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Ulkemizde Centaurea cinsi icinde oldukca fazla sayida lokal yayihis gosteren
ve nesli tehdit altinda endemik tiir olmasina ragmen bu tiirlerin gen havuzlarinin ne
derecede genetik cesitlilige sahip oldugu hakkinda hicbir bilgi yoktur. Caligmanin
temel amaci, ilk olarak 1845 yilinda Konya civarindan kesfedilen ve su anda tehlike
altinda olan C. lycaonica Boiss. & Heldr. tiiriiniin populasyon i¢i genetik cesitliligini
molekiiler yontemlerle belirlemektir.

Bu calismada, Konya cevresinde yayilis gosteren lokal endemik tiirlerden
birisi olan C. lycaonica’ nin dogal populasyonundaki bireyler arasindaki genetik
farklilik diizeyini belirlemek ve populasyon icerisindeki polimorfizmi tespit etmek
amacglanmistir. Bu amag¢ dogrultusunda, genetik cesitliligin belirlenmesinde tek bir
populasyondan rasgele drneklenen 30 birey itizerinde 6 RAPD markérii kullanilarak,
toplam 84 adet bant elde edilmistir. Bunlardan 61 tanesi polimorfik (% 73) ve 23

tanesi monomorfik (% 27) olarak tespit edilmistir. Polimorfizm oram1 OPG2 ve
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OPB19 primerleri ile % 85, OPB17 ve OPB8 primerleri ile % 75 oraninda tespit
edilmistir. En diisiik polimorfizme sahip olan OPB7 primerinde bu oran % 46’dir.
Buna gore populasyon igindeki bireyler arasinda toplam % 73 oraninda
polimorfizm tespit edilmistir. Sonu¢ olarak, bireyler arasinda genetik cesitliligin
yeterince yiiksek olmasi onlarin dogal seleksiyona karsi gelecekte ciddi manada bir
diren¢ sergileyecegini gosterse de yakin gelecekte bu tiirlerin in vivo ve in vitro

sartlar altinda korunmalar1 gerekmektedir.

Anahtar Kelimeler: Populasyon genetigi, Genetik seciciler, Centaurea

lycaonica, Endemik bitkiler, Tiirkiye.
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ABSTRACT

M. Sc. Thesis

A molecular Study on the Determination of the Genetic Diversity in the

Population of the Threatened Centaurea lycaonica Boiss. & Heldr. (Compositae)

OZEL, Eda
Selcuk University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology

Supervisor: Prof. Dr. Kuddisi ERTUGRUL
July 2008, 58 pages

Jury: Prof. Dr. Kuddisi ERTUGRUL
Prof. Dr. Mustata KUCUKODUK
Assoc. Prof. Dr. Hiiseyin DURAL

Although the genus Centaurea has numerous local and threatened endemic
species in our country, we have not any information on gene repository and the level
of genetic diversity of these species. The aim of this study is to define the genetic
diversity in the population of threatened C. lycaonica species, firstly discovered in
1845 in Konya region.

In this research, It was purposed to detect the level of genetic differences
among individuals and to determine the polymorphism in natural population of C.
lycaonica. For this goal, a total of 84 tracks were obtained using six RAPD markers
on the randomly sampling of 30 individuals of the population. 61 tracks were

polymorphic (73 %) and 23 tracks were monomorphic (27 %). The most
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polymorphic ratio is 85 % in OPG2 and OPB19, the following primers are OPG17
and OPBS (75 %). The lowest polymorphic ratio is 46 % in OPB7.

As a result, it was found out that the polymorphism ratio of individuals in this
population was 73 %. Although this result showed that this population have well
enough genetic resistance to survive in his area, it was necessary that these

population should be preserved by in vivo and in vitro methods in future.

Key Words: Population genetics, Genetic markers, Centaurea lycaonica,

Endemic plants, Turkey.



ONSOZ

Bilim ve teknolojinin hizla gelistigi diinyamizda, dogal besin kaynaklarmin
azalmasi bilim adamlarm kurakliga dayanikli yeni tiirlerin iiretilmesi hedefine
yonlendirmistir. Bu ¢alismanin sadece Centaurea cinsi tiirleri icin degil, tiim
endemik dogal bitki tiirlerimiz icin dogal ortamlarinda korumaya yonelik iyi bir
model olacag diisiiniilerek; tehdit altindaki tiirlerin yok olma riskinin ve etkileyen
faktorlerin kisa siirede tespit edilmesi, korunmalar1 noktasinda en onemli adimlarin
atilmasi, gittikce kuraklagsan diinyada kserofit karaktere sahip yabani gen
kaynaklarimizin iyi korunmasi ve gelecek nesillere aktarilmasimin agiklanmasi
acisindan onemli bir kaynak olusturacag diisiiniilmektedir.

Yiiksek lisans calismam siiresince her zaman destek ve yardimlarin1 benden
esirgemeyen degerli damismamim Sayin Prof. Dr. Kuddisi ERTUGRUL’a, her
konuda destegini gordiigiim, bilgi, beceri ve yorumlarindan faydalandigim Dr. Tuna
UYSAL’a, molekiiler ¢aligmalarimin gergeklestirilmesinde bilgi ve tecriibelerini
paylasan Yrd. Do¢.Dr. Emine ARSLAN’a, calisma materyalimin toplanmasi
esnasinda ki yardimlarindan dolayr Yrd. Do¢.Dr. Osman TUGAY’a, Selcuk
Universitesi 07201015 nolu proje ile ¢alismamda maddi destek saglayan Bilimsel
Arastirma Projeleri kordinatorliigiine (BAP) ve TUBITAK a tesekkiir ederim.

Her zaman ve yiiksek lisans caligmalarim siiresince sabirlarini, maddi ve
manevi olarak yardimlarim1 benden esirgemeyen basta annem ve babam olmak iizere

tiim aileme tesekkiir ederim.

2008, Konya
Eda OZEL
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SIMGELER VE KISALTMALAR

AFLP: Amplified Fragment Length Polymorphism (Cogaltilmis Parca
Uzunuk Polimorfizmi)

AG: Ayirma Giicii

BSA: Bovin Serum Albumin

bp: Baz cifti

cM: Santimorgan

cm: Santimetre

CTAB: Setil Trimetil Amonyum Bromiir

dATP: deoksi adenozin trifosfat

dCTP: deoksi sitidin trifosfat

dGTP: deoksi guanozin trifosfat

dk: Dakika

DNA: Deoksiribo niikleik asit

dTTP: deoksi timidin trifosfat

dNTP: dATP, dTTP, dCTP, dGTP

EDTA: Etilendiamin tetraasetikasit

EST: Expressed Sequence Tags

g: Gram

HCI: Hidroklorik asit

ISSR: Inter Simple Sequence Repeat (Basit Sekanslar Aras1 Tekrarlar)

IUCN: Diinya Koruma Birligi

kg: Kilogram

I: Litre

M: Molar

MA: Molekiiler agirlik

mA: Miliamper

MgCl,: Magnezyum kloriir

ml: Mililitre

mM: Milimolar
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mtDNA: Mitokondrial DNA

NaCl: Sodyum kloriir

ng: Nanogram

PCR: Polimeraz Zincir Reaksiyonu

pg: Pikogram

PIC: Polymorhism Information Content (Polimorfik bilgi icerigi)

PVP: Polivinilpirolidon

RAPD: Randomly Amplified Polymorphic DNA (Rasgele Cogaltilmis DNA
polimorfizmi)

RFLP: Restriction Fragment Length Polymorphism (Restriksiyon Parga
Uzunluk Polimorfizmi)

rpm: Dakikadaki dongii

SNP: Single Nucleotide Polymorphism (Tek Niikleotid Polimorfizmi)

SSR: Simple Sequence Repeat (Basit Sekans Tekrarlar)

T : °C cinsinden sicaklik

Taq: Thermus aquaticus

TBE: Tris/borat/EDTA (tampon ¢ozeltisi)

Tm: Erime sicaklig

Tris: Tris (hidroksil metil) aminometan

Tris-HCl: Tris hidrokloriir

UPGMA: Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Average
(Ol¢iilmemis Gruplarin Aritmetik Ortalamasi)

UV: Ultraviyole

v/v: Hacim / Hacim

V: Volt

w/v: Agirlik / Hacim

W: Watt

B-ME : Beta-Mercaptoethanol

ul: Mikrolitre

uM: Mikromolar



1. GIRIS

Bir iilkenin en onemli dogal kaynaklarindan birisi de bitki ortiisiidiir. Bu
nedenle her iilke kendi florasina ait bitkileri tespit etmekte, onlar {iizerinde
dokiimantasyon, gen kaynaklarinin belirlenmesi, degerlendirilmesi ve bitkilerin
dogal ortamlarinda korunmasi gibi benzer konularda ¢alismalar yapmaktadir (Uysal
2006).

Tiirkiye, bitki ¢esitliligi bakimindan diinyanin en zengin iilkelerinden biridir.
Bu olusumun en onemli nedenleri; iklim farkliliklan, topografik, jeolojik ve
jeomorfolojik cesitlilikler, deniz, go6l, akarsu gibi degisik su ortamu ¢esitlilikleri,
yiikseklik ve ekolojik farkliliklardir (Atalay 1994). Tiirkiye florasinin ilgingligi, bu
farkliliklarin sonucu olarak meydana gelen tiir zenginliginin yam sira, ¢cok sayida
endemik tiir icermesinden de kaynaklanmaktadir (Ozel 2002).

Ulkemizde, son yillarda hizli bir sekilde gelisme gosteren sanayilesme ve
sehirlesme faaliyetleri, tarim alanlarinin genigletilmesi ve asir1 otlatma, corak
alanlarin 1slah edilmesi, tarimsal miicadele ve cevre kirlenmesi, orman yanginlart,
yurtdisina ihra¢ edilmesi ve yurticinde kullanilmasi, dogal ekosistemlere yerli
olmayan istilaci tiirlerin getirilmesi Ozellikle dar yayilis alanina sahip olan bitkiler

izerinde olumsuz etkiler yapmaktadir (Bosgelmez 2005).

Gerek bitki biyocesitliligi, gerekse yiiksek endemizm orani ve bu bitkilerin
kars1 karsiya olduklar tehlikeler g6z Oniine alindiginda iilkemize ait giincel koruma
stratejilerinin belirlenmesi geregi ortaya ¢ikmaktadir. Bir¢ok onemli ve endemik
bitki tiiriniin yeterince korunmasi, tehlike altina girmemesi veya yok olmamasi

konusunda arastiricilara bu anlamda biiyiik sorumluluklar diismektedir.

Diinya genelindeki cevre sorunlari, baslangigta yakin c¢evre acisindan ele
alinmis; daha sonraki yillarda, iilke, kita ve kiiresel diizeydeki yaklagimlar, 6n plana
cikmistir. Cevresel etki degerlendirme yontemi gelistirilerek, biyolojik zenginliklerin
korunmasi, siirdiiriilebilir kullanimin gergeklestirilmesi, tiirlerin ve habitatlarin
muhafazas1 amaciyla ¢aligmalar baglatilmistir. Biyolojik cesitliligin korunmasi, tiim

iilkelerin ortak sorumlulugu altinda oldugu igin, ¢esitli sozlesmeler hazirlanmistir;



ozellikle de, 1970-1980 yillar1 arasinda, uluslararast doga koruma aktiviteleri
belirgin sekilde artmistir. Ulkemiz de, bunlarin énemli bir boliimiine taraf olmustur

(Bosgelmez 2005).

Bitki tiirlerinin icerdigi cesitlilik bakimindan Diinyada, tiirlerin ana vatam
olarak 8 gen merkezi bulunmakta ve ikisi iilkemiz {izerinde c¢akigmaktadir.
Ulkemizde 5 ayr1 mikrogen merkezinin bulunmas: iilkemizin bitkisel cesitliklik ve
gen kaynaklar1 bakimindan 6nemini kanitlar. Bu cesitliligin muhafazasi amaci ile
1964°de diinyadaki ilk iilkelerden biri olarak Tarim ve Kdoyisleri Bakanligina bagh
Ege Tarimsal Arastirma Enstitiisii tarafindan calismalara baglanmistir. Ulkemiz 1992
yilinda imzalanan “Biyolojik Cesitlilik Anlagmast” ¢ercevesinde “Ulusal Biyolojik
Cesitlilik Eylem Plan1” igerisinde bitki genetik kaynaklarinin muhafazasi ile
yiikiimliidiir. Buna gore biyocesitliligin azalmasina yol agmayacak sekilde ve oranda
kullanimi, boylece bugiinkii ve gelecekteki nesillerin ihtiyaclarim karsilama ve
muhafaza etmesi gerekmektedir. Tiirkiye’de biyocesitliligin korunmasinda daha ¢ok
nesli tehdit altinda olan tiirler ile endemik tiirlerin korunmasina agirlik verildigi

goriilmektedir (Demirayak 2002).

