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Bu tez ¢alismasinda, Tiirkiye’de dogal olarak yayilis gésteren Petrorhagia
(Ser.) Link (Caryophyllaceae) cinsinde bulunan 9 taksona ait her birinden 5’er
birey kullanarak toplam 45 bireyle ¢alisiimis ve PCR tabanh teknik olan ISSR
belirtegleriyle genetik akrabalik seviyelerinin belirlenmesi hedeflenmistir. Bu
taksonlar P. dubia, P. prolifera, P. pamphylica, P. peroninii, P. saxifraga, P.
cretica, P. alpina subsp. alpina, P. alpina subsp. olympica, P. lycica’ dir.
Calismada 10 adet ISSR primeri kullanilmis olup hepsi polimorfik olan toplam
409 adet ISSR band1 olusturmustur. Primerlerin olusturdugu bant sayilar1 25 ile 64
arasinda degismekte olup, ortalama bant sayis1 41,1°dir. Bantlarin biiytikliikleri
200 bg ile 2500 bg arasinda degismektedir. Elde edilen bantlar bireyler arasinda
var (1) ya da yok (0) olarak kaydedilmis ve benzerlik matrisi olusturulmustur.
Istatistik analizleri POPGENE 1.32 programi kullanilarak yapilmis ve UPGMA
teknigi ile tiirler aras1 genetik uzakliklara dayanan bir dendogram olusturulmustur.
Sonuglara gore birbirine en yakin Petrorhagia tiirleri P. peroninii ve P. dubia
(0.0491), en uzak tiirler ise P. lycica ve P. saxifraga (0.1198)’dir. Bu ¢alisma
ISSR tekniginin Petrorhagia tiirleri arasindaki genetik akrabaligi ¢alismada uygun
belirte¢ yontemi oldugunu gostermistir. Bu ¢aligma Tiirkiye’de yayilis gosteren
Petrorhagia tiirlerine yonelik yapilan ilk molekiiler calismadir. Calismadan elde
edilen sonucglar daha ileride yapilabilecek tiir ici genetik ¢aligmalara temel

hazirlamaktadir.

Anahtar Kelimeler: Caryophyllaceae, Petrorhagia, ISSR, Genetik akrabalik
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In this thesis study, it is studied with total 45 individuals by using 5
individuals belong to 9 taxa from Petrorhagia (Ser.) Link (Caryophyllaceae)
genus naturally occurring in Turkey and targeted to determine genetic
relationship levels with ISSR markers that is a PCR based technique. These
species are P. dubia, P. prolifera, P. pamphylica, P. peroninii, P. saxifraga, P.
cretica, P. alpina subsp. alpina, P. alpina subsp. olympica, P. lycica. In the study,
it is used 10 ISSR primers and has created totally 409 ISSR bands all of them
polymorphic. The number of bands formed by primers have changed between 25
and 64, avarage band number is 41,1. The size of bands have changed between
200 bp and 2500 bp. The bands obtained were recorded either present (1) or
absent (0) and similarity matris was produced. Statistical analysis were performed
by using POPGENE 1.32 and dendrogram based on genetic distance between
Petrorhagia species was constructed by using UPGMA technique. According to
our results the closest Petrorhagia species were P. peroninii and P. dubia
(0.0491). The farthest species were P. lycica and P. saxifraga (0.1198). The study
showed that ISSR technique can be successfully used in determination of the
genetic relationships between Petrorhagia species distributed in Turkey. In
addition our study represents the first molecular work on Turkish Petrorhagia
species. The results obtained from this study could be used in further studies about

estimation of genetic variation within any endemic Petrorhagia species.

Keywords: Caryophyllaceae, Petrorhagia, ISSR, Genetic relationship
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1. GIRIS

1900’li yillarin ortalarindan sonra DNA’nin varligiin tespiti, yapisinin,
seklinin ve biyokimyasal mekanizmasimin anlasilmasi ile birlikte molekiiler
biyoloji ve molekiiler belirte¢ teknolojileri biiylik bir hizla gelismeye baslamistir.
Boylece bitkilerin genetik yapilarinin aydinlatilmasi, molekiiler karakterizasyon,
gen haritalarinin ¢ikarilmasi, filogenetik calismalar ve belirte¢ (markor, markir)
destekli teknikler kullanilarak, diger alanlarda oldugu gibi genetik akrabalik
calismalarinda da yeni bir dénem baglatmistir. Dogadan toplanan bitkisel
orneklerde ilk onceleri morfo-fizyolojik 6zelliklerin incelenmesiyle genetiksel
varyasyonlar bulunmaya ¢alisilmis, bunu biyokimyasal belirtegler (izoenzim ve
dane proteinleri) izlemis ve son olarak da molekiiler seviyede genetiksel
varyasyonu ortaya c¢ikaracak teknikler gelistirilmistir (Yalim, 2005). Molekiiler
biyolojide kullanilmaya baslanan tekniklerin daha once kullanilan tekniklerden
(morfolojik, biyokimyasal ayrimlar) sahip olduklar istiinliikler, zamanla bir¢cok
DNA belirteclerinin ortaya ¢ikmasinda biiyiik rol oynamistir. Hizla biiyiiyen
molekiiler tekniklerin kullanimi, uygulamasi1 kolay daha genis bir yapiya
biiriinmiistiir (Lee ve ark., 2011). Ozellikle son yillarda gelisen molekiiler belirteg
teknolojisi diger tekniklerin sahip oldugu pek ¢ok dezavantaji ortadan kaldirmasi
nedeniyle tercih edilir bir duruma gelmistir. Molekiiler belirteclerin en 6nemli
avantajlart cevresel faktorlerden etkilenmemeleri ve polimorfizm oranlarinin
yiiksek olusudur. Ayni zamanda pleiotropik (bir genin birden fazla fenotipik
karakter tizerindeki etkisi) ve epistatik (bir karakterin ortaya ¢ikmasindan sorumlu
olan farkli genler arasinda baskilayici etkilerin olmas1 durumu) etki gostermezler
(Soller ve Beckmann, 1983; Tanksley, 1983; Avise 1994; Bretting ve
Widrlechner, 1995).

DNA teknolojilerinde molekiiler belirte¢ kullanimi ve kullanim alanlari
diinyayla paralel olarak {ilkemizde de hizla gelisme gostermektedir.
Teknolojininde gelismesiyle de beraber molekiiler belirteclerin kullanim alanlar
artmakta olup baglicalar;; gen kaynaklarin karakterizasyonu, bitki 1slah
calismalarinda, bitki tiirlerinin genetik olarak ismine uygunlugunun arastirilmasi,

evrimsel ve filogenetik ¢caligmalar ile genetik cesitlilik ve akrabalik ¢aligmalaridir.
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Molekiiler belirteglere dayali teknolojilerin gelistirilmesi ve uygulanmasi,
yeterli DNA dizisi diizeyinde polimorfizmi ortaya c¢ikarmak icin, bireyler
arasindaki ve populasyon i¢indeki genetik cesitliligin tespitinde yeterli olan giiclii
araglar sunmaktadir (Kresovich ve ark., 1995; Simmons ve ark., 2007). Bu
belirtecler bir¢ok bitki ve hayvan tiirlerinin populasyonlarin genetik ¢esitliliginin
dinamiklerini galismak i¢in kullanilmistir (Zeitkiewicz ve ark., 1994; Tsumura ve
ark., 1996; Dayanadhan ve ark., 1997; Gabierelsen and Brochman, 1998; Wolfe
ve ark., 1998; Knox ve Palmer, 1999). Molekiiler belirteglerin, morfolojik ve
biyokimyasal belirtegler iizerinden pek ¢ok avantaji oldugu bilinmektedir ¢iinkii
bu belirtegler duragan (stable) ve gevresel etkilerden bagimsizdir (Berbatsky and
Tanksley, 1989; Gepts, 1993 Dhanikachalam ve ark., 2008). Molekiiler
belirtegler, cok sayida bitki tiirlerinin ¢esitliliginin degerlendirilmesinde yararli
olduklar1 kanitlanmistir (Waugh ve Powell, 1992). Polimeraz zincir reaksiyonuna
(PCR-PZR) dayali belirtegler molekiiler belirteglerin en sik kullanilanlaridir.
Birgok farkli PCR tabanli teknikler, son on yilda gelistirilmistir ve her biri belirli
avantaj ve dezavantajlara sahiptir (Zheng ve ark., 2005). Polimeraz zincir
reaksiyonu (PCR) kullanarak, bir dizi 0&zel (spesifik) belirte¢ teknigi
gelistirilmistir, ISSR (Inter- Simple Sequence Repeat-Basit I¢ Dizi Tekrarlar1)
(Zietkiewicz ve ark., 1994), (RAPD) (Random Amplified Polymorphic DNA-
Rasgele Cogaltilmis Polimorfik DNA) (Williams ve ark., 1990), AFLP
(Amplified Fragment Lenght Polymorphism-Cogaltilmis Par¢a Uzunlugu
Polimorfizmi) (Vos ve ark., 1995), RFLP (Restriction Fragment Length
Polymorphism-Kesilmis Par¢ca Uzunluklar1 Polimorfizmi) (Botstein ve ark., 1980)
gibi. Son zamanlardaki birka¢ c¢alisma, molekiiler belirtegler kullanilarak
(6rnegin: AFLP (Peng ve ark., 2004), ISSR (Xue ve ark., 2006), RAPD (Kim ve
ark., 1998) ve RFLP (Kanazawa ve ark., 1998) tiirler arasindaki genetik gesitlilik

ve genetik akrabalik durumlarini belgelemistir.
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1.1. Caryophylaceae Familyasimin Genel Ozellikleri

Caryophylaceae Familyasi sistematigi
Divisio: Spermatophyta

Subdivisio: Angiospermae

Classis: Dicotyledoneae (Magnoliopsida)
Subclassis: Caryophyllidae

Ordo: Caryophyllales

Family: Caryophyllaceae

Ordo: CARYOPHYLLALES

Periant farklilasmis; genellikle sepaller 2-5, serbest veya birlesik, petaller
yok veya 2-5, serbest veya birlesik. Stamen sayisi genellikle petal sayisinin iki
kat1 olup serbesttir. iki veya daha fazla karpel birleserek genellikle tek odacikl
ovaryuma sahip ginekeumu olusturur. Plasentalanma yalanci serbest, merkezi
veya bazaldir. Ovaryum st durumlu ve stiluslar genellikle serbesttir. Meyve ¢ok
tohumlu bir kapsiil veya tek tohumlu findik¢ik ya da bir akendir (Yalginkaya,
2006).

Cesitli degisik biyolojik ¢alismalar, Caryophyllales iginde filogenetik
akrabaliklar iizerine yogunlagmistir. Bununla birlikte, familyalar i¢i sistematik
molekiiler bir biyolojik siniflandirma yoktur (Judd ve ark., 2011).

Familya: CARYOPHYLLACEAE

Caryophllacea familyas: bir kismi kuzey yarikirenin iliman bélgelerinde,
bir kismi arktik bolgede, giiney yarikiirede ve tropik daglarda yayilis gostermekle
birlikte daha ¢ok Akdeniz iklimine sahip bolgelerde yetisen zengin bir familyadir
(Gunderson, 1950; Bateman 1978; Eroz Poyraz, 2008). Bugiin, Caryophyllaceae
ailesi 104 cins (Bottger ve Melzig, 2010) ve 2200 tiir ile temsil edilmekte olup ii¢
alt familyaya ayrilmaktadir: Alsinoidea, Caryophylloidea, ve Paronchioideae
(Schweingruber, 2007). Familyanin 2200 tiirliniin ¢ogunlugu agik ve kuru
alanlarda yayilis gosteren heliofitlerdir. Bu bitkiler algak kesim yagmur
ormanlarinda yayilis gostermezler. Familya {iyelerinin bazilar1 da daglik alanlara

Ozgiidiir ve en yiikksek rakimli bolgelerde yayilis gosteren tohumlu bitkiler
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arasinda yer alir (Fior ve ark.,, 2006; Aktas ve ark., 2010a). Cok soguk
ortamlardan kurak ortamlara kadar pek ¢ok habitatta yasayabilen kozmopolit
trleri igerir (Watson ve ark.2000). Bu familyanin tiyeleri bir veya ¢ok yillik otsu,
nadiren ¢alimsi, topraga yakin kisimlari olan bitkilerdir. Familyanin en belirgin
ozellikleri arasinda govdenin nodlarinin siskin olusu sayilabilir. Yapraklar biitiin,
basit, genellikle karsilikli dizilmis veya bir halkada alternat, zarims: stipullu veya
cogunlukla stipulsuzdur (Yalginkaya, 2006). Cicek Ozelliklerinden otiirii ‘Pink
Family’ olarak isimlendirilmektedir. Cicekler aktinomorf simetrili ve sepaller tiip
olusturmaktadir. Petalleri serbest olup 4-5 adettir. Stamenler 3 ile 10 arasinda
degisenlik gosterir. Ovaryumlar: st durumlu olup, plasentasyonu serbest-
sentraldir. Meyve bir kapsiil olup valflerle agilmaktadir. Familya tiirleri ¢ok
sayida tohum olustururlar (Huber-Morath, 1967).

Caryophyllaceae familyasinin taksonomik gruplara ayrilmasinda yaprak
sekli ve dizilisi, stipul 6zellikleri, kapsiil 6zellikleri, stil sayisi, petal o6zellikleri,
sepal damarlarinin o6zellikleri, tohum yiizey morfolojisi ve tohum sayis1 gibi

karakterler kullanilir (Sarioglu, 2006).

1.1.1. Caryophylaceae Familyasimin Cins teshis anahtar
(Huber-Morath, 1967) :
1. Yaprak alternat. .............oueuiuiuiiiniiiiiiee e 16. Telephium
1. Yapraklar opposit veya vertisillat
2. Yapraklar stipullu
3.Sepallersert Killt ..o 15. Loeflingia
3.Sepaller sert kilsiz
4. Yapraklar obovat veya orbikular, siklikla 4 halkali.......14. Polycarpon
4. Yapraklar lineardan linear-lanseolata, opposit
5. Stipiiller birlesik, stillus 3., 13. Spergularia
5. Stipiiller serbest, StillUS5—6 ............ccoovvviiiiiininn 12. Spergula
2. Yapraklar stipiilsiiz
6.Sepaller tabanda serbest
7. Stillus 2
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8. Kapsiil 2 valf ile acilir, petaller cogunlukla kenart kemirilmis gibi
veya belirli belirsiz iki esit pargali

9. Yapraklar lanseolat, zayif ve genisleyen bir gévde...3. Lepyrodiclis

9. Yapraklar linear-subulat, sert ve dik govde ............... 10. Bufonia
8. Kapsiil 4 dis ile agilir, petaller derin iki pargali.............. 5. Stellaria
7. Stillus 3-5
10. Kapsiil disli veya valfler stillere kadar
L1 Stlus 3. 2. Minuartia
11. Stillus 4-5
12. Yapraklar linear subulat, sepaller 3 mm’ ye kadar
............................................................ 1. Sagina
12. Yapraklar dar ovat, sepaller 5-10 mm. ......... 6. Mysoton

10. Kapsiil disi stillerin iki kat1 kadar
13. Petaller yariya kadar bifid veya daha ¢ok ya da yok
14. Sepaller belli belirsiz damar diizenine sahip ...5. Stellaria
14. Sepaller belli bir damar diizenine sahip degil. 1. Arenaria
13. Petaller biitiin veya yarisindan daha kisa iki parcalt
15. Cigeklenme basit bir semsiye gibi........... . 8. Holosteum
15. Cigekler tek tek, salkim veya bir talkim
16. Strofilli tohumlar, yapraklar + ovat, petiolat, 3 damarl
.............................................. 4. Moelaringia
16. Tohumlar strofilsiz, yapraklar gesitli, yukaridaki kadar
degil
17. Petaller en az 1/3’{ine kadar boliinmiis veya bazen
emarginate, kapsiil bazen kavisli
17. Petaller biitlin veya yar1 kenarli, kapsiil biitiin
18. Genellikle stiluslar 5, tiiysiiz, mat yesil, tek
yillike .o 9. Moenchia

18. Stilluslar 3, ¢ok yillik veya tiiyld, tek yillik
mat renkli degil ........................ 1. Arenaria
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6. Sepaller en az tabanda birlesik
19. Yapraklar tarak seklinde dikenli, sepaller, petaller ve stamenler iist
durumlu ... 17. Thurya
19. Yapraklar tarak seklinde degil, sepaller alt durumlu
20. Kaliks birlesik damarli, 3-5 stilli
21. Meyve bakka, uzun tirmanicilar...................... 30. Cucubalus
21. Meyve bakka degil, genellikle bir kapsiil uzun tirmanici degil
22. Kaliks disleri yapraksi (15-35 mm), petalleri geger
22. Kaliks disleri yapraksi degil,10 mm’den daha az, petallerden
K1Sa .o 32. Agrostemma
23. Kapsiil stiller kadar disli, 5 stilli, hermafrodit

.......................................................................... 31. Lychnis
23. Kapsiil stillerin 2 kat1 kadar disli, stiller 3 veya 5 ise
cicekler tek eseyli.........ooovviiiiiiiiiiiiiis . 29. Silene
20. Birlesik damar yok, 2 stilli
24. Kaliks S kanatlt.............cooooiiiiiiii, 28.Vaccaria

24. Kaliks kanatsiz
25. Kaliks ve damarlar arasinda membransi seffaf aralik yok
26. Brakteoller kalikse dogru neredeyse yassilasmis
.......................................................................... 18. Dianthus
26. Brakteoller kalikse dogru yassilasmamis
27. Yiizeysel bir hilum ile semsiye bi¢cimli tohumlar,
petaller ta¢ seklinde kiiclik pullu yada pulsuz
................................................... 20. Velezia
27. Tohumlar yanal bir hilum ile bobrek seklinde, petaller
genellikle tag seklinde pullu............... .21. Saponaria
25. Kaliks ve damarlar arast membransi seffaf bosluklar var
28. Tohumlar yiizeysel bir hilum ile semsiye bi¢imli

...................................................... 19. Petrorhagia
28. Tohumlar yanal bir hilum ile bobrek bi¢imli veya virgiil
bigimli
29. Kaliks tabanda 14 ¢ift brakteoll............ ... 23. Phyrna
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29. Kaliks brakteolsiiz
30. Meyveler 1-4 tohumlu, tabanda acilir veya yirtik
diizensiz
31. Petaller 3 pargali ..................22. Ankyropetalum
31. Petaller ¢ok disli
32. Yapraklar brakteli ve kaliks + dikenli,
stamenler disar1 ¢ikmis
........................... 27.Acanthophyllum
32. Bitki dikenli degil, stamenler disar1
cikmami§ ..............o.oeeees 26. Allochrusa

30. Meyve 4-36 tohumlu, disler veya valflerle acilir
33.Tek veya ¢ok yillik kaliks cogunlukla drus
kristalleri tastyan campanulattan turbinata kadar,
tek yillik tupsii kaliks asla puskiillii degil
........................................ 24. Gypsophila
33. Tek yillik tiipsii kaliks zayif piiskiillii
kalsiyum oksalat kristalleri tasimaz

.......................................... 25. Bolanthus

Caryophllacea familyas1 Tirkiye’de 35 cins (Williams, 1989) ve 494 tiir
ile temsil edilmektedir. (Giiner ve ark., 2000; Se¢gmen Ve ark., 2004). Familyanin

Tirkiye florasindaki endemizm orani ise % 47,7’ dir (Yalginkaya, 2006).

