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OZET

YUKSEK LiSANS TEZi

BAZI Ribes L. (Grossulariaceae) TAKSONLARININ MOLEKULER
KARAKTERIZASYONU

Ayse Giil CELENK

istanbul Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Biyoloji Anabilim Dal

Damsman: Dog. Dr. Tamer OZCAN

Diinya’da ¢esitli Ribes L. taksonlar1 ve kiiltiir varyetelerinde; mikrosatellit (SSR) ISSR,
RAPD, AFLP ve diger markdr cesitlerine dayali genotip analizleri ve zararli boceklere
direngli 1rklarin seleksiyonuna iliskin bir¢ok arastirma yayimlanmis olmasina karsin,
Tiirkiye’de dogal yayilis gosteren taksonlar ile ilgili ¢aligmalar oldukga kisitlidir.

Bu nedenle iilkemizde genis yayilis gosteren ve farkli tiirlere ait zengin yerel
populasyonlar ve ¢esitli kiiltiir varyeteleriyle temsil edilen Ribes taksonlarinda, s6z
konusu ¢esitliligin PZR'ye dayali SSR molekiiler markor teknigi kullanilarak
aydinlatilmasi ve cinsin molekiiler karakterizasyonuna katki saglanmasi amaclanmustir.

Calisma kapsaminda; arazi gezileri dlizenlenmistir. Ulasilabilen taksonlardan alinan
ornekler preslenerek kurutulmus, dekontaminasyon isleminden gecirilerek herbaryum
materyali haline getirilmistir. Taksonlara ait tohum numunelerinin yiizey
mikromorfolojileri SEM (Taramali Elektron Mikroskobu) kullanilarak incelenmistir.
Elde edilen bulgular; yeterince arastirilmamis taksonlarin kimliklendirilmesinde sabit ve
giivenilir veriler sunmustur.

Bu ¢aligma kapsaminda dogal populasyonlarindan toplanan 5 Ribes alpinum L., 2 Ribes
bieberstenii Berl. ex DC., 1 Ribes uva-crispa L. ve ZTBB’den alinan 2 Ribes rubrum L.
taksonlarmin yaprak oOrneklerinden taksonomik sinirlart ve tlir i¢i varyasyonlar
gozlemlemek amaciyla genomik DNA’lar izole edilmis, SSR primerleri kullanilarak
genetik materyal PZR ile ¢ogaltilmis, poliakrilamid jel elektroforezinde yiiriitilmiis,
bant profillerindeki farkliliklar analiz edilerek dendrogramlar1 hazirlanmis, taksonlar
arasindaki polimorfizm ve genotipik varyasyonlar ortaya konmustur. Caligsmadaki
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verilere dayanarak, Ribes orneklerinin tiirler aras1 ve tiir i¢i diizeylerde taksonomik ve
filocografik iliskilerini gosteren bir ayirimi saglanmistir. Elde edilen bulgularin Ribes
cinsinin taksonomisine katki saglamasinin yanisira, Anadolu’daki Ribes gen havuzunun
karakterizasyonunda ve 1slah caligmalarinda uygun genotiplerin se¢ilmesi amaciyla
tamamlayici veriler olarak kullanilabilecegi diisiiniilmektedir.

Nisan 2015, 59 sayfa.

Anahtar kelimeler: Ribes, Polimorfizm, Karakterizasyon, Filogenetik, Mikromorfoloji.



SUMMARY

M. Sc. THESIS

MOLECULAR CHARACTERIZATION OF SOME Ribes L. (Grossulariaceae)
TAXA

Ayse Giil CELENK

Istanbul University
Institute of Graduate Studies in Science and Engineering

Department of Biology

Supervisor : Assoc. Prof. Dr. Tamer OZCAN

Although a vast number of studies on genotype analysis based upon microsatellite
(SSR), ISSR and RAPD, AFLP and other marker kinds, and the selection of races that
are resistant to harmful insects have been made in diverse Ribes L. taxa and culture
varieties around the world, studies on naturally growing taxa in Turkey have been quite
limited.

For this reason, the aim of this study is that the diversity of the species are to be
clarified by using SSR molecular marking techniques based upon PCR, and the
molecular characterization of the species are to be contributed in the rich local
populations belonging to different species and showing a wide spread in Turkey, and
moreover Ribes taxa represented in diverse culture varieties.

Field excursions were organized in the focus and scope of the study. Samples taken
from reached taxa were dried by pressing operation and transformed into herbarium
material by passing through decontamination process. The surface micromorphologies
of the taxa seed samples were analyzed by use of SEM (Scanning Electron Microscope).
The findings of this study have presented stable and reliable data regarding the
identification of the taxa that have not been studied sufficiently until today.

In the scope of this study, for the purpose of observing the taxonomic boundaries and
intraspesific variations, the genomic DNA’s were extracted, the genetic material was
reproduced with PCR by use of SSR primers and amplified on the polyacrylamide gel
electrophoresis, the differences on the tape profiles were analysed and their
dendrograms were prepared, and finally the polymorphism amongst the taxa and the
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genotypic variations were determined through the leaf samples of 5 Ribes alpinum L., 2
Ribes bieberstenii Berl. ex DC., 1 Ribes uva-crispa L., all obtained from natural
populations and 2 Ribes rubrum L. taxa taken from ZTBB. On the basis of the findings
of this study, a segregation showing the taxonomical and phylogeographical
relationships of the Ribes samples at specific and intraspesific levels has been
suggested. The findings of this study have contributed to the taxonomy of the Ribes
species and are considered to be useful information to be applied as complementary data
to select the proper genotypes in the breeding programs and for the characterisation of
the Ribes gen pool in Anatolia as well.

April 2015, 59 pages.

Keywords: Ribes, Polymorphism, Characterization, Phylogenetic, Micromorphology.

Xii



1. GIRIS

Tiirkiye, mevcut bitkisel c¢esitliligi yoniinden oldukca dikkate deger ve zengin bir
floraya sahiptir. Bu zenginlik; li¢ fitocografik bolgenin kesistigi bolgede bulunmast,
Giliney Avrupa ile Giiney Bat1 Asya floralar1 arasinda koprii olmasi, pek ¢ok cins ve
seksiyonun orijin ve farklilasma merkezlerinin Anadolu’da bulunmasi, habitat
cesitliligi ile ekolojik ve fitocografik 6zelliklerinden dolayi tiir endemizminin ytliksek
olusundan ileri gelmektedir (Tan, 1992). Uziimsii meyva olarak kullanilmakta olan
taksonlarin bircogu da Tiirkiye’de dogal olarak yetismektedir. Bu meyvalar vitamin
ve mineral igerikleri bakimindan zengin, insan saglig1 agisindan da énemli olup gida
sektoriindeki kullanomi  da giderek artmaktadir. Uziimsii meyvalara sahip
familyalardan biri de Grossulariaceae’dir (Giiveng ve Kendir, 2012). Frenk tiziimi
(Ribes L.), bir Grossulariaceae familyasi cinsidir ve igerisinde 200’e yakin farkl tiirii
barindirir. Kuzey Yarimkiire’nin iliman bdlgelerinde dogal olarak bulunan Frenk
Uziimii, dzellikle Kuzey Amerika’nin 1liman bélgelerinde, Avrasya ve And Daglar
cevresinde cesitlilik gosterir. Cesitliligin en fazla gorildiigii kita Kuzey Amerika
(yaklasik 70 tiir) olup, Avrupa kitasinda bugiine kadar 16 farkli tiir stniflandirilmistir.
Avrupa tiirlerinin yalnizca birkag tanesi, Kuzeybat1 Afrika’nin Akdeniz Bolgesi’nde
bulunmaktadir. Bu bitki birbiri ardina sirali, yalin, genellikle palmatsi loblu
yapraklara sahip, stipulasiz ya da yaprak sapina bitisik kiiclik kulakg¢iklar1 (stipula)
bulunan bir ¢alidir. Frenk iziimiiniin, ¢i¢ek durumu salkimsidir ve ¢icekleri
hermafrodit ya da dioik, aktinomorf, epigindir. Hipantiyumun genellikle renkli
oldugu goze carpar. Canak yapragi ve cicek yapragi 4-5 adet ve bagimsizdir. Anter
ise 4-5 adettir ve g¢icek yapraklarmin ardinda bulunur. Ovaryum 2 Kkarpelli,
plasentasyon parietal ve alt tarafta birlesmis, ¢ok sayida tohum taslagina sahiptir.
Uziimsii meyvanin ucunda kaliks kalici olup, tohumlari bol endospermlidir

(Chamberlain, 1972).

Ribes’in ¢ok sayida altcins siniflandirilmasi teklif edilmis olsa da, Janczewski (1907)
ve Berger (1924), Ribes ve Grossularia’ya farkli iki grup olarak yaklasmis ve Ribes
L. cinsine ait 9 altcins tespit etmistir (Messinger ve dig.,1999). Ribes ve



Grossularia’nin monofiletik kokenleri, 18-26S nukleuslu rDNA, ITS, ETS bolgeleri,
kloroplasttaki psbA-trnH genler arasi araliklar (Schultheis ve dig., 2004) baz alinarak
Onerilmistir. Diger yandan Ribes’in altcins analizlerinde ITS bolgelerinin sekans
bulgulari, Berisia, Calobotrya, Coreosma ve Grossularia’nin Ribes i¢inde baslica

ayn1 atadan gelen birka¢ grup oldugunu agikliga kavusturmustur (Messinger ve dig.,
1999).