Diinyada yetisen bitki tiirlerinin; 6zellikle dar ve simirlhi yayilis alanina sahip
endemiklerin korunmalar1 konusunda son yillarda ciddi ¢aligmalar yapilmaktadir. Bu
calismalarda taksonlarin uluslar arasi tehlike siniflarindan hangisine ait oldugu
belirlenerek, koruma amagh alinacak 6nlemlerde 6ncelik ¢cok baski altinda olup nesli
kaybolma tehdidi altinda olanlara verilmektedir. Bu amacla iilkemizde yapilan ilk
calismada iilkemizde tehdit altindaki nadir ve endemik bitki tiirleri [UCN’in eski
tehlike siniflarina gore listelenmistir (Ekim ve ark. 1989). Bu liste 2000 yilinda yeni
IUCN tehlike siniflarina gore yeniden diizenlenmistir. Buna gore cesitli tehdit
kategorilerinin olusturulmast ve bu kategorilere giren taksonlarin belirlenmesinin
yani sira, sozii edilen bitkilerle ilgili olarak ayrintili biyolojik ¢alismalar yapilmasi ve
korunmalarina iligkin aligilagelmis ya da alternatif yontemlerin olusturulmast,

arastiricilarin iizerinde durmasi gereken onemli bir konudur (Ekim ve ark. 2000).

Koruma caligmalann sirasinda bitki isimlerinin yaninda bitkinin yayilisi,
populasyon genisligi ve yapisi, ekolojik istekleri, fizyolojik toleransi, dollenme

sistemi, tozlasma ve yayilma ekolojisi, ¢cimlenme fizyolojisi, fide ve gelismis



devrelerindeki rekabet derecesi ve hatta populasyondaki bocekler gibi populasyon
yasaminin devamu ile ilgili bir¢ok konu hakkinda ayrintili bilgi gerekir (Ekim ve ark.
2000).

Bitki biyocesitiligi ile korumadaki ilk amag¢ ve acik hedef bitki tiirlerindeki
korunmus bolgelerin siirdiiriilmesi ve yok olmaktaki tiirlerin devamliligin
saglanmasidir. Uzun donemdeki yaklasimlar yabani bitkilerin korunmasi ve
cogaltilmasidir (Maxted 2003).

Nadir taksonlarm korunmasi igin alinan kararlar, onlarin hayatta kalmasim en iyi
sekilde etkileyen genetik degiskenligi iceren biyolojik ve diger faktorleri anlamayi
gerektirdigi halde genellikle koruma yonetimi kararlar1 onlarin genetik degiskenligi veya
ekolojisi hakkinda yeterli bilgi olmaksizin hizli bir sekilde yapilmakta ve bu tip
calismalardan diigiik verim alinmaktadir (Godt ve ark. 1995). Bu nedenle koruma
yonetiminde Oncelik gerektiren, 6zellikle nadir tiirlerde genetik caligmalardir. Genetik
cesitlilik dlctimlerinin sonucunda elde edilen veriler dogrultusunda gelistirilen cagdas
koruma onlemleri klasik koruma yontemlerinin ortaya koyamadigi veya belirleyemedigi
tehdit unsurlarmi ortaya cikarmakta ve sorunlarm kisa vadede c¢oziilmesine imkan
tanimaktadir (Bosgelmez 2005).

Endemik ve nadir tiirler tipik olarak diisiik seviyede genetik cesitlilik sergiler
(Hamrick ve Godt 1989). Bu genetik cesitliligin kaybi; cevresel degisimlere,
demografik faktorlere ve diger sebeplere maruz kalip nesli tiikenen tiirlerden

kaynaklanir ( Ellstrand ve Elam 1993).

Genetik cesitlilik calismalari; birden fazla sayida populasyonu bulunan tiirler
icin, var olan genetik farkliligin temellerinde daha iyi populasyonlar1 se¢mek igin,
tek bir populasyondan bilinen tiirlerde ise genetik farklilik diizeyini agiklamak ve
kurtarilmas1 beklenen tiirlerin canliliginin ve neslinin devaminin saglanmasi igin
yapilir. Cesitli yontemlerle ¢evresel ve biyolojik faktorler altinda genetik yapi
belirlenebilir ve karakterize edilebilir (Escudero ve ark. 2003). Genetik cesitlilik,
degisen cevreye karsi populasyonlarin varligim devam ettirmesi i¢in 6nemli bir

faktor olarak diisiiniiliir ve temel bir unsur olarak tanimlanir ( Nei ve Kumar 2000).

Smirlt sayida olan dogal kaynaklarimizdaki genetik cesitliligin korunmasi ve
gerektiginde verimli bir sekilde kullanimlar1 icin biinyelerindeki genetik

varyasyonun belirlenmesi gerekir. Populasyon genetigi, populasyonlardaki fertlerin



benzerlik ve farkliliklarinin kaynaklarimi arastiran bir genetik alt dalidir. Bilim
adamlar1 populasyon genetiginin metot ve prensiplerini kullanarak canli
topluluklarmin genetik yapisi, genlerin populasyonlardaki dagilimi, belirli gen ve
genotip frekanslarmin populasyonlarda nasil ve neden korundugu, bazi genotip
frekanslarinin neden zamanla sona erdigini ya da kayboldugunu, populasyonlar ve
jenerasyonlar arast gen akisimin belirlenmesi ile ilgili bir¢ok arastirma
yapmaktadirlar. Bu bilgiler evrimsel siirecin anlagilmasinda oldukca 6nemlidir. Bir
populasyon iginde birden fazla gen veya fenotipik 6zellik varsa, o populasyonun
polimorfik oldugu sdylenir ve polimorfizm genetik markirlarla belirlenir (Aygiin
2006). Polimorfizm, DNA’daki yer degistirmeler, ters donmeler, parca eksilmeleri ve
parca yerlesmeleri ile meydana gelir ve genleri, onlarin diizenlenmelerini,
biyokimyay1, gelismeyi, morfolojiyi, davranigi etkileyeceginden evrim siirecinde
fenotipik varyasyonun da kaynagidir (Britten 1986). Bireyin fenotipik ve/veya
genotipik ozelliklerini saptayan genetik isaretler genetik markir olarak tanimlanir ve
hem protein hem de DNA sekansindaki varyasyonu aciga cikaran Oolgiilebilir,

belirlenebilir bir karakterdir (Aygiin 2006).

Varyasyonlari tespitinde sitolojik veriler, izoenzimler, tohum depo proteinleri
gibi biyokimyasal isaretleyiciler ve RFLP (Restriction Fragment Length
Polymorphism), RAPD (Randomly Amplified Polymorphic DNA), AFLP
(Amplified Fragment Length Polymorphism), SSR (Simple Sequence Repeats), ISSR
(Inter-Simple  Sequence Repeats) gibi molekiiler isaretleyiciler basariyla

kullanilmaktadir (Stuber 1992).

Son yillarda bitki arastiricilarn tarafindan ¢ok yaygin olarak kullanilan
molekiiler markirlar, kaynagini kendilerinin iiretildigi bitkilerin hiicrelerinde bulunan
DNA’lardan aldigi icin, bitki populasyonundaki cesitlilik veya o populasyon i¢indeki
bitki genotipleri arasindaki iliskilerin tespitinde %100’e yakin giivenilirlikle
degerlendirilir (Giilsen ve Mutlu 2005). Bu markirlar yardimiyla arastirmacilar
morfolojik olarak c¢ok benzerlik gosteren tiir, ¢esit veya tipler ve ebeveynleri

hakkinda kesin bilgiler elde edebilmektedirler (Karaca 2002).

Calismada kullandigimiz RAPD markirlart genellikle 10bp uzunlugunda ve

niikleotid dizilimi rasgele sec¢ilmis tek ¢esit primerlerin kullanimina dayanmaktadir.



Bu primerler tasarlanirken primerlerin GC/AT oranlarinin %50 ya da daha fazla
olmasina dikkat edilir (Gregor ve ark. 1994). Teknik, cabuk sonu¢ vermesi, ucuz
olmasi, daha az isgiicii gerektirmesi, az miktarda ve diisiik kaliteli DNA ile
calisilabilmesi, radyoaktif madde kullanimim gerektirmemesi gibi bir takim
avantajlara sahiptir (Yildinm ve Kandemir 2001, Karaca 2002, Temizkan ve Arda
2004). Ayrica polimorfizm oran1 diger tekniklerle karsilastirildiginda oldukca
yiiksektir (Whitkus 1994). Ancak RAPD markirlarinin baz1 dezavantajlan vardir.
Bunlardan biri RAPD markorlerinin dominant olmasi nedeni ile heterozigot bireyleri
saptayamamasi bu yontemi kisitlayan en 6nemli etkenlerdir (Altinkunt 2001). Digeri
de RAPD markirlarinin tekrarlanabilirliginin, PCR ve DNA tespiti sirasinda sartlarin
tam olarak kontrol edilememesi nedeniyle diisiik olmasidir (Harris 1999). RAPD
verilerinin tekrarlanabilirligi i¢in amplifikasyon reaksiyonlarinin her bir basamaginin

dikkatli bir sekilde optimize edilmesi gerekir (Michelia and Bova 1997).

Bu calismada, Konya ¢evresindeki biri tip lokalitesi olmak iizere sadece iki
lokaliteden bilinen, iilkemiz i¢in dar yayiligli endemik bir tiir olan ve EN (tehlikede)
kategorisinde yer alan C. Iycaonica populasyonundaki genetik cesitlilik tespit

edilerek ileride yapilacak olan koruma calismalarina katki saglamak amag¢lanmigtir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

Asterales tim diinyada ¢igekli bitkiler arasinda 26000’den fazla tiir sayisiyla
en zengin ordolardan birisidir (Lundberg 2001). Yaklasik 1600 cins, 23000 tiirden
olusan Compositae familyas ¢icekli bitki familyalar i¢inde tiir sayis1 bakimindan en
biiyiik familyadir (Wagstaff ve Breitmieser 2002). Compositae familyasinin
dordiincii bilyiik cinsi olan Centaurea cinsi tiim diinyada 400 civarinda tiir igerir
(Wagenitz ve Hellwing 1996). Centaurea cinsi Tiirkiye Florasi’nin 5. cildinde 172
tiirle temsil edilmektedir (Wagenitz 1975). Floranin yayinlanmasindan sonra eklenen
tiirlerle toplam say1 180’e cikmustir (Uysal 2008). Bu tiirlerde endemizm orani
%61.6’dir. (Martin ve ark. 2006)

Dittrich (1968a), Centaurea cinsi akenleri iizerine yapmis oldugu morfolojik
arastirmalar neticesinde bu cinse ait seksiyonlarin tipik aken yapilarina sahip
olduklarim ve seksiyonlar arasinda 6nemli farkliliklarin oldugunu tespit etmistir.

Dittrich (1968b), Carduaeae ve Centaureinae altoymagi tiirlerinin aken
yapilarimi incelemis ve bu altoymagin 3 farkli hilum tipine sahip oldugunu
bildirmistir. Bunlar; lateral (Centaurea montana L.), caudatum (Centaurea ruthenica
Lam.), basal tip Rhaponticum carthamoides (Wild.) Iljin’dir.

Centaurea cinsinde yapilan monografik c¢aligmalara gore Tiirkiye ve
komsulari Irak, Iran ve Transkafkasya bolgeleri Centaurea cinsi icin ana farklilasma
merkezidir. Bu durumu 6zellikle tiir ve seksiyon sayisinin fazla olusu destekler.
Centaurea taksonlar1 agisindan Tiirkiye’nin Asya boliimiiyle Balkan Yarimadasim
karsilagtiran rapora gore Tiirkiye nin cins sayis1 Balkan yarimadasinin iki katindan
daha fazla bulunmustur. Bu iki alan arasinda yaygim bicimde yayilis gosteren tiir
sayisinin 25 civarinda olmasini da sasirtici bulmustur (Wagenitz 1975). Bu durum
iilkemizin Centaurea cinsi i¢in ana farklilasma ve gen merkezi oldugunu acikca
gostermektedir.

Tuzlac1 (1978), Giiney Balkan’larda yayilis gosteren Centaurea amplifolia
Boiss.& Heldr. tiiriiniin Tiirkiye’deki varligimi tespit etmis ve tanitici dzelliklerini

vermistir.



Kaya (1985), Centaurea derdereifolia Wagenitz ve C. saligna (C. Koch)
Wagenitz tiirlerini taksonomik, ekolojik ve palinolojik olarak incelemistir.

Kaya (1987), endemik Centaurea derderiifolia Wagenitz ve C. saligna (C.
Koch) Wagenitz tiirlerinin i¢ ve dis morfolojik ozellikleriyle birlikte, her iki tiirii i¢
morfolojileri yoniinden karsilagtirmistir.

Kus (1991), Centaurea amasiensis Bornm. ve C. amplifolia Boiss.& Heldr.
tiirlerinin genel 6zelliklerini vermis, morfolojik ve anatomik yapilar1 detayli olarak
tanitmustir.

