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OZET

ANTALYA -DUZLERCAMI ORTAK BAHCE DENEME ALANINDAKI{ ALTI
FARKLI KIZILCAM (Pinus brutia Ten.) POPULASYONUNDA cpSSR
BELIRTECLERI iLE GENETIK CESITLILIGIN BELIRLENMESI

Yusuf KURT

Doktora Tezi, Biyoloji Anabilim Dah
Danisman: Prof. Dr. Kéni ISIK
Subat 2011, xiv + 115 sayfa

Kizilgam (Pinus brutia Ten.), Dogu Akdeniz havzasinda dogal olarak yayilis
gostermektedir. Deniz seviyesinden baslayip Toros Daglarina dogru yiikselen iki
ylikselti kesitinde, algak, orta ve yiiksek zondan birer populasyon olmak iizere toplam
alt1 dogal kizilgam populasyonu seg¢ilmistir. Herbiri, agik-tozlagmig 10 aile iceren bu altr
populasyonun dahil edilmesiyle Antalya bolgesinde 1979 yilinda dért ayri ortak bahge
deneme alani1 kurulmugtur. Bu arastirmada, bu deneme alanlarindan biri olan
Diizlercamu ortak bah¢e deneme alamindaki populasyonlarin genetik gesitliligi, alt1
¢pSSR (Kloroplast DNA basit dizi tekrarlar1) belirteci ile ¢aligilmigtir. Calisilan alti
lokustan Pt36480 disindakiler polimorfik olarak saptandi. Analiz edilen alt:
populasyonda alti primer (lokus) i¢in 29 allel bulundu. Kloroplast mikrosatellit
allellerinin 60 farkly haplotip olusturdugu gézlendi. Nei (1987)’in ortalama genetik
gesitliligi %92.83 olarak hesaplandi. Basamakli mutasyon modeline (stepwise mutation
model, SMM) gore populasyon igindeki bireyler arasindaki ortalama genetik uzaklik
(D%) 4.87 olarak belirlendi. ki yiikselti kesitinde, populasyonlar yiikseltilerine gore
giftler halinde analiz edildiklerinde Rgr = %4.97 (P < 0.0655) olarak bulundu.
Populasyon igindeki aileler arasinda da istatistiksel olarak yiiksek ve dnemli diizeyde
genetik cesitliligin olduBu gdzlendi (Rsy = %10.75 ve P < 0.0127). Ayrica, deneme
alaninda farkli yaglara (13, 17, 30 yil) ait kantitatif (morfolojik) karakter (boy ve/veya

¢ap) verileri elde edildi. Morfolojik verilerden elde edilen Qg; degerlerinin, incelenen



biitiin yas ve karakterlerde, molekiiler verilerden elde edilen Fst degerlerinden daha
yuksek oldugu goézlendi. Calisilan populasyonlarin benzerlik veya farkliliklarinda;
molekiiler belirteglerden elde edilen bilgiler ile kantitatif verilerden elde edilen bilgiler
arasinda paralellikler bulundu. Kantitatif karakterlerde gozlenen farkliliklarin,
populasyonlarin lokal adaptasyonu sonucu ortaya ¢iktifn anlagilmaktadir. Bu
sebeplerden dolayi, tohum kaynaklarimin se¢ilmesi, tohum transfer zonlarimin
belirlenmesi ve tiirlin genetik kaynaklarinin korunmasi gibi ormancilik ¢aligsmalarinda
populasyonlarin bulundugu yiikselti zonuna ve populasyon-i¢i aile segimine Oncelik
verilmesi gerektigi hususu, cpSSR belirtegleri kullamlarak elde edilen molekiiler
verilerle de desteklenmektedir. Bu nedenle, cpSSR belirtegleri, populasyonlar
arasindaki benzerlik ve/veya farkliliklarin ortaya konulmasinda, uzun yillar izlenmesi
gereken ortak bahge (veya orijin) denemelerine gdre, daha kisa stirede bilgi tiretme

potansiyeline sahip goriilmektedir.

