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1. G

         Türkiye’nin Akdeniz bölgesinde subtropikal ku ak vejetasyonu, Karadeniz

bölgesinde orta ku n serin ve man iklim ormanlar , ç Anadolu bölgesinde orta

ku n step ve a açl  step vejetasyonu, Kuzey ve Kuzeydo u Anadolu’nun yüksek

yerlerinde i ne yaprakl  sar çam ve ladin ormanlar , orman s n üstündeki da k

alanlarda ise Sibirya ve so uk ku n Alpin vejetasyonu bulunur. Orta ku n

güneyinde yer alan ülkemizin etraf n denizlerle çevrili olmas , kesintisiz da

ralar n bulunmas , farkl  iklim tiplerinin etkisinde olmas , de ik vejetasyon

formasyonlar n bulunmas , farkl  topografik yap  ve toprak gruplar na sahip olu u

nedeniyle ekvatoral ve subekvatoral ku aklardan sonra bitki türleri aç ndan

dünyan n en zengin bölgeleri aras nda yer al r (Atalay 1994).

         Türkiye Floras n olu umunda etkili olan edafik, co rafik, topografik,

hidrolojik, iklimsel ve kültürel faktörlerin zenginli i yabanc  botanikçilerin yüzy llar

öncesinde ilgisini çekmi tir. Bu nedenle farkl  zamanlarda çok say da botanikçi

ülkemizde floristik çal malar yapm lard r. Türkiye Floras  ile ilgili ilk önemli

çal ma, sviçreli botanikçi E. Boissier taraf ndan 1865–1888 y llar  aras nda

yay nlanan Flora Orientalis eseridir. Editörlü ünü P.H. Davis’in yapt Flora of

Turkey and the East Aegean Islands adl  dokuz ciltlik eser Flora Orientalis’ten sonra

ülkemiz floras  ile yap lm  en kapsaml  çal mad r. 1988 ve 2000 y llar nda bu

dokuz ciltlik esere ilave olarak iki ek cilt daha yay nlanm r.

         Türkiye Floras nda yer alan birçok tür betiminin yaln zca morfolojik karakterler

kullan larak yap lm  olmas , baz  taksonlar n varyasyon s rlar n belirlenmesinde

yetersiz kalmakta ve önemli taksonomik güçlükler ortaya ç kmaktad r. Morfolojik

karakterlerin uygulamadaki yetersizlikleri, moleküler markörlerin uygulanmas yla bir

dereceye kadar ortadan kalkm r. Farkl  disiplinlerden sa lanan bilgilerle birlikte

revizyon çal malar n daha kapsaml  ve güvenilir hale gelmesi ile botanikçiler

özellikle taksonomik olarak problemli olan cinsler üzerine yo unla lard r ve bu

cinslerin modern revizyonlar  yap lmaktad r. Bu çal malar sonucunda problemli
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birçok cinsin sistematik filogenisi ayd nlat lm r. Ülkemizde revizyonu yap lan cins

ve seksiyonlardan baz lar unlard r; Hesperis L., Heracleum L., Jurinea Cass.,

Sideritis L., Isatis L., Phleum L., Delphinium L., Astragalus L. Sect. Dasyphyllum

Bunge, Astragalus L. sect. Hololeuce Bunge ve sect. Acmothrix Bunge, Arabis L.,

Ebenus L., Phlomis L., Ballota L., Fritillaria L., Verbascum L., Ferula L. Ayr ca bu

çal malar sonucunda Türkiye Floras na hem tür ve tür alt  düzeyde hem de cins

düzeyinde yeni kay t ve bilim dünyas  için yeni taksonlar eklenmi tir.

         Brassicaceae dünyada yakla k 338 cins ve 3715 tür ile temsil edilen

monofiletik bir familyad r (Al-Shehbaz ve ark. 2006). Dünyan n ekonomik öneme

sahip familyalar ndan birisi de Brassicaceae’dir. Ba ta kültürleri yap lan Brassica

türleri olmak üzere birçok üyesi sebze ve baharat olarak tüketilir. Lahana,

karalahana, karnabahar, tere gibi bitkiler Brassicaceae familyas n besin kayna

olarak kullan lan üyeleri aras nda say labilir. Cheiranthus cheiri L. ( ebboy), Iberis

L. (Yenidünya çiçe i), Malcolmia R.Br. (Yaz ebboyu), Matthiola R.Br., Hesperis L.

gibi Brassicaceae türleri evlerde, park ve bahçelerde süs bitkisi olarak kullan rlar.

Ayr ca 2001 y nda genom haritas  ç kar lan ilk model organizma olan Arabidopsis

thaliana (L.) Heynh.’ n Brassicaceae familyas nda olmas  bu familyan n önemini

daha da artt rmaktad r.

         Brassicaceae familyas  üyelerinde stamenler tetradinam yap da, korolla

cruciform (haç) eklinde, meyveler ise silikva ve silikula tiplerinde bulunur. Bu

diagnostik karakterleri ile di er familyalardan kolayl kla ayr r (Beilstein ve ark.

2006).

         Brassicaceae familyas  üyeleri Antartika k tas  d nda hemen hemen bütün

dünyada yay  gösterir. Bu familya üyelerinin dünyadaki da  ayn  yo unlukta

de ildir. Özellikle kuzey yar m kürenin man bölgelerinde do al yay  gösterirler.

Brassicacaea familyas n güney yar m kürede de yay  gösteren türleri vard r

(Koch & Kiefer 2006).
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         Dünyada Brassicaceae familyas  üyelerinin en fazla temsil edildi i yer

Amerika’d r. Türkiye ise Amerika’ya göre çok daha küçük olmas na ra men

Brassicaceae üyelerinin dünyada en çok tür ile temsil edildi i ikinci ülkedir. Bu

familya Türkiye Floras na göre 464 tür ve 86 cins içerir. Son y llarda yap lan

çal malara göre Brassicaceae familyas n ülkemizde 573 tür, 66 alt tür ve 24

varyete olmak üzere toplam 663 takson ve 91 cins ile temsil edilir. Türkiye

yüzölçümüne göre Dünyada Brassicaceae familyas n en çok tür içeren ülkesidir

(Al-Shehbaz ve ark 2007, Davis 1965, Davis ve ark. 1988, Güner ve ark 2000, Duran

& Ocak 2005, Dirmenci ve ark 2005, Dirmenci ve ark 2006).

         Brassicaceae familyas n genetik farkl la ma merkezi Iran-Turan ve Akdeniz

fitoco rafik bölgeleri kabul edilir. Iran-Turan fitoco rafik bölgesinde yakla k 150

cins ve 900 türle temsil edilir ve bu türlerin 530’u endemiktir.  Akdeniz fitoco rafik

bölgesinde ise bu familyan n 113 cinsi ve 630 türü yay  gösterir ve bu türlerin

292’si endemiktir. Kuzey Amerikan n kom u bölgelerinde ve Saharo-Sindian

bölgesinde tür çe itlili i azalmaktad r ve bu azalma güney yar m kürede de devam

eder (Al-Shehbaz 1984, Appel & Al-Shehbaz 2003, Hedge 1976, Koch & Kiefer

2006).

         Brassicaceae üzerine ilk kapsaml  çal ma 1821 y nda A.P. de Candolle

taraf ndan yap lm r. Candolle s fland rma sistemini meyve ve embriyo

karakterlerini kullanarak yapm r. 1911 y nda A. von Hayek nektar salg  ve

myrosin hücrelerini kullanarak bir s fland rma yapm r. Hayek’in yapt

fland rmaya göre Brassicaceae familyas  10 tribusa ayr lm r. Schulz 1936

nda Brassicaceae familyas  19 tribusa, Janchen ise 1942 y nda 15 tribusa

ay rm r. Ancak Brassicaceae familyas  ile yap lan bu çal malar daha çok

morfolojik karakterlere dayand  için familyan n filogenetik akrabal  tam olarak

ayd nlat lamam r (de Candolle 1821, Hayek 1911, Schulz 1936, Janchen 1942,

Beilstein ve ark 2006, Koch ve ark 2001).

         DNA tabanl  moleküler verilerin sistematik problemleri çözmede kullan labilir

hale gelmesi ile Brassicaceae familyas n filogenetik akrabal  ayd nlat lmaya
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ba lanm r. Al-Shehbaz ve ark.’n n yapt  moleküler çal malar sonucunda

Brassicaceae familyas n tribus say  yeni eklenen tribuslarla birlikte 25 olarak

rapor edilmi tir. Tribuslardan baz lar n filogenetik akrabal  moleküler veriler

yard yla aç klanm  olmas na ra men baz  tribuslar n sistematik problemleri hala

çözülememi tir (German & Al-Shehbaz 2008, Al-Shehbaz ve ark 2006).

         Alyssea tribusunun filogenetik akrabal n ayd nlat lmas  için çal malar

yap lmaktad r. Warwick ve ark’n n yapt  çal ma ile bu tribusun filogenetik

akrabal  k smen ayd nlat lm r. Ancak Alyssea tribusunda yer alan baz  cinslerin

filogenetik ili kisi tam olarak aç klanamam r. Bu tribusta yer alan Fibigia Medik.

cinsi de filogenetik ili kisi tam olarak aç klanamam  cinsler aras nda yer al r

(Warwick ve ark 2008).

         Fibigia cinsi (Brassicaceae) dünyada yakla k 16 takson ile temsil edilmektedir

(Cullen 1965, Bouloumoy 1930, Bush 1939, Tutin & Heywood 1964, Rechinger

1968).  Bu cins dünyada Eski Yugoslavya, Eski Sovyetler Birli i, ran, srail, Suriye,

br s ve Türkiye’de yay  göstermektedir. Cins özellikle Do u Akdeniz ve Iran-

Turan fitoco rafik bölgelerine lokalize olmu tur (Bush 1939). Özellikle bu bölgeler,

Fibigia cinsi taksonlar n genetik farkl la ma merkezi kabul edilir ve bu alanlardaki

bireylerde polimorfizmin daha yüksek oldu u bilinmektedir.

         Türkiye Floras na göre Fibigia cinsinin ülkemizde do al olarak yeti en dört

türü bulunur (Cullen 1965). Son yap lan çal ma ve literatür bilgilerine göre Fibigia

cinsi ülkemizde üç tür ve be  takson ile temsil edilmektedir (Tu ta  2008, Townsend

& Guest 1980).

         Türkiye Floras nda Fibigia cinsi taksonlar n betimleri ve s fland lmas

yaln zca morfolojik karakterler kullan larak yap lm r. Varyasyon s rlar  yeterince

belirlenemeyen bu taksonlar n önemli taksonomik problemleri günümüze kadar

devam etmi tir. Bitki sistemati inde moleküler verilerin de kullan lmas  ile birlikte

önemli baz  sistematik problemler çözülmeye ba lam r.
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         Moleküler teknikler, di er tekniklere göre fazla avantajlara sahip olup, çevre

faktörlerinden etkilenmezler ve polimorfizm oranlar  yüksektir. Ayn  zamanda

pleotropik (bir genin birden fazla fenotipik karakter üzerindeki etkisi) ve epistatik

(bir karakterin ortaya ç kmas ndan sorumlu olan farkl  genler aras nda bask lay

etkilerin olmas  durumu) etki göstermeyip son derece kararl rlar (Soller &

Beckmann 1983, Tanksley 1983, Avise 1994, Bretting & Widrlechner 1995,

Parmaks z 2004). Moleküler markörler kullan larak genetik varyasyon ara labilir.

Örne in birbirine çok yak n olan kültür çe itleri ayr labilir ve tan mlanabilir. Türlerin

taksonomik tan mlamas  yap p, filogenetik akrabal klar  bulunabilir (Lowe ve ark.

1996, Parmaks z 2004). Do adaki yabani varyetelerin moleküler düzeyde

tan mlanmas , ekonomik de eri olan çe itlere yeni ve üstün özellikler kazand lmas

aç ndan da önemlidir (Bothmer ve ark. 1991, Parmaks z 2004).

         1980’den bu yana PCR teknolojisinin de yard yla genom analizlerinde

önemli ilerlemeler gerçekle ti. Bu ilerlemeler h zl  ve az miktarda DNA gerektiren

markör protokollerinin geli mesini sa lad . Ba lang çta RFLP gibi DNA tabanl

markörler moleküler sistematik çal malar nda yayg n olarak kullan lm r. Ancak

1990’l  y llar n ba ndan itibaren moleküler sistematik çal malarda RAPD

tekni inin kullan  daha çok tercih edilmi tir. lerleyen y llarda SSR’lar

(microsatellit) ve AFLP’ler yayg n olarak moleküler sistematik çal malarda

kullan lm r. 1994’lerden bu yana di er tekniklerin dezavantajlar  büyük ölçüde

gideren yeni bir markör tekni i olan ISSR tekni i kullan lmaya ba lanm r. ISSR

tekni i RAPD tekni ine göre çok daha hassas ve tekrarlanabilirli i yüksek olan bir

tekniktir. Bu teknik ökaryotik genomlarda tekrar eden 2, 3, 4, 5 gibi nükleotid

birimlerinin lokustan ba ms z olarak genomda rasgele da mlar  esas al r.

         Bu tez çal mas  ile Fibigia cinsi taksonlar n tohum ve polen yüzeyi

özellikleri elektron mikroskobu (SEM) ile incelenerek özellikle mikro

morfolojilerine dayal  taksonomik de er ta yan karakterleri belirlenmi tir. Yine bu

ara rmada moleküler çal malar kapsam nda elde edilen veriler sistematik analiz

programlar nda (NTSYSpc 2.1 program , Minitab) de erlendirilerek Fibigia cinsinin

filogenetik akrabal  gösteren dendogram olu turulmu tur. Ayr ca nümerik
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çal malardan sa lanan verilerin de analiz programlar nda de erlendirilmesiyle

fenetik dendogram  yap lm r. Sonuç olarak Türkiye Fibigia cinsi taksonlar n

moleküler, palinolojik ve nümerik verilere dayal  filogenetik ili kilerini yans tan

modern bir revizyonu gerçekle tirilmi tir.
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2. KAYNAK ARA TIRMASI

2.1. Brassicaceae Familyas  Hakk nda Genel Bilgi

         Brassicaceae (Cruciferae) familyas  taksonlar  genellikle Kuzey yar kürenin

man ku nda yay  göstermektedir. Bu familya dünya genelinde yakla k 338

cins ve 3715 tür ile temsil edilmektedir (Bailey ve ark. 2006). Ülkemizde ise

Brassicaceae familyas  91 cins ile temsil edilir ve en fazla cins içeren familyalar

aras nda dördüncü s rada bulunur. Ayr ca bu familya içerdi i 663 tür ve tür alt

takson ile ülkemizde Compositae ve Leguminosae familyalar ndan sonra en fazla

takson içeren familyalardan biridir. Brassicaceae familyas n ülkemizdeki

endemizm oran  %39.6’d r (Cullen 1965, Davis ve ark. 1988, Güner ve ark. 2000,

Özhatay ve Kültür 2006, Y ld ml  2001, Al-Shehbaz ve ark. 2007).

Familya Özellikleri: Brassicaceae familyas  üyeleri genellikle otsu veya

nadiren yar  çal ms  formdad r. Yapraklar alternat nadiren opposit ve stipulas z.

Çiçekler genellikle hermafrodit, hipogin ve bilateral simetrili. Sepaller 4, serbest,

dekussat çiftler halinde. Petaller 4, serbest. Stamen genellikle 6, tetradinam, nadiren

4 veya 2. Filamentler ço unlukla kanatl , apendageli veya di li. Nektaryumlar

stamenlerin taban  etraf nda farkl ekillerde dizilmi . Ovaryum sinkarp, 2 karpelli,

genellikle 2 gözlü ve yalanc  bir septum ile bölünmü . Meyve alttan aç lan 2 valveli

bir kapsula (meyva geni li inin 3 kat ndan fazla ise silikva, geni li i 3 kat ndan daha

az uzunlukta ise silikula olarak adland r), nadiren lomentuma benzer veya

aç lmaz. Ço u zaman tohumlar slakken müsilajl r.

         Brassicaceae familyas  dünyada ekonomik de eri olan önemli familyalar

aras nda yer al r. Bugün dünyan n farkl  ülkelerinde bu familyan n çok say da türü

farkl  ekonomik amaçlar do rultusunda kültür bitkisi olarak yeti tirilmektedir.

Brassicaceae familyas  üyelerinin ba ca ekonomik kullan m alanlar unlad r;

özellikle sebze olarak tüketilenlerden baz lar : Fibigia clypeata (L.) Medik., Brassica

oleracea L. var. oleracea (lahana), B. oleracea L. var. acephala DC. (karalahana), B.

oleracea L. var. gemmifera DC. (brüksel lahanas ), B. oleracea L.  var. botrytis L.
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(karnabahar), Eruca sativa Miller (roka), Raphanus raphanistrum L. (yabani turp), R.

sativus L. var. radicula (k rm turp), Lepidium sativum L. (tere)’dur (Hedrick 1972,

Kunkel 1984, Facciola 1990). Capsella bursa-pastoris Medik. türü de g da olarak

tüketilmektedir ( im ek ve ark. 2002). Brassica nigra (L.) Koch. (siyah hardal),

Sinapis alba L. (beyaz hardal) gibi türler baharat olarak kullan lmaktad r. Brassica

rapa L. var. rapa ( algam) türü içecek sanayisinde kullan lmaktad r. Brassica napus

L. (kolza) ve B. rapa L. var. oleracea DC. (ya algam ), Eruca sativa Miller ( zg n)

türleri tohumlar ndan ya  elde etmek için kültür edilmektedir. Ülkemizde yayg n

olarak yeti en Isatis tinctoria L.  (yabani  çivitotu)  türü  ise  kökboyas  elde

edilmesinde kullan r (Baytop 1994, Özyurt 1992).

