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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

UZUNDERE’NIN CEVIZLi KOYUNDE YETISEN CEVIZLERIN (JUGLANS
SPP.) MOLEKULER KARAKTERIZASYONU

Murat KAY A

Atatiirk Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Tarimsal Biyoteknoloji Ana Bilim Dali

Danisman: Yrd. Dog. Dr. Emine ORHAN

Bu aragtirma, Erzurum ilinin Uzundere ilgesine bagli Cevizli kdyiinden getirilen ceviz
(Juglans spp.) tipleri arasindaki genetik iliskinin belirlenmesi amaciyla yapilmustir.
Calismada, arazi calismasi yapilarak 30 ceviz tipi tespit edilmistir. Bu ceviz tipleri

arasindaki genetik iligkiyi karakterize etmek i¢in RAPD yontemi kullanilmustir.

RAPD analizi i¢in kullanilan 27 primerden amplifikasyon (sayisal c¢ogaltilma)
durumuna gore seg¢ilen 19°u ile yiiriitiilen islemler sonucunda toplam 81 adet bant
olustugu tespit edilmistir. Bu bantlardan 73 adedi genotipler arasinda polimorfizm
gostermistir. Tiim bantlar degerlendirildiginde ise polimorfik olanlarin oranit %81,40
olarak belirlenmistir. Kullanilan primer basina ortalama 4,26 polimorfik bant tespit
edilmistir. 30 ceviz tipi arasinda en diislik farklilik orami (27,100) C14 ile C17 tipleri
arasinda tespit edilirken en yiiksek farklilik orani (320,766) ise, C18 ve C22 tipleri
arasinda tespit edilmistir. Bu sonuglarin ceviz i1slaht ¢alismalarinda yararli olacagi

ortaya ¢ikmaistir.
2013, 40 sayfa

Anahtar Kelimeler: Juglans, Genetik iliski, RAPD



ABSTRACT

MS Thesis

MOLECULAR CHARACTERIZATION USING OF WALNUTS (Juglans spp.)
GROWING IN THE “CEVIZLIi” VILLAGE OF UZUNDERE

Murat KAY A

Atatiirk University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Agricultural Biotechnology

Supervisor: Asst. Prof. Dr Emine ORHAN

This study was carried out for determine the genetic relationship at Cevizli village
belongs to Uzundere district of Erzurum province. In the study, 30 walnut types have
been identified with the field work. RAPD method was used to characterize the genetic

relationships between this walnut types.

A total 27 primers used for RAPD analysis, and 19 out of them were selected. These 19
primers resulted total 81 bands which 73 of them were polymorphic. Average
polymorphic band ratio was 81,40%. Avarage 4,26 polymorphic bands per primer was
obtained. The highest genetic distance (320,766) was detected between C18 and C22,
while the highest genetic distance (27,100) was observed between C14 and C17 types.
These results appeared to be beneficial in walnut breeding.

2013, 40 pages

Keywords: Juglans, genetic relationship, RAPD



TESEKKUR

Oncelikle bana bu konuyu veren, arastirmaya yonlendiren ve bugiine kadar yapmis
oldugumuz caligmalarda yardimlarimi higbir zaman esirgemeyen, Yiiksek Lisans’a
basladigim giinden itibaren ¢alismalarima oOnder olan ¢ok degerli danisman hocam

Saym Yrd. Dog. Dr. Emine ORHAN’a yiirekten tesekkiirii borg bilirim.

Tezimde kullanmis oldugum bitki materyallerini elde etmeme yardimci olan Sayin

Yavuz GUNEY ve Saymn Hanifi ULUDAG’a tesekkiir ederim.

Laboratuvar calismalar1 sirasinda destegini esirgemeyen degerli arkadaslarim Sayin
Levent ODACI, Sayin Selim AKYOL, Saym Adem YANIK, ve Sayin Eray MEMIS’e
¢ok tesekkiir ederim.

Murat KAYA
Haziran, 2013
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1. GIRIS

Ceviz; smifi Dicotiledoneae, takimi Juglandales, familyasi Juglandaceae, cinsi Juglans
olan sert kabuklu bir meyve tiiriidiir (Sen, 1986). Juglans cinsi igerisinde 20 kadar tiir
bulunmasina karsin, ¢ogunlukla Juglans regia’nin kiiltiiri ve ticareti yapilmaktadir

(Manning 1978).

Juglans regia, diinyada en yaygin ceviz tiiriidiir. Cevizin kokeni, Hazar Denizi kiyisinda
35-40 kuzey enlem derecelerinde bulunan Ghillan bolgesindedir. G. Kafkasya ve
Anadolu bu tiiriin ana vatan bolgeleri arasinda sayilabilir. Bu tiir, Karpat daglarindan
Mangurya ve Kore’ye kadar yayilmustir. Kiiltlirii yapilan ceviz gesitlerinin hemen
tamamma yakini bu tiire girmektedir. Ceviz, Karpat Daglari’ndan Tiirkiye, Iran, Irak,
Afganistan, Gliney Rusya, Hindistan, Mangurya ve Kore’ye kadar uzanan genis bir
bolgenin tabii bitkisidir. Bu {lilkelerden Avrupa, ABD ve diger iilkelere yayilmistir.
Anadolu’da yasayan insanlarin en az 3000 yildir bu bitkiyi tanidiklar1 ve faydalandiklari
bilinmektedir. Bugiin Isvigre Alplerinin 1000-1200 m yiiksekliklerinde, iilkemizde ise
Munzur daglarinda 1730 m yiikseklikte cevizin yetistigi goriilmiistiir. Romalilar cevize
“Jovis Glans” demislerdir ki bu Jipiter’in “Kral Meyvesi” anlamina gelir. Buradan

cevizin cins ismi Juglans ¢ikmistir (Anonim 2013a).

Ceviz agacinin tag yapisi tohumdan yetismis ceviz agaglarinda kuvvetli ve genis, asili
ceviz agaclarin da ise ¢esit ve ekolojik sartlara bagh olarak yayvan ve dik gelisim
gosterir. Yan dallarda yiiksek oranda meyve veren ceviz ¢esitleri yayvan; u¢ dallarda
meyve veren ceviz gesitleri ise dik gelisim gosterir. Sert kabuklu meyveler grubuna
giren cevizin meyvesi agag lizerinde yesil kabuk, sert kabuk ve i¢ cevizden olusur. Yesil
kabuk “kal” olarak isimlendirilir. Yesil kabuk, kilif ve ¢i¢ek Ortiisiinden, sert kabuk ise
yumurtalik duvarlarindan olusur. Esasinda yedigimiz i¢ ceviz, cevizin embriyosudur

(Anonim 2013c).



Geng ceviz agaclarinda gdvde piiriizsiiz ve giimiisi renklidir. ilerleyen yillarda gévdede
piiriizler ve ¢atlaklar olusabilir. Kabuk rengi, gri-siyah arasi renktedir. Siirgiinler, tiysiiz
ve cesitlere gore yesil veya esmer renklidir. Ozleri bdlmeli olan siirgiinlerde, 5-6
yaprakgiktan olusan yapraklar yer alir. Yaprakeiklar, genellikle genis elips seklinde ve
tam kenarlidir. Yaprake¢ik boyu cesit ve ekolojik kosullara gore 5-15 cm arasinda
degisebilir. Yaprakgiklarin genislik ve uzunluklar ile sayilar1 ceviz tiirlerinde degisiklik

gostermektedir. Yaprakgiklar aromatik bir kokuya sahiptirler (Anonim 2013c).

Ceviz cigekleri giizel goriinlise ve kokuya sahip olmadigi i¢in tozlanmasi riizgarla olur.
Riizgarla tozlanmada ¢icek tozu kaybi cok fazla olacagindan, bir erkek ¢igcek
puskiiliinde ¢ok sayida erkek organ ve buna bagli olarak ¢ok sayida ¢igek tozu (polen)
vardir. Cevizde yenen kisim tohumdur. Bu nedenle dollenme mutlaka gereklidir. Biitlin
ceviz c¢esitleri karsilikli olarak birbirlerini dollerler. Fakat cevizlerde tozlanma
problemleri, genellikle uyusmazliktan ¢ok erkek ve disi ciceklerin farkli zamanlarda
acmas1i ve olgunlasmast nedeniyledir. Cevizlerde erkek ve disi ¢igekler ayni anda
olgunlagsmaz, genellikle erkek ¢icekler once olgunlasir, dokiiliip gider; disiler ondan
sonra ¢ikar. Bundan dolay1 ceviz bahgesi kurarken mutlaka ya erkek ve disi ¢igeklerinin
olgunlagsmasi ayni doneme gelen birden fazla c¢esit ile karigik bir dikim tercih
edilmelidir. Bir ceviz bahgesinde iyi bir tozlanma ve dollenme saglayabilmek i¢in en iyi
metot, bah¢eyi iki veya daha c¢ok ¢esitle kurmaktir. Erken veya ge¢ cicek tozu veren
cesitler bir arada dikilmemelidir. Bdylece yeterli, tozlanma saglanacak ve maksimum
verim alinacaktir. Eger cevizlerde tek cesitle bahce kurma yoluna gidilirse; birde bu
cesidin ¢iceklenme durumu dikkate alinmamissa, o bahceden diizenli meyve alinmasi
miimkiin olmayacaktir. Cicek tozlar1 riizgarla uzaklara tasinabilir. Geng bahgelerde
agaclar arasinda iyi bir riizgar dolasimina imkan verecek aralik varsa, agaglarin polen
kaynagia 150-200 m uzak olmasi tozlanma icin yeterlidir. Ancak agaglar biiyiiyiip
aradaki mesafeler kapandikca, cicek tozlarmin bahge igindeki etkinligi azalir. Bu
nedenle polen vericilerle tozlanan agaclar arasinda en ¢ok 60-90 m aralik bulunmalidir.
Tozlayict gesitlerin meyve kalitesi iyi ise birbirini tozlayan cesitlerden birer sira tesis

edilebilir (Anonim 2013a).