1.1.2. Petrorhagia (Ser.) Link. Cinsinin Genel Ozellikleri

Petrorhagia (Ser.) Link cinsi Yunanistan ve Tiirkiye’den orjin almis ve
Avrupa, Akdeniz Bolgesi ve Bat1 Asya’da yayilis gosterir ve toplam 32 taksondan
olusmaktadir. (Strid ve Tan, 1997). Petrorhagia cinsi “Flora of Turkey” in 2.
cildinde (Davis, 1967) 4' ii endemik toplam 11 taksonla yer almaktadir. Bu
taksonlar P. Velutina (Guss.) Ball &Heywood, P. prolifera (L.) Ball & Heywood,
P. pamphylica (Boiss. & Ball) Ball & Heywood, P. peroninii (Boiss.) Ball &
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Heywood, P. saxifraga (L.) Link, P. hispidula (Boiss. & Heldr.) Ball &
Heywood, P. cretica (L.) Ball & Heywood, P. alpina subsp. alpina (Habl.) Ball
& Heywood, P. alpina subsp. Olympica (Boiss.) Ball & Heywood, P. lycica
(Davis) Ball &Heywood ve P. Armerioides (Ser.) Ball & Heywood’ dur. “Flora of
Turkey” in 1. Ek cilti olan 10. Ciltte (Davis, 1988) ise P. Syriaca (Boiss.)
Mouterde & Greuter taksonu da floraya dahil edilmistir. Boylece iilkemizde
toplam 12 tiiriin varligt kayit altina girmistir. Ancak daha sonra yapilan
calismalarda (Ball &Heywood, 1964), (Aktas, 2006; 2010) P. Syriaca tiiriinii
DD(Data Defices - Veri Yetersiz) kategorisinde ele almiglardir. Aktas (2006,
2010a) tarafindan yapilan caligmalarda P. armerioides tiiriine ulasamadigini
belirtmis ve bu tirii de DD (Data Defices - Veri Yetersiz) kategorisinde
degerledirmistir. Ayrica “Flora of Turkey” in 2. Ek cildi olan 11. Ciltte (Ekim ve
ark, 2000) “Flora of Turkey and the East Aegean Islands” da P. Velutina i¢in
dogru adlandirmanin P. dubia (Rafin.) G. Lopez & Romo oldugunu belitmislerdir.

Tiirkiye Bitkileri Kirmizi Kitabi ve IUCN (Uluslararast Dogayr Koruma Birligi)’
ne gore Tirkiye’de dogal yayilis gosteren Petrorhagia cinsine ait taksonlarin
tehlike kategorileri: P. pamphylica, P. lycica ve P. hispidula : Zarar Gorebilir
(Vulnerable) (VU), P. peroninii: Az Tehdit Altinda (Lower risk). P. armerioides
ve P. syriaca Veri Yetersiz (DD) (Data deficient) olarak gosterilmislerdir. Ancak
daha sonra yapilan revizyon g¢alismalarinda (Ataslar, 2008) bizim calistigimiz
tirlerden P. pamphylica, P. lycica ve P. peroninii CR (Critically Endangered -
Cok Tehlikede) kategorisine dahil edilmistir

1.1.3. Petrorhagia (Ser.) Link. Cinsi Taksonlarimin Tayin Anahtarlar

1. Brakteler, kaliksi tamamen 6rtmiis
2. En biiyiik brakte en azindan 3 mm genisliginde; Petaller bariz olarak pence
seklinde ve genis bir obkordat yada obdeltat dudakli
3. Yaprak kinlar1 genisliginden 2 kat1 kadar uzundur; gévdeler orta kisma
yakin tiiylii (pubescent); {ist Yapraklarin kenarlar diiz

(PUIUZSUZ) . . o et e e e, 11. P.dubia
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3. Yaprak kinlar1 genisliginden 2 katindan daha azdur; iist yapraklar serrat-
setose Kenarlt .......cccoooveviiiiiiiii 10. P. prolifera
2. En biiyiik braktenin genisligi 3 mm' den az; petaller bariz olarak penge
seklinde degil ya da eger Oyleyse o zaman kii¢iik bir eliptik dudakl
4. Tek yillik bitkiler, yapraklar 3 damarl
5. Kaliks kaburgalar1 5-7 damarli; tohumlar 1.3-1,6 x O,6.-0.8mm

............................................................. 8. P. pamphylica

5. Kaliks kaburgalar1 3 damarli; tohumlar 1.1-1.2 X 0.7-0.9mm

................................................................ 9. P. peroninii
4. Cok yillik bitkiler yapraklar 1 damarli
6. Kaliks kaburgalar1 3 damarlt............................. 6. P. syriaca
6. Kaliks kaburgalar1 5 damarli.......................... 7. P. saxifraga
1. Brakteler kaliksi 6rtmemis
7.Petallerd loblu..........oooooii 4. P. hispidula

7. Petaller tam
8. Tek yillik bitkiler
9. Kaliks kaburgalar1 3-damarli,tohumlar 2-2.8 mm, piiriizsiiz. 3. P. cretica
9. Kalikskaburgalari 1-damarli;tohumlar 2 mm 'den daha az, Retikulat-
Tuberculat
10.Yapraklar oblong-oblanseolat, ¢cigek durumu yogun, pedisel 0,5-12
mm uzunlugunda.......................... 5. 1. P.alpina subsp. alpina
10. Yapraklar linear-oblanseolat; ¢igek durumu gevsek, pedisel 3 - 30
mm uzunlugunda..................... 5 .2. P.alpina subsp. olympica
8. Cok yillik bitkiler
11. Alt yapraklar 15-30 mm; tohumlar 1.8-2.1 x 1-1.3mm 1. P.armerioides
11. Alt yapraklar 10-15 mm; tohumlar 1.5 - 2 x 0,4-0.5mm...... 2. P. lycica
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1.1.4. Ulkemizde yayihs gosteren Petrorhagia tiirlerine ait 6zellikler
Petrorhagia lycica (Davis) Ball & Heywood

Yarigali, ince ,dik, govdesi salg tiiylii (glandular- pubescent), 10- 20 cm
uzunlugunda, odunsu filizden kivrilarak olusmus bitkilerdir. Alt yapraklarinin
uzunlugu 10-15 mm, seritsi (linear) —ya da seritsi (linear)- ters mizrak
(oblanceolate) seklinde, 3 damarlidir. Cigek durumu 10-30 tane ¢igcek bulunan
gevsek panikula seklindedir. Brakteler kaliksi ortmez. Kaliks genellikle yaprak
sapini asar, 5,5-6,5 mm uzunlugunda, kaburgas1 3 damarl, kaliks disleri iiggensi
(triangular) ve sivri ya da keskin ugludur (acute). Petaller 7-9 mm uzunlugunda,
tam, ters mikraksi (oblanceolate) -spatula seklindedir (spatulat). Petal rengi mor
damarli beyazdir. Tohumlar 1,5 x 0,5 mm, kahverengi ve hafif sigillidir
(papillose). Temmuz ayinda ¢igeklenir. Kiregtast kayaliklar1 500-1650 m
yiikseklikte yetisir. Dogu Akdeniz elementidir. Endemik olup tehlike kategorisi
CR (Critically Endangered -Cok Tehlikede-)’dir.

Petrorhagia lycica (P.H. Davis) P.W. Ball & Heywood, op. cit. 142.
Syn: Tunica lycica P.H. Davis in Notes R.B. G. Edinb. 22: 163 t. 10 (1957).

Tip Lokalitesi: C2 Mugla: Fethiye (Lycia), Baba Dag above Akbel yayla, 1650
m, on calcareous rocks, 30 Temmuz 1947, Davis & K. Bilger (D. 13675-holo. E;
iso. K., ANK!) Minara, 31 Temmuz 1947, Davis 13709.

Petrorhagia cretica (L.) Ball & Heywood

Tek yillik dik, iist kistmlarda dallanmis, 10- 40 cm uzunlugunda, gévdenin
orta kisminda yogun salg tiiylii (glandular- pubescent) bitkilerdir. Bazal yapraklar
dikdortgensi (oblong) ya da ters mizrak (oblanceolate) seklinde, 5-20 mm
uzunlugunda, +1 damarli, gévde yapraklari seritsi (linear)- mizraksi (lanceolate)
seklinde, 15- 20 mm uzunlugunda, +3 damarhdir. Panikula gevsek bir sekilde 4-
10 adet gicekten olusmus veya hemen hemen tabanda dallanmis ve 20-30 adet
cicekten olusmustur. Brakteler kaliksi ortmez. Yaprak sapinin uzunlugu 5-20
mm’dir. Kaliks 9-10 mm uzunlugunda, tiiysiiz, kaburgas:1 3 damarli, damarlarin

birlesme yeri kagit gibi ve burusuktur. Petaller hemen hemen kaliksin uzunluguna

10
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esit, tam ve beyazdir. Tohumlar 2-2,8 x 1,3-1,9 mm’dir. Haziran ayinda
cigeklenir. Step, tarlalar, agik taglik alanlarda 300-2050 m yiikseklikte yetisir.

Petrorhagia cretica (L.) P.W. Ball & Heywood, op. cit. 142. Syn: Saponaria
cretica L., Sp. Pl., ed. 2, 584 (1762); Tunica cretica (L.) Fisch. & Mey., Ind. Sem.
Hort. Bot. Petrop. 4:49 (1837) quoad syn.: T. pachgona Fisch. & Mey., op. cit, 50;
T. brachypetala, Jaub. & Spach, Ill. Or. 1: 11, t. 5 (1842).

Tip 6rnegi: C4 Icel: in montibus ad cacumen urbis Anamour Ciliciae Trachaeae
sitis (BMK)

Petrorhagia alpina (Habl.) Ball & Heywood

Tek yilliktir. Govdeleri dik, dallanmus, tliysiizdiir. Yapraklar: dikdortgensi
(oblong) ya da ters mizrak (oblanceolate) seklinde, 1 damarlidir. Brakteler kaliksi
ortmez. Kaliks 2,5- 5,5 mm uzunlugunda, tiiysiiz, kaburgasi 1 damarlidir; disleri
sivri veya keskin uclu (acute) ya da kiit uclu, sivri ve keskin olmayan (obtuse) ve
sert ve dik yapilidir (mucronate). Petaller beyaz, tam, 3-6 mm uzunlugundadir.
Tohumlar 0,7- 1,2 x 0,4- 0,9 mm, ags1 (reticulate)- tepeciklidir (tuberculate).
Petrorhagia alpina (Habl.) Ball & Heywood subsp. alpina
Yapraklar1 dikdorgensi (oblong)- ters mizrak (oblanceolate) seklinde; c¢igek
durumu yogundur. Haziran-Agustos aylarinda c¢iceklenir. Taslik acik alanlarda
1600-3000 m yiikseklikte yetisir.

Petrorhagia alpina (Habl.) P.W. Ball & Heywood ssp. alpina op. cit. 145 (1964).
Syn: Gypsophila alpina Habl., Neues Nord. Beitr. 4:57 (1783); Gypsophila stricta
Ledeb, Ic. Pl. 1:4 (1829); Tunica stricta (Ledeb.) Fisch. & Mey. in Ind. Sem.
Hort. Petrop. 4:50 (1837).

Petrorhagia alpina (Habl.) Ball & Heywood subsp. olympica (Boiss.) Ball &
Heywood

Yapraklar1 seritsi (linear), ters mizrak (oblanceolate) seklinde; c¢igek
durumu seyrektir. Temmuz ayinda ¢igeklenir. Orman altlar1 ve yamagclarlarda 250-
1900 m yiikseklikte yetisir.

11
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Petrorhagia alpina (Habl.) P.W. Ball & Heywood ssp. olympica (Boiss.) P.W.
Ball & Heywood

Petrorhagia saxifraga (L.) Link

Cok yillik govdeler ¢ok sayida , yay seklinde yiikselenden dike kadar
cesitli formlarda, tabanda odunsu,. Ciplak tiiysiizden, kisa sert —yumusak tiiyliiye
kadar degisen tiiy Ortiisline sahiptir. Yapraklar seritliden (linear), ters mizrakliya
(oblanceolate) kadar degisebilir. Yapraklar 1 damarlidir. Tiyler sapli ve testere
disli. Cicek durumu gevsektir. Brakte kaliksi c¢evreler ve kaliks 3-6 mm
uzunlugundadir. Petaller beyaz ve pembedir, 4.5 ile 10 mm uzunlugundadir.
Tohumlar 0.9-1.6 x 0.6 - .1.1 mm ebatlarindir. 4. ve 9. aylar arasinda ¢igeklenir.
Yamaglarda, nechir kenarlarinda, deniz seviyesinden 1500 m kadar olan

yiikseklikte yetisir. Avrupa — Sibirya elementidir.

Petrorhagia saxifraga (L.) Link; Gewéchse 2: 235 (1831).

Syn: Dianthus saxifragus L., Sp. Pl. 413 (1753); Tunica saxifraga (L.) Scop., Fl.
Carn. Ed. 2, 1: 300 (1772); Kohlrauschia saxifraga (L.) Dandy in Watsonia, 4:42
(1957). Ic: Bonnier, Fl. Comp. Fr., Suisse et Belge 2: t. 395 (1913).

P. pamphylica (Boiss. & Ball) Ball & Heywood

Tek yillik. Govdeler tiiysiiz, dik yiikselen tabandan zengin bir sekilde
dallanir. Yapraklar seritsi (linear), sivri uglu 3-5 damarli. Brakteler kaliksten daha
kisa ve onu c¢evreler. Kaliks 3-7 mm Kosta ( kaburga) genis, 5-7 damarl disler
sivri (acute). Petaller agik pembe, tam, 7-9 mm boyunda. Tohumlar 1.6 - 2 x 1.2 —
1.7 mm. Temmuz ayinda ¢igeklenir. Taglik yamaglar, agik taslik alanlar, yol
kenarlarinda 0-400 m yiikseklikte yetisir. P. peronini’ ye ¢ok yakin Akdeniz
elemintir. Endemik olup tehlike kategorisi CR (Critically Endangered -Cok
Tehlikede-)’ dir.

12
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Petrorhagia pamphylica (Boiss. & Bal.) P.W. Ball & Heywood
Tip: A3 Antalya: circa Adalia Pamphyliae, Balansa.
P. peroninii (Boiss.) Ball & Heywood

P. pamphylica’ dan kaliksi agan brakteleri, kaliksin kostasinin 3 damarh
olmasi, petallerin beyaz veya altta morumsu olmasi ve tohumlarmn 1.1 — 1.2 x 0.7
x 0.9 mm olmas ile ayrilir. Agustos-Eyliil aylarinda ¢i¢eklenir. Tepelerde, deniz
seviyesine yakin, siiriilmiis tarla iglerinde 50 — 100 m yiikseklikte bulunur. P.
pamphylica’ ya benzerdir, Akdeniz elementidir. Endemik olup tehlike kategorisi
CR (Critically Endangered -Cok Tehlikede-)’ dir.

Petrorhagia peroninii (Boiss.) P.W. Ball & Heywood

Tip: C4 icel: in montibus ad cacumen urbis Anamour Ciliciae Trachaeae sitis,
Péronin (BMK)

P. prolifera (L.) Ball & Heywood

Tek yilliktir. Govdeler hemen hemen diktir. Tiysiizdiir. 6 — 40 cm’ dir.
Yaprak kinlar1 kisadir. Genisligi boyunun 2 katindan kisadir. Yapraklar seritsiden,
seritsi diktortgensiye kadar degisebilir. 3 damarli, testere disli, saph tiyliidiir.
Cicek durumu bassi, genellikle bir ¢igege indirgenmistir. Brakteler kahverengi
zarimsidir. Brakteler kaliksi igerisine alir. Kahverengi zarimsidir. En genis brakte
4 mm veya daha genistir. Kaliks 10 — 13 mm’ dir. Kosta 3 damarlidir. Digler kor
ucludur. Petaller 10 — 14 mm’ dir. Bariz olarak tirnaklidir. Pembe veya
morumsudur. Dudak ters kalpsidir. Tohumlar 1.3-1.9 x 0.8-1.1 mm
ebatlarindadir. Agimsidir. 6. e 8. aylar arasinda ¢igeklenir. Yamaclarda 1000 —
1200 m arasinda yayilis gosterir.

Petrorhagia prolifera (L.) P.W. Ball & Heywood
Syn: Dianthus prolifer L., Tunica prolifera (L.) Scop.

13
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P. dubia (Rafin.) G. Lépez & Romo

P. prolifera’ dan gévdesinde ortadaki internodlarin tiiylii olmasiyla, yaprak
kininin boyunun genisliginden 2 veya daha fazla kat olmasiyla, iist yapraklarin
yumusak kenarlariyla, tohumlarm 1 — 1.3 X 0.7 — 0.8 ebatlarinda olmasiyla ayrilir.
Nisan-Haziran aylari arasinda gi¢eklenir. Cayir, nehir kenar1 ve yamaglarda, deniz

seviyesinden 400 m’ ye kadar olan yiiksekliklerde yetismektedir.

Petrorhagia dubia (Raf.) G. Loépez & Romo

Syn: Dianthus velutinus Guss., Kohlrauschia velutina (Guss.) Rchb., Petrorhagia
velutina (Guss.) P.W. Ball & Heywood, Tunica velutina (Guss.) Fisch. & C.A. Me

1.2. Genetik Cesitlilik ve Onemi

Genetik ¢esitlilik, bir biyolojik g¢esitlilik diizeyi olup bir tiirlin gen
havuzundaki genetik 6zelliklerin toplam sayisini gosteren bir biyolojik ¢esitlilik
diizeyidir. Genetik ¢esitlilik, bir tlirtin sahip oldugu bir genin degiskenligi yani
farkliligidir. Ornegin; bir bitkinin ¢icek rengini belirleyen bir gen igin farkli
alleller ortaya cikabilir (Ornegin; pembe, mor, beyaz allel). Her bir durumda, aym
gen ¢icek rengini belirler, fakat gene ait allellerinin DNA dizisi farklidir.
Bireylerin belirli bir karakter ig¢in ayni genin farkli ¢esidine (alleline) ya da
degisik gen kombinasyonlarina sahip olmalar1 bireyler arasi genetik ¢esitliligine
neden olur. Populasyon agisindan ele alindiginda da bir genin farkh
populasyonlarda farkli siklikta ya da farkli kombinasyonlarda olusu populasyonlar
arast genetik cesitliligi ortaya c¢ikaracaktir (Caglar, 2010). Genetik cesitlilik, bir
populasyondaki heterozigotluk seviyesi, her bir lokustaki allel sayisi ya da
polimorfik lokus yiizdesi ile tahmin edilebilir.

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 ¢esitliligin
tanimlanmasinda kullanilan bir 6l¢iidiir. Bir lokustaki genetik ¢esitliligin kapsami
“’heterozigotluk’” olarak ifade edilir. ‘Gozlemlenen heterozigotluk’ basit olarak
heterozigot olan Orneklenmis bireylerin oranidir. Genetik ¢esitliligin

tanimlanmasinda kullanilan diger bir kavram ise allelik cesitliliktir. Allelik
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cesitlilik her bir lokusta yer alan allellerin ortalama sayis1 olarak tanimlanir. Eger
birden fazla lokus calisiliyorsa, allelik ¢esitlilik lokuslar arasi ortalama allel
sayisidir.