Editorliigiinii P. H. DAVIS’in yaptig1 Tiirkiye Florasi adli eserde Ribes rubrum L., R.
biebersteinii Berl. ex DC., R. nigrum L., R. uva-crispa L., R. alpinum L., R. orientale
Desf., R. multiflorum Kit. ex Romer & Schultes olmak tizere Tiirkiye’de 7 tiir yer
almaktadir (Chamberlain, 1972). Bu tiirlere ilave olarak 2001 yilinda Liitfi Behget
tarafindan Dogu Anadolu Bolgesi’'nde R. anatolica Behget yeni tiir olarak
yayinlanmistir (Behget, 2001). Tiirkiye’de Ribes L. cinsine ait 8 tiir yetismekte olup,
bircok tiirii florada kiiltiir bitkisi olarak yer almaktadir. Ulkemizde dogal yayilis
gosteren Ribes taksonlari ile ilgili kisitli sayida ¢alisma olmasina karsin son yillarda
bu sayinin artis gosterdigi dikkat ¢ekmektedir. Frenk tiziimiinden (Ribes L.) iiretilen
recel ve marmelatin fitokimyasal Ozelliklerinin belirlenmesi {izerine yapilan
calismada, frenk liziimli meyvalarinin degerlendirilme yontemlerinden olan recel ve
marmelata islenmesi ve elde edilen iirlinlerin depolama siiresince toplam fenolik
madde, toplam antosiyanin ve antioksidan kapasitesi gibi beslenme ve saglik
acisindan son derece onemli fitokimyasal 6zelliklerindeki degisimleri incelenmis ve
besleyici ozellikleri ortaya konulmustur (Kaya ve Esin, 2011). Kaplan ve Akbulut
(2006) Samsun Carsamba Ovast kosullarma uygun frenk iiziimii cesitlerinin
belirlenmesi ile ilgili yaptiklar1 ¢alismada, suda ¢6ziinebilir kuru madde bakimindan
siyah frenk tizlimlerinin, kirmizi frenk iiziimlerine gore daha biiyiik degere sahip
oldugu, buna karsin titrasyon asitligi bakimindan ise, kirmizi frenk iizimlerinin,
siyah frenk liziimlerinden daha yiiksek deger gosterdigini bildirmistir. Kendir ve dig.
(2011), UPLC yontemi ile Ribes uva-crispa L. yapraklarinda rutin ve klorojenik asit
tayini ve antioksidan etkinin belirlenmesi iizerine, Din¢ ve dig. (2011) ise, CWT
sinyal yontemi ile Ribes uva-crispa L. yapraklarinda rutin ve klorojenik asitin
kantitatif analizi lizerine farmasotik botanik ve vejetatif organlarda ve meyvalarda
baz1 morfolojik karakterler (Eyduran ve Agaoglu, 2007) yoniinden arastirmalar

yapmuslardir.



Diinya’da Ribes taksonlar1 ve kiiltiir varyetelerinde meyvalarin ugucu bilesikleri
(Kampus ve dig., 2008), yag asitleri ve meyva suyu karakteristikleri (del Castillo ve
dig., 2004), antioksidan bilesikleri (Moyer ve dig., 2002), tohumlarinda yag asitleri
bilesimleri (del Castillo ve dig., 2004), antiviral aktiviteleri (Sekizawa, 2013), saglik
acisindan katkilart (Wu ve dig., 2004) gibi besin kalitesine yonelik ¢aligmalarin yani
sira, cesitli kiiltiir varyetelerinde mikrosatellit (Cavanna ve dig., 2009), ISSR ve
RAPD markorlerine dayali genotip analizleri (Korbin ve dig., 2002; Brennan ve dig.,
2002), zararli boceklere direngli irklarin seleksiyonu amaciyla AFLP markdrlerinin

kullanimina iligkin ¢ok sayida arastirma (Brennan ve dig., 2009) yaymlanmistir.

Ribes cinsi iilkemizde nispeten az sayida tiir ile temsil edilmekle birlikte, taksonomik
acidan yakin iligkili tiirlerin ilave ve gilivenilir parametrelerle siniflandirilmast ve
genis areallere sahip tiirlerin populasyon diizeyinde varyasyonlarmin arastirilmasi
onem tagimaktadir. Bu c¢aligma ile Diinya’da kullanimi gittikce yayginlasan ve
tizerinde yapilan ¢aligmalar giin gegtikge artan Ribes L. cinsinin iilkemizde zengin
yerel populasyonlar1 ve kiiltiir varyeteleriyle temsil edilen ve molekiiler agidan
yeterince aragtirtlmamis olan R. biebersteinii Berl. ex DC., R. alpinum L., R. uva-
crispa L. (Bektasi tiziimii), R. rubrum L. (Mercan iiziimii) taksonlarinda (Baytop,
1999), PZR'ye dayali mikrosatellit (SSR) molekiiler markor teknigi kullanilarak
taksonomik iligkilerin revize edilmesi ve bazi yerel populasyonlarin
kimliklendirilmesiyle iilkemizin Ribes gen havuzundaki molekiiler polimorfizmin

aydinlatilmasina sabit ve giivenilir veriler ile katki saglanmas1 amaglanmugtir.



2. GENEL KISIMLAR

2.1. RIBES L. CINSININ MORFOLOJiSi

Ribes cinsi iiyeleri, ¢ali formunda bitkilerdir. Yapraklar: alternat, basit, genellikle
palmat loblara sahip, stipulasiz veya petiyolle birlesik kiiciik stipiillere sahiptir. Cigek
durumu rasemozdur. Cigekler hermafrodit ya da dioik, aktinomorf, epigindir.
Hipantiyum goéze carpar, siklikla renklidir. Sepaller ve petaller 4 ya da 5, stamenler
petallerin sayisina bagli olarak 4 veya 5 adet olabilir. Ovaryum iki karpelli, alt
durumlu, plasentalanma parietal, ovuller ¢ok sayida, 2 adet stilusu alt kisimda
birlesmistir. Meyva ucta kalic1 kalikse sahip bakka benzeri yapidadir. Tohumlar bol
endosperme sahiptir (Davis, 1972). Tiirkiye Florast eserinde taksonlarin morfolojik
karakterlerine dayali anlatimlarina (deskripsiyonlarina) yer verilmistir (Janczewski,
1907). Ribes L. cinsinin Tiirkiye Florasi’'nda var olan tiirlerinin teshis anahtari

asagida, Tiirkiye Floras1 eserinde oldugu sekliyle verilmistir.
1. RIBES L.

1. 1-3 aksillar kiimeler olusturan ¢igeklere sahip; genellikle dikenli

4.uva-crispa
1. Ci¢ek durumu rasemoz; dikensiz
2. Cigekler dioik; ¢igek durumunun ana dali salgi tiiyiine sahip

3. Tomurcuklar ovoid, obtus; meyva salgi tiiylerine sahip

6. orientale
3. Tomurcuklar uzamas, sivri; meyva tiiysiiz 5. alpinum
2. Cigekler hermafrodit; ¢igek durumunun ana dali tiiysiiz

4. Yapraklar sapsiz aromatik salg tiiyleri ile kapli; meyva

morumsu siyah 3. nigrum



4. Yapraklar sapsiz tiiye sahip degil, meyva kirmizi

5. Hipantiyum neredeyse diiz; sepal kenarlar tiiysiiz

veya yalnizca birkag kirpige sahip 1. rubrum

5. Hipantiyum c¢an seklinde; sepal kenarlar1 yogun
sekilde kirpikli
2.biebersteinii

2.2. RIBES L. CINSININ TAKSONOMISi

Ribes L. cinsinin taksonomik 6zelliklerine iligkin ilk bilimsel ¢aligmay1 Janczewski
(1904) yapmis, bunu Berger (1924) takip etmistir. Grossulariaceae familyasi
Diinya’da 200 kadar tiiri igermektedir. Tiirkiye’de 8 tiirii bulunan Ribes L. cinsinin,
birgok tiirli florada kiiltiir bitkisi olarak da yer almaktadir. Ribes rubrum L., R.
biebersteinii Berl. ex DC., R. nigrum L., R. uva-crispa L., R. alpinum L., R. orientale
Desf., R. multiflorum Kit. ex Romer & Schultes tiirleri editorligiinii P. H. DAVIS’in
yaptig1 Turkiye Florasi adli 10 ciltlik eserde yer almaktadir (Chamberlain, 1972). Bu
tiirlere ilave olarak 2001 yilinda Liitfi Behget tarafindan Dogu Anadolu Bolgesi’nde
R. anatolica Behget yeni tiir olarak yaymlanmigtir (Behget, 2001). Tirkiye
Florasi’nda kayith mevcut taksonlar R. rubrum L., Istanbul (Tarabya); R.
biebersteinii Berl. ex. DC., Trabzon (Zigana), Rize, Coruh, Artvin, Kars; R. nigrum
L., Mus; R. uva-crispa L., istanbul (Komiirciikdy), Ankara (Kizilcahamam), Kars; R.
alpinum L., Giresun, Trabzon (Zigana), Rize, Coruh, Artvin; R. multiflorum Kit. ex
Romer & Schultes, Usak; R. orientalis L., Erzurum (Oltu), Glimiishane, Bayburt,
Kayseri (Erciyes), Nigde, Erzurum (Palanddken), Isparta gibi bdlgelerde yayilis
gostermektedir. Ribes taksonlarinin  Tirkiye’deki yayiliglari  Sekil 2.1°de

gosterilmektedir.