Pehlivan (1996), Centaurea cariensis Boiss. , C. consanquinea DC, C.
deflexa Wagenitz, C. dichora Boiss & Heldr. , C. haradjianii Wagenitz, C.
inexpectata Wagenitz, C. lycia Boiss. , C. olympica C. Koch, C. pinetorum Hub-
Mor., C. wiedemanniana Fisch & Mey. tiirlerinin polen morfolojilerini 151k
mikroskobu kullanarak incelemistir.

Pmar ve Inceoglu, (1996), Centaurea triumfettii All. Grup A, B, C polen
morfolojilerini 151k ve elektron mikroskobunda karsilagtirmali olarak incelemistir.

Kaya ve ark. (1996), Tiirkiye’nin bazi endemik Centaurea tiirleri {izerine
polen incelemeleri yapmiglardir. Calismalarinda Centaurea drabifolia subsp. austro-
occidentalis Wagenitz tiiriiniin polen tipinin ii¢ oluklu ve seklinin kiiresel oldugunu
tespit etmiglerdir.

Garcia-Jacas ve Ilarslan (1997), Centaurea cinsinin Tiirkiye’de yetismekte
olan bazi tiirlerini karyolojik olarak incelemis ve kromozom sayilarini vermistir.

Garcia-Jacas ve ark. (1998), Bati Asya’da yayilis gosteren bazi1 Centaurea
tiirlerinin kromozom sayilarini ortaya koymustur.

Yaman (1998), Centaurea solstitialis subsp. pyracantha (Boiss.) Wagenitz ve
C. pestalozzae Boiss. tiirleri lizerinde morfolojik ve palinolojik caligmalar yapmustir.

Villodre ve Garcia-Jacas (2000), Centaurea alba L., C. aucheri (DC)
Wagenitz, C. behen L. , C. calcitrapa L. , C. diffusa Lam. , C. diluta Aiton, C.
eriophora L., C.fragilis Duricu, C. glastifolia L., C. macrocephala Muss. & Puschk,
C. melitensis L., C. nigra L., C. pulchella Ledeb, C. pullata L., C. pungens Pomel,
C. sulphurea Willd., tiirlerinin polen analizlerini elektron mikroskobu kullanarak
yapmistir.

Wagenitz ve Hellwig (2000), Onceden Centaurea cinsine ait bir seksiyon



olan Psephellus (Cass.) DC. morfolojik, anatomik, palinolojik ve karyolojik
arastirmalar neticesinde elde edilen bilgilere dayali olarak cins kategorisine
yiikseltilmistir. Bu cinsle birlikte ayn1 zamanda Psephelloideae (Boiss.) Sosn.
Hyalinella Tzvel., Aetheopappus (Cass.) O. Hoffm, Amblyopagon (DC.) Sosn.,
Heterolophus  Cass., Cgzerniakovskya Czerep., Odontolophoideae  Tzvel,
Odontolophus Cass., Xanthopsis (DC.) Tzvel., Uralepis DC. ve Sosnovskya Takht.
seksiyonlarina ait toplam 75 tiir (Ozellikle Tiirkiye ve Iran’dan) Centaurea cinsinden
ayrilmistir.

Villodre ve Garcia-Jacas (2000), Centaurea cinsinin Jacea seksiyonuna ait
tirlerin palinolojik calismasin1  yapmig, bu tiirlerin Elektron Mikroskobu
fotograflarini vermistir.

Ochsmann (2000), polimorfik bir cins olan Centaurea’nin genis bir grubunun
(Sect. Acrolophus) 600’e yakin tiiriiniin sadece klasik metotlarla siniflandirmasini
yapmistir.

Kaya ve ark. (2000a), endemik C. zeybekii Wagenitz tiiriiniin morfolojik,
anatomik ve palinolojik incelemesini yapmustir.

Kaya ve ark. (2000b), endemik Centaurea calolepis Boiss. , C. ensiformis P.
H. Davis., C. kilea Boiss., C. lycia Boiss. , C. reuterana var. phrygia Boiss. , C.
solstitialis subsp. pyracantha (Boiss.) Wagenitz tiirlerinin polen morfolojilerini 151k
mikroskobunda incelemistir.

Porras ve Munoz (2000), C. melitensis L. tiirliniin kleistogam kapitulumu
tizerine bir ¢caligma yapmislardir.

Tornadore ve ark. (2000), C. nobilis (Groves) Brullo, C. leucadea Lacaita, C.
Japigica (Lacaita) Brullo tiirleri arasindaki sistematik iliskiyi DNA analizi ve tohum
morfolojilerini caligmiglardir.

Kaya ve ark. (2000a), bircok endemik Centaurea tiiriiniin morfolojik,
anatomik ve palinolojik calismalarina yer vermis, polen morfolojilerini 11k
mikroskobu kullanarak incelemislerdir.

Kapusuz (2000), Centaurea cyanus L., C. behen L., C. calcitrapa L., C.
iberica Trev., ve C. jacea L. Tiirkiye’de kullanilan tibbi bitkiler arasinda yer almakta

oldugunu dilegetirmistir.



Kaya ve ark. (2001), C. hypoleuca DC, C. nigrifimbria (C. Koch) Sosn. , C.
pulcherrima Willd. var. pulcherrima, C. stenolepis Kerner, C. triumfetti All. , C.
Urvillei DC subsp. urvillei tiirlerinin polen morfolojilerini ¢aligmstir.

Susanna ve Garcia Jacas (2001), Centaureainae altoymaginda yapmis
olduklar1 molekiiler c¢alismalarinda Centaurea cinsinde yer alan Psephellus
seksiyonunu ayrt bir cins olarak teklif etmislerdir. Avrupada su anda cins olarak
degerlendirilen Psephellus Tiirkiye florasinda hala Centaurea cinsine ait bir seksiyon
olarak tasnif edilmis durumdadir. Arastirmacilar aym1 zamanda elde ettikleri
molekiiler verilere gore bu alt oymagin Jacea, Cyanus, Acrocentron ve Carthamus
olmak {izere dort bilyiik gruba ayrildigim belirtmislerdir. Bu gruplar icerisinde
birbirlerine en yakin olanlar1 Cyanus ve Jacea gruplaridir.

Geng ve Kaya (2002), endemik Centaurea tosiensis Freyn & Mint iizerinde
morfolojik, anatomik ve palinolojik calismalar yapmastir.

Ertugrul ve ark. (2004), Centaurea cinsine ait bazi morfolojik karakterlerin
evrimi ile ilgili gerceklestirilen ¢aligmalar sonucunda aken, brakte ve apendajlarinin
seksiyonlarin ayrilmasinda temel karakterler olabilecegi belirtmislerdir. Ancak bu
calismada apendaj yapilarinin ara formlar sergiledigi ve olduk¢a cesitlilik
gosterdigini tespit edilmislerdir.

Romaschenko ve ark. (2004), C. crysantha Wagenitz, C. calolepis Boiss, C.
alexandrina Delile, C. iconensis Hub-Mor. , C. deflexa Wagenitz, C. kotschyi (Boiss.
Heldr.) Hayek var. decumbens Wagenitz, C. pinardii Boiss. , C. aladaghensis
Wagenitz, C. cataonica Boiss. & Hausskn. , C. kurdica Reichardt, C. behen L., C.
rigida Banks & Sol. , C. sarandinakiae N. B. lllar semijusta Juz. , C. sterilis Stev. ,
C. Vankovii Klokov, C. antitauri Hayek, C. donetzica Klokov, C. proto-gerberi
Klokov, C. pseudoleucolepis Kleopow, C. cheirolepidioides Wagenitz, C.
cherirolopha (Fenzl) Wagenitz, C. isaurica Hub-Mor. tiirlerine ait kromozom
sayilarin1 yayinlamislardir.

Atar (2006), C. kilaea’da aken ve papuslarin C. cuneifoia’ya gore daha
biiyiik, gévde yapraklarmin daha sik ve grimsi renkte oldugu tespit edilmistir. iki
tiirde de polenlerin trikolporat; ancak C. kilaea polenlerinin C. cuneifolia’dan daha

biiyiik oldugu saptanmistir.
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Uysal (2006), Tiirkiye Centaurea (Asteraceae) Cinsi Cheirolepis (Boiss.) O.
Hoffm. Seksiyonunun Morfolojik, Karyolojik ve Molekiiler Revizyonunu yaparak
seksiyonun temel kromozom sayisini x=9 olarak belirlemis ve calisilan gruba 6zgii
genetik kodu genom analizleri ile ortaya koymustur. Yakin seksiyonlardan
Pteracantha Wagenitz ve Plumosipappus (Czerep.) Wagenitz seksiyonlart sinonim
yapmis ve Cheirolepis seksiyonunun sinirlarini genisletmistir.

Uysal ve ark. (2008), calismamizinda konusu olan Centaurea lycaonica
tiiriiniin mensubu oldugu Phalolepis seksiyonunun tiim Akdeniz fitocografik bolgesi
boyunca yer alan Yunanistan, Kibris, Italya, Ispanya basta olmak iizere Avrupa
iilkelerinde yaklasik 45 tiirle temsil edilen oldukca biiyiik ve onemli bir seksiyon
oldugunu belirtmislerdir. Tiirkiye’de bu seksiyon 10 tiirle temsil edilmekte olup
(Davis 1975) tiirlerinin biiyiik bir kism1 lokal endemik oldugunu dilegetirmislerdir.
Tiirkiye’de yer alan tiirlerin tamamina yakin kismi kserofit karakterli olup genellikle
habitat olarak kirectas1 veya kalker kayaliklar1 tercih etmekte oldugunu
bildirmislerdir.

Ayrica Centaurea cinsine ait bazi tiirler 6zellikle Italya gibi Avrupa
iilkelerinde geleneksel olarak tibbi amagh kullanilmaktadir. C. scabiosa L. ve C.
cyanus L. gibi tiirlerden elde edilen droglar o6zellikle soguk alginligina karsi
kullanilmaktadir. Ayrica yaralanma sonucu meydana gelen aciy1 azaltmak ve tedavi
etmek amaciyla biberle karistirilmak suretiyle kullanilmaktadir. Kuvvet verici ve
diiiretik olarak kullanilmakla birlikte kanser tedavisinde kullanilmalar1 da soz
konusudur (Grieve 1995, Flamini ve ark. 2001). Yurdumuzda bir ¢ok tiirii olan bu
cinse, genellikle peygamber cicegi, gokbas, coban kaldiran, kotankiran, zerdali

dikeni, acimik, deligoz dikeni, saribas, kotiiriim, adlan verilmektedir (Baytop 1997).

RAPD teknigi, Molekiiler sistematik, filogeni, populasyon genetigi ve genom
haritalama ¢alismalarinda verimli bir sekilde kullanilmaktadir (Rafalski ve Tingey
1993, Burr 1994, Williams 1990, Welsh ve McClelland 1990, Chaparro ve ark. 1994,
Parker ve ark. 1998, Skoula ve ark. 1999, Vazquez ve ark. 1999, Yildirim ve
Kandemir 2001, Temizkan ve Arda 2004). Genetik markorleri tamimlamada, gen
kaynaklarinin tanimlanmasinda ve siniflandirilmasinda, genetik uzakligi belirlemede
(Williams ve St. Clair 1993) ve genetik haritalama icin (Kazan ve ark. 1993)

kullanilabilirligini arastiricilar bildirmislerdir.
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Son yillarda  bitkilerle ilgili populasyon genetigi c¢alismalar1 oldukga
yogunlagmaistir..

Vazquez ve ark. (1999), Sideritis pusilla (Lamiaceae)’nin 15 populasyonunda
RAPD markir ile toplam genetik ¢esitliligin %68.8 oldugunu tespit etmislerdir.

Tansley ve Brown (2000), tehlikedeki Leucardendron elimense
(Proteaceae)’nin ii¢ alt tiirii arasinda genetik cesitliligin belirlenmesinde RAPD
markirimi kullanilmiglar ve ¢esitliligin yiiksek seviyede oldugu bulmuslardir.

Oiki ve ark. (2001), endemik Campanula microdonta (Campanulaceae)
populasyonlar1 arasinda RAPD varyasyonlarni arastirmiglar ve yiiksek oranda RAPD
mutasyonu bulmuglardir.

Li ve ark. (2002), Delphinium spp.’nin ii¢ tiirli arasindaki 22 veri arasinda
genetik cesitliligin  belirlenmesinde RAPD markirt kullanmiglar ve genetik
akrabaligin 0.65-0.55 arasinda oldugunu bulmuslardir.

Mattner ve ark. (2002), Bati Avusturalya’da nadir endemik bir bitki olan
Hemigenia exilis (Lamiaceae)’in 12 populasyonunda RAPD markirnn kullanarak
populasyonlar arasinda genetik cesitliligi 0.197-0.409 olarak bulmuslardir.