Ceviz cesitlerin iklim ihtiyaglar1 ¢ok iyi saptanmali ve 6zellikle ilkbahar ge¢ donlar
yoniinden risk olmamalidir. Yiiksek yaz sicakliklari, kis donlari, sisler, yagis miktari,
yagis zamani ve riizgar gibi iklim kosullar yetistirilecek ceviz ¢esidine gore 6nem arz
etmektedir. Bir bolgede ceviz yetistiriciligini sinirlayan en 6nemli faktorlerin basinda
ilkbahar ve sonbahar ge¢ donlar1 gelmektedir. Cok geg¢ yapraklanan ceviz gesitlerinde
vejetasyon siiresi kisa oldugu icin, olgunlasamayan siirgiinlerin erken sonbahar
donlarindan zarar gérdiigii de bir gergektir. Ilkbahar ge¢ donlarindan sadece disi
cigekler degil aynm1 zamanda erkek cicekler de zarar gérmektedirler. Kis soguklari
bitkileri oldiirecek kadar (-25°C) diisiik olmamalidir. 38°C sicakliktan sonra giines
yanikligi, i¢ biizlilmesi gibi zararlanmalar baglar. Bu nedenle 25°C ve 38°C ceviz
agacinin yetisebilecegi sicaklik araligini gostermektedir. Soguklama ihtiyaci (800-1800
saat) karsilanmalidir. Cevizin riizgarla tozlanmasi nedeniyle tozlanmay1 garanti altina
alacak yeterli oranda riizgar ve agik hava ceviz yetistiriciliginde arzulanan iklim
istekleri arasinda bulunmaktadir. Ozellikle tozlanma zamani havalarin sisli gitmesi

arzulanmaz (Anonim 2013b).

Ceviz agaclan toprak bakimindan segici olmamakla beraber, genellikle derin ve iyi
drene olmus, taban suyu seviyesi 2,5-3 m’den yukari olmayan, fazla su tutmayan
gevsek, siizek, ¢akilli, kumlu, tinli, siltli, aliivyonlu topraklardan hoslanir. Ceviz kirece
dayaniklidir ve alkali topraklar1 sever. Cevizler toprak ve sulama suyundaki tuzluluga
asir1 derecede duyarlidirlar. Tuzluluk arttikca verim azalir. Kok derinligini sinirlayan
tamamen killi, milli ve kum birikintileri ceviz agaglarinin gelisme giiclinii, ve agag

iriligini siirlayabilir (Anonim 2013Db).

Ceviz i¢in uygun pH degeri 6 civaridir. pH degerini optimum diizeyde tutmak amaciyla
asidik ve bazik giibrelerin se¢imine 6zen gosterilir. pH degeri 8’den yukar1 oldugunda
fosfor, demir, ¢inko ve bor noksanligina neden olabilir. Ceviz yetistiriciliginde %5 aktif

kireg, demir klorozuna neden olabilmektedir (Anonim 2013c).

Ceviz insan saglig1 icin biiyiik 6nem tasir. Ceviz, thiamin, vitamin B6 ve folacin’i

igeren birgok vitamin igerir. Vitaminlere ilave olarak; demir, ¢inko, bakir, magnezyum,



fosfor ve potasyumca da zengindir. Sodyum ve seliiloz yoniinden ise fakirdir. Meyve
tiirlerinde giimiis iceren tek meyve turu cevizdir. Insan viicudunda, giimiis iyonuna
gereksinim duyulan tek organimiz ise beyindir. Giimiis, insan beyninin sagliginin
korunmasinda ve Ogrenmede etkilidir. Ciinkii giimiis iyonu antibakteriyal ozellik
tasimaktadir. Ceviz selenyum igeren ender gidalar arasindadir. Selenyum, Onemli
antioksidant enzimler olan selenoproteinleri yapmak igin proteinlerle baglanir. 100 gram
yenilebilir i¢ ceviz, yaklasik 14 gr protein ve 65 gr yag igerir. Ceviz igerigindeki
proteinin biiyiik kismu sindirilebilir proteindir. Bu 6zellik vejetaryen beslenmede, besin
degerinin yiiksek olmasi bakimindan, cevizin degerini artirmaktadir. Ceviz kolesterol
icermez, doymamis yag icerigi ise yiiksektir. Ceviz yaginin %58’ linoleic asit, %12’si
ise linolenic asitten olusur. Bu iki yag asidi saglikli bir yasam igin gereklidir (Anonim
2013c).

Ceviz enerji kaynagi yiiksek bir meyve tiiriidiir. 100 gr cevizin enerji kaynagi yaklasik
700 kaloridir. Cevizde diisiik lisin/arginin orani ile birlikte yiiksek miktarlarda arginin,
fiber, tanenler ve polifenoller igermektedir. Bilimsel arastirmalar diyetli bitki besinleri
ile diistik riskli kalp krizi ve kanser arasinda anlamli bir iliskinin oldugunu gdstermistir.
Cevizin zengin PUFA igerigi nedeniyle LDL oxidizabilitesini artirdigi bulunmustur.
Ceviz, kanmn pihtilasmasin1 onler, koroner kalp hastalik riskini azaltir, trigliserid ve
kolesterol diizeyini diisiiriir, sSinir iletimini saglar, yiiksek bir enerji verir, iyi bir protein
kaynagidir ve igerdigi vitaminler, mineraller ve eser elementler nedeniyle
metabolizmada 6nemli gorevler istlenir. Cevizin yesil kabugundan elde edilen iriinler,
kolon temizliginde, bagirsak kurtlarinin giderilmesinde ve bdbreklerin diizenli
calismasinda kullanilmaktadir. Olgunlasmamis cevizin tanen igerigi c¢ok yiiksektir.
Olgunlagsmamis ceviz yenildiginde (asiriya kagilmamak kosulu ile) sa¢ kokleri iyi

beslenir ve giiclii sa¢ olusumu saglanir (Anonim 2013c).

Ceviz odunun degeri, diizensiz, c¢ok sekilli ve ¢ok karisik renkli olmasindan
kaynaklanmaktadir. Ceviz anatomik, fiziksel, mekanik ve islenme Ozellikleri iyi olan,
cilalanma kabiliyeti yiiksek dekoratif bir oduna sahiptir. Bu nedenle basta masif

mobilya ve kaplama iiretimi olmak iizere, silah endiistrisinde tiifek kundagi ve tabanca



kabzas1 olarak degerlendirilmekte, parke iiretiminde, spor aletleri, miizik aletleri

yapiminda, oymacilikta ve daha birgok yerde kullanilmaktadir (Anonim 2013c).

Bir besin kaynagi olarak ceviz ayrica, meyvesinin mezokarbi, Juglon ve Hydrojuglon-f-
glukosid bakimindan zengin olup, boya ve tanen endiistrisinde, endokarb1 sertlesmeden
once de gida ve ilag endiistrisinde kullanilmaktadir. Meyvenin endokarbi yanict madde
arasina karistirildig1 gibi, plastik dolgularda, pil kutularinda ve endiistriyel ortu maddesi
yapiminda kullanilmaktadir. Ayrica, insektisitlerde, kiirk temizleyici madde ve radyo
hoparlorii yapiminda, kauguk ve sirke endiistrisinde kullanilmaktadir. Taze yapraklar
keskin kokulu, act ve buruktur. Yiin, pamuk ve ipek ipliklerinin boyanmasinda dogal
boyar madde olarak kullanilabilmektedir (Anonim 2013c).

Diinya’da ceviz iretimi her yil diizenli olarak artarak, 2 282 264 tona kadar
yiikselmistir. Diinyada 6nemli ceviz iireticisi iilkeler Cin, Amerika Birlesik Devletleri,
fran ve Tiirkiye’dir. Yaklasik 979 366 ton iiretim ile diinyada birinci sirada yer alan
Cin’in ceviz TUretimi genellikle tohumdan yetismis tiplerden karsilandigl igin,
standardizasyon problemi bulunmaktadir. Héalbuki ABD ceviz iiretiminin tamami

standart gesitlerle kurulu kapama ceviz bahgelerinden temin edilmektedir (Anonim

2013c).

Tiirkiye ceviz iiretiminde Cin, Iran ve ABD’den sonra 4. sirada yer almaktadir
(Anoymous 2013d). Sekil 1.1°de Diinya’da 6nemli ceviz fireticisi tilkelerin tretim
degerleri grafigi yer almaktadir. Cizelge 1.1’de ise Diinya’da énemli ceviz lreticisi 4

tilkenin iiretim degerleri verilmistir.
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Sekil 1.1. Diinya’da 6nemli ceviz {ireticisi iilkelerin iiretim degerleri (Anonymous

2013d)

Cizelge 1.1. Diinya’da 6nemli ceviz iireticisi 4 tilkenin iiretim degerleri (Anonymous
2013d)

Srl]lc;a Ulkeler Uretim (ton)
1 Cin 1655510
2 [ran 485 000
3 Amerika 418 212
4 Tiirkiye 183 240

Ulkemizde 2010 yili itibariyle meyve veren ve meyve vermeyen toplam ceviz agaci
sayis1 9 milyona yaklasmistir. Ulkemizde artan fidan sayisinin ceviz iiretim miktarimiza
yansimamasinin en Onemli nedeni, gerek agacglandirma calismalarinda ve gerekse
kapama bahge tesislerinde secilen cesitlerin u¢ dallarda meyve veren ve erken
yapraklanan cesitler olmasidir. Tiirkiye yillik ceviz iiretimi TUIK rakamlarma gére
178 142 ton civarindadir (Anonim 2013c). Sekil 1.2°de Tiirkiye ceviz iiretim miktarinin

yillara gore dagilimi yer almaktadir.
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Sekil 1.2. Yillara gore Tiirkiye ceviz tiretim miktar (ton)

Ceviz agaglarinin son yillara kadar tamamen tohumdan asisiz olarak iiretilmesi,
iilkemizin genis bir ceviz populasyonuna sahip olmasina neden olmustur. Bu nedenle,
genetik acilimdan dolay: her bir ceviz agaci bir gesit ya da genotip durumundadir. Bu
durum 1slah agisindan ¢ok onemlidir (Akga 2003).

Tim diinyada yetistiriciligi yapilan ceviz cesitleri sans c¢ogiirlerinden veya 1slah
programlarindan meydana gelmistir. Bu gesitlerin karakterize edilmesi islahgilar igin
olduk¢a Onemlidir. Ayrica cesitlerin ismine dogru olarak kisa bir siire igerisinde
tamimlanmast meyvecilikte ¢ok onemlidir. Ancak genetik cesitliligi karakterize etmek
icin kullanilan morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal yontemler olduk¢a zaman
almakta ve cevresel faktorlerden etkilenmektedir. DNA markor teknikleri ile farklh
ekolojide ki genetik materyallerin karakterize edilmesi saglanmaktadir (Dogan 2006).