2.3. RIBES L. CINSINiN ONEMIi

Genellikle kuzeydogu Anadolu’da yetisen Ribes L. cinsinin yapraklar idrar sokiicii ve
terletici olarak, meyvalari1 ise midevi ve gida amagli olarak kullanilmaktadir (Giiveng
ve Kendir, 2012). Frenk {iziimlerinin C vitamini igerikleri ¢ok yiiksek olup, C vitamini
kaynag1 olarak bilinen turunggillerden 4-5 kat daha fazla C vitamini igermektedir. Frenk
tiziimlerinin istiin 6zellikleri nedeniyle diinyada daha fazla tiikketilmesi ve dolayisiyla
daha fazla bir alana yayilmasi beklenmektedir (Kaplan ve Akbulut, 2006). Yurdumuzda
nispeten az sayida tiir ile temsil edilmekle birlikte, taksonomik a¢idan yakin iligkili
tirlerin ilave ve giivenilir parametrelerle siniflandirilmasi ve genis areallere sahip

tiirlerin populasyon diizeyinde varyasyonlarinin arastirilmasi 6énem tasimaktadir.

2.4, MOLEKULER MARKORLER VE GENEL OZELLIKLERI

Molekiiler markdr teknikleri taksonomi, fizyoloji, embriyoloji, genetik miihendisligi
gibi alanlarda kullanilan ¢ok yonlii araglardir. Bagka bir ifadeyle molekiiler markér,
genom ic¢inde bir DNA pargasinin farkliliklarimi temsil eder ve bu farkliliklar
eklenmeler, silinmeler, yer degistirmeler, duplikasyonlar gibi olaylardan meydana
gelebilir. Polimer zincir reaksiyonunun (PZR) bulunmasindan sonra DNA markdrleri
kullanilarak gen etiketleme, genetik haritalama, tarimsal ag¢idan Onemli genlerin
belirlenmesi, genetik cesitlilik calismalari, filogenetik analizler, markoérler yardimiyla

seleksiyon ¢alismalari kolaylasmistir (Filiz ve Kog, 2011).

Molekiiler markorler; kesilen parga uzunlugu polimorfizmi (RFLP), rastgele ¢ogaltilan
polimorfik DNA markérleri (RAPD), ¢ogaltilan par¢a uzunlugu polimorfizmi (AFLP),
dizisi etiketlenmis sekanslar (STS), mikrosatelitler (SSR), bdliinerek ¢ogaltilmig
polimorfik dizi (CAPS), tek iplik tamamlama polimorfizmi (SSCP), amplikon uzunluk
polimorfizmi (ALP), basit sekans tekrarlamalar1 arast polimorfizm (ISSR), ifade edilmis
dizi etiketleri (EST) ve tek niikleotid polimorfizmi (SNP) gibi farkli tekniklerden
olusmaktadir. Farkli DNA markor c¢esitlerinin gelistirilmesi teknolojik ihtiyaglardan,
laboratuvar ve maddi imkan farkliliklarindan, genetik markdrlerin genomda fazlaca
bulunabilmesinden ve tiirlerin biyolojik 6zelliklerinden kaynaklanmaktadir. Molekiiler

markdr tekniklerinin her birinin digerlerine kiyasla bazi {istiin ve zayif yonleri



bulunmaktadir. Bu 6zellikler birgok kaynakta genis bir sekilde tartisilmigtir. Ancak
molekiiler markorler birbirleriyle karsilastirildiginda giiniimiizde polimorfizm diizeyi
oldukca yiiksek oldugu i¢in SSR ve SNP markdrlerinin daha ¢ok tercih edildigi
goriilmektedir (Giileg ve dig., 2010).

2.4.1. POLIMERAZ ZINCIiR REAKSIYONU

Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR), 1985 yilinda Karl Mullis ve arkadaslari tarafindan
ortaya c¢ikarilmig bir yontem olup, molekiiler biyolojide ¢igir agmistir. PZR dakikalar
icinde cok kiiciik miktarda genetik materyalin sentetik olarak c¢ogaltilmasi igin
gelistirilmis 6nemli bir arastirma teknigidir. Hedef genetik materyalin bir ¢ift
oligoniikleotid primer, deoksiniikleotid trifosfatlar (ANTP’ler), tampon sistemi ve 1stya
dayanikli bir DNA polimeraz enzimi yardimiyla ¢ogaltilmasi (amplifikasyonu),
PZR’nin temelini olusturmaktadir. PZR ¢aligsmasi i¢in gerekli olan tiim bilesenler Tablo
2.1’de listelenmektedir. Yiiksek sicaklik uygulamasi ile ¢ift zincirli sarmal formda
bulunan DNA zincirleri ayrilarak tek iplik formuna geger. Farkli 1s1 degisimleri ile
reaksiyon tiipii i¢indeki bilesenler kendilerini organize ederek kalip DNA’nin aynisi
yeni DNA molekiilleri olustururlar. Her PZR dongiisii sonunda DNA’nin sayist ikiye
katlanir. Cogaltilacak olan hedef DNA bolgesi ¢cok az miktarda dahi olsa 6zgiin
primerler ile ¢ogaltilabilir (Kiilen ve Ogras, 2010).

Tablo 2.1: PZR ¢aligsmasi i¢in gerekli olan tiim bilesenler.

Bilesen Ad1

PZR Tamponu

Magnezyum Konsantrasyonu

Deoksiniikleotid Trifosfatlar (AINTP)

Primerler

Kalip DNA

Istya Dayanikli Taqg DNA Polimeraz Enzimi




2.4.1.1. Standart PZR Programui
1. Dongii: Kalip DNA’nin denatiirasyonu, 92-94°C’de 0,5-1 dk

2. Dongili: Primer baglanmasi, 35-65°C’de 1- 3 dk
3. Dongii: Primer sentezi, 72°C’de 1-3 dakika yapilmaktadir.

Standart bir PZR igin tiim parametreler optimize edildiginde genellikle 30 dongii
yeterlidir.

2.4.1.2. PZR Uriinlerinin Gériintiilenmesi

PZR iiriinleri, agaroz jel veya poliakrilamid jel elektroforezinde goriintiilenir.
Elektroforez teknikleri; molekiilleri saflastirmak, karigim halinde bulunan molekiilleri
birbirinden ayirmak, her bir molekiiliin agirhigini bulmak gibi ¢esitli amaglarla
kullanilabilmektedir. Elektroforez farkli yiiklere sahip bir karisimin elektrik akimi
yardimiyla fraksiyonlarina ayrilmasi islemidir. Baska bir deyisle yiiklii molekiil veya
partikiillerin belirli bir elektrik alani icerisinde bir elektrottan diger bir elektroda
striklenmesidir. Amino asitler, proteinler, niikleik asitler gibi pek ¢ok biyolojik
molekiil, ¢ozelti igerisinde iyonlasarak elektrik yiiklii anyonlar ve katyonlar halinde
bulunurlar. Benzer yilike sahip molekiillerin, molekiil kiitleleri farkli olmasi nedeniyle
elektrik alanindaki hareketleri de farkli olacaktir. DNA molekiilii negatif ytikliidiir ve bu
yiizden bir elektrik alaninda pozitif kutba dogru hareket eder. DNA’nin elektroforetik
analizinin temeli, bu molekiiliin elektriksel bir alanda, jel {izerindeki gi¢line dayanir. Bu

goc hizi;

- Molekiiliin biiyiikligline

- Molekiiliin yapisina

- Jelde kullanilan maddenin konsantrasyonuna
- Iyonik kuvvete

- Uygulanan akima bagli olarak degisir.

DNA molekiilleri genellikle agaroz ya da poliakrilamid jel iginde elektroforez edilir.

Agaroz yiiksek molekiil agirlikli  DNA molekiillerini ayirmada kullanilirken,
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poliakrilamid jeller genellikle kiiciik molekiil agirlikli DNA fragmentleri ayirmada
kullanilir. Ornekler ultraviyole 151k altinda gdzlenir (Arslan ve dig., 2012).
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3. MALZEME VE YONTEM

3.1. ARAZI CALISMALARI

Arazi calismalarma baslamadan énce ISTE (istanbul Universitesi Eczacilik Fakiiltesi
Herbaryumu), IZEF (Ege Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Herbaryumu), KATO
(Karadeniz Teknik Universitesi Orman Fakiiltesi Herbaryumu) Herbaryumlarinda 6n
calismalar gergeklestirilmistir. Bu 6n ¢alismalar dahilinde ilgili Ribes taksonlarna ait
herbaryum Ornekleri incelenmis, bu oOrneklerin toplandigi lokalite, habitat ve tarih
bilgileri degerlendirilerek bir arazi plani olusturulmustur. Planlandig: sekilde Trabzon,
Rize, Bursa ve Tekirdag illerinde gerceklestirilen arazi ¢alismalar1 sonucunda Trabzon,
Rize ve Bursa illerinde farkli lokasyonlardan bitkiler toplanmig, fakat Tekirdag’daki
lokalitelerde Ribes taksonlarmma ulasilamamistir. Tablo 3.1°de ulasilabilen Ribes

taksonlarmin adreslerine yer verilmektedir.

Tablo 3.1: Herbaryum 6rneklerinin ISTF numaralari.

