karsilagilan bazi sorunlari da DNA
analizleri ile ¢dzlimlemesi gerekmektedir. Bu durum iilkemiz ceviz yetistiriciligi i¢in
olduk¢a onemlidir. Ciinkii ayn1 ¢esit iilkemizin farkl illerinde veya oteki iilkelerde
farkli isimlerle de anilabilmektedir.

Bunun 6&tesinde Kirsehir’in Kaman ilgesinde oldugu gibi apomiktik tohum
tirettigi iddia edilerek Kaman-1 ve Kaman-5 ¢dgiirleri ile binlerce ha. ceviz bahgesi
kurulmustur. Ancak kurulan bahgelerde agaglarin ge¢ meyveye yatmasi ve
agaclardan elde edilen meyvelerde genis varyasyonlarin goriilmesi DNA seviyesinde

bdyle bir ¢alismanin yapilma zorunlulugunu ortaya ¢gikarmigstir.
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Bundan sonra cevizde yapilacak  molekiiler ¢alismalarda (1)
uygulanabilirliklerinin kolay olmasi (2) uygulama maliyetlerinin 6teki bazi markor
tekniklerine gore diisiik olmasi ve (3) giivenirliklerinin yiiksek olmasi nedenleriyle
ISSR ve SRAP teknikleri mutlaka tercih edilmelidir.

Kaman-1 ve Kaman-5 ceviz genotiplerinin apomiktik meyve tiretmedikleri ve
bunlarin ¢ogiirleri ile kurulacak bahgelerden homojen meyve alinamayacaginin ve bu
tir meyvelerin dis pazar sansinin diisiik oldugunun en kisa siirede basin yoluyla

tilkemizdeki ceviz iireticilerine duyurulmasi gereklidir.
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