ANAHTAR KELIMELER: Kizilgam, haplotipik ¢esitlilik, lokal adaptasyon,
yiikseltiye bagl ¢esitlilik, genetik gesitlilik
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ABSTRACT

DETERMINATION OF GENETIC VARIATION WITH ¢pSSR MARKERS IN
SIX DIFFERENT POPULATIONS OF TURKISH RED PINE (Pinus brutia Ten.)
IN DUZLERCAMI COMMON-GARDEN TEST SITE AT ANTALYA

YUSUF KURT

Ph. D. Thesis in Biology
Supervisor: Prof. Dr. Kéni ISIK
February, 2011, xiv + 115 pages

Pinus brutia Ten. (Turkish red pine) is naturally distributed in eastern Mediterranean
basin. Four common garden experiments on the species were established in 1979 with
six natural populations, each including 10 open-pollinated families from three zones of
two altitudinal transects, extending from coastal areas to high elevations in Antalya
region of Turkey. In this study, genetic variation among and within the populations at
Duzlercami common-garden test site was investigated by six cpSSR markers. Six
primers were analyzed, and all, except Pt36480, were found to be polymorphic. A total
of 29 alleles were found in six populations for six primers (loci). Combinations of
¢pSSR alleles constituted 60 different haplotypes. The overall mean of Nei (1987)’s
genetic diversity was found as 92.83%. The average mean distance among individuals
within populations (D) was 4.87, according to an Stepwise Mutation Model (SMM).
The genetic differentiation among altitudinal population pairs in two transects,
estimated using Rst, was 4.97% (P < 0.0655). A high and significant level of the genetic
variation was found to be among families within populations (Rgr = 10.75% and P <
0.0127). Data on quantitative trait(s) (total height and/or diameter) were also obtained in
the test site at different ages (13, 17, 30 years). The degree of quantitative
differentiation (Qst) based on morphological data was higher values than molecular
(Fst) values in all traits and ages analyzed. There were parallelism between the results
obtained from c¢pSSR markers and the results from quantitative traits. The

differentiation in quantitative traits appears to be due to local adaptation of populations.
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Previous studies on quantitative traits in P. brutia indicate that seed-source elevation
and within-population variation should be given priority in selection and breeding of the
species. These findings are also supported by molecular data obtained by cpSSR
markers in this study. Therefore, results from ¢pSSR markers appear to have a higher
potential to determine genetic variation than common-garden experiments, which

require many years to follow.

KEY WORDS: Turkish red pine, haplotypic variability, local adaptation,

altitudinal variation, genetic diversity
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ONSOZ

Turkiye’de orman alanlart - ozellikle tarim, sanayi ve yerlesme alanlarinin
genigletilmesi bagta olmak tlizere - c¢esitli insan baskilariyla tahrip vefveya yok
edilmektedir. Bunun yani sira, her yil meydana gelen orman yanginlar ile de genis
orman alanlan yok olmaktadir. Sonug olarak, orman alanlarimiz gittikee daralmakta ve
meveut ormanlarimizin verim glicii diigmektedir. Zaten odun hammaddesi agigi olan
iilkemizde gelecek yillardaki talep agifini kapatmak, hi¢ olmazsa biraz azaltmak icin
agag tiirlert populasyonlarinin genetik yapisinin bilinmesi, genetik tabani genis olan ve
izl gelisen orman agaci tiirleri ile dl ve/veya orijin denemeleri kurulup bunlardan
bilgi iiretilmesi ve yogun 1slah galigmalar yapilmas: gerekmektedir. Ulkemizde en genis
dogal yayilig alanina sahip olmasi ve lmzli gelisen tiirler arasina girmesi bakimindan
kizilgam (Pinus brutia Ten.), Tirkiye’de islah galigmalar1 igin ideal bir orman agaci
tiiriidiir. Bu nedenle, Kizilgam “Tiirkiye Milli Agag Islah1 ve Tohum Uretimi Programt

{1994-2003)” kapsaminda ¢ncelik verilen tlirler arasina alinmgtir.