Populasyon i¢inde biiyiik bir genetik ¢esitlilik seviyesine sahip bir tiir, en
uyumlu alellerden secilen varyasyonlara daha cok sahip olacaktir. Genetik
cesitliligin artmasi, bir tliriin evrimi i¢in de zorunludur. Cok az genetik cesitlilige
sahip olan tiirler biiylik bir risk altindadir (Anonim, 2011). Belirli bolgelerdeki
birey kaybi, genetik ¢esitlilikte hemen kayba neden olmayabilir, fakat daha fazla
zarar, kiiciik populasyon biiyiikliigli ve azalmis birey sayisindan dolayr uzun siireli
genetik sonuglar dogurabilir. Genetik cesitlilik kaybi, hem kisa hem de uzun
vadede demografik dalgalanmalarla ve degisen ¢evre kosullariyla basa ¢ikabilmek
i¢in tiirlerin yeteneklerinde bir azalmaya neden olabilir (Ellstrand ve Elam, 1993).
Genetik ¢esitlilik, popiilasyonlarin degisen ¢evre kosullarina uyum saglamalarina
olanak tanmimaktadir. Daha fazla varyasyon ve genetik c¢esitlilik sayesinde,
populasyondaki bazi bireyler, ¢evre i¢in uygun olan alel varyasyonlarina sahip
olurlar. Bu bireylerin, ayn1 alelleri tagiyan doller vererek hayatta kalma olasiligi
daha yiiksektir. Bu bireylerin bagarili olmalari sonucu populasyon, daha fazla

nesille siire gelmeye devam edecektir (Anonim, 2011).
1.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR= Polymerase Chain Reaction)

PCR ile ilgili ilk makale 1985 yilinda Saiki ve ark., tarafindan yaymlanmistir
(Block, 1989). PCR teknigi ile 6zel bir DNA dizisi segcilip ¢ogaltilmaktadir. Bu
ozellik ayn1 zamanda DNA’nin analiz edilmesini de saglamaktadir. PCR’nin diger
onemli bir ozelligi de 6zel bir DNA dizisinin segilip ¢ogaltilarak istenmeyen
dizilerin ortaya ¢ikmasini 6nlemesidir (Saiki ve ark., 1988). PCR dongiisii, DNA
ipliklerinin birbirinden ayrilmasi (denatiirasyon), primerin baglanmasi ve uzama
safhalarindan olusan ii¢ asamadan olusmaktadir. 30-45 defa tekrarlanan PCR
dongiisii, DNA molekiilii lizerinde istenilen bdlgenin her dongiide iki katina
¢ikmasi ile sonuglanmaktadir.

PCR’nin temel bilesenleri;
e Kalip olarak kullanilan DNA molekiilii,

e Uygun pH ve iyon kosullarini saglayan Tampon,
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e Polimeraz enziminin ihtiya¢ duyduguMgCl2,

e Kalip DNA’ ya baglanacak olan Primerler,

e DNA iiretilmesinde kullanilacak deoksiriboniikleozid tri fosfatlar (ANTP)
karigimai ,

e Isiya dayanikli DNA-Polimeraz enzimi
Reaksiyon

e Hedef DNA’nin denatiirasyonu (95 °C)
e Primerlerin kalip DNA’ya baglanmasi ( 37-50 °C)

e Polimerizasyon (70-72 °C) islemerini igermektedir .

Tiip i¢inde bulunan karisim once 95 °C’ye sitilarak ¢ift iplikli DNA’nin
denatiirasyonu saglanir ve tek iplik¢ik haline getirilir. Bu islem sonucunda tiip 37-
50 °C sicakliga dustiriilerek primerlerin tek iplikgiklerin 3” uglarindaki
niikleotidlere baglanmasi saglanir. Polimerizasyon ig¢in 70 °C’de primerler tek
iplik¢ikli DNA’y1 kalip olarak kullanarak sentezini yapar ve cift iplik¢ikli
DNA’lar meydana gelir. Boylece birinci dongiiniin sonunda DNA iki katina
ulagir. Bu 3 asamali birinci dongii bittikten sonra 30-55 dongli devam ettirilirse
milyonlarca DNA elde edilebilir. Déngii sonucunda teorik olarak 2" miktarda gift

zincirli DNA molekiilii elde edilir.

1.4. Belirtec Tipleri
1.4.1. Morfolojik Belirtecler

Morfolojik 6zellikler tek genle kontrol edilebilir ve genetik belirte¢ olarak
kullanilabilir. Gorsel olarak degerlendirilebilen kalitatif 6zelliklerdir. Bu
belirtegler bitki dogasinda vardir ve mutasyon sonucu ortaya ¢ikmiglardir (Aka-
Kagar, 2001; Tamam, 2008). Bitki populasyonu iginde, bir bitki ya da bir grubu
digerlerinden ayiwran segici Ozellik, o genotipi ayiran bir belirte¢ olarak
degerlendirilir. Meyve kabugu, yapragin sekli, ¢igegin rengi, bitki agag ozellikleri
bu grup belirtegleri olusturur (Giilsen ve Mutlu, 2005). Morfolojik belirteglerin

kullanim potansiyelleri uzun bir suredir bilinmesine ragmen sinirl sayida olmalar1
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nedeniyle pratikte uygulanabilirligi kisith kalmistir (Paterson, 1996). Ayrica
benzer morfolojiye sahip gesitler arasinda mutlaka yakin evrimsel bir iligski yoktur
(Tian ve ark., 2008). Ornegin; genetik haritalamada kullanilan baz1 morfolojik
belirtecler arasinda, arpa’da gévde mumlulugu, kilgigin kaba veya diiz olmasi,

"rachila” tiiyliiligi gibi (Yildirim ve Kandemir, 2001).

1.4.2. Biyokimyasal Belirtecler

Tohum kabugu proteinleri, yapraklarda bulunan kimyasallar, sekonder
metabolitler, izoenzimler, vs. bu gruba girerler. Ancak en yaygin kullanilan
komponentler izoenzimler ve tohum proteinleridir. Bu belirteclerin maliyeti,
molekiiler belirteclere oranla daha diisiiktiir ve daha az is giicliyle elde edilirler.
Fakat bitki tiirlerinde bugiline kadar yeterince biyokimyasal belirteg
tiretilememistir. Bu belirteclerdeki varyasyonlar, kodlayict DNA bolgelerindeki
benzer olmayan degisikliklerden ya da translasyon sonrasi (post-translational)
protein  modifikasyonlarindan ~ kaynaklanir. ~ Ancak  bu  belirteglerin
kullanilabilirligi, calisilan populasyonlarin yapisina baglidir. Ornegin izoenzimler,
tiirler aras1 veya nispeten uzak bitkiler arasindaki varyasyonlari ¢alismada oldukca
yararlt olmasina ragmen, yakin akrabalar arasindaki iliskileri tespit i¢in uygun
degildir (Staub ve Sequen, 1996; Giilsen ve Mutlu, 2005). Biyokimyasal
belirtegler genlerin iirettikleri proteinlerdir. izoenzimler farkli olarak yiiklenmis
proteinlerdir. Elektroforez teknigi kullanilarak kolayca ayrilabilirler. Enzimler
spesifik biyokimyasal reaksiyonlari katalizlerler. Belirli enzimlerin substrat ve
kofaktorleri eklenerek jel tizerinde goériilmesi saglanir ve enzimatik reaksiyonlarin
tirtinleri renkli olarak iiretilir. Renkli iirlinler jel iizerinde goriiliir bantlar olusturur.
Bu bantlar genetik temellere sahiptir ve kodominant belirte¢ olarak genetik bilgi
saglar. Bununla birlikte morfolojik karakterlere goére c¢ok daha yaygin
kullanilmakla birlikte izoenzim lokuslarinin azligi ve bazi enzim sistemlerinin
cevre kosullarindan etkileniyor olmasi kullanimlarint sinirlar (Aka-Kagar, 2001;
Tamam, 2008). Ornegin; Bugday tohumunda bulunan iki depo protein grubu olan

gliadin ve glutenin bu amagla yaygin olarak kullanilmaktadir.
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1.4.3. DNA Belirtegleri

Molekiiler belirteclerin faydali olmalari, morfolojik belirteglerden kendilerini
farkli kilan su 6zelliklerden ileri gelmektedir (Khang ve Spoor, 2001):

e Morfolojik belirteglerin cogunun fenotipi, yalnizca tiim bitki seviyesinde
teshis edilebilir. Ancak, molekiiler lokuslar, tiim bitkide, doku ve hiicre
seviyesinde denenebilirler.

e Allel frekansi, morfolojik belirteglerle karsilastirildiginda molekiiler
lokuslarda daha yiiksek olma egilimindedir.

e Morfolojik mutantlar, istenilmeyen fenolojik etkilerle bir arada olmaya
meyillidirler.

e Morfolojik lokustaki alleller, heterozigot genotiplerin tanimlanmasin
siirlayan bir dominant —resesif tarzinda birbirini etkiler.

e Molekiiler lokuslar, bir a¢ilim populasyonundaki bireylerin genotiplerinin
belirlenmesine izin veren bir ko-dominant tarz sergilerler.

Tek bir molekiiler belirteg, biitlin bu ihtiyaglar1 karsilayamamaktadir. Cesitli
molekiiler belirtegler DNA seviyesinde polimorfizmi ortaya ¢ikartmaya

elverislidirler (Tamam, 2008).

Molekiiler belirtec secilirken dikkat edilmesi gereken noktalar:
e QGiivenilir olmasi,
e Dominant/ Ko-dominant olmasi,
e Yiiksek derecede polimorfizm gostermesi,
e Genomda sikca ve diizgiin dagilmasi
e Sonuglarin tekrarlanabilirliginin yiiksek olmasi,
e Analizinin kolay ve basit olmasi,

e Otomasyona uygun olmasidir.

Bu o6zelliklerden hepsi ayni molekiiler belirtecte bulunmamaktadir. Fakat
calismanin amacina uygun olarak sececegimiz belirtecte bu oOzelliklerden
birkaginin birarada bulunmasi istenmektedir (Tanskley 1993; Weising ve ark.,
1995). Bir c¢alismada en uygun genetik belirtecin se¢imi, belirtecin

karakteristigine, tiir karakteristigine ve genom karakteristigine baglhdir.

18



@ ANADOLU UNIVERSITESI

Genetik Belirteclerle ilgili 6nemli kriterler:

Polimorfizm (Farklilik Gosterme): Kullanilan bir belirtecin farkli genotipleri ayirt
edebilme yetenegidir. Belirteclerin farklilik gosterme oranlar1 belirteg tipine ve
bitki tiiriine gore blyiikk Olgiide degismektedir (Yildirnrm ve ark., 2001).
Polimorfizm oraninin yiiksek olmasi tercih edilen bir durumdur.

Giivenilirlik: Ayni1 genetik materyal iizerinde yapilan bir belirte¢ analizinin her
zaman ve her kosulda ayn1 sonuglar1 vermesidir. Giivenilirlilik belirtec tipine gore
degismektedir (Yildirim ve ark., 2001).

Esbaskinlik (ko-dominantlik): Belirteclerin esbaskin olmasi, yani her iki
allelininde ayirt edilebilmesidir. Belirteclerin ko-dominant olmasi sayesinde
homozigot ve heterozigot ayrimi saglanir. Bu durum bize ebeveynler hakkinda
saglikli bilgiler vermektedir.

Molekiiler belirteclere dayali teknolojilerin gelistirilmesi ve uygulanmasi,
yeterli DNA dizisi diizeyinde polimorfizmi ortaya c¢ikarmak igin, bireyler
arasindaki ve populasyon i¢indeki genetik cesitliligin tespitinde yeterli olan giicli
araglar sunmaktadir. (Kresovich ve ark., 1995; Simmons ve ark., 2007). DNA
polimorfizmini degerlendirmek iizere molekiiler belirteglerin ¢esitli tipleri
kullanilir. Bunlar genel olarak iki sinifa ayrilir: Hibridizasyon temelli belirtegler,
PCR temelli belirtegler.

1.4.3.1. Hibridizasyona Dayali Molekiiler (RFLP) Belirtecler

Southern blotting olarak bilinen RFLP (Restriction Fragment Length
Polymorphism) belirteci, hibridizasyona temelli ko-dominant bir belirteg
sistemidir (Sambrook ve ark., 1989). RFLP belirtecleri (Bostein ve ark., 1980)
dokulardan izole edilen genomik DNA’nin niikleik asit dizilislerini tantyan DNA
kesim enzimlerince spesifik olarak kesilmesi ve olusan DNA parcalarinin
elektroforez’ de ayrildiktan sonra naylon veya nitroselilloz membrana transfer
edilerek DNA proplariyla etiketlenmesi esasina dayanir. RFLP belirtegleri ile
tirler arasindaki ve icindeki farklilik kolayca belirlenir. Giivenilir, esbaskin

(kodominant) 6zellikte olup polimorfizm orani orta diizeydedir (Yildirim ve ark.,
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2001). En 6nemli dezavantaji ise analizlerinin pahali olmasi, fazla zaman, isgiicii
gerektirmesi ile fazla miktarda ve yiliksek kalitede DNA’ya gereksinim
duyulmasidir (Walton, 1993).

1.4.3.2. PCR Teknigine Dayah Molekiiler Belirtecler

Molekiiler belirteglerin - ¢ok sayida bitki tiirlerinin  ¢esitliliginin
degerlendirilmesinde yararli olduklar1 gosterilmistir (Waugh ve Powell, 1992).
PCR’ a dayal1 olanlar belirteglerin en sik kullanilanlardir.

Bitkilerde genetik iliskileri ortaya c¢ikarmak i¢in kullanilan ilk DNA
belirteci RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) olmustur. Fakat bu
yontemin maliyetinin ¢ok yiiksek ve yavas olmast PCR (Polymerase Chain
Reaction)’a dayali molekiiler belirteglerin gelismesine neden olmustur. Birgok
farkli PCR tabanli teknikler, son on yilda gelistirilmis olanlardir ve her
biri belirli avantajlari ve dezavantajlarma sahiptir (Wu ve ark., 2005). Bu
belirteglerin bazilari RAPD (Randomly Amplified Polymorphic DNA), ISSR
(Inter-Simple  Sequence Repeat), AFLP (Amplified Fragment Lenght
Polymorphism) ve mikrosatellitlerdir (SSR-Simple Sequence Repeat) (Tanskley
ve ark., 1989).

Bu belirteclerden RAPD, ISSR ve AFLP dominant molekiiler
belirteglerdir. SSR, RFLP ise ko-dominant molekiiler belirteglerdir (Kafkas,
2006). Bu belirteglerin avantaj ve dezavantajalarini gosteren tablo asagida
verilmistir:

Cizelge 1.1. En Sik Kullanilan PCR Temelli Belirteglerin karsilastirimasi

Belirteg | PCR Polimorfizm | Dominantlik | Verimlilik | Otomasyon | Maliyet
Teknigi | Temelli

Olmast
RFLP Hayir Diisiik/Orta | Kodominant | Yiiksek Diisiik Yiiksek
AFLP Evet Yiiksek Dominant Yiiksek Orta/Yiiksek | Orta
RAPD | Evet Orta/Yiiksek | Dominant Diisiik Orta Diisiik
SSR Evet Yiksek Kodominant | Yiiksek Orta/Yiiksek | Diisiik
ISSR Evet Yiksek Dominant Yiksek Orta/Yiiksek | Diisiik
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1.4.3.2.1. Basit i¢ dizi tekrarlan (ISSR)

Ik defa Zietkiewicz et al. (1994) ve Gupta et al. (1994) tarafindan
gelistirilen ISSR yontemi dominant bir belirte¢ teknigidir. Bu yontem, yliksek
oranda polimorfizm saglamasi1 nedeniyle avantajli bir yontemdir. ISSR belirtegleri
genomik DNA’y1 hedef alan ve DNA {izerindeki tekrarli bolgeler olan ve SSR
olarak adlandirilan bdlgeler (100-3000 baz ¢ifti) arasinda kalan pargalarin
¢ogaltilmasi esasmna dayanmaktadir (Zietkiewicz ve ark., 1994; Bornet ve ark.,
2002). Genom boyunca yer alan iki SSR bolgesi arasindaki DNA pargalari’larinin
PCR (Polimerase Chain Reaction) ile ¢ok sayida kopyalart olusturulur. ISSR
bolgeleri tek primer ve tek enzim kullanilarak PCR yapilir ve olusan iriinler
elektroforez ile agoroz jelde yiiriitiilerek biiyiikliikleri bakimindan DNA’larin
ayrimi1 yapilir (Anonim, 2005).

ISSR teknigi 5° ve 3’ sonda gii¢lendirilen kisa, tekrarlanan DNA
zincirlerinin primer olarak kullanilmasini, PCR iiriinlerinin elektroforez ile
biiyiikliiklerine gore ayrilmasini ve jel iizerinde DNA’larin tespitini icerir. ISSR
teknigi iki mikrosatellit arasindaki DNA bolgesini ¢ogaltmak icin belirli bir
SSR’ye spesifik u¢ baglantili bir primer kullanir (Shi ve ark. 2006). Primer olarak
2-4 farkli veya ayni niikleotidlerle sabitlestirilen, basit olarak tekrarlanan DNA
zincirleri kullanilir. Bir reaksiyonda tekrarlanan zincir ayni1 kalmak kaydiyla,
sabitlestiricic DNA’larin farkli kombinasyonlar1 primer olarak ayni reaksiyonda
kullanilarak bir tek PCR reaksiyonunda giiglendirilen hedef DNA dizilerinin
sayilar arttirilir. Boylece bir jel iizerinde yliriitiilecek bant veya belirteg sayisi
arttirtlmis  olur. Bu diger DNA belirteglerinin  iiretebildigi  sayilarla
karsilagtirildiginda 6nemli bir avantaj saglar (Gtilsen ve Mutlu, 2005).

ISSR yontemi RAPD yontemi ile ¢ok benzer bir yontemdir. Temel
farklilik ISSR yonteminde baglanma sicakliklar1 daha yiiksek olan mikrosatellit
bolgelerden gelistirilen primerlerin kullanilmasidir. RAPD ile maliyeti hemen
ayni olan ISSR yontemi (Inter-Simple Sequence Repeats) (Zietjiewicz ve ark.,
1994), okaryotik genomlarda tekrar eden 2, 3, 4, 5 gibi niikleotid birimlerinin
lokustan bagimsiz bir sekilde genomda rasgele dagilimlarini esas alan (Saragoglu,
2007) ancak RAPD’e gore oldukca giivenilir, tekrarlanabilirlik orani yiiksek ve
PCR kosullarindan ¢ok etkilenmeyen bir tekniktir. RAPD belirteclerinin diisiik
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tiretkenligi, AFLP belirteglerinin yiiksek maliyeti ve primer sentezlenebilmesi igin
sekans bilgisinin gerektigi SSR belirtecleri, bir ¢ok calismada dnemli kisitlamalar
olusturmaktadir. ISSR belirtegleri bu kisitlamalarin bir¢ogunun iistesinden
gelinmesinde 6nemli bir tekniktir. (Zietkiewicz ve ark., 1994). ISSR belirtegleri
yiikksek derecede polimorfizm gostermelerinden dolayr genetik c¢alismalarda,
filogenetik analizlerde, gen tespitinde, genom haritalamalarinda ve evrimsel
biyolojide kullanish bir yontemdir (Iwata ve ark. 2008).