Ulkemiz gen kaynaklarinda bulunan ceviz gesit ve genotiplerinin DNA parmak izlerinin

cikartilmasiyla iilkemizde biiyiik sorun haline gelen ismine dogru ceviz fidani iretimi



ve dagitimi kontrol edilebilir hale gelebilecek ve ileride yapilacak islah ¢aligmalarina da
genetik bilgi saglanmis olacaktir.

Bu c¢alismada, Erzurum’un Uzundere ilgesine bagli Cevizli Kdyii'nde yetistirilen
cevizler arasindaki genetik iliskinin RAPD yontemi kullanilarak karakterize edilmesi
amaglanmistir. Cevizli koyli, Coruh vadisinde bulunmaktadir. Coruh vadisi, sadece
Tiirkiye’nin degil Diinyanin sayili genetik cesitlilik arz eden noktalarindan birisi
Ozelliginde olup ¢ok sayida bitki tiirii yetismektedir. Coruh vedisinin genelinde ceviz
yetismektedir. Calisma i¢in 6rnek alinacak olan Cevizli kdyilinde de oldukca fazla ceviz
yetismektedir. Koylin "Cevizli" isminin bundan dolay1 verildigi olasidir. Bu ¢aligmanin
asil amaci, Coruh vadisi gibi genetik cesitliligin yiiksek oldugu bir alanda, 6zellikle
daha dar bir cergevede yani sadece Cevizli koylinde yetisen cevizlerdeki genetik
cesitliligin ne Ol¢lide bulundugunun belirlenmesidir. Calisma alanindaki cevizler, kdy
sakinlerinden elde edilen bilgilere gore, genellikle sans ¢ogiirii olup yani tohumdan
yetismis cevizlerdir. Bu bakimdan ceviz tipleri arasinda genetik iliskinin belirlenmesi

bitki 1slah1 ¢alismalari i¢in 6nem arz etmektedir.



2. KAYNAK OZETLERI

Molekiiler markorler, farkliligi DNA diizeyinde 6lgen ve arastirilan genotiplerde istenen
bir geni ya da 6zelligi izlemek i¢in kullanilabilen markorlerdir (Yildirim 2007). Aym
zamanda molekiiler markorler, gézlenebilir karakterlere dayanan morfolojik markdrlere
ve temeli proteine dayanan biyokimyasal markdrlere gore oldukga giivenilirdir. Sayilar
fazladir, cevreden etkilenmezler, bitki gelisimin herhangi bir evresinde kolayca
gozlenebilirler ve lokuslar arasi interaksiyon olusmamaktadir. Bu nedenlerle DNA
markorleri 1slah caligmalarinda bitki materyallerinin seleksiyonu i¢in en iyi aragtir.

(Ovesna et al. 2002)

Molekiiler markdrler; kesilen parg¢a uzunlugu polimorfizmi (RFLP), rastgele ¢ogaltilan
polimorfik DNA markérleri (RAPD), ¢ogaltilan par¢a uzunlugu polimorfizmi (AFLP),
dizisi etiketlenmis sekanslar (STS), mikrosatelitler (SSR), bdliinerek c¢ogaltilmis
polimorfik dizi (CAPS), tek iplik tamamlama polimorfizmi (SSCP), amplikon uzunluk
polimorfizmi (ALP), basit sekans tekrarlamalar1 aras1 polimorfizm (ISSR), ifade edilmis
dizi etiketleri (EST) ve tek niikleotid polimorfizmi (SNP) gibi farkli tekniklerden
olusmaktadir (Rafalski 2002; Kozun and Ebmeyer 2003; Roder et al. 2004; Khlestkina
and Salina 2006)

Farkli DNA markor cesitlerinin gelistirilmesi teknolojik ihtiyaclardan, laboratuar ve
maddi imkan farkliliklarindan, genetik markorlerin genomda fazlaca bulunabilmesinden
ve tiirlerin biyolojik 6zelliklerinden kaynaklanmaktadir. Molekiiler markor tekniklerinin
her birinin digerlerine kiyasla bazi istiin ve zayif yonleri bulunmaktadir (Powell et
al.1996).

[k kesfedilen molekiiler markér sistemi RFLP’dir. Uzerinde calisilan bitkinin DNA’s1
cesitli restriksiyon enzimleri ile kesilir ve agorozda bir gli¢ kaynagi yardimi ile
yiiriitiiliir. DNA’lar southern blot teknigi kullanilarak naylon menbrana aktarilir. Markor

olarak kullamlan DNA pargaciklari P* veya biotin ile isaretlenir ve membran da
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bulunan kesilmis DNA’lar ile eslesmeye (hibridizasyona) tabi tutulur. Film gelistirilerek
elde edilen sonuglar degerlendirilerek dayanikli ve duyarli bitkiler arasinda farklilik
(polimorfizm) bulmaya ¢alisilir. Cok fazla DNA’ya ihtiya¢ duyulmasi, pahali ve fazla
zaman almasi teknigin dezavantajini; sonucglarin giivenirligi ve kodominat marker
sistemine sahip olmasi ise avantajini olusturmaktadir (Tanksley et al. 1992; Ahn and
Tanksley 1993; Staub et al. 1996).

RFLP metodundaki zorluklari agsmak ve PCR tekniginin getirdigi avantajlardan
yararlanmak amaciyla RAPD teknigi gelistirilmistir (Williams et al.1990). Sistemin
temeli, dayanikli ve duyarli bitkiler rasgele iiretilmis 6-10 baz uzunlugundaki RAPD
primerleriyle PCR yapilmasi ve bireyler arasinda farkliligin belirlenmesidir. PCR
esnasinda primerler tesadiifi olarak genoma baglanmakta ve baglanilan bdlgeler
cogaltilmaktadir. PCR {irlinleri, elektroforez edildikten sonra ethidium bromide ile
boyanarak olusan polimorfik bantlar dikkate alinarak dayanikli ve duyarli bireyler
birbirlerinden ayrilmaktadir. Kullanilan her RAPD primeri i¢in olusan PCR f{irtinleri iki
grup icerisinde incelenmektedir. Birincisi degisken olarak adlandirilirlar ve bunlar
niikleotitlerdeki inversiyon, delesyon (silinme) ve primer baglanma bolgelerindeki
niikleotit  degisikliginden  kaynaklanmaktadir. Ikincisi degisken olmayanlar
(monomorfik) olarak adlandirilmaktadirlar. RAPD analizi temelde basittir ve teknigi
kullanmak i¢in dizilim (sekans) analizine gerek yoktur. Uygulanmasi hizli ve kolaydir.
Cogaltma islemi normal PCR kosullarindan farkli olmakta, primer baglanma sicakligi
cok dusiik (35-37°C) tutulmakta ve tek bir primer kullanilmaktadir. Markoriin
uygulamasimin hizli ve kolay olmasi avantajini; yalmizca dominant markerler
olusturulmasi, PCR esnasinda yanlis eslesmelerin olusu, PCR sartlarindaki kiiciik bir
degismenin bile sonuglar1 etkilemesi ve laboratuarlar arasinda tekrarlanma problemine
neden olmasi teknigin dezavantajini olusturmaktadir (Williams et al. 1990; Santos et al.
1994; Thormann et al. 1994).

AFLP’de ebeveynler ve 1slah sonucu elde edilen bireylerin DNA’lar iki restriksiyon
enzimiyle (4 baz ve 6 baz) kesilmekte ve DNA’nin kesilmesi sonucu olusan bu DNA

parcaciklar1 adaptorlerle birlestirme (ligasyon) yapilmaktadir. Ligasyon firiinleri birer
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baz ilave edilmis primerlerle PCR yapilmakta ve elde edilen PCR f{iriinleri 3 baz ilave
edilmis primerlerle (primerlerin birisi radyoaktif veya fluoresent ile isaretlenmekte)
secici PCR tabi tutulmaktadir. PCR iirlinleri poliakrilamid jelde yiiriitiilerek olusan
polimorfizme gore sonuglar degerlendirilmektedir. Tek bir reaksiyonda 30-150 bolge
tanimlanabilmesi, sonuglarin  tekrarlanabilir olmast en Onemli avantajimi
olusturmaktadir. Dezavantaji ise pahali olmasi, laboratuar ekipmanina gereksinim

duyulmasi ve dominat markor olmasidir (Vos et al. 1995; Ridout and Donini 1999).

Canli genomunda ¢ok siklikla tekrarlanan DNA dizileri bulunmaktadir. Bu diziler belirli
sayilarda tekrarlanmaktadir. Dizilerin genomun neresinde bulundugu ve ka¢ defa
tekrarlandig tiirden tiire degisiklik gostermektedir. Ayni tiir i¢indeki fertler arasinda da
bu dizilerin bulunup bulunmamasina dayali olarak SSR teknigi gelistirilmistir.
Tekrarlanan bolgelere 6zgii spesifik primerler gelistirilmekte ve bu primerler ile PCR
yapilmaktadir. PCR f{iriinleri, elektroforez yapildiktan sonra ethidium bromide veya
giimiis nitrat kullanilarak boyandiktan sonra polimorfizim aranmaktadir. Teknigin,
kodominant yap1 gdstermesi ve tekrarlanabilir olmasi en 6nemli avantajini; genom
bilgisine ve dizilim analizine ihtiyag duyulmasi dezavantajin1 olusturmaktadir.
(Rangwen et al. 1995; Ridout and Donini 1999).

