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OZET

BALIKESIR CEVRESINDE DOGAL YAYILIS GOSTEREN “ZARAR GOREBILIR”
KATEGORIDEKI Liliumn candidum L. (Liliaceae)’DA RAPD TEKNIGINi
KULLANARAK GENETIK CESITLILIGIN BELIRLENMESI VE
KORUMA STRATEJILERININ GELIiSTiRILMESi

. Giilsah Emine AKA
Balikesir Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dah

(Yiiksek Lisans Tezi / Tez Damsmani: Prof. Dr. Fazil OZEN)
Balikesir, 2005

Lilium candidum, bir dogu Akdeniz floristik clementi olup tipta, siis bitkisi
yetigtiriciliginde ve parfiimeri sanayinde ekonomik 6neme sahip bir bitkidir. Tiirkiye’ deki
dogal populasyonlan dogadan sokiilerek tahrip edildigi igin “zarar gorebilir” tehlike
kategorisinde degerlendirilmektedir.  Yapilan arazi go6zlemleri, Lilium candidum’un
Balikesir ¢evresindeki dogal populasyon yogunlugunun da Tirkiye’de yetistifi diger
lokalitelerdeki gibi, giderek azalma egiliminde oldugunu géstermektedir.

Bu caligma, Balikesir ¢evresinde dogal yayiig gosteren Lilium candidum’un bes
farkhi populasyonunun genetik cesitliliginin belirlenmesi ve elde edilen veriler yardim ile
taksonun korunmasina yénelik stratejilerin gelistirilmesi amaciyla gergeklestirilmigtir.

Bu caliymada ilk once, aragtirma bélgesinden toplanan Lilium candidum doku
orneklerinden genomik DNA (gDNA) izolasyonu gergeklestirilmistir.  Izole edilen
gDNA’lar, RAPD-PCR Yéntemi ile g¢ogaltilarak populasyonlarin genetik gesitliligi,
populasyonlar aras1 genetik benzerlikler ve farkliliklar ortaya konmugtur. Elde edilen
verilerin analizinde Popgene Version 1.31 istatistik program kullamlmgtir.

Balikesir ¢evresinde dogal yayilis gosteren Lilium candidum populasyonlan
arasindaki genetik mesafe 0,0464-0,3619 degerleri arasinda degismektedir. Polimorfik bant
oranm % 74,47 olarak tespit edilmistir. Populasyonlar arasinda polimorfizm oram en fazla
olan Kegidere populasyonunun (% 25,53), oncelikli koruma gerektiren populasyon oldugu
belirlenmistir. Bu sebeple, basta bu populasyon olmak iizere, Lilium candidum™an Balikesir
cevresindeki tiim populasyonlarinin in situ ve tarlada koruma (agroekosistemler) stratejileri
ile korunmasmin uygun olacagna karar verilmigtir.

Ayrnica bu ¢aligmada, Lilium candidum™an Tirkiye’den yeni bir yayilig alam: rapor
edilmektedir.

ANAHTAR SOZCUKLER: Lilium candidum, genetik gesitlilik, RAPD, zarar gérebilir,
koruma stratejisi, Balikesir, Tiirkiye.



ABSTRACT

USING RAPD TECHNIQUE
THE DETERMINATION OF THE GENETIC DIVERSITY OF
VULNERABLE SPECIES Lilium candidum L. (Liliaceae)
NATURALLY DISTRIBUTED IN BALIKESIR AND ITS SURROUNDINGS
AND DEVELOPING CONSERVATION STRATEGIES

Giilsah Emine AKA
Balikesir University, Institute of Science
Department of Biology

(MSc. Thesis / Supervisor: Prof. Dr, Fazil 0ZEN)
Balikesir, Turkey-200S

Being an eastern Mediterranean floristic element, Lilium candidum, is used by
medical, by ornamental plant cultivation, and by perfumery industry. Since its populations
in Turkey are being uprooted the nature, they are considered in the “vulnerable” category of
danger. . By means of the field observations, it’s found out that the natural population density
of Lilium candidum in the ambient of Balikesir also tends to diminish, just as the other
localities in Turkey. ‘

This study is aimed in order to identify the genetic variation of five different
populations of Lilium candidum, which finds a natural habitat in the surroundings of
Balikesir; and utilizing the gathered data resulting from that study, to develop some
strategies intended for conserving the taxon.

In the first step of this study, genomic DNA (gDNA) isolation is performed upon the
genomes of the sample tissues taken from Lilium candidum, which was previously collected
at the investigation area. Those isolated gDNAs are amplified via RAPD-PCR method, so as
to manifest the genetic variation of the populations, and to disclose the similarities and the
differences between those populations. Popgene Version 1.31 statistics software is used to
analyze the collected data.

- The genetic distance among the Lilium candidum populations, which demonstrate a
natural propagation in the surrounding of Balikesir, varies in the interval of 0,0464-0,3619
values. The studies also show that the polymorphic band ratio amounts to 74.47 %.
Kegidere population (25.53 %), having the uppermost polymorphic ratio, is found out to be
the population that requires a protection of first priority. For that reason, it is determined
that it is appropriate to protect each of the Lilium candidum populations in the surroundings
of Balikesir, with strategies of in sity and on-farm (agroecosystems) protection, giving the
highest priority to the Kegidere population.

Furthermore, this study reports a new distribution area of Lilium candidum in
Turkey.

KEY WORDS: Lilium candidum, genetic diversity, RAPD, vulnerable, conservation
strategy, Balikesir, Turkey.
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1. GIRiS
1.1 Genel Bilgiler

Lilium L. ile ilgili tarihi kayitlar incelendiginde, milattan binlerce yil énce
eski Girit Uygarlifi zamaninda Knassos’ta zambak yetigtiricili§inin yapildig: [1],
Misirlilanin cenaze térenlerindeki gelenklerde zambak kullandiklari, Romalilarin dini
térenlerde kullanmak iizere saray bahgelerinde nergis ve siimbiillerle birlikte degisik
amaglar i¢in zambak yetistiriciligi yaptiklan goérilmektedir. Siimerlerin 5000 yil
onceye dayanan yazitlarindan, Iran’in Susa kenti gevresinin zambak tarlalariyla kapli
oldugu ve bu kente bitkinin adinin verildigi anlagilmaktadir [2]. Ortagagda ise saflit
ve gizel kokusu nedeni ile Madonna Lily (Meryem Ana Zamba@y) olarak
isimlendirilen Lilium candidum L., kiliselerde temizlik, saflik ve ¢aligma simgesi

olmusg, dini konulan igleyen ressamlar i¢in 6nemli bir kaynak olusturmugtur [3,4].

Zambaklar, ilk ¢aglardan beri gesitli amaglar igin kullanilmakta olup 6zellikle
son yillarda ticari alandaki 6nemleri giderek artmaktadir [2]. Uzun yillar dogadan
sokiilerek satilan degisik zambak tirlerinin soganlar1 son yillarda iretilmeye de
baglanmigtir. Zambaklar, soganl: bitkiler i¢inde iiretimi en kolay yapilan bitkilerin
baginda gelmektedir [5].

Lilium candidum, diger birgok zambak tiirii gibi Kuzey Yarimkiire’de yaygin
olup Akdeniz iklim kugag: bitkisidir. Bu nedenle subtropik kiy1 kesiminde dogal
olarak yetigmesinin yaninda, degisik ekolojik kosullara nispeten uyabilen bir zambak
tirii olarak diinyamin degisik bolgelerinde tarla olgeginde kiiltiiri yapilmaktadir.
Buna karsin, bitkinin sagliklh geligme gosterebilmesi i¢in optimum ekolojik
ihtiyaglannin mutlaka goz oOniine alinmasi gerekmektedir [6]. Akdeniz Boélgesi
kiytlarinin daghk kesimlerinde beyaz zambak ¢iceklerinin iyi agmasinin ve ovalik
kesimlere oranla daha iyi sofanlar olusturmasinin, yaz aylarinin daha serin, kig
aylarinin ise daha 1lik olmasindan kaynaklandif: digtiniimektedir. Nitekim Akdeniz



Bélgesi’nin 1hk kig ve yafish ilkbahar aylan ile sicak yaz aylann baglangici L.
candidum i¢in uygun bir yetistirme iklimi olugturmaktadir [2]. Bitkinin saglikli
gelisme gosterebilmesi i¢in iklimin yam sira yetistifi topraklarin ekolojik

6zelliklerinin de g6z 6niine alinmasi gerekmektedir [6].

1.1.1 Lilium candidum L.’ un Bitki Sistematigindeki Yeri

L. candidum, Liliaceae familyasindan ¢ok yillik otsu, monoik bir bitkidir.
Bitkinin Cronquist Sistemi’ne gore [7] bitkiler alemindeki yeri asagidaki sekildedir:

Regnum : Plantae

Divisio : Spermatophyta

Subdivisio : Angiospermae

Classis : Liliopsida (Monocotyledoneae)
Subclassis : Liliidae

Ordo : Liliales

Familya : Liliaceae

Genus :Lilium L.

Species : Lilium candidum L.

1.1.2 L. candidum’un Betimi

Cok willik, soganli, soganlar iist iiste uzamug gok sayida pullardan olugmus,
zarsiz. Govde 50-130 cm. morumsu, 2-12 ¢igekli. Yapraklar spiral diziligli, parlak
ve tilysiiz, alttakiler (bazal yapraklar) ters muzraks: (genellikle yaz sonu veya
sonbaharda ortaya gikar ve kig boyunca kalicidir), geri kalanlar (¢igeklenen govde
uzadikga ilkbaharda geligsenler) daha kisa, iisttekiler mizraksi veya tam yumurtamst.
Cigekler huni gekilli, geriye kivrik, kar beyazi. Cigek 6rtii yapraklanmn pargalan
seritsiden ters mizraksiya degisen, sadece tst 1/3’iinde geriye kivrik, 55-65 (-80) x 6-
13 (-20) mm Filamentler 45-50 (-57) mm. Anterler 9-11 mm; polenler altin sarisi.
Stilus 35-50  (-60) mm. Meyveler yesil renkli, 6 kogeli ve lokulusid kapsiil.



Tohumlar ¢ok sayida ve diiz, bir meyvede 120 kadar bulunabilmekte, boyutlar1 10-15

x 6-11 mm. Ciceklenme Mayis ay1 [8].

Lilium candidum’un genel goriiniimii Sekil 1.1 *de verilmektedir.

Sekil 1.1 Lilium candidum’un Genel Goriinimii



1.1.3 L. candidum’un Diinyadaki ve Tiirkiye’deki Yayihs

L. candidum diinyada dogal olarak Liibnan, Suriye, Filistin, Yunan Adalan,
Balkanlar ve iilkemizde Giineybat: Anadolu’da yayilis gostermektedir. Dogu
Akdeniz flora elementidir. Tiirkiye’deki yayilisi; C1 Aydin: Milas’tan Soke’ye 35
km. Bafa Goli, 10-20 m., Dudley (34984)! Mugla Samsun Daf1 kuzey yamaci,
Giizelcamli yukansi, D. gbézlem. C2 Mugla: Marmaris’ten Datga’ya, Hisar6nii’nden
35 km., 300 m. Dudley (35427) ! C3 Antalya: Termessos, 1300 m., J.M. Davidson!
Adalar: Kos, mt. Asfendiou yukarisi Dhikion, 600 m., D. (40460)! Rodos, Schacht,
(cult., photo!). Berggren tarafindan A2 (E) Istanbul’da (Samyer ile Biiyiikdere
arasinda), Kotschy tarafindan Igel (Bolkar Dagi) ve Chiovenda tarafindan C8
Mardin’den kaydedilmigtir [8].

Ayrica Temeltag [6]'in ¢aligmasinda L. candidum’un Balikesir’in Kepsut
ilgesinin Sarigayir, Sanfakilar, Kegidere, Mehmetler ve Durak koyleri civarinda
yayilis gosterdifi belirlenmigtir. Bu ¢aligma ig¢in yaptifimz arazi gozlemleri
sonucunda, birkag y1l énce biiyiik bir yangin gegiren Sarigayir ve Sarifakilar Kéyleri
cevrelerinde bitkinin tamamen ortadan kalktigi tespit edilmisti. Bu yayilig
alanlanina ilave olarak, arazi galismalanmz sirasinda L. candidum™un Edremit
(Balikesir)’in Kazdaglan eteklerindeki Mehmetalan Koyi, Kasikg: Tepesi civarinda
da dogal olarak yetigtigi tespit edilmistir.

Balkan Yarimadast ve Dogu Akdeniz’de dogal yayilis gstermesine ragmen,
bitkinin kékeninin nereden geldifi kesin olarak bilinmemektedir. L. candidum
iilkemizde ak zambak, beyaz zambak, mis zambag1 ve bey zambag gibi isimlerle de
anilmaktadir. Tiirkiye’deki beyaz ¢igekli tek zambak ttirtidiir [1].

1.1.4 L. candiduny’un Habitat ve Ekolojisi

Beyaz zambak, kireq,tash, konglomerali ve kumtagh araziler tzerindeki
makiliklerde ve kigin yapraklarim déken ormanlarda &zellikle kayalik alanlarda 10-
1300 m. yiiksekliklerde bulunur [6]. Ekolojik istekleri bakimindan kalsiyumca



zengin, iyi gecirimli ve notr reaksiyonlu (pH=7) topraklan tercih etmektedir. Bol
miktarda 151k alan ancak direkt glines 15131 almayan alanlarda iyi gelisme gosterir.
Vejetatif donemde dogrudan giines altinda kalan bitkilerin tepe meristemleri
kurumaktadir. Genders ve Hale L. candidum’un gigek sap1 tabaninin giines 1g13indan
korunmas: gerektigini, bu nedenle tarlalarda siper saglayan bitkiler arasinda iyi
geligtiZini belirtmektedirler [4]. Beyaz zambak, bulundugu ortamlan akgakesme
(Phillyrea latifolia L.), yasemin (Jasminum fruticans L.), koca yemis (Arbutus
andrachne L.), karagall (Paliurus spina-christi Miller)), mazi mesesi (Quercus
infectoria Olivier subsp. boissieri (Reuter) O.Schwarz) gibi bitkilerle paylagsmaktadir

[6]

1.1.5 L. candidum’un Kullamm Alanlan ve Ekonomik Onemi

L. candidum, giiniimiizde 6zellikle siis bitkisi olarak yetistirilmekte ve sogam
biiyiik dlgiide ihrag edilmektedir. Beyaz zambagin t1bbi bitki olarak kullaniminin da
uzun bir gegmigi vardir. Ancak dogada ender olarak bulunmas: sebebiyle modern
tipta nadifen kullanilmaktadir [9]. Zambak sogam, dahilen; idrar arttirici, balgam
soktlirticti, haricen; ¢iban olgunlagtiric: olarak, suyu (su buban distilasyonu ile elde
edilir) cilt lekelerinin ve sivilcelerin tedavisinde kullamlir, Sogam ve ¢igegi damar

biiziicii, yatigtiricy, adet ve balgam soktiriicii ve deri yumugaticidir [9-11].