         Sinapis arvensis L. yapraklar ndan elde edilen ekstraksiyonun idrar yolu

iltihab , diyabet, gaz giderici ve kurt dü ürücü gibi tedavi edici özelliklerinin oldu u

belirtilmi tir ( im ek ve ark. 2002). Baz Isatis türleri ise yara iyile tirici ve kab zl

giderici olarak kullan lmaktad r (Özyurt 1992).

         Fibigia clypeata türü Lübnan’n n Aarsal bölgesinde dar yay  olmas na

ra men halk taraf ndan kullan lan t bbi bitkiler aras nda yer almaktad r. Kullan

amac  safra kesesi ve böbrek ta  a lar n azalt lmas  veya giderilmesidir.

         Baz  Avrupa ülkelerinde sebze olarak tüketilen Fibigia clypeata türüne ait

tohumlar n ticari sat  yap lmaktad r. Fibigia clypeata türünün yeti tirilen vejetatif

organlar n demeti 1.80 £’dan sat lmaktad r. Ayr ca Fibigia eriocarpa (DC.) Boiss.

türünün kök, gövde, yaprak ve meyveleri drog olarak kullan lmaktad r. Fibigia

clypeata türünde yap lan bir çal mada ise bu türün biyoindikatör oldu u

belirtilmektedir (Tohmé & Tohmé 2005).

         Ayn  zamanda park, bahçe ve evlerde Cheiranthus cheiri ebboy), Iberis

(yenidünya çiçe i), Malcolmia (yaz ebboyu), Matthiola (bahçe ebboyu), Fibigia ve

Hesperis cinslerinin türleri yayg n biçimde süs bitkisi olarak kullan lmaktad r

(Seçmen ve ark. 1998, Duran ve ark. 2003).
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2.2. Fibigia Cinsi Hakk nda Genel Bilgi

         Fibigia cinsi (Brassicaceae) dünyada yakla k 16 takson ile temsil edilmektedir

(Cullen 1965, Bouloumoy 1930, Bush 1939, Tutin & Heywood 1964, Rechinger

1968). Fibigia cinsi özellikle Do u Akdeniz ve Iran-Turan fitoco rafik bölgesine

lokalize olmu tur (Bush 1939). Özellikle bu bölgelerin Fibigia cinsine ait

taksonlar n genetik farkl la ma merkezi kapsam nda bulunmas  nedeniyle, bireyler

aras ndaki polimorfizm daha yüksektir.

         Fibigia cinsinin Lübnan ve Suriye’de do al yay  gösteren tek türünün oldu u

bilinmektedir (Bouloumoy 1930). Lübnan ve Suriye Floras nda yer alan F. clypeata

türü ülkemizde de do al olarak yay  göstermektedir. Avrupa Floras nda üç Fibigia

türü bulunmaktad r. Avrupa Floras nda yer alan türlerden yaln zca F. clypeata türü

Türkiye’de yay  göstermektedir.

         Fibigia cinsi ran Floras nda iki seksiyona ayr lm r. Bu seksiyonlar ve türler

unlard r:

Seksiyon 1: Fibigia

F. suffruticosa (Vent.) Sweet

F. clypeata

F. thesigeri K.H.Rechinger

F. macrocarpa (Boiss.) Boiss.

Seksiyon 2: Edmondia Bge. ex Boiss.

F. multicaulis Boiss. & Hohen. ex Boiss

F. umbellata (Boiss.) Boiss.

F. pendula (Boiss.) Boiss.

F. membranacea Rech. f. & Köie

       Irak Floras nda da Fibigia türleri Fibigia ve Edmondia seksiyonlar  alt nda

toplanm r. Bu seksiyonlar ve türleri unlard r:
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Seksiyon 1: Fibigia

F. suffruticosa

F. clypeata

F. thesigeri

Seksiyon 2: Edmondia

F. multicaulis

F. umbellata

         Fibigia macrocarpa türü farkl  Floralarda farkl  isimlerde ve farkl  taksonomik

basamaklarda yer almaktad r. Irak Floras nda F. clypeata’n n alt türü olarak verilen

F. clypeata subsp. macroptera taksonunun Türkiye Floras nda ve ran Floras nda tür

düzeyinde temsil edilen F. macrocarpa oldu u not edilmi tir.

        Rus Floras nda ise dört Fibigia türü bulunmaktad r. Irak Floras nda Fibigia

seksiyonu alt nda yer alan F. clypeata subsp. macroptera, F. eriocarpa ve F.

clypeata taksonlar  Rus Floras nda Eufibigia seksiyonu alt nda verilmi tir.

         Fibigia cinsi Türkiye Floras nda dört tür ile temsil edilmektedir. Fibigia cinsi

üzerine yap lan morfolojik bir çal mada Fibigia cinsine bilim dünyas  için yeni bir

takson eklenmi tir. Türkiye Floras nda tür düzeyinde temsil edilen Fibigia eriocarpa,

F. clypeata türüne aktar lm r. Ayr ca Fibigia cinsinin deskripsiyonu ve te his

anahtar  revize edilmi tir (Tu ta  2008).

2.3. Genetik Markörler

         Genetik markör bir kromozom ya da kromozom bölgesinin ebeveynlerden bir

sonraki generasyona geçerken takip edilebilen k sm  olarak tan mlanabilir

(Bovenhuis & Meuwissen, 1996).
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Genetik Markör Çe itleri

Genetik Markörler üç ana ba k alt nda toplanabilir. Bunlar;

         a. Morfolojik markörleri

         b. Protein markörleri

         c. DNA markörleridir.

2.3.1. Morfolojik markörler

         Günümüzde moleküler tabanl  ara rmalardan elde edilen veriler genetik

markörler olarak yayg n biçimde kullan lmaktad r. Ancak genetik markörler içinde

en eski ve en yayg n kullan lan  ise hala morfolojik markörlerdir. Ucuz olmalar ,

zl  ve basit bir ekilde tan mlanabilmeleri en önemli avantajlar r (Bretting &

Widrlechner 1995).

         Sistematikte bitkinin hayat formu, kökü, gövdesi, yapra , çiçe i, meyvesi,

tohum ve polen özellikleri morfolojik markörler olarak kullan lmaktad r.

        Verbascum L. cinsinin (A) grubunda yer alan Verbascum natolicum (Fisch.  &

Mey.) Hub.-Mor. (Scrophulariaceae) türüne ait örneklerin flament tüy rengi, kapsül

ekli ve plasenta tipi karakterleri esas al narak taksonomik pozisyonu

de erlendirilmi tir (Ba  & Çak r 2005).

        Cardamine quinquefolia (M.  Bieb.)  Schmalh, Nasturtium officinale R.Br.,

Isatis, Alyssum pateri Nyar. ve A. praecox Boiss. & Bal. türlerinin polen

morfolojileri farkl  ara rmac lar taraf ndan belirlenmi tir (Aytu  1971, Do an &

nceo lu 1990, Vural & nce 1994).

         Alyssum obtusifolium Steven ex DC. türünün anatomik ve palinolojik

özellikleri belirlenmi  ve polen yap n trikolpat oldu u rapor edilmi tir (Orcan &

Binzet 2003).
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         15 Draba L. türünün 54 populasyondan toplanan örneklerinin tohum ve polen

mikromorfolojisi çal lm r. Bütün bireylerde geçerli olmamas na ra men polen

büyüklüklerinin kromozom say  ile kuvvetli ili kisi oldu u rapor edilmi tir

(Brochmann 2008). Brassicaceae familyas n Arabideae, Euclidieae, Hesperideae,

Lunarieae, Matthioleae ve Sisymbrieae tribuslar nda yer alan 45 taksonun nümerik

analizleri tohum, polen ve morfolojik özelli i kullan larak yap lm r (Khalik ve ark.

2002).

         Atelanthera Hook.f.  &  Thoms., Arcyosperma O.E. Schulz. ve Sisymbrium L.

(Brassicaceae) cinslerine ait toplam sekiz örnekte k mikroskobu ile polen

morfolojisi çal lm r. Çal lan örneklerin detayl  polen özellikleri verilmi tir

(Khan 2005). Eruca Miller ve Diplotaxis DC. cinsine ait toplam 20 taksonun tohum

yüzeyinin özellikleri SEM ile incelenmi tir (de Leonardis ve ark. 1997).

        Hesperis turkmendaghensis A.Duran & A.Ocak türünün tohum yüzeyi SEM ile

incelenmi tir. Bu türün tohum yüzeyinin reticulate-verrucate oldu u rapor edilmi tir

(Duran & Ocak 2005).

        Türkiye’nin farkl  lokalitelerinden toplanm Aethionema L. cinsinin 17 türünde

tohum yüzeyi k mikroskobu ve SEM ile incelenmi tir (P nar ve ark. 2007).

        Rorippa sylvestris (L.) Bess. türüne ait polenler SEM ile çal lm r. Bu türün

polenlerinin yüzey ornemantasyonu reticulate olarak gözlenmi tir ve polenlerin 3, 4

ya da pantokolpate oldu u rapor edilmi tir (Hsieh 2005).

       Coronopus didymus (L.) Smith, Cheiranthus cheiri, Eruca sativa ve Iberis

amara L. türlerinin polen morfolojisi k mikroskobu ile çal lm r. Bu türlerin

yüzey ornemantasyonu retikulate olarak bulunmu tur. Ayr ca polenlerin trikolpat ve

prolate, prolate-spheroidal, subprolate oldu u rapor edilmi tir (Khan 2005).

       Arabidopsis (A. lasiocarpa (Hook.f. & Thoms.) Schulz, A. mollissima

(C.A.Mey.) N.Busch, A. pumila var. pumila (Steph.) Busch, A. pumila var.
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graffithiana, A. stricta (Camb.) N.Busch, A. taraxacifolia (T.Anders.) Jafri, A.

thaliana (L.) Heynh., A. wallichi (Hook.f. &Thomson) N.Busch) cinsine ait sekiz

taksonun polen özellikleri k mikroskobu ile incelenmi tir. Bu taksonlar n polen

yüzey ornemantasyonu retikulate olarak bulunmu tur. Ayr ca polenlerin 3–4 kolpat

oldu u rapor edilmi tir (Khan 2004).

        Biscutella L. cinsinin 52 taksonunun yaprak tüy karakterleri stereo mikroskop,

SEM ve lup ile ara lm r (Olowokudejo 1992).

2.3.2. Protein Markörleri

         Protein markörleri, depo proteinleri ve enzimler olarak iki ana gruba ayr rlar.

         Depo proteinleri bir jel üzerinde hareket ettirilip boyand klar nda, farkl

genotiplerde ortaya ç kan yap  farkl klar , genetik markör olarak kullan labilir.

Bu day tohumunda bulunan iki depo protein grubu olan gliadin ve glutenin bu

amaçla yayg n olarak kullan lmaktad r. En önemli avantajlar  analizlerinin çabuk,

güvenilir ve tekrarlanabilir olmas r. En büyük dezavantajlar  ise say ca çok az

olmalar r (Y ld m & Kandemir 2001).

         Enzim markörleri alloenzim ve izoenzim olarak iki grup alt nda incelenebilir

(Y ld m & Kandemir 2001).

        zoenzimler, ayn  bireyde bulunan benzer veya ayn  göreve sahip ayn  enzimin

farkl  varyantlar  olarak belirlenip tan mlanm r (Markert & Moller 1959).

        Organizmalar n izoenzimlerine ba  benzerlik veya farkl klar , bu

materyallerin taksonomik ve metabolik benzerlikleri ile de bilgi verebilmektedir.

zoenzimlerin farkl  elektroforez tekni i kullan larak nitelik ve nicelik yönünden

tespit edilir (Gülen ve ark. 2002).

         Peroksidaz, izoenzimlerin çok geni  bir grubunu olu turmakta ve çok say daki

fizyolojik olayda do rudan veya dolayl  olarak görev almaktad r. Bu fizyolojik
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olaylar bitkilerde ya lanma, ölüm, ligninle me, tepe tomurcu unun bask nl

(dominansi), so uk tolerans , dinlenme, meyve geli imi ve olgunla mas , çimlenme,

büyüme ve geli me, yumru olu umu, cinsiyet farkl la mas eklinde özetlenebilir

(Gaspar ve ark. 1982, Gülen ve ark. 2002, Walter 1992 ).

         Alloenzim, birbirinden ay rt edilebilen allelleri bulunan enzimleri ifade

etmektedir. Alloenzimler ayn  genin farkl  allelleri taraf ndan meydana

getirilmektedir (Y ld m & Kandemir 2001).

        Enzim markörlerinin analizlerinin çabuk, ucuz ve güvenilir olmas  gibi baz

avantajlar  vard r. En belirgin dezavantajlar  ise say lar n çok az olmas r. Di er

bir dezavantaj  ise baz  alloenzimlerin özel dokularda ve belli bir geli me döneminde

gözlenebilir olmalar r (Van den Berg ve ark. 1983, Y ld m & Kandemir 2001).

2.3.3. DNA Markörleri

        DNA markörleri farkl  genotiplere ait DNA dizili  farkl  çe itli ekillerde

ortaya koyan markörlerdir. Nükleik asit temeline dayal  genetik markörlerin genom

analizlerinde kullan slahç lar için ihtiyaç duyulan bir aland r. Bu markörler

kullan larak genetik varyasyon ara labilir. Örne in birbirine çok yak n olan kültür

çe itleri ayr labilir ve tan mlanabilir. Türlerin taksonomik tan mlamas  yap p,

filogenetik akrabal klar  bulunabilir (Lowe ve ark. 1996, Y ld m & Kandemir 2001,

Parmaks z 2004). Do adaki yabani varyetelerin moleküler düzeyde tan mlanmas ,

ekonomik de eri olan çe itlere yeni ve üstün özellikler kazand lmas  aç ndan da

önemlidir (Bothmer ve ark. 1991, Parmaks z 2004). Moleküler markör teknolojileri,

baz  bitki türlerinin slah  ve gen kaynaklar n korunmas  konusunda ara rma

yapan bilim adamlar na yeni ufuklar açm r (Boskoviç & Tobutt 1996).

         DNA markörlerinin en önemli avantajlar ; stabil olmalar , tüm dokularda ortaya

kabilmeleri ve epistatik etkilere hassas olmamalar r. DNA markörleri dominant

ya da kodominant özellikte olabilir (Parmaks z 2004, Williams ve ark. 1990).
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  DNA markörleri temelde iki grup alt nda incelenebilirler.

a. Hibridizasyon tabanl  markörler (DNA melezleme markörleri)

b. Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) tabanl  markörleri

2.3.3.1. Hibridizasyon Tabanl  Markörler

        Genomda istenilen bir DNA parças n yerini belirlemek ve bu parçalar n

nükleotid dizilerini ara rmak amac yla çe itli ekillerde i aretlenmi  bir prob DNA

ile bu parçalar n hibridize edilmesi temeline dayan r. Hibridizasyon bantlar na

bak larak DNA seviyesindeki farkl klar tespit edilebilir. Bu teknik, Restriction

Fragment Lenght Polymorphism (RFLP) analizi ile PCR teknolojisinin

yayg nla mas ndan önce çok yayg n kullan m alan  bulmu tur (Y ld m & Kandemir

2001).

2.3.3.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonuna Dayanan Markör Teknikleri

         Tüm dünyada canl lar  olu turan genetik yap n çözülmesi, ortaya ç kar lan bu

yap daki genlerin yerlerinin saptanmas , i levlerinin anla lmas , ili kilerinin

belirlenmesi amac yla yürütülen çal malar büyük bir h zla devam etmektedir. Bu

amaç do rultusunda, belirlenen hedefe ula may  kolayla racak, h zland racak

yöntemlerin geli tirilmesi zorunlu hale gelmi tir. Basit gibi görünmekle birlikte,

geli tirilen bu yöntemlerin en önemlilerinden birisi Polimeraz Zincir Reaksiyonu

("Polymerase Chain Reaction", PCR)'dur (Ceyhan 2005).

         1985 y nda Amerika Birle ik Devletleri'nde bulunan Cetus irketinde çal an

Kary Mullis taraf ndan geli tirilen metod, nükleik asitlerin canl  organizma d nda

da, uygun ko ullar alt nda ço alt lmas na dayan r (Ceyhan 2005). Son y llarda

özellikle 1980’li y llar n ba ndan itibaren, genetik materyaller üzerindeki çal malar,

nükleik asit karakterizasyonunda, moleküler klonlamada, sekans analizlerinde,

rekombinant teknolojisinde ve klinik uygulamalar nda nükleik asit tabanl  problardan

yararlanma olanaklar  giderek artm r. Ayr ca prokaryot ve ökaryotlar n
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genomlar ndaki modifikasyonlar, restriksiyon analizleri ve sistemleri üzerinde de son

zamanlarda yo un çal malar yap lmaktad r. Saiki ve ark. (1985), mevcut

yöntemlerin duyarl klar n art lmas ndan çok, DNA veya RNA baz s ralar n

say sal olarak art lmas  (amplifikasyon) teknolojisine dayanan ve dolay yla

mevcut yöntemlerin analiz edilebilmelerini sa layan, Polimeraz Zincir Reaksiyonunu

(PCR) geli tirmi lerdir (Arda 2000).