ISTF No: Takson Lokalite
40811 Ribes alpinum L. Demirkap1 Koyii, Uzungol, Caykara / Trabzon
40812 R. alpinum L. Cumalikizik, Bursa
40813 R. alpinum L. Ismailoglu Mahallesi, Ambarlik K&yii / Rize
40814 R. uva-crispa L. Ismailoglu Mahallesi, Ambarlik Kdyii / Rize
40815 R. biebersteinii Berl. ex DC. Ismailoglu Mahallesi, Ambarlik Koyii / Rize
40816 R. alpinum L. Demirkap1 Kéyii, Uzungdl, Caykara / Trabzon
40817 R. alpinum L. Demirkap1 Kéyii, Uzungdl, Caykara / Trabzon
40818 R. alpinum L. Pazar Mahallesi, Atacanlar Mevkii / Rize
40819 R. alpinum L. Otopazar Kdyii, Soykanlar Mevkii / Rize
40820 R. biebersteinii Berl. ex DC. Giizel Yayla Koyti, Kiraz Mevkii, Macka / Trabzon
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3.2. BITKIi MATERYALLERININ MORFOLOJIiK ANALIiZLER ICIN HAZIR
HALE GETIRILMESI

Bitki Orneklerinin toplanmasi, herbaryum materyali hazirlama tekniklerine uygun
sekilde gergeklestirilmistir. Her toplanan bitkiye ayr1 bir numara verilmis ve deftere
yazilan numaranin karsisina gerekli notlar (il, ilge, mevkii, yiikseklik, tarih v.b.)
yazilmistir. Ayn1 numara bitkinin yerlestirildigi gazete kagidinin kosesine ve ayri bir
kagida da yazilarak bitkinin yanina konmustur. Preslenecek bitkinin tiim parcalar
diizgiin ve kolayca goriilebilecek bir sekilde gazete kagitlar1 arasina yerlestirilmistir.
Bitkilerden suyun uzaklastirilmast ne kadar hizli bir sekilde yapilabilirse, o derecede
renk ve yapisi korunacagi i¢in presleme islemine 6zel bir dikkat gdsterilmistir. Kurutma
kagitlart her giin bir kez degistirilmistir. Kurutma islemi 10-15 giinde tamamlanmistir.
Daha sonra preslenmis ve kurutulmus ornekler ISTF Herbaryumu’na getirilmistir.
Ornekler, derin dondurucuda -24°C‘de 3 giin bekletilerek dekontaminasyona tabii
tutulmustur. Caligmada kullanilacak olan bitki 6rnekleri Tiirkiye Floras: (Chamberlain,
1972) yardimiyla ISTF Herbaryumu’nda teshis edilmistir. Yapistirilacak bitki drnekleri
diizgiin bir sekilde herbaryum kartonu iizerine yerlestirilmis ve Ozenli bir sekilde
herbaryum kartonlarina yapistirtlmistir. Herbaryum kartonuna yapistirilirken sag alt
kosede etiket i¢in yeterli bir yer birakilmistir. Bitkinin sabitlestirilmesi icin yapiskanl
kagit bant kullanilmigtir. Sap ve yapraklar, uygun olan ve en az zarar gorebilecek
noktalarindan yapistirilmigtir. Son islem olarak, gerekli verileri igeren etiket sag alt
kisma yapistirilmis ve herbaryum 6rnegi haline getirilmistir. Sekil 3.1, 3.2, 3.3, 3.4, 3.5,
3.6, 3.7, 3.8, 3.9 ve 3.10°da herbaryum 6rneklerinin fotograflarina ISTF numaralariyla
birlikte yer verilmektedir.
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Sekil 3.1: R. alpinum L. (ISTF No: 40811).  Sekil 3.2: R. alpinum L. (ISTF No: 40812).

Sekil 3.3: R. alpinum L. (ISTF No: 40813). Sekil 3.4: R. uva-crispa L. (ISTF No:
40814).
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Sekil 3.5: R. biebersteinii Berl. ex DC. Sekil 3.6: R. alpinum L. (ISTF No: 40816).
(ISTF No: 40815).

Sekil 3.7: R. alpinum L. (ISTF No: 40817).  Sekil 3.8: R. alpinum L. (ISTF No: 40818).
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Sekil 3.9: R. alpinum L. (ISTF No: 40819). Sekil 3.10: R. biebersteinii Berl. ex DC.
(ISTF No: 40820).

3.3. BITKI MATERYALLERININ MOLEKULER ANALIiZLER iCiN HAZIR
HALE GETIRILMESI

Toplanan 6rnekler ayn1 zamanda molekiiler analizlerde kullanilacagindan dolayir her
ornekten belirli miktarda yaprak oOrnekleri arazi ¢aligmasi siiresince +4°C’de
saklanmistir. Herbaryumda -25°C’de muhafaza edilmistir. Deneylerin yapilacagi
laboratuara aktarildiginda da deneyler boyunca -80°C’de muhafaza edilmistir.
Molekiiler deneylerde kullanilan taksonlarin listesi Tablo 3.2°de verilmektedir.
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Tablo 3.2: Molekiiler analizlerde kullanilan taksonlarin ISTF numaralari.

ISTF No: Takson Lokalite

1) 40813 R alpinum L. Ambarlik Koyii / Rize
2) 40814 R. uva-crispa L. Ambarlik Koyii / Rize
3) 40815 R. biebersteinii Berl. ex DC. Ambarlik Koyii / Rize
4) 40811 R. alpinum L. Uzungol / Caykara / Trabzon
5) ZTBB1 R. rubrum L. ZTBB / Istanbul

6) 40818 R. alpinum L. Atacanlar Mevkii / Rize
7) 40819 R. alpinum L. Soykanlar Mevkii / Rize
8) 40820 R. biebersteinii Berl. ex DC. Magka / Trabzon

9) 40812 R. alpinum L. Bursa / Cumalikizik

10) ZTBB2 R. rubrum L. ZTBB / Istanbul

3.4. TARAMALI ELEKTRON MiKROSKOBU (SEM)

SEM’de goriintii olusturma, Ornek iizerine gonderilen elektron demetinin Ornekten
yansimasi ve yansiyan sinyallerin algilanmasi esasina dayanir. SEM tekniklerinin
kullanilmas1 goriintiilerde miikemmel alan derinligi saglar ve morfolojiyi tanimlamaya

oldukga elveriglidir (Yanez ve Barbosa, 2003).

Bu ¢aligma sirasinda R. alpinum L., R. uva-crispa L. ve R. biebersteinii Berl. ex DC.
taksonlarinin tohum yiizeyleri Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) kullanilarak
incelenmigstir. Stereomikroskopla yapilan ¢alismalar sirasinda SEM c¢ekimleri ig¢in
orneklerin herhangi bir kaplamaya ihtiya¢ duymadigi gozlemlenmistir. Bu yilizden

ornekler altin kaplama yapilmaksizin incelenmistir.

Cekimler i¢in kullanilacak tohumlar, ¢ift tarafli bantlarla mikroskobun 6rnek tablasina

sabitlenmistir. Inceleme ve ¢ekimler JEOL Benchtop SEM JCM-5000 model tarama
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elektron mikroskobunda 10 kV’luk voltajla yapilmustir. Ornekler sirasiyla ii¢ farkl

biiyilitme ile incelenmistir.

3.5. GENOMIK DNA iZOLASYONU VE MIKTAR TAYINi

10 Ribes L. 6rneginden alinan yapraklardan, Plant DNA Extraction Mini Kit (Intron
Biotechnology, Inc.) kullanilarak genomik DNA izolasyonu gerceklestirilmistir. Bu
protokole gore, otoklav edilerek steril edilen havanlar, ezme isleminden 6nce 6rneklerin
havana yapismamasi1 ve kolay ezilmesi i¢in sivi azotla sogutulmustur. Daha sonra
yaprak Ornekleri (50 mg) sivi azot ile ezilmis ve 1,5 ml’lik eppendorf tiiplere
dagitilmustir. Ilk olarak tiiplere sirasiyla, 390 pl liziz tamponu, 7 pl ayirmmi daha iyi
saglamak i¢in “enhancer” soliisyonu, 20 pl Proteinaz K ve 5 pl RNase eklenmis ve
tiipler birka¢ defa vortekslenmeyi takiben agizlar1 parafilm ile kapatilarak 65°°C su
banyosunda 30 dk inkiibe edilmistir. Inkiibasyon islemi sirasinda yaklasik her 5-7
dakikada bir tiipler ¢evrilmistir. Su banyosundaki inkiibasyon asamasindan sonra her
tipe 100 pl ¢oktiirme soliisyonu eklenerek, tiipler 5 dk buz igerisinde inkiibasyona
birakilmigtir. Buzdan alinan tiipler 13000 rpm’de 5 dk santriiflij edilmistir. Santrifiij
sonrasi tiiplerde olusan fazlar karigmayacak sekilde alinarak, iist sivi yeni tiiplere
alinmistir. Her tlip i¢in, tiiplerden alinan iist siviya DNA’nin bir sonraki asamada
kullanilacak olan spin kolona baglanmasi i¢in 650 pl baglanma tamponu eklenmistir.
Kit igerisinde bulunan spin kolon i¢eren toplama tiipiine ters-yiiz edilen karigimdan 650
ul alinmis ve tiipler 13000 rpm’de 1 dk santrifiijlenmistir. Toplama tiipiinde kalan s1v1
atilmistir. Spin kolon yeni bir toplama tiipiine alinmis ve 700 ul yikama tamponu
eklenmistir. 13000 rpm’de 1 dk santrifiij edilmis, toplama tiiplinde biriken siv1 atilmig
ve daha sonra spin kolon yeni bir toplama tiipiine aktarilmistir. 700 pl yikama tamponu
eklenmis ve 13000 rpm’de 1 dk daha santrifiij edilmistir. Toplama tiiplinde kalan siv1
yine atilmis ve spin kolon dikkatli bir sekilde 1,5 ml’lik yeni eppendorf tiipiine
yerlestirilmistir. Son olarak spin kolondaki membran iizerine gelecek sekilde 50 pl
eliisyon tamponu eklenerek, 13000 rpm’de 1 dk santrifiij edilmis ve tiipte biriken sivi
(gDNA) 20°C’de saklanmistir. DNA izolasyonunun ardindan, tiim Orneklere ait
genomik DNA’lar, A-HindIII kesimi belirteg ile birlikte %1°lik agaroz jele yiiklenerek,
80 V’ta 40 dk boyunca yiriitilmustiir. Sekil 3.11°de 10 Ribes taksonunun genomik
DNA ’lar1 gosterilmektedir.
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Sekil 3.11: Ribes taksonlarinin 10 drnegine ait gDNA, B: Belirteg.