Diinya’da ve Tiirkiye’de kizilgam ile ilgili morfolojik ve molekiiler diizeyde birgok
¢alisma yapilmigtir. Tiirkiye’de, yukarida bahsedilen 6zellikleri nedeniyle diger tiirlere
gore kizilgam’a ¢ok daha fazla nem verilmektedir. Bundan dolay, farkhi cografik
bolgelerde tiirlin tohum bahgeleri, ortak bahge deneme alanlari ve/veya orijin
denemeleri kurulmus ve kurulmaktadir. Bu galigma, literatiir bilgimize gére, morfolojik
karakter verilerinin ve kloroplast basit dizi tekrarlarinin (cpSSR) birlikte kullamlarak
kizilgam’m populasyon-igi ve populasyonlar-aras: genetik g¢esitliliginin aragtinldif ilk
¢alismadir. Bu galismanin gelecekte kizilgam ile yapilacak olan gen kaynaklarimm
korunmasi, genetik 1slah, tohum transfer zonlarimin belirlenmesi ve agaclandirma

calismalarina 151k tutmasin: dilerim.

Bu arastirma srrasinda bana her tiirli ¢aligma olanagi veren ve yardimini higbir
zaman esirgemeyen, 6grencisi olmaktan gurur duydugum degerli hocam ve Akademik
Damgmamm Sayin Prof. Dr. Kani ISIK’a, Ispanya’daki molekiiler genetik
laboratuarinda (Unidad de Genetica Forestal, CIFOR-INIA, Madrid-SPAIN) ¢alisma

olanagi veren ve her konuda yardimec: olan Dr. Santiago Cesar GONZALEZ-



MARTINEZ’e, Dr. Ricardo ALIA’ya, mikrosatellit teknigini &grenmemde yardimer
olan teknisyen Carmen GARCIA’ya, tezin son seklini almasmda degerli dnerilerini
esirgemeyen Prof. Dr. Kenan TURGUT’a (Akdeniz Uni., Ziraat Fakiiltesi, Tarla
Bitkileri B6liimii), Prof. Dr. Cigdem SAVASKAN’a (Silleyman Demirel Uni., Fen-
Edebiyat Fakiiltesi, Biyoloji Béliimii), Dog¢. Dr. Nuray KAYA’ya (Akdeniz Uni., Fen
Fakiiltesi, Biyoloji Béliimii), Yrd. Dog. Dr. Cengiz IKTEN’e (Akdeniz Uni., Ziraat
Fakiiltesi, Bitki Koruma Béliimit), Dog¢. Dr. Mehmet KARACA’ya (Akdeniz Uni.,
Ziraat Fakiiltesi, Tarla Bitkileri Boliimil), Dog. Dr. Nebi BILIR e (Stileyman Demirel
Uni., Orman Fakiiltesi), ¢alismada kullanilan populasyonlardan ibre &rneklerinin
toplanmasi i¢in lojistik destek saglayan Bati Akdeniz Ormancilik Arastirma Midiirii Dr.
Nesat ERKAN’a ve miudurliik calisanlarina, arazi ¢aligmalari sirasinda yardimlarint
gordiigiim Akdeniz Uni., Biyoloji Béliimii’nden Yrd. Dog¢. Dr. Tolga YILDIRIM’a,
Ars. Gér. B. Banu BILGEN’e, Ars. Gér. Ilker CINBILGEL’e, Ars. Gor. Sezgi SEREF
GUN’e, Ars. Gor. Esref DEMIR e ve lisans 6grencisi Zeynep OZUGUR’a ¢ok tesekkiir
ederim. Ayrica, bu tez projesini 2008.03.0121.006 proje numaras: ile destekleyen
Akdeniz Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi’ne, “Yurt-Igi Yurt-Disy
Biitlinlestirilmis Doktora Bursu (BDP)” ile destekleyen ve doktora ¢aligmalarnim
sirasinda bir yil siire ile ISPANYA’da calisma olanag saglayan TUBITAK Bilim Insam

Destekleme Grubu’na tesekkiirlerimi sunarim.

