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Centaurea nivea Eskisehir bolgesinde dar yayilis alanina sahip nadir
endemik bir tir olup sadece 5 populasyonla temsil edilmektedir. Bu bitki tlri
“Tarkiye Bitkileri Kirmizi Kitabi”na goére CR (Critically endangered) “Cok
tehlikede” kategorisinde yer almaktadir. Bu ¢alismada Compositae familyasi ve
Cheirolepis seksiyonuna ait Centaurea nivea’nin sahip oldugu genetik cesitlilik
mikrosatellit markorleri kullanilarak incelenmistir.

Ik olarak C. corymbosa ve C. stoebe & diffusa icin gelistirilen 10 SSR
markortnin C. nivea’da kullanilabilirligi test edilmistir. Her bir SSR primeri igin
kalip, Mg*? ve baglanma sicakligi optimizasyonu yapilmis ve C. nivea’da calisan
primerler tespit edilmistir. Yapilan optimizasyon calismalar1 neticesinde toplam 3
SSR primerinin, 13D10, 13A9 ve CM15, C. nivea’da calistig1 belirlenmistir.

Bu primerler kullanilarak Centaurea nivea’nin populasyon i¢i ve
populasyonlar arasi genetik ¢esitlilik seviyesi SSR-PCR yontemi ile ¢aligilmistir.
Toplam 5 populasyona ait 150 bireyin 3 SSR primeri ile ¢alisilmasi sonucu 21
allel tespit edilmistir. Calisilan tiim lokuslar %100 polimorfiktir. Beklenen
heterozigotluk (He) degeri ortalamasi 0.7298, populasyonlar arasi genetik
farklilasma derecesinin belirlenmesinde kullanilan Fst degeri 0.1322 ve gen akisi
degeri Nm 1.6411 olarak bulunmustur. Calismamizdan elde edilen sonuglar
populasyon i¢i genetik c¢esitlilik seviyesinin populasyonlar arasi genetik
cesitlilikten fazla oldugunu gostermistir. Endemik C. nivea igin uygun koruma
yontemleri onerilmistir.

Anahtar Kelimeler: Centaurea nivea, Endemik, SSR-PCR, Genetik Cesitlilik,

Mikrosatellit, Koruma
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Centaurea nivea is rare endemic species that have a narrow distribution area
in Eskisehir region and represented by only five populations. According to Red
Data Book of Turkish Plants, this species is categorised as critically endangered.
In this study, genetic diversity of Centaurea nivea belonging to Compositae
family and Cheriolepis section was analysed by using microsatellite markers.

Firstly, the usability of ten SSR markers developed for C. corymbosa and C.
stoebe & diffusa was tested in Centaurea nivea. Template, Mg and annealing
SSR-PCR method. As a result of analysing 150 individuals belonging to total five
populations with three SSR primers, temperature optimization were undertaken
for each SSR primer and the primers worked in C. nivea were determined. At the
end of optimization studies in total three of SSR primers, 13D10, 13A9 and
CM15, worked in C. nivea were detected.

By using these primers, the intra and inter population genetic diversity levels
of Centaurea nivea were studied with SSR-PCR method. As a result of studying
150 individuals belonging to total 5 population with 3 SSR primers, twenty-one
alleles were detected. The all SSR loci were polymorphic. The average of
expected heterozygosity (He) was found as 0.7298, Fsr value that is used to
determine the level of genetic differentiation between populations as 0.1322 and
the value of gene flow (Nm) as 1.6411. The results obtained from this study
showed that the level of genetic diversity within subpopulations was higher than
that of among populations. Suitable conservation stratejies were suggested for
endemic C. nivea.

Keywords: Centaurea nivea, Endemic, SSR-PCR, Genetic Diversity,

Microsatellit, Conservation
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1. GIRIS

Biyolojik ¢esitlilik ya da biyolojik zenginlik canlilarin farkliligini ve
degiskenligini, icinde bulunduklar1 karmasik ekolojik yapilarla, birbirleriyle ve
cevreleriyle karsilikli etkilesimlerini ifade etmektedir. Biyogesitlilik esas itibariyle
birbirine bagli dort ana parcadan ibarettir. Bunlar ekosistem cesitliligi, tiir
cesitliligi, genetik cesitlilik ve ekolojik olaylar ¢esitliligidir. Ekosistem ¢esitliligi
karsilikl1 etkilesim halinde olan organizmalar toplulugu ile fiziksel ¢evrelerinin
olusturdugu biitiin olarak tanimlanmaktadir. Ekosistem duzeyindeki biyolojik
cesitliligin korunmasi besin zinciri ve beraberinde enerji akisinin korunmasini
kapsar. Bundan dolay1, yalnizca tiirlerin veya tiirlerin olusturdugu gruplarin degil,
bu gruplara ait Ozelliklerin ve siireclerin de korunmasi gerekliligi ortaya
¢ikmaktadir. Ulkemiz ekosistem cesitliligi agisindan oldukea zengindir. Bunun en
onemli sebeplerinden biri iilkemizin cografik konumudur. Ulkemiz bulundugu
konum itibariyle eski diinya karalarinin (Asya ve Avrupa) birbirlerine
yaklastiklar1 noktada bulunmaktadir. Bir anlamda gecis bolgesi olarak da
diistiniilmektedir. Bu 6zelliginden dolay1 birbirinden 6nemli farkliliklar ile ayrilan
degisik ekosistemleri i¢cinde barindirmaktadir. Bir diger sebep ise iilkemizin sahip
oldugu topografik yapidir. Topografik yapist bakimindan Tiirkiye, yiiksek yayla
karakterinde, cok degisken engebeli ve daglik arazi durumundadir. Ulkemizde
ortalama yiikselti 1.130m civarindadir. Ayrica Tiirkiye fazla egime sahip olusu ile
de karakteristiktir. Ulkemiz arazisinin %20 kadar1 %15 ve daha az egimde, geriye
kalan 9%80’1 ise %]15’ten yukar1 egimli arazi karakterindedir. Ekosistem
cesitliligine neden olan 6nemli bir faktér de lilkemizin {i¢ tarafinin denizlerle
cevrili olusudur. Etrafimizi kusatan denizlerimiz (Akdeniz, Karadeniz ve Ege)
fiziksel ve kimyasal ozellikler bakimindan birbirinden farklidir. Bu farklilik
elbette farkli habitat olusumlarini, farkli ekosistemleri doguracaktir.

Tiir gesitliligi belli bir bolgedeki, alandaki ya da tiim diinyadaki tiirlerin
farkliligin1 ifade eder. Bir bolgedeki tiirlerin sayisi bu konuda en sik kullanilan
Olcuttir. Tarkiye, Avrupa kitasinda bulunan bitki tdrlerinin = %75’ini

barindirmaktadir ve bunun Ugte birini endemik bitkiler olusturur. Turkiye’deki



yayilis gosteren bitki tiirlerinin %33’ endemiktir. Yaklasik 3.000’i endemik
olmak tizere, 9.000°den fazla bitki turt ile Turkiye floras: olduk¢a zengindir.

Genetik cesitlilik bir bireyin sahip oldugu genler tarafindan belirlenen
genetik bilgilerin toplamidir. Ayrica, genetik cesitlilik ¢alisilan grup (populasyon,
tiir ya da tiirler toplulugu) i¢inde var olan allel ve genotip cesitliligidir. Genetik
cesitlilik belli bir tiir, populasyon, ¢esit, alt-tiir ya da 1rk i¢indeki gen farkliligiyla
Olcaldr. Bir populasyonun tiim ya da neredeyse tiime yakin {iyeleri bir gende ayni
allele sahip ise, populasyonun bu gen i¢in diisiik genetik cesitlilige sahip oldugu
populasyon bu gen igin yliksek genetik cesitlilige sahiptir. Dogal olarak dis
dollenme yapan tiirlere ait genis populasyonlar genellikle yiiksek genetik
cesitlilige sahiptirler, fakat bu durum nesli tehlike altinda olan tiirlerde oldukca
indirgenmistir. Ay tiiriin  farkli ekolojik bolgelerde yasayan farkh
populasyonlari, farkli genlere ve gen kombinasyonlarina sahiptir. Bu genlerin ve
gen kombinasyonlarinin bazisi, onemli ekonomik ve evrimsel degere sahiptir. Bu
nedenle, bir tiiriin farkli irklarinin yok olmasi tiiriin genetik erozyona ugramasi ve
genetik cesitliligin kaybolmas1 demektir.

Ulkemizin 7 cografi bolgesinin her biri ayr iklim, flora ve fauna
ozellikleri gosterir. Tiirkiye floras1 agisindan degerlendirildiginde ise, Tiirkiye’nin
floristik yapisinin  farkli nedenlerden dolayr olduk¢a zengin oldugunu
gormekteyiz. Bu nedenler arasinda c¢ok cesitli makro ve mikro iklim alanlari,
engebeli topografya ve bundan ortaya ¢ikan habitat farkliliklari, edafik etmenlerin
farkli olusu, zengin su kaynaklari, biiyiik yiikseklik farklari, ii¢ fitocografik
bolgenin kesistigi bir bolgede yer almasi, Anadolu’nun dogusu ve batis1 arasinda
ekolojik farkliliklarin olusu ve bunun floristik farkliliklara yansimasi sayilabilir.
Tiirkiye Florasinda yer alan toplam tiir sayis1 9.221°dir. Endemizm bakimindan,
Floradaki endemik tiir sayis1 2.891°dir. Bu say1 endemik 497 alttiir ve 390 varyete
ile birlikte 3778’e ulagmaktadir. Tiirkiye icinde barindirdigr endemik bitkilerin
zenginligi ve bununla beraber endemizm oraninin yiiksekligi agisindan diinyanin
onemli {ilkelerinden birisidir. Tiirkiye’deki endemik bitki sayisinin Avrupa
iilkelerine kiyasla daha fazla oldugu goriilmektedir. Ozellikle topografik yapi

sebebiyle izole edilmis bolge ve habitatlarin olusmasi, buna bagh olarak ekstrem



cevre kosullarmin meydana gelmesi, edafik (toprak) etmenlerin cesitliligi
tilkemizde endemizm oranini artiran etmenler arasinda yer alir. TUrkiye’de ve
diinyada yayilis gosteren endemik bitkilere ait populasyonlar ya nesli tikenen ya
da tiikenme tehdidi altinda olan populasyonlardir. Genel itibariyle habitat tahribi
ya da diger ¢evresel faktorler ve populasyon biiyiikliigiinde meydana gelen
degisiklikler bir populasyonun yok olma riskini artirict yonde etki yapar. Yok
olmanin Oniine gecilebilmesi amaciyla nesli tiikenme tehdidi altinda bulunan
populasyonlar i¢in koruma genetikgileri tarafindan ¢esitli teknikler kullanilarak
koruma programlar1 gelistirilmektedir. Korumadaki temel amag, yok olmay1
onlemek i¢in yagayabilir organizmalardaki evrimsel siirecin ve genetik ¢esitliligin
belirlenmesidir (Falk ve Holsinger, 1991; Godt ve Hamrick, 1995). Frankel
(1974)’ e gore genetik cesitlilik kritik bir 6zelliktir; ¢linkii bu 6zellik dogrudan
ekolojik basariy1 etkilemektedir. Bu hedef dogrultusunda populasyonlara ait
genetik ¢esitlilik tespit edilir. CuUnki nadir ve tehlike altinda bulunan tir
populasyonlarina ait genetik varyasyonun dagilimi uygun koruma stratejisinin
belirlenmesinde 6nemli rol oynamaktadir (Falk ve Holsinger, 1991; Francisco &
Ortega ve ark. 2000).

Koruma ¢aligmalar1 ekoloji, molekiiler biyoloji, populasyon genetigi ve
sistematik gibi farkli disiplinlerin bir arada kullanilmasi ile gergeklestirilir. Bu tip
calismalardan elde edilecek veriler 1s18inda populasyonlar i¢in uygun koruma
stratejileri  belirlenir. Bu amag¢ dogrultusunda yapilmis pek ¢ok c¢alisma
bulunmaktadir. Ornegin; Sardinya adasma endemik olan ve 7 populasyon ile
temsil edilen Centaurea horrida’nin genetik yapisi molekiiler markdorler
kullanilarak analiz edilmis ve elde edilen sonuglara goére koruma planlar
gelistirilmistir (Mameli ve ark. 2008). Populus nigra L.’nin genetik cesitliligi
AFLP ve SSR markorleri kullanarak arastirilmistir (Smulders ve ark. 2008).
Analiz sonucglar1 gen akisi ve dagilimin karsilikli uzun mesafeler ve nehir
kaynaklar1 arasinda meydana geldigini gostermistir. Sonu¢ olarak, yeterli
biiyiikliige sahip ve ayrilmis dogal populasyonlarin habitatlarinin restorasyonu, sel
havzasindaki dogal dinamiklerin yeniden olusturulmast gibi olusumlar igin
gelistirilecek koruma stratejilerinin en 6nemli tedbirler olacagi vurgulanmistir.

Cin’e endemik ve tehlike altinda olan Heptacodium miconioides Rehd.’nin dokuz



populasyonu i¢inde ve populasyonlar arasindaki genetik ¢esitlilik ve farklilasma
ISSR markérleri kullanilarak belirlenmistir (Jim ve Li, 2007). Yapilan ¢alisma
sonucunda tiirlerde yiliksek seviyede genetik cesitlilik oldugu tespit edilmistir.
Fakat populasyon seviyesindeki genetik cesitliligin olduk¢a diisiik oldugu
belirlenmistir. Ayrica populasyonlar arasindaki genetik ve cografik uzaklik iligkisi
de aydinlatilmistir. Genetik veriler temel alinarak tehlike altindaki bu tiirii
korumak icin etkili ve pratik koruma stratejileri onerilmistir. Tehlike altindaki
tirlerin korunmasina yonelik yapilan ¢alismalarda AFLP, SSR, ISSR ve RAPD
gibi ¢esitli genetik markorler kullanilmaktadir. Bu markorlerin kullanilmasiyla
calisilan tlire ait genetik cesitlilik tespit edilir ve elde edilen sonuglardan yola
cikilarak tilkenme tehdidi ile karsi karsiya olan tiiriin koruma altina alinmasi igin

gerekli stratejiler belirlenir.

1.1. Centaurea L. Cinsinin Genel Ozellikleri

Tiirkiye Floras’nda Wagenitz (1975) tarafindan hazirlanmis olan
Centaurea cinsinin 6zellikleri asagidaki gibidir:

Tek, iki veya c¢ok yillik otsu, dallari nadiren dikenli, ¢alimsi, bazen
herdemyesil bitkilerdir. Nadiren tiiysiiz; genellikle kecemsi tiiylii (tomentoz) veya
purtizliiden (skarbit) cok hiicreli kaba tiiyliiye (hirsut) kadar degisir. Siklikla
sapsiz salgi tiiyliidiirler. Yapraklar almasik dizilislidir, bazen tamamen tabanda
bulunurlar. Morfolojileri ¢ok degisken olup, Tirkiye’de tiirler C.odyssei’deki
spinulose hari¢, dikensizdir. Genellikle loplar1 ayanin yarisinin ortasina kadar
(pinnatifit) veya ayanin yarisinin 2/3’sine kadar (pinnatipartit) derin, bazen asagi
dogru ilerler (dekurrent).

Kapituladaki cicekler eseyce farkli (heterogam), tabla seklinde (diskoit),
merkezinde tlipsi ya da tum cicekler tupsiu ancak kenardakiler daha blyik ve
yayiktir (radyant). Brakte toplulugu (involukrum) yumurtamsi, yarikiiremsi,
silindir, dikdortgesi veya ig seklinde; involukrum brakteleri (fillari) ¢ok serili,
kiremitsi, az ¢cok sert, hemen her zaman zarimsi, saman yapili veya degisken
formlar gosteren derimsi ek yapi (appendage) igerirler. Ek yapilar tam veya

kirpiksiye varan sacakli, dairemsi, mizraksi veya tiggen, kiit veya kiicilik sivri sert



bir u¢ (mukro) ile biten, kisa dikencikli veya sert dikenli; bazen sadece mukrodan
ibaret veya kisa dikencikli; nadiren de hi¢cbiri bulunmamaktadir. Cicek tablasi diiz
killidir. Cigekleri pembe, mor (siyamsi1 mora kadar), mavi, sar1 veya beyazimsidir.
Kenardakiler eseysiz/nétr (bazen verimsiz stamenli), 5-8 veya daha fazla
segmentli huni veya hemen hemen iplik seklinde ve oldukga belirsiz 4-5 seritsi
segmentlidir. Merkezdeki gigekler ise erdisidir (hermafrodit).

Akenler olgunken tiiysiiz, az ¢ok yanal olarak yassilasmis, tepe kismi
yuvarlak veya kesik, hilum lateralde tabana yakin, siklikla elaiosomludur. Tiiy
demeti (papus) diizensiz piiriizlii, kisa sakals1 tiiylii veya kus tiiyli gibi yumusak
killi, kademe kademe merkeze dogru uzamis fakat en i¢ sira genellikle kisa ve
daha ziyade pulumsu, siirekli ve nadiren erken diiser veya bazen bulunmaz.

Cinsin taksonomik anlamda en o6nemli karakterleri fillarilerin ucunda
degisik sekillerdeki ¢ikintilar ve papus morfolojisidir. Ayrica kok yapisi, govde
dallanmas1 gibi vejetatif karakterler de 6nemlidir.

Tirkiye Florasi’'nda (Davis, 1965-1985) belirtildigine gore, bu cins
taksonomik olarak bir¢ok problem igermektedir. Tiir agiliminin bir¢ok seksiyonda
uyumsuz olmasi, gecislilik gosteren tiirler nedeniyle ekstrem karakterlerin bir tiir
icerisinde birlestirilme zorunlulugu, yakin akrabast olmayan ¢ok izole
endemiklerin bulunusu taksonomik sorun yaratan baslica ozellikler olarak

siralanmaktadir. Bu nedenle lizerinde detayh sekilde ¢alisilmasi gerekmektedir.

1.1.1. Centaurea nivea’min (Dudas Peygamber Cicegi) Taksonomik
Ozellikleri

Bu tiir Tiirkiye Florasi revizyonunda 177 tiir i¢inde 58.sirada Cheirolepis
seksiyonunda yer almaktadir. Bu seksiyon 7 tlr icermektedir (Wagenitz, 1975).
C.nivea (Bornm.) Wagenitz tiiriiniin taksonomik durumu asagidaki gibidir:
Familia: Compositae
Subfamilia: Asterideae
Tribus: Cardueae
Subtribus: Centaureinae

Genus: Centaurea



Section: Cheirolepis

54. C.drabifolia
55. C. kotschyi
56. C. derderiifolia
57. C. deflexa
58. C. nivea
59. C.sericea
60. C. saligna

Cheirolepis seksiyonunda bulunan tiirler ¢ok yillik bitkilerdir. Govdeleri
basit veya iiste dallanmais, birkag orta boylu kapitulali, dik veya yatiktir. Yapraklar
parcalanmamus, diize, birka¢ disli veya lopludur. Involukrum yumurtamsidan
hemen hemen silindirik sekline kadar degisir. Ek yapilar (appendage) kiiciik, sert
yapili, 2-4 yan sili liggen seklinde, ugta kiiciik veya biiyiik bir diken ve kenarda
diizensiz bir sekilde sacaklt zarimsidir. Cicekler sari, kenardakiler radyant
degildir. Akenler biiyiik; pappus aknden uzun, kus tiytimsii (plumose), nadiren
dikencikli (barbellate), i¢ siradakiler farklilagmamuistir.