Izolasyonu gergeklestirilen genomik DNA’larin derisimleri spektrofotometre ile
belirlenmistir. Belirlenen DNA derisimleri Tablo 3.3’te belirtilmektedir. Miktar tayini
yapilan genomik DNA oOrnekleri 25 ng/ul’ye sulandirilarak, SSR analizlerinde

kullanilana kadar -20°C’de saklanmustir.

Tablo 3.3: Genomik DNA'larin derisimleri.

ISTF No DNA derisimi (ng/pl)
1) 40813 200
2) 40814 190
3) 40815 150
4) 40811 50
5) ZTBB1 300
6) 40818 175
7) 40819 140
8) 40820 50
9) 40812 175
10) ZTBB2 250

3.6. SSR REAKSIYONU

Amplifikasyon reaksiyonu, 10 mM Tris-HCI, pH 8,3, 50 mM KCI, 2,5 mM MgCl,, 320
uM dNTP karisimi (dATP, dGTP, dCTP ve dTTP), her bir primer ¢iftinden 25 uM, 25
ng/ul DNA ve 3U Taq DNA polimeraz (Intron Biotechnology, /-Taq™™) olmak iizere 20
ul hacimde gergeklestirildi. Amplifikasyonda kullanilan bilesikler Tablo 3.4’te

listelenmektedir.
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Tablo 3.4: Amplifikasyon reaksiyonunda kullanilan bilesikler.

Bilesen Reaksiyon Basina Kullanilan (ul)
dH,O 58
10 X PZR tamponu 2
MgCl, (25 mM) 1,2
dNTP karisimi (1/10) 4
Primer F (25 uM) 2
Primer R (25 pM) 2
Genomik DNA (25 ng) 1
Taq Polimeraz (1,5 U/ul) 2
Toplam 20

SSR analizlerinde kullanilan baz dizileri ise The James Hutton Enstitiisii’nde gelistirilen
SSR markoérlerinden seg¢ilmistir. Kullanilan primer ciftlerinin baz dizileri Tablo 3.5°te

listelenmektedir.

Tablo 3.5: SSR analizinde kullanilan primer ¢iftlerinin baz dizileri.

No |Kod Primer Dizisi (5°- 3°)
el-O01 F CCT TTC CAG AGA AAA CTC AAA CA
1 |el-O01R AAG TAT GGG AAC AAC GGC AG
e2-L15 F GAAGCCAGCAGAGAAGAAGC
2 |e2-L15R TCAACGCTCTTCTTCGACCT
e3-M04 F CTT ACC CAC CCC ACC AcCC
3 |e3-M04R TGT GTT CTC ATC AGA GAC TTT CG
gl1-B02 F CGA CTT CAT CGC TCT CCT CT
4 |91-B02R CCA TTG ATT TGG TGA GGG T
gl-F04 F ATC ACC TTG ATT TTG GGT CG
5 |g1-FO4 R GGG ATG GAT TTG AGG GTT TT
gl-HO9 F CCC AAA CAA ACG GAA CTC TG
6 [91-HO09R AAT GAT GGA CCC ACC ACT TG
gl-P05 F CCA AGA GCC CCA ACA CTA AC
7 |91-PO5 R ATG GAA CTG CAC CTG GTT TC
g2-G12 F GTG ACC CAC CTA AAC CGT CC
g [02-G12R GGA GTG GAG GGT TGG AAA AT
g2-J11 F GAA CCA AAC CGA TCG AAG AA
g |02-J11R GCC GAC ACT ATG GTA AGG GA
g3-Al7 F GTT CCA GAT TGC CAA AGT CG
10 [93-Al7R GGA GGA GGA GAG AGT GGC TT
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Termal dongii cihazinda (MJ Research INC PTC-200) gergeklestirilen SSR-PZR
reaksiyonu i¢in Brennan ve dig. (2002) tarafindan optimize edilen program
kullanilmistir. Genomik DNA’nin 94°C’de 5 dk denatiirasyonunu takiben; 94°C’de 30
sn, 65°C’den 58°C’ye her bir dongiide birer derece azalmak iizere 30 sn’de 7 dongi,
72°C’de 30 sn, 94°C’de 30 sn, 58°C’de 30 sn, 72°C’de 30 sn ve son uzama reaksiyonu
icin 72°C’de 7 dk olmak iizere toplam 30 dongiiden olusmaktadir.

3.7. POLIAKRILAMID JEL ELEKTROFOREZI (PAGE)

SSR amplifikasyon iiriinleri, dikey elektroforez sistemine yiiklenmeden once, bant
varliginin belirlenmesi i¢in Oncelikle TAE tamponu icerisinde hazirlanan %2,5’luk
agaroz jele yiiklenmis ve etidyum bromid ile boyanarak, ultraviyole 1s1k altinda dijital
olarak goriintiilenerek fotograflanmislardir. Bu islemin ardindan, Ribes L. taksonlari
arasindaki akrabalik iliskisinin belirlenmesi amaciyla SSR-PZR iiriinleri poliakrilamid
jelde yiiriitiilerek, glimiis boyama yontemiyle goriiniir hale getirilmistir. Poliakrilamid

jel hazirlig1 ve giimiis boyama protokolleri asagida belirtilmektedir.

3.7.1. Poliakrilamid Jel Hazirhg

e 6 ul PZR iiriinii ve 1,5 pl PAGE yiikleme boyasi (Ambion; cat. No. 8546G) 0,5
ml’lik eppendorf tiipe aktarilip, 6rneklerin karigmasi ve ¢okmesi i¢in kisa bir
santrifiij yapilmistir. Daha sonra, 6rnekler 5 dk 95°C’de denatiire edilip, buza

alindiktan sonra jele yiiklemeye hazir hale getirilmistir.

e Poliakrilamid jel (%6) hazirligi igin 4,2 g iire, 0,5 ml 10X TBE ve 1,875 ml %40
akrilamid solusyonu (19:1 akrilamid:bisakrilamid Sigma) bir beher iginde
coziilerek toplam jel hacmi bidistile su ile 10 ml’ye tamamlanmistir. Jel
polimerize olmadan, 6,25 pl N,N,N’,N'-Tetramethylethylenediamine (TEMED)
ve taze hazirlanmis %25°lik 25 pl amonyumpersiilfat (APS) ilave edildikten
sonra siringa yardimiyla sisteme yiiklenmistir. Jelin polimerize olmasiin
ardindan jeli igeren sistemin alt ve iist tampon yiikleme kismina 1X TBE
yiiriitme tamponu ilave edilmistir. Orneklerin yiiklenmesinin ardindan, jel 300

V’ta 40 dakika ylriitiilmigtir.
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e Elektoforez isleminin tamamlanmasinin ardindan, jel camlar arasindan alinarak
%10’luk asetik asitte yiiriitme boyasinin mavi rengi kaybolana kadar 75 rpm’de
calkalanmistir. Boyanin tamamen yok olmasinin ardindan, jel asetik asidin
uzaklagtirilmasi i¢in iki defa ikiser dakika boyunca saf suda calkalanmis ve jel
glimiis nitrat ¢ozeltisine alinarak yarim saat karanlikta bekletilmistir. Boyamanin
tamamlanmasindan sonra da kisa bir siire saf suda bekletilen jel, taze olarak
hazirlanmig gelistirme (developing) c¢ozeltisine alinarak ilk bantlar belirinceye
kadar ¢alkalanmigtir. Daha sonra yeni bir gelistirme ¢ozeltisine aktarilan jel,
belirteg ve diger Orneklere ait bantlar istenen koyulukta belirdikten sonra
fiksasyonu (sabitlenmesi) igin durdurma ¢ozeltisi olarak da kullanilan %10’luk
asetik asitte 2-3 dk calkalanmistir. Saf suda ¢alkalanan jeller daha sonra

fotograflari ¢ekilerek degerlendirme islemine alinmistir.