Qiaoming ve ark. (2002), Giiney Bat1 Cin’de tehlikedeki Vatica guangxiensis
(Dipterocarpaceae)’in diisiik seviyedeki genetik cesitliligini RAPD primeri ile
belirlemislerdir.

Madan ve ark. (2002), Negev ¢oliindeki ii¢ Acacia raddiana populasyonunda
RAPD markinn kullanmislar, yiiksek farklilik ve kayibin populasyonlarin genetik
cesitliligi ve devami i¢in 6nemli oldugunu belirtmiglerdir.

Loeffler ve Morden (2003), Havai adalarinda endemik bir tiir olan
Touchardia latifolia (Urticaceae)’'nin yedi populasyonunda RAPD markin
kullanilarak genetik c¢esitliligin diisiik oldugunu bulmuslar ve bunun genetik
stiriiklenmeden kaynaklandigini diigiinmiislerdir.

Besse ve ark. (2003), Mauritius adasinda tehlikedeki sekiz endemik Psiadia
tiirii arasinda molekiiler genetik akrabaliklarini belirlemis, endemik olan bu tiirlerde
RAPD analiz teknigi kullanmislardir.

Zahreddine ve ark. (2004), Yiiksek tehdit atinda bulunan Panacratium

maritimum (Amaryllidaceae)’un korunmasi i¢in populasyonun dinamik ve molekiiler
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analizlerini yapmiglardir. RAPD markir ile yiliksek genetik cesitlilik tespit etmisler
ve IUCN kategorisine gore koruma stratejilerini belirlemislerdir.

Babaoglu ve ark. (2004), baz1 Alyssum L. (Brassicaceae) tiirlerinin RAPD
markir ile inceleyerek tiir i¢i polimorfizmin varligini belirlemislerdir.

Vilatersana ve ark. (2005), Carthamus (Asteraceae)’un seksiyonel
siniflandirmasinda ortaya cikan problemleri, molekiiler yontemlerden RAPD’i
kullanarak ¢6zmeye calismislar ve yiiksek taksonomik seviyelerde kullanilabilir
olarak bulmuslardir.

Sreekumar ve Renuka (2006), Calamus thwaitesii BECC. (Arecaceae)’de
genetik cesitliligin RAPD markirlari ile %85 oldugunu belirlemislerdir.

Dogan (2006), ceviz genotipleri arasinda genetik cesitliligi saptamada ISSR
ve RAPD tekniklerini kullanmustir.

Geleta ve ark. (2007), Ethopya’da bulunan Guizotia (Asteraceae)’da AFLP ve
RAPD markirlar1  kullanarak genetik ¢esitliligi  belirlemeye calismislardir.
Varyasyonu AFLP markirt ile 0.32-0.37 arasinda, RAPD ile 0.22-0.28 arasinda
oldugunu tespit etmislerdir.

Saghir ve ark. (2007), Hordeum spotaneum populasyonlarinda molekiiler
cesitliligi belirlemek icin AFLP ve RAPD markirlart kullanmislar, populasyonlar

arasinda genetik cesitliligin yiiksek oldugunu tespit etmislerdir.
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2.1. Centaurea lycaonica Boiss.& Heldr.

Centaurea lycaonica tirii ilk kez 1845 yilimin Mayis aymnda Konya ili
Beysehir ilcesi yakinlarindan Heldreich tarafindan toplanildiktan sonra giiniimiize
kadar tekrar toplanmas1 miimkiin olmamustir. Birka¢ y1l once bu tiir tip lokalitesinden
farkl1 bir lokaliteden, Konya Seydisehir karayolu Inlice kasabasi yakinlarindan Dog.
Dr. Ahmet Duran tarafindan toplanmis ve Dr. Tuna Uysal tarafindan bu tiiriin
Centaurea lycaonica oldugu tayin edilmistir. Boylece bu lokal endemik tiir 1.5 asir
sonra tekrar bilim diinyasina kazandirilmistir (Uysal ve ark. 2008). 2008 yil
Temmuz ayinda Beysehir yolunda yapilan bir arazi calismasinda bu tiir tip
lokalitesinden de toplanmustir.

Bitki cok yillik, dik veya yiikselici, seyrek flokkoz tiiylii, 20-35 cm
boyundadir. Taban yapraklarn seyrek araknoid tiiyli, 7-8 x 1.5-3 cm, segmentler
ayanin yarisinin 2/3’ sine kadar derin, 3-5 lateral segmentli, segmentler seritsi, 10-15
x 1-1.5 mm, govde yapraklar1 4.5- 0.9x 1.5x 0.2 mm, taban yapraklarina benzer,
kapitulaya dogru kademeli bir bicimde pinnatipartit’den basit’e indirgenirmistir.
Involukrum silindirik, 11-13.5 x 5-8 mm, hafifce tiiylii. Involukrum brakteleri; en ic
11-13 mm, orta 8-9 mm, genellikle morumsu, dis 2.5-6 mm, distan ice dogru
oblong’tan linear lanseolata degisir, belirgin bir bi¢imde boyuna 4-6 paralel
cizgilidir. Ek uzantilar (apendaj); dairemsi, bilyiik, involukrum braktelerinin taban
kismim orter, asagi dogru hafifce sarici, darca koyu kahverengi merkezli, kenarlari
sacakli lacerat, uctaki dikencik oldukca indirgenmis veya yoktur. Dis cicekler
verimsiz, 1sinsal, giill pembe; ictekiler verimli, erdisi (hermafrodit), kiiciik, beyaz
veya beyazimsi pembe; anter genellikle pembe, verimli erdisi ¢igekten daha uzundur.
Aken linear-lanseolat, 3.5—4 x 1-1.5 mm, glabroz, siyahimsi kahverengi ve belirgin
boyuna c¢izgili, pappus piiriizlii (scabrous), iki serili, dis halka 3-3.5 mm, i¢ halka
0.2-0.5 mm.
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Sekil 2.1, A. Centauera lycaonica’nin genel goriinimii, B. Centauera
lycaonica’nin ¢icek yapist
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Centauera lycaonica lokal endemik bir tiir olup, Iran-Turan elementidir. Bu
tiir Phalolepis seksiyonu igerisinde ozellikle involukrum brakte ve apendajlart goz
Onitine alinacak olursa; C. lycia ve C. luschaniana tiirleriyle benzerlik gosterir.
Yaprak ozellikleri, govde dallanmasi1 ve habitat agisindan ele alinacak olursa C.
amaena turi ile oldukca benzerlik gosterir. Ciceklenme Haziran-Temmuz
aylarindadir. Kayaliklar iizerinde ve acikliklarinda 1550-1580 m, yiiksekliklerde
yetigir. Kromozom sayisi 2n = 18 (Uysal ve ark. 2008).

Type: [Turkey C3/4 Konya] in aridis Lycaoniae inter Beychehr(Beysehir) et
Koniah (Konya), 9.v.1845, Heldreich (holo. G!)

N
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#+ Centaurea lycaonica
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Sekil 2.2, Centaurea lycaonica tiiriiniin Ulkemizde dagilimi

C4 Konya: Konya-Seydisehir karayolu, Inlice kdyii civari, kayalik yamaclar,
1580 m, 28. vi. 2006, N 37° 45' 02", E 32° 04' 29", O. Tugay 4146 T. Uysal
(KON)(Sekil 2.2)
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Bu tiiriin Tiirkiye florasina gore modifiye edilmis teshis anahtarindaki yeri
asagidaki gibidir (Uysal ve ark. 2008):
1. Ek yapilar (Appendage) ucta 0.5 mm’ yi gecen belirgin bir mukrolu (spiniil)
1. Ek yapilar (Appendage) ucta mukrosuz veya mukrolar ¢cok az belirgin (0.5 mm
den kiiciik)
5. Ek yapilar (Appendage) kiiciik, involukrum braktelerinin (phyllari) taban
kisminm 6rtmez
5. Ek yapilar (Appendage) biiyiik, involukrum braktelerinin (phyllari) taban
kismin Orter
7. Bitki tilysiiz veya seyrek tiiylii, yaprak segmentleri seritsi
8. Involukrum silindirik, aken tiysiiz ..................... C. lycaonica
8. Involukrum yumurtamsi, aken tiiylii .................... C. amaena
7. Bitki sik kecemsi tiiylii, yaprak segmentleri mizraksi
9. Involukrum 10-12 mm eninde; taban yapraklar veya ug segmentleri 10-
30 MM eninde ....o.oiiniiitii e C. lycia
9. Involukrum 5-6 mm eninde; taban yapraklarin u¢ segmentleri 3-10 mm

..................................................................................................... C. luschaniana

Centaurea lycaonica tiiriiniin kromozom sayis1 2n= 18 olarak tespit edilmis
olup bu sayim daha once seksiyonun bazi tiirlerinde rapor edilen hesaplamalarla
uyum gostermektedir (Phitos ve Damboldt 1976; Tutin ve ark. 1976; Garcia-Jacas ve
ark. 1997, 1998b; Garcia-Jacas ve ark. 1998a; Romenchenko ve ark. 2004). Diploid
kromozoma sahip olan bu tiiriin kromozomlar1 morfolojik olarak metasentrik (4 ¢ift)
ve submetasentrik (5 ¢ift) kromozomlardan olusmaktadir. Kromozomlarin
biiyiikliikleri 3-6 mikron arasinda degismekte olup detayli morfolojileri (Karyogram
ve idiogramlar1) asagida Sekil 2.3 ve 2.4, Tablo 2.1°de verilmistir (Uysal ve ark.
2008).
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Sekil 2.3, Centaurea lycaonica tiiriine ait karyogram (Uysal ve ark. 2008)
1 2 3 4 s I 7 8 9

Sekil 2.4, Centaurea lycaonica tiiriine ait idiyogram (Uysal ve ark. 2008)
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Tablo 2.1, Centaurea lycaonica’nin kromozom olgiimleri (Uysal ve ark. 2008)

Kromozom Total uzunluk Kisakol Uzunkol Kisakol/ Sentromerik Sentromer
No ©) uzunlugu (S) uzunlugu (L) uzunkol indeks pozisyonu
v Oram(R=S/L) I=(s/c).100
1 5.04 2.52 2.52 1 50 Metasentrik
2 4.76 2.38 2.38 1 50 Metasentrik
3 4.61 1.63 2.98 0.55 354 Submetasentrik
4 4.13 1.47 2.66 0.55 35.6 Submetasentrik
5 3.54 1.77 1.77 1 50 Metasentrik
6 3.48 1.63 1.85 0.88 46.8 Submetasentrik
7 3.21 1.26 1.95 0.65 39,25 Submetasentrik
8 3.16 1.47 1.69 0.87 46.5 Submetasentrik
9 3.10 1.55 1.55 1 50 Metasentrik
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3. MATERYAL ve METOD

3.1. Materyal

Arastirma materyali olan Centaurea lycaonica Boiss.& Heldr. tiirii 2007
Temmuz ayinda bilinen tek bir lokaliteden dikkatlice taranarak toplanmistir.

Genetik cesitlilik tiirlerin yerel cesitlerinin, yabani akrabalarinin ve gecit
formlarinin birlikte bulundugu yerlerde yogunlasmis oldugu bilinmektedir. Tiirler
kendi iclerinde milyonlarca genotip igerir. Toplanan ornekler toplam varyasyonun
cok kiiciik bir modelidir. Bu nedenle, bitki genetik kaynaklarinin korunmasinda en
genis varyasyonu temsil edecek oOrneklerin toplanmast Onemlidir. Bunun ig¢in
populasyonu temsilen rasgele ornekleme ile alinan yaklagik 30 birey dikkatlice
belirlenerek molekiiler calismalarda kullanilmak iizere taze ve temiz yaprak 6rnekleri
silika jel igerisine alinmistir.

Tek bir bolgeden dort farkli koordinat alinmis olarak orneklerin lokaliteleri
soyledir; Konya-Seydisehir karayolu 50. km, Inlice Koyii civari, Kayalik Yamaglar,
37°44.535 N, 32° 04.015 E, 1580m (Bat1); Konya-Seydisehir karayolu 50. km, Inlice
Koyii civari, Kayalik Yamaglar, 37° 45.097 N, 32° 05.687 E, 1565m (Dogu); Konya-
Seydisehir karayolu 50. km, Inlice Koyii civari, Kayalik Yamaglar, 37° 44.486 N, 32°
04.208 E, 1680m (Giiney); Konya-Seydisehir karayolu 50. km, inlice Kdyii civari,
Kayalik Yamaglar, 37°45.293 N, 32° 04.750 E, 1595m (Kuzey).