Sekil 1.1. Centaurea nivea’nin (Dudag Peygamber Cigegi) genel goruniimi

C. nivea, Ekim ve ark. (2000)’nin hazirladig1 ‘Tiirkiye Bitkileri Kirmizi
Kitabi’na gore CR (Critically endangered) ‘Cok tehlikede’ kategorisinde yer
almaktadir. Yakin zamanda yok olma tehlikesi ile karsi karsiya olanlar ve
populasyonlarinin zarar gorebilecegi diisiiniilenler bu grup altinda toplanmistir.

Bitkiler bu kategori altinda toplanirken g6z énunde bulundurulan ek kriterler ise



habitat 6zelligi degisimi, tiiriin kaplama derecesinin azalmasi, toplama, baska
takson istilasi, melezleme, hastalik, tohum baglamama, kirlenme gibi tehditler
sonucu populasyonda 10 yil icinde %80 kaybolma olasiligi bulunmasi; bitki
toplam yayilis alammin 10 km? den az olmasi; ¢ok parcalanmis veya tek

lokasyondan bilinmesidir.

1.2. Genetik Cesitlilik

1.2.1. Genetik Cesitliligin Tanim

Genetik ¢esitlilik bir tiiriin genetik donanimindaki genetik karakterlerin
tumune karsilik gelen bir biyogesitlilik seviyesidir. Genetik c¢esitlilik, bir tiiriin
sahip oldugu bir genin degiskenligi yani farkliligidir. Ornegin; bir bitkinin cigek
rengini belirleyen bir gen icin farkli alleller ortaya ¢ikabilir (Ornegin; pembe,
mor, beyaz allel). Her bir durumda, ayn1 gen ¢icek rengini belirler, fakat gene ait
allellerinin DNA dizisi farklidir. Bireylerin belirli bir karakter i¢in ayni genin
farkl1 c¢esidine (alleline) ya da degisik gen kombinasyonlarina sahip olmalar
bireyler aras1 genetik cesitliligine neden olur. Populasyon acgisindan ele
alindiginda da bir genin farkli populasyonlarda farkli siklikta ya da farkli
kombinasyonlarda olusu populasyonlararasi genetik cesitliligi ortaya ¢ikaracaktir.
Genetik ¢esitlilik, bir populasyondaki heterozigotluk seviyesi, her bir lokustaki

allel sayis1 ya da polimorfik lokus yiizdesi ile tahmin edilebilir.

1.2.2. Genetik Cesitliligin Onemi

IUCN (uluslararast dogayr koruma birligi) genetik ¢esitliligin
korunmasinin énemini vurgulamaktadir. Cevresel degisiklik devamli bir siiregtir
ve dolayisiyla genetik cesitlilik populasyonlarin degisen c¢evre kosullarina karsi
uyumu igin gereklidir. Genetik gesitlilik genellikle soy i¢i dollenme ve ¢ogalmada
gozlemlenen kapsamli diisiis ile azalma gostermektedir.

Genetik cesitlilik bir tiir i¢in diisiik ise, bu tiir gittikce artan oranda risk

altina girmektedir. Ornegin cevresel afetler meydana gelirse, yiiksek genetik



cesitlilige sahip bir populasyonun en azindan bazi bireyleri sahip olduklar1 genetik
donanimlar1 sayesinde hayatta kalmak icin biiylik bir sansa sahiptir. Eger ki
genetik cesitlilik ¢ok diisiik ise, bir populasyondaki bireylerin hi¢biri yeni ¢evresel
sartlarla basa ¢ikmak i¢in gerekli olan Ozelliklere sahip olamayabilir. Bu tip bir
populasyonun nesli tiikenebilir yani ortadan kalkabilir. Bir tiiriin genetik ¢esitliligi
daima degisime agiktir. Bir populasyonda var olan bir genin ne kadar farkliliga
sahip oldugu 6nemli degildir, sadece yeni nesilde hayatta kalabilen degisiklikler
gelecekte tiir ¢esitliligine katkida bulunabilecektir.

Dogal populasyonlardaki genetik ¢esitlilik biyologlarin temel endisesidir,
clinkii genetik c¢esitlilik miktar1 ve dagilim tiirlerin ve populasyonlarin evrimsel
potansiyelini muhtemelen etkileyecektir (Futuyma, 1986). Genetik yapinin analizi
sadece populasyonun genetik cesitliligi tizerindeki tehlikeli durum etkisinin
degerlendirilmesinde degil aym1 zamanda tiirlerin genetik yapisina ait bilginin
onlarin evrimsel potansiyellerinin korunmasinda bagvurulabilmesi i¢in de
gereklidir.

Belirli bolgelerdeki birey kaybi, genetik gesitlilikte hemen kayba neden
olmayabilir, fakat daha fazla zarar, kiiciik populasyon biiyiikliigii ve azalmis birey
sayisindan dolayr uzun siireli genetik sonuglar dogurabilir. Genetik cesitlilik
kaybi, hem kisa hem de uzun vadede demografik dalgalanmalarla ve degisen
cevre kosullariyla basa ¢ikabilmek igin tiirlerin yeteneklerinde bir azalmaya neden
olabilir (Ellstrand ve Elam 1993; Milligan ve ark. 1994; Reisch ve ark. 2003).

Kiicik populasyon biiylikliigiiniin iki genetik sonucu vardir: artan
striklenme (sapma) ve artan soy ici ciftlesme (Ellstrand ve Elam, 1993). Genetik
siriiklenme ya da sapma genetik varyasyon dagilimini iki yolla degistirir: 1)
populasyon igindeki varyasyonun azalmasi, 2) populasyonlar arasindaki
farklilasmanin artmasi (Ellstrand ve Elam, 1993). Kiugik populasyon
biiyiikliigliniin genetik polimorfizm kaybi (Raijmann ve ark. 1993), tozlasmayi
saglayici bocekleri cezbetmede yetersizlik (Kearns ve Inouye, 1997), ayni soy i¢i
ciftlesmede artis (Ellstrand ve Elam, 1993) gibi negatif sonuglari ¢esitli tiirlerde
gbzlemlenmistir.

Kiigiik ve izole populasyonlar genetik sapmalara maruz kalir ve bundan

dolay1 genetik varyasyonlarinin genis populasyonlara oranla diismesi beklenir.



Benzer sekilde, nadir ve endemik tiirler de diisiikk genetik varyasyon sergilerler.
Dahasi, tiirler arasinda diisikk ya da yiiksek genetik cesitliligi neyin meydana
getirdigi hala kesin degildir. Tam ve kesin bir genetik varyasyon seviyesi i¢in
genelde bir taksonun uzun siireli korunmasinin gerekli oldugu diisiinilmektedir
(Frankel ve Soule, 1981; Simberlo, 1988). Nadir taksonlarin korunmasi ideal
olarak onlarin biyolojilerinin ve hayatta kalmasinda etken olan genetik
degiskenliklerinin anlagilmasin1 gerektirir. Ayrica, dis c¢aprazlanan tiirlerin
populasyon seviyesinde daha fazla genetik varyasyon gostermesi beklenmektedir.
Genetik varyasyonun populasyon biiyiikliigiindeki azalma ile birlikte azaldigi
goriilmiistiir (Mosseler ve ark. 1992; Baskauf ve ark. 1994; Gray, 1995; Kappe ve
ark. 1995; Frankham, 1997; Palacios ve GonzaA lez-Candelas, 1997).

Nesli tehlike altinda olan bitki tiirlerinin genetiginin korunmasina yonelik
yapilan caligmalar biyogesitliligin  korunmasi: i¢in koruma planlarinin
belirlenmesini  gerekli kilmaktadir. Bitki tiirlerinin  populasyon i¢i ve
populasyonlar arasi genetik ¢esitliliginin belirlenmesi uzun siireli koruma
programlari i¢in 6nemli bir konudur (Oyama, 1993; Haig, 1998; Bowen, 1999).
Bir bitki tiirlinde belirlenen yiiksek genetik ¢esitlilik seviyesi onun cevresel
degisikliklere daha iyi adapte olmasini saglar ve evrimsel kapasitesini belirler
(Hamrick ve ark. 1991; Frankham, 1995; Hamrick ve Godt, 1996). Teorik ve saha
caligmalar1 bitkilerde genetik ¢esitlilik seviyesi ve yetenegi arasinda pozitif bir
iliski oldugunu gostermistir (Barret ve Kohn, 1991; Oostermeijer ve ark. 1995;
Sun, 1996; Fischer ve Matthies, 1998; Groom, 1998; Schmidt ve Jensen, 2000).
Nesli tehlike altinda olan tiirler i¢cin nadir genotiplerin tanimlanmasi koruma
birimlerinin ve evrimsel ©6nemin belirlenmesi icin 6nemli bir basamaktir
(Qamaruz-Zaman ve ark. 1998).

Genetik sapma yeni bir jenerasyondaki allel cesitliliginin Onceki
jenerasyondakinden farkli olma siirecidir. Sadece birka¢ bireyden yeni bir
populasyonun kurulmasi, cografik izolasyon, secici baskilar ve go¢
mekanizmasindaki degisiklikler genetik sapma ile sonuglanir. Bu faktorlerin her
biri yeni neslin bir pargasi olacak bireyleri etkiler ve dolayistyla allel 6rnekleri bu
tiirlerin gelecegini belirleyecektir. Eger bir populasyondaki birey sayist azaliyorsa,

bu populasyon genetik sapmaya karsi daha hassas demektir.



1.2.3. Genetik Cesitliligin Tammlanmasi ve Olciilmesi

Genetik cesitlilik tipik olarak polimorfizm, ortalama heterozigotluk ve
allelik cesitlilik kullanilarak tanimlanir.

Bir populasyonun genetik kompizosyonu genellikle allel sikligi, allel
say1s1 ve heterozigotluk bakimindan degerlendirilir. Allel siklig1 gen siklig1 olarak
da tanimlanabilir. Allel siklig1, bir populasyondaki belirli bir allele iliskin sikliktir.
Heterozigotluk ise genellikle tek bir lokus icin genetik gesitliligin
tanimlanmasinda kullanilan bir 6l¢iidiir. Bir lokustaki genetik ¢esitliligin kapsami
“’heterozigotluk’” olarak ifade edilir. ‘Gdzlemlenen heterozigotluk’ basit olarak
heterozigot olan 6rneklenmis bireylerin oranidir. Populasyonlar ya da bireyler
arast genetik c¢esitliligin - kapsami karsilastirildiginda genellikle ortalama
heterozigotluk kavrami kullanilir. Ortalama heterozigotluk tiim lokuslardaki
heterozigotluk oranlart toplaminin toplam lokus sayisina oranidir. Tipik olarak
‘beklenen heterozigotluk’, ‘gdzlemlenen heterozigotluga’ gore tercih edilir.
Clnki ‘gozlemlenen heterozigotluk® 6rnek biiytikliigiine karsi daha hassastir. Tek
bir lokustaki genetik cesitlilik ‘beklenen heterozigotluk’, ‘gdzlemlenen
heterozigotluk’ ve allelik cesitlilik ile tanimlanir. Sikliklart “’p’” ve “’q’” olan bir
lokustaki iki allel i¢in beklenen heterozigotluk degeri (He) 2pq’dur. Bu deger ayni
zamanda gen cesitliligi olarak da tanimlanabilir. Bir lokusta bulunan allel sayisi
iki allelden fazla ise beklenen heterozigotluk degeri allel sikliklarinin karesinin
toplaminin 1’den ¢ikarilmastyla belirlenir.

Genetik c¢esitliligin tanimlanmasinda kullanilan diger bir kavram ise allelik
cesitliliktir. Allelik cesitlilik her bir lokusta yer alan allellerin ortalama sayisi
olarak tanimlanir. Eger birden fazla lokus calisiliyorsa, allelik ¢esitlilik lokuslar
arasi ortalama allel sayisidir.

Bireyler ya da populasyonlar arasi genetik ¢esitlilik birbirinden farkli pek
cok seviyede olculebilir. Bu seviyeler ise 6l¢ilebilir karakterlerdeki cesitliligin,
zararl allellerin goriilebilir etkilerinin, proteinlerdeki degisikliklerinin ve DNA

dizilerindeki degisikliklerin direkt dlgtimleri ile belirlenir.
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1.3. Genetik Cesitliligin Saptanmasinda Kullanilan Molekiiler Markorler

Genetik ¢esitlilik tespitinde ve pek ¢ok bitki tlirliniin tanimlanmasinda
molekiiler markorler kullanilmaktadir. Ozellikle son yillarda gelisen molekiiler
markdr teknolojisi diger tekniklerin sahip oldugu pek ¢ok dezavantaji ortadan
kaldirmasi nedeniyle tercih edilir bir duruma gelmistir. Molekiiler markoérlerin en
onemli avantajlar1 cevresel faktorlerden etkilenmemeleri ve polimorfizm
oranlarinin yiiksek olusudur. Ayn1 zamanda pleiotropik (bir genin birden fazla
fenotipik karakter Uzerindeki etkisi) ve epistatik (bir karakterin ortaya
cikmasindan sorumlu olan farkli genler arasinda baskilayici etkilerin olmasi
durumu) etki gostermezler (Soller ve Beckmann, 1983; Tanksley, 1983; Avise
1994; Bretting ve Widrlechner, 1995). Genetik markorler laboratuvarlarda
hlcreleri, bireyleri, populasyonlar1 ya da tiirleri aywrmak i¢in kullanilabilir.
Genetik markorlerin kullanimi bitki dokularindan 6rnegin, ¢ekirdek, yapraklar,
polen, bazen de odunsu dokulardan DNA’nin izole edilmesi ile baslar. Ardindan
laboratuar protokolleri uygulanir. Bu prosedirler tipik olarak boyama ya da
etiketleme teknikleri ile goriilebilir bir sekilde sonuglanir. Sonra bu bilgiler veri
haline donistiiriiliir.  Dolayisiyla  genetik  markorler  genetik  gesitliligi
tanimlamamiza izin verirler. Bir ¢alisma i¢in en uygun genetik markor segimi,
markoriin karakteristigine, tiir karakteristigine ve genom karakteristigine bagli
olacaktir. DNA markorleri, DNA melezleme (hibridizasyon) markorleri (RFLP)
ve polimeraz zincir reaksiyonu kullanimma dayali DNA ¢ogaltim markorleri

(AFLP, ISSR ve SSR) olmak iizere iki grup altinda incelemek miimkiindiir.

1.3.1. RFLP (Kesilmis Par¢a Uzunluklar1 Polimorfizmi)

DNA melezleme (hibridizasyon) markorleri ¢esitli sekilde etiketlenmis bir
DNA pargasinin (prob DNA) arastirilan bir DNA &rnegindeki benzer veya ayni
dizilisteki DNA’ya melezlenebilmesini temel almaktadir. Bu teknik restriksiyon
fragmenti uzunluk polimorfizmi (RFLP) analizi ile ¢ok yaygin bir kullanim alam
bulmustur. RFLP teknigi ile kompleks organizmalarin genomlarinin haritalanmasi

ilk olarak Botstein ve arkadaslar1 tarafindan 1980 yilinda gelistirilmistir. RFLP

11



analizi, dokulardan izole edilen genomik DNA’nin niikleik asit diziliglerini
tantyan DNA kesim enzimlerince spesifik olarak kesilmesi ve prob DNA’nin
melezlendigi DNA etrafindaki farkli kesim yapilarinin saptanmasi esasina
dayanir. RFLP teknigi, kesim enziminin tanidig1 bolgedeki tek niikleik asit baz
degisikligini dahi tanir. Tanima yerinin baz dizilisi degisikligi farkli genotipler
arasindaki polimorfizmin bir sebebidir. Ancak bu polimorfizm daha yaygin olarak
kesim enziminin tanidig1 iki kesim bdlgesi arasinda parca eklenmesi (insersiyon)
veya ¢ikmasindan (delesyon) kaynaklanir.

RFLP teknigi temel olarak 4 asamadan olusur. Bunlar;

e DNA’nin izolasyonu,

e DNA’nin restriksiyon enzimleri ile kesilmesi,
e Kesilen DNA’nin elektroforezi,

e Jeldeki DNA pargalariin goriintiilenmesidir.

Izolasyonu takiben elde edilen DNA, rekombinant DNA teknolojisinde
onemli bir yere sahip, spesifik bir DNA dizisini taniyan ve buna gore kesim yapan
restriksiyon enzimleri ile kesilir. Restriksiyon enzimlerinin sayilar1 yaklagsik
olarak 1200 civarindadir ve bu enzimleri tip I, II, III olmak iizere {i¢ farkli grupta
toplamak mimkunddr. Restriksiyon enzimlerinin kesim sonucunda olusturdugu
parcalara restriksiyon parcalari denir. DNA molekiilii farkli kesim bdlgelerine
sahip olabilir. Degisik enzimlerle muamele sonucunda farkli uzunluklarda
restriksiyon pargalar1 olusur ve bu pargalar jel elektroforezi yoluyla birbirlerinden
ayrilabilirler.

RFLP  analizinde restriksiyon enzimlerinin  DNA’daki  kesim
noktalarindaki degismelerden faydalanilir. Bundan dolayr RFLP kolaylikla
uygulanabilen duyarli bir yontemdir. Bunun yanisira enzim sec¢imi oldukca
onemlidir ¢linkil ¢ok sayida ya da ¢ok yakin bantlar1 degerlendirmek miimkiin
olmayabilir. Bu amagla kullanilan temel yontem Southern Blot Hibridizasyon
yontemidir. Bu yontemde Oncelikle enzimlerle kesilen DNA jelde ydrGtilur.
Ardindan jelin {izerine ayni boyutta bir membran konulur. Boylece vakumla
jeldeki DNA parcalarinin membrana ge¢mesi saglanir. Bunu takiben gelen son
basamak ise hibridizasyon basamagidir. Hibridizasyonda DNA’daki zincirlerden

birinin tamamlayicist olan tek sarmalli DNA ya da RNA problart kullanilir.
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Hibridizasyonu gorebilmek icin probun radyoaktif maddeler ya da radyoaktif
olmayan maddelerle isaretlenmesi gerekir. Dolayisiyla sadece probla hibridize
olan DNA pargalar1 gézlemlenebilir.

RFLP yontemi genetik haritalama (Young ve ark. 1989), kaltr bitkilerinin
genetik cesitlilik analizinde (Havey ve Bark, 1995) ve tirlerin tanimlanamsinda,
ebeveyn analizinde ve adli tipta kullanilmaktadir. Kodominant olmasi, yliksek
seviyede polimorfizm gostermesi, giivenilir olmasi, laboratuvarlar arasinda
transfer edilebilir olmasi, dizi bilgisine ihtiyag duymamasi, teknigin belli bash
avantajlart arasindadir. Radyoaktivite kullanilmasi, pahali bir yontem olmast,
yiksek miktarda DNA’ya gereksinim duymast ve teknik olarak uzmanlik
gerektirmesi bu teknigin dezavantajlarini olusturur (Tingey ve ark. 2003).

1.3.2. AFLP (Cogaltilmis Parca Uzunluk Polimorfizmi)

AFLP ya da cogaltilmis parga uzunlugu polimorfizmi PCR temelli bir
markor sistemidir (Vos ve ark. 1995). PCR amplifikasyonu ile ¢oklu DNA
restriksiyon fragmentlerini ortaya ¢ikaran bir DNA parmak izi yontemidir. AFLP
teknigi temel olarak su basamaklari igerir:

e DNA’nin iki restriksiyon enzimi ile kesimi,
e Restriksiyon fragmentlerinin uclarina c¢ift zincirli adaptorlerin

ligasyonu,

Birlestirilen bu adaptorlere uygun primer ile restriksiyon

fragmentlerinin preamplifikasyonu,

Cogaltilmis restriksiyon fragmentlerinin denatlre tabaka jel ya da

tiplerde jel elektroforezi,

DNA parmakizi’nin otoradyografi ya da diger metotlarla
gbzlemlenmesi.