Tek zincir konformasyon polimorfizmi (SSCP) markorleri, bir DNA dizilim
bolgesindeki (1000 baz ciftinden daha kisa) dizi varyantlar1 ve mutasyonlar1 (6zellikle
nokta mutasyonlar1) belirlemede kullanilan bir markér sistemidir (Orita et al., 1989).
PCR ile cogaltilan bir genom bolgesi, uygun 1sida denatiirasyona tabi tutularak
mutasyon bolgesinde II. ve Ill. DNA konformasyonlarinin olusturulmasi esasina
dayanmaktadir. Varyasyona bagli olarak olugan II. ve III. konformasyondaki DNA
molekiilleri jel elektroforezinde farkli bant profilleri olusturarak varyantlarin tespitine
olanak saglamaktadir. Teknoloji olarak basit olmasina ragmen, her bir mutasyon i¢in
farkli ortamlarin olusturulmast gerekliligi, bu teknigin uygulamasini kisitlayan en

onemli etkendir (Liu 1998).
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Tek niikleotid polimorfizmleri (SNP) genomun herhangi bir bolgesindeki tek niikleotid
dizilim farkliliklaridir. Genomda oldukg¢a yaygin bulunan bu markérlere intron ve ekzon
bolgelerinde, 500-1000 bg siklikta rastlanilabilir (Wang et al. 1998). Genellikle iki alele
sahip olan SNP markdrlerinin polimorfizmleri daha diistik kalmakta, veri tabani katalog
bilgisine ve polimorfizm dizi bilgisine ihtiyag duyulmaktadir (Smigielski et al. 2000).
SNP’ler arastirmacilarin ihtiyaglarina gére calismalari kolaylastirmak i¢in dizi konumu,
fonksiyonu, tiirler aras1 homoloji ve heterozigotluk derecesi olmak {izere 4 biiyiik bilgi
ekseni tek veya daha fazlasi bir arada olmak tizere diizenlenebilmektedir. (Smigielski et
al. 2000). Genomda bilinen 1,42 milyon SNP’nin her 1,91 Kb¢ basmma 1 SNP
yogunlukta bulundugu bilinmekle birlikte ekson gen bolgelerinde 60 000 SNP
bulundugu ve eksonun %85’inin SNP’nin 5 Kb¢ yakininda yer aldigi belirlenmistir
(Anonymous 2013e). SNP bilgilerine ulagsmak igin; GenBank, PubMed, LocusLink ve
Genome Sequence gibi kaynak bilgiler ile NCBI veri tabanindaki bilgiler
kullanilmaktadir (Smigielski et al. 2000). Gelistirilen yeni molekiiler biyoloji teknikleri
(mikrodizin, ger¢cek zamanli PCR) ile c¢ok sayida SNP’nin analizi daha hizli ve
ekonomik olarak yapilabilmektedir. SNP’ler genetik cesitlilik, popiilasyon yapisi,
kantitatif 6zellik lokuslar1 (QTL), markor destekli seleksiyon (MAS) calismalarinda ve

ailesel iligkilerin arastirilmasinda yaygin kullanilmaktadir.

ISSR tekniginde, ikili, ticlli, dortlii ve besli tekrarlanan niikleotitlere sahip primerler
kullanilmakta, bu primerlerle iki mikrosatellit arasi bdlge cogaltilabilmekte ve elde
edilen PCR firiinleri agaroz jelde yiiriitiilerek etidyum bromiir ile boyandiktan sonra
belirlenebilmektedir (Zietkiewicz et al. 1994). Kullanilan primerlerle genomik lokuslar
farkl1 bant biiyiikliiklerinde g¢ogaltilmakta, primerler genelde 3’ veya 5’ uglarinin
sonlarindaki mikrosatellit bolgelerine uzanan 1-4 dejenere niikleotit igermekte ve
uzunluklar1 15-30 niikleotit arasinda degismektedir. Primerlerdeki GC oranmin fazla
olmast baglanma sicakligimin yiiksek olmasina yol agarken buna karsilik kararli
baglanmay1 saglar ve bu nedenle her bir primerin DNA’ya yapisma sicaklig
icerigindeki baz kompozisyonuna gore belirlenir. Cogaltilmis tiriinler genelde 200-2000
b¢ aras1 uzunluktadir. ISSR, dominant markordiir ve dizi bilgisi gerekmeden primer

dizayn1 yapilabilmesi avantajlarindan biridir (Joshi et al. 2000). Yiiksek polimorfizm ve
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tiretkenlik gostermesi ISSR analizlerini genetik benzerlik, gen haritalama ve taksonomi
calismalarinda uygulanabilir kilmaktadir (Gupta et al. 1994; Zietkiewicz et al. 1994).
Bu markoér sisteminde de RAPD markor sisteminde oldugu gibi tekrarlanabilirliginin
diisiik olmas1 ve benzer bliylikliikteki parcaciklarin homolog olmamasi1 dezavantajlari

arasinda sayilabilir (Kesawat and Das 2009).

PCR-RFLP olarak da bilinen CAPS uygun primerler kullanilarak PCR ile ¢ogaltilmis
DNA bolgelerinin restriksiyon enzimleriyle (endoniikleaz) par¢alanmasina dayanan ve
sonucunda DNA parcacik uzunluk polimorfizminin elde edildigi bir tekniktir. DNA
tizerinde meydana gelen SNP gibi tek niikleotid degisimleri ve eklenme-silinmeler
(InDel) endoniikleazlarin taninma bolgelerini degistirerek farkli uzunlukta DNA
pargalarinin olusmasina neden olmaktadir. Lokus-spesifik PCR iiriinlerinin bir veya
birden fazla endoniikleazla pargalanmasi ile olusan iriinlerin agaroz veya poliakrilamid
jelde yiirtitilmesine dayanmaktadir. CAPS markdrleri kodominant, lokus spesifiktir ve
homozigot-heterozigot allel ayrimini rahatlikla yapabilmektedir (Konieczny and
Ausubel 1993). CAPS metodunun avantajlar1 arasinda ¢ok diisiikk miktarda DNA’ya
thtiyag duyulmasi, kodominant allel ayrimini yapabilmesi, basit ve ucuz olmasi
sayilabilir. Mutasyonlara bagli olarak meydana gelen DNA dizi degisimleri
endoniikleazlarin tanima bolgelerini etkileyerek sinirlayict etki olusturabilmekte ve
bundan dolay1 SSR ve AFLP gibi yiiksek polimorfizm elde edilmesini engellemektedir.
Buna ragmen CAPS, gen haritalama ¢alismalarinda, molekiiler tanimlama

calismalarinda yaygin olarak kullanilmaktadir (Weiland and Yu 2003).

Kodlama yapan genom bolgeleri mesajc1 RNA’ya transkripte olarak protein sentezi i¢in
kaliplik gorevi gormektedir ve giiniimiizde ters transkriptaz enzimi kullanarak RNA’dan
komplementer DNA (cDNA) elde edilmektedir. cDNA RNA’dan iiretilen kararli bir
yapt olup, yapisindaki intronlar kirpilarak (splicing) ekzonlardan olugmus, anlatimi
yapilan bir genin dizilenmesi ile 5° EST veya 3” EST (Expressed Sequence Tag) olarak
ifade edilirler (Jongeneel, 2000). 5> EST genelde kodlama yapan bolgelerden (ekzon)
elde edilir ve bu bolgeler genelde tiirler arasi1 korunmustur ve gen aileleri i¢cinde ¢ok

fazla degismezler. 3’ genelde kodlama yapmayan bélgelerde (intron) veya translasyona
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ugramayan bolgelerden (UTR) elde edilir ve kodlama yapan bdolgelere oranla tiirler
arasinda daha az korunaklidirlar. Giiniimiizde EST belirlenmesi ¢ok hizli ve kolay
sekilde yapilabilmekte, dijital veri bankalarinda yaklasitk 6,5 milyon EST dizisi
bulunmaktadir. EST dizileri, gen transkriptlerinin belirlenmesi, gen kesifleri, gen
anlatim1 ve diizenlenmesiyle ilgili bilgi edinilmesinde, dizi belirlenmesinde ve EST
temelli RFLP, SSR, SNP, CAPS gibi 6nemli molekiiller markor sistemlerinin
gelistirilmesinde bir arag olarak kullanilmaktadir. Ayrica, EST dizileri DNA mikroarray
caligmalarinda gen anlatimlarinin belirlenmesinde prob olarak, genetik baglanti
haritalar1 ve fiziksel haritalarin olusturulmasinda da kullanilabilmektedir (Kurata et al.
1997; Davis et al. 1999). EST dizileri SSR dizileri igin yararl bir kaynaktir ve ¢esitli
bitki tiirlerindeki EST dizilerinin yaklagik %1-5 aras1 20 baz ¢ifti veya daha fazla
uzunlukta SSR bolgeleri barindirmaktadir (Kantety et al. 2002). EST-SSR bolgeleri,
transkripte olmayan bolgelere oranla daha korunakli olan transkripsiyon bdlgelerinde
bulunmakta ve yakin tiirlere transferleri mantikli goriinmektedir. EST dizilerinden elde
edilen primerler kullanilarak ilgili bélgenin ¢ogaltilmasi ve dizilenerek kiyaslanmasi
pek cok SNP’yi ortaya ¢ikarabilir. Temel olarak, EST markdrleri ilgi alanindaki spesifik
genlerin  klonlanmasinda, komple genom dizilenmesinde, c¢esitli  akraba
organizmalardaki fonksiyonel genlerin haritalanmasinda ¢ok popiilerdir (Kesawat and
Das 2009).

Ceviz (Juglans spp.) tiiriinde RAPD yontemi ile ilgili yapilmis olan ¢alismalar;
RAPD teknigi ile (J. hindsi x J. regia) x J. regia melez bitkileri kullanilarak genetik
haritalama c¢alismast yapilmistir. 25 RAPD primeri kullanilmis ve 66 markor
belirlenmistir (Woeste et al. 1996).

Malvolti et al. (1997) tarafindan yapilan bir ¢alismada, RAPD molekiiler markor teknigi
degisik ceviz melezlerinin ayirt edilmesinde kullanilmistir. 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. 80 adet primer polimorfizm bakimindan 6nce
taranmis ve bunlarin arasindan 25 adet polimorfizm gosteren primer RAPD

analizlerinde kullanilmak tizere se¢ilmistir. Yapilan RAPD analizleri sonucunda toplam
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91 bant tretilmistir. Sonug olarak arastiricilar RAPD tekniginin cevizlerde F1 melez
bitkilerin ayirt edilmesinde ve ebeveynlerin belirlenmesinde kullanilabilecegini

bildirmislerdir.

Kaliforniya Universitesi’nde yapilan 1slah calismalarinda ortaya ¢ikan yeni cesitler ve
ebeveyn olarak kullanilan 19 ceviz (J. regia) ¢esit ve genotipinin RAPD teknigi ile
karakterizasyonu ve genotipler arasi genetik iliskileri belirlenmistir. Calismada 72
primer kullanilmis ve tiim primerler bant vermistir. Polimorfizm bakimindan ancak 18
primer bir ile iki arasinda polimorfik bant vermis olup toplam 23 polimorfik bant elde
edilmistir. Bantlarin biiyiikliigii 250 bg ile 1700 bg arasinda degismistir. Tiim genotipler
arasinda polimorfizm goriilmiis ve soyagaci elde edilmistir. Islah programinda
kullanilan ebeveynler ile bunlardan elde edilen yeni ¢esitler arasinda ortak bantlar
oldugu gibi sadece yavru bitkilerde amplifike olan bantlara da rastlanmstir.
Aragtiricilar, RAPD teknolojisinin ceviz 1slahi programlarinda, yeni ¢esitlerin
tanimlanmasinda, genotipler arasindaki genetik benzerligin ortaya ¢ikarilmasinda,

ebeveyn se¢iminde kullanigh olabilecegini bildirmislerdir (Nicese et al. 1998).