Populasyona ait 30 bireyin toplanma ve izolasyon tarihleri Tablo 3.1’deki
gibidir. Materyaller toplanir toplanmaz silika jel igerisine alinmig ve DNA
izolasyonlarina kadar Selcuk Universitesi Molekiiler Biyoloji laboratuarinda

muhafaza edilmistir.
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Tablo 3.1, Tiirlere verilen 6rnek numaralari, toplanma ve izolasyon tarihleri

Ornek . .
No Tiir Ismi Toplanma Tarihi DNA Izolasyon Tarihi
Cl C. lycaonica Boiss. & Heldr. 04/07/07 25/07/2007
C2 C. lycaonica Boiss. & Heldr. 04/07/07 25/07/2007
C3 C. lycaonica Boiss. & Heldr. 04/07/07 25/07/2007
C4 C. lycaonica Boiss. & Heldr. 04/07/07 25/07/2007
C5 C. lycaonica Boiss. & Heldr. 04/07/07 25/07/2007
C6 C. lycaonica Boiss. & Heldr. 04/07/07 25/07/2007
C7 C. lycaonica Boiss. & Heldr. 04/07/07 25/07/2007
C8 C. lycaonica Boiss. & Heldr. 04/07/07 25/07/2007
Cc9 C. lycaonica Boiss. & Heldr. 04/07/07 25/07/2007
C10 C. lycaonica Boiss. & Heldr. 04/07/07 25/07/2007
Cl11 C. lycaonica Boiss. & Heldr. 04/07/07 25/07/2007
Cl12 C. lycaonica Boiss. & Heldr. 04/07/07 25/07/2007
C13 C. lycaonica Boiss. & Heldr. 04/07/07 25/07/2007
Cl4 C. lycaonica Boiss. & Heldr. 04/07/07 31/07/2007
C15 C. lycaonica Boiss. & Heldr. 04/07/07 31/07/2007
Cl16 C. lycaonica Boiss. & Heldr. 04/07/07 31/07/2007
C17 C. lycaonica Boiss. & Heldr. 04/07/07 31/07/2007
C18 C. lycaonica Boiss. & Heldr. 04/07/07 31/07/2007
C19 C. lycaonica Boiss. & Heldr. 04/07/07 31/07/2007
C20 C. lycaonica Boiss. & Heldr. 04/07/07 31/07/2007
C21 C. lycaonica Boiss. & Heldr. 04/07/07 31/07/2007
C22 C. lycaonica Boiss. & Heldr. 04/07/07 31/07/2007
C23 C. lycaonica Boiss. & Heldr. 04/07/07 31/07/2007
C24 C. lycaonica Boiss. & Heldr. 04/07/07 31/07/2007
C25 C. lycaonica Boiss. & Heldr. 04/07/07 31/07/2007
C26 C. lycaonica Boiss. & Heldr. 04/07/07 31/07/2007
C27 C. lycaonica Boiss. & Heldr. 04/07/07 31/07/2007
C28 C. lycaonica Boiss. & Heldr. 04/07/07 31/07/2007
C29 C. lycaonica Boiss. & Heldr. 04/07/07 31/07/2007
C30 C. lycaonica Boiss. & Heldr. 04/07/07 31/07/2007
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3. 2. Sterilizasyon

Calismada kullanilacak tiim ¢ozeltiler, tamponlar, kullanilan tiipler ve pipet
uclan 121°C de 20 dakika otoklavda sterilize edilerek kullanilmig ve sterilizasyonun
gerceklestigini ve kontaminasyonun olmadigim1 kontrol amaglh deneylerin her

asamasinda kontrol grubu eklenmistir.

3.3. Metot

3.3.1. DNA izolasyonu

DNA izolasyonu Soltis tarafindan modifiye edilen Doyle’nin metodu
kullanilarak gerceklestirilmistir (Soltis ve ark. 1991). Bitki materyalinden genomik
DNA'nin elde edilmesi i¢in toplanan bitki Orneklerinin her birinin kuru
yapraklarindan 0,01 gr alinarak sivi azot ile porselen havanda ezilerek toz haline
getirilmis, ependorf tiipiine konulmus daha sonra 65 °C'da 1sitilmig DNA
ekstraksiyon tamponundan [ 2 X CTAB] 500y ilave edilerek araliklarla karigtirilarak
60°C de 4 saat inkiibe edilmis ve 14.000 rpm’de 1 dakika santrifiij edilmistir.
Uzerine 500 pl kloroform ilave edilmis, 5 dakika 14.000 rpm’de santrifiijden sonra
s1v1 kistm yeni bir eppendorf tiipiine aktarilmistir. Uzerine tekrar 500 pl kloroform
ilave edilmistir. 5 dakika 14.000 rpm’de santrifiij edilip agik krem renkli s1v1 kisim
tekrar yeni bir eppendorf tiipiine aktarilmistir. Uzerine 32 pl amonyum asetat, 233.3
ul izopropanol eklenip 3 dakika 14.000 rpm’de santrifiij edilmis ve sivi kisim atilip
eppendorf tiipiiniin dibindeki pellete 1 ml % 70’lik etanol eklenmistir. 3 dakika
14.000 rpm de santrifiij edilip s1v1 kisim tekrar atilmis pellet kisminin kurumasi igin
eppendorf tiipii 30 dakika vakumda bekletilmistir. Bunun sonunda eppendorf tiipiine
50 ul 1x TE (Tris-EDTA) ilave edilmis ve 15 dakika 65 °C’de su banyosunda
tutulmustur. Daha sonra % 0,7’lik agaroz jele yiiklenerek bantlar gbzlenmistir ve

PCR amplifikasyonlarina kadar 20°C’da saklanmustir.
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A Il 1

Sekil 3.1, A. Orneklerin sivi azotla havanda ezilmesi, B. Orneklere ekstraksiyon
tamponu uygulanmasindan sonra, C. ve D. Ekstraksiyon tamponu
uzaklastinlmadan once ve sonrasi, E. Amonyum asetat ve izopropanaol
eklenmesi, F. Ethanol ile yikama, G. DNA’'nin TE’de coziilmeden onceki
hali

3.3.2. DNA Konsantrasyonunun Tayini

[zolasyonlarin gergeklesip gergeklesmedigini gozlemek icin 3,5 pl EtBr ile
hazirlanan % 0.7’lik agaroz jele 5 pl PCR firiinii ve 2 pl yiikleme soliisyonundan
toplam 6 pl yiikleyerek 120V 70mA’de 25 dakika yiiriitiilmiig, U.V.’de
goriintiilenmistir. Tek bir bireye ait resim belirli biiyiikliige sahip markirla
karsilastirlarak Sekil 3.2°de verilmistir. Buna gore elde ettigimiz DNA’lar yaklagik
10000 bp civarinda biiyiikliige sahip oldugu goriilmektedir.
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1004 bp
4000 bp
2000 bp
1000 bp
500 bp

Sekil 3.2, izole edilen DNA’nin ve markirin % 0.7’lik agaroz jelde goriintiisii

Buna ragmen saglikli bir PCR gerceklesmesi icin DNA konsantrasyonlar
ND 1000 ile spektral l¢iimleri yapilmis olup veriler Tablo 3.2°de goriilmektedir.

Spetral sonuglara gore her bir 6rnek icin 30 ng olacak sekilde 100 pl hacme
eklenecek olan DNA miktari tespit edilmistir. DNA saflig1 icin ise A260/ A280= 1,8
formiilii kullanilarak bulunan degere yakin olanlar saf DNA olarak diisiiniilmiis, ¢cok
biiyiik ve cok kiiclik degerler ise saf olmayan DNA elde edildigine karar verilip

tekrar izolasyonu yapilmustir.



Tablo 3.2, Orneklerin spektral sonuglari
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O;‘:)ek ABS A260% A280% A260/2802 A260/230% [C] ng/uLL
Cl1 1,277 1,554 0,517 3,01 1,22 71,7
Cc2 2,452 4,333 2,407 1,8 1,77 216,6
C3 24,131 22,322 11,154 2 0,93 1116,1
C4 15,165 14,017 7,460 1,88 0,92 700,8
C5 15,015 13,392 6,926 1,93 89 669,6
C6 11,424 7,735 3,833 2,02 0,68 386,7
Cc7 11,801 8,522 4,149 2,05 0,72 426,1
C8 8,650 9,813 5,482 1,79 1,13 490,6
9 5,144 5,452 2,000 1,94 1,06 722,6
C10 10,610 5,608 2,563 2,19 0,53 280,4
Cl1 12,311 9,078 4,548 2 0,74 453,9
C12 16,715 22,781 12,156 1,87 1,36 1139
CI13 11,751 9,865 4,880 2,02 0,84 493,2
Cl14 20,139 23,228 12,878 1,8 1,15 1161.4
CI5 23,379 20,480 12,130 1,69 0,88 1024
Cl16 19,001 21,064 11,627 1,81 1,11 1053,2
C17 7,447 7,249 3,843 1,89 0,97 3624
C18 9,958 7,886 3,902 2,02 0,79 394,3
CI9 11,855 9,330 4,550 2,05 0,79 466,5
C20 11,993 9,868 5,109 1,93 0,82 4934
C21 12,489 10,863 5,545 1,96 0,87 543,1
Cc22 11,274 11,695 5,963 1,96 1,44 584,8
C23 9,254 6,110 2,953 2,04 0,66 305,5
C24 12,475 10,492 5,331 1,97 0,84 524,6
C25 11,688 10,638 5,457 1,95 0,91 531,9
C26 11,014 9,504 4,814 1,97 0,86 475,2
C27 11,847 10,856 5,690 191 0,92 542,8
C28 13,759 10,972 5,950 1,84 0,8 548,6
C29 12,139 9,990 4,974 2,01 0,82 499,5
C30 12,199 9,586 4,840 1,98 0,79 479,3
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3.3.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

Oncelikli olarak genetik cesitliligin belirlenmesinde ve bir populasyonda
polimorfizmin secilmesinde kullanilacak en uygun yontem arastirilmis ve
arastirmalar sonucunda Polimeraz Zincir Reaksiyonu prensibine bagli calisan
molekiiler belirleyicilerden RAPD tekniginin kullanilmasina karar verilmistir.
Kullanilacak RAPD primeri i¢in bir¢ok makale taranmis ve OP primerlerinin
kullanilmasma karar verilmistir. Calisilacak materyal ve ydntem gobz Oniine
alindiginda primerlerden GC oranlar1 %6070 oraninda ve 10bp uzunlugunda olanlar
arasindan secim geceklestirilmistir. Kullanilan primerlere iliskin bilgiler Tablo

3.3’de verilmistir.

Tablo 3.3, Kullanilan Primerler ve 6zellikleri

Kulamlan Baz Dizisi Tm | Uygulanan | Bp | GCicerigi
Primerler Tm (%)
OPB07 5’-GGTGACGCAG-3’ 34 31 10 70
OPB08 5’-GTCCACACGG-3’ 34 30 10 70
OPB18 5’-CCACAGCAGT-3’ 32 30 10 60
OPB19 5’-ACCCCCGAAG-3’ 34 30 10 70
OPG02 5’-GGCACTGAGG-3’ 34 32 10 70
OPG17 5’-ACGACCGACA-3 32 30 10 60

3.3.4. Optimizasyon

Oncelikli olarak segilen primerlerden her biri icin MgCl,, Primer ve Taq
polimeraz enzim miktarlarinin farkli konsantrasyonlarinda mixler hazirlanip
denenmistir. Denemelerde her mix setine Tm sicakligi icin gradient de yapilmustir.
Ayrica uygulamalar esnasinda daha temiz bir PCR iiriinii elde etmek icin bir ¢ok

makalede ismi gecen %10’luk BSA ilave edilerek de calisilmis fakat BSA bizim
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calismamizda etkisi olmamistir. Uygulanan optimizasyon mixleri Tablo 3.4’de

verilmistir.