Son olarak aragtirmanin bagindan sonuna kadar desteklerini esirgemeyen ve hem yurt

icinde hem de yurt diginda kendilerinden uzakta bulunmama ragmen sabirli desteklerini

gordiigiim aileme ¢ok tegekkiir ederim.
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SIMGELER ve KISALTMALAR DIZiNi

Simgeler
A

cm

Adenin

Santimetre

Sitozin

Santigrat derece
Deoksi Niikleotid Tri Fosfat
Boylam

Gram

Guanin

Kilometre

Litre

Metre

Miliamper

Molarite (mol / Litre)
Magnezyum Kloriir
Miligram (107 gram)
Milimolar (10~ Molar)
Mililitre (1073 Litre)
Tekrar sayisi
Nanogram (10 gram)
Enlem

Timin

Mikrolitre (107 Litre)
Mikromolar (10" Molar)
Unite (enzim birimi)
Voltaj

Watt

X



Kisaltmalar

AFLP Arttinlmus fragmentlerin uzunluk polimorfizmi (Amplified Fragment
Length Polymorphism)

AMOVA Molekiiler varyans analizi (Analysis of Molecular Variance)

APS Amonyum peroksit disulfat

be Baz ¢ifti

bil. Bilesen

BAPS Bayesian Analysis of Population Structure

Bkz. Bakiniz

BSA Bovin serum albumin

cpSSR Kioroplast basit dizi tekrarlar1

ddH,O Cift distile su

DNA Deoksiriboniikleik asit

D Goldstein vd (1995)’in bireyler arasindaki genetik uzaklik degeri

EDTA Etilen diamin tetra asetikasit

Fis Populasyonlardaki gametlere oranla bireyleri olugturmak igin birlesen

gametler arasindaki korelasyonun biitiin populasyonlar goéz &niine
alindifinda ortalamas1 (Populasyon igindeki gergek heterozigotluk
diizeyinde beklenen degerden sapma olup olmadigim gosterir).

Fir Tiim populasyonlarin gametlerine oranla birlegen bireyleri iiretmek
i¢in birlesen gametler arasindaki korelasyon (Toplam gergek
heterozigotluk diizeyinde beklenen degerden sapma olup olmadigin
‘gbsterir).

Fst Tim populasyonlarin gametlerine oranla her bir populasyon igindeki
rastgele gametler arasindaki korelasyon (Populasyonlar arasindaki

genetik farklilagmanin derecesint gdsterir).

F-stat Wright (1965)"1n F-istatistigi degerleri
Hap. Haplotip

Hg Populasyon-i¢i genetik ¢esitlilik

Hr Toplam genetik ¢esitlilik

JBK Jaccard benzerlik katsayisi

OGM Orman Genel Miidiirlugii



P

P.
Primer F
Primer R
Pt

PZR

Qst

RAPD

RFLP

Rst

Sp.
Sd.
SSM
SSRs
Taq Pol.

TBE
TEMED
TUBITAK
UPGMA
Uni.

vb.

vd.

Var.

Olasilik degeri

Pinus

Forward (ileri) primer

Reverse (geri) primer

Pinus thunbergii Parl.

Polimeraz zincir reaksiyonu

Kantitatif karakterlerin 6l¢iilmesi ile populasyonlar arasindaki genetik
farkhlagmay1 giisteren deger

Rasgele arttirilmis polimorfik DNA (Random Amplified Polymorphic
DNA)

Restriksiyon enzimleri ile kesilmis fragmentlerin uzunluk polimorfizmi
(Restriction Fragment Length Polymorphism)

Slatkin (1995)’1n alleller arasindaki biiyiikliik farkinin kareler ortalamasi
alinarak elde ettigi deger. Populasyonlar arasindaki farklilagsmanin
derecesini gosterir.