Malvolti et al. (2001), Lara 480 ve Chandler 1036 gesitleri arasinda yaptiklari tiir igi
melezleme c¢alismasindan 82 bitki elde ederek genetik haritalama g¢aligmast igin
kullanmislardir. Calismada izoenzim ve RAPD teknikleri kullanilmistir. RAPD
analizlerinde 400 primer taranmis ve 100 tanesi tekrarlanabilir ve giicli bantlar
vermistir. 100 primerden toplam 193 bant elde edilmistir. izoenzim analizlerinde 12
enzim sistemi kullanilmis ve bunlardan sadece 4 adet agilim gosteren markor elde
edilmistir. 193 RAPD ve 4 izoenzim markorii genetik haritanin olusturulmasinda

birlikte kullanilmastir.

S.C.D.P. Valcea istasyonunda Romanya Ulusal Koleksiyonundan temin edilen ceviz
cinsine ait 51 cesit arasindaki genetik varyasyon RAPD teknigi kullanilarak
belirlenmeye calisilmistir. Calismada 25 primer kullanilmistir. Sonug olarak RAPD
markirlarinin  ceviz  genotipleri  arasindaki genetik iliskinin  belirlenmesinde

kullanilabilecegi belirtilmistir (Francesca et al. 2010).
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Fatahi et al. (2010)’nin yapmus olduklar1 bir ¢calismada, 31°i Iran ve 4’ii yabanci olmak
tizere toplam 35 ceviz genotipi arasindaki genetik iliskiyi belirlemede RAPD primerleri
ile morfolojik karakterler birlikte kullanilmistir. Calismanin molekiiler kisminda toplam
18 RAPD primeri kullanilmistir. 174’1 polimorfik olan toplam 180 DNA bandi elde
edilmistir. Calismanin sonucunda RAPD tekniginin ceviz genotipleri arasindaki genetik

cesitliligi belirlemede etkili bir teknik oldugu ifade edilmistir.

Ertiirk ve Dalkili¢ (2011), sekiz ceviz genotipi arasindaki genetik iliskiyi belirlemek
icin RAPD metodundan faydalanmislardir. Toplam 45 primer denemis ve 37 primer ile
sonu¢ alinmistir. Bu primerlerden biiyiikliikkleri 200-5000 bp arasinda olan 340’1
polimorfik olan toplam 513 bant elde edilmistir. RAPD markirlar ile elde edilen
dendogramda, 8 ceviz genotipinin 3 ana grupta toplandigi belirlenmistir. En yiiksek
benzerlik indeksi (0,779) NO-2 ve No-8 genotipleri arasinda bulunmustur. Sonug olarak
RAPD markirlarinin ceviz genotiplerini karakterize etmede ve gruplandirmada

kullanilabilecegi belirlenmistir.

Ceviz cesitleri arasindaki genetik iliski ve genetik ¢esitlilik konusunda yapilmis olan bir
baska ¢aligmada, 24 morfolojik 6zellik iizerinde ¢alisildiktan sonra 25 RAPD primeri ve
7 SSR primeri kullanilarak molekiiler olarak bir degerlendirme yapilmisitir. RAPD
markirlarin SSR markirlara gore, morfolojik degerlerle iliskisi az olarak tespit edilse de

her iki markir teknigi ile polimorfizm belirlenebilmistir (Francesca et al. 2013).



3. MATERYAL ve YONTEM
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Bu aragtirmada kullanilacak olan ceviz (Juglans spp.) tiplerine ait yaprak drnekleri 2012

yili Mayis aymda Erzurum ilinin Uzundere ilgesinin Cevizli kdyiinde yapilan arazi

caligmasi ile temin edilmistir. 30 ceviz agacindan yaprak 6rnekleri alinarak buz kutusu

icerisinde muhafaza edilmis ve en kisa zamanda laboratuvara ulastirilarak -80°C

buzdolabmma koyularak laboratuvar ¢alismasina kadar muhafazasi

saglanmistir.

Aragtirmada kullanilan ceviz tiplerinin alindig1 yer/mevki, koordinatlari ve rakim bilgisi

Cizelge 3.1°de verilmistir.

Cizelge 3.1. Arastirmada kullanilan ceviz tipleri ve alindig1 yerler

Ornek | oM evki Koordinatlar Rakim (m)

No N E

Cl Aga Mahallesi 40° 37' 21" 41°43' 40" 1238
Cc2 Aga Mahallesi 40° 37" 17" 41°43' 05" 1242
C3 Aga Mahallesi 40° 36' 49" 41°43'30" 1235
C4 Haznedar Mahallesi 40° 37' 51" 41°43' 16" 1238
C5 Haznedar Mahallesi 40° 37' 56" 41°43'21" 1290
C6 Haznedar Mahallesi 40° 37' 56" 41°43'21" 1221
C7 Cukur Bahge 40° 37' 50" 41°43' 04" 1208
C8 Haznedar Mahallesi 40° 37' 56" 41°43' 20" 1239
C9 Haznedar Mahallesi 40° 37' 56" 41°43' 22" 1216
C10 | Haznedar Mahallesi 40° 37' 57" 41°43' 23" 1216
Cl1 | Aga Mabhallesi 40° 37' 54" 41°43' 15" 1205
C12 Aga Mahallesi 40° 37" 11" 41°43'11" 1227
C13 Aga Mahallesi 40° 37" 40" 41°43'11" 1217
Cl1l4 | Aga Mabhallesi 40° 37' 45" 41°43' 14" 1212
C15 | Aga Mabhallesi 40° 37' 50" 41° 43" 15" 1208
C16 | Aga Mabhallesi 40° 37' 44" 41° 43" 15" 1216
C17 Kiilah Mahallesi 40° 37" 11" 41°43'02" 1277
C18 Aga Mabhallesi 40° 37" 17" 41°43' 05" 1243
C19 Aga Mabhallesi 40° 38' 50" 41°43' 57" 1273
C20 Aga Mabhallesi 40° 38' 50" 41°43' 57" 1273
C21 Aga Mabhallesi 40° 37" 15" 41°43' 04" 1269




Cizelge 3.1 (devam)
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Ornek Yer/Mevki Koordinatlar Rakim (m)

No N E

C22 Aga Mahallesi 40° 37" 12" 41°43' 03" 1271
C23 Aga Mahallesi 40° 37' 12" 41°43' 05" 1271
C24 Aga Mahallesi 40° 37" 12" 41°43' 03" 1271
C25 | Tarpusor 40° 37' 09" 41°43'02" 1280
C26 | Tarpusor 40° 37' 09" 41°43'02" 1280
C27 | Kiilah Mabhallesi 40° 37" 11" 41° 43' 02" 1277
C28 Kiilah Mahallesi 40° 37' 23" 41°43' 02" 1263
C29 | Kiilah Mabhallesi 40° 37' 23" 41°43' 02" 1263
C30 | Kiilah Mabhallesi 40° 37' 23" 41°43' 02" 1263

3.1. PCR ve Elektroforez islemleri icin Kullanilan Cézeltiler

= Ethidium bromiir ¢ozeltisi: 500 ml 0,5xTBE tamponu igerisine 300 pl ethidium
bromiir ilave edilerek hazirlanmis ve karanlik ortamda oda sicakliginda muhafaza

edilmistir.

» Bovine serum albumin: 1 ml steril distile su igerisinde 20 mg bovine serum albumin

olacak sekilde hazirlanmis ve -20°C’de muhafaza edilmistir.

» Bromfenol blue ¢ozeltisi: 0,25 g bromfenol blue, 0,25 g xylene cyanol FF ve 30 ml

gliserol’iin toplam hacminin 100 ml’ye tamamlanmasiyla hazirlanmis ve c¢ozelti

otoklavda steril edildikten sonra +4°C’de muhafaza edilmistir.

»(0,5X TBE tamponu: Bu arastirmada kullanilan TBE tamponu 10X TBE olarak satin
alinmis ve 0,5 birim 10X TBE tampon + 9,5 birim saf su ilavesi ile 0,5X TBE tamponu

hazirlanmistir.
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* Primerlerin Hazirlanmasi: Kullanilan primerler firmanin O©nerdigi miktarda
sulandirilarak stok soliisyonu, daha sonra da uygun hesaplamalar ile 1uM olacak sekilde

calisma soliisyonlar1 hazirlanmistir.

3.2. Yararlanilan Alet ve Cihazlar

Molekiiler caligmalar esnasinda kullanilan alet ve cihazlar asagida verilmistir.

DNA izolasyon robotu (QIAGEN)

Buzdolab1 (4°C) (Argelik)

Derin Dondurucu (-20°C)(Ugur)

Hassas Terazi (Shimadzu, AY220)

PCR Cihaz1 (Thermo Scientific, Arktik Thermal Cyder)
Otomatik Mikro Pipetler (Eppendorf)

Otoklav (Wiseclove, Orginal fuzzy Control Sistem)
Sogutmali Santrifiij (Thermo Scientific, MR 23i Centrifuge)
Nanodrop (Thermo Scientific)

Manyetik Karistiric1 (Heidolph, MR Hei-Standart)

Isisal dongii cihazi (Thermal Cycler-Thermo)
Mikrodalga Firin (Blueline)

Gii¢ kaynagi (OWI Seperation System)

Elektroforez Sistemi (OWI) ve (Sigma-Aldrich, SHU13)
Jel Goriintiileme Sistemi (Bio-Rad, Gel-Doc 2000)

Saf Su Makinasi (Niive, NS112)

Buz Makinasi (Scotsman AF-80)

Etiiv (Memmert)

Vorteks (Wisemix, VM-10)

-86°C Buzdolab1 (Nuaire Glacier, ultralow)

NS N N N N N S N N N N N N N N N N N N
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3.3. Yontem

RAPD (rasgele ¢ogaltilmis DNA farklilig1 teknigi), polimeraz zincir reaksiyonu (PCR=
Polymerase Chain Reaction) yardimiyla sentetik oligoniikleotidler olan 10 baz

uzunlugundaki primerlerin genomik DNA’larla ¢ogaltilmasi esasina dayanmaktadir.

Isisal dongii cihazi igerisinde, uygun bir ¢cogaltma sicakliginda, oligoniikleotidler kalip
DNA iizerindeki baglanma noktalarmma yapisarak eger bu noktalar birbirinden
cogaltilabilir  uzakliklarda  bulunuyorlarsa kismen kisa DNA  parcaciklar
iiretmektedirler. Uretilen niikleotidlerin sayis1 ve miktarinda farkliliklar olmaktadir.
Ciinkii farkli Orneklerin DNA’larindaki primer baglanma bdlgeleri farklilik
gostermektedir (Caliskan 2005).