Tablo 3.4, Optimizasyon Mixleri ve icerikleri

Karisim (ul) | 1.set 2.set 3.set 4.set 5.set 6.set
Su 16 16 17 15.75 15.5 15.75
dNTP 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5
MgCl, 2.5 2 1.5 2.5 2.5 2.5
Buffer 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5
Primer 0.5 0.75 0.5 0.75 1 0.75
Taq 0.5 0.75 0.5 0.5 0.5 0.5
polimeraz

DNA 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5
Toplam 25 25 25 25 25 25

Her bir uygulama 95°C’de 1dakika, 95°C’de 30 saniye, gradient + 5( 29.1°C,
29.6°C, 30.5°C, 31.6°C, 32.9°C, 34.2°C) olarak uygulanan Tm’lerde 1 dakika,
72°C’de 2 dakikadan olusan dongii 44 kez tekrarlanmig, PCR iiriinlerinin

elektroforezi 3.5 pl EtBr ile hazirlanan %1.4’liik (w/v) agaroz jelde 5 pl PCR iiriinii

ve 2 pl yiikleme soliisyonundan toplam 6 pl yiikleyerek, TAE tamponu i¢inde, 120V

70mA’de 25 dakika yiiriitiilmiis ve jeller UV 15181 altinda goriintiilenerek fotograflar

cekilmistir. Sonugcta elde edilen optimizasyonlar sekilde goriilmektedir (Sekil 3.3).
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Sekil 3.3, 1. OPB7, 2. OPBS, 3. OPB18, 4. OPG17, 5. OPB19, 6. OPG2 Primelerinin
farkli mix setleri ve Tm’lerdeki optimizasyonlar1

3.3.5. Polimeraz Zincir Reaksiyonu biitiin 6rneklere uygulanmasi

Yapilan optimizasyon dogrultusunda bant sayisi ve bantlardaki parlaklik
dikkate alinarak en iyi Uriiniin elde edildigi Tm sicakliklar1 se¢ilmistir. RAPD
PCR’1n gradient sonuglarina gore uygulanan 6 farkli primer i¢in 6 farkli setten en

fazla bant olusturan mix seti se¢ilip kalan biitiin bireylere uygulanmistir.
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Sekil 3.4, 1. PCR materyali, 2. Orneklerin PCR’a yerlestirilmesi 3. Elektroforez igin
orneklerln yiikleme boyasi1 (Loading Dye) ile muamelesi, 4. Agaroz jelin
hazirlanmasi, 5. Ornekler jele yiiklenirken, 6. Orneklerin elektroforezde
yiiriitiilmesi, 7. Orneklerin jeldeki goriintiileri, 8. Jelin goriintiilenecegi
kabin, 9. Jelin UV’deki goriintiisii
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Tablo 3.5, PCR’da kullanilan bilesenler ve konsantrasyonlari

PCR Cogaltma Ogeleri Kullanilan Konsantrasyon
DNA 30 ng
dNTP 10mM
MgCl, 2.5m
10 X Buffer 1X
Primer 4 uM
Taq polimeraz 0.025U
Su Kalan hacim
Toplam hacim | 25 pl

Maksi yatay elektroforezde PCR fiiriinlerinin elektroforezi 10 pl EtBr ile
hazirlanan %1.4 (w/v) agaroz jele 5 pl PCR iiriinii ve 2 pl yiikleme soliisyonundan
toplam 6 pl yiikleyerek, TAE tamponu icinde, 250V 150mA’de 1 saat yiiriitiilmiis ve
jeller UV 15181 altinda goriintiilenerek fotograflari cekilmistir (Sekil 3.5 ve 3.6).
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Sekil 3.5, 1. RAPD PCR ile OPB8 primerinin ornekler iizerindeki jel
Goriintiisii, 2. RAPD PCR ile OPGI17 primerinin 6rnekler
iizerindeki jel Goriintiisii



M 123456 78 91011121314151617181920 212223242526272829 0K

M 12 3 456 78 91010 121314151617 181920 21222324 2526272829 MK

M 123456 78 91011121314151617181920 212223242526272829 0K

M 123 456 78 910101121314151617 181920 212223242526272829 0K

Sekil 3.6, 1. RAPD PCR ile OPB7 primerinin ornekler iizerindeki jel
Goriintiisii, 2. RAPD PCR ile OPB18 primerinin 6rnekler
tizerindeki jel Goriintiisii, 3. RAPD PCR ile OPG2 primerinin
ornekler iizerindeki jel Goriintiisii, 4. RAPD PCR ile OPB19

primerinin drnekler iizerindeki jel Goriintiisii
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3.4. DNA Bantlarimin Skorlanmasi

Bu calismada kullanilan 30 farkli bireyin genotipinden elde edilen DNA
bantlar1 genotipler arasinda karsilastirildi ve aym hizada bulunanlar benzer bolge
olarak diisiiniilerek 1, farkli hizalarda bulunanlar O olarak kodlandi (Igbal ve ark.
1997, Zhang ve ark. 2005, Gutierrez ve ark. 2002, Abdalla ve ark. 2001, Senior ve
ark. 1998, Rahman ve ark. 2002, Rana ve Bhat 2005, Tabar ve ark. 2004). Elde

edilen biitiin izler bagimsiz olarak ikili degisken seklinde (1 ve 0) degerlendirildi.

3.5. Veri Analizi

Jeller iizerindeki bantlarin yorumlanmasiyla olusturulan matrixler, UPGMA
analizi ve NTSYSpc 2.0 (Rohlf 1997) ile organize edilmistir. Burada olgiit; bir
genotipteki herhangi bir bolgedeki bandin, soyundan geldigi bagka bir geneotipteki
ve ayn1 bolgedeki bant ile benzeme ihtimalinin tahmin edilmesidir. DNA markorleri,
calismada kullanilan RAPD markorii gibi, DNA sekanslar arasindaki farkliligi direkt
olarak oOlgebilmektedir. DNA temelli genetik benzerlik; allellerin o durumdaki
birbirlerine benzerlik oranina dayanarak genotipler arasindaki iligskiyi belirlemektedir
(Van Becelaere ve ark. 2005).

Populasyonun siirlart iginde genetik farkliligi tahmin etmek icin kullanilan
farkl1 analizler vardir. Calisilan yontemler igin bilgi verici karakterlarin fazla olmasi
istenir. Ciinkii bilgi verici karakterin sayis1 ne kadar fazla olursa populasyondaki ya
da gruptaki bitkiler hizlica evrimlesmis ve boylece varyasyon derecesi o denli fazla
oldugu anlagilir. Bilgi verici ozelligi olmayan karakterler homoplasiyi dogurur.
Calismalarda bilgi verici karakter ayr1 ayrn ele alindiginda yeterli olmadigi
diisiiniildiigiinde verilerin birlestirilmesi daha saglikli sonuglarin ortaya c¢ikmasini

saglar.

Calismamizda tek populasyondan bilinen 30 birey oldugu igin iligki kat say1s1
(coefficient relationship)= iki birey tarafinda ortak genlerin oram1 NTSYSpc ile

yaplmistir. Elde edilen veriler ayr1 ayr1 ve birlestirilerek coefficient (katsayi)
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degerleri cluster analizi i¢in “Unwieghted Pair Grup of Aritmetic Means” (UPGMA)
analizi NTSYSpc programi kullanilarak gerceklestirilmistir. Genotipler yine ayni

prensiple ayr1 ayn ve birlestirilerk filogenetik agag lizerinde gruplandirimastir.



4. DENEY SONUCLARI

4.1. Genotipler Arasindaki Genetik Farkhliklarimin Saptanmasi
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Bir¢ok makaleden materyale uygun olarak secilen RAPD primerlerinin

izlerinin jellerdeki goriintiileri sonucunda, iiriinler var (1) ya da yok (0) seklinde

degerlendirilmis ve elde edilen veriler NTSYSpc 2.1 (Rohlf 2004) adli bilgisayar

paket programinda analiz edilmistir. Her bir primerden elde edilen veriler ayr ayri

degerlendirildigi gibi birlikte de degerlendirilmistir. Genetik benzerlik indeksi

Jaccard’a gore hesaplanmistir. Soyagacinin elde edilmesinde UPGMA (Unweighted

Pair Group Method with Arithmetic Average) yontemi kullamilmistir. Olusan

fragment aralig1, bant sayilar1 ve yiizdeleri Tablo 4.1°de goriilmektedir.

Tablo 4.1, Primerlerin sonuglara gore bilgi verici tablosu

PRIMER Olusan Olusan Toplam Monomorfik | Monomorfizm Polimorfik Polimorfizm
Fragment Bant Sayist
Arahs Bant Sayis1 orani (%) Bant Sayist orani (%)
ralig1

OPG2 1000-100 bp 20 3 15 17 85
OPG17 950-75 bp 20 5 25 15 75
OPB7 1000-200 bp 13 7 54 6 46
OPBS 850-50 bp 8 2 25 6 75
OPB18 900-150 bp 10 4 40 6 60
OPB19 900-250 bp 13 2 15 11 85
Toplam 84 23 27 61 73

Toplam 6 primer, 30 farkli birey iizerinde uygulanarak toplam 84 adet bant

elde edilmistir. Bu bantlardan 23’ii monomorfik (%27) ve 61’1 polimorfiktir (%73).

Bu primerlerin her biri en az 6 adet polimorfik bant olusturmustur.

Polimorfiz oraninin hesaplanmasi su sekilde yapilmistir:

Polimorfizm Orani1 (%) = Polimorfik Bant Sayis1 / Toplam Bant Sayis1 x 100
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Kullanilan primerlerden elde edilen sonuglara gére; OPG2 primerinden 20
bandin 17 tanesi (%85), OPB19 primerinde 13 banttan 11°i (%85) polimorfik olarak
tespit edilmis ve bu iki primer, bireyler arasinda en fazla polimorfizm gostermistir.
OPG17 (20 banttan 15’i) ve OPBS8 primerleri (8 banttan 6’s1) %75 civarinda
polimorfiktir. OPB18 primeri i¢in ise 10 banttan 6’s1 polimorfikdir. OPB7 primeri ise
% 46’11k oranla en diisiik polimorfizme sahip olan primerdir (13 banttan 6’s1).

Monomorfik olarak goriilen bantlar OPB8 primeri i¢in 800 ve 700 bp
biiyiikliigiinde oldugu; OPG17 primeri icin 850-300 bp arasinda degistigi; OPB7
primeri icin 800—400 bp arasinda oldugu, OPB18 primerinde 600-250 bp; OPG2
primerinde 700-500 bp ve OPB19 primeri i¢in ise 700-600 bp arasinda oldugu
sekillerde goriilmektedir. Ayrica gozlenen bantlardaki benzerlikler dikkate
alindiginda OPB18 primeri ile yapilan analizlerde C10 ve C11 nolu bireylerin
bantlar1 arasinda, C20 ve C23 nolu bireylerin bantlar1 arasinda biiyiikk Ol¢iide
benzerlik oldugu; OPG17 primerinde C26 nolu birey ve C27 nolu bireyin, C17 ve
C21 nolu bireylerinin, C9 ve C10 nolu bireylerin bantlarinin birbirlerine benzedigi
goriilmektedir. OPG2 primerinde ise C27 ve C28 nolu bireyler arasinda benzer
bantlar gozlenirken, yine C10 ve C11 nolu 6rneklerin bant profillerinin birbirlerine
benzemesi dikkat ¢ekicidir.

RAPD primerlerinin kullamiminda toplam en az 80 bandin skorlanmasi
istenmekte ancak bu sekilde yeterli bilginin olusacagi diistinilmektedir. Bu
calismada toplam 84 bandin olustugu dikkate alinirsa RAPD primerlerinin ¢alisma
materyali olan Centaurea lycaonica populasyonundaki ornekler icin oldukg¢a bilgi

verici olarak diistiniilebilir.
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4.2. Elde edilen Dendrogramlarin Degerlendirilmesi

4.2.1. OPG2 Primerinin Degerlendirilmesi

1 )
0.65 0.69 0.72 0.76 0.79 0.83 0.86 0.90 0.93 0.97 1.00
Coefficient

Sekil 4.1, OPG2 Primeri ile Elde Edilen Dendrogram

Sekil 4.1°de de goriildiigii gibi OPG2 primeri ile temelde 0.65 oraninda
yakinlik gosteren iki ana grup olustugu goriilmektedir. En dis kladi olusturan C7 ve
C10 nolu bireylerin (0.76 oraninda birbirine benzemekte) diger bireylerin

olusturdugu klad ile 0.70 oraninda birbirlerine benzer oldugu goriilmektedir.

Cl1, C22, C2, €9, C12, C18, C24, C28, C17, C3 nolu bireylerin yer aldig1
grup 0.84 oraninda birbirine yakindir. Bu gruba aralarinda 0.9 benzerlik oram
bulunan C14, C15, C21, C19, C16 nolu bireyler 0.80 oraninda benzemektedir. C11,
C29, C23, C25 bireyler 0.78 oraninda birbirlerine benzerken; C6, C8, C20, C27,
C26, C30 bireyler ve C4, C5, C13 bireyler yine 0.78 oraninda birbirlerine benzerlik

gostermektedirler.
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Iki ana grubun disinda dendrogramda ilk klad igerisinde ii¢ farkli grup
bulunmaktadir. Bu gruplar icerisinde C1, C22; C12, C18, C24, C28; C8, C20; C26,
C30 bireylerinde %100 bir benzerlik oldugu goriilmektedir. Bu primer ile %100

benzer olan bireyler arasinda genetik cesitliligin se¢ilimi miimkiin olmamustir.

4.2.2. OPG17 Primerinin Degerlendirilmesi

Ul ) 1) I 1) L) L) L) ) L) 1
053 057 061 065 069 073 o077 081 08 089 093

Coefﬁcient

Sekil 4.2, OPG17 Primeri ile Elde Edilen Dendrogram

Sekil 4.2°de goriildiigii gibi olusan dendrogramdaki tiim bireyler arasindaki
benzerlik minumum 0.53 olarak tespit edilmistir. Burada asil gozlenen iki ana grup
olmasina ragmen C3 nolu birey bu gruplarin diginda kalmaktadir. Diger iki grup 0.56

oraninda birbirine benzer olarak goriiliir.
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Aralarinda 0.7 oranindaki benzerlikle C1, C12, C18, C20, C26, C27, C2, C4,
C16, C7, CS5, C6 nolu bireyleri, aralarinda 0.66 oranindaki benzerlikle C8, C9, C10,
C19, C13, C30, Cl14, C17, C15, C21 bireylerine 0.62 oraninda benzemektedir.
Ayrica C11, C23, C29, C25, C28, C24, C22 bireyleri diger 6rnelere 0.56 oraninda

benzemektedir.