3.7.2. Poliakrilamid Jelin Giimiis Nitrat ile Boyanmasi

e Jelde orneklerin yiiriitiilme islemi tamamlandiktan sonra, jel sisteminin
cam ve plastik kisimlar1 birbirinden ayrilmistir. Cama yapigmis olan jel,
%10’luk asetik asitte yiiriitme boyasimin mavi rengi kaybolana kadar

calkalanmustir.

e Jel asetik asidin uzaklastirilmasi i¢in ii¢ kez ikiser dakika boyunca saf

suda ¢alkalanmistir.

e Saf su yikamasindan sonra jel daha onceden hazirlanmis olan giimiis
nitrat ¢ozeltisine arada ¢alkalama yapilarak yarim saat 1siktan uzak bir

ortamda bekletilmistir.

e Boyamanin tamamlanmasindan sonra en fazla 5 sn saf suda bekletilen jel
taze olarak hazirlanmis  gelistirme  (developing)  ¢ozeltisinde
calkalanmistir. 2 litre olarak hazirlanan bu ¢ozeltinin yarist bir kaba,
diger yarisi baska bir kaba dokiilmiis ve ilk bantlar belirmeye baslayinca
jelin bulundugu cam, gelistirme ¢o6zeltisinin bulundugu ikinci kaba

alinmustir.
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e Markor ve diger 6rneklere ait bantlar istenen koyulukta belirdikten sonra
jelin fiksasyonu (sabitlenmesi) ic¢in durdurma c¢ozeltisi olarak da

kullanilan %10’luk asetik asitte 2-3 dk ¢alkalanmuistir.
e Saf suda galkalama yapildiktan sonra jel bir gece kurumaya birakilmstir.

3.7.3. Poliakrilamid Jel Elektroforezinde Kullamlan Cézeltilerin I¢erikleri

3.7.3.1. %6’lik Poliakrilamid Jel Cozeltisi
e 40,56 g Ure

e 9ml10 X TBE
e 10ml Saf su
e 11,25 ml (19:1 %40’lik akrilamid:bisakrilamid ¢dzeltisi)

Yukaridaki bilesenler ¢oziindiikten sonra toplam hacim 90 ml’ye tamamlanmistir. Jelin
havast alinmistir. 90 pl TEMED ve 90 pl taze hazirlanmis %25°lik APS ilave

edildikten sonra sisteme yiiklenmistir.

3.7.3.2. Giimiis Nitrat Cozeltisi
2 g glimiis nitrat 2 litre saf suda ¢oziilerek tizerine 3 ml %37’°lik formaldehit eklenmistir.

Koyu renkli sisede 1s1ktan uzak bir ortamda saklanmustir.

3.7.3.3. %10°luk Asetik Asit Cozeltisi

200 ml %37’lik asetik asite 1800 ml saf su ilave edilerek hazirlanmistir.

3.7.3.4. Gelistirme (Developing) Cozeltisi
60 g sodyum karbonat 2 litre saf suda ¢Ozilmiis ve lizerine 3 ml %37’lik
formaldehit eklenmistir. Kullanilmadan o6nce 10 mg/ml konsantrasyonundaki

sodyum tiyostilfattan 400 pl ilave edilmistir ve ¢dzelti soguk kullanilmistir.

3.7.3.5. Sodyum Tiyosiilfat Cozeltisi
500 mg sodyum tiyosiilfat 50 ml saf suda ¢oziilmiistiir.

3.7.3.6. %25°lik Amonyum Persiilfat Cozeltisi
0,12 g amonyum persiilfat 500 pl saf suda vorteks yardimi ile ¢oziilmiistiir.
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4. BULGULAR

4.1. SEM BULGULARINA GORE TOHUM NUMUNELERININ YUZEY
MIKROMORFOLOJILERI

Yiizey analizleri sonucu taksonlar arasinda farkli yiizey karakterleri tespit edilmistir.
SEM vyiizey karakterlerinin adlandirilmasinda, bitkilerde yiizey (epikutikular) mumu
siiflandirilmasi ve terminolojisi Botanical Latin kitabi (Stearn, 1973) ile Tirkiye'de
bazi endemik Bupleurum L. (Umbelliferae) taksonlarinin tag yapraklari ve meyvalarinda
SEM gézlemleri (Ozcan, 2002) calismalarindan faydalanilmistir. Sekil 4.1, 4.2, 4.3, 4.4,
4.5, 4.6 ve 4.7°de 3 Ribes taksonuna ait 7 tohum 6rneginin SEM ile ¢ekilen ve ylizey
mikromorfolojilerini gosteren fotograflarina yer verilmistir. SEM kullanilarak yiizey

yapilar1 incelenen tohumlarin ISTF numaralarina ait liste Tablo 4.1°de belirtilmektedir.

Tablo 4.1: SEM ile fotograflari ¢ekilen tohumlarin ISTF numaralart.

ISTF No Takson Lokalite

40813 R. alpinum L. Ismailoglu Mahallesi, Ambarlik K&yii / Rize
40814 R. uva-crispa L. Ismailoglu Mahallesi, Ambarlik K&yii / Rize
40815 R. biebersteinii Berl. ex DC. Ismailoglu Mahallesi, Ambarlik K&yii / Rize
40811 R. alpinum L. Demirkap1 Koyii, Uzungdl, Caykara / Trabzon
40816 R. alpinum L. Demirkap1 Koyii, Uzungdl, Caykara / Trabzon
40818 R. alpinum L. Pazar Mahallesi, Atacanlar Mevkii / Rize
40819 R. alpinum L. Otopazar Koyii, Soykanlar Mevkii / Rize

Taksonlar, li¢ farkli biiylitmede SEM (Taramali Elektron Mikroskobu) kullanilarak
incelenmistir.  Elde edilen bulgular, yeterince arastirilmamig taksonlarin

kimliklendirilmesinde sabit ve giivenilir veriler sunmustur.
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Vac-High PC-Std. 10kV x34 — 500 pm

Vac-High PC-Std. 10 kV x 2000

Sekil 4.1: R. alpinum L. (ISTF No: 40813), a. Tohum genel goriiniim, b. Tohum ayrint1 (x 270),
¢. Tohum ayrmt1 (x 2000).



Vac-High

PC-Std. 10 kV x 27

100 pm

002267

25

002282

Sekil 4.2: (ISTF No: 40814), a. Tohum genel goriiniim, b. Tohum ayrint1 (x 270), c. Tohum

ayrimti (x 2000).
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da ™

Vac-High PC-Std. 10 kV x 2000

Sekil 4.3: R. biebersteinii Berl. ex DC. (ISTF No: 40815), a. Tohum genel goriiniim, b. Tohum
ayrinti (x 270), c. Tohum ayrint1 (x 2000).
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Vac-High PC-Std. 10 kV x 40 ——————500ym

Vac-High PC-Std. 10 kV x 2000

Sekil 4.4: R. alpinum L. (ISTF No: 40811), a. Tohum genel goriiniim, b. Tohum ayrint1 (x 270),
¢. Tohum ayrmt1 (x 2000).
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Vac-High PC-Std. 10kV x50 s 500 pm 002273

.

Vac-High PC-Std. 10KV x 2000

: -{d

" 1
Vac-High PC-Std. 10kV x

Sekil 4.5: R. alpinum L. (ISTF No: 40816), a. Tohum genel goriiniim, b. Tohum ayrint1 (x 270),
¢. Tohum ayrit1 (x 2000).
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Vac-High PC-Std, 10kV x 2

)
\ \‘\\\I\s.\-

Vac-High PC-Std. 10 kV x 2000 —— 002285

Sekil 4.6: R. alpinum L. (ISTF No: 40818), a. Tohum genel goriiniim, b. Tohum ayrint1 (x 270),
c. Tohum ayrinti1 (x 2000).
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Vac-High PC-Std. 10kV x

-

002279

Sekil 4.7: R. alpinum L. (ISTF No: 40819), a. Tohum genel goriiniim, b. Tohum ayrint1 (x 270),
¢. Tohum ayrint1 (X 2000).

4.2. SSR VERILERININ DEGERLENDIRILMESI

Her bir SSR primeri ile elde edilen jel profilleri, bant varli§i durumunda 1, yoklugunda
ise 0 verilerek degerlendirilmistir. ilgili materyallerin amplifikasyon iiriinlerine ait jel

gorintiileri Ek 1, 2, 3,4, 5, 6, 7, 8, 9 ve 10°da gosterilmektedir.

Olusturulan bu veriler MVSP 3.1 software (Kovach, 1999) kullanilarak analiz
edilmistir. Bu yazilim programi aynm1 zamanda, Jaccard (1908) benzerlik indekslerini
hesaplayarak genetik farkliliklarin hesaplanmasinda, UPGMA analiz yontemi (Rohlf,

1993) ise dendogram olusturulmasinda kullanilmstir.
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Tiim PZR amplifikasyonlar1 sonucunda, 50 b¢’den 330 bg biiyiikliigiine kadar toplam
172 bant elde edilmistir. Her bir primer i¢in 6-32 olmak iizere ortalama 17,2 bant elde
edilmis olup, bu bantlardan 157’si (%91,2) ilgili Ribes L. tiirleri arasinda polimorfik,

15’1 (%8,72) ise monomorfik olarak belirlenmistir.

flgili SSR primerlerinin kullanilmastyla her bir primer icin elde edilen polimorfizm

oranlar1 Tablo 4.2°de gosterilmektedir.