ISSR, bitki genetik kaynaklarinin aragtirilmasinda etkin bir molekiiler
belirtegtir ve bitki genetik yapis1 (Li ve Jin, 2008), genetik ¢esitlilik (Sheeja ve
ark., 2009), genetik akrabalik (Li ve ark., 2009) ¢alismalarinda sik¢a kullanilir.
Etkili bir marker sistemi oldugu belirtilen ISSR, yakin iligkili ve ortak atadan
gelen tiirler arasindaki akrabaliklar hakkinda bilgi verir.

Son yillarda, SSR tabanli belirteglerin kullanimi belirgin bir sekilde
artmistir. Sebepleri ise:

1. Allelik varyasyonlarinin yiiksek seviyede olmasi ve ko-dominant karakter
tagimalarindan dolay1 maliyetin diismesi

2. PCR uygulandigindan dolayr cok diisilk miktarlarda dokuya ihtiyag
duyulmast

3. Ozellikle ISSR belirteclerinin diger molekiiler belirteglere gére daha hizli
uygulanabilmesi

4. Bir tiir i¢in gelistirilen primerlerin akraba tiirlerde de ayni bolgeyi

cogaltabilmesidir (Trojanowska ve Bolibok, 2004).

Yapilan arastirmalar ve yayinlanan bir¢ok arastirma sonuglarindan da
anlasilacagr tizere ISSR yontemi dogal populasyonlarda yapilacak ¢aligmalarda
daha etkin sonu¢ vermektedir. (Atalmis, 2007). ISSR belirtegleri kulanilarak
yapilan bu tip bazi ¢aligmalar: Gaiero ve ark., (2011) Uruguay’ dan toplanan Buita
cinsine ait tehlikede olan B. paraguayensis, B. lallemanti ve B. yatay tiirleri
arasindaki genetik ¢esitliligi incelemislerdir. (CTC)4RT, (AG)sYT, (AC)sT,
(CA)G ve (GA)ST olmak iizere 5 adet ISSR primeri kullanilan ¢aligmada 71
tanesi polimorfik toplam 75 bant elde etmislerdir. Taksonomik olarak tiirlerin
konumlarinin belirsiz olduklarini ifade ettikleri bu calismada cinse yakin bagka bir

tirii de dis grup olarak kullanmislardir. Martin ve ark. (2000) 12 ISSR primeri
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kullanarak Diplotaxis cinsine ait 10 tiiriin genetik ¢esitlilik durumlarini ortaya
koymuslardir. Hepsi polimorfik toplam 494 bant elde etmislerdir. En az bant
sayist (GAA)g primerinde 16, en ¢ok bant sayisi da VHV(GT);’de 70 olarak
bulunmustur. Bunun sonucunda Diplotaxis tiirlerini 2 grup altinda toplamislardir.
Haisehen ve Guizhu (2008) Sonneratia cinsine ait 6 tiirlin genetik akrabalik
seviyelerini ISSR belirtegleriyle belirlemislerdir. 11 adet ISSR primeri kullanarak
481’1 polimorfik toplam 485 bant elde etmislerdir. Sonug¢ olarak Sonneratia
tirlerini UPGMA teknigiyle iki ana gruba ayirmuslardir. Elde edilen bant
biiyiikliikleri 160-2800 bg arasinda degismekte olup bunlarin 71’inin tiirler igin
spesifik bantlar olduklarini belirtmislerdir. Boylece ISSR tekniginin Sonneratia
tiirlerinin genetik akrabalik seviyelerini belirlemede uygun bir teknik oldugunu

ifade etmislerdir.

1.4.3.2.2. Rasgele Cogaltilmis Polimorfik DNA (RAPD)

PCR (Polymerase Chain Reaction)’ in kesfi ile DNA polimirfizm arastiran
yeni belirteg yoOntemleri ortaya koyulmustur. Bu yontemin uygulanmasi igin
genomik DNA’ya ait dizin bilgisine veya secilen primerlerin dizin bilgisine gerek
yoktur (Williams ve ark., 1990). Rastgele amplifiye polimorfik DNA (RAPD)
isaretleyici teknigi kolay, hizlidir ve 6nceden higbir dizi bilgisi gerektirmez.
RAPD, genis bir uygulama yelpazesi ile yaygin olarak kullanilan parmak izi
yontemidir. Ancak, RAPD birka¢ dezantaja sahiptir ki 06zel bakim ile
degerlendirmeye tabi tutulmasi gereken bir yontemdir. Primerin rasgele DNA
zinciri tizerinde 200 ile 2000 b¢ mesafede farkli dizinlere yapismasi gerekir. Eger
bu mesafeden daha fazla olursa polimeraz enzimi tarafindan giiglendirilemez.
RAPD belirteglerinin en biiyiik dezavantaji, belirtecin iretildigi populasyonun
disinda o belirtecin ¢ogu zaman bulunamamasidir. Bununla birlikte, tek dominant
genler i¢in gene ¢ok yakin oldugu durumlarda ve baska populasyonlarda da
kullanilabilmektedir. RAPD belirteglerinin tekrarlanabilirligi, PCR ve DNA
tespiti sirasinda sartlarin tam olarak kontrol edilememesi nedeniyle diisiiktiir (Yu
ve ark., 2000; Giilsen ve Mutlu, 2005). Williams ve ark., (1990) tarafindan
gelistirilen RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) teknigi basit ve kisa

oligoniikleotid primerler kullanilarak genomik DNA’nin rastgele bolgelerinin
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cogaltilmasidir. RFLP’nin tersine az miktarda DNA’ya gereksinim duyulmasi,
zaman ve maliyet yoniinden olumlu olmasina ragmen dominant belirte¢ (Corazza-
Nunes ve ark., 2002) olmalar1 nedeni ile yorumlanmasin zor, giivenilirliginin ¢ok
sinirlt ve tekrarlanama olasiliklar1 eger optimizasyon c¢alismalar1 yapilmamissa
olduk¢a diisiiktiir (Lavi ve ark., 1994). Bununla birlikte bugiine kadar RAPD
belirtegleri kullanilarak genetik c¢esitlilik, molekiiler akrabalik c¢alismalar
yapilmustir.

1.4.3.2.3. Cogaltilmis Parca Uzunlugu Polimorfizmi (AFLP)

AFLP (Amplified Fragment Lenght Polymorphism) ya da ¢ogaltilmis arga
uzunlugu polimorfizmi PCR temelli bir tekniktir (Vos ve ark. 1995). AFLP
teknigi RAPD tekniginin dezavantajlarini gidermek tizere gelistirilmistir (Yildirim
ve ark., 2001). AFLP analizi (Vos ve ark., 1995) polimorfizm tespiti i¢in son
derece duyarli bir yontemdir. Aslinda RFLP ve PCR kombinasyonudur. Kisa
siirede ¢ok sayida lokusun tahlil edilmesi, AFLP nin ¢ok biiyiikk avantajidir.
RAPD ile karsilagtirildiginda, AFLP diisiik hata oranlari ile son derece
tekrarlanabilir (Lin ve ark., 1996; Jones ve ark., 1997).

AFLP teknigi temel olarak su basamaklari igerir:
1. DNA’nin restriksiyon enzimleri ile kesilmesi (EcoRI/Msel) ve biyotinle
isaretlenmis 2 adaptdr kullanilarak restriksiyon fragmentlerinin uygun bir

DNA ligaz ile birlestirilmesi,

2. Ligaz edilen bu adaptorlere uygun primer ile restriksiyon fragmentlerinin
preamplifikasyonu,

3. Bu fragmentlerin 6zel olusturulan ve radyoaktif isaretlenmis primerlerle
gercek amplifikasyonu ve PAGE (poliakrilamid jel elektroforez) de

kosulmasidir (Ergiil, 2000).

AFLP yonteminin polimorfizm orani ¢ok yiiksektir. Uygulanabirligi, RAPD
teknigine gore kolay olmasa da RFLP teknigine gore c¢ok kolaydir. Kurulus
asamasinda maliyet gerektirir (Walton, 1993). Masraf, is giicii gereksinimi ve
giivenilirligi RAPD ve RFLP arasinda yer alir (Maughan ve ark., 1995). Ornegin;
Ozcan (2008) monoik olan P. atlantica (Antepfistigl) ve bu monoik bitkinin
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kendilenmesiyle elde edilmis 10 adet yavru birey kullanilarak AFLP yontemi ve
AFLP’den tiiremis yoOntemler olan SAMPL ve TE-AFLP yontemleri ile
kodominant belirteg yontemi olan SSR yontemlerini kullanmistir. Calisma
sonucunda, en fazla polimorfik bant veren yontemin AFLP yontemi oldugu ve
genetik haritalama caligsmasi i¢cin AFLP yonteminin en uygun yontem oldugunu

belirtmistir.

1.4.3.2.4. Basit Dizi Tekrarlar1 (SSR)

Okaryotik genomlarda bulunan ardisik tekrarli 2-6 niikleotitli gruplara
[(AT)n, (GT)n, (ATT)n ve (GACA)n gibi] mikrosatellit denir. Burada ‘n” ardigik
tekrar sayisidir. Tekrar {initeleri genellikle iki, li¢, dort ya da besli niikleotitlerdir
(Frankham ve ark. 2004). Bu tekrarlarin her tinitesindeki niikleotid sayisina gore,
mikrosatellit ve minisatellit olarak adlandirilir. Mikrosatellitler icerisinde en
yaygini diniikleotid (6rnegin ATATAT) tekrarlar olmakla birlikte, 1-6 bg¢’lik
tekrarlar da bulunabilmektedir. Mikrosatellitler, ayn1 zamanda STR (short tandem
repeats) veya SSR (simple sequence repeats) olarak da anilir ve 11-60 bg
uzunlugundaki tekrarlardan olusan minisatellitlerden (VNTR) farklidir.
Minisatellitler genellikle kromozomlarin u¢ kisimlarinda, yani telomere yakin
bolgelerde  bulunmasina  karsin,  mikrosatellitler — yiiksek  organizma
(Eucaryote)’lara ait kromozomlar iizerinde daha bol ve gelisiglizel bir dagilim
gosterir (Tautz, 1989; Giilsen ve Mutlu, 2005).

Mikrosatelitleri ¢evreleyen DNA dizileri genellikle ayn tiiriin bireyleri
arasinda korunmus olduklarindan, farkli genotiplerde cakisan SSR’larin PCR
primerleri ile ¢ogaltilarak se¢imine izin vermektedir. Ardisitk SSR tekrarlarin
sayisindaki farkliik PCR sonucunda farkli uzunlukta parca cogaltimiyla
sonuglanir. SSR’lar1  ¢evreleyen korunmus DNA dizileri primer olarak
kullanilarak PCR metodu vasitasiyla bir lokustaki farkli alleller tespit edilebilir
(Y1ldirim ve ark., 2001). Mikrosatelitler kodominant kalitim 6zelligi gostermeleri,
lokusa 6zgii olmalari, yiiksek bilgi igerigine sahip olmalar1 ve PCR ile kolayca
tespit edilebilmeleri gibi bir¢cok oOzellikleri ile tercih edilen bir molekiiler

belirleyici grubudur. Mikrosatelitler ile ilgili en belirgin dezavantaj ise bir tiire ait
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yeni mikrosatelitlerin elde edilmesidir. Bu islem c¢ogunlukla zaman alict olup

fazla miktarda emek gerektirir (Biiyiikiinal-Bal, 2003)

1.5. Konu ile ilgili Yapilan Cahsmalar

Petrorhagia taksonlari ile ilgili bugiine dek yapilan ¢alismalari 6zetlersek;
Boissier (1867), “Flora Orientalis” adini tasiyan eserinde Dogu florasinin
Caryophyllaceae familyasinin ve sahip oldugu cinslerin taksonomik bilgileri ve

teshis anahtarlar1 yer almaktadir.

Bocher ve Ark. (1953) bazi bitki tiirleri {izerinde sitolojik caligmalar
yapmiglardir. Calismada P. velutina 2n:30, P. prolifera’nin Fransa ve Ispanya 'nin
farkli bolgelerinden alinan Orneklerinin  2n:60, Danimarka, Avusturya ve
Macaristan ve Fransa'dan toplanan orneklerinin kromozom sayisinin ise 2n:60

oldugunu belirtmigledir.

P. W. Ball ve V. H. Heywood'un (1964) yaptig1 revizyon g¢alismasi
Petrorhagia cinsi iizerinde yapilan en kapsamli c¢alismadir. Bu c¢alismada
Petrorhagia cinsi 5 seksiyon, 4 alt-seksiyon, 25 tiir ve 32 takson ile

tanimlamisglardir.

Mouterde ve Premier (1966) Suriye florasinda Caryophyllaceae
familyasii ve sahip oldugu cinslerin taksonomik bilgileri ve teshis anahtarlarini

aciklamislardir.

Favarger (1966) Petrorhagia cinsine ait bazi tiirlerde sitotaksonomik
calismalar yapmistir. Bu ¢alsimada sonucunda tespit edilen tiirlere ait kromozom
sayilar1 soyledir: P. armerioides n:13, P. thessala n:15, Petrorhagia illyrica
subsp. haynaldiana n:13, P. cretica n:13, P. saxifraga var. saxifraga 2n:60, P.

giomerata var. giomerata 2n:30, P. iliyrica subsp. taygetea 2n:26.

Huber-Morath  (1967) Tirkiye Floras1 (2.cilt) Caryophyllaceae
familyasinin ve sahip oldugu cinslerin taksonomik bilgileri ve teshis anahtarlarina
yer vermistir. Petrorhagia cinsinin 4'Q endemik olmak tiizere 11 taksonun

bulundugu belirtilmis ve daha sonra Floranin onuncu cildinde (Davis, 1988) yeni
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bir tiriin varligindan bahsedilerek Tiirkiye’de 4'i endemik 12 Petrorhagia

taksonun bulundugu belirtilmektedir.

Greuter ve Mouterde (1970) Tunica syriaca Boiss. lizerinde ¢alisma
yapmis ve bu tiirli Petrorhagia cinsine dahil etmistir. Yeni adiyla P. syriaca
Suriye ve Tirkiye arasinda sinirda ¢ok dar bir bolgede yayilis gosterdigini

belirtmislerdir.

Damboldt & Phitos (1972) Yunanistan’da Petrorhagia graminea, P.
fasciculata ve P. ochroleuca tiirlerinin morfolojisi, varyasyonlari, dagilimi ve

akrabalik iligkilerinini ve kromozom sayilari Gistiine ¢aligmislardir.

Téckholm (1974) eserinde Misir florasinin Caryophyllaceae familyasinin
ve sahip oldugu cinslerin taksonomik 6zelliklerine ve cinsin teshis anahtarlarina

yer vermistir.

Williams (1989) yaptigi calismada Caryophyllaceae familyasina ait

taksonomik ve ekolojik bilgiler vermistir.

Punt ve Hoen (1995) Kuzey Bat1 Avrupa’ nin Caryophyllaceae tiirleri i¢in
calisma yapmislardir. Bu calismada Petrorhagia tiirlerinden 3 tanesinin polen
morfolojilerini incelemislerdir. P. saxifraga 33.0-(34.5)-38.5, ekzin kalinlig1 3.0-
4.0, silikon oil de hazirlanmis preparatlarda ise polen boyutunun 26.0-(28.5)-31.0,
por sayisinin ise 10-(14)-16, Petrorhagia nanteuilii i¢in Gliserin Jelatinle
yaptiklar1 preparatlarda polen boyutunun 56.0-(60.0)-62.5, ekzin kalinligi 4.0-5.0,
Silikon oil de hazirladiklar1 preparatlarda polen boyutunun 45.0-(51.0)-56.0
oldugunu, por sayisiin ise 20-(22)-24; P. prolifera'nin Gliserin Jelatinle
yaptiklari preparatlarda polen boyutunun 44.5-(48.5)-52.0, ekzin kalinliginin 3.0-
4.5, silikon oil de hazirlanan preparatlarda ise polen boyutunun 38.0-(41.0)-44.0
por sayisinin ise 14-(16)-18; oldugunu bulmuslardir. Bu g tiiriin polen grubunun

Dianthus superbus oldugunu belirtmislerdir.
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Ulkemizde de Petrorhagia taksonlari iizerinde yapilan calismalar bulunmuktadir;

Celebioglu & Favarger (1993) Tiirkiye'de dogal olarak yayilis gdsteren
Petrorhagia tiirlerinden P. saxifraga'nin ve P. alpina subsp. olympica'nin
kromozom sayisinin 2n:30 oldugunu bildirmislerdir.

Ekim ve ark. (2000), Tiirkiye Bitkileri Kirmiz1 Kitab1 (Egrelti ve Tohumlu
Bitkiler)’inda Tiirkiye sinirlart i¢cinde yer alan egrelti ve tohumlu bitkilerinin
endemik olan ve olmayan, ozellikle de tehlike altinda olan tiirlerin listesini
hazirlamiglardir. Tiirkiye’de yayilis gosteren Petrorhagia cinsine ait taksonlarin
tehlike kategorilerini: P. pamphylica, P. lycica ve P. hispidula: Zarar Gorebilir
(Vulnerable) (VU), P. peroninii: Az Tehdit Altinda (Lower risk). P. armerioides
ve P. syriaca Veri Yetersiz (DD) (Data deficient) olarak gosterilmislerdir.

Yildiz ve Cirpict (2000) Kuzey Anadolu Caryophyllaceae L. Taksonlari
ile ilgili korolojik bir ¢alisma yapmislardir. Calisma sonucunda Caryophyllaceae
familyasinin Kuzey Anadolu'da yayilis gosteren 15 cinse ait, 16' s1 endemik
toplam 70 takson incelenmistir. Bu ¢alismada Petrorhagia cinsine ait incelen 3 tiir
sunlaridir: P. alpina subsp. alpina, P. saxifraga, P. prolifera’dir.

Yildiz (2001) Tirkiye'de yayilis gosteren Caryophyllaceae L. tiirlerini
palinolojik agidan incelemistir. Bu ¢alismada Petrorhagia cinsine bagl {i¢ tiiriin
polen morfolojisini 151k mikroskobu ve taramali elektron mikroskobuyla (SEM)
incelemistir. Incelenen tiirlerin polen morfolojisi agisindan ozellikleri sdyle
verilmistir; P. prolifera polen ¢ap1 40.92um, por ¢apt 5.73um, porlar arasindaki
uzaklik 10.22um, ekzin kalinligi 3.45~m, por sayisi ise 13-16, P. alpina subsp.
alpina Polen ¢ap1 20.68um, por ¢ap1 2.2 um, porlar arasindaki uzaklik 5.00um,
ekzin kalinligr 1.92um, por sayis1 12-14; P. Saxifraga polen ¢api 26.32um, por
capt 3.90um, porlar aras1 uzaklik 7.88um, ekzin kalinlig1 2.42um, por sayis1 12-
15.

Yalginkaya (2006) yiiksek lisans tez calismasinda Ankara Universitesi Fen
Fakiiltesi Herbaryum (ANK)’da Caryophyllaceae familyasinin revziyonunu
gerceklestirmistir.

ANK’da bulunan Caryophyllaceae familyasina ait 2326 bitki 6rneginin
incelenmesi sonucu 29 cins ve bu cinslere ait 410 takson tespit edilmistir.

Petrorhagia cinsine ait Tiirkiye’de daha once kayit altinda olan 12 tiiriin 10 (P.
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armerioides ve P. Syriaca hari¢) tanesinin herbaryum Orneginin oldugu
bildirilmistir.