        PCR’ n geli tirilmesi moleküler teknolojinin kullan m alan n da geni lemesine

yol açm r. PCR son y llarda, biyomedikal ara rmalar n yan  s ra infeksiyöz

ajanlar n te hisinde, epidemiyoloji, genetik defektlerin saptanmas nda, adli t p ve

di er alanlarda da geni  bir uygulama ortam  bulmu tur (Arda 2000).

PCR’ nin leyi  Mekanizmalar

       PCR çal malar  ba ca üç a amada gerçekle tirilir. Bunlar;

1. Hedef DNA’n n denatürasyonu:  Ço alt lacak DNA ve DNA’n n ço almas

sa layacak enzimle beraber di er gerekli materyaller (magnezyum, tampon

çözelti, primerler, PCR suyu)  mikrofüj tüplerine konduktan sonra cihaza

yerle tirilir. Cihaz s cakl  otomatik olarak 95 °C’ye yükseltir ve

DNA’lar n denatürasyonu (nükleik asitin iki iplikçi inin birbirlerinden

ayr larak tek iplikçik haline gelmesi) sa lan r. Bu i lem için gerekli süre

de mekle beraber genellikle 3–5 dakikad r.

2. Primerlerin ba lanmas : Hedef DNA’n n denatürasyonu gerçekle tikten sonra

PCR’ n s cakl  primerin ba lanma s cakl na dü er ve ortamda bulunan

primerlerin hedef DNA üzerindeki özel sekanslara ba lanmas

gerçekle tirilir. Bu i lemlerin tamamlanmas  da yakla k yine 3–5 dakikada

gerçekle ir.

3. Polimerizasyon: Primerlerin ba lanmas ndan sonra cihaz n s cakl  70–72

°C’ye ç kart r. Bu s cakl kta tüpler içinde bulunan ve ya dayan kl  olan

polimeraz enzimi, 5'- 3' yönünde olmak üzere, ortamdaki nükleotidleri

kullanarak, primerlerin 3'-terminusuna nükleotidleri yerle tirir ve böylece

hedef DNA sekans n bir kopyas  elde edilir. Polimerizasyon reaksiyonunda,
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hedef DNA’n n tek iplikçik sekanslar  kal p ödevi görür. Bu süre de yakla k

3–5 dakika sürmektedir (Arda 2000).

Böylece PCR’ n üç a amadan olu an ve yakla k olarak 10–15 dakika kadar devam

eden birinci amplifikasyon a amas  tamamlan r. Tekrar n 95°C’ye yükseltilmesi

ve ayn  a amalar n 25–30 kez tekrarlanmas  durumunda tek bir hedef DNA segmenti,

2n formülüne göre, yakla k 33,6 milyon ço alt lm  olur. Ancak deney ko ullar nda

gerçekle en verim oran  %85 kadard r. Verimin dü mesinde, tekrar say n artmas ,

enzimin tan mas  gereken nükleotid say n fazla olmas , tekrarlanan s cakl k

de iklikleri ve s cakl k art lar  etkili olmaktad r. Taq polimeraz enziminin

yakla k, her 1000 nükleotidde bir nükleotid kadar hata yapmas , sentezlenen yeni

cDNA’ ya yanl  nükleotidlerin girmesine de yol açmaktad r. Hata oran  (m), m=2f/c

formülü ile hesaplanmaktad r (f: nükleotidlerin zincire kat lmas ndaki hata ve c:

dönem say ) (Arda 2000).

        PCR yöntemi kolay uygulanabilir olmas  ve h zl  sonuç vermesi gibi avantajlar

nedeniyle birçok farkl  alanda kullan lmaktad r. Bu alanlar öyle özetlenebilir:

1. Genetik bozukluklar n belirlenmesinde

2. Adli t pta

3. Mikrobiyolojik çal malarda

4. Prob olu turulmas nda; klonlamada; gen tan mlamas  ara rmalar nda

5. Bilinmeyen dizilerin tayininde

        Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) tekni inin kullan lmas  ile RAPD (Random

Amplified Polymorphic DNA), SSR (Simple Sequence Repeat) ve AFLP (Amplified

Fragment Length Polimorphism) markör metotlar  da geli tirilmi tir ( Vos ve ark.

1995, Tautz 1989, Botstein ve ark. 1980, Bornet & Branchard 2001). Ayr ca son

zamanlarda PCR tabanl  bir markör olan ISSR ile de çal malar yap lmaktad r

(Zietkiewicz ve ark. 1994, Bornet & Branchard 2001)
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2.3.3.2.1. Randomly Amplified Polymorphic DNA (RAPD)

          Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD) yöntemi; 9–10 baz

uzunlu undaki rasgele oligonükleotidlerin (primerlerin) kal p DNA'n n iki iplikçi i

üzerinde, birbirine kar  iki farkl  noktada tamamlay lar  bularak, bu ara bölgenin

ço alt lmas  esas alan nükleotid dizi polimorfizminden olu maktad r. Yayg n

olarak di er PCR uygulamalar n aksine iki de il bir primer kullan lmaktad r.

Ancak bu primer her iki yöndeki DNA üretimi için de kullan lmaktad r. Dolay yla

kullan lan primerin DNA üzerinde birbirine yak n iki bölgeye yap abildi i genom

bölgelerinin amplifikasyonu yap lmaktad r. Amplifikasyonu yap lan DNA parçalar

bir agaroz jel elektroforezinde yürütüldü ünde farkl  bireylerde DNA’n n baz

bölgelerinin üretildi i baz lar nda ise üretilmedi i gözlenmektedir (Williams ve ark.

1990, Welsh & McClelland 1990, Ergül 2000, Y ld m & Kandemir 2001).

         RAPD yöntemi basit ve ucuz oldu u için çok tercih edilmektedir. Bu yöntem

ço unlukla sistematik çal malarda, gen ak n analizinde, hibrit çal malar nda ve

kar k genom örneklerinin analizinde yayg n olarak kullan lmaktad r. K sa

primerlerin ve dü ük annealing s cakl klar n kullan , primerlerin genom içinde

rasgele bölgeleri ço altmas na neden olur. Fertler aras ndaki nükleotid dizilimi

fark ndan olu an polimorfizm, RAPD bantlar n bulunma durumuna göre belirlenir.

RAPD’ler dominant genetik markör olarak kabul edilir ve gen haritas n

kar lmas nda dikkate al r (Çiftci 2004).

         Bu teknik için as l sorun olu an bant say n, kullan lan DNA’n n kalitesine,

PCR s cakl k profiline ve reaksiyon kondisyonuna ba  olarak hassasiyet

göstermesidir. Hatta baz  ara rmac lara göre RAPD parmak izi özelli inin,

kullan lan polimeraz enziminin tipine göre de farkl k gösterdi i rapor edilmi tir. Bu

parametrelerin hepsi kontrol alt na al nsa bile RAPD yönteminin di er bir dezavantaj

ise homozigot ve heterozigotlu un tespit edilememesidir (Çiftçi 2004).

         RAPD markörleri genetik ba lant  haritalar n olu turulmas , gen i aretleme,

çe it (hat) tan mlamas , yerel çe itler (hatlar) aras  genetik farkl k ve filogenetik
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ara rmalarda kullan lmaktad r. RFLP tekni iyle kar la ld nda daha yüksek

düzeyde polimorfizm belirlenmesinden dolay  özellikle tür içi genetik çe itlilik

çal malar nda da çok yayg n olarak kullan lmaktad r (Karp & Edwards 1995).

2.3.3.2.2. Amplified Fragment Length Polymorphism (AFLP )

Bu teknikte genomik DNA iki kesim enzimi taraf ndan kesilir. Kesilen parçalar n

uçlar na nükleotit dizili i sentetik olan adaptör DNA’lar eklenir. Eklenen sentetik

DNA’n n nükleotit dizili ini de ta yan ba lat  DNA’lar kullan yla spesifik DNA

ço alt  yap r (Y ld m & Kandemir 2001). Yöntem RFLP ile RAPD

yöntemlerinin bir kar  gibidir. RFLP’de oldu u gibi spesifik kesim yapan

restriksiyon enzimleri ile kesim yap r, bu kesim bölgelerine ait bilginin de

kullan  ile PCR yöntemi RAPD’de oldu u gibi genomun bilinmeyen bölgelerinde

ço alt m gerçekle tirilir.

2.3.3.2.3. Simple Sequence Repeat (SSR)

        Mikrosatellitler genom içerisinde tekli, ikili, üçlü ya da dörtlü nükleotid

permutasyonlar n herhangi biri eklinde rasgele tekrarlanan (tandem repeated) k sa

DNA sekanslar r (Ellegren 1993).

       Mikrosatellitler ilk olarak insanlarda tan mlanm r. Daha sonra fareler ile

çal lm r (Litt & Luty 1989, Weber & May 1989, Love ve ark. 1990).

       lerleyen y llarda domuzlarda ve s rlarda da mikrosatellitler tespit edilmi tir.

Bitkilerde birçok tür için oldukça önemli olan bu markörlerin ba ar  bir ekilde

izole edilmesi ve uygulanmas na ba lam r (Johansson ve ark. 1992, Kemp ve ark.

1993).

         Bitkiler âleminde ilk çal malar tarla bitkileri üzerinde gerçekle tirilmi tir. Bu

bitkiler ve çal malar öyledir; soya bitkisi, pirinç, arpa ve bu day bahçe

bitkilerinden ise üzümde, orman a açlar ndan ise me e, okalüptüs ve Swietenia

humilis üzerinde çal lm r (Zhao & Kochert 1993, Akkaya ve ark. 1992,

Morgante & Olivieri 1993, Wu & Tanksley 1993, Maroof ve ark. 1994, Roder ve
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ark. 1995, Thomas & Scott 1993, Dow ve ark. 1995, Byrne ve ark. 1996, White &

Powell 1997). Mikrosatellit lokuslar kodominant markörlerdir yani heterozigotlar

homozigotlardan ay rt edilebilir ve PCR (polymerase chain reaction) kullan  ve

allellerin jel üzerine seperasyonunun yap lmas yla tüm genetik bilgilere ula mak

mümkündür. Elde edilen bu veriler istatistik programlar arac yla test edilerek söz

konusu mikrosatellitin herhangi bir verim özelli i ya da genetik hastal kla ili kili

olup olmad  belirlenir (Ün ve ark. 2000).

2.2.3.2.4. Inter Simple Sequence Repeat (ISSR)

        1980’den bu yana PCR teknolojisinin de yard yla genom analizlerinde önemli

ilerlemeler oldu. Bu ilerlemeler h zl  ve az miktarda DNA gerektiren markör

protokollerinin geli mesini sa lad . RAPD’ ler, SSR’ lar (microsatellit) ve AFLP’ler

yayg n kullan lan PCR tabanl  markörlerdir (Williams ve ark. 1990, Tautz 1989, Vos

ve ark. 1995). Ancak her markörün avantajlar  ve dezavantajlar  vard r. RAPD’nin

dezavantaj  tekrarlanabilirli inin dü ük olmas r. AFLP’nin dezavantaj  ise yo un

çal ma ve yüksek maliyet gerektirmesidir. Mikrosatellitlerin dezavantaj  ise

çal maya ba layabilmek için ön bilgi gerektirmesidir. Çal lacak olan moleküler

markör tekni inin seçimi ise hem tekni in tekrarlanabilirli ine hem de kolay

uygulanabilir olmas na ba r. 1994’lerden bu yana di er tekniklerin dezavantajlar

gidermek üzere geli tirilmi  yeni bir markör tekni i olan ISSR kullan lmaktad r. Bu

yöntem, ökaryotik genomlarda tekrar eden 2, 3, 4, 5 gibi nükleotid birimlerinin

lokustan ba ms z bir ekilde genomda rasgele da mlar  esas alan ancak RAPD

yöntemine göre çok daha hassas ve tekrarlanabilirli i yüksek olan bir yöntem olarak

öne ç kmaktad r.

        ISSR markörleri genetik çe itlili in belirlenmesinde filogenetik çal malarda,

genom haritalar n olu turulmas nda ve evrim biyolojisinde birçok bitkide

uygulanan bir tekniktir.
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2.2.3.2.5. Brassicaceae Familyas  üzerine yap lm  baz  moleküler çal malar:

         Fibigia clypeata türü üzerinde yap lan moleküler bir çal mada kloroplast

DNA’lar  incelenmi  ve dizi analizleri ortaya konulmu tur (Koch ve ark. 2007).

Alyssum L. cinsinin hiperakümülatör türlerinden biri olan Alyssum bertolonii

Desv.’nin populasyonlar  aras ndaki genetik polimorfizm kloroplast mikrosatellit

(cpSSR) bölgeleri incelenerek ara lm r (Mengoni ve ark. 2003). Alyssum

cinsinin hiperakümülatör olan ve hiperakümülatör olmayan türlerinin filogenetik

akrabal  ve geographic da  nrDNA’n n ITS bölgelerinden yararlan larak tespit

edilmi tir (Mengoni ve ark. 2003).

         Arabidopsis thaliana model organizma olarak bilinmesine ra men bu türün

orijini ve tarihsel evrimi hakk nda çok az bilgi vard r. Arabidopsis populasyonlar

aras ndaki moleküler akrabal k polimorfik kloroplast markörleri kullan larak

ara lm r (Provan & James 2003).

         Arabis petraea (L.) Lam. ve Arabis lyrata L. türlerinin mikrosatellit

bölgelerindeki polimorfizm, Arabidopsis thaliana için tasarlanan primerler

kullan larak ara lm r (Treuren ve ark. 1997).

         Avrupa’n n üç farkl  bölgesinden toplanan Alliaria petiola (Bieb.) Cav. &

Grande örnekleri ile Kuzey Amerika’n n sekiz farkl  bölgesinden toplanan örnekler

aras ndaki genetik polimorfizm ISSR primerleri kullan larak ara lm r (Meekins

ve ark. 2001).

         Brassica alboglabra Bailey, Brassica bourgeaui (Webb)  O.Kuntze, Brassica

montana Pourret türleri aras ndaki ve bu türlerin Brassica oleracea L. türü ile

akrabal k düzeyini tespit etmek için nrDNA ISSR markörü ile cpDNA’s  ise RFLP

markörü ile çal lm r (Hu ve ark. 1998). Brassica oleracea’nin dokuz yabani

populasyonu aras ndaki genetik polimorfizm RFLP-PCR ve ISSR-PCR markörleri

kullan larak incelenmi tir (Panda ve ark. 2003).
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         Brassicaceae familyas n Thelypodieae, Sisymbrieae, Brassiceae, Lepidiae,

Arabideae tribuslar na ait baz  üyeleri aras ndaki filogenetik akrabal k mat K ve chs

genleri kullan larak ara lm r (Koch ve ark. 2001).

        Cruciferae familyas n en büyük cinslerinden biri olan Lepidium L. cinsinin

türleri aras ndaki varyasyon s ras yla ITS ve cDNA’s  incelenerek ara lm r

(Mummenhoff ve ark. 2004). Draba cinsi içerisindeki taksonomik problemleri

çözmek için morfolojik markörler, izoenzim markörleri ve RAPD markörleri

kullan lm r (Scheen ve ark. 2002). Fibigia clypeata’n n trnL intron bölgeleri

sekanslanm  ve bu bölgelerin gen sekanslar  NCBI gen bankas na verilmi tir.

         Lepidium cinsinin trnT-trnL, trnL-trnF ve cpDNA trnL intron bölgeleri

Mummenhoff ve ark. (2001) taraf ndan çal lm r.

         Raphanus sativus L.  ve Raphanus raphanistrum türlerine  ait  yedi  örnek

aras ndaki moleküler akrabal n tespit edilmesi için RAPD yöntemi kullan lm r

(Kamel ve ark. 2004).

         Türkiye’de yeti en ve nikel hiperakümülatör özellik gösteren baz Alyssum

türleri aras ndaki genetik uzakl k RAPD yöntemi kullan larak tespit edilmi tir (Aç k

ve ark. 2004).

          12 Brassica örne i ile be Arabidopsis thaliana örne i aras ndaki genetik

benzerlik ISSR primerleri kullan larak tespit edilmi tir (Bornet & Branchard 2004).

        Amerika’ya (ABD) endemik olan Physaria belli türünün populasyonlar

aras ndaki genetik çe itlilik ISSR primerleri kullan larak tespit edilmi tir (Kothera ve

ark 2007).

         Brassica türleri  (B. napus, B. nigra, B. oleracea, B. rapa) ile Arabidopsis,

Camelina Crantz, Raphanus L.  ve Sinapis L. cinsleri aras ndaki genetik akrabal k

dokuz SSR primeri kullan larak ara lm r (Flannery ve ark. 2006).
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         Halofit bir tür olan Thellungiella salsuginea (Pallas) O.E.Schulz ve T.

halophila (C.A.Meyer) O.E.Schulz’n n mikrosatellit bölgelerindeki polimorfizmleri

ara lm  ve Genepop 3.4 program  kullan larak populasyonlar n genetik analizleri

yap lm r (Gao ve ark 2008).

         Kloroplast DNA’s n trnF ve trnL bölgeleri kullan larak Arabidopsis,

Boechera, Rorippa Scop., Nasturtium R.Br. ve Cardamine L. cinsleri aras ndaki

filogenetik akrabal k incelenmi tir (Koch ve ark. 2005).

         25 Rorippa türü aras ndaki filogenetik akrabal k kloroplast DNA’s n trnL

intron ve trn L/F bölgeleri kullan larak ara lm r (Bleeker 2002).

          Capparaceae ve Brassicaceae familyalar  aras ndaki genetik ili ki kloroplast

DNA’s n trnL-trnF ve ndhF bölgeleri kullan larak ara lm r (Hall ve ark 2002).