Species (Tiir)

Serbestlik derecesi

Basamakli mutasyon modeli (Stepwise Mutation Model)

Basit dizi tekrarlar1 (Simple Sequence Repeats)

Thermus aquaticus bakterisinden elde edilen ve yiiksek sicakliklara (90-
95 °C ) dayanikli DNA polimeraz enzimi

Tris-Borat-EDTA

N, N, N, N-Tetrametiletilen-diamin

Tiirkiye Bilimsel ve Teknolojik Aragtirma Kurumu

Unweighted Pair-Group Method using arithmetic Averages

Universite

Ve benzeri

Ve digerleri

Varyans

X1
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1. GIRIS

Giliniimiizde, bir yandan hizli niifus artis1, diger yandan dogal kaynaklarimizin ¢ogu
kez yanlis ve bilingsiz kullanim1 sonucu biyolojik zenginliklerimiz hizla tiikenmektedir.
Biyolojik zenginliklerimizden biri olan ormanlar kendi kendini yenileyebilen dogal
kaynaklardan biridir. Bu kaynaklardan siirekli yarar saglayabilmek i¢in ormanlarin
devamliligini saglamak zorunludur. Ancak, lilkemizde orman alanlari, 6zellikle tarim,
sanayi ve yerlesme alanlarinin genisletilmesi basta olmak tizere, ¢esitli baskilarla karsi
karsiya bulunmaktadir. Bu baskilardan dolayi, orman alanlarimiz gittik¢e daralmakta,
zaten odun hammaddesi a¢ig1 olan iilkemizde mevcut ormanlarimizin verim giicii
diismektedir. Gelecek yillardaki talep agigini kapatmak, hi¢ olmazsa biraz azaltmak i¢in
alinmasi gerekli Onlemlerden birisi orman agaci tiirlerimizin genetik cesitliligini
aragtirmaktir. Orman alanlar1, genetik cesitlilikle ilgili bilgilere dayanarak genetik
bakimdan tistiin 6zellikli tiir ve 1rklar ile agaclandirilmalidir (Isik vd 1987, Boydak vd
2006, Tungtaner 2007).

Tiirkiye’de son 10 yil igerisinde 12.000 hektar orman alanmi yanarak yok olmustur
(Cevre ve Orman Bakanligi 2005). Ornegin, Tiirkiye’de 1993-2003 yillarini icine alan
10 yillik dénemde toplam 20.632 adet orman yangini meydana gelmistir. Bu siirede
yalnizca Antalya Orman Bolge Midiirliigii denetimindeki ormanlarda yilda ortalama
162 adet orman yangimi ¢ikmistir (Orman Genel Midiirliigi 2003, Ertugrul 2005).
Orman yanginlar1 sonucu tahrip olan alanlarin yeniden agaglandirilmasi yasal bir
zorunluluktur (Oksiiz 2003). Bunun i¢in de agaglandirmalarda kullamlacak agag tiirii
populasyonlarinin genetik yapisinin bilinmesi ve genetik tabani genis olan ve hizh
gelisen orman agaci tiirleri ile dol ve/veya orijin denemeleri kurulup bunlardan bilgi

iretilmesi ve yogun 1slah caligsmalar1 yapilmasi gerekmektedir (Isik 1999a).

Canli dogal kaynaklarin siirdiiriilebilirlik ilkeleri ¢ercevesinde kullanilabilmesi i¢in
oncelikli olarak yapilmasi gereken islemlerden biri, ilgili canli tiirliniin genetik
cesitliliginin arastirilmasi ve ortaya konulmasidir (Conkle 1980, Conkle vd 1988). Ilgi
duyulan bir populasyonun genetik bakimdan {istiin olup olmadiginin belirlenmesi, ilgili

tiirlin populasyonlarinin genetik yapisinin ve genetik ¢esitliliginin incelenmesi ile



mimkiindiir. Genetik cesitlilik bir tlirlin gen havuzundaki kalitsal bilginin cesitliligi
olarak tanimlanabilir. Genetik ¢esitlilik, mutasyon ve kromozomal degisimler, goc,
dogal secilim, populasyon biiyiikliigi ve eslesme modellerinin etkisiyle sekillenir. Bir
canli tiirii, yetistigi ortamda belirli bir gen (lokus) i¢in ne kadar ¢esitli allellere sahipse o

tir genetik olarak o derece zengin demektir (Strickberger 1996, Freeman ve Herron

2001, Graham vd 2003).