Tablo 4.2: 10 farkli Ribes drnekleri arasindaki benzerlik oranlari.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

1 | 1,000

2 | 0,425 | 1,000

3 10,624 | 0,491 | 1,000

4 1035 | 0282 | 0,437 | 1,000

510373 | 0,336 | 0,406 | 0,325 | 1,000

6 | 0,563 | 0,370 | 0,519 | 0,347 | 0,449 | 1,000

7 1049 (0,382 | 0,454 | 0,330 | 0,367 | 0,679 | 1,000

8 | 0,505 | 0,480 | 0,464 | 0,333 | 0,402 | 0,558 | 0,567 | 1,000

9 | 0513 | 0,423 | 0,500 | 0,340 | 0,425 | 0,580 | 0,641 | 0,646 | 1,000

10 | 0,414 | 0,381 | 0,489 | 0,341 | 0,691 | 0,445 | 0,380 | 0,423 | 0,477 | 1,000
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

10 Ribes o6rneginin Sekil 4.8’deki dendogramlarindaki benzerlik katsayilari, Tablo
4.2°de belirtildigi tizere 0,282’den 0,691°¢ degismekte olup, ortalama 0,454 olarak

belirlenmistir.
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UPGMA
4 R alpimum L. (ISTF 40811)

1 O R rubrum L. (ZTBB2) } I

5 R rubrumL. (ZTBB1)
2 R uva-crispa L. (ISTF 40814)

9 R alpinum L. (ISTF 40812) 3
8 R bicbersteinii Berl. ex DC. (ISTF 40820)
7 R alpinum L. (ISTF 40819)

6 R alpimm L. (ISTF 40818)

IR biebersteinii Berl. ex DC. (ISTF 40815)

1 R alpinum L. (ISTF 40813) )

0,28 0.4 052 064 076 0,88 1

Jaccard’s Coefficient

Sekil 4.8: 10 Ribes L. taksonundan, 10 ¢ift SSR primeri kullanilarak elde edilen

172 banttan UPGMA analizi ile olusturulan dendogram.



33

5. TARTISMA VE SONUC

51.SSR  ANALIZLERI SONUCU ELDE EDILEN DENDOGRAMIN
DEGERLENDIRILMESI

5 Ribes alpinum, 2 Ribes bieberstenii, 1 Ribes uva-crispa ve 2 Ribes rubrum
taksonlarindaki tiirici varyasyonlarin ve taksonomik sinirlarin belirlenmesi igin
geleneksel fenotipik karakterlere tamamlayici bir strateji olarak SSR bant profillerindeki
polimorfizm diizeyleri analiz edilmistir. Toplamda gogaltilmig 10 SSR primer ¢iftinden
50 ve 330 bg degerleri araliginda (primer basina ortalama 17.2), 172 banttan 157’si
Ribes aksesyonlar1 arasinda polimorfik olup %91.2 diizeyinde genetik cesitlilik
gozlenmistir. Ribes drneklerinin tiir ve tiirigi seviyelerinde taksonomik ve filocografik
iligkileri gosteren anlamli sonuglar elde edilmistir. Ulasilan bulgularin, Anadolu’daki
Ribes gen havuzunun Kkarakterizasyonunda ve uygun bitkisel gen kaynaklarinin

seciminde kullanish veriler olarak degerlendirilebilecegi diistiniilmektedir.

Tiirkiye Florasi’nda Ribes cinsine ait tiirler, ¢igeklerinin demetler halinde ya da rasemos
cicek durumlarinda (infloresans) yerlesim gostermeleri, hermafrodit ya da dioik oluslari,
tomurcuklarin oval ya da uzun sekilli olmalari, yapraklarinda aromatik salg1 bezlerinin
bulunup bulunmamasi, meyvalariin rengi, hipantiyumun sekli gibi bazi generatif ve
vejetatif morfolojik karakterler lizerinden ayrilmaktadir. Flora’daki teshis anahtarina
gore R. uva-crispa L., dikenli siirglinleri ve g¢igeklerin aksiller demetler seklinde
yerlesim gostermesiyle diger tiirlerden ayrilmaktadir. SSR profillerine dayanarak
tiretilen dendrogramda s6z konusu tiir 2. kolda konumlanmistir. R. orientale ve R.
alpinum tiirleri, ¢iceklerinin dioik olusu ve ¢i¢cek durumlarinda (infloresans) tiiysii salgi
bezleri tasimalar agisindan benzerlik gostermektedir. Buna karsin, belirtilen iki tiir,
siirglin veren tomurcuklarinin sekilleri agisindan ayrilmaktadir. Hermafrodit ¢igeklere
sahip R. nigrum, R. rubrum ve R. bieberstenii’den meyvasinin erguvani siyah ve
yapraklariin alt yiizinde sapsiz aromatik bezler tasimasi ile fark gostermektedir. R.
rubrum ve R. bieberstenii tiirleri ise hipantiyumun yassi ya da ¢an seklinde olmasi

bakimindan birbirlerinden ayrilmaktadir.
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Elde edilen SSR verilerine dayali olarak iiretilen dendrogramda birinci grup ayni
lokaliteden toplanmig R. rubrum o6rneklerine aittir. 6 farkli populasyondan toplanan R.
alpinum ve R. biebersteinii 6rnekleri ikinci ana grubu olusturmaktadir. R. alpinum’un
izole lokasyon olarak Giineybati populasyonundan toplanan oOrnek, dendrogramda
Kuzeydogu populasyonlarindan ayri bir kolda konumlanmigtir. R. uva-crispa ise
dendrogramda tamamen bagimsiz ayr1 bir hat iizerinde yerlesim gostermistir. R.
alpinum’un ve R. biebersteinii’nin bulundugu ikinci ana gruptaki Ornekler uzak
lokalitelerden toplanmis farkli genotipleri temsil etmektedir. Dendrogramda ikinci ana
grubun alt grubu olarak kiimelenen 1 ve 3 numarali R. alpinum 6rnekleri ise birbirlerine
gorece yakin lokalitelerden toplanmis genotipleri temsil etmektedir. Gozlemlerimiz
kapsaminda, karelendirilmis Tiirkiye haritasinda (Grid system) A7 ve A8’e denk gelen
Kuzey Dogu Anadolu bélgesinden toplanan 3 R. alpinum 6rnegi dendrogram’da ayni
ana grupta yer almis, birlikte kiimelenmislerdir. Yakin bolgelerden toplanan drnekler
genetik 6zellikleri bakimindan benzerlik gosterir. Diger yandan, karelendirilmis haritada
A2 bolgesi kuzeybati1 Anadolu bélgesinde lokalize olmus, birbirlerinden uzak ve cografi
olarak izole edilmis bir diger R. alpinum 6rnegi, kuzeydogu populasyonlarindan ayri bir
grupta kiimelenmistir. Ribes alpinum’un Iskandinavya, Ukrayna, Kafkasya ve Fas gibi
bolgeleri de iceren Giliney ve Kuzey Avrupa’y:r kaplayan genis bir dagilimi vardir. Bu
tirlerin fenotipik ve genotipik o6zelliklerindeki genis fakliliklarin, cesitli ekolojik
kosullara adaptasyonun bir gostergesi oldugu diisliniilmektedir. Calismamiz kapsaminda
R. alpinum’un SSR analizleri ile tespit edilen tiir i¢i varyasyonlari, s6z konusu tiiriin
farkli iklimsel ve cevresel sartlara adapte olma kapasitesini agiklamaktadir. Bu tiiriin,
diger aksesyonlardan farkli profiller sergileyen kuzeybat1 bolgesinden toplanan 6rnegi,
taksonomik acidan olas1 bir alt tiir statiisii agisindan daha detayli calismalarla
degerlendirilebilir. Ribes’in Anadolu gen havuzundaki genis taksonomik ¢esitliligi ve
tiir i¢i polimorfizmini daha detayli gozleyebilmek agisindan morfolojik, fenolojik ve
biyokimyasal ozelliklerini igeren bir markor datasi ile analizi gereklidir. Bununla
birlikte SSR analizi ile elde edilen ¢ozinlrligi yiiksek verilerin, Ribes
populasyonlarinin ayiriminda ve taksonlarin tiir i¢i varyasyonlarinin belirlenmesinde

giivenilir parametreler olarak degerlendirilebilecegi diisiiniilmektedir.
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Elde edilen sonuglar ayni zamanda hedeflenen genotiplerin kimliklendirilmesi
bakimindan ve 1slah programlar i¢in potansiyel markorler olarak kullanilabilir. Diger
yandan, filogenetik siire¢lerdeki gruplardan erken ayrilan populasyonlar iginde ilk
farklilasan kol Ribes uva-crispa’ya aittir. Benzer sekilde, Tirkiye Florasi eserinde
(Davis, 1972) Ribes tiirlerinin tayin anahtarinda s6z konusu tiir diger tiirlerden belirgin
olarak ayrilmaktadir. Floradaki deskripsiyonda Ribes uva-crispa cicekleri 1-3 adet
aksiller kiimeler olusturan ¢igeklere sahip olup, dikenli siirgiinleriyle de diger tiirlerden
ayrilmaktadir. Diger tiirler morfolojik ve SSR profilleri bakimindan Ribes uva-
crispa’dan farklidir. Bu tiirlerin bati, orta ve giiney Avrupa, Kafkasya ve Kuzey iran
bolgelerinde dogal olarak bulundugu rapor edilmis olup, bu bolgelerde meyvasi igin
genis c¢apta kiiltiirii yapilmaktadir. Kuzeybat1 ve orta Anadolu bolgelerine ek olarak
Kuzeydogu Anadolu bolgesinde de dogal olarak bulunur (Chamberline, 1972). Farkli
bolgelerdeki 2 Ribes bieberstenii 6rnegi, diger oOrneklerle birlikte ayni grupta
kiimelenmistir. Ribes taksonlarinin anahtarinda, sepal kenarlarinin yogun tiiyli ve
hipantiyumlarinin ¢an seklinde olusu bu tiirliin temel 6zelligi olarak rapor edilmistir.
Morfolojik gdzlemlere paralel olarak, bu tiirlin her iki 6rnegi de iki alt gruba boliinmiis
ve R. alpinumu igeren gruplar ile eslesmislerdir. Tayin anahtarindaki bir sinapomorfik
karakter olarak ¢igeklenme tipleri; Ribes tiirlerini, Ribes uva-crispa ve salkimlarinda
cicek tasiyan digerleri olarak 2 gruba aymrir. Tirler arasindaki diger anahtar
karakterler, ¢igeklerin dioik veya hermafrodit 6zellikleri, tomurcuk ve hipantiyumlarinin
sekli, rengi ve meyvalarin tliylii veya tiiysiiz olusu, yapraklarindaki salgi bezlerinin
var olusudur. Bu grupta, dioik ¢igekli Ribes alpinum, sinapomorfik ozellik olarak
hermafrodit cigekli Ribes biebersteinii ‘den farklilik gosterir.