AFLP primerleri olarak bilinen amplifikasyon primerleri, genellikle 17-21
niikleotit uzunlugundadir ve hedef dizilere kusursuzca uyum saglarlar: Bu
AFLP’nin giiglii ve giivenilir bir teknik oldugunu gostermektedir. Bu teknik
amplifikasyon parametrelerindeki kicglik varyasyonlardan etkilenmez. Bu

teknolojinin en biiyiik avantaji, elde edilebilen yiiksek markor sayisidir. Tipik bir
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AFLP parmakizi 50 ve 100 arasinda ¢ogaltilmis fragment igerir. AFLP markorleri
ile tespit edilen markdr sayisi sikligi, test edilen DNA ornekleri arasindaki
polimorfizm seviyesine baglidir. AFLP analizi ile elde edilen polimorfizm,
genelde restriksiyon bolgelerinde ya da restriksiyon bdlgelerine bitisik secici
niikleotitlerdeki tek niikleotit degisikligini yansitmaktadir. Ayrica, restriksiyon
fragmentlerinin varligin1 ya da biiyiikliigiinii etkileyen diger etmenler de delesyon,
insersiyon gibi kromozomal degisikliklerdir.

Mueller ve Wolfenbarger (1999)’a gore AFLP markorlerinin bireyler,
populasyonlar ve bagimsiz gelisen soylar Ornegin tiirler arasindaki genetik
varyasyonun tayin edilmesinde kullanish oldugu kanitlanmigtir. Yiiksek derecede
tekrarlanabilirligi ve kullanim kolayligindan dolayr AFLP markorleri sistematik,
populasyon genetigi, DNA parmak izi, kantitatif 6zellik lokus haritalamasi, gen
akist ve dagilimi, dis caprazlama, introgresyon ve hibridizasyon durumlarin
degerlendirmek i¢in uygulanir. AFLP markorlerinin kapasitesinin son derece
kiiciik genetik farkliliklar1 ¢dzdiigii cesitli ¢alismalarda gosterilmistir. Ornegin,
Maughan ve ark. (1996) AFLP’nin tim genomda sadece tek bir kiigiik bolgede
farklilagsan soya fasiilyesinin yakin izogenik irklarimi ayirt etmek igin
kullanilabildigini gostermislerdir.

AFLP ile tespit edilen lokus sayisinin fazla olmasi, polimorfizm
oranindaki yiikseklik, tekrarlanabilirligi ve kararliligindan dolay: diger tekniklere
gore 6nemli avantajlara sahiptir. Ayrica Vos ve ark. (1995) AFLP tekniginin
herhangi bir DNA bolgesine calisilacak organizmanin genomik donanimi
hakkinda 6n bir dizi bilgisine gereksinim duymadan uygulanabilir oldugunu
belirtmiglerdir. Bu da AFLP tekniginin énemli avantajlari arasinda yer alir. Is
gicii ve masraf acisindan degerlendirildiginde ise orta seviyede oldugu

sOylenebilir.
1.3.3. RAPD (Rastgele Cogaltilmis Polimorfik DNA)
Bu teknikte segilen primerlerle genomik DNA’nin ¢esitli bolgeleri rasgele

cogaltilir. Bu yontemin uygulanmasi i¢in genomik DNA’ya ait dizin bilgisine

veya secilen primerlerin dizin bilgisine gerek yoktur. RAPD’in temelindeki teknik
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PCR metodudur. Her PCR reaksiyonu istenilen sayida tekrarlanabilen
dongiilerden olusur. Yontemin temeli, ¢ogaltilmak istenen bdlgenin iki ucuna
0zgl, bu bolgedeki baz dizilerine tamamlayici olan, 18-20 baz uzunlugunda bir
cift sentetik oligoniikleotid primer kullanilmast ve bu iki primer ile
sinirlandirilmig bolgenin sentezlenmesine dayanir (Williams ve ark. 1990).

Artyukova ve ark. (2004) RAPD analizinin tim genom igindeki polimorfik
durumlar tespit ettigini belirtmislerdir. Ayrica RAPD analizinin bitkilerde tiirler
ve populasyonlar arasindaki akrabaligin aydinlatilmasinda ve Ozellikle nadir
tirlerde son derece 6nemli bir durum olan az miktarda DNA ile bu ydntemin
gerceklesebildigini ifade etmislerdir. Fischer ve Matthies (1998); Fischer ve ark.
(2000); Huff ve ark. (1993) molekiiler markorlerin 6zellikle RAPD tekniginin
bitkilerde populasyon genetigi c¢alismalarinda genis Olgiide kullanildig1 ifade
etmiglerdir. Ge ve ark. (1999); Heum ve ark. (1994); Huff ve ark. (1993)’na gore
bu teknik bitki populasyonlarindaki genetik ¢esitlilik ve akrabaligin
belirlenmesinde kullanilmaktadir. Bununla birlikte RAPD teknigi DNA parmak
izi analizinde, genetik haritalamada ve bitki ve hayvan islah1 ¢alismalarinda tercih
edilen bir yontem durumundadir.

RAPD-PCR'm en 6nemli 6zelligi ¢ok az miktarda DNA ile calismaya
olanak saglamasidir. RAPD teknigi izoenzim ve diger DNA markdrlerinden de
fazla avantajlara sahiptir. Bunlar hizli bir teknik olmasi, maliyetinin oldukc¢a
diisiik olmasi ve ¢ok diisiik miktarda bitki materyalinin kullanilmasi olarak
sayilabilir. Cardoso ve ark (1998); Wen and Hsiao (2001); Wroblewska ve ark.
(2003); Zhang ve ark. (2005) RAPD markérlerinin daha az 6rnek biiytlikligiine
gereksinim duyan 6zellikle dis caprazlanan tiirlerle yapilmis ¢aligsmalar i¢in uygun
oldugunu tespit etmislerdir. Ciinkii ¢ok fazla miktarda polimorfik lokus
uretilebilir. Bu durum cok az bireyle temsil edilebilen nadir ve tehlike altindaki
taksonlarin  genetik  durumlar1  belirleyen  koruma  caligmalar1t ile

iliskilendirilmektedir (Li ve ark. 2002; Shah ve ark. 2008).

15



1.3.4. ISSR (Basit Dizin Arasi1 Tekrarlari)

ISSR polimeraz zincir reaksiyonu kullanimma dayali bir markor
sistemidir. ISSR teknigi iki mikrosatellit arasindaki DNA bolgesini g¢ogaltmak
icin belirli bir SSR’ye spesifik u¢ baglantili bir primer kullanir (Shi ve ark. 2006).
Prevost ve Wilkinson (1999); Qian ve ark. (2001); Zietkiewicz ve ark. (1994), ¢ok
sayida amplifikasyon {iriiniiniin komsu ve ters c¢evrilmis SSR’ler arasindaki
bolgeden iiretilebilecegini kaydetmislerdir

Mikrosatellitler AA, AG, CAG gibi mono-nukleotid, di-nukleotid, tri-
niikleotid tekrarlardir ve bunlar 4 ila 10 tekrar halinde bulunurlar. ISSR tekniginde
di-niikleotid ve tri-niikleotid tekrarlari primer olarak kullanilir. Ciinkii bunlar
niklear genomlar igin karakteristiktir. Mono-niikleotidler ise kloroplast
DNA’sinda bulunurlar ve bu nedenle bu teknik i¢in pek tercih edilmezler. Tri-
nikleotid ve tetra-nukleotitler ISSR’ lerde di-niikleotitlerden daha az kullanilir.
ISSR primerleri ¢ok degisken mikrosatellitlerin bulundugu DNA parcasina 3’
ucundan baglanir. Dejenere olmus dizilerde ise 5’ ucundan baglanir. RAPD
primerlerine gore ISSR’ ler 45-60°C de galisan, uzun, daha hassas ve daha yiiksek
eslesebilme kapasitesine sahip primerlerdir. ISSR primerleri genellikle 200-2000
bp uzunlugundadir. ISSR’ler primer olarak kullanildigi zaman primer tekrar
bolgesine baglanir ve temiz bantlar olusur. 5°- baglantili primerler kullanildiginda
irtinler mikrosatellit dizilerini igerir ve genomdaki varyasyon uzunluklar1 ve
bantlarin sayist yiiksek derecede polimorfizm gosterir. Genellikle di-nukleotit
tekrarlar1 3’ucundan 5’ ucuna dogru baglanir. 3’ ucuna baglanan primerler 5’
ucuna baglananla karsilastirildiginda daha belirgin bantlasma gdsterirler. ISSR’
lerin yiiksek cogalma yetenegi vardir. Hem agaroz hem de poliakrilamit jel
elektroforezinde tespiti yapilabilmektedir.

AFLP ve RAPD’e gore ISSR bir¢ok avantaja sahip basit ve cabuk bir
metottur. ISSR analizleri yiiksek siklikta PCR amplifikasyonu saglayan (Wolfe ve
ark. 1998) ve yiiksek ol¢iide ¢cogalabilirligi garanti eden (Yang ve ark. 1996) daha
uzun diziye sahip primerlerden dolayr RAPD analizlerinden daha gtvenilirdirler.
Buna ek olarak Reddy ve ark. (2002) ISSR markdrlerinink AFLP’ nin yiksek
maliyetinin, SSR’nin karmasikliginin ve RAPD tekniginin diisik diizeyde
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cogalabilirliginin listesinden gelip, hizl1 ve ekonomik bir teknik sundugunu ortaya
koymuslardir.

ISSR markoarleri ylksek derecede polimorfizm géstermelerinden dolayi
genetik  calismalarda, filogenetik analizlerde, gen tespitinde, genom
haritalamalarinda ve evrimsel biyolojide kullanish bir yontemdir (lwata ve ark.
2008). Zietkiewicz ve ark. (1994); Wolfe ve ark. (1998 a,b) ISSR markérlerinin
interspesifik akrabaliklarin ve hibridizasyon orjinlerinin belirlenmesinde daha

uygun oldugunu gostermislerdir.

1.3.5. SSR (Basit Dizin Tekrarlar)

Okaryotik genomlarda bulunan ardisik tekrarlanan 2-6 niikleotitli gruplara
mikrosatellit denir. (AT)n, (GT)n, (ATT)n ve (GACA)n gibi. Burada ‘n’ ardigik
tekrar sayisidir. Tekrar liniteleri genellikle iki, ti¢, dort ya da besli niikleotitlerdir.
Mikrosatellit tekrarlarinin sayist DNA replikasyonundaki kaymadan dolay1
yiiksek derecede degiskendir. Mikrosatellit ¢esitliligi PCR kullanilarak elde edilen
DNA amplifikasyonu ile tespit edilir. Nadir korunmus diziler olarak bilinen yan
mikrosatellitler cogaltilabilen DNA boélgesini belirtmek i¢in kullanilir. Elde edilen
DNA fragmentleri blyukluklerine gore akrilamid ya da agaroz jelde elektroforez
kullanilarak ayrilir. Ayrilmanin ardindan fragmentler jel etidyum bromiir ile
boyanarak, radyoaktif isaretli primerlerin kullanimi ve otoradyografi ile
gozlemlenerek, floresan isaretli primerlerin kullanimi1 ve dizi analizi cihazinda
PCR iiriinlerinin yiiriitiilmesi yontemleri ile tespit edilir. Eger ki bir birey farkli
sayidaki tekrarlar1 ile iki mikrosatellit alleli i¢in heterozigot ise, iki farkl
buyuklukte bant tespit edilecektir (Frankham ve ark. 2004).

Biyolojik/evrimsel icerikte mikrosatellitler evebeyn analizleri igin
kullanish markoérlerdir. Onlar bireyler ya da gruplarin akrabalik derecesi ile ilgili
sorularin  cevaplanmasinda da kullanilabilir. Zong-Yun ve ark. (2006)
mikrosatellitlerin hem tiirler hem de populasyonlar i¢i ve arasindaki filogenetik
akrabaligin, evrimin, genetik cesitliligin degerlendirilmesi ve tanimlanmasinda
kullanilan gii¢lii markdrler oldugu ortaya koymuslardir. Mikrosatellitler tipik

olarak dogal seleksiyona maruz kalmis lokuslar icin genetik varyasyonun
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tespitinde kullanilir. Ciinkii arka arkaya olan tekrarlar genellikle DNA’nin
kodlama yapmayan bdlgelerinde yer almaktadir (Frankham ve ark. 2004). Joshi ve
ark. (2000) mikrosatellitlerin molekiiler seviyedeki degiskenlik ve g¢esitliligin
degerlendirilmesinde kullanildigini ifade etmislerdir. Ayrica mikrosatellitler rutin
olarak bir¢cogu tehlike altinda olan tiirler olmak iizere ¢esitli tiirlerde genetik
cesitlilik analizlerinde kullanilmaktadir. Mameli ve ark. (2008). Centaurea cinsine
ait endemik bir tir olan Centaurea horrida’da genetik cesitlilik seviyesinin
mikrosatellit markorleri kullanilarak belirlendigini bildirmislerdir. Goldstein ve
Schlotterer  (1999)’a g6re  mikrosatellitler  6zellikle koruma  biyolojisi
calismalarinda daha fazla dikkate alinmaktadirlar. Bunun yani sira mikrosatellitler
filocografik calismalar i¢in de uygun veri saglamaktadir. Bu calismalar genis
Olcekli bolgelerin fauna ve floralarinin genetik tarihlerinin ve biyocografyalarinin
aciklanmasi i¢in yapilan aragtirmalardir. Bu markorler yakin akraba tiirler
arasindaki genetik akrabaligin belirlenmesinde kullanisli markorlerdir.

Mikrosatellitler genom haritalamalarinda ve biyomedikal tanilarda da
genis Olclide tercih edilen bir markér konumundadir. Zhebentyayeva ve ark.
(2003)’'na gore ise mikrosatellitler gruplarin genetik degiskenliklerinin
arastirilmasinda kullanilan en iyi molekiiler markdrlerdir. Mikrosatellit markorleri
yakin akraba tiirlerde de basarili bigimde kullanilmaktadir. Hughes ve ark. (2003)
mikrosatellit lokuslarinin tiirler arasinda transfer edilebilir olmasina yonelik bir
egilimin var oldugunu bildirmislerdir. Bu amacgla mikrosatellit markorlerinin
transfer edilebilirliginin test edildigi pek ¢ok arastirma mevcuttur (Wang ve ark.
2005; Dillon ve ark. 2005; Kindiger, 2006).

Mikrosatellitler 6zellikle DNA varyasyonunu Olgmek i¢in diger
metotlardan daha fazla avantaja sahiptir. Bunlari su sekilde siralayabiliriz:
minisatellit ya da RAPD gibi coklu lokus markdrlerinin aksine lokus-spesifik
olmasi, RAPD ve AFLP’ye zit olarak kodominant olmasi, PCR-temelli bir teknik
olmasi, yiiksek derecede polimorfik olmasi, bireylerin kimlik saptamasindan
yakin tiirler arasindaki akrabalik seviyelerinin belirlenmesine kadar c¢ok farkl
seviyelerde kullanisli olmasidir. Saghai-Maroof ve ark. (1994) mikrosatellitlerin
genomda ¢okca bulunmalari, diizenli dagilis, yiiksek polimorfizm, kodominantlik,

PCR ile hizli amplifikasyon, gostermeleri, olduk¢a basit bir bicimde
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degerlendirilmeleri ve yayinlanmis primer dizileri ile kolayca diger laboratuvarlar
tarafindan ulagilabilir olmalarindan dolayr kullanisli markérler oldugunu
belirtmislerdir. Ayrica Vos ve ark. (1995), Senior ve Heun (1993) mikrosatellitleri
RFLP ve RAPD’in getirdigi sinirlamalarin iistesinden gelmek i¢in 6nermislerdir.
Sahip oldugu bu avantajlara ragmen mikrosatellitler dezavantajlara da sahiptir.
Ornegin, mikrosatellit markérleri c¢alisacak her bir tiir icin yeniden
gelistirilmelidir. Bu islem ise yiiksek Olciide is giicli gerektiren ve pahali bir
islemdir.

Mikrosatellitler genis Ol¢lide asagida adi gegen bitkilerdeki genetik
analizlerde kullanilmaktadir: arpa (Russell ve ark. 1997; Struss ve Plieske, 1998;
Macaulay ve ark. 2001), bugday (Bryan ve ark. 1997; Stephenson ve ark. 1998;
Prasad ve ark. 2000; Stachel ve ark. 2000; Song ve ark. 2002; Huang ve ark.
2002), kizil bugday (Bertin ve ark. 2001), yabani bugday (Li ve ark. 2000; Fahima
ve ark. 2002), pirin¢g (Panaud ve ark.1996; Davierwala ve ark. 2000), Elymus
caninus (Sun ve ark. 1998) ve karacayir (Jones ve ark. 2001), soya (Akkaya ve
ark. 1992; Powell ve ark. 1996), misir (Taramino ve Tingey, 1996), patates
(Provan ve ark. 1996a). Ayrica mikrosatellitler pek ¢ok endemik ve nesli tehlike
altinda bulunan bitki tiirlerinin analizinde de tercih edilen bir markor
durumundadir. Endemik Centaurea corymbosa (Freville ve ark. 2001), Centaurea
tenorei (Palermo ve ark. 2002), Begonia socotrana & Begonia samhaensis
(Hughes ve ark. 2003), Centaurea corymbosa (Hardy ve ark. 2004),
Psathyrostachys huashanica (Wang ve ark. 2006), Metrosideros boninensis
(Kaneko ve ark. 2007), Centaurea horrida (Mameli ve ark. 2008), Brassica
oleracea (Vischi ve ark. 2008), Rheum tanguticum (Chen ve ark. 2009) tirlerinde

mikrosatellitler basar1 ile kullanilmistir.
1.4. Tehlike Altinda Bulunan Tiirlerin Korunmasi

Tehlike altinda bulunan tiirler genellikle tehlike altinda olmayan tiirlerden
daha diisiik seviyede genetik c¢esitlilige sahiptir (Swensen ve ark. 1995). Diger bir

ifade ile tehlike altindaki tiirlerin populasyon biiyiikliiklerindeki azalma direk

olarak genetik cesitlilik kaybi ile sonuglanir. Kiigiik ve izole populasyonlarin artan
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soy ici déllenme ve genetik gesitlilik kaybina maruz kalmalar1 indirgenmis iireme
basaris1 ve cevresel degisikliklere cevap olusturma yeteneginde azalmaya neden
olur (Frankham ve ark. 2004).

Genel olarak bir populasyonun tehlike altinda olusu ya da korumaya
gereksinim duymast iki faktor izlenerek anlagilabilir. Bunlardan birisi habitat
tahribidir. Eger habitat tahribi bir populasyonu riske sokuyorsa, bilim adamlari
arastirma icin bu populasyonu hedef alirlar. Ornegin, bir alisveris merkezi
tarafindan habitat1 yikilacagi bilinen bir bitki populasyonu ¢alisilabilir.