Aktas (2006) “Tirkiye’nin Petrorhagia (Ser.) Link (Caryophyllaceae)
Cinsi Tiirleri Uzerinde Taksonomik Bir Calisma” adli doktora calismasinda
taksonlara ait morfolojik, anatomik, palinolojik ve sitolojik 6zellikleri kapsamli
bir bigimde ele alinmistir.

Korkmaz (2007) vyiiksek lisans tez c¢alismasinda Gypsophila L.
(Caryophyllaceae) cinsinin Tirkiye revizyonuna hazirlik amaciyla tek yillik
taksonlarmin biyosistematik ozelliklerinin ortaya konulmasini hedeflemis; bu
amagla sistematik, morfolojik, fenolojik ve habitat 6zelliklerini belirlemistir. G.
Pilosa ve G. Confertifolia’ nin yetistigi ortamlarin habitatinda Petrorhagia
tiirlerinide siklikla rastlandigini not etmistir.

Kilig (2007) yiiksek lisans tez calismasinda Tiirkiye’de yayilis gdsteren
Silene L. (Caryophyllaceae) cinsinin seksiyonlarina ait taksonlarin morfolojik,
anatomik, palinolojik ve tohum ozellikleri, tiir tanimlari, teshis anahtarlar1 ve
taksonlarin cografi yayilislar1 aragtirilmstir.

Ataslar (2008) “Tirkiye Petrorhagia (Ser.) Link., Velezia L., ve Saponaria
L. Cinsleri Uzerinde Taksonomik, Morfolojik ve Anatomik Calismalar” baslikli
proje ¢alismasinda Petrorhagia tiirleri arastirtlmis ve daha once zarar gorebilir
(Vulnerable) kategorisinde P. pamphylica, P. lycica ve Az Tehdit Altinda (Lower
risk) kategorisinde degerlendirilen P. peroninii tiirlerinin ti¢ti de CR (Critically
Endangered -Cok Tehlikede) kategorisine dahil edilmistir.

Poyraz (2008) doktora ¢alismasinda Tiirkiye Velezia L. (Caryophyllaceae)
cinsi revizyonunu gergeklestirmistir. Bu g¢alismada anatomik, mikromorfolojik
calismalar yapilmis ve c¢alisma RAPD-PCR DNA parmakizi teknigi ile
desteklenerek cinsin filogenetik soyaci ¢ikartilarak tiirler arasindaki evrimsel iligki
belirlenmistir.

Muca (2009) yiiksek lisans tezi ¢caligmasinda Tiirkiye’de yayilis gdsteren
Ankyropetalum Fenzl. (Caryophyllaceae) cinsine ait tiirlerin anatomik,
morfolojik, palinolojik ve sistematik Ozellikleri incelemistir. Calisma alanlarinin
bir tanesinde kizilgam plantasyonunun oldugu yerlerde Petrorhagia tiirlerinin de

baskin oldugunu goézlemlemistir.
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Giiney (2009) yiiksek lisans tezi calismasinda Tiirkiye'de yayilis gosteren
Ankyropetalum (Caryophyllaceae) cinsine ait A. gypsophiloides, A. reuteri, A.
arsusianum tiirlerinin taksonomisi, morfolojisi, anatomisi, palinolojisi Ve
ekolojisini incelemistir.

Aktas ve ark. (2010a) Tirkiye'de yayilis gosteren Petrorhagia (Ser.) Link
(Caryophyllaceae) taksonlarmin bazi ekolojik o6zelliklerini ¢alismiglardir. Bu
calismada taksonlarin yayilis alanlarinin 6zellikleri belirlenmis, bitkilerin yetistigi
topraklarin fiziksel ve kimyasal analizlerini yapmislardir. Elde ettikleri sonuglar
karsilastirmali olarak degerlendirmislerdir.

Aktas ve ark. (2010b) Tirkiye’nin Petrorhagia tiirlerinin polen
morfolojisini  Isik ve Elektron Taramali Mikroskop (SEM) yardimiyla
incelemislerdir. Palinolojik sonuglar 15181nda tiirlerin sistematik agidan iligkilerini

ele almiglardir.
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1.6. Amacg

Bu calismayla Tiirkiye’nin degisik yerlerinden toplanmis Petrorhagia
(Ser.) Link (Caryophyllaceae) cinsinde bulunan 9 taksona ait toplam 45 birey
kullanilarak PCR tabanli teknik olan ISSR belirtecleriyle genetik akrabalik
seviyelerinin belirlenmesi amaclanmistir. Ayrica ISSR  belirteclerinin  tiir
seviyesinde ayirdedici bantlar verip vermedigi ve dolayisiyla tiir tayininde bu
belirteglerden yararlanilip yararlanilamayacagi ortaya konmus olacaktir.
Giiniimiize kadar olan literatiirlerde Petrorhagia cinsine ait taksonlarla ilgili
molekiiler teknikler kullanilarak yapilan bir calisma heniiz bulunmamaktadir.
Ulkemizde bu cinse ait yapilan bu ilk molekiiler calisma sayesinde bu bitki
tirlerinin daha onceden morfolojik &zellikleri kullanilarak yapilan taksonomik
degerlendirmeler, molekiiler belirtecler kullanilarak filogenetik verilerle
dogrulugu tizerinde karsilagtirma olanagi saglayacaktir. Ayrica bu tiirlerle
yapilacak olan daha kapsamli molekiiler ¢alismalara ve tehlike kategorileri
belirlenen cinsin bazi tiirlerinin korunmasina yonelik yapilacak ¢aligmalar i¢cinde

fikir verecektir.
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Materyal

Bu tez kapsaminda Tirkiye’de yayilis gosteren Caryophyllaceae
familyasindan Petrorhagia (Ser.) Link (Caryophyllaceae) cinsine ait 3’ii endemik
9 takson caligma materyali olarak segilmistir. Bu tiirler Tiirkiye’den cesitli
yerlerden toplanmis ve her bir tiirden beser birey kullanilacak sekilde toplam 45
bireyle materyaller ¢alismaya hazir hale getirilmistir. Bu ¢alismadaki Petrorhagia
tiirleri, Eskisehir Osmangazi Universitesi, Bilimsel Arastirma Projeleri
Komisyonu tarafindan desteklenen “Tiirkiye Petrorhagia (Ser.) Link., Velezia L.,
ve Saponaria L. Cinsleri Uzerinde Taksonomik, Morfolojik ve Anatomik
Calismalar” baslhikli proje kapsaminda (Proje No: 200319054) Ogrt. Gérv. Dr.
flham EROZ-POYRAZ tarafindan toplanilmis olup, herbaryum érnekleri OUFE
kaydi ile saklanilmaktadir (Ataslar, 2008).

Taksonlarin toplanma lokaliteleri su sekildedir:
Petrorhagia lycica (Davis) Ball & Heywood

C2 Mugla: Fethiye, Babadag, esek bayiltan mevkisinin giineyi, 1525-1540 m,
21.07.2006, N 36°31" 67.4"" E29° 11" 76.6"", IEP 104, OUFE 13479.

Petrorhagia cretica(L.) Ball & Heywood

B2 Kiitahya: Tuncbilek, Omerler kémiir ocag: girisi, 932 m, 25.06.2005, N 39°
40" 485" E 29° 27" 16.4"", IEP 80, OUFE 13481. C3 Isparta: Sarkikaraagac,
Kizildag Milli Park1, ca. 1200 m, 14.6.2004, IEP 24, OUFE 13480.

Petrorhagia alpina(Habl.) Ball & Heywood subsp. alpina

C4 Nigde-Aksaray: Hasan dagi, Taspinar yaylasi, 1730 m, 15.06.2006, iEP 95,
OUFE 13483.

Petrorhagia alpina(Habl.) Ball & Heywood subsp. olympica (Boiss.) Ball &
Heywood
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A2 Bursa: Uludag, Sarialan, 1634 m, 06.07.2006, IEP 102, OUFE 13486.
Dumlupinar, Oysu koyii ¢ikisi, Juniperus-Pinus ormani, taslik kuzey yamag, 1090
m, 29.05.2006, N 38° 58" 20.2" E29° 51" 17.8"", IEP 91, OUFE 13485.

Petrorhagia saxifraga (L.) Link

A5 Samsun: Ladik, Hamamayagi-Ladik, kuzey dogu taslik yamag¢, 795 m,
28.06.2005, N 40° 58" 9.2"" E 35° 47" 14.8"", IEP 83a, OUFE 13493; Ladik,
Hamamayagi’na ca. 9 km kala, taglik kuzey yamag, 930 m, 28.06.2005, N 40° 55’
57.5" E35°50" 24.3"", IEP 84, OUFE 13488.

P. pamphylica (Boiss. & Ball) Ball & Heywood

C2 Antalya: Korkuteli-Antalya, 33. km, 415 m, yolun giiney dogusu, Diizlergam1
kopriisiinden sonra, yol kenar1, IEP 105, OUFE 13489. C3 Antalya: Gebiz, mezar
yani, 20 m, kuzey bat1 yoniinde, yer yer Quercus ve Pinus alti, 23.07.2006, N 37°
07°22.2"" E 30° 54" 74.9”", IEP 106, OUFE 13490.

P. peroninii (Boiss.) Ball & Heywood

C4 Antalya: Antalya: Alanya, Mahmutlar-Goziikiigiiklii, bigilmis tarla i¢i, giiney-
giiney bat1 yamag, 109 m, 06.09.2006, N 36° 29" 38.1°" E 32° 07" 24 9"", IEP 110,
OUFE 13491.

P. prolifera (L.) Ball & Heywood

A3 Zonguldak: Devrek-Egerci yolu, Ozbagi’na 300 m kala, 190 m, 30.7.2004,
cay kenarinin iist kismi, yol kenari, IEP 43, OUFE 13492. A5 Samsun: Ladik,
Hamamayagi-Ladik, kuzey dogu taslik yamag, 795 m, 28.06.2005, N 40° 58" 9.2""
E 35°47  14.8", IEP 83b, OUFE 13487.

P. dubia(Rafin.) G. Lopez & Romo

C2 Antalya: Kas-Kale, Kekova kavsagindan 5 km sonra, giiney, Quercus alti,
420 m, 24.04.2005, N 36° 15" 46.4"" E 29° 57" 04.0"", IEP 48, OUFE 13516; Kas-
Kale, Kale girisi, Demre girigine 3 km kala, 30 m, 24.04.2005, N 36° 14" 09.9"" E
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29° 58" 19.9”, IEP 49, OUFE 13517; Demre-Beymelek, yol kenari, 2 m,
24.04.2005, IEP 50, OUFE 13518.

2.2. Yontem

Arastirmada kullanilmis olan PCR tabanli ISSR teknigi DNA izolasyonu,
saflik ve miktar dl¢timleri, PCR uygulamalar1 ve PCR iiriinlerinin Agaroz Jel’ de
yiiriitiilerek jel goriintiileme sisteminde goriintiilenmesi son olarak da bilgisayar

analiz programlar1 yardimiyla yorumlanmasina dayanmaktadir.
2.2.1. Bitki orneklerinin labaratuar ¢calismalari i¢cin hazirlanmasi

Planlanan ¢alisma i¢in arazi ¢aligmalar1 6nceden yapilmis ve bitki drneklerinin
teshisi gergeklestirilmistir. Molekiiler analizlerde kullanilacak DNA materyalini
izole etmek amaciyla bitkilerden toplanan gen¢ yapraklar kuru buz igerisinde
laboratuara getirilerek -20 °C’ye konulmustur. Bundan sonraki asama yapraklar
alinip siv1 azot ile beraber havanda doviilerek toz haline getirilmistir. Toz haline

getirilen bitki 6rnekleri DNA izolasyonu yapilana kadar -20 °C’de bekletilmistir.
2.2.2. DNA izolasyonu ve saflastirilmasi

DNA izolasyonu igin daha onceki ¢alismalaramizdan yapilan 6n denemelerde
en uygun yontemin 2XCTAB (cetil three metil amonyum bromid) (Doyle ve
Doyle, 1987) yontemi oldugu belirlenmistir. Bundan dolay:, bu ¢alismada da
DNA izolasyonu 2XCTAB metoduna gore yapilmis ve kullanilan ekstraksiyon

cozeltisi asagidaki gibi hazirlanmistir.

CTAB Litik Tampon hazirlanmas;

NaCl 14 ml 1.4 M veya 4.095 g toz
Tris 1M (pH=8) 5mil
CTAB (cetil three metil amonyum bromid) lor
EDTA (0.5 M) 2ml
PVP (polyvynil pyrodine) 0.5¢r
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Soliisyonun son hacmi 50 ml’ye steril distile su ile tamamlanmis ve 120°C’de 20
dakika otoklavlanmigtir. Steril edildikten sonra tampona 200 pl merkaptoetanol

eklenmistir.

Daha sonra DNA izolasyonu prosediiriine devam edilerek izolasyon tam olarak

gergeklestirilmistir.
2X CTAB DNA izolasyonu:

e (Calismadan once 2x CTAB (Hexadecyltrimthylammonium bromide)
tamponu 65°C’de 1sitilmig ve hazir hale getirilmistir.

e Sivi azotta ogiitilmiis 200- 500 mg Petrorhagia tiirleri dokusu 2ml’lik
ependorf tiiplerine alinarak tizerine 800-1500 ul CTAB tamponu eklenerek
homojen hale gelene kadar yavasc¢a pipetlemistir.

e Karisim tiipii 62°C’de 30-60 dakika inkiibe edilmis ve her 5 dk. bir tiipler
alt iist edilmistir.

e Karigim tiipiine esit hacimde kloroform:isoamil alkol eklenmis ve 10
dakika boyunca alt iist edilerek karistirilmistir.

e Karisim 7500 rpm’de 10 dakika 30 santrifiijlenmis ve iistte kalan sivi
kistm yeni tiipe aktarilmigtir. Aktarilan miktar pl cinsinden kayit
edilmistir.

e Aktarilan miktar 2/3’i kadar -20°C’de bekletilen isopropanol karigima
eklenmis birka¢ kere alt iist edildikten sonra -20°C’de 2 saat inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sonunda karigim tiipii 10 000 rpm’de 10 dk.
santrifiijlenmistir.

e DNA peleti 300 pl % 70’lik etil alkol ile yikanmis ve g¢eker ocakta
kuruyana kadar bekletilmistir. Kuruyan DNA peleti istenilen DNA
konsantrasyonuna gore steril deiyonize suda ¢oziindiiriilmiistiir. (Doyle ve

Doyle, 1987; Poyraz, 2007)

2.2.3. DNA Kkonsantrasyonunun spektrofotometrik 6l¢iimii

Izolasyonu sonucu elde edilen DNA o6rneklerinin miktar ve saflik tayinleri

Nanodrop spektrofotometre cihazinda 260 ve 280 nm dalga boylarinda okunarak
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tespit edilmigtir. Ayrica DNA oOrneklerinin kalitesi 9%0,8’lik agaroz jelde
yiiriitiilerek de belirlenmistir. Elde edilen miktarlar kullanilarak DNA’lar pl’sinde

2 ng olacak sekilde seyreltilmis ve ¢alisma soliisyonu olarak kullanilmistir.

2.2.4. ISSR-PCR analizleri

Bitki orneklerinden izole edilmis DNA’lar ile 06zel olarak iiretilen
labaratuarlardan hazir halde satin alinacak primerler kullanilarak amplifikasyon
gerceklestirilmisgtir.  Elde edilen DNA’nin  amplifikasyonu PCR metotu ile
yapimistir. Calismada kullanilan ISSR primerlerin baglanma sicakliklarinin

belirlenmesinde su formiil kullanilmastir:

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

ISSR teknigi, 5° ve 3’ sonda giliclendirilen kisa, tekrarlanan DNA zincirlerinin
primer olarak PCR reaksiyonunda kullanilmasini, PCR iriinlerinin elektroforez ile
biiyiikliiklerine gore ayrilmasini ve jel ilizerinde DNA’larin tespitini igerir
(Zietkiewicz ve ark., 1994). Primer olarak 2 ile 4 arasinda degisen farkli veya ayni
niikleotidlerle sabitlestirilen, basit olarak tekrarlanan DNA zincirleri kullanilir. Bir
reaksiyonda tekrarlanan zincir ayn1 kalmak kaydiyla, sabitlestiricic DNA’larin
farkli kombinasyonlar1 primer olarak ayni reaksiyonda kullanilarak bir tek PCR
reaksiyonunda gii¢lendirilen hedef DNA zincirlerinin sayisini — arttirilir.
Dolayisiyla da bir tek jel {izerinde tiretilebilecek bant ya da markir sayis1 arttirilir.
Bu, diger DNA markirlarinin iiretebildigi sayilarla karsilagtirildiginda nemli bir
avantaj saglar (Fang ve ark., 1997). RAPD markirlarinda oldugu gibi, genellikle

dominant markirlar verir (Giilsen ve Mutlu, 2005).

Amplifikasyonda 10 adet ISSR markorii kullanilmistir. Bu primerlerle
ilgili ayrintili PCR reaksiyonlar1 Progene ve Techne TC-5000 gradient termal
dongi aleti kullanilarak gergeklestirilmistir.
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Cizelge 2.1. Amplifikasyonda kullanilan ISSR primerleri ile ilgili ayrintili bilgiler

Primerin adi Primerin dizisi (5°...... 3) Baglanma Primer G/IC
sicakhigi uzunlugu (%)
O (be)

GAG-(CAA)s gAg CAA CAA CAA CAA CAA 50 18 38.89
VHV-(GT),G VHV gTg TgT gTg TgT gTg 54 18 44.44
(GT)YC gTg TgT gTg TgT gTg TYC 54 18 50.00
(AG)sT AgA gAg AgA gAg AgA gT 50 17 47.06
(AG)gC AgA gAg AgA gAg AgA gC 52 17 52.94
(AC)sC ACA CAC ACACACACACC 52 17 52.94
(AGC)G AgC AgC AgC AgC AgC AgC g 64 19 68.42
(AGC)sC AgC AgC AgC AgC AgC AgCC 64 19 68.42
BDB-(ACA)s BDB ACA ACA ACA ACA ACA 52 18 27.78
DD-(CGA)s DDC gAC gAC gAC gAC gA 54 17 58.82
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Y=(C,T) B=(C,G,T) D=(AG,T) V=(AG,T)
Hazirlanan PCR mix i¢in uygulanan PCR protokolii soyledir;

Cizelge 2.2. Uygulanan PCR Protokolii

Sicaklik Siire Dongii
On denatiirasyon 94 °C 4 dk 1
Denatiirasyon 94 °C 45 sn
Baglanma 50-64 °C 45 sn 45
Uzatma 72 °C 90 sn
Son uzatma 72 °C 7dk 1
4 Bekleme

2.2.5. Agaroz Jel Elektroforezi ile Yiiriitme
DNA ve PCR driinleri yatay jel elektroforez kiti (Thermo Ltd.)
kullanilarak agaroz jel iizerinde ayristirnlmistir. izole ettigimiz DNA’larin ayrim

i¢in %0,8’lik, PCR triinlerimizin ayrimr igin %1,2’1liik agaroz jeller kullanilmistir.
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Agaroz jeller 5X TBE tamponunun seyreltilmesi ile elde edilen 0.5X TBE
tamponu ile hazirlanmistir. 0.5X TBE tamponu icinde kaynatilan agaroz
katilasmadan once DNA’larin ayrimimda 2 ul PCR iriinlerimizin ayrima igin ise 4
ul etidyum bromid ilave edilerek karistirilip ve jel tablasina dokildiikten sonra,
0.5X TBE tamponu elektroforez tankinda tampon soliisyonu olarak kullanilmistir.