        Cardamine pratensis L. kompleksinin biyoco rafik tarihini ve filogenetik

akrabal  ayd nlatmak için bu türün örnekleri protein markörleri ve moleküler

markörler (RAPD, ITS, kloroplast DNA’s n kodlanmayan bölgeleri) ile

incelenmi tir (Franzke & Hurka 2000). Di er bir çal mada Cardamine amara L., C.

pratensis L. ve C. raphanifolia Pourret türlerinin filogenetik akrabal  ara rmak

için ITS ve AFLP markörleri kullan lm r (Marhold ve ark. 2004).

        Crambe L. cinsine ait 27 türün filogenetik akrabal  ayd nlatmak için ITS

bölgeleri kullan lm r (Ortega ve ark. 1999).

         Raphanus sativus türünün örnekleri aras ndaki genetik polimorfizm RAPD,

ISSR ve SRAP primerleri kullan larak ara lm r (Wang ve ark 2008)

         Cochlearia L. cinsinin ve yak n cinslerinin filogenetik akrabal  çözmek için

ITS sekanslar  kullan lm r (Koch ve ark. 1999).
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Pachycladon kompleksinin (Cheesemania fastigiata, C. stellata, C. wallii, C.

latisiliqua, Pachycladon novae-zelandiae, Ischnocarpus novaezelandiae, I. exilis)

genetik farkl  AFLP markörleri ile incelenmi tir (Heenan & Mitchell 2002).
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3. MATERYAL VE METOT

         Türkiye Fibigia cinsine ait örnekler 2006–2008 y llar n vejetasyon

sezonunda, do al olarak yeti tikleri farkl  lokalitelerden topland . Arazi çal malar

kapsam nda toplanan bu örnekler üzerinde moleküler ve nümerik analizler ile polen

ve tohum yüzeyi (SEM- mikromorfoloji) çal malar  gerçekle tirildi.

         Moleküler çal malarda kullan lacak örnekler arazi ortam nda silika jel içerisine

al nd  ve DNA izolasyonuna kadar örnekler silika jel içerisinde muhafaza edildi.

Moleküler çal malarda materyal olarak Fibigia cinsine ait be  taksonun farkl

lokalitelerinden toplanm  16 örne i kullan ld . Ayr ca d  grup olarak Physoptychis

haussknechtii, Bornmuellera cappadocica, Aurinia saxatilis subsp. orientalis

taksonlar  kullan ld  (Çizelge 3.1).

         Polen ve tohum yüzeyi (SEM) çal malar  için, araziden toplanan veya

herbaryum materyali haline getirilen örneklerin çiçek ve meyvesi kullan ld .

Mikromorfolojik çal malar n yap ld  tüm örneklerin toplay  numaras  ve

lokaliteleri çizelge 3.2’de verildi.

Çizelge 3.1. Moleküler çal mada kullan lan örneklerin ad , toplay  numaras  ve
lokalite bilgileri

Toplay
no.

Tür ad Lokalite

M.A. 26 Fibigia suffruticosa-1 B9 Van: Erek Da , Güney yamaçlar, step,
03.07.2007

M.F rat
10189

Fibigia suffruticosa-2 B9 Van: Erek Da , 2400 m, 21.07.2007

M.A. 25 Fibigia macroptera-1 B9 Van: Erek Da , Güney yamaçlar, step,
03.07.2007

M.F rat
10188

Fibigia macroptera -2 B9 Van: Bahçesaray, Serkani mevkii, 1800 m,
38°09.931'N, 042°48.515'E

A.Duran
7465

Fibigia macroptera -3 B7 Elaz : Baskil, Dü üntepe köyünün 2 km
güneydo usu, e imli yerler, 1440 m, 13.06.2007

S.Tu ta
1007

Fibigia clypeata subsp.
anatolica

C6 Hatay: skenderun. Arsuz. Gözcüler Beldesi
yukar , serpantin ta  yerler, 1350 m, 07.07.2007

Ö.Çetin
1001

Fibigia clypeata subsp.
clypeata var. clypeata-1

C6 Osmaniye: Osmaniye-Yarpuz aras , yol kenar ,
ncebel mevkii, Pinus nigra orman aç kl ,

13.08.2006
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Ö.Çetin
1002

Fibigia clypeata subsp.
clypeata var. clypeata-2

C6 Osmaniye: Osmaniye-Yarpuz aras , Cebelibereket
köyü yukar , e imli yerler

A.Duran
7595

Fibigia clypeata subsp.
clypeata var. clypeata-3

C5/6 Adana: Feke, Bahcecik-Develi da  yolu, 1700
m, 17.07.2007, Pinus nigra aç kl

M.Öztürk
1271

Fibigia clypeata subsp.
clypeata var. clypeata-4

B5 K kkale: Delice, Bayrakl -Sar kaya aras , Gâvur
deresi, vadi içi, e imli ta  yerler, 800–1000 m,
25.06.2007

A.Duran
7583

Fibigia clypeata subsp.
clypeata var. eriocarpa-5

C5 Adana: Feke-Mansurlu yolu, 10. km, Pinus brutia
aç kl , 960 m, 17.07.2007

A.Duran
7481

Fibigia clypeata subsp.
clypeata var. eriocarpa-6

C6 Gaziantep: Nurda -Gaziantep aras , Gaziantep’e
25 km kala, ba  kenarlar , 1040 m, 37°19.256'N,
40°45.934'E, 15.06.2007

A.Duran
7643

Fibigia clypeata subsp.
clypeata var. eriocarpa-7

C5 Ni de: Uluk la, Çiftehan-Pozant  aras , 2. km,
tren yolu kenar , 1000 m, 01.08.2007

A.Duran
8191

Fibigia clypeata subsp.
clypeata var. eriocarpa-8

C3 Antalya: Termessos Milli Park , Müze-kale kap
yolu, 650 m, 12.05.2007

M.Öztürk
1273

Fibigia clypeata subsp.
clypeata var. eriocarpa-9

B6 Sivas: Akda madeni-Y ld zeli aras , vadi içi,
imli ta  yerler, serpantin, 25.06.2007

A.Duran
7648

Fibigia clypeata subsp.
clypeata var. eriocarpa-10

B5 Kayseri: Tomarza, Aslanta  köyü yolu, Aslanta 'a
5 km kala, kalker kayal k, 1650 m, 38°20.930'N,
36°03.720'E, 06.08.2007

A.Duran
5171

Aurinia saxatilis subsp.
orientalis

B1 Bal kesir: Alt noluk, Toyran köyünden-Kaz Da ,
900 m, kaya çatla , 19.05.2000

M.Ünal
9619

Bornmuellera cappadocica B9 Van: Geva  ilçesi, Artos Da , zirve yamaçlar ,
alpin step, 2740 m, 38 33 707 E, 43 36 008 N

A.Duran
6612

Physoptychis haussknechtii B7 Sivas: Divri i-Zara yolu, Divri i ç , soldaki
vadi içi, 1150 m,e imli çak ll  yerler, 39°23.93'N,
38°04.84'E

Çizelge 3.2. Mikromorfolojik çal malarda kullan lan örneklerin ad , toplay
numaras  ve lokalite bilgileri

Toplay  no Tür ad Lokalite
Polen çal malar  için kullan lan materyaller

A.Duran 5300
Fibigia clypeata
subsp. clypeata
var. clypeata

C6 Hatay: Dörtyol, Topakta  yaylas , M  zirvesi, Alpin
kat, ta  yerler, 2200 m, 18.06.2000

M.Dinç&Y.Ba
2961

F. clypeata subsp.
clypeata var.
clypeata

C4 Karaman: Ayranc , Çatköy Dümbelek aras , Bolkar
etekleri, vadi içi, Juniperus aç kl , kayal k,1900 m,
10.06.2007

S.Tu ta  1006
F. clypeata subsp.
clypeata var.
eriocarpa

C6 Adana: Saimbeyli, Yardibi Köyü, yol kenar , kayal k,
31.07.2006

A.Ünal 102
F. clypeata subsp.
clypeata var.
eriocarpa

C4 Konya: Konya-Karaman, Karada , Damba  mevkii,
Quercus orman , 1750 m

M.Ünal 5195 F. macroptera B9 Van: Küçük Erek Da n güney yamaçlar ,  step. 2600
m 18.05.2007

A. Duran 5195 F. suffruticosa B9 Mu : Malazgirt, Mezra köyü yolu, 10. km, volkanik ta
yerler, 1640 m, 26.05.2000
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Tohum yüzeyi çal malar  için kullan lan materyaller

S.Tu ta  1006
F. clypeata subsp.
clypeata var.
eriocarpa

C6 Adana: Saimbeyli, Yardibi Köyü, yol kenar , kayal k,
31.07.2006

A.Duran 7643
F. clypeata subsp.
clypeata var.
eriocarpa

C5 Ni de: Uluk la, Çiftehan-Pozant  aras , 2. km, tren yolu
kenar , 1000 m, 01.08.2007

A.Duran 7509
F. clypeata subsp.
clypeata var.
clypeata

B1 Bal kesir: Edremit, Kazda , K lkeçili köyü, Gölcük
mevkii, Pinus nigra aç kl , 740 m, 39°39.473'N,
26°54.375'E, 06.07.2007

S.Tu ta  1007 F. clypeata subsp.
anatolica

C6 Hatay: skenderun, Arsuz, Gözcüler beldesi yukar ,
serpantin ta  yerler, 1350 m, 07.07.2007

S.Tu ta 1004 F. macroptera B9 Van: Erek Da , 2200 m, 09.08.2006

A.Duran 7672 F. macroptera B6 Kayseri: Sar z-Yalak (Ye ilkent), Binbo a Da , 1850
m, step, ta  yerler, 07.08.2007

S.Tu ta  1003 F. suffruticosa B9 Van: Erek Da , 2200 m, 09.08.2006

3.1. Moleküler Metot

3.1.1. Sterilizasyon

         Çal lan materyallerin ve laboratuvar n sterilizasyonu moleküler biyoloji

çal malar nda büyük önem ta maktad r. yi sterilize edilmemi  malzemelerle

çal mak kontaminasyona neden olabilir. Kontaminasyonu önlemek amac yla DNA

izolasyonu s ras nda kullan lan havan, havan topuzu, spatullar ve di er malzemeler

alüminyum folyo kullan larak bütünüyle sar ld . Sterilizasyon yöntemi olarak kuru

hava ile sterilizasyon seçildi ve alüminyum folyo ile kaplanan malzemeler Pasteur

(Pastör) f nda (Sterilizatör) 121 oC de 3 saat aras nda sterilize edildi. Ayr ca

laboratuvar tezgâhlar  çal maya ba lamadan önce %70’l k alkol ile temizlendi.

3.1.2. DNA zolasyonu

         DNA izolasyonunda hangi yöntemin kullan laca , çal man n amac  ve

çal lacak materyale göre belirlenir. Bu çal mada DNA izolasyonu için 2XCTAB

(cetil three metil amonyum bromid) ve Qiagen Kit metotlar  kullan ld . Bu bölümde

2XCTAB ve Qiagen Kit yöntemlerinin DNA izolasyon basamaklar  ayr nt  olarak

verildi.
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2XCTAB metodunda kullan lan ekstraksiyon çözeltisi a daki gibi haz rlan r:

2X CTAB Çözeltisinin Haz rlanmas  (125 ml)

NaCl 10.23 g

Tris1M(pH=8) 12.5g

CTAB (cetil three metil amonyum bromid) 2.5g

EDTA (0.5 M) 5.0 ml

Sodyum bisülfit 0.63 g

         Solüsyonun son hacmi deiyonize su ile 125 ml’ye tamamland . 2XCTAB

solüsyonu izolasyonda kullan lmadan önce %1 hacim/hacim olacak ekilde -

mercaptoethanol ile kar ld .

2X CTAB yöntemi ile gerçekle tirilen izolasyon a amalar öyledir;

1. Silika jel içerisinde saklanan materyaller hassas terazide 0.075 gr tart ld .

2. Tart lan örnekler içi azot dolu havanlara ayr  ayr  konuldu.

3. Bu örnekler steril topuzlar arac  ile toz haline gelinceye kadar havanda

ezildi.

4. Toz haline getirilen örnekler 2 ml’lik steril tüplere al nd .

5. Tüplerdeki örnekler üzerine 750 l 2XCTAB -mercaptoethanol

çözeltisinden ilave edildi.

6. Örnekler 65 derecelik blok da 30 dakika bekletildi.

7. Blok dan ç kar lan örneklerin üzerine 750 l kloroform: izoamil alkol

(24:1) ilave edildi.

8. Örnekler santrifüj cihaz na al narak 25
o
C’de, 7000 rpm’de 5 dakika süreyle

santrifüje tabii tutuldu.

9. Santrifüj i lemi tamamland ktan sonra tüplerin üst k sm ndaki s  faz 1.5

ml’lik tüplere al nd .

10.  faz k sm  al nan tüplere tekrar 300 l kloroform: izoamil alkol (24:1)

ilave edilerek 15000 rpm’de 5 dakika süreyle tekrar santrifüj edildi.
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11. Tüplerin üst k sm nda olu an faz al narak daha önceden al nan s  faza

eklendi ve üzerlerine toplam hacmin 3/5 kadar izoamil alkol ilave edildi.

12. Olu an yeni kar m tekrar 15000 rpm’de 5 dakika süre ile santrifüj

edilmi tir. DNA pelleti olu umu gözlendikten sonra pelleti dü ürmeden

tüplerdeki izoamil alkol döküldü.

13. Diplerinde DNA pelletleri bulunan tüplere 1 ml %70’lik etanol ilave edildi.

Örnekler 5 dk süreyle 15000 rpm’de santrifüj edildi.

14. Tüplerdeki etilalkol DNA pelletine zarar vermeden tüplerden uzakla ld .

15. Kurumaya b rak lan pelletlerin üzerine daha sonra 100 l 1XTE (Tris- EDTA

Buffer) ilave edildi ve DNA’n n çözünmesi sa land .

16. Örnekler a zlar  parafilmle sar larak -20 derece derin dondurucuya kald ld .

Qiagen Kit ile DNA izolasyon metodu çözeltisi a da verilmi tir:

1. Silika jel içerisinde kurutulmu  her bir örnekten 0.04 g tart larak bir havan

içerisine kondu. Örneklerin üzerine s  azot dökülerek toz haline getirildi ve

2 ml’lik mikrosantrifüj tüplere yerle tirildi.

2. Tüplere 400 µl Buffer AP1 ve 4 µl RNase stok çözelti eklendi ve tüpler

vortekslendi.

3. Tüpler 65 0C s cakl kta 10 dakika bekletildi. Bu s rada tüpler 2 ya da 3 ters

çevrilerek materyal iyice kar ld .

4. Tüplere 130 µl Buffer AP2 eklendi ve kar ld ktan sonra 5 dakika buzun

üzerinde bekletildi.

5. Tüpler 5 dakika 14000 rpm’de santrifüj edildi.

6. Santrifjden sonra kar m pipetle al narak 2 ml’lik toplama tüpleri içerisindeki

kolondan geçirildi ve 2 dakika 14000 rpm’de santrifüj edildi.

7. Olu an s  k m pellet dü ürülmeden yeni tüplere al nd .

8.  hacminin 1.5 kat  kadar Buffer AP3/E eklendi ve kar ld .

9. Elde edilen kar mdan 650 µl al narak 2 ml’lik toplama türleri içerisindeki

kolonlardan geçirildi ve 1 dakika 8000 rpm’de santrifüj edildi. Olu an s

m tüplerden uzakla larak i lem tekrarland .

10. Santrifüjden sonra olu an s  k m ve toplama tüpleri at ld .
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11. Kolonlar 2 ml’lik yeni toplama tüplerine yerle tirilerek üzerine 500 µl Buffer

AW eklendi ve 1 dakika 8000 rpm’de santrifüj edildi. S  k m

uzakla ld .

12. Kolonlara 500 µl Buffer AW eklendi ve kolon membran n kurumas  için 2

dk 14000 rpm’de santrifüj edildi.

13. Kolonlar 1.5 ml’lik yeni mikrosantrifüj tüplerine al nd  ve kolon membran

üzerine 100 µl Buffer AE eklendi. Tüpler oda s cakl nda 5 dk bekletildikten

sonra 1 dakika 8000 rpm’de santrifüj edildi. Bu a ama tekrarland ktan sonra

tüpler içerisinde DNA çözeltisi elde edildi.

3.1.3. DNA Konsantrasyonunun ve Safl n Belirlenmesi

         PCR çal malar n optimizasyonu ve standartla lmas  için izolasyonundan

sonra DNA’lar n kalitesi ve miktar  belirlenmelidir. DNA konsantrasyonlar

spektrofotometre ile hassas olarak ölçülebilir. Nükleotidlerin heterosiklik halkalar

260 nm dalga boyundaki  maksimum absorbe etme özelli i ta  için bu dalga

boyundaki absorbsiyon derecesi nükleik asitlerin miktar n bir ölçüsüdür. DNA

çözeltisi taraf ndan absorbe edilen UV nlar n miktar  do rudan numunedeki

DNA miktar na ba r. Proteinler ise 280 nm dalga boyunda so urum gösterirler.