Digeri ise populasyon biyiikliiglinde gozlemlenen degisikliktir.
Populasyonlar dogal ya da bilinmeyen sebeplerden dolayr gittikge kiigiilebilir.
Eger bir tiriin tim populasyonlar1 kiigiik ise, bu tiriin gdzetim altinda
bulundurulmas: gerekmektedir. Kiigiik bir populasyon rastgele ya da Onceden
tahmin edilmeyen olaylara kars1 daha fazla hassastir. Bu tiir olaylar dogal afetler,
cevresel degisiklikler ya da mutasyonlar olabilir. Bu tipteki olaylar populasyon
biiyiikliigiinde ansizin kiigiilmelere sebep olabilir (Ellstrand ve Elam, 1993). Bir
tiirlin populasyonu kiigiilmeye baslarsa, geriye kalan liyelerde gozlemlenen daha
fazla diisiis genetik cesitliligi siddetli bir bi¢imde azaltabilir. Bu faktorler disinda
bir populasyona ait tirlerin tikenmesine ya da yok olmaya egilim kazanmasina
neden olabilecek diger sebepler artan soy i¢i giftlesme zararli mutasyon birikimi,
bir populasyondaki heterozigotlarin sikliginda ya da heterozigotlukta azalma,
par¢calanmis populasyonlar, dis dollenme daralmasi, genetik sapma seklinde
siralanabilir (Ellstrand ve Elam, 1993).

Tehlike altinda bulunan tiirlerin korunmasinda 6nemli karakterlerin ¢ogu
nicel karakterlerdir. Korumada 6nemli olan karakterler organizmalarin saglik ve
cogalma egilimlerini belirlemektedir. Bunlar bitkiler icin tohum verimi, Uretilen
dol sayist gibi nitelikleri igerir. TUm bu nitelikler ‘nicel karakterler’ olarak
tanimlanir. Dis ddllenme yapan tiirlerdeki nicel karakterin hemen hemen tiimii
genetik cesitlilik sergilemektedir. Nicel karakterler bitkilerde treme karakterleri,
bliylime orani, kimyasal kompozisyon, davranis ve hastaliklara karsi direng

seklinde karsimiza ¢ikar (Frankham ve ark. 2004).
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1.4.1. Koruma Stratejilerinin Gelistirilmesi

Koruma genetik¢ileri bir organizmanin nasil yonetilmesi gerektigi
hakkinda oneriler elde edebilmek icin o organizmaya ait DNA izini kullanirlar.
Arastirmacilar koruma calismalarinda oncelikle ilgili tiire ait tanimlama, envanter
ve analiz caligmalarin1 gergeklestirirler. Bu amagla,

e Populasyonlari ve etkili alanlarini tanimlanir. (Carson, 1990). Clnk
organizmalarin pek c¢ok tiirii vardir; nesli tiikenen ya da tiikenme
tehdidi altinda olan tiirler genellikle 6ncelige sahiptir.

e Populasyon go0zlemlenir. Turlerin bilinen formlar, farkli tiirleri
siniflandirmak i¢in kullanilan morfolojik 6zellikler, tiirlerin bilinen ya
da siiphelenilen akrabalari tespit edilmeye ¢alisilir.

e Populasyonlar ya da tiirler arasindaki akrabalik hakkinda hipotezler
olusturulur ve genetik karakterleri (DNA ya da protein) kullanilarak bu
hipotezler test edilir.

e Bilim adami bu bilgileri toplar ve verileri analiz etmek i¢in
matematiksel modeller kullanir. Bilim adami ayni1 organizmanin ayri
populasyonlariin ne kadar ¢esitlilige sahip oldugunu ve populasyonlar
arasinda meydana gelen genetik bilgi (gen akisinin) degisikliginin
oranini belirler.

Koruma c¢alismalarinin sonraki adimi ise verilerin yorumlanmasi ve
koruma stratejilerinin gelistirilmesidir. Bilim adamlar1 organizmanin tehlike
altinda olup olmadigina karar vermek amaciyla ¢alismalarmi siirdiiriirler. Bir
yOnetim stratejisi gelistirmeye baglamak igin, organizmanin habitati arastirilir (Jin
ve ark. 2007). Organizmanin degisik sicaklik, toprak ve su sartlarina olan
adaptasyon derecesi test edilir. Genetik gesitliligin muhafaza edilmesinde 6nemli
faktorler rol oynar, 6rnegin bitki tozlastiricilarinin 6zellikleri ve kimligi test edilir.
Tozlasan tiirlerin saglik ve refahi nesli tiilkenen bitki tiirlerinin hayatta kalmasi
igin kritik olabilir. Insan, klimatik ya da diger faktdrlerden dolayi tiirlerin habitat
biitlinliigiine yonelik tehditler arastirilir. Tim bu adimlarin  basariyla

tamamlanmasinin ardindan tehdit altindaki tiir i¢in uygun bir koruma stratejisi
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gelistirilmis olur. Boylelikle ekolojik dengenin ve genetik ¢esitliligin devami

mUmkun olabilecektir.

1.4.2. Koruma Yontemleri

Bir iilkedeki bitkisel genetik zenginligin veya diinyadaki belirli bir bitki
tiriine ait genetik kaynaklarin korunmasi i¢in amaca uygun yoOntemlere
gereksinim vardir. Tohumlarin, bitkinin tamaminin, bitki kisimlarinin, doku veya
hiicrelerin korunmasini amaglayan bu yontemler {izerinde, o6zellikle 1970°1i
yillardan itibaren yogun calismalar yapilmaktadir. insanhigin gelecegi agisindan
arz ettigi onem dikkate alinarak, bitki genetik kaynaklarinin korunmasi konusu,
Birlesmis Milletler tarafindan da ele alinmis ve son on yil i¢inde bu alanda 6nemli

adimlar atilarak belirli asamalara gelinmistir (Dokuzoguz, 2005).

Bitki genetik kaynaklari iic yontem esas alinarak korunabilir:

BUtin Canhi Varhigin (Biyom) Korunmasi: Bu yontem, tabiatta genis
alanlarda, bitki ve hayvanlardan meydana gelen biitiin canli varligin korunmasi
yontemidir. Bu koruma yontemi, mevcut tiirlerin erozyona ugrama hizim
minimuma indirmesi bakimindan olaganiistii 6nem tagimaktadir. Bununla beraber,
faydal1 bitkilere ait genetik kaynaklarin korunmasi agisindan ise sinirli bir 6neme
sahiptir (Dokuzoguz, 2005).

‘In situ” (yasam ortaminda) Koruma Sistemi: Bitkileri kendi dogal
yetisme alanlarinda korumay1 amaglayan yontemdir. BOylece genetik materyalin
bulundugu sinirh bir alan, insan veya evcil hayvanlar tarafindan higbir sekilde
kullanilmadan, oldugu gibi korunmaktadir (Dokuzoguz, 2005). Bir canl tiiriinii
‘in situ’ korumaya almaya karar verince yapilacak ilk is, hedef tiirin yayilis alani,
yayilig yerleri, populasyon sayilari, populasyon biiyiikliikleri, ¢esitlilik dereceleri
ve genetik yapilari ile ilgili tim bilgileri toplamaktir. (Wallace, 2002). Nadir ve
dar yayilis gosteren bitkilerin 6zellikle nesli tilkenme tehdidi altinda bulunan
tdrlerin ‘“in situ” koruma yontemi ile korunmasi gerekmektedir (Jin ve ark. 2007).

Kiiltiir bitkileri i¢in bu yontemin uygulanmasi s6z konusu degildir. Yabani bitkiler
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icin ise, bu yontem disinda bir koruma seklinin uygulanmasi neredeyse
imkansizdir (Dokuzoguz, 2005). Tiirlerin kendi dogal yasam alanlarinda
korunmalari, yasamimizi devam ettirebilmek i¢in dogal ¢evreye bagimli
oldugumuzu gosterir. Orman Bakanligi’nin kurulmasindan sonra, ‘in situ” koruma
icin gerekli kanun ve yonetmelikler tamamlanmistir. Cevre ve Orman Bakanlig
‘in situ” koruma ile ilgili Ulkemizde yer alan 6nemli ve korunma gereksinimine
sahip alanlarimiz i¢in degisik statiilerde koruma alanlar1 olusturmustur. Bunlar
Milli Parklar, Tabiat Parklari, Dogayr Koruma Alanlari, Doga Anitlari, Yaban
Hayati Koruma Sahalari, Orman i¢i Dinlenme Alanlari, Habitat/Tiir Yonetim ve
Isletme Alanlar;, Gen Yonetim Zonlari, Gen Koruma Ormanlar;, Ozel Cevre
Koruma Alanlari, gibi yerler, baslica ‘in situ’ koruma alanlaridir. ‘In situ’
korumaya katkida bulunan bu alanlarin yonetiminden Milli Parklar, Av-Yaban
Hayati Genel Miidiirligii sorumludur. Ulusal bir ‘in situ’ koruma planinin
hazirlanisi, Cevre ve Orman Bakanligi’'min  koordinasyonu altinda
yuratilmektedir.

‘EX situ’ (ortam disinda) Koruma Sistemi: Bu yontemin temeli belirli
bir bolgeye 0zgl bitki ya da bitki tiirlerine ait genetik ¢esitliligi o tiire ait
materyaller toplayarak, koruma parsellerinde periyodik olarak yetistirmektir.
Cogu bitkilerde, tohumlarin korunmasi yontemi uygulanmaktadir. Tohumlar,
soguk depolarda uzun yillar canliliklarini yitirmeden muhafaza edilebilmektedir
(Dokuzoguz, 2005). Ex situ yontemi; 1) inceleme, 2) toplama, 3)saklama-tretme
ve yenileme, 4) degerlendirme-evaliiasyon, 5) dokiimantasyon, 6) dagitim ve
materyal degisimi, 7) muhafaza, 8) egitim ve 9) isbirligi- Orgltlenme
asamalarindan meydana gelmektedir (Chang, 1985 ).

‘Ex situ”  korumada genetik malzemeler denetimli kosullarda
korunmaktadir. Yapilan aragtirmalar sonucunda nesli tiikkenen tiirlerin koruma
altina aliabilmesi i¢in en iyi carenin habitat korumasi oldugu fikrinde goriis
birligine varilmistir. Fakat ne yazik ki, habitat korumasi1 pek ¢ok durum igin bir
secenek degildir. Pek ¢ok tiiriin dogal habitat1 zaten tamamen imha edilmistir ve
digerlerinin de biiyiikliikleri oldukca azalmigtir. Dolayisiyla pek cok tiir i¢in yok
olma tehlikesi yakindir. Bazi durumlarda ‘ex situ’ koruma, dogada yok olmaya

dogru giden tiirlerin korunmast i¢in gereklidir (Maxted ve ark. 1997). Eger dogal
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populasyonlarin nesli tiikenirse, ‘ex situ’ koruma populasyonu tehlike altindaki
tiirlerin evrimsel siirecini belirler. Sonug olarak, sinirli populasyon iginde tutulan
genetik varyasyon miktari, ‘eX Situ’ koruma basarisin1 saglamak igin oldukga
kritiktir.

‘Ex situ’ koruma; Kkoleksiyon bahgeleri, gen bankalari, tohum bankalart,
hayvanat bahgeleri ve botanik bahgeleri kurulmasi ve bu kuruluslarin uzun siire
yasayabilmesi icin gerekli onlemlerin alinmasiyla gergeklestirilmektedir. Son
yillarda, botanik bahgeleri nadir ve tehlike altinda olan bitkilerin ‘ex situ’
korumasinda 6nemli bir rol oynamaktadir (Maunder, 1994a,b). Turkiye’de bitki
genetik kaynaklarinin korunmasima yonelik, sistemli ve nitelikteki projeli
calismalar, Tarim ve Koyisleri Bakanligi tarafindan, 1963 yilinda
Menemen/Izmir’de “Bitki Arastirma ve Introdiiksiyon Merkezi’nin kurulmasiyla
baslamistir. Bitki genetik kaynaklariyla ilgili ¢alismalar, hububat, yem bitkileri,
yemeklik baklagiller, sebzeler, sanayi bitkileri, siis bitkileri, aromatik ve tibbi
bitkiler, meyveler ile endemik bitki tiirlerinde karantina, giris/belgeleme, saklama
ve tohum fizyolojisi disiplinlerinde vyiiriitiilmektedir. izmir’de Ege Tarimsal
Arastirma Enstitiisii’nde 1972’de kurulan Ulusal Gen Bankasi’nda, 1964’ten beri
toplanan bitki genetik kaynaklari malzemesi saklanmaktadir. Izmir’de biitiin bitki
gruplarindan toplam 50 bin dolayinda, Ankara Tarla Bitkileri Merkez Arastirma
Enstitlisii Gen Bankasi’nda ise, agirlikla hububat olmak iizere, baklagiller ve yem
bitkileri ile baz1 endemik bitkilerden olusan 6 bin dolayinda malzeme korumaya

almmustir (Anonim, 2002).

1.5. Konu ile ilgili yapilan calismalar

Endemik bitkilerin korunmasima yonelik genetik temelli ¢alismalar son
yillarda giderek artmaktadir. Bu tip calismalarda ¢ok cesitli molekiiler markor
sistemleri kullanilagelmektedir. Bunlarin arasinda baslicalar1 RAPD, AFLP,
ISSR, izozimler, allozimler ve SSR’lerdir. Bu markor ¢esitliligine kargin koruma
stratejileri gelistirirken RAPD, ISSR, AFLP gibi dominant markorler yerine SSR,

izozim, allozim gibi kodominant markorler tercih edilmektedir. Ayrica Centaurea
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cinsi i¢inde endemik baz: tiirlerin genetik ¢esitliligi SSR ve izozim markérleri ile
belirlenmeye calisilmistir.

Mikrosatellit ~ (SSR)  makorleri  kullanarak  genetik  cesitliligin
belirlenmesine yonelik c¢ok sayida g¢alisma bulunmaktadir. Bu c¢alismalarin
bazilar1 kiiltire alinmig tlrlerin ebeveyn analizi (Zoghlami ve ark. 2009;
Eiadthong ve ark. 1999; McGregor ve ark. 2000; Poljuha ve ark. 2008), genetik
akrabalik (Doldi ve ark. 1997; Sun ve ark. 2001; Garcia ve ark. 2004; Sanchez-
Perez ve ark. 2005; Bancheva ve ark. 2006; Chakravarthi & Naravaneni 2006;
Zong-Yun ve ark. 2006; Baranek ve ark. 2006; Liu ve ark. 2006; Yong ve ark.
2006; Smulders ve ark. 2008; Brini ve ark. 2008; Korkovelos ve ark. 2008;
Lorenzo ve ark. 2008; Xu-xiao ve ark. 2009), populasyon yapisi analizi (Belaj ve
ark. 2007) gibi ¢alismalar1 kapsamaktadir. Diger taraftan birgok endemik tiir igin
genetik cesitlilik seviyesi SSR primerleri kullanilarak belirlenmeye ¢alisilmistir.
Bu ¢alismalara ait baz1 6rnekler su sekildedir:

Freville ve ark. (2001) dar endemik bir bitki olan Centaurea
corymbosa’nin  genetik  yapisint  altt  mikrosatellit lokusu  kullanarak
arastirmiglardir ve elde ettikleri sonuglar1 allozim analizi ile karsilastirmiglardir.
Mikrosatellit analizi populasyonlar arasinda genis bir farklilasma oldugunu ortaya
koymustur. Ayrica allozim lokuslarmin gen akist kapsaminin tespitinde
mikrosatellitlere gore daha gii¢siiz oldugu belirtilmistir.

Dirlewanger ve ark. (2002) Prunus persica L.’da gelistirilmis olan
mikrosatellit markorlerini Prunus avium L.’daki genetik gesitliligin analizi igin
kullanmiglardir. Buna ilaveten elde ettikleri 41 mikrosatellit lokusunun pek
cogunun diger Prunus tiirlerinde, Rosaceae familyasinin diger liyelerinde ve hatta
diger familyalarda dahi uygulanabilir oldugunu gostermislerdir.

Palermo ve ark. (2002) Italya’ya endemik olan Centaurea tenorei’de hem
populasyon i¢i hem de populasyonlar aras1 genetik varyasyon seviyesini allozim
polimorfizmi kullanilarak degerlendirmislerdir. Centaurea tenorei’a ait i¢ form
arasindaki degisikliklerin populasyon biiylikligil, ciftlesme sistemi ve farklh
poliploidi seviyesinden kaynaklanabilecegini belirtmislerdir.

Hughes ve ark. (2003) Socotra adasina endemik Begonia socotrana ve

Samha adasina endemik Begonia samhaensis’daki populasyon yapisini
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mikrosatellit markorlerini araciligiyla analiz etmislerdir. B. socotrana’ya ait iki
SSR primeri B. samhaensis’deki iiriinleri gogaltmistir, fakat hicbir varyasyon
gozlemlenmemistir. Bu tiirlerin korunma durumlar1 degerlendirilmis ve B.
samhaensis’da gozlemlenen sinirli populasyon biiylikliigiiniin yok olmaya karsi
onu savunmasiz biraktig1 tespit edilmistir. Bu sebeple bu tiirlerin aktif bir sekilde
korumaya ihtiya¢ duyduklar belirtilmistir.

Hardy ve ark. (2004) ¢ok yillik ve nadir endemik bir bitki olan Centaurea
corymbosa populasyonu igindeki polen dagilimini mikrosatellit verileri ile
incelemislerdir. Elde edilen sonuglar, populasyon i¢inde lokal adaptasyon ile
farklilagmanin saglanabilmesi i¢in polen dagiliminin olduk¢a genis oldugunu
gostermistir.

Bancheva ve ark. (2006) Sicilya bolgesine endemik olan Centaurea
cinsine ait toplam 7 taksondaki (C. cineraria, C. busambarensis, C. ucriae subsp.
ucriae, C. ucriae subsp. umbrosa, C. todari, C. erycina and C. saccensis) genetik
cesitliligi izoenzimler kullanarak tespit etmeye c¢alismislardir. Bu c¢alisma
kapsaminda her bir populasyona ait allel sikliklar1 ve genetik cesitlilik degerleri
hesaplanmistir. Elde edilen verilere gore en yliksek genetik cesitlilige sahip olan
C. todari taksonu olarak bulunmustur. Ayrica sadece Sicilya bdlgesine endemik 5
taksona ait —C. busambarensis, C. ucriae subsp. ucriae, C. ucriae subsp. umbrosa,
C. erycina and C. saccensis-populasyonlar arasinda ¢ok yiiksek genetik benzerlik
tespit etmislerdir. C. todari taksonu ise en yiiksek genetik benzerligi C. cineraria
'nin populasyonlari ile gostermektedir.

Marrs ve ark. (2006) Centaurea stoebe’den 7 ve Centaurea diffusa’dan ise
2 mikrosatellit lokusunu izole etmisler ve tanimlanan her lokusun her iki tiirde de
cogaltildigint tespit etmislerdir. Elde ettikleri bu markorlerin populasyon yapisinin
belirlenmesinde kullanisli olabilecegini bulmuslardir.

Wang ve ark. (2006) endemik ve tehlike altinda bir tir olan
Psathyrostachys huashanica’nin genetik ¢esitliligini SSR markérleri kullanarak
tespit etmislerdir. Arastirmalara gore farklilasma biiyiik Olclide cografik olarak
daha yiliksek ve daha algak alt populasyonlar arasinda gergeklesmistir. Elde edilen
bu veri, yiiksekligin farkli yiikseltilerde bulunan alt populasyonlar arasindaki

sinirlandirilmis  gen akisinin  belirlenmesinde temel faktér olabilecegini
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desteklemektedir ve ayn1 zamanda alt populasyonlarin farklilagmasiyla
sonuclanmaktadir.

Kaneko ve ark. (2007) nesli tehlike altinda olan endemik bitki
Metrosideros boninensis’den 9 mikrosatellit lokusu izole etmisler ve
tanimlamislardir. Tanimlanan bu markorler genetik cesitliligin, genetik yapinin ve
gen akiginin arastirilmasinda ve M. boninensis’ in korunmasinin planlanmasinda
kullanish olabilecegini belirtmislerdir.