3.3.1. DNA izolasyonu

DNA izolasyonu, QIAGEN marka DNA izolasyon robotunda bitki DNA izolasyon Kkiti
kullanilarak yapilmistir. Sekil 3.1 de DNA izolasyon robotunun i¢inden bir goriintii yer
almaktadir. Oncelikle asagidaki on islemler yapilmis sonra Ornekler cihaza

yerlestirilmistir.

1. Izolasyonu yapilacak olan -86°C’de tutulmus olan yaprak &rnekleri, porselen havan
icerisinde sivi azotla parcalanmistir. Par¢alanmis olan yapraklar 2 ml’lik eppendorf
tiplere konulmustur. (her bir ceviz tipinden 100 mg (0,1gr) yaprak hassas terazide
tartilmigtir)

2. Parcalanmis yaprak oOrnekleri tlizerine 400 ml Buffer AP1, 4 ml RNaz-A ilave
edillmis ve eppendorf tiiplerin kapagi kapatilarak vorteksleme yapilmustir.

3. Eppendorf tiipler 65°C’ye ayarlanmis olan etiivde 10 dk tutulmus ve birkag kez alt
iist edilerek karismalar1 saglanmistir.

4. Etiivden c¢ikarilinca iizerlerine 130 ml Buffer AP2 eklenmistir. Sonra, buz
igerisinde 5 dk bekletilmislerdir.

5. 20000xg’de 4°C’ye ayarlanmis olan santrifiijde 5 dk santrifiij yapilmistir.
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6. Santrifiij islemi sonrasinda olusan siv1 fazdan dikkatlice alinarak kapaksiz /kapakli 2
ml’lik eppendorf tiiplere aktarim gergeklestirilmis ve son olarak o6rnekler cihaza

yerlestirilmistir.

(B3

Sekil 3.1. QIAGEN marka izolasyon robotunun i¢inden bir goriintii

3.3.2. DNA konsantrasyonu ve safliginin belirlenmesi

Izolasyon sonrasinda elde edilen DNA’larin miktar1 ve kalitesi optik dansite (OD) ile
kontrol edilmistir. Bunun igin, 260 (ODg0) Ve 280 (ODagp) nanometre optik dansitedeki
nanodrop spektrofotometre okumalar1 yapilmistir. Elde edilen degerler ve bunlarin
birbirine oranlart kullanilarak, DNA miktar ve safliklar1 belirlenmistir. DNA’nin
safligin1 gosteren bu degerin (OD2o/OD2go) 1,2-1,7 arasinda olmasi gerekmektedir
(Ercisli vd 2008). Cizelge 3.2°de caligmada kullanilan ceviz ¢esitlerinin DNA miktar ve
saflik degerleri verilmistir. Sekil 3.2 ise ceviz genotiplerinin %1 lik agaroz jelde Ki
DNA miktarlar1 goriilmektedir.
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Cizelge 3.2. DNA rrneklerinin spektrofotometrik 6l¢tim degerleri

Ornek No 260 Saflik Degeri DNA Miktari
nm (OD260/OD2gp) (ng/ul)
C1 0,0429 1,30 17,02
C2 0,0628 1,38 13,85
C3 0,0440 1,12 13,17
C4 0,0455 1,18 36,54
C5 0,0465 1,16 112,79
C6 0,0431 1,36 10,87
Cc7 0,0517 1,16 84,04
C8 0,0442 1,21 30,19
C9 0,0545 1,54 5,19
C10 0,0555 1,10 46,73
Cl1 0,0447 1,15 194,13
C12 0,0451 1,21 190,19
C13 0,0471 1,27 7,60
Cl4 0,0539 1,44 6,92
C15 0,0446 1,40 7,11
C16 0,0470 2,65 8,94
C17 0,0496 1,07 47,69
C18 0,0097 1,35 9,33
C19 0,0142 1,54 13,65
C20 0,0118 1,23 11,35
C21 0,1894 1,16 182,12
C22 0,0091 1,27 8,75
C23 0,0119 1,20 11,44
C24 0,0183 1,29 17,60
C25 0,0104 1,28 16,10
C26 0,1510 1,17 145,19
c27 0,0699 1,15 67,21
C28 0,0090 1,27 8,65
C29 0,0914 1,27 87,88
C30 0,0279 1,21 26,82
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Sekil 3.2. Ceviz tiplerinin %1 lik agaroz jelde ki DNA miktarlart

(1:C1, 2:C2, 3:C3, 4:C4, 5:C5, 6:C6, 7:C7, 8:C8, 9:C9, 10:C10, 11:C11, 12:C12, 13:C13, 14:C14,
15:C15, 16:C16, 17:C17, 18:C18, 19:C19, 20:C20, 21:C21, 22:C22, 23:C23, 24:C24, 25:C25, 26:C26,
27:C27, 28:C28, 29:C29, 30:C30).

3.3.3. DNA amplifikasyon kosullar1 ve primerler

Oncelikle, hangi RAPD primerlerinin kullanilacagi belirlenmistir. Bunun igin, ceviz
genotiplerinden C1 genotipi kullanilmistir. 10 baz uzunlugundaki toplam 27 primer
(Operon Technologies Inc., Alameda, CA, USA) kullanilarak RAPD teknigi ile PCR’da
ceviz tiplerine ait bantlar elde edilmistir. Bunlardan 25’si amplifikasyon vermistir.
Cizelge 3.3’de, bu primerlerin isimleri ve baz sirasi (5°— 3’) ve amplifikasyon
durumlar1 verilmistir. Ayrica Sekil 3.3 bu primerlerin amplifikasyon durumlar

gorlilmektedir.
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Cizelge 3.3. Calismada kullanilan 27 adet RAPD primeri, baz dizilimleri ve
amplifikasyon durumlart

Sira No Primer Adi Baz Siras1 (5°23°) Amplifikasyon
1 OPW-01 CTCAGTGTCC +
2 OPW-04 CAGAAGCGGA +
3 OPW-05 GGCGGATAAG +
4 OPW-06 AGGCCCGATG +
5 OPW-07 CTGGACGTCA +
6 OPW-08 GACTGCCTCT +
7 OPW-11 CTGATGCGTG +
8 OPW-13 CACAGCGACA +
9 OPW-17 GTCCTGGGTT +
10 OPW-18 TTCAGGGCAC +
11 OPW-20 TGTGGCAGCA +
12 OPA-01 CAGGCCCTTC +
13 OPA-02 TGCCGAGCTG -
14 OPA-04 AATCGGGCTG +
15 OPA-13 CAGCACCCAC +
16 OPH-14 ACCAGGTTGG +
17 OPH-17 CACTCTCCTC +
18 OPH-18 GAATCGGCCA +
19 OPH-19 CTGACCAGCC +

20 OPY-06 AAGGCTCACC +
21 OPY-07 AGAGCCGTCA +
22 OPY-08 AGGCAGAGCA +
23 OPY-13 GGGTCTCGGT -
24 OPY-15 AGTCGCCCTT +
25 OPY-16 GGGCCAATGT +
26 OPB-08 GTCCACACGC +
27 OPB-10 CTGCTGGGAC +
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Sekil 3.3. C1 ceviz tipine ait 27 primerin amplifikasyon durumu

(1:0PW-01, 2:0PW-04, 3:0PW-05, 4:0PW-06, 5:0PW-07, 6:0PW-08, 7.0PW-11, 8:0PW-13, 9:0PW-
17, 10:0PW-18, 11:0PW-20, 12:0PA-01, 13:0PA-02, 14:0PA-04, 15:0PA-13, 16:0PH-14, 17:0PH-
17, 18:0PH-18, 19:0PH-19, 20:0PY-06, 21:0PY-07, 22:0PY-08, 23:0PY-13, 24:0PY-15, 25:0PY-16,
26:0PB-08, 27:0PB-10)

3.3.4. RAPD-PCR analizleri

PCR islemi i¢in asagidaki protokol izlenmistir;

0,2 ml’lik PCR tiiplerinin her birine, 3 ul 10X PCR tamponu, 1,3 ul BSA (10 mg/ml),
0,60 pl dNTP (10 mM), 1,20 ul MgCl, (25 mM), 3,00 ul DNA (100 ng/ul), 1,2 pl
primer (5 uM), 0,30 pl 5 Unit/ul Tag DNA polimeraz ve 17,60 pl saf su ilave edilerek
hacim 30 ul’ye tamamlanmigtir. Buharlagsma olmamasi igin her reaksiyon tiipiine
mineral yag damlatilmistir. Bu islemlerin ardindan ornekler PCR Thermal Cycler

cithazina yerlestirilmistir.

PCR cihazi, drnekleri dncelikle otomatik olarak 2 dakika 94°C tutmaktadir. Ardindan, 4
dongii olacak sekilde sirasiyla 30 saniye 94°C, 1 dakika 37°C, 2 dakika 72°C’de tutarak
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41 doéngii olacak sekilde sirasiyla 30 saniye 93°C, 1 dakika 35°C, 2 dakika 72°C’de
islem yapmaktadir. Son olarak 5 dakika 72°C’de tutarak siire¢ tamamlanmaktadir
(Cizelge 3.4). PCR aletinden ¢ikarilan drnekler 4°C’de muhafaza edilmistir (Ercisli vd
2008).