Bitkinin baglica kullammy, yiksek musilajli 6zelligi nedeniyle haricidir.
Siitle kaynatilarak yapilan yara lapas, ﬁlsef, harici iltihaplar, tiimérler vb. igin
kullamshir [9,10]. Agustos ayinda toplanan sofanlan taze veya kurutulmus olarak
kullamlabilir [9,10]. Cigekleri tamamen agildifinda toplamir ve taze olérak 6zsu
(usare), merhem. veya tentir yapiminda kullamilir [9]. Soganlan, yaniklan ve
giiriikleri iz birakmadan tedavi eder. Taze gigeklerinin demlenmesi ile elde edilen
siv1, ciriikleri tedavi etmede losyon olarak kullanilir. Son zamanlarda kokii 6deme
karg1 kullanilmaktadir. Polenleri ise epilepsi tedavisinde kullamiméktadlr [12].

Cigeklerinden elde edilen yagdan, koku verici olarak parfiimeride
yararlamilmaktadir [10,13]. Serecio aureus ile birlikte modern tipta genellikle kadin

hastaliklarinda kullanilir. Eklem ve romatizma agrilarinda merhem olarak kullanmilir.



Cig sogam acidir ancak bu acilik kurutuldufunda veya 1sitildiginda ortadan kalkar.
Sogam pigirildiginde, etli, 6zli ve gekerlidir. Uzakdogu’da birgok insan tarafindan
beslenme amaciyla kullanmilmaktadir. Beyaz zambagin sofam nigasta bakimindan
zengindir ve bir sebze gibi patatesle benzer sekillerde kullanilabilir. Ayrica,
nasirlarda, akciger kanserinde, uterus kanserinde, mide bulantisinda, spazmlarda,
timodrlerde kullanildifi, agn kesici ve diiiretik 6zellikte oldugu rapor edilmektedir
[10].

1.1.6 L. candidum’un Durumu ve Tehlike Kategorisi

L. candidum, Tirkiye i¢in endemik olmamakla birlikte tiikkenme tehlikesi
altinda olan bir tiirdiir. Ozellikle algak rakimlarda insanlarla i¢ ige olan yerlerde
yetistifinden soganlan koéyliler tarafindan yogun bir sekilde sokiiliip satilmaktadir.
Yetistigi alanlarin gogunda populasyon yogunlugu zayiftir [6]. Tirkiye Bitkileri
Kirmiz1 Kitabi’na gére VU (vulnerable) tehlike kategorisinde yer almaktadir [14].
VU kategorisi, son 10 y1l veya 3 nesil i¢inde populasyonda % 20 oraninda bir azalma
olacag: diigiiniilen; yayilig alam 10 lokasyondan fazla olmayan, yayilig alani toplam
20000 km?, olgun birey sayis1 10000’den az veya arazi galigmalan sirasinda 100 yil
iginde populasyonunda % 10 azalma olabilecegi digiiniilen, dogada orta vadeli
gelecekte yiiksek tehdit altinda olan taksonlari bulunduran gruptur [14].

1.1.7 L. candidum ile ilgili Yapilan Cahsmalar

L. candidum uzerinde giiniimiize degin ¢ok sayida aragtirma yapilmigtir. Bu
calismalarin beyaz zambagin yetistiriciliZi ve cogaltilmasi, g¢esitli biyokimyasal
ozellikleri, sitolojisi ve sitokimyas: ilizerinde yofunlagtify dikkati ¢ekmektedir.
Literatiirde rastlanan ¢aligmalar agagida belirtilmigtir:

Uzun, Cukurova Bolgesi’nde Mis Zambak (Lilium candidum L.) yetistiriciligi
ve sorunlari iizerine [3], Erdogan ve ark., Tiirkiye orijinli L. candidum soganlarindaki
alkaloitler iizerine [15], Karamanoglu, iginde L. candidum’un da bulundugu



Turkiye’de dogal olarak yetisen zambak tiirleri tizerine [16] caligmalar yapmuglardur.
Eisenreichova ve ark., L. condidum’dan izole edilen bilesiklerin potansiyel
karsinojenik ve inhibitoér aktivitesi ile ilgili [17], L. candidum’dan elde edilen
etanoliin anti-maya aktivitesi iizerine [18), L. candidum’un sterolleri ile ilgili [19], L.
candidum’dan elde edilen Lilalin flavanoid alkoli tizerine [20], L. candidum’dan
elde edilen yeni bir agillenmis kaemferol ile ilgili [21], L. candidum’dan elde edilen
jatropham 5-0-B-d-glucopyranoside lizerine [22], L. candidum soganlarindan pirolin
ve pirolidin elde edilmesi ile ilgili [23], beyaz zambagin tibbi bitki olarak kullanimi
konusunda [24], beyaz zamba@n iyilestirici etkisi ile ilgili [25], L. candidum’un
icerikleri ile ilgili [26] ve L. candidum’daki pirolin tirevieri ile ilgili [27]
caligmiglardir. Rosetti ve Suria, L. candidum soganlarindaki sigma-metilen glutamik
asit konusunda [28], Satou ve ark. L. candidum sogamndaki steroidal saponinler
konusunda [29], Mimaki ve ark., L. candidum soZanindaki yeni steroidal igerikler
tizerine [30] ¢aligmalar yapmiglardir. Reznikova, L. candidum’un mikrosporogenez
boyunca anter dokulan arasindaki iligki ile ilgili [31], Saureland, L. candidum’a
¢esitli mayoz safhalarinda rontgen 15131 verildikten sonra meydana gelen nicel etkiler
tzerine [32], Avramov, L. candidum sogamimn ditiretik etkileri ile ilgili [33]
calismiglardir.  Reznikova ve ark., L. candidum  anterlerindeki dokularin
mikrosporogenez ve gametogenez boyunca DNA ve histonlan ile ilgili sitokimyasal
bir caligma yapmuslardir [34]. Pieroni, Italya’daki yukarn Lucca eyaletinde, iglerinde
L. candidum’ un da bulunduBu tibbi bitkilerin geleneksel kullamimlar tizerinde
calismus, L. candidum’un Herpes zoster’e karst antiviral aktivite gosterdigini tespit
etmigtir [35]. Lipp, i¢lerinde L. candidum’un da yer aldify gesitli bitki tiirlerinin
olgunlagmis ve olgunlagsmasini tamamlamamis polenlerinin absisik asit ve pirolin
iceriklerini analiz etmistir [36]. Tuyl ve ark., L. candidum ve Nerine Dbitkisinin
genis kapsamh hibridizasyonunda iireme arac: olarak ovaryum kiltiirii ve in vitro
polinasyon konusunda [37], Lilium’un tiirler aras: hibridizasyonunda poliploidinin
aragtirilmasi iizerine [38], izoelektrik odaklanma ile Lilium cinsinde tiirler arasi
hibridlerin belirlenmesi ve akrabaliklarin tayin edilmesi ile ilgili [39] ve Lilium’un
kromozom sayisinin duplikasyonunda kolsisine alternatif olarak orizalin kullanimas:
ile ilgili [40] ¢aligmalar yapmuglardir. Kvednich ve Karavets, Lilium cinsi ve
tirlerindeki sinergidlerin fertilizasyonu iizerine [41], Haladova ve ark, L.
candidum’da dimerik pirolin alkaloidler konusunda [42], L. candidum soganindaki



steroidal saponinler iizerine [43], L. candidum’daki yeni azot igerikli bilegikler ile
ilgili [44] ve L. candidum petallerindeki steroidal saponinler konusunda [45]
caligmiglardir. Kruczkowsa, doku kiiltiirii ile bitkinin toprak iistii kistmlarindan bazi
zambak cesitlerinin iiretilmesi konusunda [46], Semerikhina ve Bugara, Lilium ve
pancarin mikrospor tetratlarindaki DNA’nin fiziksel ve kimyasal karakteristikleri
konusunda [47] ¢alisma yapmuglardir. Ayrica Erdogan ve ark., L. candidum’daki
etiolin steroidal alkaloiti iizerine ¢aligmuglar [48], Eisenreichova ve ark., L.
candidum soganlarindan yeni bir steroidal saponin bulmuglardir [49]. Marasek ve
Orlikowska iglerinde L. candidum’un da bulundugu dokuz zambak tiiriinin
karyolojisi lizerinde ¢aligmuglardir [50]. Rosetti, L. candidum polenlerindeki serbest
aminoasitlerle ilgili bir ¢aligma yapmustir [51]. Lisa ve ark.,, L. candidum’un
antifungal etkisi iizerine [52], Lombard, L. candidum polenlerindeki RNA bilesenleri
ile ilgili [53], Masterova ve ark., L. candidum’daki dikarboksilik asitler tizerine [54]
calismalar yapmugslardir. Nagy ve ark, L. candidum’dan yeni bir flavanoid bulmuslar
[55), L. candidum flavanoidlerinin karakterizasyonu ve bitkinin degisik bolgelerinde
dagilimi konusunda [56] ¢aligmiglardir. Uhrin ve ark., L. candidum igerikleri ile
ilgili bir caligma yapmuglardir [57].

1.2 Biyolojik Cesitlilik ve Onemi

Ekosistemler, canlilar ile cansiz varliklarin dogada birbirinden ayrilmaz bir

sekilde olusturduklan iligkiler sistemi olduguna gore, her canlimin ekosistem igindeki
yeri tartigmasiz sohv derece 6nemlidir. Genel olarak, bir iilkedeki tiim bitki ve hayvan
tiirleri, hem o iilkenin, hem de diinyann biyolojik gesitlilizi olarak tammlamr [58].
'Biyolojik gesitliligin bir unsuru olan yeryiiziindeki canh tiirlerinden herhangi
birisinin varligini siirdiirebilmesi, bir digerinin var olmasi ile yakindan iligkilidir.
Dogadaki bu iligkiler sisteminde beklenmeyen bir bozulma ortaya giktifinda,
meydana gelebilecek tahribat sadece bozulmanin ortaya ¢ikti1 ekosistem diliminde
degil, dalga dalga ekosistemin tamaminda kendisini hissettirecektir. Sonugta, dogal
dengedeki bu beklenmeyen bozulma ise her bir canlinin yagamim tehlike altina
sokacaktir.



Bir tilkenin varlig1 ve ekonomik kalkinmasinda yeralt: kaynaklar1 (madenler,
kémiir, petrol, dogalgaz, yeralt1 sular vs.) o iilke i¢in ne denli 6nemli ise, yeriistii
kaynaklari da o derece onemlidir. Yeriistii zenginliklerinden birisi olan biyolojik

cesitliligin bu bakig a¢isindan 6nemi agikga ortadadir.

1.3 Genetik Cesitlilik ve Koruma Ekolojisi

Normal olarak bir tiire ait gesitli populasyonlar ve bu populasyonlarin iginde
de birbirinden farkli binlerce birey bulunur. Bir tiire ait her birey, tiriin bagka
bireyleri ile ortak genleri paylasmasina ragmen tagidig: pek gok gen bakimindan
farkli bir genetik yapiya (genotip) sahiptir. Bir tiiriin populasyonlar1 arasinda da
morfolojik, anatomik, fizyolojik, biyokimyasal ve davramgs &zellikleri bakimindan
gesitli farklihiklar bulunmaktadir. Populasyonlar arasindaki farkliliklar bir genin
farkh allellerinden ve bu allellerin populasyonlar arasinda farklh frekans
dagilimlarindan ileri gelmektedir. Bir tir igindeki genetik farkliiklarin tiimil
“genetik cesitlilik” olarak adlandinimaktadir [59].

Biyolojik  ¢esitliliin  bilesenlerinden biri olan genetik gesitliligin
belirlenmesi, ekosistemlerin saghklt ve verimli olmas: ve siirdiiriilebilir isletimi igin
en 6nemli sartlardan birisidir. Tir ici genetik gesitliligin fazlaligi, degisen gevre
sartlarma uyum agisindan bir giivencedir. Populasyon i¢i ve populasyonlar
arasindaki genetik farklihiklar, bitki ve bayvanlarin kendi cevrelerinde ortak
evrimlegsmesinin bir sonucudur. Bu‘t;esitliligin yapilanmasinin ve boyutunun tespiti,

titrlerin varliklarim1 korumalan agisindan zorunludur.
Genetik cesitliligin fazla olmas iki agidan énemlidir [59]:

» Genetik ¢esitliligi fazla olan tiirler ve trklar, zamana ve yere gore degisen

gevre kosullarina daha basarili uyum yapma yetenegine sahiptir.



* Genetik cesitlilii fazla olan tirler ve wklar, bilimsel ve teknolojik
gelismelere bagh olarak, defisen insan isteklerini karsilamada daha etkili ve

daha yararh olurlar.

Koruma, “Conservation” sdzciigi latinceden gelmektedir. Con: “Bir arada”,
Serviare: “Korunmak” demektir. Koruma ekolojisi alanina giren konular arasinda,
yararh biyolojik maddelerin siirekli iiretimini saglayacak alanlar ve yéntemler ile
yenilenemeyecek kaynaklarin yok olusunu 6nleme yer almaktadir. Koruma ekolojisi
ayrica biyokimyasal dongiileri de agiklamaya ¢aligir. Ciinkii enerji veya maddenin
alimmi ya da dagitim olay:, olusum kadar mzh olmaktadir. Béylece yenilenebilir
kaynaklarin koruma ekolojisi, sadece ender tiirlerin korunmasimi igermemektedir.
Aksine stnirh kaynaklarmn dengeli sekilde kullamlmasi, kaynaklarin arttirilmas: da

koruma ekolojisi alanina girmektedir [60].

1.3.1 Bitki Genetik Kaynaklarinm Korunmasi

Koruma, gen havuzunda bulunan gesitliligin, gergek ya da potansiyel
kullammina kadar etkin bigimde saklanmasi ve genetik ¢esitliligin insanligin
kullanimina sunulmasidir. Korunacak éncelikli bolgeler segilirken, genetik gesitliligi
en fazla olan bolgeler dikkate alinmalidir. Bu boélgeler o tiire ait biitiin genetik
varyasyonlart bulundurduklarindan tiirin devamlilifi icin adeta bir sigorta
ozelligindeki alanlardir [61]).