Marrs ve ark. (2008) Kuzey Amerika’da yayilis gosteren Centaurea
diffusa’daki genetik ¢esitlilik ve populasyon yapisini 5 polimorfik mikrosatellit
lokusu kullanilarak arastirmislardir. Yapilan analiz sonucunda sonradan dogaya
tanitilan populasyonlarin yapisinin dogal populasyonlardan daha gii¢lii oldugu
bulunmustur.

Mameli ve ark. (2008) Sardinya adasina endemik olan Centaurea
horrida’nin genetik yapisini incelemislerdir. Bu ¢alismada toplam 7 populasyon 4
SSR markérii ile incelenmis ve C. horrida’nin yiiksek diizeyde genetik cesitlilige
sahip oldugu gosterilmistir. Ayrica, elde edilen veriler 1s18inda koruma
programlar1 gelistirilmistir. Tiirlerin koruma altina alinmasinin o tiirlere ait
genetik kaynaklarin verimsizlesmesinin 6nlenebilmesi icin yeterli olabilecegini
vurgulamiglardir.

Vischi ve ark. (2008) Italya’da yetisen ve nesli tehlike altinda olan
Brassica oleracea’nin genetik yapisimmi  SSR markdrlerini  kullanarak
arastirmiglardir. 4 seleksiyon mikrosatellit markorleri ile tanimlanmis ve
populasyon i¢i ve arasindaki benzerlik derecesinin degerlendirilmesi, genetik
yapinin yeniden yapilandirilmasi i¢in diger farkli 5 varyete ile karsilastirilmistir.
12 SSR polimorfik lokusunun analizi 4 seleksiyon arasinda diisiik genetik
cesitlilik varligini gostermistir.

Chen ve ark. (2009) nesli tiikenme tehdidi altina olan ve tibben Gnemi
bulunan endemik Rheum tanguticum’nin populasyon yapisini ve genetik
cesitliligini SSR markoérleri kullanarak ortaya ¢ikarmislardir. Elde edilen sonuglar
dogrultusunda hem populasyon i¢inde hem de populasyonlar arasinda yliksek
genetik ¢esitlilik gozlemlenmigtir. Ayrica antropolojik etkilerin ve diger

faktorlerin bu tiirtin genetik yapisini sekillendirebilecegini kaydetmislerdir.
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Setoguchi ve ark. (2009) Japonya’da yerel endemik olan ve nesli tikenme
tehdidi ile kars1 karstya olan Tricyrtis ishiiana icin 9 mikrosatellit lokusu izole
etmis ve tanimlamislardir. Tespit edilen allel sayist 2-33 arasinda degisiklik
gostermektedir. Buna ilaveten arastirmacilar bu tiir i¢in gelistirilen primerlerin
koruma stratejileri gelistirebilmesi amaciyla populasyon genetik ¢alismalarinda

kullanigh olabilecegini ifade etmislerdir.

1.6. Amag

Centaurea nivea sadece 5 lokalitede yayilis gosteren, yok olma tehlikesi
bulunan nadir endemik bir tiirdiir. Bu bitkiye yonelik ilk genetik amacli ¢alisma,
bir 6n c¢alisma kapsaminda, laboratuarimizda RAPD markorler kullanilarak
yapilmistir (S6zen ve Ozaydin, 2009). Bu c¢alismanin sonucunda ¢alisilan
populasyonlarda yiiksek genetik ¢esitlilik ve populasyonlar arasinda da orta
derecede farklilagsma tespit edilmistir. Fakat yok olma tehlikesi ile karsi karsiya
olan bu bitki tiirii icin koruma stratejileri gelistirirken salt RAPD markdrlerinden
elde edilen sonuclardan yola ¢ikilmasi saglikli degildir. Ciinkii RAPD markérler
dominant markér oldugu icin calisilan bireyde homozigot veya heterozigotluk
durumunu ayirt edemez. Ayrica, RAPD markoérlerinin giivenilirliliginin sinirlt
olmasi, farkli laboratuvarlarda farkli sonu¢ vermesi gibi dezavantajlar1 da
bulunmaktadir. Bu nedenle, son yillarda endemik bitkilerin korunmasina yonelik
gerceklestirilen c¢aligmalarda genelde SSR ve allozimler gibi kodominant
markorler tercih edilmektedir.

SSR markorleri kodominant markérlerdir ve RAPD, AFLP gibi dominant
markdrlere gore populasyon genetigi calismalarinda daha saglikli sonuglar
verirler. SSR markoarleri ylksek seviyede polimorfizm gostermeleri, lokus spesifik
olmalari, kodominant olarak kalitilmalari, genomdaki genis dagilimlari ve
dolayisiyla nesiller ve hatta bireyler arasinda yiiksek seviyede polimorfizm
sergilemeleri gibi 6zelliklerinden dolay1 diger markorlere gore daha avantajlidir
(Saghai-Maroof ve ark. 1994; Feng ve ark. 2002). Bundan dolayr mikrosatellit
markorleri populasyon genetik ¢alismalari i¢in favori markorlerdendir. Hatta son

yillarda bazi endemik bitki tiirleri i¢in SSR markorleri gelistirilmis ve bu
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markdrler yardimiyla yapilan ¢aligmalardan elde edilen sonuglar bitki tiirlerinin
populasyon yapilari, genetik cesitlilik seviyeleri hakkinda bilgiler vermis ve bu
bilgiler koruma stratejileri gelistirmede kullanilmistir.

Bu c¢alisma kapsaminda ulasilmak istenen amag¢ Centaurea nivea’ya ait
genetik ¢esitliligin tespit edilmesinde kullanilabilecek yakin akraba tiirlerde izole
edilen SSR markoarlerinin belirlenmesi, C. nivea’da calisan SSR primerleri ile
genetik ¢esitlilik degerlerinin bulunmasi ve elde edilen sonuglarin RAPD
markdrlerle karsilastirilmasi ve sonrasinda elde edilen bilgiler 1s181nda bu bitkiye

ait uygun koruma stratejilerinin gelistirilmesidir.
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Materyal

Bu tez kapsaminda Compositae familyasi ve Cheirolepis seksiyonuna ait

Centaurea nivea tiirli materyal olarak secilmistir. Bu tiir Eskisehir ilinden 2005-

2006 yillar arasinda yapilan arazi ¢aligmalarinda 5 lokaliteden toplanmistir. Bitki

ornekleri her lokaliteden 30 ornek olacak sekilde ve birbirinden en az 10m

uzakliktaki bireylerden toplanmistir. Her lokaliteden ayrica tiim bitki Ornegi

alinarak tayini yapilmis ve toplanan bitki 6rneklerinin C. nivea’ya ait oldugundan

emin olunmustur. Bu 6rnekler Anadolu Universitesi Herbaryumunda (ANES)

saklanmaktadir. Toplanan yaprak ornekleri kilitli buzdolab1 posetlerinde, etiketli

olarak - 20°C’de muhafaza edilmektedir.

Cizelge 2.1. Kullanilan C. nivea bitkisine ait lokalite bilgileri ve 6rnek sayilari

Populasyon . N . Enlem(N) Ornek
kodu Lokaliteler Yukseklik(m) Boylam(E) sayisi
Eskisehir; oy "
1 Mihaligerk-Alpu 940 E' gfigjﬁg 30
24. km '
Eskisehir; Asagi 0N/ "
2 DUdaS' 949 l; g?ofgrjg.gn 30
Bahcekuyu )
Eskisehir; N 39'51'15.4"
3 Doganoglu 920 E 31°14'02.0" 30
Eskisehir;
Eskisehir- N 39°50'11.2"
4 Mihalicgik 60. 930-950 | Egregsigr | ¥
km
Eskisehir;
Mihaliggik- N 39°49'58.5"
S Eskisehir 20. 955 E31°16'5447 | 30
km
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Sekil 2.1. Calismada kullanilan bitkiye ait toplama lokalitelerinin harita lizerinde goriiniisii

2.2. DNA izolasyonu

Bitki 6rneklerine ait DNA’nin izolasyonu i¢in Promega Wizard Genomik
DNA Saflastirma Kiti kullanilmistir. Bu kitte belirtilen protokole gére DNA
izolasyonu gerceklestirilmistir.

-20°C’de saklanan yaprak ornekleri 6ncelikle siv1 azot yardimiyla porselen
havan ve tokmak kullanilarak 6giitiilmiis ve pudra haline getirilmistir. Béylece var
olan hiicre duvariin mekanik olarak parcalanmasi saglanmaistir.

Bu asamadan sonra pudra haline getirilmis olan materyalden 40 mg
alinarak ependorf tiipiine aktarilmistir. Ardindan Uzerine 600 upl hiicre zarn
parcalama sollisyonu (nuclei-lysis solution) eklenmis ve 1-3 saniye kadar
vortekslenerek hiicrelerin bu soliisyonla muamele edilmesi saglanmistir.
Karigtirilan 6rnekler 65°C’de 15 dakika boyunca inkiibe edilmistir.

Inkiibasyonun bitiminden sonra tiipe 3 pl RNA,; soliisyonu eklenmis, 2-5
kez ters-diiz edilmek suretiyle 6rnek karigtirllmistir. Ardindan 37°C’de 15 dakika
boyunca inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siresinin bitiminde 6rnekler oda

sicakliginda 5 dakika bekletilerek sogumasi saglanmaistir.
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Bu islemi takiben tiipe 200 pl protein c¢oktirme solusyonu (protein
precipitation solution) eklenmis ve yiiksek hizda 20 saniye vortekslenmistir. Daha
sonra 13000 rpm’de 3 dakika santrifiij edilerek tespit edilen proteinlerin
ependorfun dip kisminda toplanmasi saglanmistir.

Ependorfun dip kisminda biriken proteinin iizerinde toplanmis DNA igeren
stipernatant kismui dikkatlice yeni bir ependorf tiipe aktarilmistir. Bu basamakta
siipernatant kismi aktarilirken dip kisimda toplanmis proteinler ile DNA’nin
kontamine edilmesinden kaginilmustir.

Alman DNA soliisyonu iizerine oda sicakliginda bulunan izopropanolden
600 pl eklenmistir. Daha sonra soliisyon nazik bir sekilde ters-diiz edilerek
izopropanol ile iyice karigmasi saglanmis ve 13000 rpm’de 1 dakika santrifj
edilmistir.

Santrifiij sonrasi olusan siipernatant kismi1 dikkatli bir sekilde dokiilmiistiir.
Ardindan oda sicakliginda bulunan 9%70’lik etanolden 600 pl ilave edilmis ve
nazik bir sekilde tiip birka¢ defa ters-diiz edilerek DNA’nin etanol ile yikanmasi
saglanmistir. Bu islemi takiben 13000 rpm’de 1 dakika santrifiij edilmistir.

Santrifiij sonrast tiipiin i¢indeki etanol tamamen bosaltilmis ve tiipiin agz1
30-40 dakika agik birakilarak DNA pelletinin kurumasi saglanmistir. Elde edilen
DNA pelleti 100 pl DNA rehidrasyon soliisyonu iginde ¢oziindirilmistiir.
Rehidrasyon siireci +4°C’de bir gece boyunca sollsyonun inkibe edilmesi ile
gerceklestirilmistir. Bu islemin ardindan elde edilen DNA 2-8°C arasinda

muhafaza edilmistir.

2.3. izole DNA’larin Miktarlarimin Belirlenmesi

Bitki orneklerinden elde edilen DNA’larin miktar ve saflik dereceleri
Nanodrop Spektrofotometre cihazinda 260 ve 280 nm dalga boylarinda okunarak
tespit edilmistir. Ayrica DNA Orneklerinin kalitesi %0,8’lik agaroz jelde
yiriitiilerek de belirlenmistir. Elde edilen miktarlar kullanilarak DNA’lar pl’sinde

2.5 ng olacak sekilde seyreltilmis ve ¢alisma soliisyonu olarak kullanilmstir.
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2.4. SSR-PCR ile DNA’min Cogaltilmasi

Bitki oOrneklerinden izole edilmis DNA’lar ile Biogen firmasina
sentezlettirilen primerler kullanilarak amplifikasyon gergeklestirilmistir. Elde
edilen DNA’nin amplifikasyonu PCR metotu ile yapilmistir. Amplifikasyonda C.
corymbosa (Freville ve ark. 2000) ve C. stoebe& C. diffusa (Marrs ve ark.2006)
icin gelistirilen 10 SSR markori kullanilmistir. Bu primerlerle ilgili ayrintili

bilgiler gizelge 2.2°de verilmistir.
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Cizelge 2.2. SSR-PCR ¢alismasinda kullanilan primerlerin dizileri, tekrar motifleri ve baglanma

1silart

Baglan
Primerin . e e e e, , Tekrar ma
Ads Primerin dizisi (5’...... 3’) motifleri SIS1
(C)
B F:-CACACTCACGCTCAGCATTC T4z | o
R:CATCGTTTCCAAACTTCC (GA),,
13p10 | FGGAGGCATGCGAACTAAAAG (A0), | cgoe
R:CCGGTCTCATGAAAACAACT ATAC(AT)
F-CATATACACCCACGCACAGC ;
21D9 R:GGTGCAGCAAGGAGAGGAC (€A)pe | 60°C
FTTTCTATGCTGTTTGTTTTTGG i
28A7 R:CCCATACGTCGTCTTCCC (€A)e | S7°C
TL(CT), T,
130 F: CCTGCGAGATGGCTAT (6T). ceoc
R-TATCCCTACACCTCACTAACCC (CT).T,
(CA),,
F: CCCTTCCACTTCTGATTTGAA :
35C3 R: TGTTTCTTCCCGTTAACCTCA (CA)se | 55°C
F: CTCGTAAATAATTAGCATTCT
37F7 AC | R: TTGCTTGAACCTAATTCTAT (46),, | 49.50C
cvis | FOAAGGGCTACGAGGGTGTTC (T6)TTA] o
R:GAAGTGTTGTGCATTTCAATCTATT
FTGGGATATTCGTTGGTTTAGTTTT .
42CM27 | B.CCTCCCACTCCCGTTTGAC (TG)is [ 58°C
cmis | FOGAGGGCATGGGATTAAAGAGAT cEoc
RTGGATGCATCGGTCTGGAAATA (6T).
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Primerlerin baglanma sicakliklariin hesaplanmasi gerekmektedir. Bu
amagla kullanilan formiiller mevcuttur. Bu calismadaki primerlerin baglanma
sicakliklarinin belirlenmesinde su formiil kullanilmistir:

(A+T’lerin sayisi) x2 °C + (G+C’lerin sayis1) x4 °C

Bu formiilden yardimiyla ileri ve geri primerlerin baglanma sicakliklar
tespit edilmistir. ileri ve geri primerlerin sicakliklarinin ortalamasi alinmis ve o
primer i¢in bir baglanma sicakligi belirlenmistir. Bu islemin ardindan primer
baglanma sicakliklarinin optimizasyonu BioRAD gradient termal dongii aleti ile
kullanilarak gergeklestirilmistir. Bu ¢alismada her bir primer i¢in belirlenmis olan
baglanma sicakliklarinin -4 ve +4 araliklar1 denenerek en ideal baglanma
(annealing) sicakliklar1 tespit edilmistir. Optimizasyon c¢aligmalar1 sonucunda
denenen 10 SSR primerinden 3 tanesi Centaurea nivea’da calismis ve basarili
amplifikasyon gdstermistir.

PCR amplifikasyonlar1 12.5 pl’lik voliimlerde gerceklestirilmistir.
Kullanilan reaksiyon voliimlerinin her birinde yaklasik 10 ng kalip DNA, 2 mM
dNTP karisimi (MBI Fermentas), 10 picomol ileri ve geri primer, 2,5 mM MgCL,
(MBI Fermentas),lU Tag DNA polimeraz enzimi (Sigma) ve 1X tampon
solusyonu icermektedir.

PCR reaksiyonlar1 Techgene (Techne Ltd.) ve BioRAD gradient termal
dongii aleti kullanilarak gergeklestirilmistir. PCR dongii kosullari ise;

o 94°C’de ---5dk (denattirasyon) 1 déngu

J 94°C’de---45 sn (denatuirasyon)

o 55-62°C’de ---45 sn (primer baglanma) } 30 dong
o 72°C’de ---1 dk (primer uzama)

o 72°C’de ---5 dk (son uzama basamagi) 1 dongii

. 4°C’de bekleme sicakligi olacak sekilde belirlenmistir
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2.5. Agaroz Jel Elektroforezi ve Fotograflama

DNA ve PCR drlnleri yatay jel elektroforez kiti (Thermo Ltd.)
kullanilarak agaroz jel iizerinde ayristirilmistir. Izole ettigimiz DNA’larm ayrimi
icin %0,8’lik, PCR f{irlinlerimizin ayrimi i¢in %3’liikk agaroz jeller kullanilmistir.
Agaroz jeller 5X TBE tamponunun seyreltilmesi ile elde edilen 0.5X TBE
tamponu ile hazirlanmistir. 0.5X TBE tamponu i¢inde kaynatilan agaroz
katilasmadan once 3 pl etidyum bromid ilave edilerek karistirilmis ve jel tablasina
dokiilmiistiir. Ayrica 0.5X TBE tamponu elektroforez tankinda tampon soliisyonu
olarak kullanilmustir.

PCR urunlerini jelde yiriitmek icin her bir 6rnekten 5 pl alinmis ve 1 ul
yukleme tamponu ilave edilerek kuyucuklara yiiklenmistir. Bant biiyiikliiklerinin
belirlenmesi amaciyla jele 50 bp ve 100 bp markorleri de yiiklenmistir (Sekil 2.2
ve Sekil 2.3). Yiikleme islemi tamamlanan %3’lik jel 90V’da 45-50 dakika
yuriitilmistir.

Yiriitme islemi tamamlandiktan sonra olusan bant profilleri UV
translimiinatorii altinda gézlemlenmis ve Uvitec marka jel dokiimantasyon sistemi

kullanilarak fotograflanmistir.

bp ngf0.50g % bpng TS pg %
W00 280 58
1000 300 60 <) 1 26
a0 M0 60 1500 260 58
—— %ﬂ g,l:l P 1200 280 56
Z 600 W0 80 ) 1000 900 169
_ — §00 75.0 150 2 :‘E:} E]{-u 4
z - 400 300 B0 1 o s 5
_ % ]~ T 270 54
& g W00 W0 BO S ., oy 270 54
% 250 75.0 15.0 " Y- 500 800 160
5 - 121.53 ig ;g g — 400 300 60
d = — ] 1
2 — 100 B0 70 2 wan B
L -50 B0 70
3 }i — 100 300 &0
-
= @
- ’
{q L
Sekil 2.2.Fermentas GeneRuler 50 bp DNA Ladder Sekil 2.3. Fermentas GeneRuler 100

bp DNA Ladder Plus
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2.6. Jel Fotograflarinin Analizi ve Genetik Cesitliligin Hesaplanmasi

SSR-PCR c¢aligmalar1 sonucunda elde edilen bantlar sayesinde bireyler
homozigot ve heterozigot olarak belirlenmistir. Homozigot bireyler ‘AA’ ya da
‘BB’ ; heterozigot bireyler ise ‘AB’ seklinde ifade edilmistir. Bireyler arasi
genetik ¢esitlilik POPGENE32 versiyon 1.32 (Population Genetic Analysis)

programi kullanilarak analiz edilmistir.
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3. BULGULAR

3.1. DNA izolasyonu

Dogadaki canlilarin tiimiine yakin kisminda genetik materyal DNA’dir. Bu
nedenle genetik materyalle yapilacak cesitli calismalarda molekiiler biyoloji
tekniklerinin uygulanabilmesi i¢in Oncelikle yiiksek molekiil agirlikli DNA
molekiiliiniin saf bir sekilde elde edilmesi gerekmektedir. Yaptigimiz bu
calismada Centaurea nivea’ya ait 5 populasyondan toplanmis toplam 150 bireye
ait yaprak ornekleri sivi azot i¢inde, porselen havan ve tokmak yardimiyla pudra
haline getirilmistir. Daha sonra &giitiilen bu materyalden Promega Wizard
Genomik DNA Saflagtirma kiti kullanilarak genomik DNA izolasyonu

yapilmustir.