Goriilen iki ana klad icerisinde farkli oranlarda iic grup yer almaktadir. Bu
gruplar igerisinde bulunan C12, C18; C26, C27; C4, C16; C9, C10; C14, C17; C23,
C29 nolu bireyler arasinda gozlenen %100 benzerlik orani, bu primerin benzer olan
bu bireyler i¢cin genetik cesitlilik acisindan degerlendirilebilcek higbir secicilik teskil

etmedigini gosterir.

4.2.3. OPB7 Primerinin Degerlendirilmesi

]
0.36

) ) ) |} L) L) 1)
042 0.49 0.55 0.61 0.68 0.74 0.81 0.87 0.4
Coefficient

Sekil 4.3, OPB7 Primeri ile Elde Edilen Dendrogram
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Sekil 4.3’de de goriildiigii gibi OPB7 primeri ile elde edilen polimorfizm
orani diger primerlerle kiyaslandiginda bu oraninin daha az oldugu goriilmektedir
(%46). Biitiin bireyler 0.36 oraninda benzerlik gostermesine ragmen C29 bireyi
gruplarin en disinda bulunmaktadir. Gruplar arasinda %100 benzerlikler haricinde en
yakin oran 0.86 olarak goriilmektedir. Ana grup olarak iki grubun varlifindan sz
edilecek olursa bunlar 0.61 oraninda benzerlik gostermektedir. Bunun haricinde iki
ana grup kendi icinde farklh benzerlik oranlar ile (0.68, 0.78, 0.8, 0.81) dort gruba
ayrilir. Sonug olarak bu populasyon icerisinde yer alan bireyler arasindaki genetik

cesitlilik OPB7 primerine gore oldukca diisiik seviyede tespit edilmistir.

4.2.4. OPB8 Primerinin Degerlendirilmesi

) L) L) L) L) L)
0.48 0.53 0.59 0.64 0.69 0.74 0.79 0.84 0.90 0.95 1.00
Coefficient

Sekil 4.4, OPBS Primeri ile elde edilen dendrogram
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Sekil 4.4’de de goriildiigii gibi 0.48 oraninda benzerlik gosteren C2 bireyinin
disindaki tiim bireyler en az 0.64 oraninda yakinlik gostermis iki ana gruba ayrilir.
Dendrogramda C28 ve C29 nolu bireyler 0.74 oraninda birbirine yakinlik gosterirler
ve en dista yer alan ana grubu olustururlar. C1, C3, C20, C27; C5, C7, C9, C26, C25,
C10, Cl11, CI19 C12, C13; C21, C30; C6, C18, C24; C14, C15 nolu bireyler diger
primerlerdekinden farkli olarak gosterdigi %100 benzerlik, bu primerin tek basina

genetik cesitlilik agisindan tam bir se¢im icin yetersiz oldugunu gostermektedir.

4.2.5. OPB18 Primerinin Degerlendirilmesi

I T T T T T T T
0.46 0.51 0.57 0.62 0.68 0.73 0.78 0.84 0.89 0.95 1.00
Coefficient

Sekil 4.5, OPB18 Primeri ile elde edilen dendrogram

Sekil 4.5’den de anlagilacagi gibi dendrogram iki ana klada ayrilmaktadir.
C10 ve Cl11 bireyleri bu kladlardan 0.46 benzerlikle diger bireylere en uzak
olanlardir. Ikinci klad ii¢ gruba ayrilir ve bu gruplar icerisinde aralarinda hicbir

farkliligin gozlenmedigi kiimeler bulunmaktadir. Bunlardan C1, C2, C8, C18, C21,
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C26 bireyleri birbirlerine %100 oraninda benzerlik gosterir. Aymi sekilde C4, C30,
Co, C7, C17 ve C19, C24 bireyleri arasinda, C3, C13 ve C5, C20, C23 bireyleri
arasinda, C12 ve C14, C27, C28, C16, C15, C29 bireyleri arasindaki benzerlik orani
aymidir. Fakat bu gruplar birbirine 0.77 oraninda benzerdir. C9 ve C22 nolu drnekler
ise diger bireylere 0.60 oraninda benzer bulunmustur. OPB18 primeri ile yapilan bu
analize gore bireyler arasinda goriilen yiiksek benzerlik genetik acidan

populasyondaki cesitliligin secimini zorlagtirmistir.

4.2.6. OPB19 Primerinin Degerlendirilmesi

Cl15

c17

I
0.48

L) ) ) ) |} |} L) 1) 1)
0.53 0.58 0.63 0.69 0.74 0.79 0.84 0.90 0.95
Coefficient

Sekil 4.6, OPB19 Primeri ile elde edilen dendrogram

OPB19 primerinden elde edilen dendrogramda 0.48 oraninda benzerligi olan
iki ana klad goriilmektedir. Diger primerlerden farkli olarak OPB19 primerinde

kladlarin disinda kalan ve diger bireylerden tamamen segilen birey ya da bireyler



42-

bulunmamaktadir. En yiiksek polimorfizm oraninin da bu primer ile oldugu
diistiniiliirse (%85) ortaya ¢ikan 0.48 oranindaki benzerlik sasirtic1 degildir. Ayrica
iki klad kendi i¢inde ii¢ gruba ayrilmaktdir. C1, C8, C12,C6, C7, C13, C14, C20,
C25, C22, C21, C23 ve (9, C16, C10, C17, C27, C28 nolu bireyler aralarindaki
%100 benzerlik oldugu goriilmektedir ve diger bireylerle 0.84’iin altinda bir
benzerlik oram1 bulunmaktadir. Populasyon igerisindeki genetik cesitliligin daha

giiclii olmasi i¢in tamamen benzer genotipli bireylerin daha az olmasi gereklidir.

4.2.7. Biitiin verilerin kombinasyonunun degerlendirilmesi

elels

| Cl4

T T T T T T T T T
0.59 0.62 0.65 0.68 0.71 0.74 0.77 0.80 0.82 0.85 0.88
Coefficient

Sekil 4.7, Tiim primerlerin kombinasyonu ile elde edilen dendrogram

Su ana kadar degerlendirilen tiim primerlerden elde edilen sonuclara gore
olusturulan dendrogramda, diger bes primer sonucunda oldugu gibi temelde iki
tabanh bir gruplandirma goriilmektedir. OPB7 primeri ile yapilan analiz sonucuna

benzer olarak C29 nolu birey burada da diger bireylere genetik cesitlilik acisindan en
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uzak birey olarak goriilmektedir (0.59 oranindaki benzerlikle). C22 ve C23 nolu
bireyler 0.63 benzerlik oraniyla dendrogramda iki ana kladdan en uzak bireylerdir.
Yani ¢esitliligi en yiiksek birey oncelikle C29, sonra C23 ve C22 bireyleridir.

Iki ana grup birbirine 0.69 oranminda benzer bulunmustur. Bu iki ana klad
icerisinde 5 grup bulunmaktadir. Bu gruplarda yer alan C1 ve C12 bireyleri ve C14
ve C15 bireyleri %100 benzerlik gostermektedir. Genotiplerdeki %100 benzerliklerin
az olmasi, populasyon icindeki genetik cesitliligin belirlenmesinde farkli genotiplerin
secimine izin vermistir. Verilerin birlestirilmesi ile bireyler arasinda yiiksek oranda

genetik secim saglamistir.
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5. TARTISMA VE ONERILER

Nesli tehdit altinda olan lokal endemik bir tiiriin genetik cesitliliginin
belirlenmesi ve gelecek yiizyillara bu tiiriin dogal seleksiyona karsi ne derece bir
direng sergileyebileceginin tespit edilmesi ¢alismamizin asil amacidir. Calismamiz
bu bitkinin kendi populasyonu igerisinde azinsanmayacak Olciide bir genetik
cesitlilige sahip oldugunu gostermektedir. Ancak populasyonun tek bir lokasyonda
mevcut olmasi ve gelecegini etkileyebilecek antropojenik faktorlerin yogun olmasi
gibi olumsuz faktorler géz Oniine alindiginda bu tiiriin kisa vadede hem dogal
ortaminda hem de laboratuar sartlarinda korunmasi gerekliligi ortaya ¢ikmaktadir.
Normal sartlar altinda her ne kadar bu tiiriin sahip oldugu gen havuzu kendisini
gelecek yiizyila tasiyabilsede, olumsuz dis faktorler her zaman goz Oniine alinmals,
ozellikle bu tiirler lokal endemik oldugu zaman strateji ve prensipler en az iki kat
gozden gecirilmelidir.

Bu calismada tek bir populasyondan seg¢ilen Centaurea lycaonica tiiriine ait
30 birey iizerinde denenen 6 primer ile elde edilen verilere gore RAPD primerleriyle
amplifiye edilen tiire ait gen bdlgelerinin yeterli Ol¢iide polimorfik oldugu
gozlenmistir (en fazla %85, en az %46). Bireylerin benzerlikleri ayr1 ayr
incelendiginde benzerlik oranlar1 0.65 — 0.36 arasinda degismekte olup, OPB7
primeri ile bu oranda ayrilan bireyin ( C29 bireyi i¢in) fenotipik a¢idan da
populasyon igerisinde en farkli morfolojik ©zelliklere sahip oldugu sdylenebilir.
Veriler birlestirildiginde ise populasyondaki genetik ¢esitliligin iist sinir1 0.59 olarak
tespit edilmistir.

OPG2 primeri ile C12 ve C18 bireyleri arasinda goriilen %100 oranindaki
benzerlik OPG17 primerinde de goriilmiistiir. C18 ve C24 bireyleri OPBS primeri ile
elde edilen patternlere gorede olduk¢a yakin bulunmustur. C1 ve C3 bireyleri hem
OPB7 hemde OPB8 primerleri ile gerceklestirilen analizlerde benzer bicimde yakin
genotipli bulunmuglardir. C9 ve C10 bireyleri arasindaki genetik benzerlik orani
OPG17 ve OPBS primerleri ile gerceklestirilen analizlerde benzerlik gostermistir.
OPB7, OPB18 ve OPB19 primerleri ile yapilan analizler sonucunda ise C27 ve C28

nolu bireyler arasindaki genetik benzerlik oranmi ayni bulunmustur. Bunun yaninda
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biitiin verilerin birlestirilmesiyle elde edilen dendrogram dikkate alindiginda C1 ve
C12 nolu bireylerdeki genetik benzerlik OPB19 primeri ile yapilan analizlerde de
tamamen benzer bulunmustur. Ayrica OPB8 ve OPBI18 primerleri ile yapilan
analizler karsilastirildiginda C14 ve CI15 nolu bireyler benzer bicimde yakin
genotipli olarak goriilmektedir. Populasyon i¢i genetik cesitlilik dikkate alindiginda
OPB18 ve OPB7 primerleri ile bireyler arasinda ciddi se¢ilimin yapilmasi oldukca
zordur. OPB7 primeri ile yapilan analiz sonuglarina gore C29 bireyinin diger
bireylere 0.36 oranminda yakinlik gosterdigi tespit edilmis olup en farkli genotipe
sahip olan birey oldugu tespit edilmistir. CI10 nolu birey diger bireylerle
karsilastirildiginda OPG2 primeri ile 0.65 oranindaki uzakligin OPB18 primerleri ile
gerceklestirilen analizlerinde 0.46 oraninda oldugu goriilmekdir. Buna gore C10 nolu
bireyin genetik ¢esitlilik oraninin oldukc¢a zengin oldugunu soyleyebiliriz. OPG17
primerinin analiz sonug¢larina gore C3 nolu bitkinin en uzak genotipli birey (0.53
oranindaki benzerlik oram ile) oldugu goriilmektedir. C2 nolu birey ise OPBS§
primeri ile dig gruba atilmig ve benzerliginin 0.48 oraninda oldugu tespit edilmistir.
Biitiin verilerin birlestirilmesi ile elde edilen dendrogram yorumlandiginda ise C29
nolu bireyin OPB7 primerinde de goriildiigii gibi gruplarin en disinda segilmis
oldugu goriilmektedir. Buradaki uzaklik orani 0.59’dur. Bu calismanin sonucuna
gore C. lycaonica populasyonundaki bireyler arasinda kayda deger oranda genetik
cesitlik (0.59) goriilmiistiir. Bu oran genel olarak populasyonlarda olmasi arzu edilen
genetik cesitlilik orani ile ortiismektedir (0.46-0.62).