Temelde her biri dafinik tekniklerin bir araya gelmesiyle olugan iki temel
koruma sistemi vardir. Bu iki uygulama, ex sifu ve in situ koruma olarak agiklanir,
Bunlar arasindaki farklilik; Biyolojik Cesitlilik Komisyonu (UNCED,1992)
tarafindan su sekilde tanimlanmugtir:

Ex sity koruma; genetik ¢esitlilik unsurlaninin dogal habitatlann diginda
korunmasidir. Konuya iliskin bilimsel teknikler 1960’ ve 1970°li yillarda (Frankel
ve Bennet, 1970; Frankel, 1973; Frankel ve Hawkes, 1975) gelistirilmis ve 1974



yiinda TPGRI (International Plant Genetic Resources Institute)’nin kurulmasini
saglamigtir [61].

In situ koruma, ekosistemlerin ve dogal habitatlarin korunmasi ve o tiire ait
populasyonlarin kendi gevresi iginde canli olarak saklanip, devam ettirilmesi ya da
kiltir cegitlerinin - kendi  ozelliklerini  geligtirdikleri ¢evre kosullarinda

yetistirilmesidir.

Bir bagka deyisle, ex sifu koruma; hedef alanda hedef tiirlerin 6rneklenmesi
ve depolanmasi c¢aligmalarini kapsadifi halde; in situ koruma, hedef tiirlerin

kargilagildif1 alanda secilmesi, yonetilmesi ve kaydedilmesi galigmalarini igerir [61].

Bu iki temel koruma sistemine ilave olarak, oOzellikle Dbitkilerin
korunmasindaki bir difer koruma yoéntemi kiltiir alanlarinda (agroekosistemler)

yapilan korumadir [62].

1.3.1.1 In Situ Koruma

In situ koruma; dogal kaynaklarin kendi dogal yagsam alanlarinda korunmalan
anlamma gelmektedir. Bu tiir koruma sisteminde, dogal yasam alanlarindaki
populasyonlar ¢esitliliini devam ettirerek sistemdeki bitkiler evrimlerini
stirdiirebilmekte ve yeni O6zellikler tagiyan bitkilerin ortaya g¢ikmasina olanak
saglamaktadir [61].

Tiirkiye’de bitki genetik kaynaklarimin korunmasinda ex situ ¢aligmalar daha
once baglamasina karsin, projeli in sifu koruma galigmalarina ancak son 10 yilda
baslanabilmigtir.  Genetik ¢esitlilifin yerinde korunmas: projesi 1993 yilinda
baglamis ve 5 yil siirmiistiir. Bu projede Ceylanpmar Tarim Isletmesi alanlarinda
bugdayin 5 yabani akrabasi i¢in 6 adet alan “Gen Koruma Yonetim Alam (GEKYA)
olarak secilmistir. Tiirkiye de in sifu yontemlerle orman alanlaninda ayrilmig
3.749.673 hektar alan koruma altindadir [61].



1.3.1.2 Ex Situ Koruma

Bitki genetik kaynaklarinin korunmasinda en yaygin uygulama alam bulan
strateji ex situ koruma (tohum depolama, in vitro depolama, DNA depolama, gigek
tozu depolama, tarla gen bankasi ve botanik bahgeleri) olmustur. Bunun en 6nemli
nedeni, bir taksonu dogal yayilis alam diginda korumanin daha ucuz ve daha kolay
olmasidir [61].

Turkiye’de ex sity koruma galigmalann Ege Tarimsal Aragtirma Enstitiisii
biinyesinde 1964 yilinda baglamis, 1972 yilinda aymi enstitii biinyesinde kurulan
ulusal tohum gen bankasinda iilkemizin bitki genetik kaynaklarina ait tohum
ornekleri uzun siireli (temel koleksiyonlar) ve kisa ya da orta siireli (aktif
koleksiyonlar) korunmaya baglamigtir. ~ Caligmalarin ilk agamasini bitki tiirlerinin
fitocografik ve agroekolojik dagilimini belirlemek ve en yiiksek farklilik gésteren
bitki orneklerinin toplanmasi olugturmustur. Temel koleksiyon omekleri Ulusal
Tohum Gen Bankasi’ndaki soguk odalarda -18 /-20 °C, uzun siireli aktif koleksiyon
omekleri ise 0 °C’de orta sireli olmak {izere iki set halinde saklanmaktadir,
Giiniimiizde Ulusal Gen Bankasi’ndaki materyal sayis1 50000 6mek kadardir ve
yaklasik 600 cinse dagilmig 6rnekleri icermektedir [61]. Turkiye’de Ege Tarimsal
Aragtirma Enstitiisit diginda, Tarla Urlinleri Merkezi Arastirma Enstitiisti’ndeki ve
Ankara Universitesi Ziraat Fakiltesi biinyesindeki gen bankalarinda da koruma
calismalan siirdiiriilmektedir {63].

1.4 Molekiiler Markirlar

1.4.1 Molekiiler Markarlarmn Ozellikleri

Bir populasyonda polimorfik olan ozellik ya da karakterler molekiiler
markarlar olarak bilinir. Polimorfizm ise bir lokusta belirlenebilen kalitsal varyasyon

olarak tanimlanir. Bir molekiiler markar icin genellikle istenilen dzellikler su sekilde

siralanabilir:



1. Oldukga polimorfik olmal,

2. Kodominant kalitim ozellifi gostermeli (bu ozellik, diploid organizmalarda
homozigotik ve heterozigotik durumlan ayirt etmeye yardimer olur),

3. Genomda siklikla bulunmals,

4. Genom boyunca dagihim gostermeli,

5. Ayrici olarak tarafsiz olmali,

6. Kolay uygulanabilir olmali (6regin, ¢abuk uygulama veya maliyeti bakimindan
dustik olmah),

7. Kolay ve hizl analiz sa§lamal (6rnegin, prosediirler otomasyona uygun olmali),
8. Oldukea fazla goZaltilabilmeli,

9. Elde edilen veriler laboratuvarlar arasinda kolayca degistirilebilmeli.

Bu kriterlerin tiimiine uygun bir molekiiler markir heniiz bulunamamigtir
[64].

1.4.2 Protein Markirlar

Canli metabolizmasinda tiir veya hiicreye Ozgii bir enzimin, aym
biyokimyasal olaylari katalizleyen ve farkhi genler tarafindan kodlanan, farkh
elektrik yiiklerine sahip ¢oklu formlari izoenzim (izozim) oiarak adlandirilmaktadir.
Bir enzimin uygun substrat ve kofaktorlerle gergeklestirilen reaksiyon iirtinlerinin,
trtinlere 6zgi uygun boyama ve elektroforez yontemleri ile agifa cikartlmasi,
izozim-protein  aragtrma  markirlariin aragtinlma  tekniginin  temelini
olusturmaktadir {65].

Bazen protein markirlardan olan izozim ve allozim analizleri birbirine
kangtinilmaktadir. Izozim, aym kimyasal substrata baglanabilen enzimlerdir fakat
genellikle aym genin Girtinlerine baglanmazlar. Izozimleri farkl: hiicre organellerinde
veya farkli yasam safhalarinda aktiflesebilirler. Allozimler ise, ortolojik gehler
tarafindan tiretilen izozimlerdir. Fakat bir veya daha fazla aminoasit fark: nedeniyle

farkl: allelik kompozisyonlara sahiptirler. Allozim elektroforezleri, 1960 yilindan
itibaren bakterilerden, hayvan ve bitki tiirlerine kadar ﬁek ¢ok organizmada bagarili



bir sekilde kullamlmaktadir. Caligmalar, gesitli sahalan (fizyoloji, biyokimya,
ekoloji, genetik gibi) ve amaglari (populasyon yapisi, Gireme sistemi, hibridizasyon
ve sistematik gibi) kapsamaktadir. Allozim analizleri, nispeten aydinlatict ve

uygulamasi kolaydir [64].

Izozim analizleri, hizh ve ucuz yéntemlerdir. Ancak bu teknolojinin birgok
dezavantaji da vardir. Tiire 6zgi alleller daima bulunmayabilir ve ¢ogu tiirde
genomun biiyiik bir kisminin galigilmasina uygun izozim markirlarinin sayist yetersiz
kalmaktadir. Polimorfizmin eksiklii ve markir belirlenmesi igin gesitli metotlarin
kullanim1 gerektiginden, izozim analizleri genetik farklilifin belirlenmesi ile
simrhdir. Tlave olarak, izozimler fenotipik olarak benzer kiiltivarlarin arasindaki

farklhiligin belirlenmesinde yetersiz kalmaktadir {66].

1.4.3 DNA’ya Dayah Markrlar

DNA’ya dayali markirlar, DNA seviyesinde bireylerin karsilagtirilmasini
miimkiin kilmaktadir. Fenotipe dayali ydntemlerin karmagiklig1 ve zorlugu, DNA’ya
dayal: yontemlerle genotipin direkt olarak belirlenmesi yoluyla agilabilmektedir. Bu
nedenle, DNA’ya dayali genetik markirlar birgok genetik sisteme katidmglardir.
DNA'’ya dayali markirlarin yararlari, DNA’ya dayali polimorfizmin belirlenmesinde
kullanilan teknolojilerle genis bir sekilde ortaya konmustur [67].

1.5 Genetik Cesitliligin Belirlenmesinde Kullanilan Temel Molekiiler

Yontemler
1.5.1 RFLP (Restriksiyon Fragmentleri Uzunluk Polimorfizmi )

DNA temelli ilk belirteg sistemi 1970°li yillarin ortalarinda kullanilan RFLP
(Restriction Fragment Length Polymorphism) teknigidir [68].  Restriksiyon
endoniikleaz enzimleri dogal olarak bakterilerde bulunan ve bakteriyi yabanct

DNA’ya kars: koruyan enzimlerdir. DNA zinciri bu enzimlerle kesildiginde, tamma



dizilerinin farkli sayilarda olmasi ve tamma dizileri arasindaki insersiyon ve
delesyonlardan dolayi, farkli biiyiikliikte DNA pargalann olugur. Eger iki DNA
molekilii, nilkleotid “dizilerinde kiigiik farkliliklara sahiplerse, bu restriksiyon
haritalarimin kargilagtinilmasiyla ortaya ¢ikarilir [69,70].

Bir DNA segmentinin yaklagik her 100 baz ¢iftinde bulunan niikleotid dizisi
bireylerde degisiklik gésterir. Bu durumun sonucu olarak, DNA niikleotid bazlarimn
dizisindeki bu bireysel farkhiliklar, DNA boyunca restriksiyon enzimlerinin kesim
bolgelerinin bulunusunda da farkliliklara yol agabilir. Sadece bireysel farkhliklar
degil, mutasyonlarin da yol aqabilecegi bilinen restriksiyon stralaninin degigmesi
veya bulunmayigt da bir polimorfizm olusturur. Bu durumda da, restriksiyon
fragment bityiikliikleri, bu bélgeler igin farkl olur [71].

RFLP uygulamasinda, analiz edilecek DNA dizileri segilir, DNA hazirlanir ve
belli bir restriksiyon endoniikleaz ile kesilir. Olugsan DNA bantlar: elektroforezde
ayrilir ve blotting teknidi ile uygun bir membrana aktarilir, Daha sonra radyoaktif
isaretlenmig bir probla hibridizasyon gerceklestirilir ve réstriksiyon fragmentleri
" belirlenir [65].

Izozimler ve morfolojik karakterlere benzer olarak RFLP, bitki
materyallerinin belirlenmesinde genis bir sekilde kullamlmaktadir. Ustelik RFLP,
bireyler arasindaki iligkiyi belirlemeye yOnelik DNA seviyesinde direkt olarak
¢alisma avantaji sunar [66,72-74]. RFLP analizi dogrudan dizi analizine gore daha
basit ve ucuz olmakla birlikte, dizinin nasil evrimlestigi ile ilgili daha az bilgi verir
[70]. Aynca, polimorfizmin belirlenmesi i¢in radyoizotoplarin kullanimi ve
‘sonuglarin alinmasmin uzun siire gerektirmesi, RFLP analizinin en 6nemli
dezavantajlarindandir.  RFLP analizi, biiyik miktarda (2-10 pg) saf DNA
gerektirmektedir. Laboratuvar ve materyal masraflari, bitki gen kaynaklarmin
karakterizasyonunda RFLP’nin kullantlmasim sinirlandirmaktadir [66].  Ayrica,
radyoizotop kullamim zorunlulugu, DNA blotlama ile ilgili laboratuvar ekipmam ve
bityiik miktarda DNA gerektirdiginden, uygulamas: oldukga zor bir tekniktir [75].



1.5.2 AFLP (Cogaltilmis Parca Polimorfizmi)

AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism) teknigi, RFLP ve RAPD
tekniklerinin bazi dezavantajlarini gidermek amaciyla 1993 yilinda gelistirilmistir
[76,77). Cogaltilmig par¢a polimorfizmi, RFLP tekniginde oldugu gibi restriksiyon
enzimleri ile kesilmis DNA fragmentlerinin selektif gogaltimina dayanir [78].

AFLP teknifi uygulanirken; genomik DNA seyrek ve sik kesim yapan iki
ayr restriksiyon endoniikleazla kesilir. Restriksiyon bolgelerinde genomik DNA’nin
uglarina iki 6zel adaptor baglamr. On segilmis cogaltma ve bunu izleyen segilmis
PZR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu) cofaltmasi gergeklestirilir ve olusan bantlar
poliakrilamid jel elektroforezinde g6zlemlenir [77].

Keygene tarafindan gelistirilen AFLP teknigi, bitki ve hayvan 1slahy, tibbi tan:
ve adli tip aragtirmalarim igeren birgok alanda kullamilan oldukea yiiksek duyarhiliga
sahip bir DNA parmak izi teknigidir [79]. Ayrica, filogenetik sistematik, populasyon
genetigi ve yakin akraba tiirleri ayirmada kullanilan giivenilir ve tekrarlanabilir bir
metottur [80-82]. Bunun yamsira, bitki ve bakterilerin genetik haritalarinin
diizenlenmesinde, tiirler arasindaki genetik farkliligin analizinde ve lokal genetik
haritalarin olusturulmasinda da kullaniimaktadir [83].

Bu metodun anahtar ozellifi, genom iizerinde rastgele dagihm gosteren
birgok farkli DNA bolgesinin e§ zamanli taramasini yapabilmesidir. Dezavantajlar:
ise homolog allellerin teshisini zorlastirmasi ile metodun saf ve yiiksek molektiler

agirhikta DNA’ya gereksinim duymasidir [83].