Buna göre, DNA’n n miktar ve safl , spektrofotometrede 260 ve 280 nm dalga

boylar nda elde edilecek de erler ile belirlenebilir. 260 nm OD ölçümünün 280 nm

OD ölçümüne oran  DNA’da protein kontaminasyonu olup olmad  hakk nda bilgi

verir. A
260

/A
280

oran n 1.8 ile 2.0 aras nda olmas  beklenir. OD’nin 2.0’nin üzerinde

olmas  protein kontaminasyonuna, 1.8’in alt nda olmas  da RNA kontaminasyonu

oldu una i aret eder. 1.0 birimlik bir optik dansite (OD) çift iplikli DNA için 50

g/ml, tek iplikli DNA veya RNA için 40 g/ml ve oligonükleotidler için 20

g/ml‘ye kar k gelmektedir (Kesen 2008).

        zole edilen DNA çift iplikli ise, miktar n belirlenmesi için a daki

formülden yararlan r:

DNA konsantrasyonu = 260 nm’deki OD x Suland m oran  x Sabit Katsay
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Ya da k saca

cDNA  = A260 x Seyreltme Katsay  x 50 g/ml

O.D.- Optik Dansite (260 nm’de okunan absorbans de eri).

S.K.- Suland rma katsay .

50 - Çift iplikli DNA için her absorbanstaki g DNA miktar .

        Çal mam zda izole edilen örneklerin ölçümü Eppendorf marka 6131-

Biophotometer cihaz  ile yap ld . Ölçümlerin kontrolünün yap lmas  içi her örnek üç

kez okundu. Ölçüm esnas nda DNA örnekleri, 1 l DNA + 49 l su olacak eklinde

50 kat suland ld .

        Spektrofotometrik ölçümler sonucunda DNA konsantrasyonu yüksek olan

örnekler seçildi ve DNA konsantrasyonlar  25 ng/ l olacak ekilde dilüsyonlar

haz rland . Haz rlanan dilüsyonlardan e it hacimde al narak %1 lik agaroz jelde

yürütüldü. Jel görüntüleri her bir örne in DNA konsantrasyonunun e it oldu unu

destekledi.

3.1.4. PCR Bile enlerinin Optimizasyonu

3.1.4.1. Primer Seçimi ve Konsantrasyonu

       Primerler kullan m amaçlar na göre 15–40 oligonukleotitten olu an ve sentetik

olarak haz rlanabilen tek iplikçikli spesifik DNA segmentleri olarak tan mlanabilir.

DNA ço alt  esnas nda primerler hedef DNA üzerinde kendine komplementer

olan baz dizilerini bularak onlara ba lan r (Arda 2000). Primerlerin yap nda, GC

bazlar n oran n belli bir seviyede bulunmas  ve primer uzunlu unun 18–30 baz çifti

aras nda olmas  amplifikasyonda nonspesifik ba lanmalar  azalt r. Ayr ca PCR

program nda kullan lacak primerlerin Tm s cakl n do ru tespit edilmesi de çok

önemlidir. Primerin Tm s cakl  hesaplamak için çe itli formüller kullan labildi i

gibi bu s cakl klar primeri sentezleyen firmalar taraf ndan da hesaplanabilir.

Bu çal mada yap lan ön denemeler sonucu polimorfik bant üreten ISSR primerleri

seçilmi tir.  Ayr ca firmadan gelen Tm s cakl klar n +5 ve -5 ºC aral klar
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denenerek ideal Ta s cakl  tespit edilmi tir. Bu çal mada kullan lan ISSR

primerleri ve s cakl klar  çizelge 3.3’de verilmi tir.

Çizelge 3.3. ISSR amplifikasyonunda kullan lan primerler.

Primer Primer Sekans Tm (0C)  SIZE (bp)    GC%       Tan
ISSR M1 (AGC)6-G 63.1 19 68.4 63
ISSR M2 (ACC)6-G 63.1 19 68.4 63
ISSR M3 (AGC)6-C 63.1 19 68.4 63
ISSR M4 (CA)10-C 59.8 21 52.4 59
ISSR M5 (GA)9-C 56.7 19 56.7 56
ISSR M7 (AG)9-C 56.7 19 52.6 56
ISSR M8 (AC)9-G 56.7 19 52.6 56
ISSR M9 (AC)8-CG 56.0 18 55.6 55
ISSR M10 (AC)8-CCT 54.8 18 52.8 53
ISSR M11 (CAC)5 53.3 15 66.7 66
ISSR M12 (GACAC)4 61.4 20 60.0 61
ISSR M13 (CA)6 44.8 14 53.6 53
ISSR M14 (CA)6 –RG 43.4 14 50.0 43
ISSR M15 (CA)8-AG 53.7 18 50.0 53
ISSR M16 (AC)8-GC 56.0 18 55.6 56
ISSR M17 CAG-(CA)8 56.7 19 52.6 56
ISSR M18 CGT-(CA)8 56.7 19 52.6 56

3.1.4.2. Magnezyum Konsantrasyonu

      Magnezyum konsantrasyonu primerin ba lanmas nda, denatürasyonda, ürün

spesifikli inde, primer-dimer olu umunda ve enzim aktivitesini etkilemede önemli

rol oynar. Bu nedenle reaksiyonda önemli bir bile eni olu turur.

Bu çal mada ticari olarak sat lan ve konsantrasyonu 25 mM olan stok çözeltiler

kullan ld . De ik Mg oranlar yla yap lan PCR denemeleri sonucunda reaksiyon

ba na 2.5 µl Mg kullan lmas na karar verildi.

3.1.4.3. Deoksiribonükleozid Tri Fosfat Konsantrasyonu

     DNA sentezi s ras nda serbest deoksiribo nükleozid tri fosfatlara ihtiyaç

duyulmaktad r. dNTP’ler ya tek tek ya da mix halinde ticari olarak sa lanabilir.
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dNTP’nin yüksek safl kta bulunmas , pH’n n 7 olmas  ve dNTP kar mda her bir

nükleotitten e it hacimde bulunmas  PCR çal malar nda önemlidir. Bu çal mada

pH=7 olan 100 µM’lik her bir nükleotitten e it miktarlarda al narak haz rlanm

kar mdan tüp ba na 0.4 µl kullan ld .

3.1.4.4. 10 X Taq DNA Polimeraz Tamponu

      Bu çal mada MgCl2 ve Taq DNA polimeraz enzimi ile set halinde gelmi  olan

Bioron marka 10 X reaksiyon tamponundan reaksiyon ba na 2.5 µl kullan ld .

3.1.4.5. Taq DNA Polimeraz Enzimi

     Bu çal mada Bioron marka Taq DNA polimerazdan reaksiyon ba na 0.3 µl

kullan ld .

3.1.5. PCR UYGULAMASI

3.1.5.1. PCR Kar n Haz rlanmas

         PCR’nin temel bile enlerinin ve DNA konsantrasyonunun optimizasyonu

yap ld ktan sonra PCR çal malar na ba land . PCR çal malar nda 0.2 ml’lik RNase

ve DNase-free tüpler kullan ld . Tüplere s ras yla numara verildikten sonra 4 µl DNA

ve 21 µl haz rlanm  olan PCR kar  ilave edildi. PCR kar  haz rlamak için

RNase ve DNase-free 2 ml’lik tüpler kullan ld . PCR kar n haz rlanmas  ve

da lmas  buz üzerinde ve steril kabinde yap ld . PCR kar n kullan lan

kimyasallar ve miktarlar  çizelge 3.4’te verilmi tir.
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Çizelge 3.4. PCR kar n haz rlanmas nda kullan lan kimyasallar ve miktarlar

PCR bile enleri

DNA (25 ng/ l)
Buffer (10x)
dNTP kar  (25 mM)
MgCl2 (25 mM)
Primer (50 pmol/ l)
Taq polimeraz (5 ünite/ l)
ddH2O (Steril)

PCR bile enlerinin
miktar  (tek tüp için)
3 L
2.5 L
0.4 L
2.5 L
0.5 L
0.3 L
15.8 L

3.1.5.2. PCR artlar n Optimizasyonu

        ISSR çal malar  primerin yap ma  üzerine odaklanan ve istenmeyen

ba lanmalar  azaltan Touch-Down PCR yöntemi ile gerçekle tirildi. PCR 95 °C’de 3

dk denatürasyon ile ba lay p 94 °C’de 1 dk denatürasyon ve 72 °C’de 2 dk uzama

evresini içeren 20 döngü ile devam etti. Bu döngüler esnas nda her bir döngünün

cakl  0.5 °C azalt larak s cakl k primerlerin ba lanma s cakl na dü ürüldü. 20

döngünün tamamlanmas  ile 94 °C’de 1 dk denatürasyon ve 72 °C’de 2 dk uzama

evresini içeren 20 döngü daha gerçekle tirildi. 72 °C’de 10 dk ba lanman n

tamamlanmas  ile PCR çal mas  tamamland .

3.1.6. Elektroforez Uygulamalar  ve Agaroz Jel Elektroforezi

          Çal mam zda kolay dökülebilir olmas , örnekleri denatüre etmemesi

nedeniyle agaroz jel kullan ld . Ayr ca yürütme tamponu olarak TBE buffer seçildi.

Elektroforez çal malar na ba lamadan önce elektroforez çal mas nda kullan lacak

stok çözeltiler haz rland .
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3.1.6.1. Agaroz Jel Elektroforezi çin Stok Çözeltilerin Haz rlanmas

3.1.6.1.1. Jel Yükleme Tamponlar

Jel yükleme tamponlar  üç amaç için kullan r:

1. Örnek yo unlu unu art rarak DNA’n n kuyulara batmas  sa lamak,

2. Örne e renk vererek yükleme i lemini kolayla rmak,

3. çerdikleri boyan n bir elektrik alan nda tahmin edilen oranda anoda do ru hareket

etmesini sa layarak örneklerin katetti i mesafeyi tahmin etmek

Jel yükleme tamponu olarak bromofenol mavisi ve ksilen syanol FF boyalar  içeren

6X Jel Yükleme solüsyonu kullan ld  (Çizelge 3.5).

Çizelge 3.5. 6X Jel Yükleme solüsyonunun haz rlanmas nda kullan lan kimyasallar

- 10 mM Tris-HCl
- %0.03 xylene cyanol FF
- %0.03 bromophenolblue
- %60 gliserol
- 60 mM EDTA

3.1.6.1.2. DNA Bantlar n Boyanmas

      Elektroforezle ayr lan DNA bantlar  görmenin en kolay yolu, DNA’y

boyamakt r. Bu amaçla flüoresans bir boya olan ve yayg n olarak kullan lan etidyum

bromide kullan ld .  Ethidium bromidin k görmemesi için haz rland ktan sonra

alüminyum folya ile sar  tüplerin içerisinde sakland . Ayr ca çal ma esnas nda çok

dikkatli kullan ld  ve çal ma ortam na bula mas  engellendi.

3.1.6.1.3. Yürütme Tamponu

       Yürütme tamponu olarak TBE buffer kullan ld  (Çizelge 3.6). Buffer 10X stok

çözelti halinde haz rland  ve çal ma esnas nda 1X olacak ekilde saf su ile

suland ld .
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Çizelge 3.6. Tris-borik asit- EDTA çözeltisinin haz rlanmas

10 X TBE tampon çözeltisi (1 litre için) Miktar

Tris 108 gr

Borik Asit 55 gr

EDTA 50 ml

3.1.6.2. Agaroz Jel Haz rlama ve Jel Görüntüleme

1. 4 gr agaroz 200 ml 1X TBE tamponu içeren erlene ilave edildi ve mikrodalga

na kondu.

2. Agaroz eridikten sonra so umaya b rak ld .

3. Çözelti içerisine 1.2 l etidyum bromid eklendi ve ethidium bromidin jel

içerisinde homojen kar mas  sa land .

4. Haz rlanan agaroz çözeltisi, taraklar yerle tirildikten sonra elektroforez

taba na bo alt ld . Pipet ucu yard yla tabak içerisinde olu an hava

kabarc klar  al nd . Oda s cakl nda 30–45 dakika kat la maya b rak ld .

5. Daha sonra tarak dikkatlice ç kar ld , tabak içerisinde tampon s n

bulundu u elektroforez tank na yerle tirdi. Tampon jelin en az 1 mm

üzerinde olacak ekilde ayarland .

6. DNA örneklerinin bulundu u 0.2 l’lik eppendorf tüpe 6X jel yükleme

tamponundan 3 l ilave edildi ve boyan n PCR ürünü içerisinde kar mas

sa land . PCR ürünü ve boya kar  mikropipet yard yla jel içerisindeki

kuyucuklara bo alt ld .

7. Elektroforez tank n kapa  kapat ld ktan sonra güç kaynaklar  tak ld .

Örnekler 60 volt ak mda 2–3 saat yürütüldü.

8. 20 dakika aral klarla transsilüminatörde jelden görüntü al nd .

3.1.7. ISSR Bantlar n statistikî Analiz Programlar le De erlendirilmesi

      Agaroz jel elektroforezi sonunda elde edilen bant desenleri, polaroid film

üzerinde görüntülenerek kuvvetli, tekrarlanabilir ve polimorfik olan bantlar
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de erlendirilmeye al nd . Taksonlar n kar la lmas nda, bantlar var (1) veya yok

(0) esas na göre de erlendirildi. Genotipler aras ndaki genetik uzakl klar  ifade eden

dendrogram, NTSYS-pc (Numerical Taxonomy and Multivariate Analysis System,

Version 2.1) program  ile gerçekle tirildi.

3.1.7.1. Kümeleme Analizi (Cluster Analysis-UPGMA)

       Son y llarda biyologlar taraf ndan s kl kla kullan lan kümeleme analizi bireyleri

sahip olduklar  baz  özelliklere göre ayn  küme veya ayn  grupta birle tiren bir

metottur (P narkara 2007).

3.1.7.2. Temel Koordinatlar Analizi (Principal Coordinate Analysis)

      Bu yöntem bireyler aras ndaki benzerlik ya da farkl klara dayal  olarak

kullan lan çok de kenli bir istatistiki analiz metodudur. Benzerlik ya da farkl k

matrisleri kullan larak analizler gerçekle tirilir (P narkara 2007).

3.2. NÜMER K METOT

         Türkiye’de do al olarak yeti en Fibigia cinsine ait be  takson ile Physoptychis

haussknechtii ve Aurinia saxatilis subsp. orientalis üzerinde yap lan incelemeler

sonucunda elde edilen verilerin de erlendirilmesiyle taksonomik de er ta yan 48

karakter belirlendi. Bu karakterler 7 x 48’l k veri tablosu eklinde düzenlendi

(Çizelge 3.7). D  morfolojide kullan lan metrik karakterler için her bir türün ideal

olarak belirlenmi  on örne i üzerinde yap lan ölçümlerin ortalamalar  kullan ld .

Yap lan ölçümlerin aritmetik ortalamalar  hesapland . Daha sonra bu de erler

nümerik çal malar IBMpc’ler için yaz lm  olan NTSYS-pc versiyon 2.1

program na aktar ld  ve veriler standardize edildikten sonra taksonlar n filogenetik

yak nl klar  yans tan dendogram olu turuldu.
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Çizelge 3.7. Nümerik taksonomide kullan lan morfolojik karakterler

No Karakter Karakter özelli i No Karakter Karakter özeli i

Habit ve Tüy 24 Çiçek sap Yükselici-0
Dik-1

1 Habitus
Yar  çal -0
Otsu-1
Yar  çal -otsu-2

25 Sepal Tabanda kesecikli
de il -0
Tabanda kesecikli-1

2 Kümelenme
durumu

Kümeli-0
Kümeli de il-1 26 Sepal  uzunlu u mm

27 Sepal geni li i mm
3 Dallanmas

durumu
Dallanm -0
Dallanmam -1

28 Sepal tüy durumu Bifurkat ve y ld zs -0
Sadece y ld zs -1
Ço unluk bifurkat-2

29 Petal rengi Sar -0
Menek e-1

4 Tüyler

Ço unlukla
ld zs -0

Ço unlukla
bifurkat-1
Basit, çatals ,

ld zs -2
30 Petal uzunlu u mm
31 Petal geni li i mm

5 Gövde Dik-0
Yükselici-1

Yaprak 32 Petal ekli

Ters yumurtams -0
Ters yumurtams -
spatulat-1
Ters m zraks -2

6 Taban
yapraklar

Kal -0
Kal  de il-1

33 Petal ucu Küt-0
Hafif emerginat- küt-1

7 Taban
yapraklar

Rozet formda-0
Rozet formda de il-
1

34 D  stamen Kanatl -0
Kanats z-1

8 Taban yaprak
kenar

Düz-0
Düz ve di li-1

35 Anter ekli Ovate-0
Oblong-1

9 Taban yaprak
uzunlu u cm

36 Kotiledon Inkumbent-0
Akumbent-1

10 Taban yaprak
geni li i mm

37 Stigma ki loblu-0
Kapitat-1

Meyve
38 Meyve uzunlu u cm

39 Meyve geni li i cm

40 Meyve tüy durumu Meyve tüysüz-0
Meyve tüylü-1

11
Taban
yapraklar n
ekli

Ters m zraks -
spatulat-0
Dikdörtgensi-ters

zraks -1
Dar ters m zraks -2
Ters yumurtams -
ters m zraks -3

12 Taban yaprak
ucu

Küt-0
Sivri-1

41 Meyve tüy ekli

sa y ld zs  tüylü-0
Bifurkat tüylü-1
Uzun basit ve bifurkat
tüylü-2
Tüysüz-3

13 Taban Belirgin-0 42 Meyve özelli i Yass la -0
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yapraklar n
orta damar

Belirgin de il-1

14
Taban
yapraklar n tüy
durumu

Yo un tüylü-0
Yo un tüylü de il-1

kin-1
Bir dereceye kadar

kin-2

15
Gövde
yapraklar
uzunluk

cm

16
Gövde
yapraklar
geni lik

mm
43 Meyve ekli

Globose-0
Geni  eliptik-
yuvarlak-1
Yumurtams -
dikdörtgenimsi-2
Ters yumurtams -3

17 Gövde yaprak
kenar

Düz-0
Di li-1 Tohum

18 Gövde yaprak
ekli

Dikdörtgensi-0
Dar ters m zraks -1

eritsi-2
44

Her lokulustaki
tohum say

Bir-üç-1
Alt -sekiz-2
ki-dört-3

Üç-alt -4
10 yada daha fazla-5

19 Gövde yaprak
ucu

Küt uçlu-0
Sivri uçlu-1
Acuminate-2

Çiçek

20 Brakte durumu Brakteli-0
Braktesiz-1

45 Tohum kanad
varl

Kanatl -0
Kanats z-1

21 Çiçek durumu
uzunlu u cm

46 Tohum kanat
geni li i

Tohuma e it-0
Tohumdan geni -1
Tohumdan dar-2
Kanats z-3

22 Çiçek durumu
dallanmas

Dallanm
(panicle)-0
Dallanmam
(raceme)-1 47 Tohum rengi Kahverengi-0

Ye il- gri-1

23 Çiçek sap
uzunlu u

cm
48 Tohum kanat

yap

Mat-0
effaf-1
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3.3. M KROMORFOLOJ K METOT

       Araziden toplanarak herbaryum materyali haline getirilen çiçekli örneklerden

Wodehouse metoduna göre polen preparatlar  haz rlanm r. Bu çal mada

Erdtman’ n palinolojik terminolojisi kullan lm r (Erdtman 1952, Wodehouse

1935).