3.1.1. DNA Miktar ve Saflik Tayini

Nukleik asitlerin nanogram veya mikrogram diizeyindeki miktarlarinin
belirlenmesi, molekuller biyoloji alaninda c¢alisan arastirmacilar igin temel
noktalardan biridir. Genellikle izole edilen kromozomal ve/veya kromozom dist
DNA’larin miktar tayininde absorbsiyon temeline dayanan spektrofotometrik
yontemler kullanilir.

Toplam 150 bitki 6rneginden izole edilmis DNA’larin miktarlar1 Nanodrop
Spektrofotometre kullanilarak belirlenmistir. Buna gore Promega Wizard
Genomik DNA Saflagtirma kiti kullanilarak 40 mg Ogiitiilmiis materyalden
ortalama 134 ng/ul ve toplamda 6.7 ng genomik DNA elde edilmistir.

260 nm’de o6lgullen absorbsiyon degerleri DNA ve RNA’y1 birbirinden tam
olarak ayirt edememektedir. Bununla beraber 260 ve 280 nm dalga boylarinda
okunan degerler arasindaki oran niikleik asitlerin saflig1 (temizligi) hakkinda bilgi
vermektedir. Bu oran iyi saflasgtirnllmis DNA’da yaklasik olarak 1.75-1.8’in
tizerinde olmalidir. Eger ortamdan fenol ya da protein gibi kirleticiler yeterli
diizeyde wuzaklagtirllamamigsa bu deger beklenenden daha diisiikk olarak

gozlemlenecektir. Bu ¢alisma kapsaminda elde edilen her bir populasyona ait 30
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bireyin saflik degerleri 1.54-2.4 arasinda degismektedir. 1.75’in altinda olan saflik
degeri ilgili DNA oOrneklerinde fenol ve kloroform varligini isaret etmektedir.
Fakat elde edilen DNA’lar PCR analizinde basar1 ile calistiklarindan o
orneklerden yeniden DNA izolasyonu yapmaya gerek kalmamistir. Centaurea
nivea’nin 5 populasyonuna ait toplam 150 bireyin DNA miktar ve saflik degerleri
cizelge 3.1, 3.2, 3.3, 3.4 ve 3.5’de verilmistir.

DNA molekiillerinin analizinde c¢ok c¢esitli yontemler kullanilmakla
beraber tim laboratuvarlarda rutin olarak yararlanilan en basit yontemlerden biri
jel elektroforezidir. Izole edilen genomik DNA’larm saptabilmesi amaciyla

%0.8’lik agaroz jeller yapilmis ve DNA’lar goriintiilenmistir (Sekil 3.1).

= - 1 -
M T I+ 45+ +F 0BT EERISIEI71819 20022540 IS0k 222829 30 M

A R L LB I Pl ELl Ll Ll LT

Sekil 3.1.Calismada kullanilan 1. populasyona ait genomik DNA’larin agaroz jeldeki goriintiisii
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Cizelge 3.1. Caligmada kullanilan 1. populasyona ait bireylerin DNA miktar ve saflik degerleri

1. lokaliteye ait bireyler DNA miktar1 (ng/nl) Saflik (260/280nm)
1 124.8 2.0
2 112.3 1.8
3 151.5 2.0
4 118.9 2.4
5 77.8 1.8
6 80,9 2.0
7 99,6 1.8
8 164.1 1.7
9 91.7 1.9
10 185,8 1.9
11 75,7 2.0
12 54,7 2.0
13 37,7 2.0
14 167,7 2.0
15 48,6 2.0
16 64,4 2.4
17 72,4 2.0
18 89,9 1.9
19 98,7 2.1
20 132,5 1.9
21 107,3 2.0
22 88,8 2.2
23 70,1 2.2
24 53,0 2.1
25 64,3 2.3
26 43,8 1.8
27 50,5 2.2
28 52,2 2.2
29 56,2 2.2
30 59,5 2.0
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Cizelge 3.2. Caligmada kullanilan 2. populasyona ait bireylerin DNA miktar ve saflik degerleri

2. lokaliteye ait bireyler DNA miktar1 (ng/pl) Saflik (260/280nm)
1 85.7 2.0
2 175 2.0
3 82.6 1.72
4 90.5 1.62
5 118.3 1.74
6 69.7 1.66
7 158 1.90
8 121.6 1.72
9 138.3 1.82
10 109.4 1.63
11 126.5 1.62
12 66.6 1.63
13 101.3 1.59
14 253.1 1.64
15 117.8 1.61
16 59.8 1.70
17 118.5 1.68
18 115.8 1.60
19 69.4 1.79
20 67.4 1.75
21 1414 1.70
22 85.2 1.72
23 95.2 1.58
24 148.6 1.53
25 212.6 1.56
26 285.3 1.56
27 174.1 1.61
28 72.7 1.81
29 96.6 1.75
30 64.1 1.74
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Cizelge 3.3. Caligmada kullanilan 3. populasyona ait bireylerin DNA miktar ve saflik degerleri

3. lokaliteye ait bireyler DNA miktar1 (ng/nl) Saflik (260/280nm)
1 88.4 1.63
2 97.9 1.65
3 155 1.64
4 131.3 1.72
5 82.5 1.63
6 165 1.72
7 112 1.62
8 148 1.71
9 176.3 1.81
10 184 1.72
11 105.2 1.73
12 2125 1.64
13 145.3 1.71
14 89.7 1.62
15 170.4 1.63
16 252.5 1.72
17 321.3 1.50
18 180 1.68
19 117.5 1.60
20 178.8 1.70
21 143.4 1.64
22 125.7 1.72
23 119.3 1.64
24 105.3 1.72
25 88.7 1.70
26 101.5 1.75
27 88.7 1.57
28 91.3 1.67
29 129.3 1.70
30 167 1.81
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Cizelge 3.4. Caligmada kullanilan 4. populasyona ait bireylerin DNA miktar ve saflik degerleri

4. lokaliteye ait bireyler DNA miktar1 (ng/ul) Saflik (260/280nm)
1 134 1.67
2 100.7 1.72
3 99.3 1.71
4 156.2 1.70
5 182 1.67
6 115.6 1.82
7 123.2 1.72
8 216.3 1.74
9 187.3 1.64
10 238.2 1.69
11 124.8 1.73
12 100.5 1.74
13 102.1 1.66
14 192.7 1.81
15 89.5 1.78
16 212.8 1.54
17 216.1 1.82
18 1111 1.69
19 107.2 1.67
20 157.5 1.71
21 125 1.89
22 191.7 1.82
23 131.9 1.79
24 189.9 1.75
25 298.3 1.73
26 146.3 1.76
27 193.5 1.69
28 132.7 1.66
29 228.6 1.74
30 114 1.67
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Cizelge 3.5. Caligmada kullanilan 5.populasyona ait bireylerin DNA miktar ve saflik degerleri

5. lokaliteye ait bireyler DNA miktar1 (ng/nl) Saflik (260/280nm)
1 163,7 1.69
2 136.3 1.67
3 77.5 1.62
4 61,6 1.72
5 108,6 1.75
6 81,8 1.54
7 82,7 1.58
8 64,5 1.73
9 114.4 1.61
10 146,7 1.72
11 72,4 1.66
12 61,3 1.82
13 133,4 1.76
14 109,8 1.71
15 170,8 1.81
16 77,5 1.69
17 73,9 1.67
18 207,8 1.78
19 68,1 1.61
20 57,7 1.67
21 65,4 1.82
22 105,2 1.72
23 120,4 1.75
24 73,4 1.67
25 67,3 1.75
26 98,3 1.62
27 132,4 1.74
28 156,6 1.78
29 124.6 1.82
30 88.2 1.79
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3.2. SSR-PCR Optimizasyonu

Elde edilen genomik DNA’nin kisa oligoniikleotid primerler kullanilarak
amplifikasyonunun gerceklestirilmesinde kullanilan parametreler reaksiyon
kosullarina karst duyarli oldugundan her bir parametrenin miktar ya da
sicakliginin  optimize edilmis olmasi1 gerekmektedir. Kalip DNA’nin
konsantrasyonu ve safligi, primer, MgCl, konsantrasyonu, baglanma (annealing)
sicakligr ve gevresel faktorler DNA amplifikasyonunu etkilemektedir. Reaksiyon
bileseni olan her bir parametre igin ¢esitli reaksiyonlar kurularak optimum

miktarlar belirlenmeye ¢alisilmistir. Bu sayede optimum protokol elde edilmistir.
3.2.1. Primer Konsantrasyonu Optimizasyonu

Bu ¢alismada C. corymbosa (Freville ve ark. 2000) ve C. stoebe& C.
diffusa (Marrs ve ark. 2006) i¢in gelistirilen 10 SSR markori test edilmistir. Her
bir markdr icin 100 uM ‘lik stok soliisyondan 2.5 uM’lik ¢alisma soliisyonlar1
hazirlanmistir. Hazirlanan ¢alisma soliisyonlarindan 1, 1.5 ve 2 pl kullanilarak
reaksiyonlar gergeklestirilmistir. Elde edilen iiriinler agaroz jel ile kontrol edilmis
ve calisan primerlerde en iyi sonu¢ 1 ve 1.5 pl’de alinmistir. Primer
konsantrasyonu uygulanan tim protokollerde 1pl/12.5ul (5uM) olarak

kullanilmastir.

3.2.2. MgCI2 konsantrasyonun optimizasyonu

Magnezyum, Taq DNA polimeraz enziminin etkinligini belirleyen énemli
bir reaksiyon bilesenidir. Eger reaksiyon karigimi igerisinde yeterli oranda
magnezyum olmadiginda Taq DNA polimeraz enziminin etkinligi azalir ve buna
bagli olarak amplifikasyon ya gerceklesmez ya da ¢ok zayif sonug verir. Tam tersi
durumda yani ortamda fazla magnezyum varliginda ise enzimin spesifikligi azalir
ve istenmeyen iriin olusumu séz konusu olur. Genellikle optimum Mg*?

konsantrasyonu 0.5-5.0 mM’lik degerler arasindadir.
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Mg konsantrasyonunu reaksiyonun spesifikligini ve 0Ozellikle iiriin
kalitesini etkileyen bir faktordiir. Bundan dolay: her bir primer i¢in optimizasyonu
yapilmistir. Optimizasyonda 1, 1.5, 2 ve 2.5 ul olacak sekilde Mg+2 kullanilmis ve
en 1yl sonuglar 1.5 ve 2 pul’lik konsantrasyonlardan elde edilmistir. Sonug¢ olarak
yapilan tiim protokollerde MgJ'2 1.5 pl konsantrasyonunda kullanilmistir.

Yapilan optimizasyon ¢alismalarida Mg*? konsantrasyonunun elde edilen
bantlarin parlakligin1 ve sayisimi etkiledigi sonucuna varilmistir. Yiksek Mg+2
konsantrasyonunda elde edilen bantlar daha parlak olmasina karsin, spesifik
olmayan amplifikasyon iiriinii olusumu meydana gelmistir. Diisiik Mng2
konsantrasyonunda ise bant olusumu daha silik ve zayif olurken, iiriin olusumu da

nispeten daha azdir.
3.2.3. Kalip DNA konsantrasyonunun optimizasyonu

Kullanilan kalip DNA polimeraz zincir reaksiyonunun (PCR) en kritik
parametrelerinden birisidir. Reaksiyon kosullarinin optimizasyonunda kalip DNA
miktarmin da mutlaka optimize edilmesi gerekmektedir. Izole edilen DNA’nin
saflig1 ve kalitesi amplifikasyonun basarisini belirler. izolasyon sirasinda yeteri
kadar ortamdan uzaklastirilmayan fenol, protein, tuz gibi inhibitdrler DNA nin
safligim1 olumsuz yonde etkilemektedir. Kalip DNA miktarinin fazla olmasi
amplifikasyonun basarisiz olmasina yani hedef DNA’ya primerin baglanmasina
engel olabilir. Ayrica reaksiyon i¢indeki kalip DNA’nin azlig1 ya da fazlalig: elde
edilen amplifikasyon iiriin sayisini, netligini etkilemektedir.

Izole ettigimiz DNA’lardan pl’de 2.5 ng olacak sekilde calisma
soliisyonlar1 hazirlanmistir. Bu soliisyonlardan 2, 3, 4, 5 ve 6 pl DNA kullanilarak
reaksiyonlar yapilmistir. En iyi sonuglar 4 ve 5 pl’de elde edilmis ve

gerceklestirilen tiim reaksiyonlarda 4 pl yani 10 ng kalip DNA kullanilmstir.
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3.2.4. Primer baglanma 1s1s1 optimizasyonu

Bu tez kapsaminda C. corymbosa (Freville ve ark. 2000) ve C. stoebe & C.
diffusa (Marrs ve ark. 2006) icin daha 6nceden gelistirilmis olan 10 SSR markoru
tercih edilmistir. Amplifikasyona baslamadan o6nce 10 primerin her birinin
baglanma (annealing) sicakligi belirlenmistir. Bunun igin 0Oncelikle her bir
primerin ileri ve geri dizilerinin baglanma sicakliklar1 asagida verilen formul
yardimiyla tespit edilmistir:

[(A+T’lerin sayis1) x2 °C + (G+C’lerin sayisi) x4 °C ].

lleri ve geri dizilerin belirlenen baglanma sicakliklarnin ortalamasi
aliarak bir optimum baglanma sicakligi belirlenmistir. Belirlenen bu degerin -4
ve +4 °C araliklar1t BioRAD gradient termal dongii aleti kullanilarak denenmis ve
primerin en iyi ¢calistig1 baglanma sicakligr tespit edilmistir.

Test edilen 10 SSR primer setinden sadece 3’0 13D10, 13A9 ve CM15
Centaurea nivea’da guvenilir ve beklenen biyikliklerde bant olusturmustur.
Buna gore 13D10’dan elde edilen bantlarin biiyiikligi 170-200 bp, 13A9’dan
elde edilen bant biyikligii 125-225 bp, CMI15’ten elde edilen bantlarin
biiytikligii 170-220 bp’dir. Centaurea nivea’da galisan 3 SSR primerinin optimize
edilen baglanma sicakliklart ve olusturduklar1 {irtinlerin molekiiler agirhik

araliklar cizelge 3.6’da verilmistir.
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Cizelge 3.6. Caligmada kullanilan primerlerin optimize edilen baglanma sicakliklar

ve olusturduklari bant biiytikliikleri

SSR primerlerinin C.

Calisan pptlmlze nivea’da olusturdugu SSR primerlerinin diger 5
Pri edilen sicakhk | . 0 T LU ; Centaurea L.’larda olusturdugu
rimerler des . 0 ardn buyuklukleri PR . x
egerleri (°C) (bo)” Urun bayuklukleri (bg)
R 170-200 bg 178 bg (C. corymbosa), 167-207 bg
13D10 56°C (C.nivea'da) (C. horrida)
125-225 bg
(o]
13A9 55°C (C.nivea'da) 125 bg (C. corymbosa)
CM15 550C 170-220 hg 185-220 b (C .stoebe & C. diffusa)
(C.nivea'da)
*-baz cifti

3.3. Centaurea nivea’min Populasyon ic¢i ve Populasyonlar Arasi Genetik

Cesitliligin SSR Markérleri Ile Belirlenmesi

Centaurea nivea’nin populasyon i¢i ve populasyonlar arasi genetik

cesitliliginin belirlenebilmesi amaciyla her bir populasyona ait birey sayisi1 30

olmak tizere 5 populasyondan toplam 150 bitki 6rnegi ile galisilmistir. 150 bitki

orneginden izole edilen DNA ile 3 SSR primeri kullanilarak PCR yapilmis ve

PCR sonuglarinin agaroz jel elektroforezinde yiiriitiilmesi ile elde edilen bantlar

Sekil 3.2-3.16°da gosterilmistir.
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10'11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22

50 bp 50 bp
Centauraea nivea
1.populasyen-2 nolu primer (13D10)

Sekil 3.2. 13D10 (S2) no’lu primer ile C. nivea’nin 1. populasyonunda olusan bant profilleri
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Centaurea nivea
1.populasyon-2 nolu primer(13D10)

Sekil 3.4. 13D10 (S2) no’lu primer ile C. nivea’nin 3. populasyonunda olusan bant profilleri
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Cantaurea nivea

S, populasycn-2 nolu primer (13014)

Sekil 3.6. 13D10 (S2) no’lu primer ile C. nivea’nin 5. populasyonunda olugan bant profilleri
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Centaurea nivea
2.populasyon-7 nolu primer (13A3)

Sekil 3.8. 13A9 (S7) no’lu primer ile C. nivea’nin 2. populasyonunda olusan bant profilleri
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Centaurea nivea
1,populasyon-7 nolu primer(13a3)

Sekil 3.9. 13A9 (S7) no’lu primer ile C. nivea’nin 3. populasyonunda olusan bant profilleri
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Sekil 3.10. 13A9 (S7) no’lu primer ile C. nivea’nin 4. populasyonunda olusan bant profilleri
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Sekil 3.11. 13A9 (S7) no’lu primer ile C. nivea’nin 5. populasyonunda olusan bant profilleri
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Centaurea nivea
1.populasyon-8 nolu primer (CM15)

Sekil 3.12. CM15 (S8) no’lu primer ile C. nivea’nimn 1. populasyonunda olugan bant profilleri
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Centaurea nivea
1.populasyon-8 nolu primer (EM15)

Sekil 3.14. CM15 (S8) no’lu primer ile C. nivea’nin 3. populasyonunda olusan bant profilleri
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Centaurea nivea
4.populasyon-8 nolu primer (CM15)

Sekil 3.15. CM15 (S8) no’lu primer ile C. nivea’nin 4. populasyonunda olugan bant profilleri

Sekil 3.16. CM15 (S8) no’lu primer ile C. nivea’nin 5. populasyonunda olusan bant profilleri
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Centaurea nivea’ya ait toplam 150 bitki 3 SSR markdrii ile analiz edilmis
ve analiz sonucunda toplam 21 allel tanimlanmistir. Elde edilen sonuglara gore
calisilan tiim lokuslar yiliksek diizeyde polimorfiktir. Her bir lokus icin tespit
edilen allel sayis1 5 ile 10 arasinda degismektedir. 13A9 lokusunda tespit edilen
allel sayis1 10, 13D10 lokusunda tespit edilen allel sayis1 6, CM15 lokusunda
tespit edilen allel sayist 5°tir. En ¢ok allel sayisina sahip lokus 13A9’dur.

Populasyon igi ve populasyonlar arasi genetik ¢esitlilik analizi POPGENE
1.32 kullanilarak gergeklestirilmistir. Gozlemlenen allel sayisi (n,), etkili allel
sayist (ne), Shannon’un indeks degerleri (I), beklenen heterozigotluk (H),
gozlemlenen heterozigotluk (H,), Nei beklenen heterozigotlugu (He), Wright’in
fiksasyon indeksi (Fis) parametreleri genetik cesitlilik seviyesinin tahmin
edilebilmesi igcin POPGENE 1.32 (Yeh ve Yang, 1999) ile hesaplanmistir. Ayrica
genetik farklilasma derecesinin belirlenebilmesi amaciyla heterozigotlarin gen
cesitliligi oran1 (Fst) da hesaplanmistir. Tiim bu genetik parametre degerleri

cizelge 3.7°de verilmistir.