Morfolojik ozelliklere paralel olarak, aksesyonlar arasindaki bu tip iligkileri
dendogramda gormek miimkiindiir. SSR markdrlerinin, genetik profil ve cesitlilik
analizlerinde, aksesyonlar arasindaki genetik iliskilerin kesfinde, kiltiir bitkilerinin
parmak izi tespitinde ve genetik haritalandirmada kullanilabilecegi rapor edilmistir
(Cavanna, 2009). SSR markor analizleri, bitkisel gen kaynaklarmin yonetiminde
(Palmieri ve dig., 2013) ve Ribes nigrum, Ribes rubrum, Ribes uva-crispa’yr da igeren
Kuzey Avrupa Ribes gen kaynaklarindan olusan temel koleksiyon se¢iminde basarili bir
sekilde kullanilmistir (Antonius ve dig., 2012). SSR analizlerine yonelik gozlemlerimiz,

Ribes’te  geleneksel fenotipik  yaklasimlara dayali  taksonomik iligkileri
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desteklemektedir. Buna ek olarak, bu c¢alisma kapsamindaki gézlemlerimiz, Ribes gen
havuzundaki tiir i¢i varyasyonlarin aydinlatilmasina yonelik tutarli ve giivenilir ilave
veriler sunmaktadir. Tirkiye Ribes populasyonlarmin gesitliligi bakimindan biiyiik bir
potansiyele sahip oldugundan, genis populasyon taramalari ile taksonomik sinirlar1 ve
filocografik iliskileri agiklamak, genetik kaynaklari korumak ve bu alandaki kiiltiir
bitkilerinin gelistirilmesi i¢in degerli alleleri segmek amaciyla bir veri bankasinin

olusturulmasi 6nem tasimaktadir.

5.2. RIBES ORNEKLERININ TOHUM YUZEYLERININ DEGERLENDIiRMESI

Tiirkiye Florasi’nda Ribes taksonlariin tohum morfolojisi ve mikromorfolojisine iliskin
her hangi bir kayit bulunmamaktadir. Cevresel kosullardan etkilenmeyen generatif
karakterler olarak tohum yiizey mikromorfolojileri taksonomik iliskilerin
aydinlatilmasinda giivenilir ilave parametreler olarak yaygin sekilde kullanilmaktadir
(Ozcan, 2002). Pilarek’in (2002) Ribes L. cinsine ait yiizey morfolojisi ¢calismasinda R.
uva-crispa L., R. nigrum L., R. petraeum W., R. rubrum L. ve R. spicatum R., R.
alpinum L. olmak tizere 6 takson kullanilmigtir. R. uva-crispa L., R. nigrum L. ve R.
alpinum L. arasinda bazi yiizey karakterleri farkliliklar1 saptanmistir. S6z konusu ii¢
tiirlin tohum yiizeylerinde parankimal katlanmalara rastlanmis ancak diger taksonlar
arasinda farkliliklar gézlenmemistir. Pilarek, Ribes alpinum’un tohum yiizeylerinde
paralel ¢izgisel katlanmalar, Ribes uva-crispa’nin ve Ribes nigrum’un tohum

yiizeylerinde ise ags1 (retikulat) katlanmalar saptamistir.

Calisgmamizda ti¢ farkli biiylitmede yapilan gdzlemlerde incelenen taksonlarin genel
olarak diizensiz katlanmalar gosteren piiriizlii bir yiizey yapisina sahip oldugu, farkli
tirlerde ylizey mikromorfolojilerinin bazi farkhiliklar gosterdigi, aym tiire ait farkh
populasyonlardan toplanmis Orneklerde ise genel olarak biiyiik 6l¢iide benzerlikler
bulundugu gozlenmistir. Ribes alpinum’da yer yer paralel ve diizensiz damarsi
katlanmalar (Ribbed-rugose), Ribes uva-crispa’da derin bosluklu diizensiz katlanmalar
(Rugose-cavernosus), Ribes biebersteinii’de damarli agsi1 (Reticulate-areolate) ve diger
Ribes alpinum aksesyonlarinda ise genel olarak yogun orgiilii ve katlanmali, damarl
ags1 (Rugose-reticulate) bir ylizey topografisi tespit edilmistir. Nispi bir farklilik olarak
Rize’den toplanan Ribes alpinum o6rneginde (ISTF 40818), bu tiire ait genel yiizey

striiktiirinden nispeten farkli olarak daha seyrek katlanmalarin varhi@ dikkat
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cekmektedir. Generatif karakterler olarak, tohum yiizey mikromorfolojilerindeki
farkliliklarin genellikle tiirler arasinda daha belirgin oldugu, tiir i¢i varyasyonun ise

sinirlt oldugu gozlenmistir.

Sonug olarak, tiirler arasindaki genetik iliskiyi gostermek i¢in yapilan UPGMA
sonucunda 2 ana grup ortaya ¢ikmistir. Bunlardan 10 (R. rubrum) ve 5 (R. rubrum)
numarali tiirler, birinci grubu; 9 (R. alpinum), 8 (R. biebersteinii), 7 (R. alpinum), 6 (R.
alpinum), 3 (R. biebersteinii) ve 1 numarali (R. alpinum) tiirler ise 2. grubu
olusturmaktadir. 4 (R. alpinum) ve 2 numarali (R. uva-crispa) tiirler ayr
konumlanmuslardir. lgili gruplar icerisinde yer alan tiirler, genetik olarak birbirine daha
yakin gruplari temsil etmektedir. Calisma kapsaminda Ribes L. cinsinin 4 farkli tiirtinii
kapsayan ve farkli lokalitelerden toplanmis 10 Ornegi tizerinde yapilan SSR
analizlerinde yiiksek oranda bir polimorfizm tespit edilmistir (% 91,7). Elde edilen
verilerin Tiirkiye’de dogal populasyonlari ile genis yayilis gosteren Ribes cinsinin gen
havuzundaki genetik varyasyonun, taksonlar ve populasyonlar arasindaki farkliliklarin,
ekolojik kosullara gore degiskenlik gdsterebilen morfolojik verilere ilave olarak,
generatif ve stabil karakterler olarak tohum mikromorfolojisi ve SSR molekiiler markor
verileriyle desteklenmesiyle, s6z konusu cinsin taksonomik ve filogenetik iligkilerine
arastirma kapsaminda katki saglandigi diisiinlilmektedir. Calismadan elde edilen
bulgular ayrica, nadir populasyonlarin kimliklendirilmesi, in-Situ ve ex-situ kosullarda
korunmasi, veri bankalarinin hazirlanmasi, iiriin verimi yliksek, abiyotik ve biyotik
stres kosullarina direngli genotiplerin seleksiyonu, saglik, gida ve endiistriyel {irlin
potansiyeline sahip materyalin genitor olarak kullanilabilmesi amaglarina yonelik 6nem

tasimaktadir.
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EKLER

Her bir primer ile elde edilen ilgili materyallerin amplifikasyon {riinlerine ait jel
goriintiileri EK 1, 2, 3,4, 5, 6,7, 8, 9 ve 10°da gosterilmektedir.

B1 2 34567 8910

330

100

EK 1. R1 primeri ile elde edilen SSR bant profilleri.
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B1 2 345 67 89 10

330

100

EK 2. R2 primeri ile elde edilen SSR bant profilleri.

B 1 2 34 5 67 89 10
330

100

EK 3. R3 primeri ile elde edilen SSR bant profilleri.
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B 1 2 34 56 7 89 10

330

100

EK 4. R4 primeri ile elde edilen SSR bant profilleri.

B 1 2 34 567 89 10
330

100

EK 5. R5 primeri ile elde edilen SSR bant profilleri.



44

B12 34567 89 10

330

100

EK 6. R6 prieri ile elde edilen bant profilleri.
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B12 34567 89 10

330

100

EK 7. R7 primeri ile elde edilen bant profilleri.

B12 34567 89 10

330

100

EK 8. R8 primeri ile elde edilen bant profilleri.
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B 12 3 4 56 7 89 10

330

100

EK 9. R9 primeri ile elde edilen bant pfofilleri.

B 12 3 456 7 8 910
330

100

EK 10. R10 primeri ile elde edilen bant profilleri.
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