3.3.1. Polenlerin Morfolojik Olarak ncelenmesi

       Wodehouse metoduna göre haz rlanan polen preparatlar  Olympus BX-51

ara rma mikroskobu ile incelenerek polen tan mlamalar  yap lm r.

Wodehouse Metodu

1. Anterlerden al nan polenler temiz bir lam üzerine konuldu.

2. Üzerine reçine ve ya lar n erimesi için 2–3 damla %96’l k alkol damlat ld .

3. Preparat  üzerinde alkol uçana kadar bekletildi.

4. Bazik fuksin eklenmi  gliserin-jelatin kar ndan bir miktar al p polenlerin

üzerine koyularak erimesi sa land .

5. Polenlerin da lmas  için temiz bir i ne ile kar ld .

6. Üzerine lamel kapat ld .

        Polenlerin mikroskopta yap lan morfolojik incelemeleri sonucunda polenlerin

tan mlar  a da belirtilen morfolojik özellikler dikkate al narak yap lm r;

Polen tipi: polen üzerindeki apertürlerin ekil ve dizili lerine göre verilen isim.

Polen ekli: Polar eksenin (P) ekvatoral eksene (E) bölünmesiyle bulunur.

Apertür: Ekzin üzerindeki yar kç k (kolpat), delikçik (porat) veya hem yar kç k hem

de delikçik (kolporat)’ten meydana gelen olgun bir polende borucu un sal nd  zay f

mlard r.

Porlar n polar yöndeki uzunlu u (Plg) ile ekvatoral yöndeki uzunlu u (Plt) belirlendi.
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3.3.2. Taramal  Elektron Mikroskobu Metodu

        Türlere ait polen ve tohum örnekleri taramal  elektron mikroskobunda incelendi.

Polenler için toplad z örnekler ve çiçekli herbaryum materyalleri kullan ld .

Polenler stereo mikroskop alt nda üzerinde çift tarafl  yap kan bant bulunan stablar

üzerine yerle tirildi. Ayn ekilde türlere ait olgun tohumlar da stablar üzerine

yerle tirildi. Erciyes Üniversitesi Teknoloji Ara rma ve Uygulama Merkezinde

Poleron SC7620 sputter coater cihaz yla 9 A° kal nl nda alt nla kaplanarak SEM ile

taramalar  yap ld  ve dijital resimleri çekildi.
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4. ARA TIRMA SONUÇLARI VE TARTI MA

4.1. Fibigia cinsi taksonlar n genel özellikleri

Çok y ll k, otsu veya nadiren yar  çal ms , dik veya yükselici, ± yo un y ld zs ,

veya kar k basit-y ld zs  tüylü; gövde hafif aç , yaprakl ; yapraklar ters m zraks

veya ters yumurtams , tabanda daralm , en alttakiler genellikle k sa sapl ; yaprak

kenarlar  tam, dalgal  (sinuat) veya düzensiz di li veya loplu. Çiçeklenme seyrek

dall , ba lang ç formu yo un emsiyemsi salk m (korimbus) olu turur, ço u zaman

en üst gövde yapraklar  çiçeklenmeyi geçer, ana eksen (rachis) döllenme sonras nda

zl  uzar; sepaller dik, dar dikdörtgensi veya yumurtams , tabanda sakkat; petaller

sar  veya morumsu-k rm , dar ters yumurtams , tabana do ru dereceli olarak daral r,

fakat klav ani daralmaz; stamenler 6, d  flamentler ço u zaman küçük di li, içtekiler

uca do ru belirgin geni lemi  ve yass la ; ovaryum dar yumurtams , 4-18 ovüllü;

stigma kapitat. Silikula büyük, eliptik veya hemen hemen dairemsi, yass la ;

valveler ço u zaman yo un pilos tüylü; septum parlak, ka ts ; tohumlar hemen

hemen dairemsi, kahverengi, yass la , ço u zaman kenarlar  belirgin kanatl .

Türkiye Fibigia cinsinin infragenerik s fland rmas :

Section. Fibigia

F. clypeata

F. macroptera

Section. Purpureae A.Duran & Ö.Çetin Sect. nov.

        Sepaller k smen veya tamamen k rm ms -menek e. Petaller k rm -morumsu.

Yapraklar düz kenarl , alt gövde yapraklar  uzun petiollü, petiol 2.5–9 cm

uzunlu unda. Silikula geni lemi  ters yumurtams  ve tüysüz.

Type: F. suffruticosa (Vent.) Sweet

Fibigia Cinsine Ait Türlerin Te his Anahtar

1. Petaller morumsu-k rm ; silikula tüysüz  ………...….………..……. suffruticosa

1. Petaller sar ; silikula aç kça tüylü
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2. Silikula geni  eliptikten dairesele kadar, en az 14 mm geni li inde; tohum

kanad  tohumdan daha geni  …………………….……….……….. macroptera

2. Silikula dikdörtgen-eliptikten yumurtams -dikdörtgene kadar, genellikle 14

mm’den dar; tohum kanatlar n geni li i tohum geni li inden az veya en fazla

tohum geni li i kadar  …………………………………..……………. clypeata

Fibigia clypeata (L.) Medik.

        Çok y ll k otsu, tabanda odunsu. Gövde dik, 25–90 cm uzunlu unda, kümeli (2–

7), çiçeklenme bölgesinde dallanmam  veya 2-3 dall , yo un bifurkat, trifit ve

ld zs  tüylü, bifurkat tüyler y ld zs  tüylerden genellikle daha uzun. Gövde

yapraklar  tabanda yo un; alt gövde yapraklar  m zraks  lineardan-dikdörtgenimsiye

kadar, 3–6 x 0.4–1.2 cm (petiol dahil), kenarlar düz veya hafifçe di li, uç ± obtuz,

ana damar belirgin, k sa y ld zs  tüylü; orta ve üst gövde yapraklar  lineardan ters

zraks ya kadar, petiolsüz, kenarlar  düz veya hafifçe di li, k sa y ld zs  tüylü,  uç

obtuzdan akuta kadar. Çiçeklenme rasemöz,  çiçekler braktesiz veya en alttaki birkaç

brakteli veya bütünüyle brakteli, brakte pediselden uzundur. Pedisel ± dik, (2-)3–5

mm uzunlu unda, bütünüyle yo un y ld zs  tüylü. Sepaller 6–7 x 1.8–2.5 mm,

ld zs  tüylü, içtekiler hafif keseli (sakkat). Petaller dar ters m zraks , 11–13 x 2–2.5

mm, sar ;  dudak dar ters m zraks , (5)6–7 mm; klav 5–6 mm, sepali geçmez. D

flamentler a da tek yönde k sa di li veya di siz, iç flamentler di siz, 6–7 mm

uzunlu unda; anterler ± linear,  1.5–2 mm uzunlu unda, sar ms . stilus 1.5–3 mm,

yo un y ld zs  tüylü, kal ; ovaryum yo un k sa bas k y ld zs  tüylü. Silikula

dikdörtgenimsiden hafif yumurtams ya kadar, olgunlukta aç r, 17–32 x 10–15 mm,

yo un k sa y ld zs  tüylü veya k sa y ld zs  ve uzun basit, bifurkat tüylü, s k tüylerden

dolay  grimsi beyaz görünü te; septum bütünüyle zars . Bölmeler 6–9 tohumlu, her

bir bölme içinde tohumlar iki s ral , tohumlar kahverengi,  kanatlarla birlikte 4–5 mm

çap nda, kanats z 2–3.6 mm çap nda, kanatlar zar ms , 1.2–1.4 mm geni li inde.
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Fibigia clypeata türü iki alttüre (subsp.) ayr r. Bu alttürler ve anahtar ;

1. Gövde 30 cm den daha uzun; silikula dikdörtgensi-eliptikten ovat-oblonga

kadar,  en fazla 12 mm geni li inde ……………………….... subsp. clypeata

1. Gövde 30 cm den k sa, silikula hafif ovat, en az 13 mm

geni li inde…………………………………………………. subsp. anatolica

Fibigia subsp. clypeata iki varyeteye ayr r. Bu varyeteler ve anahtar ;

Silikula k sa y ld zs  tüylü ………………………………..……. var. clypeata

Silikula k sa y ld zs , uzun basit ve bifurkat tüylü  ……..…….. var. eriocarpa

Fibigia macroptera (Boiss.) Boiss.

         Çok y ll k otsu, taban k sm  k smen yar  çal ms . Gövde ± dik, 15–32 cm

uzunlu unda, kümeli (3–7), nadiren tek, çiçeklenme bölgesinde dallanmam  veya

nadiren 1–2 dall , genellikle y ld zs  tüylü ve birkaç (seyrek) trifit tüylü. Alt gövde

yapraklar  dikdörtgensi veya ters yumurtams  ya da ters m zraks , 1.5–6 x 0.4–1 cm

(petiol dahil), kenar düz, uç obtuz, yo un k sa y ld zs  tüylü; orta ve üst gövde

yapraklar  dar dikdörtgensi, petiolsüz, k sa y ld zs  tüylü, genellikle düz, nadiren bir

iki di li. Çiçeklenme rasemöz, çiçekler braktesiz. Sepaller 7–8 x 2–2.5 mm, y ld zs

tüylü, içteki sepaller kesecikli. Petaller 9.5–10.5 x 1.5–2 mm, sar . D  flamentler

di siz, 6–6.5 mm uzunlu unda, iç flamentler 6.5–7 mm uzunlu unda. Ovaryum

yo un k sa y ld zs  tüylü, meyve pediseli k sa y ld zs  ve uzun trifit tüylü, 2–4 mm

uzunlu unda, ± dik. Silikula yass la , geni çe eliptikten yuvarla a kadar,

olgunlukta aç r, 20–30 x 13–20 mm, yo un k sa y ld zs  tüylü; septum bütünüyle

zars . Tohum kanatla birlikte 8–12 mm çap nda, kanats z 3–5 mm çap nda, kanatlar

zar ms , 5–7 mm geni li inde.
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Fibigia suffruticosa (Vent.) Sweet.

Çok y ll k otsu, taban k sm  k smen yar  çal ms . Gövde ± dik. 25–50 cm

uzunlu unda, zay f kümeli (2–6), sertle mi  eski yaprak kal nt lar  taban  örter,

çiçeklenme bölgesinde dallanmam  veya nadiren 2–3 dall , yo un k sa y ld zs

tüylü. Alt gövde yapraklar  dar ters m zraks dan spatulata kadar, 5–18 x0.5–1.5 cm

(petiol dahil), kenar düz, petiol 2.5–9 cm uzunlu unda, orta ve üst gövde yapraklar

linear ters m zraks dan dikdörtgensiye kadar veya linear-m zraks , k sa y ld zs  tüylü,

düz kenarl . Çiçeklenme rasemöz, bütün çiçekler braktesiz. Sepaller k smen veya

tamamen k rm ms -menek e, 9–11 x 1.5–2 mm, y ld zs  tüylü. Petaller 12–16 x 3–4

mm, k rm -morumsu. D  flamentler a da tek yönde k sa di li veya di siz, 5–7.5

mm, iç flamentler di siz, 7.5–10 mm. Ovaryum tüysüz. Meyve pediseli k sa y ld zs

tüylü, yükseliciden dike kadar, 6–24 mm uzunlu unda. Silikula geni lemi  ters

yumurtams , 13–15 x 8–9 mm; septum bütünüyle zars . Tohumlar kahverengi,

kanatlarla birlikte 4–8 mm çap nda, kanats z, 3–5 mm çap nda, kanatlar yar  zar ms ,

1- 2.5 mm geni li inde.

4.2. Mikromorfolojik Sonuçlar

Fibigia clypeata subsp. clypeata var. clypeata taksonunun iki farkl  lokaliteden

toplanan örneklerinin polenleri SEM ile çal ld . ncelenen polenlerin yüzey

ornamentasyonunun retikulate ve apertür tipinin de trikolpat oldu u gözlendi ( ekil

4.1). Wodehouse yöntemine göre haz rlanan preparatlar n k mikroskobunda

ölçümleri  yap ld .  Polar  eksen  (P)  35.55  µm,  ekvatoral  eksen  (E)  29.91  µm  olarak

ölçüldü. P/E oran  1.18’dir ve polenler subprolate’dir. F. clypeata subsp. clypeata

var. clypeata taksonunun iki farkl  lokaliteden toplanm  tohum örnekleri SEM ile

çal ld . Tohum yüzey ornamentasyonun retikulate oldu u gözlendi ( ekil 4.3).

        Fibigia clypeata subsp. clypeata var. eriocarpa taksonuna ait SEM ile incelenen

polenlerin trikolpat oldu u tespit edildi. Polen yüzey ornamentasyonu retikulatedir

ekil 4.1). Polar eksen (P) 25.6 µm ve ekvatoral eksen (E) 15.54 µm’dir. P/E oran

1.64 ve polenleri subprolate ekildedir. F. clypeata subsp. clypeata var. eriocarpa
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taksonunun iki farkl  lokaliteden toplanm  tohumlar SEM ile incelendi ve tohum

yüzeyi ornamentasyonu retikulate-pentagonal olarak gözlendi ( ekil 4.3).

        Fibigia clypeata subsp. anatolica taksonuna ait polen apertür tipinin trikolpat

oldu u tespit edildi. Polen ve tohum yüzeyi ornamentasyonunun retikulate oldu u

gözlendi ( ekil 4.2– 4.4). P/E oran  1.8 ve polenleri subprolate ekildedir.

         Fibigia suffruticosa türüne ait polen apertür tipinin trikolpat oldu u tespit edildi

ekil 4.2). Polar eksen (P) 35.59 µm, ekvatoral eksen (E) 25.49 µm’dir. P/E oran

1.64 ve polenler subprolate ekildedir. Polenlerin yüzey ornamentasyonu

retikulatedir. Fibigia suffruticosa türünün tohum yüzeyinin retikulate-pentagonal

oldu u tespit edildi ( ekil 4.4).

         Fibigia macroptera türüne ait polenler trikolpatt r ( ekil 4.2). Polar eksen (P)

40.01 µm, ekvatoral eksen (E) 31.35 µm’dir. P/E oran  1.27 ve polenler subprolate

ekildedir. Polenlerin yüzey ornamentasyonu retikulatedir. F. macroptera türünün iki

farkl  lokaliteden toplanm  örneklerinin tohum yüzey ornamentasyonu retikulate

olup düzensiz rektangular ya da quadrangular görünü  hâkimdir ( ekil 4.4).

        Brassicaceae familyas  üyelerinin polen büyüklü ü, ekli, apertür say  çok

fazla de iklik göstermez. Bu familyan n üyelerinin polen yap  genellikle

trikolpatt r ve yüzey ornamentasyonu retikulatedir (Erdtman 1972; Reile 1992; El

Ghazal  1993). Ayr ca bu familyaya ait taksonlar n polen ekli genellikle prolatedir.

Ancak baz  taksonlarda polen ekli subprolate ve prolate-spherodialdir.

        nceo lu ve Karamustafa (1977) Alyssum cinsine ait dört türün polen

özelliklerini incelemi lerdir. Bu çal mada polen tipinin trikolpat oldu u

belirtmi lerdir. Ayr ca polen ekli subprolate, subprolate-prolate ve prolate olarak

tespit edilmi tir.
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       Alyssum obtusifolium türü üzerine yap lan bir çal mada bu türün polen tipinin

trikolpat oldu u, polen eklinin ise subprolate oldu u rapor edilmi tir (Orcan &

Binzet 2003).

        Bu tez çal mas nda incelenen taksonlar da mikromorfolojik özellikleri

bak ndan kar la ld nda bu taksonlar n polen ve tohumlar n

mikromorfolojik özellikleri taksonlar  ay rt edebilecek farkl klara sahip de ildir.