Cizelge 3.7.Centaurea nivea’a ait genetik parametre degerleri

Lokus n, Ne | Fst N Fis H. H, Nei (He)

13D10 6 2.5875 |1.1481 |0.0881 |2.5893 |0.3655 |0.6156 |0.3893 |0.6135

13A9 10 |7.7409 |2.1515 |0.1292 |1.6851 |0.4759 |0.8737 |0.4564 |0.8708

CM15 5 3.3074 |1.3595 |0.1748 |1.1803 |0.4613 |0.7000 |0.3758 |0.6976

Genel
Ortalama |7 45453 |1.5531 [0.1322 |1.6411 |0.4342 |0.7298 |0.4072 |0.7273

Yukarida belirtildigi gibi gézlemlenen allel sayis1 13D10 lokusu i¢in 6,
13A9 lokusu i¢in 10 ve CM15 lokusu icin 5 olarak bulunmustur. 3 SSR lokusu
icin ortalama allel sayis1 ise 7°dir. Etkili allel sayist 13D10 lokusu i¢in 2.5875,
13A9 lokusu icin 7.7409 ve CM15 lokusu igin 3.3074’tir. Toplam 3 SSR lokusu

icin hesaplanan ortalama etkili allel sayisinin ise 4.5453 oldugu belirlenmistir.
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Shannon’un indeks degerleri 13A9 lokusu igin en yuksek (I: 2.1515),
13D10 lokusu icin ise en diigiik (I: 1.1481) olarak bulunmustur. Goézlemlenen
heterozigotluk (H,) degerleri lokuslar arasinda 0.3758 ile 0.4564 arasinda
degisiklik gosterirken ortalama olarak 0.4072 olarak hesaplanmistir. Beklenen
heterozigotluk (He) degerleri lokuslar arasinda 0.6156 ile 0.8737 arasinda
degisiklik gostermekte olup, ortalama degeri 0.7298 olarak tespit edilmistir.

Nei beklenen heterozigotluk (He) degerleri 0.6135 ile 0.8708 arasinda
degisiklik gosterirken ortalama olarak 0.7273 oldugu goriilmiistir. Wright’in
fiksasyon indeksi (Fis) ise lokuslar arasinda 0.3655 ile 0.4759 arasinda
degismektedir. Heterozigotlarin gen ¢esitliligi oran1 (Fst) lokuslar arasinda 0.0881
ile 0.1748 degisenlik gosterirken ortalama degeri 0.1322 olarak bulunmustur.

Nei (1978)’yi temel alan genetik benzerlik ile genetik uzaklik matrisi
cizelge 3.8’de verilmistir. Buna gore populasyonlar aras1 genetik uzaklik degerleri
0.2696-07640 arasinda degismektedir. Buna gore birbirine genetik olarak en
yakin populasyonlar populasyon 3 ve populasyon 4, birbirine en uzak

populasyonlarda populasyon 1 ve populasyon 2’dir.

Cizelge 3.8. Centaurea nivea i¢in Nei (1978) genetik benzerlik ve genetik uzaklik dl¢iimleri

2 0.7640  **** (0.5223 0.6246 0.7487
3 0.3760 0.6496 **** 0.7637 0.7152
4 0.2865 0.4707 0.2696  **** 0.7507
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4. TARTISMA VE SONUC

Centaurea nivea (Dudas Peygamber Cicegi), Compositae familyasina ait
bir bitkidir. Compositae familyasinin en biiyiik cinsi olan Centaurea L. tiir sayisi
bakimindan Tiirkiye florasinda en ¢ok tiir iceren Astragalus ve Verbascum
cinslerinin ardindan 3. siray1r almaktadir. Bu cinsin diinyada Asya, Kuzey Afrika
ve Amerika’da yaklasitk 600, Avrupa kitasinda 221 kadar tiiri yayilis
gostermektedir (Tutin ve ark. 1976; Heywood, 1979; Brummitt, 2004).
Tiirkiye’de yayilis gosteren Centaurea L. cinsi 185 tlire ulasmistir. Bunlardan
116’s1 endemik olup, endemizm orami %62,7°dir. Cheirolepis seksiyonuna ait
Centaurea nivea Eskisehir ilinde sadece 5 lokalite ile temsil edilen dar yayilis
alanina sahip nadir endemik bir tiirdiir. C. nivea Ekim ve ark. (2000)’nin
hazirladigr “Tirkiye Bitkileri Kirmizi Kitabi”na gore CR (Critically endangered)
“Cok tehlikede” kategorisinde bulunmaktadir. Yakin zamanda yok olma tehlikesi
riski altinda bulunanlar ve populasyonlari zarar gorebilecegi diisiiniilenler bu grup
altinda toplanmustir. Bitkiler bu kategori altinda toplanirken g6z Oniinde
bulundurulan ek kriterler ise habitat 6zelligi degisimi, tiiriin kaplama derecesinin
azalmasi, toplama, bagka takson istilasi, melezleme, hastalik, tohum baglamama,
kirlenme gibi tehditler sonucu populasyonda 10 y1l i¢cinde %80 kaybolma olasilig1
bulunmas; bitki toplam yayilis alaninin 10 km? den az olmasi; ¢ok parcalanmis
veya tek lokasyondan bilinmesidir. C. nivea’nin bu kategoride yer almasi bu tiiriin
incelenmesi, iizerinde durulmasi ve yapilan ¢alismalar neticesinde uygun koruma
programlarinin gelistirilmesini zorunlu kilmaktadir.

Yapilan literatiir ¢alismalar1 sirasinda Centaurea nivea tiiriine ait yapilmis
ayrintili ve 6zellikle molekiiler diizeyde herhangi bir ¢aligmaya rastlanmamustir.
C. nivea’nin morfolojik, anatomik ve ekolojik Ozellikleri ile birlikte genetik
cesitlilik diizeyinin arastirildig1 bir doktora tezi mevcuttur (Ozaydin, 2007).

Bilindigi tizere rastgele ¢ogaltilmis polimorfik DNA yani RAPD
tekniginin temeli, ¢cogaltilmak istenen bolgenin iki ucuna 6zgii ve bu bolgedeki
baz dizilerine tamamlayict 18-20 baz uzunlugunda bir ¢ift sentetik oligoniikleotid
primerin kullanilmas1 ve bu iki primer ile sinirlandirilmis bolgenin PCR ile

cogaltilmasina dayanmaktadir. Bu yontem bitkilerde tiirler ya da populasyonlar
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arast genetik cesitliligin aydinlatilmasinda (Artyukova ve ark. 2004), DNA
parmak izi analizinde, genetik haritalamada ve bitki ve hayvan 1slah
caligmalarinda tercih edilen bir yontem durumundadir (Fischer ve ark. 2000).
RAPD tekniginin diger markorlerden belirli sekilde ayrilan avantaj ve
dezavantajlar1 vardir. Hizli ve kolaylikla sonu¢ vermesi, maliyetinin diisiik
olmasi, az miktarda DNA’ya gereksinim duymasi1 ve primer tasarimi i¢in dizi
bilgisine ihtiya¢ duymamasi1 sahip oldugu avantajlari arasinda sayilmaktadir.
Bununla birlikte, reaksiyon kosullarindaki degisikliklere asiri duyarli olmalari,
cogaltilabilirlik oranlarinin diisiik olmast ve dominant markorler olmalar
dolayisiyla giivenilirliklerinin siirli olmasi, homozigot ve heterozigot bireylerin
ayirt edilememesi gibi dezavantajlara sahiptir. Bu nedenle RAPD ¢aligsmalarinin
tamamlanabilmesi daha gilivenilir molekiiler markdrlerin kullanilmasina baghdir
(Schweder ve ark. 1995).

Centaurea nivea’da populasyon i¢i ve populasyonlar arasi genetik
cesitliligi  belirlemek amaciyla RAPD markorleri kullanilmis ve bu tlrin
populasyonlarinin yiiksek genetik ¢esitlilige sahip oldugu ve birbirine ¢ok yakin
lokalize olmus populasyonlarin orta derecede genetik farklilasma gosterdikleri
belirlenmistir (Sézen ve Ozaydi, 2009). Bu veriler bu tire ait ilk genetik veriler
olmakla beraber RAPD markdrlerin dogast ve tasidigi dezavantajlardan dolayi
saglikl bir sekilde koruma stratejilerinin belirlenmesinde yeterli olamamaktadir.

Okaryotik genomlarda bulunan ardisik tekrarlanan 2-6 nikleotitli
gruplarina mikrosatellit ad1 verilmektedir. Nadir korunmus diziler olarak bilinen
mikrosatellitler ¢ogaltilabilen DNA boélgesini  belirtmek i¢in  kullanilir.
Mikrosatellit ¢esitliligi PCR kullanilarak elde edilen DNA amplifikasyonu ile
tespit edilmektedir. Mikrosatellitler hem tirler hem de populasyonlar ici ve
arasindaki filogenetik akrabaligin, evrimin, genetik ¢esitliligin degerlendirilmesi
ve tanimlanmasinda kullanilan gii¢lii markdorlerdir (Zong-Yun ve ark. 2006).
Ayrica son yillarda yapilan calismalara gore mikrosatellitler tehlike altindaki
tirler i¢cin koruma stratejilerinin gelistirilmesinde daha yaygin bir kullanima
sahiptir (Goldstein ve Schlotterer, 1999). Mikrosatellit markorleri de diger
teknikler gibi O6nemli avantaj ve bazi dezavantajlara sahiptir. Genel olarak

mikrosatellitlerin genomda c¢ok¢a bulunmalari, diizenli dagilis, yiiksek
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polimorfizm, kodominantlik, PCR ile hizli amplifikasyon gostermeleri, oldukca
basit bir bigimde degerlendirilmeleri ve yaymlanmis primer dizileri ile kolayca
diger laboratuvarlar tarafindan ulasilabilir olmalar1 en 6nemli avantajlar1 arasinda
degerlendirilmektedir (Saghai-Maroof ve ark. 1994). Yiksek dizeyde polimorfik
olmalar1 ve kodominant olmalar1 dolayisiyla homozigot ve heterozigot bireyleri
ayirt edilebilmesi mikrosatellit markdrlerinin daha ¢ok tercih edilmesine neden
olmaktadir. Mikrosatellitlerin her bir tiir i¢in yeniden gelistirilmesinin hem pahali
hem de ¢ok is giicii gerektirmesi bu markorlerin dezavantajlarini olusturmaktadir.
Bu dezavantaja ragmen bir tur icin mevcut olan SSR markorleri akraba
taksonlarda basariyla kullanilabilir (Peakall ve ark. 1998; Hernandez ve ark. 2001;
Rossetto, 2001; Chen ve ark. 2002; Clauss ve ark. 2002; Scott ve ark. 2003;
Gonzalez-Martinez ve ark. 2004; Rohrer ve ark. 2004; Sudupak, 2004; Whitton ve
ark. 1997; Westman ve Kresovich 1998; Kaplinsky ve ark. 2002). Bu durum bitki
genomlart arasinda tekrar dizilerinin ve primer baglanma bolgelerini de i¢ine alan
yan bdlgelerin korunmasi ile miimkiindiir. Farkli tiirler arasindaki PCR
amplifikasyon basaris1 kaynak ve hedef tiir arasindaki evrimsel uzakliga baglidir
(Westman ve Kresovich, 1998; Rossetto, 2001).

Bir tir i¢in gelistirilen SSR markoérlerinin  yakin akraba tiirlerde
kullanilabilirligini gosteren bazi ¢alismalar bulunmaktadir. Freville ve ark. (2000)
tarafindan C. corymbosa igin gelistirilen 7 adet SSR markoriiniin  4’{iniin
Centaurea cinsine ait diger endemik bir tur olan Centaurea horrida’da genetik
cesitlilik seviyesinin belirlenmesi amaciyla basarili bir sekilde kullanildigin tespit
edilmistir (Mameli ve ark. 2008). Chen ve ark. (2009) nesli tikenme tehdidi
altinda olan Rheum tanguticum’un genetik ¢esitliligini ve populasyon yapisini
tespit etmek i¢in Zhang ve ark.(2008) tarafindan gelistirilmis SSR markorlerini
kullanmiglardir. Dillon ve ark. (2005) Sorghum bicolor i¢in gelistirilmis olan 12
SSR markorini Avusturalya boélgesine 6zgl 25 Sorghum tdrindeki genetik
cesitliligin degerlendirilmesinde kullanmislardir. Test edilen SSR markdrlerinin
Avusturalya bélgesine 6zgu Sorghum tiirlerinin tanimlanmasinda etkili ve oldukga
bilgi verici olduklar1 kaydedilmistir. Wang ve ark. (2005) baslica tahil tiriinleri
(kendi polenleri ile tozlasan bugday ve piring, biiylik Ol¢lide kendine tozlasan

sorgum ve dis kaynakli polenlerle tozlasma yapan misir) i¢in gelistirilmis 210
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SSR markdérinin ikincil derecede Oneme sahip tlrlerde (Eleusine coracana,
Paspalum vaginatum ve Cynodon dactylon) kullanilabilirligini
degerlendirmislerdir. SSR markorlerinin tiirler arasinda transfer edilebilme
oraninin genetik akrabalikla iliskili oldugunu belirtmislerdir. Kindiger (2009) 47
Lolium ssp. mikrosatellit primerini 8 Poa tir ya da alt tiirliniin degerlendirmesinde
kullanmustir.

Bu tez kapsaminda C. corymbosa (Freville ve ark. 2000) ve C. stoebe & C.
diffusa (Marrs ve ark. 2006) igin gelistirilen 10 SSR markérii C. nivea’nin genetik
cesitliliginin belirlenmesi amaciyla test edilmistir. Her bir SSR primerinin
baglanma sicakligi oncelikle formiil yardimiyla ardindan termal dongii aleti
kullanilarak  belirlenmistir. Diger PCR parametrelerinin  de ayr1 ayri
optimizasyonu yapilmis ve C. nivea’da hangi primerlerin ¢alistigi tespit
edilmistir. Yapilan optimizasyon ¢alismalari neticesinde toplam 3 SSR primerinin
C. nivea’da calistig1 belirlenmistir. Bu primerler 13D10, 13A9 ve CM15 no’lu
primerlerdir.

SSR markdrlerinin transfer edilebilirligi test edilen tiirler arasindaki
akrabaliga (DNA dizisindeki farklilik, genom biiyiikliigii, evrimlesme orani) ve
uygulanan PCR kosullarina (kalip DNA miktari, baglanma sicakligi, dongii sayist
ve iyon konsantrasyonuna) baghidir. Diger Centaurea cinsleri igin gelistirilmis
SSR primerlerinin C. nivea’da kullanilabilmesindeki basar1 test edilen tiirler
arasindaki yakin akrabalikla agiklanabilir (Whitton ve ark. 1997; Westman ve
Kresovich 1998; Kaplinsky ve ark. 2002). C. nivea’nin diger tiirlerle cins
diizeyindeki akrabaligt DNA dizilerindeki benzerligi dogurmustur. C. nivea’da
calisan 13D10, 13A9 ve CM15 primerlerinden 13D10 C. horrida’da da basari ile
kullanilmistir (Mameli ve ark. 2008). Bununla birlikte elde edilen bu sonug
geemisten giiniimiize kadar olan siiregte test edilen bu tiirlerde mikrosatellit
bolgelerinin oldukca korundugunun da bir géstergesidir.

SSR primer ¢iftlerinin %GC igerigi de c¢apraz tiirler arasindaki
amplifikasyonu etkilemektedir. Yiiksek %GC igerigine (~%50) sahip SSR
primerleri mevcut PCR protokolii kullanilarak tiirler arasindaki bagarili
amplifikasyon gosterirken, daha diisiik %GC igerigine (~%30) sahip primerlerin

basarili amplifikasyon gosterebilmeleri uygulanan protokoliin biiyiik o6lciide
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modifikasyona ugratilmasina baghidir (Dayanandan ve ark. 1997). C. nivea’da
calisan 13D10 primerinin %GC igerigi ~50, 13A9 primerinin %GC igerigi ~55 ve
CM15 primerinin %GC igerigi ~50 ‘tir. Test edilen diger 7 SSR primerine ait
%GC igerigi ortalamasi yaklasik %30 civarindadir. Dolayisiyla bu durum diger
primerlerin C. nivea’da sonu¢ vermemesinin nedenlerinden biri olabilir.

SSR markorlerinin tekrar motifi ve tekrar uzunlugu capraz tiirler
arasindaki amplifikasyonu etkileyebilir (Weber, 1990; Taramino ve ark. 1997,
Rossetto, 2001). Buradan C. nivea’da calisan SSR primerlerine ait tekrar
motiflerinin ve uzunluklarinin bu primerlerin ¢alistig1 diger Centaurea tirlerinde
de korunmus oldugu sonucuna varilabilir.

Tiirler arasinda SSR primerlerinin aktarilabilirligini etkileyen diger bir
unsur olan PCR kosullar i¢cinde en 6nemli parametre baglanma sicakligidir ve
SSR markérlerinin ¢alisilan tiirler arasinda transferini etkilemektedir (Wang ve
ark. 2005). C. nivea’da denenen primerlerin baglanma sicakliklar1 belirlenirken
oncelikli olarak bu primerlerin diger Centaurea tiirlerinde hangi sicaklikta
calistiklar1 tespit edilmis ardindan optimizasyon bu sicaklik derecesinin 4 derece
tistii ve altinda bir sicaklik araligi belirlenerek PCR reaksiyonlari 1s1 gradienti ile
gerceklestirilmistir. C. nivea’da ¢alisan primerlerimizden 13A9 C. corymbosa ile
ayni baglanma sicakliginda (55°C), 13D10 primeri C. horrida’nin baglanma
sicakligindan (59°C) diisiik bir baglanma sicakliginda (56°C) ve CM15 primeri C.
stoebe & C. diffusa’nin baglanma sicakligindan (55°C) daha yiiksek bir baglanma
sicakliginda (62°C) galistig1 belirlenmistir.

C. nivea’nin populasyon i¢i ve populasyonlar arasi genetik ¢esitliliginin
belirlenebilmesi amaciyla her bir populasyondan 30 birey olmak iizere 5
populasyondan toplam 150 bitki 6rnegi ile calisilmistir. 150 bitki 6rneginden izole
edilen DNA ile 3 SSR primeri kullanilarak PCR reaksiyonu yapilmigtir. Elde
edilen sonucglar agaroz jel elektroforezi yardimiyla goriintiilenmis ve
amplifikasyon sonucu olusan bantlar sayesinde bireyler homozigot ve heterozigot
olarak belirlenmistir. Homozigot bireyler ‘AA’ ya da ‘BB’ ; heterozigot bireyler
ise ‘AB’ seklinde ifade edilmistir. Bireyler arasi genetik ¢esitlilik POPGENE32
versiyon 1.32 programi kullanilarak analiz edilmistir. Buna gore, analiz

sonucunda toplam 21 allel tanimlanmistir. Calisilan 3 SSR lokusu da yiiksek
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diizeyde polimorfizm gostermistir. Her bir lokus i¢in tespit edilen allel sayis1 5 ile
10 arasinda degismekte olup, en ¢ok allel sayisina sahip lokus 13A9’dur. Genetik
cesitlilik analizinde kullanilan parametreler ve ortalama degerleri su sekildedir:
etkili allel sayis1 (ne) 4.5453, Shannon’un indeks degerleri (I) 1.5531, beklenen
heterozigotluk (He) 0.7298, go6zlemlenen heterozigotluk (H,) 0.4072, Nei
beklenen heterozigotlugu (He) 0.7273, Wright’in fiksasyon indeksi (Fis) 0.4342,
heterozigotlarin gen ¢esitliligi oram1  (Fst) 0.1322 olarak hesaplanmistir.
Populasyonlar arasi1 genetik uzaklik degerleri 0.2696-07640 arasinda degisiklik
gostermektedir.