PCR iiriinlerini jelde yiirlitmek i¢in her bir 6rnekten 6 pl alinmis ve 1 pl
yiikkleme tamponu ilave edilerek kuyucuklara yiiklenmistir. Bant biiyiikliklerinin
belirlenmesi amaciyla jele 100 bg markarleri de yiiklendikten sonra %1,2” lik jel
90V’da 80 dakika yiiriitilmistiir.

2.2.6. DNA bantlarinin goriintiilenmesi ve degerlendirilmesi

Yiriitme islemi tamamlandiktan sonra olusan bant profilleri UV
translimiinatorii altinda gézlemlenmis ve Uvitec marka jel dokiimantasyon sistemi
kullanilarak fotograflanmistir. Amplifikasyon sonucu olusan ISSR bantlarinin
biiylikliikleri DNA markirlarindaki bantlarin  biiytikliikleri ile kiyaslanarak
yapilmustir.

bpng0Swg %

000 280 56
; 2000 280 56

1500 280 56
/. 1200 280 56
/ 1000 800 16.0
4 90 27.0 54
7 800 270 54
— 700 27.0 54
— 800 270 54
- 500 800 160
— 400 300 6.0
— 300 300 60

20 300 80

— 100 300 60

1.7% Topidor™ LE GO Agaose (#R0491)

Sekil 2.1. Fermentas GeneRuler 100 b¢ DNA Ladder Plus

Ayrica her bir primerden elde edilen bantlarin Gel Pro Analyzer 4.0 programi

kullanilarak molekiiler agirliklar1 ayrintili olarak tek tek hesaplanmistir. Gel Pro
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Analyzer 4.0 programinda her bir primer i¢in elde edilen analiz sayilar ile jel
fotograflar1 karsilagtirilarak bantlarin her bireyde var (1) ya da yok (0) seklinde
sayilmasiyla ikili matris olusturulmustur. Genetik gesitlilik seviyeleri polimorfik
bant yizdesi (PPB), gozlenen allel sayisi (na), etkili allel sayisi (ne), toplam
heterozigotluk (H;), Shannon indeks degerleri (I) ve Nei genetik gesitlilik (h)
POPGENE-Version 1.32 (Population Genetic Analysis) bilgisayar paket programi
ile analiz edilmistir. Genetik uzaklik degerleri (Nei, 1978) UPGMA teknigiyle

dendogram olusturmada kullanilmistir.
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3. BULGULAR

3.1. DNA izolasyonu

Dogadaki canlilarin tlimiine yakin kisminda genetik materyal DNA’dir. Bu
nedenle genetik materyalle yapilacak c¢esitli ¢alismalarda molekiiler biyoloji
tekniklerinin uygulanabilmesi i¢in Oncelikle yiiksek molekiil agirlikli DNA
molekiiliiniin saf bir sekilde elde edilmesi gerekmektedir. Yaptigimiz bu
calismada Petrorhagia cinsine ait 9 takson ve her taksondan 5’er birey olacak
sekilde toplam 45 bireye ait bitkilerin her birinin ayr1 ayri geng yapraklarindan
alian ornekler s1vi azot icinde, porselen havan ve tokmak yardimiyla ¢giitiilmiis,
pudra haline getirilmistir. 2XCTAB yontemi ile DNA izolasyonu
gercgeklestirilmistir. Daha sonra 6giitiilen bu materyallerden laboratuarimizda rutin
olarak kullanilan 2XCTAB (cetil three metil amonyum bromid) (Doyle ve Doyle,
1987) yontemiyle genomik DNA izolasyonu yapilmaistir.

3.1.1. DNA Miktar ve Saflik Tayini

Niikleik asitlerin nanogram veya mikrogram diizeyindeki miktarlarinin
belirlenmesi, molekiiler biyoloji alaninda calisan arastirmacilar icin temel
noktalardan biridir. Genellikle izole edilen kromozomal ve/veya kromozom dis1
DNA’larin miktar tayininde absorbsiyon temeline dayanan spektrofotometrik
yontemler kullanilir. Toplam 45 bitki 6rneginden izole edilmis DNA’larin
miktarlart Nanodrop Spektrofotometre kullanilarak belirlenmistir. Buna gore
2XCTAB yontemi kullanilarak 200-500 mg arast bitki Ornegi Ogiitlilmiis
materyallerden en diisiik 95.0 ng/ul ve en yiliksek 3854,8 ng/ul arasinda
miktarlarda genomik DNA elde edilmistir. 260 nm’de o6lgiilen 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 saflastiriimig
DNA’da yaklasik olarak 1.8-2.0 arasinda olmalidir. Eger ortamdan fenol ya da
protein gibi Kkirleticiler yeterli diizeyde uzaklastirilamamigsa bu deger

beklenenden daha diisiik olarak gdzlemlenecektir. Bu ¢alisma kapsaminda elde
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edilen her bireye ait saflik degerleri 1.86 - 2.30 arasinda degismektedir. 2.0’ 1n
tizerinde 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
kalmamugtir. Petrorhagia (Ser.) Link cinsinin elimizdeki taksonlara ait toplam 45

bireyin DNA miktar ve saflik degerleri ¢izelge 3.1’de verilmistir.

Cizelge 3.1. PCR analizi i¢in izole edilen drneklerin DNA miktar ve saflik degerleri

Taksonlara | DNA miktari (ng/pl) Saflik (260/280nm)
ait bireyler

1 1400.8 2.23
2 522.4 2.05
P. alpina 3 3406.4 2.30
subsp. 1111 211

alpina 4
5 3854.8 2.10
6 238.4 1.95
P. alpina 7 171.4 1.90
subsp. 3 210.4 2.08
olympica 9 213.6 1.86
10 196.2 1.86
11 420.5 1.85
12 216.9 1.87
P. cretica 13 252.9 1.90
14 1463.7 2.07
15 498.1 2.01
16 390.0 2.06
17 396.3 2.12
P. dubia 18 467.3 2.04
19 466.7 1.93
20 504.0 1.89
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Cizelge 3.1. (Devam) PCR analizi i¢in izole edilen drneklerin DNA miktar ve saflik degerleri

Taksonlara DNA miktari (ng/pl) | Saflik (260/280nm)
ait bireyler
21 153.7 2.01
22 352.6 1.98
P. lycica 23 172.6 1.89
24 416.9 2.12
25 3410.6 2.12
26 485.9 1.96
p. 27 3429 1.90
peroninii 28 1779.9 1.97
29 414.1 2.0
30 1726.9 2.13
31 263.3 2.03
p. 32 264.2 2.08
pamphylca 33 459.3 2.01
34 113.8 2.09
35 395.5 2.20
36 262.0 1.90
37 95.0 1.82
poliera |2 i =
39 ' )
0 208.1 1.95
a1 404.6 2.19
p. a2 867.7 2.03
saxifraga a3 836.2 2.07
aa 399.6 1.97
a5 385.5 2.34

3.2. ISSR-PCR Optimizasyonu

Elde edilen genomik DNA’nin kisa oligoniikleotid primerler kullanilarak
amplifikasyonunun gerceklestirilmesinde kullanilan parametreler reaksiyon
kosullarina karsi duyarli oldugundan her bir parametrenin miktar ya da
sicakligimin  optimize edilmis olmasi1 gerekmektedir. Kalip DNA’nin

konsantrasyonu ve safligi, primer, MgCl, konsantrasyonu, baglanma (annealing)
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sicakligr ve gevresel faktorler DNA amplifikasyonunu etkilemektedir. Reaksiyon
bileseni olan her bir parametre igin c¢esitli reaksiyonlar kurularak optimum
miktarlar belirlenmeye ¢alisilmistir. Bu sayede optimum ¢alisma protokolii elde

edilmistir.

3.2.1. Primer Konsantrasyonu Optimizasyonu

Bu tezde galisilan taksonlardan ilk once her taksondan bir birey secilerek
toplam 24 ISSR primeri test edilmistir. Her bir primer i¢in 100 uM ‘lik stok
sollisyondan 2.5 uM’ lik ¢alisma soliisyonlar1 hazirlanmistir. Hazirlanan ¢aligma
soliisyonlarindan ilk 6nce birka¢ 6rnek segilerek 1.5, 2, 3 ve 4 ul kullanilarak
reaksiyonlar test edilmistir. Elde edilen {irlinler agaroz jel ile kontrol edilmis ve
calisan primerlerde en iyi sonuglar 1.5 ve 2 pl’de alinmistir. Iyi sonug veren ISSR

primerlerinden 10 tanesi bunlarin arasindan tercih edilmistir.

3.2.2. MgCl , konsantrasyonun optimizasyonu

Magnezyum, Tag DNA polimeraz enziminin etkinligini belirleyen 6nemli
bir reaksiyon bilesenidir. Eger reaksiyon karisimi 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.

Mg konsantrasyonunu reaksiyonun spesifikligini ve ozellikle iiriin
kalitesini etkileyen bir faktordiir. Bundan dolay: her bir primer igin optimizasyonu
yapilmustir. Optimizasyonda 1.5 ve 2 pl olacak sekilde Mg+2 kullanilmig ve en iyi
sonuglar primerlere gore degiskenlik gostermekler beraber 1.5 ve 2 ul’lik
konsantrasyonlardan elde edilmistir. Sonug olarak yapilan tiim protokollerde her
bir primer igin belirlenen en uygun Mg*? konsantrasyonu 1.5 ve 2 pl olacak
sekilde  kullanilmistir.  Yapilan  optimizasyon  calismalarinda Mng2
konsantrasyonunun elde edilen bantlarin parlakligimi ve sayisini etkiledigi

sonucuna varilmustir. Yiiksek Mg konsantrasyonunda elde edilen bantlar daha
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parlak olmasina karsin, spesifik olmayan amplifikasyon iiriinii olusumu meydana
gelmistir. Diisiik Mg konsantrasyonunda ise bant olusumu daha silik ve zayif

olurken, tiriin olusumu da nispeten daha azdir.

3.2.3. Kalip DNA konsantrasyonunun optimizasyonu

Kullanilan kalip DNA polimeraz zincir reaksiyonunun (PCR) en Kkritik
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 inhibitérler DNA’nin
safligin1 olumsuz yonde etkilemektedir. Kalip DNA miktarinin fazla olmasi
amplifikasyonun basarisiz olmasina yani hedef DNA’ya primerin baglanmasina
engel olabilir. Ayrica reaksiyon ig¢indeki kalip DNA’nin azlig1 ya da fazlalig: elde
edilen amplifikasyon iiriin sayisini, netligini etkilemektedir. Izole ettigimiz
DNA’lardan pl’de 2 ng olacak sekilde ¢alisma soliisyonlar1 hazirlanmistir. Bu
soliisyonlardan 2, 3, 4 ve 5 ul DNA kullanilarak reaksiyonlar yapilmistir. En iyi
sonuglar 1.5 ve 2 mikrolitrede elde edilmis ve gergeklestirilen tiim reaksiyonlarda

2 pl yani 4 ng kalip DNA kullanilmistir.

3.2.4. Primer baglanma 1s1s1 optimizasyonu

Bu tez kapsaminda calisilan Petrorhagia cinsine ait taksonlar i¢in denenen
ISSR primerlerinden en iyi sonu¢ veren 10 ISSR primeri tercih edilmistir.
Amplifikasyona baslamadan 6nce 10 primerin her birinin baglanma (annealing)
sicakligi belirlenmistir. Bunun icin oOncelikle her bir primerin baglanma
sicakliklar1 parantez i¢inde verilen formiil yardimiyla tespit edilmistir:

[(A+T’lerin sayis1) X2 °C + (G+C’lerin sayis1) x4 °C ].
Belirlenen bu degerin -4 ve +4 °C araliklar1 Techne TC-5000 gradient termal

dongii aleti kullanilarak denenmis ve her bir primerin en iyi ¢alistigi baglanma

sicaklig tespit edilmistir.
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Cizelge 3.2. Caligmada kullanilan primerlerin optimizasyon degerleri

TEST EDILEN DEGERLER OPTIMUM DEGERLER
Primer T. MgC, | Primer Kalip T, | MgCl, | Primer | Kalip
Adt (°C) (mM) | (mM) | DNA(ng) | (°C) | (mM) | (mM) | DNA
(ng)
GAG- 50 2 1.5-2-3 4-8 50 2 15 4
(CAA);
VHV- 54-55 2 2-3 4-8 54 2 2 4
(GT),G
(GT)gYC | 50-54-55 2 2-3 4-8 54 2 2 4
(AG)sT 50 2 2 4-8 50 2 15 4
(AG),C | 49-50- | 152 | 152 | 4810 52 2 2 4
51-52
(AC)sC 52 15-2 | 15-2 4-10 52 2 2 4
(AGC)G 64 15-2 | 1.5-2-3 4-8 64 2 15 4
(AGC),C 64 15-2 | 1.5-2-3 4-8 64 2 15 4
BDB- 49.5-50- | 1.5-2 | 1.5-2-3 4-8 52 2 15 4
(ACA)s 52
DD- 54-55 2 2-3 4-8 54 2 2 4
(CGA)s
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Sekil 3.1. GAG-(CAA);s primeri ile Petrorhagia bireylerinde olusan bant profilleri
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Sekil 3.2. VHV-(GT),G primeri ile Petrorhagia bireylerinde olusan bant profilleri
47
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Sekil 3.3. (GT)gYC primeri ile Petrorhagia bireylerinde olusan bant profilleri
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Sekil 3.4. (AG)gT primeri ile Petrorhagia bireylerinde olusan bant profilleri
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Sekil 3.5. (AG)8C primeri ile Petrorhagia bireylerinde olusan bant profilleri

50



IVERSITESI

@) ANADOLU UN

Sekil 3.6. (AC)gC primeri ile Petrorhagia bireylerinde olusan bant profilleri
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Sekil 3.7. (AGC)eG primeri ile Petrorhagia bireylerinde olusan bant profilleri
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Sekil 3.8. (AGC)sC primeri ile Petrorhagia bireylerinde olusan bant profilleri
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Sekil 3.9. BDB-(ACA)s primeri ile Petrorhagia bireylerinde olusan bant profilleri
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Sekil 3.10. DD-(CGA)s primeri ile Petrorhagia bireylerinde olusan bant profilleri
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3.3. ISSR Sonuc¢larinin Degerlendirilmesi

Calismada 10 adet ISSR primeri kullanilmis ve toplam 409 adet ISSR
banti olusturmustur. Daha sonra bantlar her bireyde var (1) ya da yok (0) seklinde
sayllmasiyla ikili matris olusturulmustur. DNA bantlarinin degerlendirilirken
tirler arasindaki genetik mesafe POPGENE32 versiyon 1.32 (Population Genetic
Analysis) bilgisayar paket programi ile analiz edilmistir. Primerlerin olusturdugu
bant sayilar1 25 ile 64 arasinda degismekte olup, ortalama bant sayis1 41,1°dir.
Bantlarin biiytikliikleri 200 bg ile 2500 bg arasinda degismektedir. Fakat bantlar
en ¢ok 500 ile 1500 bg arasinda bulunmaktadir. En kiigiik bant biiytikliigii (AG)sT
primerinde 200 bgolarak, en biiyiik bant ise (AGC)sC primerinde 2500 bg¢ olarak
saptanmistir. Primerlere gore bant sayilar1 ve biiyiikliikleri ayrintili olarak cizelge

3.3’ de verilmistir.

Cizelge 3.3. ISSR primerlerinin olusturduklar1 bant sayilar1 ve biiyiikliikleri

Primer Adx Bant sayisi En kii¢iik bant (b¢) En biiyiik bant (bg)
GAG-(CAA)s 37 450 2000
VHV-(GT),G 34 295 1885

(GT)gYC 43 329 1955
(AG)gT 25 200 1440
(AG)sC 29 359 1864
(AC)C 38 446 1792

(AGC)sG 54 261 2143

(AGC),C 64 220 2500

BDB-(ACA)s 36 300 2000
DD-(CGA)s 49 250 2417

Calisilan primerlerin tamami polimorfik 6zellik gostermistir. 10 ISSR
primeri toplam 409 bant olusturmus olup tiirler arasinda degerlendirildiginde bu
bantlarin hepsi polimorfiktir. En az bant veren (AG)sT primeri 25 bant, en gok
bant veren (AGC)sC primeri 64 bant vermistir. Boylece primerlerin olusturdugu
bantlar tiirler aras1 degerlendirildiginde polimorfizim oran1 % 100’ diir. Fakat baz1
primerlerin tiir i¢i ¢esitliligi belirlemede daha giiglii sonuglar verdigi ve
monomorfik bant sayisinin tiir i¢i agisindan degerlendirildiginde ise yiiksek
derecede ayirim saglandigi  gozlenmistir. Kullanilan ISSR  primerlerinin
Petrorhagia taksonlarinda alttiir ve tiir i¢i olusturduklari monomorfik bant

durumlar ¢izelge 3.4’ de verilmistir.
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Cizelge 3.4. ISSR primerlerinin Petrorhagia taksonlarinda tiir i¢i olugturduklari monomorfik

bant sayilari

GAG | VHV BDB DD-
- - (GT)s | (AG) | (AG) | (AC) | (AGC) | (AGC) - (CG
(CA | (GT) YC gT sC eC G 6C (AC A)
A)s -G A)s >
P.
alpina 3 i i ) 3 i i i 3 i
subsp.
alpina
P.
alpina i
subsp. 3 - - 6 - 3 - - -
olympic
a
P. 4 - - 1 . i i 1 -l
cretica
P. dubia 2 - - - - - - - 3 1
P. lycica 5 1 - 2 - 2 1 - 6 3
P.
peronini 3 - 1 - - - - 1 - -
i
P.
pamphyl 1 1 - - 1 - - 1 7 3
ica
P.
prolifer 1 - 1 2 1 2 1 3 7 3
a
P.
saxifrag 1 - 1 1 3 1 1 1 5 4
a

Tiir igi ve tiirler aras1 genetik ¢esitlilik analizi POPGENE 1.32 kullanilarak
gerceklestirilmistir.  Gozlemlenen allel sayist (ng), etkili allel sayisi (ng),
Shannon’un indeks degerleri (I) ve Nei genetik ¢esitlilik (h) parametreleri genetik
cesitlilik seviyesinin tahmin edilebilmesi i¢in POPGENE 1.32 (Yeh ve Yang,
1999) ile hesaplanmistir.

Calisilan 9 takson igin tiir igerisindeki polimorfik lokus sayis1 96 ile 149
arasinda degisirken, Polimorfik bant yilizdesi (PPB) degerleri %23.36 - 36.25

arasindadir.