Cizelge 3.4. RAPD-PCR dongiisii programi

Sicakhik Siire Ez;llgs:l

94°C 02:00 dk

94°C 00:30 sn »
37°C 01:00 dk

72°C 02:00 dk

94°C 00:30 sn

35°C 01:00 dk 2
72°C 02:00 dk

93°C 00:30 sn

35°C 01:00 dk 4l
72°C 02:00 dk

72°C 05:00 dk

3.3.5. Agaroz jel elektroforezi

PCR isleminden sonra oOrnekler agaroz jel elektroforezinde yiiriitilmiis ve olusan
bantlara gore primerlerin hibridize olup olmadigi tespit edilmeye calisilmistir. Jel
icerisinde agarin konsantrasyonu %1,5 konsantrasyon olacak sekilde agaroz tartilip
0,5XTris—Borate EDTA (TBE) tamponu igerisinde mikrodalga firinda hazirlanmustir.
Icerisine 0,5 pg/ml olacak miktarda Ethidium bromid eklenmistir. Hazirlanan jel,
orneklerin yiiklenecegi kuyucuklar i¢in tarak yerlestirilerek hazirlanan elektroforez
tankina dokiilmiistiir. Jel donduktan sonra her bir kuyucuga ayr1 bir 6rnek yiiklenmistir.
Jelin ilk kuyucuguna elektroforez islemi sonucunda olusacak bantlarin dogru sekilde
yorumlanmasini saglayacak olan 1 kb DNA markor (Ladder, 0,5-10 kb) (Sekil 3.4)
yiiklenmistir. Elektrik akimi verilerek 75 Volt degerinde 60 dakika siire ile DNA’lar
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elektroforez islemine tabi tutulmustur. Elektroforez tankindan ¢ikarilan jel, goriintiileme

cihazinda UV 151k altinda incelenerek fotografi ¢ekilmistir.

|
0
0
Q

Sekil 3.4. Cogaltilan DNA pargalarinin biiyiikliiklerinin belirlenmesinde kullanilan
DNA markort (Ladder, 0,5-10 kb)

3.3.6. Veri analizleri

PCR firilinlerinin degerlendirilmesi her bir bireyde her primer icin bantlarin var (1) veya
yok (0) olusuna gore ifade edilmistir. Olusan bantlara gore primerlerin hibridize olup
olmadig: tespit edilmeye g¢alisilmistir. Bantlarin varligi primerlerin hibridize oldugu ve
bu primerlerin ait oldugu operon bdlgelerinin incelenen orneklerde bulundugu
anlaminda degerlendirilmistir. Populasyon i¢i degerlendirmeler Jaccard (1908)’in
benzerlik indeksiyle, populasyonlar arasi degerlendirmeler ise SPSS V.17 ile
hesaplanmis ve dendogramlari UPGMA (Unweighted Pair-Group Method Analysis)

analizi ile olusturulmustur.



28

4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. DNA izolasyonu

Calismada, ceviz tiplerine ait yaprak orneklerinde yapilan DNA izolasyonunda
QIAGEN marka DNA izolasyon cihazi ve bitki izolasyon kiti kullanilmistir. Elde edilen
DNA’larin miktarlar1 ile saflik degerleri nanodrop spektrofotometrede (Thermo)

Olciilerek belirlenmistir.

Niikleotidlerin heterosiklik halkalar1 260 nm dalga boyundaki 15181 maksimum emme
ozelligi tasidigindan, bu dalga boyundaki emme derecesi niikleik asitlerin miktarinin bir
Olgiisti  olarak kabul edilmektedir. Buna gore, DNA’nin miktar ve safligi,
spektrofotometrede 260 ve 280 nm dalga boylarinda elde edilecek degerlerle
belirlenebilmektedir. 1 optik dansite (OD), ¢ift sarmalli DNA i¢in 50 pg/ml, tek sarmal
DNA veya RNA icin 40 pg/ml ve oligoniikleotidler i¢in ise 20 pug/ml’ye karsilik
gelmektedir. 260 ve 280 nm dalga boylarinda ki degerler arasindaki oran (OD2g0/
OD»gp), niikleik asitlerin safligi hakkinda bilgi vermektedir. Bu oran iyi saflastirilmig
DNA’da yaklasik 1,8 ve RNA’da ise yaklagik 2°dir. Eger ortamda fenol veya protein
bulunuyorsa oran bu degerlerden diisiik olabilmektedir (Olgun ve Topal 1999).

Secilen 30 adet ceviz agacindan alinan yaprak orneklerinde yapilan izolasyon sonucu

elde edilen DNA miktarlar1 ve saflik degerleri, Cizelge 3.2°de verilmistir.

Nanodrop spektrofotometre verileri degerlendirilerek ceviz tiplerine ait DNA’larin
aragtirmadaki RAPD-PCR uygulamalar icin yeterli miktarda ve saflikta bulunduguna

karar verilmistir.
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4.2. RAPD-PCR Analizleri

30 ceviz tipinden elde edilen DNA o6rnekleri, 10 baz uzunluguna sahip olan RAPD
primerleri  kullanilarak PCR islemlerine tabi tutulmustur. Yapilan PCR
amplifikasyonlar1 sonucunda elde edilen bant sayilari, polimorfizm oranlari1 ve yaklasik

bant biiyiikliikleri Cizelge 4.1°de verilmistir.

PCR islemlerinde RAPD analizi i¢in kullanilan 27 primerden amplifikasyon durumuna
gore 19 primer sec¢ilmis ve secilen 19 primer toplam 81 adet bant olusturmustur.
Toplam 81 adet banttan 73’1 genotipler arasinda polimorfizm gdstermis ve polimorfizm
orant %81,40 olarak belirlenmistir (Cizelge 4.1). En fazla bant sayis1 OPW-01
primerinden (10 bant) elde edilirken en az bant sayis1 OPY-15 primerinden (1 bant) elde
edilmistir. Polimorfik bant sayis1 bakimindan OPW-01 primeri (10 bant) en fazla sayiya
sahip iken OPW-05 ve OPW-06 primerleri 2 bantla en az polimorfik bant olusturan
primerler olmugtur. OPW-04 nolu primerden 3 adet, OPW-08 nolu primerden 2 adet,

OPY-15 nolu primerden 1 adet monomorfik bant elde edilmistir.

Primer basina elde edilen ortalama bant sayis1 4,26 ve ortalama polimorfik bant sayisi
ise 3,84 olarak belirlenmistir. En diisiik bant biiytikligii (100 bg), OPW-06, OPW-11,
OPW-17 ve OPA-01 primerlerinden; en biiyiik bant biiytikligi (4000 bg) ise OPW-01
primerinden elde edilmistir. Calisilan primerlere ait 8 primerin bant goriintiileri, Sekil
4.1- Sekil 4.8’de sunulmustur.
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Cizelge 4.1. PCR amplifikasyonlar1 sonucunda elde edilen yaklasik bant biytikliikleri
ile bant sayilar1 ve polimorfizm oranlari

Sira N Toplam Polimorfik | Polimorfizm | Yaklasik bant
no bant sayis1 | bant sayisi orani (%) | bityiikligii (bp)
1 OPW-01 10 10 100 280-4000
2 OPW-04 3 0 0 750-2000
3 OPW-05 2 2 100 350-1000
4 OPW-06 3 2 66,67 100-3000
5 OPW-07 3 3 100 700-2000
6 OPW-08 2 0 0 500-900
7 OPW-11 5 5 100 100-2000
8 OPW-13 4 4 100 150-1500
9 OPW-17 4 4 100 100-950
10 OPW-18 4 4 100 350-900
11 OPW-20 5 5 100 350-2000
12 OPA-01 9 9 100 100-2000
13 OPH-17 5 5 100 300-950
14 OPH-18 3 3 100 300-1200
15 OPH-19 5 5 100 250-1000
16 OPY-06 5 4 80 100-1000
17 OPY-07 4 4 100 200-2500
18 OPY-08 4 4 100 250-1300
19 OPY-15 1 0 0 500-1200
Ortalama 4,26 3,84 %081,40
TOPLAM 81 73
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Sekil 4.1. OPW-01 primerine ait goriintii

Sekil 4.2. OPW-04 primerine ait goriintii

e e e W S et et e mm o

Sekil 4.3. OPW-06 primerine ait goriintii
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Sekil 4.4. OPW-07 primerine ait goriintii

Sekil 4.5. OPW-11 primerine ait goriintii

Sekil 4.6. OPW-17 primerine ait goriintii
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Sekil 4.7. OPA-01 primerine ait goriinti

Sekil 4.8. OPY-06 primerine ait goriintii

Farkhlik indeksi ve dendrogram: Ceviz tipleri arasinda genetik akrabalik diizeyinin
bir ifadesi olan farklilik indeksi, Cizelge 4.2’de verilmistir. Cizelge incelendiginde en
diisiik farklilik indeksi (27,100) C14 ve C17 tipleri arasinda belirlenmistir. En yiiksek
farklilik indeksi (320,766) ise, C18 ve C22 tipleri arasinda belirlenmistir.

Ceviz tipleri arasindaki genetik iliskiyi gosteren bir bagka ifade olan dendogram, Sekil
4.9’da verilmistir. Dendogram incelendiginde ceviz tipleri arasinda genetik ¢esitliligin
fazla oldugu goriilmektedir. Birbirine en yakin genotipik benzerlik C14 ve C17 tipleri
arsinda ortaya ¢ikmigtir. C22 ve C24 tiplerinin ise diger ceviz tiplerinden oldukg¢a farkli
olduklar1 ortaya ¢ikmastir.
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Sekil 4.9. UPGMA metoduyla olusturulan ceviz tipleri arasindaki genetik iligkiyi
gosteren dendogram



Cizelge 4.2. Ceviz tipleri arasindaki farklilik indeksi

Farklilik indeksi
Tip No
C1 Cc2 C3 C4 C5 Cé Cc7 c8 Cc9 1C10 C11 C12 C13 C14 C15 C16 C17 C18 C19 C20 C21 C22 C23 C24 C25 C26 Cc27 C28 C29 C30

C1 ,000

c2 163,675| ,000

C3 177,371 159,065 | ,000

C4 219,390 | 224,762 | 231,405 | ,000

C5 108,210 | 122,193 | 103,483 | 157,410 | ,000

Cé 136,475 | 156,833 | 143,843 | 168,230 | 79,735 | ,000

C7 125,489 | 100,974 | 126,893 | 170,934 | 45,025 | 63,732 | ,000

C8 171,015 | 142,334 | 156,360 | 141,163 | 90,691 | 94,107 | 82,926 | ,000

C9 126,023 | 146,381 | 151,892 | 169,919 | 86,223 | 57,301 | 74,934 | 66,784 | ,000

C10 179,584 | 191,861 | 209,995 | 238,048 | 141,392 | 159,780 | 155,793 | 148,175 158,535 ,000

Ci11 148,050 | 147,467 | 132,515 | 159,304 | 66,846 | 59,915 | 64,253 | 80,582 | 88,197 | 134,216 | ,000

C12 166,056 | 135,859 | 169,066 | 133,200 | 113,283 | 118,712 | 115,404 | 117,813 | 126,020 | 165,187 | 95,300 [ ,000

C13 150,901 | 134,260 | 151,714 | 186,463 | 85,939 | 125,518 | 72,594 | 125,401 | 125,282 | 180,648 | 110,761 | 123,529 | ,000

C14 129,142 | 112,360 | 128,481 | 156,429 | 62,707 | 78,613 | 58,427 | 84,768 | 69,043 | 123,076 | 51,036 | 91,893 | 83,388 | ,000