1.5.3 SSR (Basit Dizi Tekrari, Mikrosatellit)

SSR (Simple Sequence Repeat) teknigi, restriksiyon enzimieri ile DNA’nin
kesilmesi, DNA fragmentlerin ayrilmasi, fragmentlerin naylon membrana transferi
ve genomik dizinin goriiniir hale gelmesi i¢in igaretlenmis mikrosatellit problarinin

hibridizasyonu seklinde gergeklestirilir [84].



Mikrosatellitler, biyiiklikleri 1-6 baz cifti (bp: base pair) arasinda degisen
rastgele tekrarh DNA dizileridir ve mikrosatellit varyasyonu, tekrarlarin sayisindaki
farkliliklara baglidir. Farkli bitki ve hayvan ftiirleri, genomlarinda mikrosatellit

varyasyonunun farkh dagilimlarini gostermektedirler [85].

Bu yontem, organizmalann genetik dizisi ile ilgili 6n bilgi gerektirdiginden,
pek ¢ok tiir igin mikrosatellit veri tabam olugturulmaya caligilmaktadir [86]. Simdiye
kadar bitki tiirlerinde smirl: sayida mikrosatellit markeri bulunmustur [85].

1.5.4 SSCP (Tek Zincir Konformasyon Polimorfizmi)

SSCP (Single Stand Conformational Polymorphism) teknigi, 1000 bp’den
daha fazla bﬁyﬁldﬁkfeki tiim parcanin niikleotid dizisindeki degisimleri belirlemeyi
saglayan bir yontemdir. SSCP iki sekilde uygulamr; birinci yontemde DNA
restriksiyon enzimleri ile kesilir ve konformasyonuna gére aynilmas: igin jelde
yiritiilir.  Jel, Southern Blot yapilir ve spesifik fragment hibridizasyon igin prob
olarak kullamlir. ikinci yontemde ise konformasyonel jelde yiiriitiilen spesifik parca
PZR ile gogaltilir [85].

1.5.5 RAPD (Rastgele Cogaltilmis Polimorfik DNA)

RAPD (Randomly Amplified Polymorphic DNA) teknigi, ilk defa 1990
yilinda Williams ve arkadaglan tarafindan uygulanan, Polimeraz Zincir Reaksiyonu
(PZR)’nu temel alan, rastgele segilmis primerlerin kullamldif: bir metottur [73].
Aym yillarda Welsh ve McClelland yirmi nitkleotid uzunlugunda primer
gelistirdikleri benzer Bir yontemi rastgele primerli polimeraz zincir reaksiyonu, AP-
PCR (Arbitrarily Primed PCR) olarak isimlendirilmiglerdir [87]. Bu metotla aym
temele dayanan, ancak farkli olarak daha kisa primerlerle daha kompleks DNA
parmak izi profili elde edilen bir yontem de 1991 yilinda Caetano-Anolles ve
arkadaglari tarafindan DAF (DNA Amplification Fingerprinting) olarak
yaymlanmstir. Bu uygulamalarda rastgele dizili primerlerin uzunluklan,



amplifikasyon sartlari ve goriintiileme metodu standart PZR sartlarindan farklidir
[88,89].

Polimeraz zincir reaksiyonu, Cetus Sirketi’nden bir grup bilim adaminca
1984 yilinda, in vivo kosullar yerine in vitro kosullarda geligtirilen bir DNA
amplifikasyon prosediiriidiir. Bu metotla basit enzimatik reaksiyonlarla kompleks
DNA 6meginden qbk miktarda spesifik DNA fragmentleri tretilir {90-95]. PZR
hiicresiz gen amplifikasyonu, niikleik asitlerin klonlanmasi, analiz edilmesi ve

modifikasyonundaki birgok standart prosediirii kolaylagtrmugtir [95].

PZR segicilik, hassaslik ve hiz olmak iizere ii¢ 6zellik ile karakterize edilir
[90,92-94]. Geleneksel klonlama yontemi ile saf DNA fragmentlerinin kompleks
genomdan elde edilmesi aylara varan uzun siireler gerektirir. Bu metotta, tek zincirli
kalip sekanstan spesifik DNA fragmenti sentezi igin DNA polimeraz ve iki
oligoniikleotid primer kullamlir.  Standart klonlama ve molekiiler biyoloji
analizlerinde aligilmis milyonlarca molekiil ihtiyacina karsin, PZR az miktarda
baglangic materyaline gereksinim duyar [90,92-94]. DNA saflagtiriimasinda birgok
uygulama kullanilmasina kargin, PZR ham hiicre lizatindan bile gok iyi 6rnekler verir
[94].

PZR, bir seri reaksiyon dongiisiinden olusur [90-95] (Sekil 1.2). Her bir
déngii (1) hedef niikleik asitin tek zincirini (kalip DNA) veren denatiirasyon
basamagyla baglar. (2) Bunu takip eden annealing (baglanma) basamag: sirasinda,
serbest 3'-OH ucu tagtyan tek zincirli bir oligoniikleotid olan primer, komplementeri
olan kalip DNA sekansina baglamr. (3) Sonunda da her bir primer hedef bolgedeki
DNA polimeraz aktivitesiyle uzar (extension). Bu li¢ basamakl dongii yeterli
“miktarda iirlin elde edilinceye kadar tekrarlamr.

PZR ve RAPD reaksiyonlarinin gematik goriiniimii Sekil 1.2 ve Sekil 1.3’de
verilmektedir.
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Sekil 1.2 Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) [96]
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Sekil 1.3 RAPD Reaksiyonu [97]



Sekil 1.3%lin Agiklamasi

Reaksiyon 1 ve Reaksiyon 2’de birer tane primer ve iki farkli kalip DNA
kullanilmigtir.  Oklar reaksiyona katilmig olan aym diziye sahip primerlerin
kopyalarim gostermektedir. Oklarin yonii ise DNA sentez yoniinii belirlemektedir.

Sayilar, kalip DNA’da primerlerin baglanma bélgelerini g6stermektedir.

Reaksiyon 1’de 2 ve 5 pozisyonlanina baglanan primerler arasindaki DNA
dizisinin ¢ogaltilmasiyla tiriin A, 3 ve 6 pozisyonlarina baglanan primerler arasindaki
DNA dizisinin ¢ogaltilmasiyla iiriin B olugsmaktadir. Reaksiyon 2’de sadece 3 ve 6
pozisyonlann -arasindaki bolgedeki DNA dizisinin g¢ofaltilmasiyla Grin B
olugmaktadir, Reaksiyon 1 ve reaksiyon 2’ye eklenen primerlerin tiimiinden PCR

sonucu bant elde edilemez. Elde edilebilen bantlar agaroz jelde gériintilenmektedir.



istenilen bir DNA bélgesini gogaltmak igin bilinmesi gereken ilk sey, hedef
DNA bolgesinin her iki ucunun nikleotid dizilerinin ne oldugudur. Boylelikle, DNA
sentezinde DNA polimerazin senteze baglayacagi noktayr belirlemede kullamlan,
reaksiyon igin gerekli uygun primerler (6ncii DNA molekiilleri) sentezlenir.
Primerler, DNA polimerazin senteze baglamasi i¢in ihtiyag duydugu serbest 3'-OH
grubu tagiyan, 20-30 niikleotitten olugmus kisa oligoniikleotidlerdir.

PZR’nun ilk basamagi, DNA iplik¢iklerini ayirmak yani depatiire etmektir.
Bu islem ortalama 94-95 °C’de PZR karnigimindaki iplik¢iklerin birbirinden tamamen
ayrilmas: saglanincaya kadar gergeklestirilir. Boylece primerlerin baglanmasi igin

komplementer alanlarin agtlmasi saglanmig olur.

Reaksiyonun ikinci basamagi primerlerin baglanmasidir. Primerlerin kalip
DNA’ya baglanabilmesi (hibritlesme) icin sicakhlk 40-60 °C’ye [baglanma
(annealing) sicaklifi] kadar digiiriiliir. Primer baglanma sicakligi, PZR’nun
basanisinda 6nemli bir parametredir. Her bir oligoniikleotid igin karakteristik olan
baglanma sicakhifinin belirlenmesinde, oligoniikleotidin uzunlugu ve reaksiyon
tamponunun iyohik giicii kadar, primerin baz kompozisyonu da 6nemlidir. PZR
kangiminda bulunan 5'-3' ve 3'-5' yonuindeki iki primer, denatiirasyon sonras:
birbirinden aynlan iplik¢iklerdeki kendi alanlarina spesifik olarak baglanir.
Baglanma sicakhifimn ¢ok  yiksek oldugu durumlarda primer baglanmas
sekillenmezken, sicakhifin ¢ok diigitk oldugu durumlarda da primerler yanliy yerlere
baglanabilir veya primer dimerleri olugabilirr Bunun igin optimal baglanma

sicaklifinin belirlenmesi gereklidir.

Reaksiyonun Uglincii basamag, primer uzamasidir. Primerlerin uzamasi
(extension) igin kullamilan enzim, sicak su kaplicalarinda yasayan Thermus aquaticus
bakterisinden izole edilen DNA polimeraz I enzimidir. “Taq DNA polimeraz” ad1
verilen bu enzim, PZR swasinda DNA yiiksek sicaklik derecesinde denatiire
edildifinde bozulmadan kalr.  Hibritlesme sonrasmnda sicaklik 7ag DNA
polimerazin optimal ¢aligma sicaklifi olan 72 °C’ye gikanlarak ortamda bulunan
dNTP’lerin yardimiyla 7ag DNA polimerazin kalip DNA’min yeni zncirini

sentezlemesi saglamir. 7aq DNA polimeraz enzimi 5'-3' yoniinde aktivite gostererek,



primerlerin 3' uglarindan baglamak tizere ortamdaki niikleotidleri de kullanarak hedef
DNA diziliminin bir kopyasim yapar. Reaksiyon 1s1s1 tekrar yiikseltilerek son uzama
sicakhifi 94 °C’ye ¢ikarlir,

Denatiirasyon-primer baglanmasi-sentez bir dongiidiir ve bunun sonucunda
mevcut DNA iki katina ¢ikar. Etkin bir DNA amplifikasyonu igin gerekli olan
déngii sayis: genellikle 25-40 arasindadir [98]. Ancak, dongii sayisindaki artigla
birlikte daha fazla sayida farkli yapilarin (6rnegin degerlendirilemeyen iiriinler gibi)
meydana gelme olasilift artar [99]. PZR iirtinleri genellikle jel elektroforezi ile
analiz edilir. Elektroforezden sonra etidyum bromid ile boyanarak elde edilen DNA
bantlar: kolaylikla ckunabilir.

RAPD amplifikasyon prosediirii, esnek kosullar altinda, rastgele bir primerle
baslatilan genomik bir kalibin analizine dayali bir PZR reaksiyonudur [73,87].
Yontemin temel standartlan PZR’da oldugu gibidir. Ancak, kullanilan DNA
kaynag, ilgili tiire ait olan genomik DNA’dir. Ayrica PZR’ dan farkli olarak RAPD
tekniginde rastgele segilmis 9-10 bp uzunlugunda tek bir oligoniikleotid primer
kullanilir ve bu primer diigiik baglanma sicaklifinda kalip DNA’daki komplementer
dizili bolgelere baglamr. Bu profil, primer ile kahp DNA arasindaki niikleotid
dizisinin homolojisine baghdir. Elde edilen gok sayida amplifikasyon iiriinii agaroz
jel elektroforezinde aynlir ve EtBr (Etidyum bromiir) boyamas1 ile UV iliiminatorde
gozlenir. Kalip DNA sonuglarinda mevcut olan veya olmayan bantlar, primer
baglanma bolgelerinin degismesi nedeni ile agiBa ¢ikan niikleotidler arasindaki
cesitlilifi ortaya koyar. Ayrica, primer baglanma yerleri arasinda yer alan
insersiyonlar ya da delesyonlar da goriilebilir [73,87].

RAPD primerleri genomda kendisine komplementer olan bélgelerle eslegirler.
Farkh genomlar karsilagtinldifinda, aralarinda niikleotid farkhliklan ‘varsa., primer
baglanma yeri degisebilir. Bu yiizden amplifiye edilen DNA pargalarinin uzunluklar:
farkhh olmakta ve elektroforez yapildifinda, bu polimorfizm, ilgili lokusta bandin
bulunmasi veya bulunmamas: seklinde ortaya ¢ikmaktadir. Ayni anda genomun ¢ok
sayida farkh bolgesinde amplifikasyon olduu igin, olusan bant kalibindan allelleri
ayirmak miimkiin degildir. Bu yiizden RAPD belirtecleri dominant 6zelliktedir [89].



RAPD tekniginin reaksiyon kosullann son derece hassastir. Metodun
givenilirligini ve tekrarlanabilirligini etkileyen ¢ok sayida farkli parametre vardir
[73,87,100-104]. Kullanilan kalip DNA’nin  konsantrasyonu en &nemli
degiskenlerden biridir [105-107]. Ayrica, primer konsantrasyonu [73,108]; MgCl,
konsantrasyonu [109,110]; DNA polimeraz enzimi konsantrasyonu [100,102,111];
baglanma sicakhfs [67]; erime ve baglanma sicakliklart arasindaki gegis {112] ve
denatiirasyon, baglanma, uzama zamanlari [113] da reaksiyon sonucunda elde
edilecek iiriinleri etkiler. Bu parametrelerin ¢ogu birbirine bagli oldugu igin RAPD
tekniginin optimizasyonu oldukg¢a zordur. Bu yiizden, bir bandin varlig: ancak kesin
olarak belirlendikten sonra karsilagtirmada kullanilmalidir [87].

1.5.5.1 RAPD Tekniginin Avantaj ve Dezavantajlan
RAPD yonteminin avantajlarini §6yle siralayabiliriz:

1. RAPD yénteminin en énemli avantaji, aragtirilacak taksonun génonﬁk DNA
dizisi ile ilgili herhangi bir 6n bilgi gerektirmemesidir [69,73,87, 114].

2. Amplifikasyonda tek bir primer seti kullamlir ve bu oligoniikleotid, 6zgiin
bolgelere rastgele baglanarak cogaltma yapar [69,73,87,101]. Kullanilan
primerler, biitiin tiirler i¢in kullanilabilen evrensel primer setleridir [115].

3. Cogalacak DNA, primer ile kalip-r DNA arasindaki nﬁkleotid dizinin
homolojisine baglidir. Genomun kompleks yapisindan ¢ok fazla etkilenmez
[86].