57



IVERSITESI

@) ANADOLU UN

Cizelge 3.5. Petrorhagia tiirlerinin 9 taksonu i¢in polimorfik lokus say1 ve yiizdeleri

P. alpina 124
subsp. Polimorfik lokus say1s1
alpina Polimorfik bant yiizdesi 30.17
P. alpina 107
subsp. Polimorfik lokus say1s1
olympica Polimorfik bant yiizdesi 26.03
120
P. cretica Polimorfik lokus sayist
Polimorfik bant yiizdesi 29.20
135
P. dubia Polimorfik lokus sayis1
Polimorfik bant yiizdesi 32.85
123
P. lycica Polimorfik lokus sayisi
Polimorfik bant yiizdesi 29.93
149
P. peroninii Polimorfik lokus sayisi
Polimorfik bant yiizdesi 36.25
146
P. pamphylica Polimorfik lokus sayis1
Polimorfik bant yiizdesi 35.22
96
P. prolifera Polimorfik lokus sayis1
Polimorfik bant ytizdesi 23.36
114
P. saxifraga Polimorfik lokus sayisi
Polimorfik bant yiizdesi 27.74

Allel sayis1 1.2603 ile 1.3625 arasinda degismektedir. Etkili allel sayist
(ne), Nei genetik ¢esitlilik (h) ve Shannon’s indeks degerleri () P. pamphylica’da
en yiiksek (ne: 1.1707, h: 0.1073; I: 0.1135), en diisiik degerlerin P. alpina subsp.
olympica etkili allel sayis1 (ne; 1.1189) ve P. prolifera’ da (h: 0.0736; I: 0,3673)
oldugu goriilmiistiir. Her bir takson igin, Nei genetik cesitliligi (h) 0.0736 ile

0.1073 arasinda bulunmustur.
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Cizelge 3.6. Petrorhagia tiirlerinin 9 taksonu i¢in genetik parametre degerleri

Takson PPB N, (Ss*) N, (S5*) h (ss*) I (ss*)
(%)

P. alpina 30.17 1.3017 1.1400 0.0893 0.1401
subsp. (0.4596) (0.2584) (0.1503) (0.2260)
alpina

P. alpina 26.03 1.2603 1.1189 0.0758 0.1193
subsp. (0.4394) (0.2446) (0.1417) (0.2134)

olympica

P. cretica 29.20 1.2920 1.1338 0.0849 0.1335

(0.4552) (0.2583) (0.1479) (0.2219)

P. dubia 32.85 1.3285 1.1408 0.0915 0.1456

(0.4702) (0.2527) (0.1469) (0.2224)

P. lycica 29.93 1.2993 1.1462 0.0911 0.1417
(0.4585) (0.2735) (0.1551) (0.2308)

P. 36.25 1.3625 1.1645 0.1053 0.1657
peroninii (0.4813) (0.2725) (0.1567) (0.2351)
P. 35.52 1.3552 1.1707 0.1073 0.1673
pamphylica (0.4792) (0.2839) (0.1615) (0.2406)
P. prolifera | 23.36 1.2336 1.1199 0.0736 0.1135
(0.4236) (0.2600) (0.1465) (0.2173)

P. 27.74 1.2774 1.1322 0.0828 0.1293
saxifraga (0.4482) (0.2625) (0.1490) (0.2224)

*ss: standart sapma

Dendogram olusturulurken, genetik uzaklik degerleri hesaplanmasi
sirasinda Petrorhagia taksonlarinda braktelerin kaliksi ortmesi ya da 6rtmemis
olmasi durumlarina gore 2 farkli grup olusturulup analiz edilmis ve 2 dendogram
elde edilmistir. Birinci grup -braktelerin kaliksi 6rtmiis durumuna gore- 5 tiir (P.
dubia, P. peroninii, P. pamphylica, P. prolifera ve P. saxifraga) , ikinci grup ise -
braktelerin kaliksi 6rtmemis durumuna gore 4 tiirii i¢ine almakla beraber P. alpina
subsp. alpina, P. alpina subsp. olympica, P. cretica ve P. lycica tiirlerini
icermektedir. Ayrica 9 taksonu bir arada degerlendiren temel bir dendogram daha

olusturulmus ve aralarindaki genetik mesafeler bulunmustur.

Cizelge 3.7. Petrorhagia taksonlar birinci grup (braktelerin kaliksi 6rtmiis) igin Nei (1978)

genetik benzerlik (iist tiggen matris) ve genetik uzaklik (alt Giggen matris)

Ol¢limleri
Takson 4 6 7 8 9
4 FkHk 0.9638 0.9335 0.9309 0.9315
6 0.0369 FrAk 0.9374 0.9198 0.9202
7 0.0688 0.0647 falaialed 0.9026 0.8998
8 0.0716 0.0837 0.1025 fakaiael 0.9176
9 0.0710 0.0832 0.1056 0.0860  ****
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Cizelge 3.8. Petrorhagia taksonlar1 ikinci grup (braktelerin kaliksi 6rtmemis) i¢in Nei (1978)

genetik benzerlik (iist tiggen matris) ve genetik uzaklik (alt icgen matris)

Ol¢timleri
Takson 1 2 3 5
1 FkKxk 0.9723 0.9487 0.9091
2 0.0281  **x** 0.9424  0.9005
3 0.0527 0.0593 Fokkx 0.9099
5 0.0954 0.1048 0.0944 Fekkx

Sekil 3.11. UPGMA teknigi ile Petrorhagia taksonlari genetik uzaklik dendrogramlari

oo (4) P. dubia
ommmmmmmmeeeeen 1
o 2 oo (6) P. peroninii
! !
+--3 + (7) P. pamphylica
1o
-4 + (8) P. prolifera
!
+ (9) P. saxifraga

a) Brakteler kaliksi 6rtmiis durumuna gore

T— (1) P. alpina subsp. alpina
Fommmmme e 1
e 2 R (2)P. alpina subsp. olympica
! !
-3 + (3) P. cretica
|
+ (4) P. lycica

b) Brakteler kaliksi 6rtmemis durumuna gore

Nei (1978)’yi temel alan genetik benzerlik ile genetik uzaklik matrisi ¢izelge 3.9
da verilmistir. Buna gore c¢alisilan taksonlar arasinda genetik uzaklik degerleri

0.0382 ve 0.1198 arasinda degismektedir. Birbirine genetik olarak en yakin
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taksonlar P. alpina subsp. alpina ve P. alpina subsp. olympica (genetik uzaklig
0.0382)’ dir. Tiir olarak ele aldigimizda birbirine en yakin tiirler P. dubia ve P.
peroninii (0.0491) en uzak tiirler ise P. lycica ve P. saxifraga (0.1198) dur.

Cizelge 3.9. Petrorhagia taksonlar1 i¢in Nei (1978) genetik benzerlik (iist liggen matris) Ve genetik

uzaklik (alt liggen matris) dlglimleri

Takson 1 2 3 4 5 6 7 8 9

1 Rk 0.9626 0.9386 09380 0.8990 0.9380 0.9054 0.9061 0.9044
2 0.0382  **** 09333 0.9324 0.8914 0.9337 0.9027 0.9087 0.9049
3 0.0634 0.0691 **** 09392 0.9002 0.9410 0.9159 0.9157 0.9046
4 0.0640 0.0700 0.0628  **** 09091 0.9521 0.9221 0.9216 0.9216
5 0.1064 0.1150 0.1052 0.0952  **** 09016 0.8878 0.8924 0.8871
6 0.0640 0.0686 0.0608 0.0491 0.1035  **** 0.9250 0.9097 0.9096
7 0.0993 0.1024 0.0879 0.0811 0.1190 0.0780 ****  0.8926 0.8893
8 0.0987 0.0957 0.0880 0.0817 0.1139 0.0947 0.1136 **** 0.9089

9 0.1005 0.1000 0.1002 0.0816 0.1198 0.0948 0.1174 0.0955  ****

R (1) P. alpina subsp. alpina
I PR (2) P. alpina subsp. olympica

! I+ (3) P. cretica

+--5 ! oo (4) P. dubia

Lo S SR— (6) P. peroninii

b+ (7)P. pamphylica

oo+ (8) P. prolifera

I+ (9) P. saxifraga

+ (5) P. lycica
Sekil. 3.12. UPGMA teknigi ile Petrorhagia taksonlarinin genetik uzaklik dendrogrami
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ISSR wverileri kullanilarak POPGENE 1.32 (Yeh ve Yang, 1999) paket
programinda Nei (1972) genetik uzakliklarina gore yapilan UPGMA kiimeleme
analizinde 9 Petrorhagia taksonu i¢in olusturulan dendogramda iki ana grup
karsimiza ¢ikmaktadir. Tk grup sadece P. lycica tiiriinii icermektedir. 2. Grup ise
4 alt gruba ayrilmakta P. saxifraga, P. prolifera ve P. pamphylica her biri bir alt
grubu olusturmaktadir. En biiyiik alt kiimeyi de P. alpina subsp. alpina, P. alpina

subsp. olympica, P. cretica, P. dubia ve P. peroninii taksonlarini igermektedir.
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4. TARTISMA VE SONUC

Bu ¢alismada Tirkiye’nin degisik yerlerinden toplanmig Petrorhagia
(Ser.) Link (Caryophyllaceae) cinsinde bulunan 9 taksonun her birinden 5 birey
kullanilarak toplam 45 bireyle calisilmis ve PCR tabanli teknik olan ISSR
belirtegleriyle genetik akrabalik seviyelerinin belirlenmesi hedeflenmistir. Bu
taksonlar P. dubia (Rafin.) G. Lopez & Romo (Syn. P. velutina), P. prolifera (L.)
Ball & Heywood, P. pamphylica (Boiss. & Ball) Ball & Heywood, P. peroninii
(Boiss.) Ball & Heywood, P. saxifraga (L.) Link, P. cretica (L.) Ball & Heywood,
P. alpina subsp. alpina (Habl.) Ball & Heywood, P. alpina subsp. olympica
(Boiss.) Ball & Heywood, P. lycica (Davis) Ball &Heywood’ tur. Yapilan
literatiir ¢aligmalar1 sirasinda Tiirkiye’de dogal olarak yayilis gosteren
Petrorhagia tasonlar1 i¢in yapilmis molekiiler diizeyde herhangi bir ¢alismaya
rastlanmamustir. Ulkemizde su ana kadar Petrorhagia taksonlariyla ilgili yapilmis
en kapsamli ¢alisma Aktas (2006) tarafindan yapilmis olan morfolojik, anatomik,
palinolojik ve sitolojik verilerin ortaya kondugu “Tirkiye’nin Petrorhagia (Ser.)
Link (Caryophyllaceae) Cinsi Tiirleri Uzerinde Taksonomik Bir Calisma” adli
doktora tezi caligmasidir. Petrorhagia cinsi Diinyada Yunanistan’dan sonra en
fazla tiirle lilkemizde temsil ediliyor olmas: ve endemizm oranimin % 33 olup
Ekim ve ark. (2000)’nin hazirladig1 “Tiirkiye Bitkileri Kirmizi Kitabina gore P.
hispidula, P. lycica ve P. pamphylica: Zarar Gorebilir (VU-Vulnarable), P.
peroninii: Az Tehdit Altinda (lower risk). P. armerioides ve P. syriaca Veri
Yetersiz (Data deficient) kategorisinde bulunmasi bakimindan galismamizi 6nemli
kilmaktadir. Daha sonra yapilan revizyon calismalarinda (Ataglar, 2008) bizim
calisngimiz taksonlardan P. pamphylica, P. lycica ve P. peroninii’ nin CR
(Critically Endangered - Cok Tehlikede) kategorisine dahil edilmesi ¢alismanin
onemini daha da vurgulamaktadir.

Tirkiye florasinda Petrorhagia cinsinin 12 taksonla temsil edildigi
bildirilmektedir. Bununla birlikte, gerek daha dnce baska arastirmacilar tarafindan
yapilan ¢aligmalar (Aktas, 2006; Ataslar 2008) gerekse de bizim yaptigimiz arazi
calismalar1 sirasinda P. armerioides ve P. syriaca tiirlerine ulasilamamistir. P.
hispidula tiiriine de Isparta ve Antalya c¢evresinde vejetasyon doneminde
gerceklestirilen arazi calismalarina ragmen ulasilamamistir. Dolayisiyla bu
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calismada tilkemizde 12 taksonla temsil edilen cinsin 9 taksonu kullanilmistir. Her
taksondan 5 birey kullanilarak bireysel varyasyonlarin sonuglarimizi olumsuz
etkileme olasiligi en aza indirilmesi hedeflenmis ve elde edilecek istatistiki
verilerin daha saglikl bir sekilde ortaya konmasi amaglanmaistir.

Zietkiewicz ve ark (1994) tarafindan gelistirilen ISSR yontemi dominant
bir belirte¢ teknigidir ve bugiine kadar ¢ok sayida bitki tiiriinde genetik ¢esitlilik
ve genetik akrabalik ¢alismalarinda siklikla kullanilmistir (Zhiyuan ve ark., 2010;
Verma ve ark., 2009; Gaiero ve ark., 2011; Martin ve ark., 2000; Haisheng ve
Guizhu, 2008). Bu calismada baslangicta 24 ISSR primeri test edilmis ve
optimizasyon sonrasinda 10 tanesinin daha belirgin ve giivenilir bantlar
olusturdugu tespit edilmistir. ISSR primer optimizasyonu calisilacak her farkli
bitki materyali i¢in tekrar edilmesi gereken bir prosediirdiir. Ciinkli aym
primerlerle farkli tiirlerde ¢alisilmis olsa da o bitki tiirlinde kullanilan PCR sartlar
bizim c¢aligmak istedigimiz tiirde cevap vermeyebilir. Dolayisiyla gerek ISSR
gerekse RAPD primerleri ile genetik cesitlilik gibi kapsamli bir calismaya
baslanmadan 6nce kullanilmasi planlanan primerler i¢in kalip DNA, magnezyum,
primer ve dNTP konsantrasyonlari ile primer baglanma 1sis1 parametreleri
lizerinde optimizasyon yapilir. Hatta literatirde sadece ISSR PCR
optimizasyonuna yonelik yayilanmis makaleler dahi bulunmaktadir (Guo ve ark.,
2009; Wang, 2010; Dje ve ark., 2010; Huang ve ark., 2011). Giilsen ve Mutlu,
(2005) ISSR analizlerinde kullanilan primerlerde tekrarlanan zincir ayn1 kalmak
kaydiyla, sabitlestirici niikleotidlerin farkli kombinasyonlarinin kullanilmasinin
DNA dizilerinin sayilarinin dolayisiyla da jel iizerinde yiiriitiilecek bant veya
belirte¢ sayisinin arttirilmasina neden oldugunu vurgulamislardir.  Bizim
calismamizda da kullanilan 10 ISSR primerinden 4’t 2’li gruplar halinde aym
diziye sahip fakat farkli sabitlestirici niikleotidler tasimaktadir. Sabitlestirici
niikleotidi “T” olan (AG)sT 25 tane bant olusturmus, ayni primerin sabitleyicisi
“C” olan tipi ise 29 tane bant meydana getirmistir. Diger grupta ise sabitlestirici
niikleotidi “G” olan (AGC)sG primeri 54 bant olusturmus, ayni primerin
sabitleyicisi “C” olan tipi de 64 adet bant liretmistir. Dolayisiyla ayni primer
dizisinin farkli sabitleyici niikleotide sahip olmasiyla farkli biiyiikliikklerde daha

fazla sayida bant elde edilmistir.
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ISSR teknigi, yliksek oranda polimorfizm saglamasi nedeniyle avantajli bir
yontemdir. Bu calismada kullandigimiz 10 adet ISSR primerinden toplam 409
bant elde edilmistir. ISSR primerleri tiirler arasi polimorfizm oran1 bakimindan
degerlendirildiginde hepsinde polimorfizm oranin1 % 100 olarak bulunmustur.
Benzer sekilde, Hui-Zong ve ark. (2009) Dendrobium cinsine ait 31 tiiriin genetik
akrabalik seviyelerini ortaya koymak i¢in 17 ISSR primeri kullanmislardir.
Toplam 2368 bant elde etmislerdir ve primerlerin hepsi % 100 polimorfik sonug
vermistir. Wang ve ark. (2009) ISSR teknigiyle 50 adet C. goeringii kiiltiiriiniin
genetik ¢esitlilik derecelerini incelemislerdir. 25 ISSR primeri ile 224 ISSR banti
elde edilmis ve polimorfizm orami % 93,75 olarak bulunmustur. C. goeringii
kiiltiirleri genetik akrabalik ve gesitliliklerinin tespitinde ISSR tekniginin gii¢lii bir
yontem oldugunu orataya koymuslardir. Wu ve ark. (2005) Houttuynia cinsine ait
53’ dogal ortamlarda yetisen 68 aksesyon arasindaki genetik akrabalik
seviyelerini ISSR ve RAPD teknikleri kullanarak incelemislerdir. Bu cinste de
polimorfizm orani yiiksek bulunmustur. Kullanilan 22 ISSR primeri hepsi (%
100) polimorfik 354 bant, 34 RAPD primeri ise 199 bant vermistir ve polimorfik
bant ylizdesi RAPD primerleri i¢in % 92,9°dur. Liu ve ark. (2010) Yunnan cay
bitkisinin 8 tiiriine ait 134 aksesyonu, 18 ISSR primeri kullanarak genetik
akrabalik ve genetik ¢esitlilik durumlarini incelemislerdir. 470’i polimorfik
toplam 475 bant elde etmislerdir.

Diger taraftan ¢alisilan primerlerle her takson icin olusturulan lokus sayisi
ve polimorfik bant yiizdeleri (PBB) farklidir. P. alpina subsp. alpina i¢in 124 (%
30.17), P. alpina subsp. olympica i¢in 107 (% 26.03), P. cretica i¢in 120 (%
29.20), P. dubia i¢in 135 (% 32.85), P. lycica i¢in 123 (% 29.93), P. peroninii
icin 149 (% 36.25), P. pamphylica i¢in 146 (% 35.22), P. prolifera i¢in 96 (%
23.36), P. saxifraga igin 114 (% 27.74) olarak bulunmustur. Bu durum bize
Petrorhagia taksonlarmin kendi ig¢inde en yiiksek genetik c¢esitliliginin P.
pamphylica ve P. peroninii’de, en diisiik genetik gesitliligin de P. prolifera ve P.
alpina subsp. olympica taksonlarinda bulundugunu ortaya koymaktadir. Genetik
cesitlilik bir tiir icin diisiik ise, bu tiir gittikce artan oranda risk altina girmektedir.
Genetik cesitlilik kaybr genellikle dogal populasyonlarin hayatta kalmasini tehdit
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etmektedir ve tiirlerin evrimsel potansiyelleri iizerinde ¢arpici etkilere sahiptir
(Reed ve Frankham, 2003). Bir bitki tiiriinde belirlenen yiiksek genetik cesitlilik
seviyesi ise onun c¢evresel degisikliklere daha iyi adapte olmasinmi saglar ve
evrimsel kapasitesini belirler (Hamrick ve ark. 1991; Frankham, 1995; Hamrick
ve Godt, 1996). Tiirlerin uzun siire hayatta kalmasi ve evrimi populasyon igi ve
populasyonlar arasi yeterli genetik ¢esitliligin belirlenmesine baglidir (Barrett ve
Kohn, 1991). Bitki tiirlerinde belirlenen genetik ¢esitlilik, tiirlerin karakteristik
Ozellikleri ve uzun siireli evrimsel tarihleri gibi genetik sapma, gen akisi, cogalma
modeli ve ciftlesme sistemini de igine alan bircok siirecten etkilenmektedir
(Hamrick ve Godt, 1989). Dis dollenen populasyonlar arasinda genellikle yiiksek
genetik cesitlilik ve diisiik genetik farklilasma gozlemlenmektedir (Hamrick ve
Godt, 1996b). Genetik ¢esitlilik, bir populasyondaki heterozigotluk seviyesi, her
bir lokustaki allel sayisi ya da polimorfik lokus ytizdesi ile tahmin edilebilir.
Calismamizda ki veriler sadece 5 bireyden elde edilmistir, daha fazla birey sayist
kullanilarak sadece tiir bazinda yapilacak c¢aligmalarla bu rakamlar daha da
netlestirilebilir. Sudupak (2004) 6 ISSR primeri kullanilarak Cicer cinsine ait 2’Si
cok yillik 8 tiir arasindaki akrabalik derecelerini ortaya koymustur. Bunlardan
tirlerden 6’s1 igin verilen polimorfik bant yiizdeleri soyledir; C. anatolicum %
5.33, C. pinnatifidum % 43.3, C. bijugum % 8.67, C. echinospermum % 16.0, C.
reticulatum % 25.3, C. arietinum % 2.0. Cok yillik C. incisum tiiriinii tek yillik
olup kendi iglerinde grup olusturan C. pinnatifidum, C. bijugum ve C. judaicum
tiirleriyle yakin bulmustur. 2. Grupta da C. reticulatum tiiriine en yakin olarak C.
arietinum bu ikisini de yakin olarak C. echinospermum tiiriinii yakin olarak
bildirmistir.