Canli populasyonlarinda genetik cesitliligin ve genetik yapinin belirlenmesi igin
yapilan ilk ¢alismalar, kantitatif (morfolojik) karakterlerle ilgili verilere dayanmaktadir.
Ancak canlimin fenotipik yapisina yansiyan (morfolojik olarak ifade edilen) cesitlilik,
genetik cesitliligin ¢ok kiiciik bir kismimi olusturmaktadir (Mettler ve Gregg 1969,
Gruies 1984, Gillet 1999). Genetik cesitliligin biiyiik bir kismi fenotipik olarak ifade
edilmediginden bir tiiriin genetik cesitliligi sadece morfolojik karakterlere dayanarak
tam olarak aciklanamaz. Kuskusuz, uyum degeri olan bir¢ok morfolojik karakterin
degerlendirilmesiyle elde edilen bilgiler, bir tiirlin populasyonu ig¢indeki ve
populasyonlar1 arasindaki genetik ¢esitliligi ve genetik benzerligi saptamak i¢in pek ¢ok
bilgiler ortaya koyar (Mettler ve Gregg 1969, Hartl ve Clark 1997). Ancak genotip X
cevre etkilesimi, pek c¢ok morfolojik karakterin birden fazla lokus tarafindan
belirlenmesi (poligenik kalitim) ve bir genin birden fazla karaktere etki etmesi
(pleiotropi veya polifenik kalittim) gibi nedenlerden dolayi, genetik cesitliligin
belirlenmesinde morfolojik karakterler her zaman yeterli olmamaktadir (Hartl ve Clark
1997). Ayrica, genotipik farkliliklar kendilerini her zaman fenotipik olarak (morfolojik
yapida) gostermemektedirler. Fenotipik olarak benzer gorlinen bireyler, aslinda
genotipik olarak farkli olabilirler (Isik 1997). Bu farklilig1 saptayabilmek i¢in fenotipin
olusumuna yol acan olaylar dizisinin daha ilk basamaklardan (DNA diizeyinden)
baslayarak incelenmesi gerekir. Bu nedenle DNA diizeyinde yapilan bir analiz, olaylar
dizisinin diger basamaklarindaki etkilerden arinmig halde bireyin genotipi hakkinda

daha saglikli bilgiler vermektedir (Ouborg vd 1999, Varshney vd 2005, Altun 2006).

Orman ekosistemleri, ¢cok kisa mesafelerde degisebilen farkli doga birimlerinden
olusmaktadir. Ozellikle Tiirkiye’de ormanlarin ¢ogunun yer aldig1 daglik bélgelerde,

iklim, toprak ve biyolojik kaynakli ¢evre etmenleri daha kisa mesafelerde ve daha sik



degismektedir. Ayni tiiriin yan yana bulunan iki komsu populasyonu bile, birbirlerinden
farkli cevre etmenleri ve farkli seleksiyon basinci altinda bulunacaklar igin,
birbirlerinden farkli gen havuzuna ve gen kombinasyonlara sahip olabilirler. Bu
nedenle, kisa mesafelerde farkli uyum degerlerine sahip olan farkli irklar ve alt irklar
olusabilir. Hem yerli hem de yabanci pek cok agac tiirii {izerinde sonuglandirilan
calismalar, ¢evresel faktorlerin degisimine paralel olarak, kisa mesafelerde farkli yerel
irklarin varligini ortaya koymustur (Bradshaw 1972, Hamann vd 1998, Isik 1999a, b).
Bu yerel irklar iizerinde dogal seleksiyonun etkisini anlamak i¢in nétral markir’lardan
(belirteg) elde edilen bilgiler ile kantitatif karakterlerden elde edilen bilgiler
karsilastirilmaktadir (Gonzalez-Martinez vd 2002, Whitlock 2008). Sirke sinegi
(Drosophila sp.)’nden yonca (Medicago sp.)’ya, Tale teresi (Arabidopsis sp.)’nden
mese agaci (Quercus sp.)’na kadar birgok canli tiiriinde nétral belirteclerden elde edilen
sonugclar ile kantitatif karakter sonuglari karsilastirilmistir (Long ve Singh 1995, Bonnin
vd 1996, Yang vd 1996, Kremer vd 1997, Kuittinen vd 1997, Evanno vd 2006, Knopp
vd 2007). Notral belirteglerden elde edilen genetik cesitlilik parametrelerinin kantitatif
karakterlerden elde edilen veriler ile karsilastirilmasi, yasam dongiileri kisa olan (bir
ve/veya birka¢ yil) canli tiirlerine gore orman agaglarinda daha zordur. Ciinkii orman
agaclarinin uzun yasam siiresi ve her bir bireyin biiyiik hacimli olmasi, birkac nesilde
goriilebilecek  degisimlerin ~ genetik  deneyler  yapilarak  gosterilmesini
sinirlandirmaktadir. Buna karsin, orman agaci tiirleriyle kurulan ortak bahce deneme
alanlar1 ve/veya orijin denemeleri, farkli ¢evre kosullarina adaptasyonun genetik
tabanini anlamak i¢in ¢ok degerli bilgiler vermektedir (Kremer vd 1997, 2000, Ritland
2000, Gonzalez-Martinez vd 2002).