4. Bu yontem sayesinde tek bir primerle dahi farkli organizmalarin
kargilastirilmasi miimkiindiir [116].

5. Kullamlan primer sayis: arttirildika elde edilen bant sayis1 da artacagindan,
yakan tiirleri ayirma konusunda birgok yéntemden daha duyarlidir [102]

6. RAPD teknigi, uygulanabilirlii nedeni ile pek ¢ok ornekte karakterize
edilebilir. Ayrica, radyoaktiviteye, blotting ve DNA hibridizasyonuna gerek
duyulmamaktadir [102,116].

7. Kullanimi hizhh ve kolaydir [‘102]. Kullanilan teghizat ve malzemeler, diZer
tekniklere gore daha ucuzdur [67,75, 117].



8. Otomasyona acik bir tekniktir [67,75,118].

9. Diger yontemlere gore reaksiyon bagmma daha az miktarda kalip DNA
gerektirir (1025 ng) [67, 117-120].

10. Polimorfizm derecesi oldukg¢a yiiksektir [72,117,119,121].

11. RFLP ve izozim analizlerinin aksine RAPD teknii kullamilarak, Mendel
kalttimina dayali genetik polimorfizm belirlenebilir [118].

12. DNA’ya dayali bir markir sistemi oldufu igin, gevresel varyasyonlardan,
morfolojik ve izozim markirlardan dogan problemleri ortadan kaldirmaktadir
[73,122, 123].

RAPD ydnteminin en Onemli dezavantaji, belirteglerinin dominant olmasi
sebebiyle heterozigotlar1 teshis etmenin zor olmasidir [102]. Reaksiyon birgok
hassas degiskenle birbirine bagh olduBu igin, elde edilen verilerin tekrarlanabilirligi
dugiiktar [103,104]

1.5.5.2 RAPD Tekniginin Uygulama Alanlar

RAPD teknigi sadeligi, kullanighlifi ve getirdifi diger pek c¢ok avantaj
nedeniyle biyiik ilgi gérmiis ve gok sayida aragtirmaci grup tarafindan kullanilmaya
baglanmigtr. RAPD yontemi, polimbrﬁzm sayisinin sinirsizlift nedeni ile ¢ok
sayida karakterin belirlenmesine olanak saglamaktadir. RAPD belirtegleri; genetik
haritalanin yapimi, populasyon yapisinin genetik analizi, bireylerin parmak izi, ayurt
edici dzelliklerin haritasinin yapimi, genomun o6zel bolgesi i¢in hedef belirteg
belirlemesi gibi degisik alanlarda basanli bir sekilde kullamlmaktadir. Aym
zamanda, ekoloji ve populasyon biyolojisinde de yaygin kullanim alam bulmaktadir
[100].

RAPD metodu prokarydtik ve okaryotik tirler gibi pek ¢ok farkli yapmin
DNA parmak izini belirlemek amaciyla yaygin bir gekilde kullamlmaktadir.
Belirlenen parmak izleri, genotipin belirlenmesi, genom yapistmin aragtirilmasi,
prenetal tami, ebeveyn belirleme, kiiltir ve wk belirlenmesi, adli tip, klinik tani,

evrimsel sorunlar, populasyon biyolojisi, salginlar ve ekoloji gibi alanlarda yogun bir



sekilde kullanilmaktadir [100]. Ayrica bu yontem, klinik mikrobiyolojide, 6zellikle
ayirt edilmesi ¢ok zor olan alt tiirlerin belirlenmesinde kullanilir [124].

RAPD metodunun bitkiler igin son derece genig bir kullanim alami vardir.
Botanikte, pek ¢ok tiir igin bilgi verici sistemlere gereksinim duyuldugundan,
dzellikle genetik varyasyon ¢aligmalarinda bagvurulan bir ydntemdir [100]. Tirlerin
genetik haritalarinin hazirlanmasinda bazen tek bagina, bazen de RFLP, AFLP ve
Mikrosatellit gibi dier tekniklerle birlikte kullanilmaktadir [81].

1.6 Cahsmanin Kapsami, Amaci ve Onemi

Tiirkiye, jeolojik ve jeomorfolojik cesitlilie, degisik iklim wve toprak
tiplerine, zengin su kaynaklarina (deniz, gol, akarsu) ve biiyiik yiikseklik farklar
nedeniyle ¢ok g¢egitli yagam alanlarina sahip bir iilkedir. Bunlara ilave olarak, Asya
ve Avrupa kitalar1 arasmda bir gecgit olusturdugu ve ii¢ farkh bitki cografyas:
bolgesinin ge¢is alaninda bulundugu igin son derece zengin floristik bir yapiya
sahiptir. Avrupa kitasinn tamaminda 12 bin civarinda dogal bitki tiirii bulunurken,
yuzolgimi itibariyle bu kitanin neredeyse 1/5°i kadar biyiklikte olan Tirkiye
floras: 10 binin {izerinde tiir ve tiir alt1 takson ile temsil edilmektedir. Tirkiye’nin bu
Afloristik 6zellikleri, faunistik 6zellikleri ile bir arada degerlendirildigindé bir kita
ozelligi gosterdigi dikkati cekmektedir [125].

Ulkemiz bu egsiz flora zenginligine ragmen maalesef yasal bosluklarin da
etkisiyle dogal bitkilerini ciddi anlamda koruyamamaktadir. Buna kargilik 6zellikle
Avrupa Birligi iilkeleri ve Amerika basta olmak iizere diinyanm birgok iilkesinde
bitkilerin korunmasina yonelik c¢aligmalarin son yillarda biiyilkk 6nem kazandig:
dikkati gekmektedir [126-129]. Bir cofrafi bolgedeki (iilkke veya kita) biyolojik
gesitlilifin ortaya konulmas: ne kadar énemli ise, bir tiire ait genetik" cesitliligin
belirlenmesi sonucunda geligtirilen koruma straiejilerinin yardimiyla bu biyolojik

cesitlilifin korunmasi da en azindan onun kadar 6nem tasimaktadir.



Bu ¢aligmanin iki amaci bulunmaktadir; birincisi, Tiirkiye’de zarar gérebilir
(vulnerable) kategorideki [14] bitkilerden birisi olan L. candidum’un Balikesir
cevresinde dogal yayihig gosterdigi 5 farkli lokalitedeki populasyonlarinin genetik
cesitliliginin arastmlmasidir. Ikinci amaci ise, elde edilen veriler 1s1ginda taksonun

korunmasina yonelik stratejilerin geligtirilmesidir.

L. candidum gibi ekonomik 6neme sahip ve sofanli oldugu i¢in dogadan
kolaylikla sokiilebilen bitkilerin korunmasina yonelik ¢aligmalara farkli bir bakig
acist kazandirmak icin yeni geligtirilen molekiiler biyoloji tekniklerden yararlanmak,
taksonun koruma stratejilerinin belirlenmesi bakimindan biiyilk dnem tagtmaktadir.
Balikesir’in ve ozellikle Universitemizin simgesi konumdaki ve tikkenme
tehlikesindeki bu bitkinin dogadan yok olup gitmesinin engellenmesi de son derece

dnemlidir.

Bu calismada Tirkiye’de bugiine degin kullamlan klasik ekolojik
caligmalardan farkli olarak bir molekiiler biyoloji tekniji olan RAPD (Random
Amplified Polymorphic DNA) Teknigi kullamImistir. RAPD Teknigi son yillarda
diinyada molekiiler taksonomi, molekiiller genetik (populasyon genetigi) ve
molekiiler ekoloji (koruma ekolojisi) alanlarinda ¢ok sik kullanilan teknikler
arasinda yer almaktadir [73,130-152]. Bu nedenle bu galigma, iilkemizde tiikenme
tehdidindeki taksonlarin klasik koruma tedbirleriyle korunmalarina alternatif olarak,
bir taksonun genetik yapisinin ortaya konulduktan sonra in situ koruma gerektiren
lokalitelerin var olup olmadifinin belirlenmesi gibi bazi 6nemli ipuglarini da
verebilecek bir galigma ozelligi tapimaktadir.



2. MATERYAL VE METOT
2.1 MATERYAL
2.1.1 Kullamlan Kimyasallar

Bu caligmada kullamlan kimyasallar, Sigma, MBI Fermentas, TaKaRa ve

Riedel firmalarindan temin edilmigtir.

2.1.2 Kullanmilan Cozeltiler

2.1.2.1 gDNA izolasyonunda Kullamilan Cézeltiler

Genomik DNA (gDNA) izolasyonunda kullamlan tiim c¢oézeltiler ve
tamponlar, Bio Basic firmasina ait Spin Column Genomic DNA Isolation Kit (For

Plant)’den saglanmigtir. Bu kit iginde yer alan ve gDNA izolasyonunda kullanilan
¢ozeltiler ve tamponlar Tablo 2.1°de goriilmektedir.

Tablo 2.1 gDNA izolasyonunda Kullanilan Cézeltiler ve Tamponlar

PCL Cozeltisi
PP Cozeltisi
PB Cozeltisi
Eliisyon Tamponu
Yikama Cozeltisi
Riboniikleaz A (10 mg/ml)




2.1.2.2 Agaroz Jel Elektroforezinde Kullanilan Cozeltiler
Agaroz jel elektroforezinde kullamlan TBE ¢6zeltisi BioBasic firmasindan,
yiikleme boyasi ve DNA standardi MBI Fermentas firmasindan saglanmigtir. Bu

¢ozeltiler ve kompozisyonlan: Tablo 2.2°de verilmisgtir.

Tablo 2.2 Agaroz Jel Elektroforezinde Kullamlan Cozeltiler ve Kompozisyonlari

Cozelti ' Kompozisyonu
0,89 M Tris Base
TBE (10X) 0,89 M Borate
0,02 MEDTA

10 mM Tris-HCI (pH=7,6)

%0,03 Bromfenol blue
Yiikleme Boyasi %0.03 Ksilen siyanol FF
%60 Gliserol
60 mM EDTA
DNA Standard 0,1 ug/pl

2.1.2.3 RAPD-PCR Reaksiyonunda Kullanilan Cozeltiler

RAPD-PCR reaksiyonunda kullamlan cozeltiler ve enzimler, TaKaRa
firmasina ait Taq PCR Core Kit’ten saglanmgtir. Bu kit i¢cinde yer alan ¢ozeltiler ve

enzimler Tablo 2.3°de verilmektedir.



Table 2.3 RAPD-PCR Reaksiyonunda Kullanilan Cozeltiler ve Enzimler

10X PCR Tamponu (Mg free)
25 mM MgCl,
dNTP Karnigimi (her biri 2,5 mM)
Taq Polimeraz Enzimi (5 iinite/pl)

2.1.3 RAPD-PCR Reaksiyonunda Kullamlan Primerler
Bu galigmada kullanilan primerler, son konsantrasyonlari1 50 nmol olacak
sekilde sulandirilmigtir. Kullanilan primerlerin niikleotid dizileri Tablo 2.4°de

verilmektedir.

Tablo 2.4 RAPD-PCR Reaksiyonunda Kullanilan Primerler ve Niikleotid Dizileri

Primer Niikleot'id Pizileri Tn Degerleri
(5'-3")
OPA-13 CAGCACCCAC 34°C
OPA-10 GTGATCGCAG 32°C
OPA-12 TCGGCGATAG 32°C
OPB-12 CCTTGACGCA 32°C
OPC-11 AAA GCTGCG G 32°C
OPC-02 GTGAGGCGTC 34°C

2.1.4 Bitki Materyali

Bu g¢aligmanin materyalini olusturan L. candidum’un dogal olarak yayilis
gosterdigi lokaliteleri belirlemek amaci ile 6nce aragtirma boélgesinde birkag defa
arazi 6n inceleme gezisi yapilmi§, daha sonra ise gesitli tarihlerde gergeklestirilen

arazi ¢aligmalan ile populasyonlan temsil eden yeterli miktarlarda yaprak omekleri



toplanmigtir. Segilen yaprak orneklerinin bdcek yenigi olmayan, saglikli ve taze

Ornekler olmasina dikkat edilmistir.

Aragtirma bolgesinin haritalar1 Sekil 2.1 ve Sekil 2.2°de gorillmektedir.
Balikesir gevresinden toplanan L. candidum o6mekleri araziden toplandiklart giin
iginde, di§ grup olarak Kusadasi (Aydin)’ndan toplanan 6rnekler ise silika jel iginde
serin bir ortamda muhafaza edilecek gekilde ertesi giin laboratuvara getirilmistir.
Ornekler laboratuvarda distile su ile temizlenip yiizey sular havada kurutulmus ve
kilitli posetler i¢inde paketlenip etiketlenerek genomik DNA izolasyonu yapilincaya
kadar tazeliklerini koruyabilecekleri -80 °C’de derin dondurucuda korumaya
alinmigtir. Bu ¢aligmada kullamlan bitki materyallerinin toplandig: lokaliteler,

koordinatlar ve toplanma tarihieri Tablo 2.5’de goriilmektedir.

Tablo 2.5 L. candidum’un toplandig1 lokaliteler, koordinatlar ve toplanma tarihleri

Lokalite Koordinatlar Toplandi1§) Tarih

N 39° 37

Nusret (Kepsut) 05.06.2004
EO 28° 10'
N 39° 46'

Sabla Yataklar: (Kepsut) 13.05.2004
EO 28° 13’
N 39° 45

Karakuz Mevkii (Kepsut) 13.05.2004
EO 28° 13'
N 39° 42

Kegidere (Kepsut) 19.06.2004
EO 28° 12'
N 39° 38

Kasik¢1 Tepesi (Edremit) 24.05.2004
EO 26° 58'
N 37° 41

Samsun Dagt (Kusadasi) 12.12.2004
EO 27° 13'
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2.1.5 Kullanilan Arac ve Gerecler

Bu ¢alismada kullanilan ara¢ ve gereglerin marka ve modelleri Tablo 2.6’da

verilmigtir.