Gen kaynaklarinin belirlenmesinde, miimkiin oldugu kadar yiiksek gen
cesitliligini yakalayabilmek icin secilecek populasyonlarin kendi icerisinde yiiksek
oranda genetik cesitlilige sahip, aym1 zamanda diger populasyonlarin her birinden
genetik olarak farklilasmis olmalart arzu edilir (Giilbaba ve ark. 1996).
Populasyonun gercekleri yansitmasi bakimindan en iyi sekilde secilmesi igin
polimorfizm oranim en uygun bicimde yansitacak yeterli sayidaki primer ile (80—
230) bant olusturulmasi istenmektedir. Buna gore calismamizda 6 RAPD primeri ile
84 bant elde etmemiz yeterli olmasina ragmen gercek sekilde populasyondaki
cesitliligi yansitmak i¢in daha sonraki caligmalarda daha fazla primer kullanilabilir.

Genetik kaynaklart korumanin amaci; genetik cesitliligi en yiiksek diizeyde

tutmak, gerektiginde bu zengin cesitlilikten yararlanmaktir. Genetik cesitliligi yiiksek
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olan tiirler ve irklar zamana ve yere gore degisen c¢evre kosullarina daha iyi
adaptasyon gosterirler. Ayrica bilimsel ve teknolojik gelismelere bagl olarak degisen
insan isteklerini karsilamada daha etkili ve yarali olurlar (Isik 1996). Boylece
ozellikle tibbi yonden faydalar1 daha 6nceki literatiirlerde agiklanmis olan Centaurea
cinsinin (Arif ve ark. 2004), bir iiyesi olan bu tiir hakkinda yapilan bu 6ngérii ile
antropojenik etki olmadigi siirece tiiriin zamana ve degisen cevre kosullarina
adaptasyon gosterebilecek bir genetik cesitlilige sahip oldugu sdylenebilir. Milli gen
kaynagimiz olan bu tiiriin gelecekte bilimsel ve teknolojik gelismelere bagli olarak
insanoglunun ihtiyaglarina cevap verecek bir kaynak olabilecegini diigiinmekteyiz.

Yapmis oldugumuz calismada yapilan diger ¢alismalarla karsilastirildiginda
populasyonun polimorfizm oram yeterli olmakla birlikte degisen cevre ve zamana
karsi uyum saglayabilecek farkli genomlart icerip icermedigi kesin olarak
bilinmemektedir. Rastgele secimi yapilan primerlerle elde edilen patternlere gore
belli bir seviyede polimorfizm iceren bu populasyonun gelecegi ile ilgili 6nemli
kararlarin alimmasi i¢in daha detayli molekiiler verilere ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu
calisma kapsaminda populasyon icerisinde 61 adet polimorfik bant elde etmis
olmakla birlikte gelecek caligmalarla bu varyasyon seviyesinin daha da
genisleyebilecegini diistinmekteyiz.

Ekim (2000)’e gore Centaurea lycaonica ITUCN kategorisinde tehlikede (EN)
olarak gosterilmesine ragmen, populasyonun iki 6rnekleme alanindan ibaret tek bir
lokasyondan bilinmesi (Cap1 18 km) ve dar bir yayilis gostermesi bu tiiriin [UCN
kategorisinde kritik tehlikede olarak degerlendirilmesi ve korumaya alinmasinin
gerekli oldugunu gostermektedir. [UCN 2001 kriterlerine gore ¢alisma konusu olan
tir Bl.a, B1.b.ii, B1.b.iii, B1.b.v kriterleri g6z oniine alinarak CR (Kritik Tehlikede)

kategorisinde degerlendirilmistir.
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Sekil 5.1, Populasyonu 6rnekleme alan1 (Googlearth)

Gegmisten giiniimiize kadar Centaurea cinsinin siniflandirilmasinda temel
olarak apendaj ve aken yapilar1 goz Oniine alinmustir (Dittrich 1968a, Wagenitz
1975). Calisma siiresince ayn1 populasyon igerisindeki bireylerde 6zellikle apendaj
yapilarinda bir varyasyon oldugu tespit edilmistir. Phalolepis seksiyonu igerisinde
yer alan tiirlerde apendaj membranimsi yapiya sahip olmasina ragmen, silli yapiya
sahip olan bir tiirde rapor edilmistir (C. sipylea Wagenitz). Ancak C. lycaonica’nin
orijinal betiminde bdyle bir varyasyondan soz edilmemistir. Apendaj yapilarinda
membramimsidan silliyle degisen bir varyasyonun yani sira gévdenin basit veya dalli,
kisa veya uzun olmasi noktasinda bir varyasyonun oldugunu tespit etmis
bulunmaktayi1z.

Ayni zamanda bu calisma neticesinde nesli tilkenme riski ile karsi karsiya
olan tiiriimiiziin dogal ortaminda (In Situ) korunmasi ¢alismalarinda takip edilmesi
gereken prensip ve stratejiler ortaya konmaya calisilmistir. Bu calisma sonucunda
elde edilen bilgilerin diger tehdit altinda olan endemik tiirler icinde d6rnek alinmasini
Oneririz.

Sonug olarak C. lycaonica ve onun gibi lokal endemiklerle calisilirken;

1. Laboratuar calismalarinda populasyon, oOrnekler ve molekiiler

analizlerle tiir i¢i ve tiirler aras1 polimorfizm tespit edilerek tiirlerin
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gelecek  yiizyinl  icerisinde  varliklarm1 = devam  ettirip
ettiremeyecekleri tahmini olarak belirlenmelidir.

2. Tiirler her ne olursa olsun dogal ortamlarinda gézlemlenmeli ve
populasyonun iyilestirilmesi i¢in gerekli caligmalar yapilmalidir.
Populasyon yapisint  olumsuz yonde etkileyecek faktorler
(hibridizasyon, antropojenik etki gibi) engellenmeli, kanuni
diizenlemeler i¢in girisimlerde bulunulmalidir.

3. Her tiiriin yayilis sinirlari, populasyonlar arasindaki gen akislar1 ve
seviyesi, tiir i¢i ve tiirler aras1 melezleme, populasyondaki verimli
birey sayisi, populasyondaki birey sayisinin artma veya azalmasi
gibi faktorler devamli olarak gozlemlenmelidir ve kayit altina
alinmalidir.

4. Lokal endemik tiirlere ait gen kaynaklari, gen bankalarinda ve
tohum bankalarinda muhafaza altina alinmalidir. Botanik
bahgelerinde veya seralarda tiirlerin canli 6rnekleri sergilenmeli ve

yasatilmalidir.

Bu calisma sonucunda C. lycaonica populasyonundaki bireylerin sayisinda
artma ve azalma oranlarma da bakilmistir. Populasyondaki bireyler iki y1l gozlenerek
etiketlenmis, olgun birey sayisi tespit edilmistir. Laboratuar kosullarinda
tohumlarinin ¢imlenmesi ve verimlilikleri arastirilmig, buna gore ¢imlenme oranlart
yiiksek, verimleri ise yeterli olarak bulunmustur. Tiiriin bulundugu habitatda C.
calolepis Boiss. bulunmasina ragmen herhangi bir melez veya ara form olmadigi
tespit edilmistir. Melez irklar gibi tehdit unsuru faktorler olmamakla birlikte, tiir i¢in
en onemli tehdit antropolojik faktorlerdir. Ciinkii tiire ait populasyonlar cok islek
karayollar1 {iizerinde yer almaktadir. Calismamizda C. lycaonica’nin kromozom
say1s1 ve morfolojisi de verilmistir. Ayrica bu ¢alismada populasyona ait bireylerin
DNA izolasyonlar1 yapilmis ve gen bankasi olusturulmasi icin adim atilmstir.
Tohumlar ise tohum bankasinda saklanarak populasyonun gelecek yiizyil igerisinde
korunmas1 amaclanmistir. IUCN kriterlerine gore tiiriin bulunmasi gerekli olan
kategori tespit edilmis, tiirlin korunma stratejisi i¢in an az 10 y1l gézlenmesi karari

alinmistir.
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Sonraki c¢alismalar icin dogal gen kaynaklarimizin dogal ortamlarinda
korunmasi, stratejik iiriinlerde hedef genlerin iyilestirilmesi, nitelikli tohumlar
gelistirilmesi, hastalik ve zararlilardan arindirilmasi, endemik tiirlerin morfolojik,
molekiiler genom bilim yaklagimlari ile tanimlanip tescillenmesi, patentlenmesi,
ekonomik degere sahip genetik kaynaklarin kiiltir formlarimin gelistirilmesi,
endemik tiirlerin kiiltiire alinmasi, nesli tehlike altinda olan tiirlerin ve hedef tiirlerin
korunmast ve gen havuzunun olusturulmasi, bitki gen kaynaklarinin 6ncelikle
genetik cesitliliklerinin belirlenmesi ve dogal ortamlarinda korunmasi hedef

alinmustir.
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7. EKLER

7.1 Arastirmada Kullanilan Cihazlar ve Kimyasallar

Arastirmada  sivi azot tanki, su banyosu, sogutmali santrifiij
(Hettichzentrifuge Universal, 32P), hassas terazi (Sartorius, TE2MS), otomatik
pipetler (Eppendorf), elektroforez tanki ve giic kaynagi (Albio, Horizon 58 ve
Bimetra, PP40000), UV Cihaz1 (UVP), jel goriintiileme (Olympus), mikrodalga firin
(Argelik), Otomatik Termocycle Sistem (Eppendorf, Mastercycler Gradient),
Spektrofotometre (ND 1000), Vorteks (Fisons), pH Metre (Sartorius ve Jenway),
Orbital Shaker (Gallenkamp), Buzdolab1 (Argelik, TURKIYE), Ultra Saf Su Cihazi
(AquaMaxUltra), Inkiibator (Niive cooled, ES110) kullanilmistir.

Arastirmada ayrica 6 adet RAPD primerleri (Thermo Fisher Scientific
Primers), S1vi Azot, Kloroform, izopropanol, amonyum asetat, Taq DNA Polymerase
(Fermentas EP0402), ANTP Set (Fermantas, R0185), GeneRuler (Fermentas, 50bp
DNA Ladder SM0371), Titriplex III, M108421, Tris 108387, CTAB A0805, PVP
A2260, Absolii Etanol M100983, Glasial asetik asit M100056, PCR buffer P2192,
MgCl, M105833, Agaroz HS812, Borik asit M100165, BSA A2153, HCI, NaOH,
merkaptoetanol, gliserol, bromofenol mavisi, EtBr sarflar1 kullanildi. Ayrica,
kimyasallar MERCK ve SIGMA grubundan temin edilmistir.

7.2. Kullanilan Cozelti ve Soliisyonlar

DNA ( 2X CTAB) ekstraksiyon tamponu: 1M Tris (pH 8.0), 0.25M EDTA
(pH 8.0), SM NaCl, 5g¢ CTAB (Setil trimetil amonyum bromiir), 0.5 ml f-
mercaptoethanol (v/v), 4g PVP (w/v).

TE tamponu: 10M Tris-HCI (pH 8.0), 1M EDTA (pH 8.0), Saf su ile miktar
tamamlanir.

Amonyum Asetat: 100ml i¢in 0.3854¢g kullanilir. Taze hazirlanir ve serin
ortamda muhafaza edilir.

%70’lik Etil Alkol: 70 ml etil alkoliin hacmi steril distile su ile 100 ml’ye
tamamlanmaistir.

Ethidium Bromiir Cozeltisi: 1g icin 100 ml distile su ile hazirlanmis ve
etrafi aliminyum folyo ile kaplanip buzdolabinda muhafaza edilmistir.

Bovine Serum Albumin: 1 ml steril distile su igcerisinde 20 mg bovine serum
albumin olacak sekilde hazirlanarak -20°C’de muhafaza edilmistir.
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Bromfenol Blue Cozeltisi: %0.03 bromfenol blue, 10mM Tris pH 7.6,
60mM EDTA, %60 Gliserol ile hazirlanmistir. Cozelti otoklavda steril edildikten
sonra +4°C’de muhafaza edilmistir.

1x TAE tamponu: Bu aragtirmada kullanilan TAE tamponu 12,1g TrisBase,
2.85ml Glasial Asetik asit, Sml 0.5M EDTA pH 8 ile 50ml’ye distile su ile
tamamlanir. 50x TAE olarak hazirlamis kullanilirken 1X’e seyreltilmistir.

Primerlerin Hazirlanmasi: Kullanilan primerler yonetici firmanin onerdigi
miktarda sulandirilarak stok soliisyonu, daha sonra caligmaya uygun olacak sekilde
1: 9 oraninda hazirlanmistir.

EDTA (0.25 M, pH 8.0); 1 litre i¢in 93.05 g EDTA disodyum tuzu, 800 ml
saf suya eklenir. Uzerine 10 gr NaOH eklenir.

Tris ¢ozeltisi (pH 8.0); 1 M tris-HCI= 121.1 gr tris/It

% 0.7 agaroz c¢ozeltisi (200 ml icin); 4ml 50x TAE, 180 ml distile su, 1.4 gr
agaroz.

% 1.2 agaroz cozeltisi (200 ml icin); 4ml 50x TAE, 180 ml distile su, 2.4 gr
agaroz.