Fibigia cinsine ait taksonlar n polenlerinin yüzey ornamentasyonunun retikulate

oldu u ve polen tipinin trikolpat oldu u gözlendi. I k mikroskobu ile yap lan

ölçümler sonucunda polenler subprolate olarak belirlendi. Ayr ca Fibigia cinsinin

tohum yüzey ornemantasyonunun retikulate oldu u belirlendi.
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ekil 4.1. Fibigia clypeata subsp. clypeata var. eriocarpa taksonunun polen SEM
görüntüsü: 1. Genel görüntü, 2. Detayl  görüntü. Fibigia clypeata subsp.
clypeata var. clypeata taksonunun polen SEM görüntüsü: 3,5. Genel
görüntü, 4,6. Detayl  görüntü.
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ekil 4.2. Fibigia clypeata subsp. anatolica taksonunun polen SEM görüntüsü: 1.
Genel görüntü, 2. Detayl  görüntü. Fibigia macroptera türünün polen SEM
görüntüsü: 3. Genel görüntü, 4. Detayl  görüntü. Fibigia suffruticosa
türünün polen SEM görüntüsü: 5. Genel görüntü, 6. Detayl  görüntü.
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ekil 4.3. Fibigia clypeata subsp. clypeata var. clypeata taksonunun tohum yüzeyi
SEM görüntüsü: 1. Genel ekli, 2. Detayl  görüntü. Fibigia clypeata subsp.
clypeata var. eriocarpa taksonunu tohum yüzeyi SEM görüntüsü: 3,5. Genel
ekli, 4,6. Detayl  görüntü.
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ekil 4.4. Fibigia clypeata subsp. anatolica taksonunun tohum yüzeyi SEM
görüntüsü: 1. Genel ekli, 2. Detayl  görüntü. Fibigia suffruticosa türünün
tohum yüzeyi SEM görüntüsü: 3. Genel ekli, 4. Detayl  görüntü. Fibigia
macroptera türünün tohum yüzeyi SEM görüntüsü: 3. Genel ekli, 4.
Detayl  görüntü.
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4.3. NÜMER K SONUÇLAR

         Physoptychis haussknechtii, Aurinia saxatilis subsp. orientalis ve Türkiye

Fibigia cinsi taksonlar nda taksonomik de er ta yan 48 morfolojik karakter

belirlendi. Bu taksonlar n nümerik s fland lmas nda kullan lan karakterlerin 7

(takson) x 48 (karakter)’lik veri matriksi, çizelge 4.1’de verildi. Fenogram

olu turulurken sürekli ve kesikli datalar n (0 ve 1 olanlar) ayr  ayr  matrisleri

olu turuldu ve bu matrislerden de a rl klar  ölçüsünde olu turulan ortak matrise göre

fenogram elde edildi. Belirlenen karakterlerin NTSYS paket program nda

de erlendirilmesi ile olu turulan fenogram kapsam nda Fibigia taksonlar n ve

kullan lan d  gruplar n fenetik taksonomiye dayal  filogenetik ili kileri tespit

edildi ( ekil 4.5).
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Çizelge 4.1. Taksonlar n nümerik taksonomisinde kullan lan karakterlerin
de erleri

Karakter
no

F.
 m

ac
ro

pt
er

a

F.
 su

ffr
ut

ic
os

a

F.
 c

ly
pe

at
a 

 ss
p.

cl
y.

 v
ar

.  
cl

yp
ea

ta

F.
cl

yp
ea

ta
 ss

p.
cl

y.
 v

ar
.

er
io

ca
rp

a

F.
 c

ly
pe

at
a 

ss
p.

an
at

ol
ic

a

A
ur

in
ia

Ph
ys

op
ty

ch
is

1 0 2 2 2 0 2 1

2 1 1 1 1 1 0 0

3 1 1 1 1 1 0 1

4 0 0 0 2 0 0 0

5 1 1 1 1 0 1 0

6 0 0 0 0 0 1 0

7 1 1 1 1 1 0 0

8 0 0 1 1 1 1 0

9 3 13 4 3 2 5.5 3

10 0.7 1.5 0.8 0.4 0.5 0.6 0.4

11 1 2 3 3 3 2 2

12 0 1 0 0 0 1 0

13 0 1 0 0 0 0 1

14 1 1 1 1 1 1 0

15 3.5 10 4 3 3 3 1.5

16 5 10 8 13 4 0.2 0.1

17 1 0 1 1 1 1 0

18 0 1 2 2 2 1 1

19 0 2 0 0 0 1 1

20 1 0 1 1 1 0 0

21 1 1 2 2 1 1 1

22 0 0 0 0 1 0 0

23 0.5 1.2 0.3 0.5 0.1 0.6 1

24 0 0 0 0 0 0 0

25 1 1 1 1 1 0 1

26 9 10 5 5 5 3.5 5

27 2 2 2 2 2 1.5 3

28 1 1 0 0 0 1 1
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29 0 1 0 0 0 0 0

30 10 16 12 12 12 6 6

31 2 4 2 2 2 4 3

32 1 1 2 2 2 1 0

33 1 1 0 0 0 1 0

34 1 1 1 1 1 0 1

35 1 1 1 1 1 0 1

36 1 1 1 1 1 0 1

37 1 1 1 1 1 0 0

38 3 1,3 2,5 2 3 0,5 0,3

39 2 1 1 1 1,5 0,3 0,4

40 1 0 1 1 1 0 1

41 0 3 0 2 0 3 0

42 0 2 0 0 0 0 1

43 1 3 2 2 2 1 0

44 4 3 2 2 5 1 1

45 0 0 0 0 0 0 1

46 1 2 0 0 0 1 3

47 0 0 0 0 0 0 1

48 1 0 0 0 0 0 0
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         Alyssea tribusu ülkemizde on cins ile temsil edilmektedir. Fibigia cinsinini

nümerik s fland lmas nda d  grup olarak Alyssea tribusundan Aurinia saxatilis

subsp. orientalis ve Physoptychis haussknechtii türleri kullan lm r.

        NTSYS program nda gerçekle tirilen nümerik analiz sonuçlar na göre

fenogramda dört klad n olu tu u görülür. Fenogram n en d  klad na, d  grup olarak

kullan lan Aurinia saxatilis subsp. orientalis taksonu yerle mi tir. Aurinia saxatilis

taksonu silikulas n çok küçük (4–5 x 4–6 mm) ve orbicular-eliptik olmas  ile

Fibigia taksonlar ndan kolayl kla ayr r. Ayr ca silikulas n tüysüz olmas  yaln zca

F. suffruticosa türü ile benzerlik göstermesine ra men, di er Fibigia taksonlar ndan

bu yönüyle de ayr r. Aurinia saxatilis d  grup taksonu olarak öngörülmü  ve

fenogramda ayr  bir dal (klad) olu turmu tur.

         Physoptychis cinsi dünyada üç tür ile temsil edilmektedir. Bu tez çal mas nda

ikinci d  grup olarak ülkemiz için endemik olan P. haussknechtii türü kullan lm r.

Olu turulan fenogram n di er klad na P. haussknechtii türü yerle mi tir. Bu tür ayr

bir klad olu turmakla birlikte, Aurinia saxatilis taksonuna göre Fibigia cinsine daha

yak n konumda yer alm r. Physoptychis haussknechtii türü  boyunun  daha  k sa,

yaprak kenarlar n düz, yaln zca y ld zs  tüylü olmas  ve meyvesinin globose ekli

ile Fibigia taksonlar ndan ayr r. Physoptychis haussknechtii türü de öngörüldü ü

gibi fenogramda ayr  bir dal (klad) olu turmu tur.

         Fenogram n di er bir klad  ise Fibigia suffruticosa türü olu turmaktad r. Bu

tür morfolojik olarak di er Fibigia taksonlardan oldukça farkl k göstermektedir.

Fibigia suffruticosa türü petallerinin morumsu-k rm  renkte, pediselinin daha uzun,

silikulas n tüysüz ve ters yumurtams  olmas  özellikleri ile Fibigia cinsinin di er

taksonlar ndan kolayl kla ayr r. F. suffruticosa türü, bu cinsin petal rengi sar

olmayan ve meyvesi tüysüz olan tek taksonudur. Fibigia suffruticosa türü, d  grup

olarak kullan lan Physoptychis ve Aurinia taksonlar na göre, Fibigia cinsinin di er

taksonlar na daha yak nd r. Ancak fenogramda Fibigia cinsinin di er taksonlar ndan

anlaml  bir ekilde uzakla arak ayr  bir dal (klad) olu turmu tur. Di er morfolojik

özellikleri ile birlikte nümerik ve moleküler sonuçlarda dikkate al narak F.
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suffruticosa türünün Fibigia cinsi alt nda yeni bir seksiyon (sect. Purpureae) içinde

de erlendirilmesi uygun görülmü tür.

         Fenogramdaki di er bir klad, F. suffruticosa d nda kalan Fibigia cinsinin

di er taksonlar ndan olu turur. F. macroptera ve F. clypeata taksonlar n

olu turdu u bu klad iki subklada ayr r. Subkladlar n dallar nda birisini F.

macroptera türü, di er subklad  ise F. clypeata’n n tür alt  taksonlar  olu turur. F.

macroptera türü silikulas n daha geni , tohum kanatlar n büyük ve zars  olmas

karakterleri ile F. clypeata taksonundan ayr r. Fenogramda da F. macroptera ve F.

clypeata taksonlar  ayn  klad n farkl  dallar na yerle mi  olmas , farkl  türler

oldu unu do rulamaktad r.

         Türkiye Floras nda tür düzeyinde temsil edilen F. eriocarpa türü,  Irak  ve

Filistin Floralar nda F. clypeata türünün varyetesi düzeyine indirgenmi tir. Bu

çal mada da Fibigia eriocarpa türü varyete düzeyinde de erlendirilmi tir. Fibigia

clypeata subsp. clypeata var. eriocarpa taksonu, F. clypeata subsp. clypeata var.

clypeata taksonundan silikulas n uzun basit ve furkat tüylü olmas  ile ayr r. Bu

fenogramda birbirine en fazla benzerlik gösteren var. clypeata ve var. eriocarpa

taksonlar r. Bu sonucu bu varyetelerin morfolojik karakterleri de desteklemektedir.

         Bilim dünyas na yeni bir alttür olarak tan lan Fibigia clypeata subsp.

anatolica subsp. nov. taksonu habit olarak Fibigia macroptera türüne, taksonomik

de eri olan karakterleri bak ndan Fibigia clypeata türüne benzerdir. Subsp.

anatolica bitki boyunun k sa ve silikulas n büyük olmas  ile F. macroptera türüne,

tohum say  ve tohum kanat geni li inin dar olmas  ile F. clypeata türüne benzer.

Nümerik analiz sonucu göre olu turulan fenogramda bu taksonun subsp. clypeata

taksonuna yak n oldu u görülür. Ay  morfolojik karakterler ile fenogramdaki

yerle im aras nda korelasyon vard r.
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ekil 4.5. Fibigia cinsi ve d  gruplar n nümerik s fland lmas  sonucu elde edilen
fenogram
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Nümerik verilerin PCO analiz sonuçlar

         Fibigia cinsine ait taksonlar ile d  grup olarak kullan lan Physoptychis

haussknechtii ve Aurinia saxatilis subsp. orientalis taksonlar na ait say sal de erler,

SM benzerlik katsay  kullan larak koordinat eksenlerine yerle meleri PCO üzerinde

gösterilmi tir ( ekil 4.6.).

          ekil 4.6’da görüldü ü gibi d  grup olarak kullan lan Physoptychis ve Aurinia

taksonlar  birinci eksenin (PCO1) soluna yerle mi lerdir. Ayr ca Fibigia suffruticosa

türü de bu eksenin solunda yer alm r. Birinci eksenin sa na ise F. clypeata’ya ait

alt taksonlar ile F. macroptera türü yerle mi tir. F. macroptera türü nümerik

fenogramda oldu u gibi PCO düzleminde de F. clypeata’ya ait taksonlara yak n

konumda yer alm r. Fibigia suffruticosa türü ise di er Fibigia taksonlar na oldukça

uzak bir konumda yerle mi tir. Ayr ca grafik üzerinde F. suffruticosa türü d  grup

olarak kullan lan taksonlara özellikle de Physoptychis haussknechtii türüne yak n

yerle mi tir. F. suffruticosa türü, Fibigia cinsine ait di er türlerin merkezle ti i

alandan uzakla arak ayr  bir grup olu turdu u anla lmaktad r. Bu durum daha önce

belirtildi i gibi Fibigia cinsi içinde ayr  bir seksiyon olarak de erlendirilmesine

desteklemektedir. Fenogramda görülen dört farkl  klad n PCO düzlemine de ayn

ekilde farkl  kladlar olarak yerle tikleri görülür. Fenogram ile PCO sonuçlar

aras nda bir korelasyonun oldu u aç kça görülmektedir.

        kinci eksen göre de Fibigia cinsi taksonlar  ve d  grup olarak kullan lan

türlerin PCO düzlemindeki önceki paragrafta vurgulad z ili kileri

desteklemektedir ( ekil 4.6).
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ekil 4.6. Fibigia cinsi ve d  gruplar n SM katsay  kullan larak elde edilmi  1. ve 2. temel
koordinat ekseni üzerinde da .   1- Fibigia macroptera, 2- Fibigia suffruticosa,
3- Fibigia clypeata subsp. clypeata var. clypeata, 4- Fibigia clypeata subsp. clypeata
var. eriocarpa, 5- Fibigia clypeata subsp. anatolica, 6- Aurinia, 7- Physoptychis.
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4.4. Moleküler Sonuçlar ve Tart ma

         Fibigia cinsine ve d  gruplara ait taksonlar n farkl  lokalitelerden toplanan

örnekleri 2X CTAB yöntemi ile izole edilerek, A
260

,  A
280

ve  A
260

/A
280

ve DNA

konsantrasyon de erleri Eppendorf marka biofotometre ile okunmu tur. Elde edilen

de erler Çizelge 4.2’de verilmi tir.

Çizelge 4.2. Fibigia, Bornmuellera, Aurinia, Physoptychis taksonlar n
biyofotometrede okunan DNA de erleri

Toplay  no Takson ad C A260 A280
260/280

260/230

M.A. 26 Fibigia suffruticosa 1366,2 27,3 12,9 1,47 0,73
M.F rat
10189 Fibigia suffruticosa 344,8 6,8 4,106 1,68 1,08

M.A. 25 Fibigia macroptera 1105,8 22,11 14,9 1,48 0,71
A.Duran 7465 Fibigia macroptera 300,3 6,005 4,16 1,44 1,04
MF 10188 Fibigia macroptera 390,8 7,8 4,6 1,67 1,19
S.Tu ta  1007 F. clypeata subsp. anatolica 117,8 2,3 1,5 1,54 0,87

Ö.Çetin 1001 F. clypeata subsp. clypeata var.
clypeata 1436,8 28,7 20,1 1,43 0,81

Ö.Çetin 1002 F. clypeata subsp. clypeata var.
clypeata 219,3 4,38 3,20 1,37 0,75

A.Duran 7595 F. clypeata subsp. clypeata var.
clypeata 1108,1 22,16

2 14,6 1,51 0,76

M.Öztürk
1271

F. clypeata subsp. clypeata var.
clypeata 326,3 6,52 4,83 1,35 0,62

A.Duran 7583 F. clypeata subsp. clypeata var.
eriocarpa 190,4 3,80 3,10 1,23 0,62

A.Duran 7481 F. clypeata subsp. clypeata var.
eriocarpa 161,9 3,23 2,42 1,34 0,74

M.Öztürk
1273

F. clypeata subsp. clypeata var.
eriocarpa 274,3 5,48 3,08 1,78 1,13

A.Duran 7643 F. clypeata subsp. clypeata var.
eriocarpa 325,9 6,51 4,75 1,37 0,63

A.Duran 8191 F. clypeata subsp. clypeata var.
eriocarpa 317,3 6,34 4,02 1,58 0,91

A.Duran 7648 F. clypeata subsp. clypeata var.
eriocarpa 487,2 9,74 6,69 1,46 0,73

M.Ünal 9619 Bornmuellera cappadocica 95,5 1,91 1,12 1,71 0,96

A.Duran 5171 Aurinia saxatilis subsp.
orientalis 41,7 0,83 0,49 1,67 1,37

A.Duran 6612 Physoptychis haussknechtii 1056 21,12 14,06 1,5 0,72
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         Toplam sekiz taksona ait 19 örnekten DNA izolasyonu yap lm r. zole edilen

DNA konsantrasyonu biofotometre ile okunarak dilüsyonlar  haz rlanm r.

Haz rlanan dilüsyonlar %1 ‘lik agaroz jelde yürütülmü tür ( ekil 4.7).

ekil 4.7. DNA dilüsyonlar  yap lan örneklerin agaroz jele yükleme numaralar : 1,
11- F. suffruticosa. 2, 5, 6- F. macroptera. 3, 4, 7, 8- F. clypeata subsp.
clypeata var. clypeata. 12, 13, 14, 15, 16, 17- F. clypeata subsp. clypeata
var. eriocarpa. 9- F. clypeata subsp. anatolica. 10- Physoptychis
haussknechtii. 18- Bornmuellera cappadocica. 19- Aurinia saxatilis subsp.
orientalis.

ISSR Amplifikasyonu Sonuçlar

         Bu tez çal mas  kapsam nda toplam 18 ISSR primeri denenmi tir. Bu

primerlerden sekizinde amplifikasyon olmad  gözlenmi tir. Geriye kalan 10

primerde ise skorlanabilir DNA band  üretilmi tir. Toplam 138 bant elde edilmi  ve

bu bantlardan 135’sinin polimorfik, üçünün ise monomorfik oldu u tespit edilmi tir.