Tablo 2.6 Kullamlan Arag-Gerecler, Marka ve Modelleri

Kullanilan Arac ve Gerecler Marka ve Modeli
- 86 °C Ultra Derin Dondurucu Thermo Forma ULT Freezer
- 80 °C Ultra Derin Dondurucu Sanyo Ultra Low MDF-U3086S
- 25 °C Derin Dondurucu Ugur Derin Dondurucu UDD 400-BK
Buzdolab1 Argelik 5005 NF No-Frost
Buz Makinesi Fiocchetti AF 10
Saf Su Cihazi Comecta SA Destilation 31
Hassas Terazi Sartorius BL 2105
Vorteks Elektromag M16
Vorteks Velp zx’
Otoklav Hirayama HiClave HV-85
Otoklav Niive OT 020
Elektroforez (Mini ve midi) Minicell Pro EC330,Midicell Pro EC320
Elektroforez Giig Kaynagi Consort E132
Isiticil: Blok FALC TD150 P2 Thermoblock
Istticihi Blok Major Science MD-02N-220
Thermal Cycler Techne Progene Ver PGN01V24-B
UV Transiliiminat6r UVP GelDoc-It Imaging System
UV Visible Spektrometre UNICAM Hehios
Ultra Santrifiij Hettich EBA 12R
Ultra Santrifiyj Hettich Mikro 120
Pastor Firim Niive EN 500
Azot Tank: Thermo 8037
Sicak Su Banyosu Elektromag M961
Mikrodalga Firin Argelik Intellowave
Mikropipet Takimi Eppendorf (0,5-10 ul,10-100 ul,100-1000 ul)




2.2 METOT
2.2.1 Bitki Orneklerinin Toplanmas .

Bitki populasyonlarinin  6mneklenmesi, “Rastgele Ornekleme” veya
“Sistematik Ornekleme” yéntemlerinden birisi tercih edilerek yapilabilir [153]. Bu
¢alismada rastgele ornekleme yolu ile toplanan bitki bireyleri arasinda 5-10 m.

mesafe bulunmasina dikkat edilmistir.

2.2.2 Kullanilan Cam Malzeme ve Plastik Malzemenin Hazirlanmas:

Bu c¢aligmada kullamlan pipet uglan, eppendorf tipleri, santrifiij tiipleri,
¢ozeltiler, cam malzemeler ve 1siya dayamkl diger malzemeler caligmaya
baglamadan 6nce 121 °C’de 20 dakika siireyle 1 atmosfer basingta otoklavlanarak
steril edilmislerdir.

2.2.3 Genomik DNA (gDNA) izolasyonu

Molekiiler ¢aligmalar i¢in kullanilacak DNA’mn safligi son derece énemlidir.
Bu sebeple son yillarda ¢ok gegitli izolasyon yontemleri geligtirilmigtir. Bitkilerin
kimyasal kompozisyonlarindaki farkliliklar, yeni protokollerin ortaya ¢ikmasina ya
da var olan yontemlerde birtakim degisikliklere gidilmesine neden olmustur. Farkh
metotlarla yapilan izolasyonlarda, elde edilen DNA miktanmin diisiik olmasi,
DNA’nin kinlmas: ya da sekonder metabolitler tarafindan kirlenmis olmas: gibi
sorunlar ortadan kaldirilmaya ¢aligiimaktadir.

DNA izolasyonunda yaygin olarak, Dellaporta ve ark. tarafindan gelistirilen
[154] metot, CTAB metodu [155] ve bu metotlain modifikasyonlari
kullanilmaktadir. Bu metotlarla bitkilerden DNA ekstraksiyonu genellikle su
agamalaria gerceklestirilir: (1) Hicre duvarinin, kuru buz veya sivi nitrojen

varliginda, bir havan igerisinde mekanik olarak veya pargalayict enzimler



kullanilarak kimyasal olarak uzaklagtirilmasi, (2) genellikle sodium dodesyl sulfate
(SDS) veya cetyl trimetyl ammonium bromide (CTAB) gibi deterjanlar kullanilarak,
hiicre elemanlarinin salinmasi igin hiicre zarimin ortadan kaldirilmasi, (3) kloroform,
fenol, tuz konsantrasyonu, sezyum klorid gradienti veya CTAB kullamlarak
hiicredeki polisakkarit, protein ve diger bilesiklerin uzaklagtirilmasi, (4) bir
ekstraksiyon ¢ozeltisi ile DNA ve RNA’'mn ¢oktiiriilmesi ve (5) fenol kloroform
ekstraksiyonu ve etanol presipitasyonu [115,122].

DNA ekstraksiyonu sirasinda en ¢ok kargilagilan problem polisakkarit
kontaminasyonudur. Ciinkii polisakkaritler ve polimerazlarin da i¢inde bulundugu
birgok molekiil, enzimlerin aktivitesini inhibe etmektedir. Standart DNA
ekstraksiyon metotlan uygulanirken, polisakkarit ve diger kontaminantlardan
korunmak ve bunlari ortamdan uzaklagtirmak gereklidir. Ancak son yillarda
gelistirilen kitler daha hizli, ekonomik ve sorunsuz izolasyon imkani saglamaktadir.
Ayrica, fenol kloroform ekstraksiyonu ve etanol presipitasyonu gibi islemlere gerek
duyulmaksizin yiiksek miktarda ve saf DNA eldesine olanak saglamaktadir.

Bu galismada, 6 farkl lokaliteden toplanan 6rneklerden beger tanesi izolasyon
i¢in segilmigtir, gDNA izolasyonunda bitkinin bazal yapraklan kullanilmigtir.
Izolasyon yontemi olarak Bio Basic firmas: tarafindan tretilen Spin Column DNA
Isolation Kit (For Plant) se¢ilmis ve izolasyon iglemi sirasinda kitte verilen protokol
takip edilmigtir. Bu protokole gore genomik DNA ekstraksiyonu asagidaki gekilde
yapilmugtir:

1) Bitki dokusu porselen havan iginde sivi azotla toz haline getirildi. Toz
hale gelen doku 1,5 ml lik eppendorf tiipiine aktanldi. Ornegin erimesine izin
verilmeksizin acilen ikinci adima gegildi.

2) Toz hale getirilmig materyalin hacmi kontrol edildi ve esit hacimde PCL
(Plant Cell Lysis Solution) ilave edildi (yaklagik 150 pl).

3) Tup bir siire vortekslendi ve galkalandi. Daha sonra 65 °C’de 20 dakika
inkiibe edildi. Herhangi bir yigim1 uzaklagtirmak i¢in vortekslendi ya da pipetlendi.

4) 25 pl PP ¢ozeltisi eklendi. Iyice kanstirilds. Tip 15 dakika buzda tutuldu.



5) 4 °C’de 10000 rpm’de 5 dakika santrijiij yapildi. Temiz lizat Spin kolona
aktarilds

6) Spin kolona 300 pul PB tamponu eklendi. Karigim 3 dakika oda
sicakhiginda bekletildi. Tip ara sira ters yiiz edildi.

7) 4 °C’ de 4000 rpm’de 2 dakika santrifuj yapilds.

8) Koleksiyon tiipiinde biriken kisim uzaklagtinildi. 500 pl yikama gozeltisi
ilave edildi ve 8000 rpm’de 1 dakika santrifiijlendi.

9) Sekizinci adimdaki yikama iglemi tekrarland:.

10) Koleksiyon tipiinde biriken kisim uzaklagtirildi. Yikama g¢ozeltisinin
kalan kismini da uzaklagtirmak igin 10000 rpm’de 1 dakika daha santriftij yapild:.

11) Kolon 1,5 ml lik temiz eppendorfa yerlestirildi. Kolonun merkez bolgesi
igine 30-50 ul eliisyon tamponu ilave edildi. Oda sicakhiginda 2 veya 3 dakika
inktibe edildi.

12) 10000 rpm’de 1 dakika santrifiijlenen kolondan DNA aynldi.

Izole edilen gDNA, kullamlacag: zamana kadar -25 °C’de derin dondurucuda

koruma altina alinmugtir.

2.2.4 Agaroz Jel Elektroforezi

Izole edilen genomik DNA’larin gozlemlenmesi igin % 1°lik agaroz jel
elektroforezi yapilmigtir. Agaroz jel hazirlamirken; 0,5 gram agaroz tartilmig ve 50
ml 0,5 x TBE (pH=8) tamponu iginde mikrodalga firinda sitilarak ¢oziilmiigtiir.
Karigim 60 °C’ye kadar sogutularak igerisine EtBr ilave edilmistir. Onceden taraklari
yerlestirilmis olan kasete dokiilmiis ve polimerlesmesi beklenmistir.  Jel
polimerlegtikten sonra kasetten taraklar gekilerek ¢ikartumistir. Hazirlanan jel,
elektroforez tankina yerlestirilmis ve tizeri kaplanincaya kadar 0,5 x TBE tamponu

ile doldurulmusgtur.

5 ul dH20, 5pl! 6rnek DNA ve 3 ul yikleme boyas:1 kangtinlarak jelde
olusturulan kuyulara otomatik pipet yardim ile yiklenmistir. Ik kuyucuga
molekiiler biiyiikligi belli olan bir DNA standard: yiiklenmigtir. Ornekler 80 voltta



yaklagtk 1 saat yiritalmigtir.  Elektroforez sonucunda olusan bantlar UV

transilliiminatérde g6ézlenmis ve fotograflan ¢ekilmigtir.

2.2.5 DNA Miktar Tayini

Izole edilen genomik DNA’larin UV spektrometrede 260 nm ve 280 nm dalga
boyundaki absorbsiyon degerleri olgilmustir. Olgiim islemi kuvars kivetlerle
yapilmigtir. Spektrometrik sonuglara goére ¢ift zincirli DNA molekiiliiniin miktar
tayini, agagidaki formiile gére hesaplanmigtir:

Cpna = OD x 50 x Seyreltme katsayist
DNA’nin saflig1 ise, ODagp / OD2go oram ile hesaplanmigtir. Saf DNA igin bu
deger 1,8°dir.

2.2.6 RAPD-PCR

Bu caliygmada Williams ve ark. tarafindan gelistirilen RAPD-PCR yontemi
kullanslmagtir [73]. Bitkiden izole edilen saf genomik DNA kullanilarak yapilan
RAPD-PCR kosullar1 toplam hacim 25 pl olacak sekilde Tablo 2.7°deki gibi

diizenlenmigtir:

Tablo 2.7 RAPD-PCR Sartlari

Distile Su 13,35 ul -
Tampon 2,5 ul 10X
MgCl, 1,5 ul 1,7 mM
dNTP 5ul 2,5 mM (her biri)
Primer 1,5 pl 50 pmol/ ul
Taq Polimeraz 0,15 ul 0,75 unit
gDNA 1pl 50 ng
Toplam 25l -




RAPD-PCR reaksiyon doéngii kosullari ise Tablo 2.8°deki gibi

diizenlenmistir.
Tablo 2.8 RAPD-PCR Ddongii Kosullart

[ On Isitma 94 °C 1 dakika 1 devir
1. Basamak 94 °C 1 dakika
2. Basamak 36°C 1 dakika )

42 devir

3. Basamak 72°C 2 dakika
4. Basamak 72 °C 5 dakika 1 devir
5. Basamak 4°C 25 saat

RAPD-PCR kosullarinin tekrarlanabilirlifini kontrol etmek amaciyla,
orneklere ait amplifikasyonlar birbirinden bagimsiz olarak ¢ kez tekrar edilmigtir.
Uygulamada olas1 bir DNA kontaminasyonunu belirlemek amaciyla, her uygulama
ile birlikte genomik DNA icermeyen negatif kontroller kullamlmigtir. Bant
biiytikliiklerinin belirlenmesi amaciyla, her gruba ait elektroforez iglemlerinde 1 kb
bityiikliigiinde DNA standard1 kullanilmigtir.

2.2.7 Verilerin Analizi

RAPD-PCR uygulamas: sonucunda elde edilen verilerin analizi POPGENE
Version 1.31 program: kullamlarak degerlendirilmistir.



3. BULGULAR

3.1 gDNA

Bu ¢aligmada DNA izolasyonu Bio Basic firmasi tarafindan iiretilen “Spin
Column Genomic DNA Isolation Kit” kullamlarak yapilmigtir. Sekil 3.1°de bu kite
ait protokole gore izole edilen DNA Orneklerinin agaroz jeldeki gorintiisi

verilmigtir,

3.2 RAPD Profilleri

Balikesir ¢evresindeki 5 ayr lokaliteden ve dig grup olarak segilen Kugadasi
(Aydin)’ndan toplanan bitki 6rneklerinden beser tanesinden genomik DNA
izolasyonu yapilmis, i¢lerinden miktart ve saflifi en yiiksek iiger tanesi RAPD-PCR
analizinde kullamilmak {izere secilmistir. Analiz i¢in 21 adet 10 bazlik primer
tesadifi olarak segilmigtir. Bu primerlerden elde edilen amplifikasyon iiriinleri
degerlendirmeye tabi tutulmus ve sadece 6 tanesinin tekrarlanabilir ve giivenilir PCR
triinleri verdigi tespit edilmistir. Bu primerlerin niikleotid dizileri Tablo 2.4’de
belirtilmigtir. Elde edilen amplifikasyon uriinleri % 1,5 oramindaki agaroz jel
elektroforezinde yiriitilmigtir. Sonuglar UV iliiminatérde incelenerek fotograflari
gekilmistir,

RAPD-PCR analizi sonucunda elde edilen amplifikasyon tiriinleri sirasiyla
Sekil 3.2 (OPA 13 Primeri), Sekil 3.3 (OPA 10 Primeri), Sekil 3.4 (OPC 11 Primeri),
Sekil 3.5 (OPA 12 Primeri), Sekil 3.6 (OPC 02 Primeri), Sekil 3.7 (OPB 12

Primeri)’de gosterilmektedir.
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Sekil 3.1 izole Edilen gDNA’larin Agaroz Jeldeki Goriiniimii

M. 1kb DNA marker

Hat 1-2-3. Kasik¢1 populasyonu

Hat 4-5-6. Sabla populasyonu

Hat 7-8-9. Karakuz populasyonu
Hat 10-11-12. Kusadas: populasyonu
Hat 13-14-15. Nusret populasyonu
Hat 16-17-18. Kegidere populasyonu
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Sekil 3.2 OPA 13 Primeri ile Elde Edilen RAPD Profili

M. 1 kb marker

Hat 1-2-3. Kagsik¢i populasyonu

Hat 4-5-6. Sabla populasyonu

Hat 7-8-9. Karakuz populasyonu
Hat 10-11-12. Kusadas: populasyonu
Hat 13-14-15. Nusret populasyonu
Hat 16-17-18. Kegidere populasyonu
K. Negatif Kontrol



M1 2 3 4567 8 9101112131415 16 1718K M

— 2000

— 1000
— 500
— 250

Sekil 3.3 OPA 10 Primeri ile Elde Edilen RAPD Profili

M. 1 kb marker

Hat 1-2-3. Kagik¢1 populasyonu

Hat 4-5-6. $abla populasyonu

Hat 7-8-9. Karakuz populasyonu
Hat 10-11-12. Kusadas: populasyonu
Hat 13-14-15. Nusret populasyonu
Hat 16-17-18. Kegidere populasyonu
K. Negatif Kontrol
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Sekil 3.4 OPC 11 Primeri ile Elde Edilen RAPD Profili