Genetik farklilasma derecesinin tahmininde kullanilan Fgsr degeri C.
nivea’da 0,1322 bulunmustur. Bu deger normalde 0 ile 1 arasinda degiskenlik
gostermektedir (Diaz ve ark. 2002). Fst degeri 0.05 ve daha azsa populasyon igi
genetik farklilagma ihmal edilebilir diizeydedir, eger bu deger 0.25’den blylkse
ciddi dlclide genetik farklilasmadan s6z edilebilir (Velioglu ve ark. 2002). Tespit
edilen bu deger C. nivea populasyonlari arasinda %13.22, populasyon iginde
%86.78 genetik cesitlilik bulundugunu gostermektedir. Populasyon i¢i genetik
cesitlilik oldukga yiiksek olmakla birlikte populasyonlar arasinda da orta derecede
genetik farklilasma mevcuttur.

Populasyonlar aras1 gen akisinin gostergelerinden birisi Ny, degeridir. Bu
deger Fst degeri esas alinarak hesaplanmaktadir [Ny, = 0.25 (1 - Fsr) / Fsr]. Gen
akis1, basitce populasyonlar arasi gen aktarimini ifade etmektedir. Populasyonlar
arasindaki cografik mesafe azaldik¢a, populasyonlar arasindaki gen akimi
artmaktadir (Kara, 1996). Populasyonlar arasi gen akismi ve genetik yapiyi
etkileyen onemli faktérden birisi treme seklidir. Populasyonlar veya alt
populasyonlar arasindaki gen akist genetik ¢esitliligin dagilimimda 6nemli bir
etkiye sahiptir (Kara, 1996). D1s dollenme yapan tiirlerin kendine déllenen tiirlere
gore daha yiiksek genetik ¢esitlilige sahip oldugu belirlenmistir (Hamrick ve
Godt, 1989). N, degeri C. nivea’da 1.6411 olarak bulunmustur. Bu degerin 1’den
yiiksek olmasi populasyonlar aras1 gen akisi oldugunu ortaya koymaktadir. C.
nivea’nin hem eseyli hem eseysiz lireme gosteren bir bitki oldugu tahmin
edilmektedir (Ozaydin, 2007). Dolayisiyla Nm degeri seviyesi beklenen sekilde

bulunmustur.
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Wright (1978)’in fiksasyon indeksi (Fis) ya da F-istatistigi genis Olciide
populasyon yapisinin tanimlanmasinda kullanilan parametrelerdir (Nagylaki,
1998). Wright (1969) fiksasyon indeksi birlesen gametler arasindaki iliski olarak
tanimlanmistir. Fis degeri tiim populasyondaki heterozigot fenotiplerinin eksiklik
ya da fazlaliginin belirlenmesi ile gen siklig1 farkliliginin 6l¢iilmesidir (Diaz ve
ark. 2002). Fis degeri her bir alt populasyondaki heterozigotlugun Hardy-
Weinberg dengesinden sapmasini gostermektedir. Fis degeri —1 ile +1 arasinda
degisir. Her bir lokusta bulunan alleller icin bu deger negatif ya da pozitif
olabilmektedir. Negatif degerler heterozigotluk fazlaligina, pozitif degerler ise
heterozigotluk azligina isarettir. C. nivea’da bu deger 13D10 lokusunda ortalama
0.3655, 13A9 lokusunda ortalama 0.4759 ve CM15 lokusunda ortalama 0.4613
olarak bulunmustur. Calisilan tiim lokuslar i¢inde heterozigotluk orani en yiiksek
lokusun 13A9 oldugu tespit edilmistir.

Shannon sabiti her bir populasyondaki varyasyon diizeyini gostermektedir.
Allel frekanslarina dayanilarak hesaplanmaktadir. Her bir lokus i¢in hesaplanip,
ortalamasi alinarak tiim lokuslar i¢in ortalama degeri bulunmaktadir (Lewontin,
1972). C. nivea’da bu deger lokuslar arasinda 1.1481 ile 2.1515 arasinda
degiskenlik gostermekte olup ortalama degeri 1.5531 olarak hesaplanmuistir.

GoOzlemlenen heterozigotluk (H,) ve beklenen heterozigotluk (He)
degerleri tiim populasyonlardaki her bir lokus i¢in hesaplanmistir. Gézlemlenen
ortalama heterozigotluk (H,) 0.4072 ve beklenen ortalama heterozigotluk (He)
0.7298 olarak bulunmustur. Beklenen heterozigotluk ortalamasi C. nivea’da
yiiksek genetik cesitliligin bir gostergesidir. Ayrica Nei (1973) beklenen ortalama
heterozigotluk degeri de 0.7273 olarak bulunmustur. Tespit edilen bu degerin
beklenen ortalama heterozigotluk (He) degeri ile uyumlu oldugu goriilmiistiir.

Centaurea nivea’da populasyon i¢i ve populasyonlar arasi genetik
cesitlilik RAPD primerleri ile calisilmis ve hem populasyon hem de tir
seviyesinde yiiksek genetik ¢esitlilik tespit edilmistir (S6zen ve Ozaydin, 2009).
Bu calismada polimorfik bant yilizdesi (PPB) %72.90, toplam heterozigotluk orani
(Ht¢) 0.2963, Shannon’un indeks degerleri (1) 0,3790, genetik cesitlilik katsayisi
(Gs) 0,1473 ve gen akist (Nm) 2,893 olarak bulunmustur. Tespit edilen bu

degerlere gore C. nivea populasyonlar iginde gézlemlenen genetik cesitliligin
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(%85.27) populasyonlar arasinda gozlemlenenden (%14,73) fazla oldugu
bildirilmistir. Dominant karakterli RAPD markdrlerden elde edilen bu degerlerin
dogrulugunu kodominant karakterli SSR markorleri ile test ettigimizde
populasyon igi genetik cesitlilik degeri %86.78, populasyonlar arasi genetik
cesitlilik degeri %13.22 olarak bulunmustur. Bu degerlerin RAPD markorlerden
elde edilen sonuglarla uyumlu oldugu goriilmektedir.

Nadir bitkiler ayr1 ya da pargalanmis nispeten kii¢iikk populasyonlar
meydana getirirler (Holsinger ve Gottlieb,1991). Ayrica bazi endemik bitkiler dar
cevresel kosullara yani sinirh genetik ¢esitlilige uyum saglamig olarak
gozukmektedir (Godt ve ark. 1997). Kiglk ve izole populasyonlar genetik
sapmalara maruz kalir ve bundan dolay1r genetik varyasyonlarimin genis
populasyonlara oranla diismesi beklenir. Benzer sekilde, nadir ve endemik tiirler
de diisiik genetik varyasyon sergilerler. Genellikle kiiciik yayilis alanina sahip
tirlerin daha genis yayilis alanina sahip tiirlere gore diisiik genetik ¢esitlilik
gosterdigi bilinmektedir (Hamrick ve Godt, 1989). C. nivea dar yayilis gosteren
tehlike altinda endemik bir turddr. Normalde bu tip bitki tiirlerinde diisiik genetik
cesitlilik gozlemlenmektedir. Buna karsin bu calismada C. nivea’da yuksek
genetik ¢esitlilik tespit edilmistir. Nadir ve dar yayilish bitkilerde yiliksek genetik
cesitliligin varlig1 birkag faktére dayandirilarak agiklanmaktadir (Zawko ve ark.
2001). Bunlar; populasyon biiyiikliigiindeki dogal azalmay1 takiben genetik
cesitliligin azalmasi i¢in henlz yeterli zamanin ge¢memis olmasi, Kuglk
populasyon kosullarina genetik sistemin adaptasyon kazanmasi, devam eden
genetik sistemin insan tahribati ile yeni par¢alanmalara maruz kalmasi ve yiksek
dis dollenme oranindan kaynakli yogun gen akis1 olarak siralanmaktadir (Maguire
ve Sedgley, 1997). C. nivea populasyonlar1 arasinda yiiksek gen akis1 ve orta
derecede genetik farklilagsma gozlemlenmesi bu populasyonlarin zaman iginde
insan aktivitesi ile bozularak birbirinden ayrilmis tek ve yaygin bir populasyondan
olustuklar1 sonucunu ortaya koyabilir (Sézen ve Ozaydin, 2009).

Dar yayilis alanina sahip endemik Centaurea tiirleri diginda yer alan diger
pek ¢ok nadir endemik bitki tiiriinde de yiliksek genetik cesitlilik tespit edilmistir.
Ornegin; Leucopogon obtectus (Zawko ve ark. 2001), Oxytropis chankaensis

(Artyukova ve ark. 2004), Sinocalycanthus chinensis (Li ve Jin, 2006), Primula
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interjacens (Xue ve ark. 2004), Castilleja levisecta (Godt ve ark. 2005),
Hippophae rhamnoides subsp. sinensis (Sun ve ark. 2006), Swertia przewalskii
(Zang ve ark. 2007). Dar yayilis alanina sahip endemik C. nivea’da diisiik genetik
cesitlilik beklenirken yliksek genetik cesitliligin tespiti bu tiirde genetik
cesitliliginin kaybina neden olabilecek etkenlere maruz kalmadiginin gostergesi
olabilir. Ayrica C. nivea’nin yayilis alaninin biyiikliigi bu tiiriin genetik
cesitliliginin tahmininde iyi bir yol gosterici degildir (S6zen ve Ozaydin, 2009).
Diger endemik Centaurea tiirlerinde de benzer sonuglar tespit edilmistir.
Freville ve ark. (2001) nadir endemik bir tir olan Centaurea corymbosa’nin
genetik cesitliligini  mikrosatellit markorlerini  kullanarak aragtirmislar  ve
beklenen heterozigotluk degerlerinin (He) 0.36-0.62 araliginda degistigini tespit
etmislerdir. Elde edilen sonuglar populasyonlar arasinda ileri derecede farklilasma
oldugunu ortaya koymustur. Benzer diger bir calisma endemik Centaurea
tenorei’de hem populasyon i¢i hem de populasyonlar arasi genetik varyasyon
seviyesi allozimlerin kullanilmasiyla gerceklestirilmistir (Palermo ve ark. 2002).
Bu c¢alismada beklenen heterozigotluk degerleri (He) 0.08-0.34 arasinda
degisiklik gostermistir. Endemik Centaurea corymbosa ile yapilan diger bir
calisma ise populasyon icindeki polen dagiliminin mikrosatellit markorleri
kullanilarak incelenmesine yoneliktir (Hardy ve ark. 2004). Arastirma sonuglarina
gore beklenen heterozigotluk degerleri (He) 0.122-0.776 arasinda degismektedir.
Bancheva ve ark. (2006) Sicilya bolgesine endemik toplam 7 Centaurea tirtine ait
genetik ¢esitliligi allozimler kullanarak belirledigi c¢alismada heterozigotluk
degerleri 0.126-0.276 arasinda degistigini belirlemislerdir. Incelenen 7 takson
icinde en yiiksek genetik ¢esitlilige sahip takson C. todari taksonu olmustur. Son
yillarda mikrosatellit markorleri kullanilarak genetik ¢esitliligin tespit edilmeye
calisildigr diger bir endemik tiir Centaurea horrida’dir (Mameli ve ark. 2008).
Elde edilen sonuclar 6nemli oranda genetik varyasyona isaret etmektedir (He:
0.603-0.854). Karsilastirilan tim endemik Centaurea turlerinde gdzlemlenen
yilksek genetik ¢esitliligin  bu tiirlerin agir ¢evresel kosullarda hayatta
kalabilmelerini saglayan énemli bir faktdr oldugu tahmin edilmektedir (Mameli

ve ark. 2008).
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Tiirlerin uzun siire hayatta kalmasi ve evrimi populasyon i¢i ve
populasyonlar arasi yeterli genetik cesitliligin belirlenmesine baglidir (Barrett ve
Kohn, 1991). Genetik ¢esitlilik kayb1 genellikle dogal populasyonlarin hayatta
kalmasini tehdit etmektedir ve tiirlerin evrimsel potansiyelleri iizerinde c¢arpici
etkilere sahiptir (Reed ve Frankham, 2003). Bitki tirlerinde belirlenen genetik
cesitlilik, tdrlerin karakteristik Ozellikleri ve uzun sureli evrimsel tarihleri gibi
genetik sapma, gen akisi, ¢cogalma modeli ve ciftlesme sistemini de igine alan
bircok surecten etkilenmektedir (Hamrick ve Godt, 1989). Dis dollenen
populasyonlar arasinda genellikle yiiksek genetik cesitlilik ve diisiik genetik
farklilasma gozlemlenmektedir (Hamrick ve Godt 1996b). Yapilan arazi
caligmalar1 neticesinde C. nivea 'nin hem seksiiel hem de aseksiiel ¢ogaldigi
belirlenmistir. Ayrica tozlasmanin kiiciik bocekler ya da riizgar araciligiyla
oldugu belirtilmistir (S6zen ve Ozaydim, 2009). Dolayisiyla Centaurea nivea’nin
tireme mekanizmasinin aydinlatilmas: gozlemlenen yiiksek genetik cesitliligin
sebeplerinin tespitinde yol gosterici olacaktir.

Centaurea nivea’da populasyon i¢i genetik gesitliligin populasyonlar arasi
genetik cesitlilige gore daha fazla oldugu tespit edilmistir. Tiirlerin degisen ¢evre
kosullarina uyum saglamalari i¢in genetik ¢esitliliklerinin yiiksek olmas1 gerektigi
pek cok arastirmaci tarafindan vurgulanmastir.

Tehlike altindaki tiirlerin korunmasi, saglam ve dayanikli bir populasyon
biiyiikliigiiniin korunmasina baghidir (Carson, 1990). Korumadaki temel amag,
yok olmayr Onlemek i¢in yasayabilir organizmalardaki evrimsel siirecin ve
genetik ¢esitliligin belirlenmesidir (Falk ve Holsinger, 1991; Godt ve Hamrick
1995). Genetik cesitlilik kaybi, hem kisa hem de uzun vadede demografik
dalgalanmalara ve degisen c¢evre kosullariyla basa ¢ikabilmek igin tiirlerin
yeteneklerinde bir azalmaya neden olabilir (Ellstrand ve Elam 1993; Milligan ve
ark. 1994; Reisch ve ark. 2003). Nadir ve tehlike altinda bulunan tiir
populasyonlarina ait genetik varyasyonun dagilimi uygun koruma stratejisinin
belirlenmesinde 6nemli rol oynamaktadir (Falk ve Holsinger, 1991; Francisco-
Ortega ve ark. 2000). Var olan genetik ¢esitlilik seviyelerinin belirlenmesi koruma
biyolojisindeki temel amagtir. Frankel (1974)’ e gore genetik c¢esitlilik kritik bir
Ozelliktir, ¢iinkii bu 6zellik dogrudan ekolojik basariy1 etkilemektedir. Cunki
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genetik cesitlilik miktar1 ve dagilimi tilirlerin ve populasyonlarin evrimsel
potansiyelini muhtemelen etkileyecektir (Futuyma, 1986). Dolayisiyla, tehdit
altinda olan tiirlerin genetik cesitlilik dagiliminin ve seviyesinin dogru tahmini
koruma programlarinin belirlenmesinde 6nemli bir elementtir (Kim ve ark. 2005).

C. nivea’nin sadece marnli topraklarda gelisim gostermesi, tohumlarin
cimlenme kabiliyetlerinin diisiik olmasi, lireme engeli olmamasina ragmen
saglikli embriyo meydana getirememesi bu tiiriin yayilis alanin1 biiyiik o6lciide
sinirlandirmaktadir  (Ozaydin, 2007). Buna ilave olarak her gecen gin
antropojenik etkilere maruz kalmasi ve tarimsal faaliyetlere agik olmasi yayilis
alani smirlayan diger dis etkenler arasinda sayilabilir. Bu sebeplerden dolay: C.
nivea’a ait tim populasyonlarin korunmasi gerekmektedir. EKim ve ark.
(2000)’nin hazirladign “Tirkiye Bitkileri Kirmiz1 Kitabi”na gore CR (Critically
endangered) “Cok tehlikede” kategorisinde yer almasi da bunu dogrulamaktadir.

Yapilan degerlendirmeler sonucunda C. nivea’nin sahip oldugu yiiksek
genetik cesitliligin yok olma riskine karsin koruma altina alinmasi gerektigi
sonucuna vartlmistir. Oncelikle bu tiiriin yayilis alaninin daha fazla tahribe
ugramasinin Oniine gegilmesi gerekir. Bitki tiirlerinin korunmasindaki en iyi yol,
yayilis gosterdikleri habitatin korunmasidir (Li ve ark. 2002). Bu amag
dogrultusunda alinacak in-situ koruma prensibi bu tiiriin habitat1 ile birlikte
koruma altina alinmasidir. Ex-Situ koruma prensipleri kapsaminda tohumlarin
tohum depolarinda saklanmasi, 6zellikle nadir ve tehlike altinda olan tiirlerin
korunabilmesi i¢in bunlarin botanik bahgelerinde yetistirilmesi (Maunder, 1994)
uygun goralir. C. nivea igin ex-situ koruma plani uygulanacaginda genetik
cesitlilik seviyesi yiiksek bir ya da iki populasyondan yogun sekilde 6rnekleme
yapilmas1 yeterli olacaktir.

Bununla birlikte, agaroz jel elektroforezinin kiiciik molekiiler agirlikli
bantlar1 etkin bir sekilde ayirt edememesi nedeniyle calisilan primerlerin
olusturdugu birbirine ¢ok yakin biiytiikliikteki bantlarin ayirimi saglikli bir sekilde
gerceklestirilememis olabilir. Bu durum her bir primerden elde edilen allel
sayisint da dogrudan etkileyecektir. Dolayisiyla, diisiik 6rnek hacimleri ile

caligma olanag1 sunan, kisa silirede analiz imkani tantyan ve yiiksek verimli ayrim
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giicline sahip kapiler elektroforez teknigi kullanilarak elde edilen sonuglarin
giivenilirliginin test edilmesi gerekebilir.

Sonug¢ olarak, Centaurea nivea’ya ait genetik cesitlilik seviyesi SSR
markorleri kullanilarak belirlenmistir. Dar yayilis alanina sahip olan bu endemik
tirin  populasyon ici genetik cesitlilik seviyesinin yiiksek oldugu ve
populasyonlar arasinda da orta derecede genetik farklilasma bulundugu
gorilmiistiir. Elde edilen bu veriler ayni tirde RAPD markoérlerle yapilmis 6n
calismay1 dogrular niteliktedir. Calismamizdan elde edilen bilgiler 1s1g1nda bu tiire
yonelik uygun koruma stratejileri Onerilmistir. Bu baglamda, C. nivea’nin
habitatiyla birlikte korunma altina alinmasi onemli bir nokta olarak karsimiza
cikmaktadir. Bu calisma dar yayilis gosteren diger endemik bitkilerin genetik
cesitliliginin belirlenmesine yonelik yapilacak ¢aligsmalara da yol gosterici olmast

bakimindan 6nemli bir degere sahiptir.
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