Toplam polimorfizm oran  %97 olarak hesaplanm r. En fazla band  ISSR 4 ve

ISSR 5 primerleri üretmi tir. Ancak ISSR 5 primerinin üç band  monomorfik olarak

de erlendirilmi tir. En az band n ISSR 11 primerinde üretildi i gözlenmi tir. Elde

edilen bantlar de erlendirilerek, taksonlar n moleküler yak nl klar  gösteren bir

dendogram elde edilmi tir. Bu çal mada Physoptychis haussknechtii, Bornmuellera

cappadocica Aurinia saxatilis subsp. orientalis taksonlar  d  grup olarak

kullan lm r.
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Çizelge 4.3. ISSR amplifikasyonlar  sonucu olu an bantlar ve polimorfizm oranlar

Primer

ad

Toplam bant

say

Polimorfik bant

say

Polimorfizm oran

(%)

ISSR 3 16 bant 16 bant % 100

ISSR 4 21 bant 21 bant % 100

ISSR 5 21 bant 18 bant % 85

ISSR 7 12 bant 12 bant % 100

ISSR 11 6 bant 6 bant % 100

ISSR 12 10 bant 10 bant % 100

ISSR 13 15 bant 15 bant % 100

ISSR 15 15 bant 15 bant % 100

ISSR 16 14 bant 14 bant % 100

ISSR 17 8 bant 8 bant % 100

ISSR 1 Amplifikasyon yok

ISSR 2 Amplifikasyon yok

ISSR 6 Amplifikasyon yok

ISSR 8 Amplifikasyon yok

ISSR 9 Amplifikasyon yok

ISSR 10 Amplifikasyon yok

ISSR 14 Amplifikasyon yok

ISSR 18 Amplifikasyon yok

Toplam 138 bant 135 bant % 97

ISSR primerleri kullan larak amplifiye edilmi  DNA’lar n skorlanabilir 10 farkl  jel

görüntüsü elde edilmi tir ( ekil 4.8, 4.9, 4.10). Bu ekillerdeki numara s ras  ile

dilüsyonlar  yap lan örneklerin agaroz jele yükleme numara s ralar  ayn r (Bak

ekil 4.7).
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ekil 4.8. Taksonlar n ISSR 3, 4, 5, 7 nolu primerler ile PCR amplifikasyonundan
elde edilen ürünlerin elektroforez jel görüntüsü



64

ekil 4.9. Taksonlar n ISSR 11, 12, 13, 15 nolu primerler ile PCR
amplifikasyonundan elde edilen ürünlerin elektroforez jel görüntüsü
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ekil 4.10. Taksonlar n ISSR 16, 17 nolu primerler ile PCR amplifikasyonundan elde
edilen ürünlerin elektroforez jel görüntüsü
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         Bu çal mada skorlanan bantlar n NTYSc-pc 2.1 istatistik program nda analizi

ile genetik benzerlik ve uzakl k matrisi olu turularak dendogram  elde edilmi tir.

Örneklerinin yetersizli i nedeniyle nümerik s fland rmada kullan lmayan

Bornmuellera cinsinin filogenetik pozisyonunu moleküler sonuçlarla kar la rmak

mümkün olmam r.

         ISSR primerlerinin PCR amplifikasyonuyla elde edilen moleküler verilerin

de erlendirilmesiyle olu an dendogramda be  klad n olu tu u görülür ( ekil 4.11).

         Dendogramda kladlar n ikisini d  gruplar olarak kullan lan Aurinia saxatilis

subsp. orientalis ve Bornmuellera cappadocica taksonlar  olu turur ( ekil 4.11).

Warwick ve ark.’n n (2008) genomik DNA’n n ITS sekanslar  kullanarak Alyssea

tribusu üzerine yapt klar  bir çal mada da bu taksonlar n Fibigia cinsinden ayr

kladlar olu turduklar  görülür.

         Dendogramda Fibigia suffruticosa türüne ait örnekler bir klad olu tururken

Fibigia clypeata ve Fibigia macroptera türüne ait örnekler dendogramda ayr  bir

klad olu turacak ekilde yerle mi tir. Bu çal mada F. suffruticosa türünün farkl

lokalitelerden toplanm  iki örne i çal lm r. F. suffruticosa türünde petallerin

rm ms -menek e renkte olmas , silikulas n tüysüz ve geni lemi  ters

yumurtams  olmas  karakterleri ile Fibigia cinsinin di er taksonlar ndan kolayl kla

ayr lmaktad r. Yine Warwick ve ark.’n n (2008) yapt klar  çal mada F. suffruticosa

türü dendogramda Physoptychis haussknechtii türüne daha yak n yer alm r.  Bu

çal mada da Physoptychis haussknechtii ve F. suffruticosa türlerinin kladlar  bir

birbirine yak n konumda yer ald  görülür ( ekil 4.11).

         Fibigia macroptera ve F. clypeata türlerinin olu turdu u klad iki subklada

ayr lmaktad r. Bu türler petallerinin sar  ve silikulas n tüylü olmas  ile benzerlik

gösterirler. Ancak Fibigia macroptera türü silikulas n ve tohum kanatlar n geni

olmas  ile F. clypeata türünden ayr r. Bu iki tür dendogramda da bir klad

olu turarak yak n konumda yerle mi tir.
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         Bu ara rmada F. macroptera türünün üç farkl  lokaliteden toplanm  örnekleri

çal lm r. F. macroptera türünün Erek Da ndan toplanm  iki örne i

dendogramda birbirine daha yak n yer alm r. Ancak co rafi olarak di er iki örne e

oldukça uzak olan Elaz ’dan toplanan örnek ise ayn  türün farkl

populasyonlar ndaki varyasyonu anlaml ekilde yans tmaktad r.

         Fibigia clypeata taksonlar n olu turdu u kladda ise Fibigia clypeata subsp.

anatolica taksonu, F. clypeata’n n di er taksonlar ndan ayr larak bir dal olu turur.

Subsp. anatolica taksonu fizyonomik olarak F. macroptera türü ile benzerlik gösterir.

Ancak morfolojik karakterlerle birlikte, nümerik ve moleküler verilerin kullan lmas

ile olu turulan fenogram ve dendogramlarda subsp. anatolica taksonunun, F.

clypeata türü alt nda yer almas  desteklemektedir.

         F. clypeata subsp. clypeata var. clypeata taksonuna ait farkl  lokalitelerden

toplanm  dört örnek dendogramda zay f bir grup olu turur. F. clypeata subsp.

clypeata var. eriocarpa taksonu da di er varyeteden zay f bir grup olu turarak ayr r.

Olu an bu gruplar n var. eriocarpa ile  var. clypeata taksonlar n ayr  varyete

düzeyinde yeterince desteklemektedir. Dendogramda var. clypeata taksonunun

Akdeniz örnekleri ile K kkale örne i aras nda benzerli in farkl la  görülür

ekil 4.11 ).

         Var. eriocarpa silikulas n k sa y ld zs , uzun basit ve bifurkat tüylü olmas  ile

var. clypeata taksonundan ayr r. Dendogramda da bu varyetelerin örnekleri farkl

gruplar olu turur. Var. eriocarpa taksonunun Türkiye’nin güneyinden toplanm

örnekleri ile Sivas ve Kayseri’den toplanm  örnekler kendi aralar nda alt gruplar

olu turarak ayr rlar ( ekil 4.11).

         Türkiye Fibigia cinsi taksonlar n morfolojik karakterlerine göre yap lan

fland rma ile moleküler verilerin kullan larak olu turuldu u dendogram aras nda

bir korelasyonun oldu u görülür. D  grup olarak kullan lan Physoptychis

haussknechtii türünün daha belirgin bir klad ile Fibigia cinsinden ayr lmas

beklenirdi. Ancak Fibigia cinsinin morfolojik karakterleri yönüyle di er türlerinden
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oldukça farkl  bir türü olan F. suffruticosa ile yak n konumda kladlarda yer almas  da

beklenen bir durum olarak de erlendirildi.
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ekil 4.11. Fibigia cinsi ve d  gruplar n ISSR amplifikasyonlar  sonunda elde edilen
dendogram
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Moleküler Verilerin PCOAnaliz Sonuçlar

Türkiye Fibigia cinsi taksonlar  ile birlikte Aurinia, Bornmuellera ve Physoptychis

cinslerini temsil eden taksonlar, SM benzerlik katsay  kullan larak PCO analizi

yap lm r. Taksonlar n koordinat eksenlerine göre da mlar ekil 4.12’de

verilmi tir.

        PCO analizi düzleminde görülece i gibi d  grup olarak kullan lan cinsler,

Fibigia cinsine ait taksonlardan bir dereceye kadar uzakla lard r ( ekil 4.12). D

grup olarak kullan lan Physoptychis PCO düzleminde Fibigia taksonlar na yak n

konumda yer al rken, di er d  gruplar daha uza a yerle mi tir. Fibigia sufruticosa

di er Fibigia taksonlar ndan ayr  bir grup olu turmu tur. Fibigia macroptera

örnekleri ise F. suffruticosa ile F. clypeata türleri aras nda yer almaktad r.

        F. clypeata türünün alttür ve varyeteleri kendi aralar nda bir grup olu turarak

birinci eksenin sol taraf na yerle mi lerdir. kinci eksene göre Fibigia clypeata

kompleksi iki gruba ayr lm r. F. clypeata subsp. clypeata var. clypeata taksonuna

ait örnekler eksenin üst k sm nda toplanmas na ra men F. clypeata subsp. clypeata

var. eriocarpa taksonuna ait örnekler eksenin alt k sm na yerle mi tir.

Bilim dünyas  için yeni olan Fibigia clypeata subsp. anatolica taksonu PCO analiz

sonuçlar na göre Fibigia clypeata subsp. clypeata var. clypeata taksonu ile F.

macroptera türü aras nda yerle im göstermi tir.
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ekil 4.12. Fibigia cinsi ve d  gruplar n SM katsay  kullan larak elde edilmi  1. ve 2.
temel koordinat ekseni üzerinde da . Fibigia clypeata subsp.
clypeata var. eriocarpa. , Fibigia clypeata subsp. clypeata var. clypeata. ,
Fibigia clypeata subsp. anatolica.  , Fibigia macroptera. ,Fibigia
suffruticosa. 10 , Physoptychis, 18 Bornmuellera, 19 Aurinia.
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5. SONUÇ VE ÖNER LER

         Bu tezin moleküler çal malar  kapsam nda, Türkiye Fibigia cinsine  ait

taksonlar n farkl  lokalitelerden toplanm  örneklerinin ISSR primerleri ile PCR

amplifikasyonu yap larak filogenetik ili kileri yans tan dendogram  olu turuldu.

Ayr ca Fibigia cinsi taksonlar n taksonomik de eri olan karakterleri tespit edildi ve

bu karakterler NTSYS paket program  ile de erlendirilerek fenogram olu turuldu.

Bunlara ilave olarak Fibigia cinsine ait taksonlar n tohum yüzeyleri Taramal

Elektron Mikroskobu (SEM) ile polenleri ise SEM ve k mikroskobu ile çal ld .

         Türkiye Floras na göre Fibigia cinsi ülkemizde dört tür ile temsil edilmektedir.

Fibigia üzerine sonraki y llarda yap lan baz  taksonomik çal malar kapsam ndaki

de erlendirmelere göre Fibigia cinsi ülkemizde üç tür ve be  taksonla temsil

edilmektedir (Townsend & Guest 1980, Tu ta  2008). Fibigia cinsi üzerine yap lan

morfolojik bir çal mada F. clypeata subsp. anatolica taksonu bilim dünyas  için yeni

bir takson olarak tan lm r (Tu ta  2008).

         Bu tez kapsam nda, Türkiye Fibigia cinsi taksonlar n filogenetik ili ki

düzeyleri ilk kez moleküler veriler kullan larak de erlendirilmi tir. Ayr ca Fibigia

cinsinin yak n cinslerle olan konumu da ara lm r. Moleküler verilerin

de erlendirilmesi ile olu an dendogramda Fibigia cinsine ait taksonlar n tür ve tür

alt  düzeyde ayr ld klar  aç kça görülmektedir. Morfolojik karakterler yönüyle

birbirinden belirgin olarak ayr lan taksonlar n, moleküler dendogramda birbirinden

uzak konumlarda, farkl  gruplar olu turmaktad r. D  grup olarak kullan lan

Bornmuellera, Aurinia ve Physoptychis cinslerine ait türler, Fibigia cinsi

taksonlar ndan ayr larak farkl  kladlara yerle mi lerdir. Fibigia cinsinin di er

türlerinden morfolojik olarak en farkl  taksonu kabul edilen F. suffruticosa türü ise,

 grup olarak kullan lan Physoptychis haussknechtii türüne yak n ayr  bir klada

yerle mi tir. Di er Fibigia taksonlar  ise birbirlerinden farkl  taksonlar oldu unu

do rulayacak bir da  göstermi tir. F. macroptera örnekleri ise bir subklad

üzerinde ve F. clypeata taksonlar na daha yak n konumda yer alm r.
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         Fibigia clypeata kompleksinde yer alan alttür ve varyeteler ise kendi aralar nda

alt gruplar olu turarak ayr lm lard r. Ayr ca meyve özelli i bak ndan F.

macroptera türüne benzeyen ve bilim dünyas  için yeni bir alttür olarak

de erlendirilen Fibigia clypeata subsp. anatolica taksonu da F. clypeata subsp.

clypeata taksonuna yak n konumda yer alm r.

         Warwick ve ark. (2008) taraf ndan Alysseae tribusuna ait 85 türün filogenetik

akrabal k durumu ribozomal ITS bölgeleri kullan larak ara lm r. Bu çal mada

Fibigia clypeata, F. macroptera, F. suffruticosa taksonlar na ait örnekler

kullan lm r. Maximum likelihood ve maximum parsimony analizine göre

olu turulan dendogramda F. clypeata ve F. macroptera ayn  klad n subkladlar nda

yer almas na ra men F. suffruticosa ayr  bir kladda yer alm r. Bizim çal ma

sonuçlar zda, Warwick ve ark. (2008)’n n sonuçlar  ile korelasyon göstermektedir.

        Warwick ve ark. (2008) Alysseae tribusu ile ilgili yapt klar  ayn  çal mada

Physoptychis caspica türü, F. suffruticosa türüne dendogramda daha yak n konumda

yer alm r. Ayn  çal mada kullan lan Bornmuellera ve Aurinia cinsine ait

örneklerde Fibigia cinsine daha uzak konumda yer alm lard r. Warwick ve ark.

(2008) çal mas nda Fibigia cinsine yak n konumda yer alan cinsler ile bizim

çal mam zda kullan lan d  gruplar n dendogramdaki konumlar  aras nda paralellik

vard r. Ayn  çal mada üç Fibigia taksonundan ikisinin monofiletik oldu u

belirtilmi tir. Yine bu çal mada Fibigia cinsinin monofiletik durumunu belirlemek

için çal malar yap lmas  gerekti i belirtilmi tir.

         Nümerik analizlere göre olu turulan fenogram incelendi inde yine Fibigia

taksonlar n d  gruplardan ayr  bir klad olu turdu u görülür. Moleküler

dendogramda oldu u gibi F. suffruticosa türü di er taksonlardan ayr  bir dal

olu turmu tur. Silikulas n ve tohum kanatlar n daha geni  olmas  ile F. clypeata

taksonlar ndan ayr lan F. macroptera türü, nümerik dendogramda da ayr  bir kladda

yer alm r.
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         Fibigia cinsi üzerine yap lan mikromorfolojik çal malar literatür bilgileri ile

uyumlu ç km r. Polen ve tohum yüzeyi ornemantasyonu retikulate olarak

belirlenmi tir. Ayr ca polenlerin trikolpat ve prolate oldu u gözlenmi tir. Fibigia

cinsinin mikromorfolojik yap nda türleri ay rt etmeye yetecek farkl klar n

bulunmad  ortaya konmu tur.

         Sonuç olarak F. macroptera türü hem moleküler hem de fenetik dendogramda

F. clypeata taksonlar na daha yak n konumda yer alm r. F. clypeata taksonlar  da

kendi aras nda tür alt  düzeyde bir ayr m göstermi tir. F. clypeata subsp. anatolica

taksonu di er F. clypeata taksonlar ndan ayr  bir dalda yer alm r. F. clypeata

subsp. clypeata var. eriocarpa taksonu da F. clypeata subsp. clypeata var. clypeata

örneklerinden ayr lm  ve ayn  zamanda bu taksonun ülkemizin güneyinden

toplanm  örnekleri ayn  subklad n farkl  bir dal nda toplanm r. F. clypeata subsp.

clypeata var. clypeata taksonunun bütün örnekleri ayn  kladda toplanm  ancak

co rafi olarak farkl  lokalitelerden toplanm  örnekler farkl  subkladda yer alm r.

Morfolojik olarak ta di er Fibigia türlerinden belirgin biçimde ayr lan F. suffruticosa

türü, moleküler ve fenetik dendogramda da ayr  bir klad üzerinde yer alm r. F.

suffruticosa türünün Fibigia cinsi içerisinde yeni bir seksiyon (Section. Purpureae)

alt nda de erlendirilmi tir. Böylece Fibigia cinsi iki seksiyona ayr lm  ve F.

macroptera ve F. clypeata taksonlar Eufibigia seksiyonu alt nda yer alm  ve yeni

bir seksiyon olan Purpureae seksiyonunada F. suffruticosa türü aktar lm r.
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