M. 1 kb marker

Hat 1-2-3. Kagik¢: populasyonu

Hat 4-5-6. Sabla populasyonu

Hat 7-8-9. Karakuz populasyonu
Hat 10-11-12. Kusadas: populasyonu
Hat 13-14-15. Nusret populasyonu
Hat 16-17-18. Kecidere populasyonu
K. Negatif Kontrol
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Sekil 3.5 OPA 12 Primeri ile Elde Edilen RAPD Profili

M. 1 kb marker

Hat 1-2-3. Kasik¢1 populasyonu

Hat 4-5-6. Sabla populasyonu

Hat 7-8-9. Karakuz populasyonu
Hat 10-11-12. Kusadasi populasyonu
Hat 13-14-15. Nusret populasyonu
Hat 16-17-18. Kegidere populasyonu
K. Negatif Kontrol



M12 3 4567 891011121314 15161718K M

— 2000

— 1000
— 30

Sekil 3.6 OPC 02 Primeri ile Elde Edilen RAPD Profili

M. 1 kb marker

Hat 1-2-3. Kagik¢1 populasyonu

Hat 4-5-6. Sabla populasyonu

Hat 7-8-9. Karakuz populasyonu
Hat 10-11-12. Kusadas: populasyonu
Hat 13-14-15. Nusret populasyonu
Hat 16-17-18. Kegidere populasyonu
K. Negatif Kontrol
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M. 1 kb marker

Hat 1-2-3. Kasik¢t populasyonu

Hat 4-5-6. Sabla populasyonu

Hat 7-8-9. Karakuz populasyonu
Hat 10-11-12. Kusadasi populasyonu
Hat 13-14-15. Nusret populasyonu
Hat 16-17-18. Kegidere populasyonu
K. Negatif Kontrol



3.3 Verilerin Analizi ve Degerlendirilmesi

RAPD-PCR sonuglannin analizinde, sonuglarin degerlendirilmesi g¢ekilen
fotograflar iizerinden yapimistir.  Amplifikasyon sonucunda olusan bantlarin
okunmasinda sadece kuvvetli bantlar degerlendirmeye alinmugtir. Veriler
toplanirken, bantlarin varligi (1), yoklugu ise (0) ile belirtilmigtir.  Elde edilen
verilerden olugturulan veri matrisleri Sekil 3.8°de gorilmektedir. Veri matrisi
bilgisayar ortamina aktarildiktan sonra POPGENE Version 1.31 programi
kullanilarak analizler gergeklestirilmigtir.

Analiz igin toplam 6 primer degerlendirilmig ve 47 karakter elde edilmistir.
Bunlardan 35 tanesinin yani % 74,47’sinin polimorfik oldugu belirlenmigtir.
Degerlendirmeye alinan primerlere ait ortalama bant sayilan ve polimorfik bant

sayilar1 Tablo 3.1°de verilmigtir.

Tablo 3.1 Primerlere Gore Olusan Bant Sayilan ve Polimorfizm Degerleri

Primer | Bant Sayis1 | Polimorfik Bant Sayisi
1{0PA13 7 5
2| OPA 10 11 7
3| OPA 12 7 5
4| 0OPC11 7 4
5| OPC 02 6 6
6 | OPB 12 9 8
Toplam 47 35




Kasiker
1101010 11011011110 1100000 1111100 111011 100000000

1101110 10111001100 1100000 1111101 111011 100010000 .

1111110 11111011110 1100000 1111101 110111 100000000

Sabla
1111110 10011011110 1100000 1111101 110111 100010000
1101010 10111011110 1100000 1110100 110111 100010100
1101010 10111011110 1100000 1611100 110011 100000000

Karakuz
0101011 10011111111 1100000 1111101 110011 100010100
0101011 10011011111 1100100 1111101 110111 100011111
0101011 10011011111 1100000 1110111 000111 100011111

Kusadas:
0101000 10101011111 1111111 1111101 110111 100111111
0101110 10001011111 1111111 1111101 110111 100110100
0101110 10001011111 1111111 1111111 111100 100010100

Nusret
0101110 10111111110 1100000 1111100 110100 111010110
0111110 10111111110 1100000 1111111 110100 110000000
0101110 10111111110 1100000 1111111 110100 111'111010

Kecidere
0111110 10111111111 1100000 1111111 110100 100010000
0111111 10111111111 1100000 1010101 110100111111111
0111111 1011111111011000001111111 110100111111111

Sekil 3.8 RAPD-PCR Analizinde Kullanilan Veri Matrisi



L. candidum igin incelenen alt1 farkli populasyonun polimorfizm oranlari
Tablo 3.2°de goriilmektedir.

Tablo 3.2 L. candidum Populasyonlarimin Polimorfizm Oranlari

Populasyon | Polimorfizm Oram (%)
Karakuz 21,28
Kecidere 25,53
Nusret 19,15
Kagike1 21,28
Sabla 1915
Kusadast . 23,40

Analiz sonucunda Nei, 1972 [156]’ye gore hesaplanan populasyonlar
arasindaki benzerlik indeksi Tablo 3.3°de goriilmektedir. Bu tabloda diagonalin {ist
tarafi genetik benzerligi, alt tarafi ise genetik benzemezligi ifade etmektedir.

Tablo 3.3 L. candidum PopUlasyonlén Arasindaki Benzerlik Indeksi

Kasikax Sabla Karakuz | Kusadasi | Nusret | Kecidere

Kasiker REITD 0.9546 | 0.8100 0.6963 0.8129 0.7502

Sabla 0.0464 okk 0.8478 0.7176 0.8233 0.7952

Karakuz | 02107, | 0.1651 *a% | 07746 | 0.7465 | 0.7943

Kusadasi | 03619, 03319 | 0.2554 HAAH 0.7103 | 0.7183

Nusret 0.2072 v} 0.1944 0.2923 0.3421 ek 0.9284

Kegidere | 02875 *| 02292 | 02303 | 03308 | 0.0743 *’g




Nei 1972’ye gore hesaplanan, L. candidun’un yayihs gosterdigi alti farkh
lokalitedeki populasyonlar arasindaki genetik mesafe, Sekil 3.9°da UPGMA
metoduna gore ¢izilen dendrogram seklinde, Tablo 3.4’te ise tablo halinde
verilmektedir.
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Sekil 3.9 Populasyonlar Arasindaki Genetik Mesafeyi Gosteren Dendrogram

Tablo 3.4 Populasyonlar Arast Genetik Mesafe

1. Nokta 2. Nokta Uzakhk
5 4 4,21404
4 3 2,61128
3 1 7,07386
1 Pop 1 (Kagiker) 2,32135
1l Pop 2 (Sabla) 2,32135
3 Pop 3 (Karakuz) . 9,39521
4 2 8,28927
2 Pop 5 (Nusret) 3,71721
2 Pop 6 (Kegidere) 3,71721
5 Pop 4 (Kusadasi) 16,22053




4. SONUC VE TARTISMA

Yeryiizinde Libnan, Suriye, Filistin, Yunan Adalari, Balkanlar ve
Tiirkiye’de dogal yayilis gosteren Lilium candidum, siis bitkisi olarak, modern tipta
cesitli hastaliklanin tedavisinde, parfiimeri sanayinde ve bazi iilkelerde beslenme
amaciyla yararlanilan, ekonomik 6neme sahip bir bitkidir. Biitiin bu &zelliklerinden
dolay1 insanoglu tarafindan yizyillardir yaygmn bir sekilde kullamlmaktadir.
Taksonun istenen olgekte kiiltiirii yapilamadifindan ve kirsal kesimdeki halk
tarafindan dogadan soganlan sokiilerek toplandif i¢in, dogal populasyonlar: giderek
daha da dar alanlarda yetismek zorunda birakilmsgtir.

L. candidum, Turkiye Bitkileri Kirmiz: Kitabi’na gore “Zarar Gorebilir (VU-
vulnerable)” tehlike kategorisinde yer almaktadir [8]. VU kategorisi, son 10 y1l veya
3 nesil i¢inde populasyonda % 20 oraminda bir azalma olacag: disiiniilen; yayilis
alam 10 lokasyondan fazla olmayan, yayihs alam toplam 20000 km?, olgun birey
sayis1 10000°den az veya arazi ¢aligmalan sirasinda 100 yil iginde populasyonunda
% 10 azalma olabilecegi distiniilen, dogada orta vadeli gelecekte yitksek tehdit
altinda olan taksonlar: bulunduran gruptur [14]. Buradan da anlagilacag: gibi,
bitkinin korunmas: ile ilgili yeterli tedbirlerin alinmamasi durumunda, dogadaki
yayihs alanlari ve bu alanlardaki populasyon yogunluklan giderek daha da azalacak
ve bitki tiikenme tehdidi ile kars: karslya kalacaktir. Bundan dolays, L. candidum’un
korunmasina yénelik stratejilerin geligtirilmesi acil bir ihtiya¢ olarak kargimiza
cikmaktadir.

Biyolojik ¢egsitlilik, karasal, denizel ve diger tiim sucul ekosistemlerde
bulunan canlilardaki tiir zenginligi olarak tamimlanabilir. Biyolojik gesitlilik
kavrami, genetik gesitlilik kavrami ile yakindan iligkilidir. Genetik gesitlilik, bir
populasyonda bulunmas: miimkiin olan tim gen havuzlanindaki genetik

degiskenligin derecesi olarak tanimlanabilir.



Yaganan gelismeler, iginde bulundufumuz yizyilin en Onemli dogal
kaynaginin genetik kaynaklar oldugunu gostermektedir.  Genetik kaynaklar,
ekosistemlerin dengede bulunmas: i¢in vazgecilmez bir unsur olduklanndan,
yenilenebilir dogal kaynaklar iginde olduk¢a 6nemli bir yere sahiptirler. Burada
insanoglunun yapmasi gereken, dofal kaynaklara sahip ¢ikmak olmalidir. Bu
kaynaklara sahip ¢ikmak, yalnizca onlan bugiinki gibi korumak ya da hi¢ kimseye
kullandirmamak olarak algilanmamalidir. Tam tersine, bu kaynaklarin ulkelere
fayda saglayacak sekilde kullanilmasimi saflamak gerekmektedir. Bunun saglanmasi
ise ancak gelecek dikkate alinarak yapilacak ¢ahgmalarla gergeklegebilir. So6z
konusu c¢aligmalar ise ¢esitlilifin belirlenmesi, korunmasi, degerlendirilmesi,

kullanilir hale getirilmesi ve verimli bir bigimde kullanilmas: olarak siralanabilir.

Biyolojik koruma ¢aligmalarinda yapilmasi gereken ilk sey, genetik
gesitliligin belirlenmesidir. Genetik gesitliligin belirlenmesinde genetik (molekiiler)
markirlardan siklikla yararlamlmaktadir. Bir populasyonda polimorfik olan 6zellik
ya da karakterler genetik markirlar olarak bilinir. Polimorfizm ise bir lokusta
belirlenebilen kalitsal varyasyon olarak tanimlamr. Populasyonlar arasindaki genetik
varyasyonlarin belirlenmesinde kullamlan dort tip markir sistemi vardir. Bunlar;
morfolojik markirlar, sitogenetik markirlar, protein markirlar ve DNA’ya dayali

markirlardir.

Genetik gesitliligin belirlenmesinde morfolojik karakterlerin kullaniminin
olduk¢a uzun bir gegmisi vardir. Bu teknikte, fenotipik karakterlerin analizi ile
genotipler belirlenmeye galisitmaktadir. Morfolojik verilerin kolay elde edilebilir
olmasi bu ydntemin kullammini yayginlastirmigtir. Morfolojik karakterler yani
fenotipler genlerle kontrol edildigi igin, spesifik genler i¢in glivenilir gostergelerdir.
Ancak, genotipin fenotipte ortaya ¢ikma oran, bireylerin degisken ¢evre kosullarinda
bulunmast gibi faktorlerle degisebilmekte, bu da morfolojik karakterlerin

giivenilirligini olumsuz yénde etkilemektedir.

Sitogenetik markirlarla, kromozom diizeyinde tiir i¢i ya da ¢ok yakin akraba
tiirler arasinda karsilagtirmali analiz yapilabilmektedir. Bu sistemde, kromozom bant
teknikleri ve spesifik boyama teknikleri kullamilir. Kromozomda elde edilen



bantlarin ¢ogu, biiyitk tekrarl dizilerle baglantilidir. Ancak, bant varyasyonun diigiik
olmasi sebebiyle simrh bir tekniktir.

Proteinlerin yiik ve bityiiklikklerindeki farkliliklar, yani protein varyasyonlari
da genetik markir olarak kullanirlar. Bu varyasyonlar jel elektroforezi ile belirlenir.
Protein varyasyonlarinin ¢ogu, proteini kodlayan yapisal gendeki ya da regiilator
dizideki allelik dizi varyasyonudur. Bazi protein varyasyonlan ise, translasyon
sonrast modifikasyonlar sonucunda ortaya ¢ikar ve genetik markir olarak
kullamimlart kullamgli degildir. Protein markirlari, DNA markirlar kesfedilmeden
oénce birgok bitki tirinde kullamlmigtir. Halen, DNA markirlan ile birlikte
kargilastirmal analizlerde kullanilmaktadir.

DNA markin, bir tir iginde dizi polimorfizmi gésteren kiigiik bir DNA
bolgesidir. Bir DNA segmentinin yaklasik her 100 baz ¢iftinde bulunan niikleotid
dizisi, bireyler arasinda degisiklik gosterir. Buna DNA polimorfizmi denilmektedir.
DNA’ya dayahh markirlar, DNA seviyesinde bireylerin karsilagtinlmasini miimkiin
kilmaktadir. Fenotipe dayali yontemlerin karmagiklif1 ve zorlugu, DNA’ya dayali
yontemlerle genotipin direkt olarak belirlenmesi yoluyla agilabilmektedir. DNA’nin
kiigiik bir bolgesindeki varyasyonu belirlemek igin hibridizasyona dayal: ya da PCR

temelli baz1 yontemler kullanilir,

Genetik cesitliligin belirlenmesinde markirlardan yararlamimasi, pratiklik
agisindan uygulama kolayhifi ve hizli sonug elde edilmesini, ekonomik agidan ise
ucuz bir ¢alisma yapilmasim saflamaktadir.  Biyokimyasal ve morfolojik
karakterlere dayamlarak yapilan genetik gesitlilik galigmalan, protein ve DNA
markirlarinin yaminda giivenilirligi ve dogrulufu az olan galigmalardir. Protein
markirlar grubunda yer alan izozimlerle de genetik anlamda kesin sonuglara
ulagilmas1 her zaman miimkin olmamaktadir. Protein markirlarin yetersizligine
kargin DNA markarlar, degisik hiicresel kogullardan etkilenmeme ve tekrarlanabilme
gibi ozellikleri nedeni ile genetik gesitliligin belirlenmesi gibi galigmalarda daha 6n
plana ¢ikmigtir. Bunlardan, RFLP teknigi, birqdk bitki cinsinde yapilan parmak izi
calismalarinda 6nde gelen uygulamalardan olmugstur. Ancak, PCR teknolojisindeki

gelismeler, RFLP gibi hibridizasyon temelli yontemlerin uygulamada uzun zaman



almas: ve oldukga fazla laboratuar imkami gerektirmesi gibi dezavantajlarim ortadan
kaldirarak, DNA’da se¢ilmig bolgelerin ¢oBaltimina dayali, PCR temelli markirlarin

kullanimim arttirmagtir.