C15 186,081 | 129,162 | 160,068 | 247,848 | 119,926 | 120,421 | 101,867 | 125,778 | 133,985 | 198,296 | 104,743 | 155,894 | 140,607 | 107,166 | ,000

C16 141,264 | 122,469 | 132,870 | 177,251 | 74,969 | 107,449 | 78,563 | 87,970 | 90,005 | 134,011 | 71,998 (120,589 | 103,383 | 36,569 | 80,483 [ ,000

C17 148,368 | 122,380 | 124,508 | 167,922 | 66,606 | 90,246 | 70,060 | 80,794 | 66,616 | 142,302 | 54,936 | 102,053 | 102,754 | 27,100 | 101,719 | 48,062 | ,000

C18 243,064 | 204,993 | 217,747 | 271,824 | 182,592 | 196,346 | 176,839 | 186,013 | 185,754 | 266,613 | 179,246 | 180,908 | 217,859 | 151,411 | 216,144 | 172,373 | 138,231 | ,000

C19 162,048 | 145,406 | 147,394 | 145,817 | 78,685 | 121,006 | 83,880 | 94,474 | 102,089 | 154,381 | 87,708 | 111,020 | 108,701 | 67,746 | 135,965 | 80,835 | 63,772 | 178,877 | ,000

C20 145,951 | 94,819 | 138,149 | 173,238 | 71,922 | 77,943 | 59,910 | 74,663 | 76,558 | 138,324 | 78,463 | 124,901 |100,929 | 42,894 |109,100 [ 53,970 | 46,654 | 152,753 | 69,680 [ ,000

Cc21 157,444 1 143,000 | 158,981 | 182,719 | 110,966 | 94,741 | 92,907 | 114,816 | 111,256 | 155,136 | 79,063 | 101,984 | 123,914 | 66,019 | 117,573 | 94,715 | 79,199 | 188,616 | 94,352 | 91,294 | ,000

C22 298,035 | 260,015 | 302,316 | 251,632 | 217,514 | 249,028 | 231,916 | 250,835 | 258,450 | 293,802 | 208,246 | 230,833 | 175,415 | 213,104 | 289,057 | 233,926 | 216,864 | 320,766 | 217,176 | 207,602 | 251,433 ,000

Cc23 186,129 | 153,329 | 204,602 | 214,338 | 127,567 | 144,395 | 116,476 | 141,116 | 135,277 | 172,579 | 135,030 | 166,681 | 159,648 | 83,994 | 155,539 | 102,803 | 94,014 | 193,269 | 136,133 | 93,070 | 125,549 | 273,166 | ,000

C24 272,418 203,972 | 265,208 | 280,525 | 188,174 | 204,410 | 192,549 | 201,722 | 203,025 | 255,464 | 197,197 | 218,587 | 243,455 | 177,687 | 252,306 | 198,649 | 164,507 | 256,326 | 179,745 | 162,299 | 210,013 | 145,159 | 209,658 [ ,000

C25 213,747 178,814 | 157,254 | 239,613 | 140,311 | 127,527 | 143,905 | 117,543 | 121,125 | 207,681 | 114,002 | 158,879 | 168,725 | 118,564 | 131,147 | 139,526 | 108,544 | 236,888 | 123,697 | 118,486 | 95,279 | 283,864 | 184,017 | 231,033 | ,000

C26 149,565 | 92,066 | 150,418 | 186,239 | 91,595 | 99,506 | 105,997 | 106,253 | 116,021 | 154,307 | 76,094 | 72,132 | 123,084 | 73,245 | 129,513 101,941 | 83,405 | 183,549 | 107,764 | 98,520 | 77,800 | 238,223 | 129,492 | 181,727 | 97,555 | ,000

c27 151,737 | 154,228 | 170,209 | 188,282 | 85,859 | 110,014 | 92,527 | 127,428 | 111,251 | 149,005 | 95,257 | 134,553 | 106,575 | 76,243 | 148,295 | 104,939 | 103,343 | 227,654 | 104,576 | 101,518 | 102,849 | 247,110 | 114,158 | 205,068 | 105,190 | 96,807 | ,000

Cc28 211,953 | 179,121 | 228,616 | 223,388 | 144,266 | 142,170 | 140,907 | 176,454 | 129,487 | 221,574 | 154,170 | 146,173 | 172,715 | 135,016 | 205,228 | 171,585 | 131,256 | 214,249 | 152,681 | 160,291 | 169,496 | 281,295 | 181,376 | 232,691 | 195,174 | 133,154 | 147,876 | ,000
C29 157,109 | 163,323 | 197,063 | 224,185 | 128,460 | 146,449 | 127,255 | 161,850 | 156,011 | 192,284 | 122,835 | 178,862 | 149,176 | 120,821 | 158,768 | 130,931 | 140,048 | 247,628 | 163,074 | 128,336 | 136,292 | 283,013 | 140,977 | 272,423 | 186,434 | 141,115 122,229 | 191,303 | ,000
C30 174,328 | 149,173 | 175,180 | 242,115 | 119,264 | 137,622 | 136,600 | 142,356 | 154,137 | 189,489 | 131,971 | 161,381 | 169,328 | 129,016 | 164,269 | 146,998 | 148,382 | 262,807 | 160,601 | 134,517 | 141,444 | 300,022 | 173,775 | 260,064 | 157,236 | 113,748 | 133,175 | 192,915 | 129,543 ,000

Ge
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5. SONUC ve TARTISMA

Tiim diinyada yetistiriciligi yapilan ceviz cesitleri sans ¢ogiirlerinden veya 1slah
programlarindan meydana gelmistir. Bu c¢esitlerin karakterize edilmesi 1slahgilar igin
oldukca onemlidir. Ayrica cesitlerin ismine dogru olarak kisa bir siire igerisinde
tanimlanmas1 meyvecilikte ¢cok onemlidir. Ancak genetik cesitliligi karakterize etmek
icin kullanilan morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal yontemler olduk¢a zaman
almakta ve cevresel faktorlerden etkilenmektedir. DNA markor teknikleri ile farkl
ekolojilerdeki genetik materyallerin karakterize edilmesi saglanmaktadir. Dolaysi ile
ceviz gen kaynagmin icerisinde yer alan tipler arasinda genetik iliskiyi ve genetik
varyasyonu belirleme, gen kaynaklarimin verimli bir sekilde kullanimini etkileyecek

onemli bir konudur.

RAPD-PCR yonteminin tekrarlanabilirligi hassastir. Bu tez ¢alismasinda giivenirliligi
saglayabilmek i¢in PCR kosullart iyi bir sekilde optimize edilmeye g¢alisilmis, her bir
primer en az iki kez tekrarlanmig ve sadece tekrarlanabilir nitelikteki bantlar
degerlendirmeye alinmistir. Caligmada kullanilan primerler ise daha once yapilan
caligmalar 1s1g8inda secilmis olup, Juglans tiirlerinde bilgi verici 6zellikte oldugu

saptanmis olan primerlerdir.

PCR islemlerinde RAPD analizi i¢in kullanilan 27 primerden amplifikasyon durumuna
gore 19 primer seg¢ilmistir. Secilerek kullanilan 19 primer toplam 81 adet bant
olusturmustur. Bu 81 adet banttan 73’0 tipler arasinda polimorfizm gostermis ve
polimorfizm oram1 %81,40 olarak belirlenmistir. En fazla bant sayist OPW-01
primerinden (10 bant) elde edilirken en az bant sayis1 OPY-15 primerinden (1 bant) elde
edilmistir. Polimorfik bant sayis1 bakimindan OPW-01 primeri (10 bant) en fazla sayiya
sahip iken OPW-05 OPW-06 primerleri 2 bantla en az polimorfik bant olusturan
primerler olmustur. OPW-04 nolu primerden 3 adet, OPW-08 nolu primerden 2 adet,

OPY-15 nolu primerden 1 adet monomorfik bant elde edilmistir.
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Tipler arasinda genetik akrabalik diizeyinin bir ifadesi olan farklilik indeksi, Cizelge
4.2°de verilmistir. Bu cizelgedeki degerler farklilik indeksi formiilii ile hesaplanarak
elde edilmistir. Cizelge incelendiginde, en disiik farklilik indeksi C14 ve C17 ceviz
tipleri arasinda tespit edilmistir. En yiiksek farklilik indeksi oran1 C18 ve C22 tipleri

arasinda tespit edilmistir.

RAPD teknigi kullanilarak yapilmis olan bircok ¢alismada (Woeste et al.1996; Fatahi et
al. 2010; Malvolti et al. 2001; Nicese et al. 1998; Francesca et al. 2010; Ertiirk ve
Dalkili¢ 2011; Francesca et al. 2013) oldugu gibi bu g¢alismadan elde edilen genel
sonuca gore, RAPD teknigi ceviz tipleri arasindaki polimorfizimi belirlemede ¢ok

uygun bir tekniktir.

Bu calismada, Erzurum’un Uzundere ilgesine bagli Cevizli Kdyii’nde yetistirilen
cevizler arasindaki genetik iliski RAPD yontemi kullanilarak karakterize edilmistir.
Calisma alanimiz olan "Cevizli" kdyiiniin de i¢inde bulundugu Coruh vadisi, sadece
Tiirkiye’nin degil Diinya'nin sayili genetik cesitlilik arz eden noktalarindan birisi
ozelligindedir. Coruh vedisinin genelinde ceviz yetismekte olup "Cevizli" koylinde de
oldukga fazla ceviz yetismektedir. Bu ¢alismanin asil amaci, Coruh vadisi gibi genetik
cesitliligin yiiksek oldugu bir alanda, 6zellikle daha dar bir ¢ergevede yani sadece
"Cevizli" koylinde yetisen cevizlerdeki genetik ¢esitliligin ne Olgiide bulundugunun
belirlenmesi olmustur. Calisma alaninda koy sakinleri ile yapilan goriismeler
sonucunda, cevizlerin genellikle sans ¢ogiirli yani tohumdan yetismis cevizler oldugu
tespit edilmistir. Bu bakimdan degerlendirecek olursak, kiigiik bir alan taranarak yapilan
bu ¢alisma sonucunda oldukga yiiksek oranda tespit edilen polimorfizm orani (%81,40),
1slah galigmalari i¢in 6nem arz etmektedir. Sonug olarak, gelecekte yapilacak olan ceviz

1slahi galismalart i¢in bu varyasyonun degerlendirilebilecegi ortaya ¢ikmigtir.
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