ISSR teknigi tiir ve varyete ayriminda da kullanilmaktadir. Ayni primerle
bir tiiriin bireylerinden elde edilen fakat diger tiirde bulunmayan bantlar ayirt edici
ozellige sahiptir. Calistigimiz primerleri her bir takson i¢in ayr1 ayr
degerlendirildigimizde monomorfizm orani yiiksek olan primerler bulunmaktadir
(Cizelge 3.4). Bunlar arasinda taksonlarin biribirinden en iyi ayriminin GAG-
(CAA)s ve BDB-(ACA)s primerleri ile gozlendigi net olarak ortadadir. Sekil 3.1
ve Sekil 3.9 a bakildiginda bu iki primerin olusturdugu bant profillerinin her

taksonun 5 bireyinin kendi i¢inde ¢ok sayida monomorfik bant olusturdugu ve
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taksonlarin bant profillerinin 5°1i gruplar halinde ayrildig1 goriilmektedir. GAG-
(CAA)s primerinin olusturdugu 536 bg ve 610 bg biiyiikliigiindeki bantlar sadece
P. cretica’da, 591 bg biiyiikliigiindeki bant sadece P. alpina subsp. olympica’da,
622 bg biiyiikliigiindeki bant sadece P. prolifera’da, 690 bg biiyiikliigiindeki bant
sadece P. dubia’da, 713 bg ve 829 bg biiyiikliigiindeki bantlar P. alpina subsp.
alpina ve P. alpina subsp. olympica’da, 1450 bg¢ biiyiikliiglindeki bant sadece P.
P. peroninii’de, 1025 bg, 1250 bg ve 2077 bg biiyiikliigiindeki bantlar ise sadece
P. lycica’da spesifik bantlar vermislerdir. BDB-(ACA)s primeri de yine ayni
sekilde tiire spesifik bantlar vermistir ve bu primerde GAG-(CAA)s primerine
gore P. alpina subsp. alpina ve P. alpina subsp. olympica taksonlarinin
birbirinden daha iyi ayrildigi goriilmektedir (Sekil 3.9.). Benzer sekilde, Wang
(2010), Rhubarb tiirlerinin birey varyasyonlarinin kontrolii ve etkili bir sekilde
dogrulanmasi i¢in her bir tiir i¢in kullandig1 5 bireyde de var olan bantlar
secmigtir. Kullandiklar1 UBC807 ve UBCS811 primerleri her tiir i¢in spesifik
bantlar vermistir. Sadece R. officinale i¢cin UBC807 primeri 400 bg, UBCS811
primeri ise 248 bg biiylikligiinde bantlar vermistir. UBC807 primeri ayrica R.
palmetum ve R. tanguticum igin 520 bg¢ biiytikligiinde, UBC816 primeri ise R.
palmetum ve R. officinale i¢in 620 bg¢ biiylikligiinde spesifik bantlar vermistir.
Boylece UBC807, UBC811 ve UBCS816 primerlerinin kombinasyonlar
olusturarak Rhubarb tiirlerini ayirt etme amaciyla kullanildigini belirtmistir.
Chaveerach ve ark. (2011) 6nemli siis bitkileri olan Nymhaea tiirlerinde dogal
populasyonlar ve Kiiltivarlar arasinda ki farkliliklar1 belirlemek igin ISSR
primerleriyle ¢alismislardir. ISSR analizleri sonucunda olusan dendogramda dogal
tirlerin N. cyanea, N. nouchali ve N. capensis ayr bir grup olusturmus, dista bir
grup olarak da N. mexicana ve kiiltivar tiirler olacak sekilde olugsmustur. ISSR
bantlariin olusturdugu veri ve dendogram yabani bir tiir olan N. capensis’ in
farkli kiltivarlar tretmede etkili olabilecegini gostermistir. Boylece ISSR
belirtegleriyle bitki tanimlama caligsmalarindan sonra DNA isaretleyicilerinin tiire
spesifik belirtecler saglayarak hizli ve daha dogru bir sekilde bitki tanimlamada
kullanilabilecegini  agiklamiglardir. Pharmawati ve ark. (2005) ISSR
belirteglerinin ~ Leucadendron  varyetelerinin  belirlenmesi  ve  molekiiler

siiflandirilmasi i¢in gii¢lii bir yontem oldugunu belirtmislerdir. Ayrica, Arnau ve
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ark., (2003) ISSR metodunun ¢ilek varyetelerinin belirlenmesinde yararli bir arag
oldugunu da gdstermislerdir.

Calismamizda taksonlar1 birbirinden ayirdeden primerlerden farkli olarak
monomorfizm agisindan oldukga diistik degerler veren diger deyisle takson iginde
yiiksek polimorfizm gosteren (GT)sYC, (AGC)sG, (AGC)sC primerleri ilerde
yapilabilecek olan populasyon i¢i genetik c¢esitlilik calismalarinda oldukca
giivenilir sonuglar vereceklerdir. Bu primerler olusturduklar1 bant sayisi
bakimindan da sirasiyla 43, 54 ve 64 bant ile en yiiksek sayiya sahip olmasi
Ongoriimiizii desteklemektedir.

Tiirler arasinda ISSR verileri kullanilarak Nei (1972)’ ye gore hesaplanan
genetik uzaklik degerlerine gore Petrorhagia tiirleri arasindaki genetik uzaklik
katsayist 0.0382 ve 0.1198 arasinda degismektedir (Cizelge 3. 10). Buna gore
birbirine genetik olarak en yakin taksonlar P. alpina subsp. alpina ve P. alpina
subsp. olympica (0.0382), tiir olarak ele aldigimizda da birbirine en yakin tiirler
P. peroninii ve P. dubia (0.0491), en uzak tiirler ise P. lycica ve P.saxifraga
(0.1198)’dur.

Cizelge 4.1. Petrorhagia taksonlar1 kromozom sayilari ve 6nemli morfolojik 6zellikleri (Davis,
1967; Aktas, 2005; Bocher ve ark., 1953; Love 1978; Runemark, 1996; Celebioglu ve
Favarger, 1993’ den uyarlanmuistir)

Takson Tek/Cok yillik Kromozom Endemizm Brakte kaliks
sayilari (2n) durumu
P. alpina Tek - - Ortmemis
subsp.
alpina
P. alpina Tek 30 - Ortmemis
subsp.
olympica
P. cretica Tek 26 - Ortmemis
P. dubia Tek 30 - Ortmiis
P. peroninii Tek Endemik (CR) Ortmiis
P. pamphylica Tek 30 Endemik (CR) Ortmiis
P. prolifera Tek 30 ve 60 - Ortmiis
P. saxifraga Cok 30 ve 60 - Ortmiis
P. lycica Cok 60 Endemik (CR) Ortmemis
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Cizelge 4.1. (Devam). Petrorhagia taksonlar1 kromozom sayilari ve 6nemli morfolojik 6zellikleri
(Davis, 1967; Aktas, 2005; Bocher ve ark., 1953; Love 1978; Runemark, 1996;
Celebioglu ve Favarger, 1993° den uyarlanmistir)

Takson Petal rengi Kaburga Yapraklarin Brakte Tohum
damar sayis1 | damar sayisi genisligi biiyiikliigii
P. alpina Beyaz 1 1, - 0,7-1,1X
subsp. dikdortgensi 0,4-0,7 mm
alpina ters mizrak
P. alpina Beyaz 1 1, seritsi ters - 0,7-1,3X
subsp. mizrak 0,4-0,7 mm
olympica
P. cretica Beyaz 3 3, dikdortgen - 2-2,8X
ters mizrak 1,3-1,9 mm
P. dubia Pembe ya da - Tabanda 5 En biiyiik 1-1,3X
morumsu Ortada 3 brakteenaz3 | 0,7-0,9 mm
koyudamarl Uca dogru 1 mm
P. peroninii | Beyaz bariz 3 3 En biiytik 1,1-1,2X
mor damarl brakte 3 mm 0,7-0,9 mm
den az
P. Soluk (agik) 5-7 3-5, seritsi En biiytik 1,3-1,6X
pamphylica pembe sivri uglu brakte 3 mm 0,6-0,8 mm
den az
P. prolifera | Pembe ya da 5 3, seritsi En biiyiik 1-1,9X
morumsu Seritsi- brakteenaz3 | 0,8-1,1 mm
diktortgen mm
P. saxifraga | Beyaz yada - 1,seritsi ters En biiyiik 0,9-1,6X
pembe mizrak brakte 3 mm 0,6-1,1 mm
den az
P. lycica Mor damarl 3 - - 1,5-2X
beyaz 0,4-0,5 mm

ISSR wverileri kullanilarak POPGENE 1.32 (Yeh ve Yang, 1999) paket
programinda Nei (1972)’ye gore yapilan UPGMA kiimeleme analizinde 9
Petrorhagia taksonu icin olusturulan dendogramda iki ana grup kargimiza
cikmaktadir. Ik grup sadece P. lycica tiiriinii icermektedir. 2. Grup ise 4 alt gruba
ayrilmakta P. saxifraga, P. prolifera ve P. pamphylica her biri bir alt grubu
olusturmaktadir. En biiyiik alt kiime de P. alpina subsp. alpina, P. alpina subsp.
olympica, P. cretica, P. dubia ve P. peroninii taksonlarini igermektedir.

Dendograma bakildiginda (Sekil. 3.12.) calisilan tiirler arasinda en farkli
goziiken P. lycica’ dir. Bu aslinda beklenmeyen bir durum degildir. Clinkd P.
lycica kromozom sayisi ve bazi morfolojik karakterleri bakimindan diger
tirlerden agikca farklilik gostermektedir (Cizelge 4.1.). Aktas ve ark. (2010a)

Petrorhagia taksonlarinin ekolojik 6zelliklerini inceledigi ¢caligmada P. lycica’ nin
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killi topraklarda yetistigini, P. prolifera ve P. hispidula’ nin tinli, diger biitiin
taksonlarinda killi-tinl1 topraklarda yetistigini belirtmislerdir. P. lycica bu
ozelligiyle de diger tiirlerden ayrilmaktadir. Ayrica ilk kez Aktas (2005)
tarafindan kromozom sayisinin 2n=60 oldugu bildirilmistir. P. lycica’ nin diger
Petrorhagia taksonlarindan uzak ve lokal endemik olarak (Babadag, Fethiye)
bulunmasi ve ¢ok yillik bir bitki olmast nedeniyle kendi i¢inde genetik cesitlilik
biriktirip poliploidi gerceklestirdigi diisiiniilmektedir.

Dendograma gore P. alpina subsp. alpina ve P. alpina subsp. olympica
birbirine en yakin taksonlar olarak bulunmuslardir. Bu iki takson arasindaki
genetik uzaklik degeri diger taksonlara kiyasla ¢ok diisiiktiir (0.0382). Ayni tiiriin
2 alttirii olan bu taksonlar morfolojik olarak da olduk¢a benzer olup yaprak
ozellikleri ve ¢igek durumlarinin yogun ya da gevsek olmasi durumlarina gore
birbirlerinden ayrilmaktadir. Ayrica Aktas ve ark. (2010a)’ nin yaptig1 ¢calismada
yiikseklik bakimindan en genis toleransa bu iki taksonun sahip oldugu, vejetasyon
donemleri, ¢icek ve meyve olusturma donemlerinin ayn1 oldugu ve nemli golge
yerleri tercih ettikleri belirtilmistir. Ote yandan Aktas ve ark. (2010b) tarafindan
yapilan calismada polen ¢api, ekzin kalinlig1 ve por sayisinin bu iki taksonda ayni
oldugu vurgulanmistir. Tiim bu 6zellikler degerlendirildiginde bu iki taksonun bir

alt grupta birlikte bulunmalar1 bu ¢alismanin giivenilirligini gostermektedir.

Dendogramda P. cretica, P. alpina subsp. alpina ve P. alpina subsp.
olympica’ya en yakin pozisyondadir. Morfolojik 6zellikleri bakimindan braktenin
kaliksi 6rtmemis olmasi, petal renginin beyaz olup petalin tam olmas1 ve yaprak
damarlarinin benzer ve seklinin dikdortgensi ters mizrak olmasi durumlariyla P.
cretica, P. alpina taksonlarina en yakin taksondur. Kromozom sayisinin 2n=26
(Favarger, 1966; Celebioglu ve Favarger, 1993; Aktas, 2005), tohumlarinin agik
sekilde biiyiikk olmasi, kaliks kaburgasinin 3 damarli olmasi ile de P. alpina
taksonlarindan ayrilmaktadir. Buldugumuz sonug bunlar1 destekler niteliktedir. Bu
alt grupta kendi iglerinde bir grup olusturan P. dubia ve P. peroninii tiirleri P.
cretica’ ya en yakin tiirler olarak goziikmektedir. Dendogramda bu 6rneklerle
beraber tayin anahtarinda birincil ayirim noktasi olarak belirtilen ‘braktelerin

kaliksi Ortmiis’ olmasi durumuna gecilmis olunmaktadir. Bu durum dendogram
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sonuglarini giiclii bir sekilde destelemektedir. P. dubia ve P. peroninii birbirine en
yakin olan tiirler olarak bulunmustur (0.0491). Brakte sayilari, brakte genisligi ve
tohum biiyiikliikleri bakimindan P. alpina subsp. alpina ve P. alpina subsp.
olympica’ dan sonra en yakin olan iki takson P. dubia ve P. peroninii’ dir. Bu da

molekiiler analiz sonuglarimizi destekler niteliktedir.

Dendogramda P. pamphylica taksonu diger yukarida belirtilen 5 taksondan
ayr1 dallanmistir. Yukarida belirtilen taksonlardan P. dubia’ nin petal rengi pembe
ya da morumsu koyu damarli, diger taksonlar ise beyaz petal rengine sahiptir. P.
pamphylica bu taksonlardan soluk pembe petal rengi, kaliks kaburgasinin 5-7
damarli olmast ve yapraklarinin 3-5 damarli seritsi sivri uglu olmasiyla
ayrilmaktadir. Nei (1978) genetik uzaklik degerlerine bakildiginda P. saxifraga’
ya en yakin takson olarak P. peroninii (0.1198) goéziikkmektedir. Tirkiye
florasinda (Davis, 1967) bu iki tiir birine benzer ve akdeniz elementleri olduklar1
vurgulanmigtir. Ayrica P. pamphylica ve P. peroninii’ nin brakte genislikleri ve
yaprak damar sayilariyla benzerlikleri belirtilmistir. Ote yandan Aktas ve ark.
(2010a)’ nin yaptig1 ¢alismada P. pamphylica ve P. peroninii diger taksonlara
kiyasla distik yiiksekliklerde (0-100 m) yetistikleri belirtilmistir. Tayin
anahtarinda ise kaliks kaburgalari damar sayis1 ve tohum biiyiikliikleri ile

birbirinden ayrildiklar1 goriilmektedir (Davis, 1967; Aktas, 2005).

Dendogramda yine tek basina P. prolifera tiirii diger taksonlardan ayrilmis
goziikmektedir. Nei (1978) genetik uzaklik degerlerine baktigimizda P. prolifera’
ya en yakin tiir P. dubia olarak goziikmektedir. Tirkiye florasinda (Davis, 1967)
P. prolifera’dan govdesinde ortadaki internodlarin tiiylii olmasiyla, yaprak kininin
boyunun genisliginden 2 veya daha fazla kat olmasiyla, iist yapraklarin yumusak
kenarlariyla, tohumlarin 1 — 1.3 x 0.7 — 0.8 ebatlarinda olmasiyla ayrildigi
belirtilmis geri kalan 6zelliklerin de tamamen ayni1 oldugu ifade edilmistir. Ayrica
Aktas (2005) bu iki tiir i¢in yapilan Slglimlerde bitki uzunlugu, yaprak eni, brakte
boyu ve kapsiil uzunlugunun ve ortalama petal enlerinin ayni oldugunu
vurgulamaktadir. Aktas ve ark. (2010a) bu taksonun diger taksonlardan farkli
olarak tinli topraklari tercih ettigini belirtmislerdir. Bu veriler bizim sonucumuzla

uyumluluk gdstermektedir.

71



@ ANADOLU UNIVERSITESI

Dendogramda P. saxifraga da ayri bir sekilde dallanmistir. Nei (1978)
genetik uzaklik degerlerine gore P. saxifraga’ ya en yakin tiir olarak P. dubia
(0.0816) en uzak ise P. lycica (0.1198)’dir. P. dubia ile yakinhigi tayin
anahtarindan da anlasildig1 gibi braktelerin kaliksi Ortmesi durumundan ayni
grupta bulunmalariyla agiklanabilir. P. lycica’ ya olan genetik uzakligi da hem
brakte-kaliks durumuna gore bakildiginda farkli grupta bulunmalari hem de P.
lycica’ nin dogu akdeniz elementi (Lokalite: Fethiye, Mugla), P. saxifraga’ nin
ise Avrupa-sibirya elementi (Lokalite: Ladik, Samsun) olmasi durumlariyla
farkliklar1 agik ve ¢alisma sonuglarini destekler niteliktedir. Dendogramda iki
tiriinde diger tiirlerden bagimsiz konumlanmasi ¢ok yillik olmalart ve bunun
sonucunda her iki tiirlin, tiir i¢i genetik ¢esitlilik birikimlerinin fazla oldugu ve
poliploidi olusturmus olabilecekleri diisiiniilmektedir.

Bu calisma Tiirkiye’de yayilis gosteren Petrorhagia taksonlarina yonelik
yapilan ilk molekiiler ¢aligmadir. Petrorhagia taksonlarinin genetik akrabalik
seviyelerinin ortaya kondugu bu ¢aligmada 10 adet ISSR primeri kullanilmistir.
Tamami polimorfik olan 409 adet bant elde edilmistir. Elde edilen molekiiler
sonuglar daha 6nceden taksonlar iizerinde yapilan morfolojik, karyotip ve ekolojik
calismalarla karsilastirilabilir niteliktedir. Sonug olarak ISSR teknigi Petrorhagia
tirleri arasindaki genetik akrabaligi calismada uygun bir belirte¢ yontemidir.
Ozellikle endemik ve cok tehlikede olan Petrorhagia taksonlari icin ileride

yapilabilecek olan ¢aligmalara katkida bulunacag: diisiiniilmektedir.
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