PCR uygulamalan baglangigta, belirli DNA segmentlerinin selektif ¢oZaltimi
uzerine yonlendirilmis ve baz dizilisi bilinen bolgelerin primer ¢iftleri ile
amplifikasyonu o6n plana c¢ikmustir.  Ancak, ilgili dizilerin belirlenmesinde
kargilagilan zorluklar ve genomda yalmz kisitli bélgelerdeki taramalardan dogan
yetersizlikler, uygulamaya daha kolay ve etkili yontemlerin sunulmasini
gerektirmigtir.  Rastgele primerler kullamlarak, PCR ile ¢ogaltilan DNA
uzunluklannin ortaya ¢ikardig farkliliklart esas alan RAPD teknii, bu gibi birgok
avantajt ile PCR markirlan iginde hizla benimsenmis ve bu konuda galigan
laboratuvarlarda tercih edilen bir yontem olagelmistir. Bir primerdeki tek bir
nitkleotidin siibstitiisyonu, RAPD’de tamamen bir degisiklikle sonuglanir. Bu da
sistemin duyarhlifinin bir gostergesidir. Bitiin bu 6zelliklerinden dolayi, bu
calismada L. candidum’un genetik ¢esitliliginin belirlenmesinde RAPD teknigi tercih
edilmistir.

Canli yagamin devamlilig: bakimindan biyolojik ¢esitliligi korumann dnemi
yadsinamaz bir gergektir. Biyolojik gesitlilifin bir unsuru olan bitki tiirlerinin
korunmasi, doanin primer iireticileri olmalan ve dogaya stirekli oksijen saglamalart
nedeniyle daha da &zel bir yere sahiptir. Bir tiiriin korunmas: ile ilgili stratejiler
gelistirilmeden 6nce, o tiire ait populasyon biyiikliigiiniin zamana bagh olarak sabit
mi kaldig, artig eBiliminde mi olduBu, yoksa belli bir azalma m1 gésterdigi tespit
edilmelidir.  Canlilarin korunmasinda en ideal koruma yolu ekosferin bir biitiin
olarak korunmasidir. Ancak giiniimiiz kosullarinda ekosferin tamamini korumak
olanaksizdir. Bu nedenle ekosistemlerin korunmasinda tiirlerin ve tiir topluluklarinin

korunmas: dzel bir yer iggal etmektedir.

Tiirkiye Cumhuriyeti Anayasasi’nda bitki genetik kaynaklarinin korunmasina
dogrudan deginen bir madde bulunmamakla birlikte, 63. madde, hiikiimetin tarihi,
‘kiiltiirel ve dogal degerleri ve kaynaklarin korunmas: ile bu konuda halkin bu

degerleri korumas: yoniindeki g¢abalarinin desteklenmesini 6ngormektedir. ()te



yandan 1995 yilinda ¢ikarilip 2004 yilinda guncellenen “Dogal Cigek Soganlarinin
Sokiimi, Uretimi ve Ticaretine Iligkin Yénetmelik”, yumrulu bitkilerin dogadan
sirdiirtilebilir bigimde toplanmasim diizenleyen &énemli bir yasal diizenleme
olmustur. 1992 yilinda ¢ikarilan “Bitki Genetik Kaynaklarmin Toplanmast,
Muhafazasi ve Kullamlmasi Hakkinda Y6netmelik™ ise bitki genetik kaynaklan ile
ilgili degisik konularda diizenlemeler getirmektedir. Bu yasal gergeveler dahilinde,
L. candidum’un soganlarinin dofadan sokiilerek ihra¢ edilmesi yasaklanmis, ancak
kiiltiire alinarak iiretildiginde ve Tarim Bakanhgi’na ait Il Miidiirliikklerince verilecek
Ozel izinle ihrag edilmesi miimkiin olabilmektedir [157].

Bitki genetik kaynaklarimn korunmasi genel olarak ex situ koruma (gen
bankalar: ve botanik bahgeleri), tarlada koruma (agroekosistemler) ve in situ koruma
(dogal ekosistemler) olmak iizere 3 strateji ile gergeklestirilebilir.

Ex situ koruma, genetik cesitlilik unsurlarimin dogal habitatlan disinda
korunmasidir. Ex situ koruma programlan, diinyanin her yaminda gegmisten bugiine
uygulanmaktadir. Bu sistem oldukga etkin olmakla birlikte, baz1 sakincali yonleri de
vardir. Burada en 6nemli sorun, yeri diginda yapilan koruma ¢alismalari sirasinda
bitki populasyonlarinda devam eden evrimlesme siirecinin durmasidir. Evrimlegme
bitki ile gevre arasindaki etkilesimin sonucu olarak ortaya gikmakta ve nesiller
boyunca ortaya gikan genetik farklilagmalar seklihde kendini gostermektedir. Yapay
ortamlarda gergeklestirilen koruma siiresince bu etkilesim olamayacagindan,
evrimlesme stireci durmaktadir. Aynica bu tip koruma sisteminde mevcut gesitliligin
ancak kiigiik bir boliimii kontrol altina alinabilmektedir. |

In situ koruma, dogal kaynaklarin kendi dogal yagam alanlarinda korunmalart
anlammna gelmektedir. Bu tiir koruma sisteminde, dogal yasam alanlarinda
populasyonlar ¢egitlilifini devam ettirerek sistemdeki bitkiler evrimlerini
stirdirilebilmekte ve yeni Ozellikler tagiyan bitkilerin ortaya ¢ikmasina olanak
saglanmaktadir. Ancak unutulmamalidir ki evrim, yalmzca yeni karakterlerin ortaya
¢tkmasina neden olmaz, aymi zamanda g¢ok kullamslt olan baz eski karakterlerin
yitirilmesine de neden olur. Iklimdeki ani degigmeler, gevre kirliliginin artmas: ve

her tiirlii dogal ve insan kaynakli karmasalar bu yonden tehlikelidir.



Tarlada koruma, populasyonlann agroekosistemlerde kiiltiire alinmas: yoluyla
yapilan korumadir. Agroekosistemler, insanlar tarafindan ihtiya¢ duyulan besin, lif,
yakit ve diger triinlerin tretilmesi igin degistirilen, fiziksel ve kimyasal gevre ile

etkilesim iginde olan bitki ve hayvan kommiinitelerinin bulundugu sistemlerdir.

Biyolojik korumanin 6ncelikle in situ olacak sekilde gergeklestirilmesi ideal
olamdir. Yukanda da bahsedildigi gibi ¢esitli nedenlerle in situ koruma ¢ogu zaman
¢ok kolay saglanamadigy i¢in, bu koruma yontemi ile birlikte ex sity koruma ve

tarlada koruma yontemleri birlikte degerlendirilmektedir.

Tirkiye Bitkileri Kurmuzi Kitabi [14] verilerine gore L. candidum’un
Tirkiye’de dogal olarak yetistii habitatlarindaki populasyon biyiikligii azalma
egiliminde oldugu icin “zarar goérebilir” tehlike kategorisinde degerlendirilmektedir.
“Balikesir ¢evresinde dogal yayiliy gosteren Lilium candidum’un korunmasinda,
yukarida belirtilen koruma stratejilerinden hangisi veya hangileri tercih edilmelidir?”

sorusunun cevabi tartigmaya agik bir konudur.

Bu ¢aligmada, bu tiriin Balikesir c¢evresindeki farkli populasyonlarinin
genetik yapist aragtirilmig ve in situ koruma yapilmasi gereken oncelikli lokaliteler
belirlenmeye ¢ahigilmigtir. Bilindigi gibi, genetik ¢esitlilifi en fazla olan
populasyonlarin korunma &nceligi olmalidir. Ciinkii bu populasyonlar o tiire ait tim
varyasyonlari biinyelerinde barindirmaktadirlar. Genetik ¢esitlili§i az olan bir
populasyon kaybolsa bile, genetik cesitliligin fazla oldugu populasyon o tiirin

devamlilifina ve evrimsel siirecini devam ettirmesine en biiyiik destegi saglayacaktir.

Yaptigimiz galismada, RAPD-PCR reaksiyonunda 21 farkli primer
kullanilmigtir. Bunlar arasinda tekrarlanabilir bant veren 6 primer tespit edilmigtir.
Bu primerlere ait amplifikasyon uriinleri Sekil 3.2-Sekil 3.7°de verilmektedir.
Sekillerden de gorildiigii gibi, kullanilan primerler L. candidum’un incelenen alt1
farkli populasyonu arasindaki bireylerde ortak bantlar verdigi gibi, polimorfik bantlar
da vermigtir. Elde edilen bantlardan parlak ve tekrarlanabilirligi olan amplifikasyon
tirinleri degerlendirmeye alinmigtir. Verilerin degerlendirilmesinde, var olan bantlar
(1), olmayan bantlar (0) olarak belirtilmis ve Sekil 3.8°de gorillen veri matrisi



olugturulmugtur. Bu matris bilgisayar ortamina aktarildiktan sonra, POPGENE

Version 1.31 programi kullanilarak verilerin analizi gergeklestirilmigtir.

Yapilan analiz sonucunda, degerlendirilen 6 primerden elde edilen 47
karakterden 35 tanesinin yani % 74,47 sinin polimorfik oldugu belirlenmistir (Tablo
3.1). Populasyonlar arasindaki polimorfizm oranlarina bakildiginda, % 25,53’lik
oranla Kegidere populasyonunun genetik ¢esitliliginin en fazla oldugu goriilmektedir.
Bu populasyonu % 23,40’lik polimorfizm oramyla Kusadasi populasyonu takip
etmektedir. Karakuz ve Kagik¢t populasyonlart % 21,28°lik, Sabla ve Nusret
populasyonlari ise %19,15°lik polimorfizm oranlarina sahiptirler (Tablo 3.2).

Nei, 1972’ye goére [156] hesaplanan populasyonlar arasindaki genetik
mesafeye dayah olarak UPGMA (Unweighted Pair Group Method With Aritmetic
Mean) metodu ile populasyonlar arasindaki genetik iligkiyi gosteren bir dendrogram
elde edilmigtir (Sekil 3.9). Bu dendrogram incelendiginde, baglica 2 dala aynidigi
gorilmektedir. Bu dallardan birinde, dig grup olarak segtifimiz Kusadast
populasyonu diger bes populasyondan ayrilarak tek bagina bulunmaktadir. Diger dal
ise, iki gruba aynlmigtir. Bu gruplardan birinde genetik benzerlikleri % 92,84 olan
Nusret ve Kegidere populasyonlart bulunmaktadir. Diger dal ise yine iki gruba
ayrilmakta ve dallardan birinde yalniz bagina Karakuz populasyonu, digerinde ise
genetik olarak % 95,46 benzerlik oramyla birbirine en yakin populasyonlar olan
Kagike¢1 ve Sabla populasyonlan beraber bulunmaktadir.

Lilium candidum’da tespit edilen 74,47’lik polimorfik bant yiizdesinin,
Lactoris fernandeziana (% 24,5) [158], Cathaya argyrophylla (% 32) [159],
Paeonia suffruticosa (% 22,5), Paeonia rockii (% 27,6) [160] ve Dacydium pierrei
(% 33,3) [161] gibi tiikkenme tehlikesindeki diger tiirlere goére daha yiiksek oldugu
dikkati c¢ekmektedir. Bu sonug, beyaz zambakta genetik g¢esitliligin digik
olmadiina ve bu tiiriin ¢evresel varyasyonlara kolaylikla uyum gosterme yetenegine
sahip olduguna isaret etmektedir. Buna gore, Lilium candidum’da populasyon
bityiikliiklerinin azalmasinin ve habitatlaninin “ada benzeri” dagilim géstermesinin
temel sebebi, insan aktivitelerinin hem tiiriin habitatlarina, hem de dogadan agir

derecede sokmek yoluyla populasyonlarina verdikleri zarardir.



Elde edilen bulgulann i1sifinda Kegidere populasyonunun diger
populasyonlara gore daha yiiksek polimorfizm oram gosterdigi dikkati cekmektedir
(Tablo 3.3). Bu nedenle L. candidum’un 6ncelikle bu populasyonunun korunmasi
yerinde olacaktir. In situ korumanin yamsira, bu tiriin agroekosistemlerde
kiiltiirtiniin yapilmasinda yarar gérilmektedir. Ancak burada da dikkate alinmasi
gereken konu, yine in situ korumadakine benzerdir; dogru olam, agroekosistemlerde
kiiltiire alinacak bitkilerden genetik ¢esitliligi en fazla olan Kegidere populasyonunun
temsilcilerinin  kullanilmasidir. Aynica, yetigtirme yapilacak alanlarn
belirlenmesinde bitkinin ekolojik ihtiyaglarina cevap verecek dogru habitatlar tercih
edilmelidir. Diger bir yontem olan ex situ koruma ile bitkinin tohum &rneklerinin
gen bankalaninda saklanmasi ya da botanik bahgelerinde yetistirilmesi bu iki
yonteme destek olabilecek bir koruma yontemidir. Ancak bunun uygulanmas: ile
ilgili birgok problem bulunmaktadir. Bu nedenle, Balikesir gevresinde dogal olarak
yetisen Lilium candidum populasyonlarinin korunmas: igin ex sifu koruma yontemi

onerilmemektedir.

Ayrica, bu aragtirmanin arazi ¢aligmalari sonucunda, L. candidum’un daha
once Balikesir’in Kepsut ilgesi ¢evresinden bilinen yayiliy alanlarina bazi ilaveler
yapilmigtir. Yine bu caliyma ile taksonun Edremit gevresinde de dogal yayilis
gosterdigi ilk defa rapor edilmektedir.
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