Kantitatif karakterler Olciilerek populasyonlar arasinda genetik ¢esitlilik derecesinin
belirtildigi deger Qst degeridir. Notral belirteclerden elde edilen genetik farklilagma
derecesini gosteren deger ise, Fsy degeridir. Qsr ile Fgr degerleri karsilastirilarak
evrimsel gliclerin populasyonlarin farklilagsmasi tizerindeki etkisi belirtilmektedir
(Whitlock 2008). Qst degeri, Fst degerinden 6nemli Slgiide biiyiik ise populasyonlarin
incelenen karakterlerinin  farklilasmasina, genetik siiriiklenmenin tek basina
beklenenden daha fazla etki ettigi yorumu yapilir. Fsr degeri, Qsr degerinden dnemli

Olcilide biiyiik ise incelenen karakterler iizerine dengeleyici seleksiyonun etkili oldugu



ve bunun biitlin populasyonlarda benzer sekilde goriildiigiinden bahsedilir (Leinonen vd
2008, Whitlock 2008). Bu durum, genetik siiriiklenmenin goriildiigii populasyonlarda
bile benzer sekilde isler. Qsr degeri ile Fsr degerinin birbirine yakin bulunmasi
durumunda ise, incelenen karakterler iizerine seleksiyonun populasyonlarda heterojen
bir sekilde isledigi gz onlinde bulundurulur (Kremer vd 2000, Gonzalez-Martinez vd
2002, Leinonen vd 2008, Whitlock 2008). Bu bakimdan kantitatif karakterler ile notral
belirteclerden elde edilen verilerin birlikte ele alinarak karsilagtirilmasi, populasyonlarin
farklilasma siirecinde evrimsel giiclerin etkisini anlamak i¢in kullanilan etkili

yontemlerden biridir.

Orman agaclarinda kantitatif karakterler ile notral belirteclerin karsilastirilmasi i¢in
ideal caligmalardan biri, ortak bir alanda, ortak bah¢e deneme alanlarinin (orijin ve/veya
dol denemeleri) kurulmasidir. Bu sekilde, orman agaclarinin farkli populasyonlar1 ayni
cevre kosullart altinda yetistirilmektedir. Boylece incelenen biitiin populasyonlar
ve/veya bireyler lizerindeki ¢evre etkisi benzer hale getirilmektedir (Kremer vd 2000,

Gonzalez-Martinez vd 2002, Whitlock 2008).

Tiirkiye’de, en genis dogal yayilis alanina sahip bir tiir olmasi, hizli gelisen tiirler
arasina girmesi ve eldeki mevcut bilgilere gore genetik cesitliliginin yiiksek olmasi
bakimindan kizilgam (Pinus brutia Ten.) Tirkiye’de 1slah caligsmalar1 i¢in ideal bir
orman agaci tiiriidiir (Istk vd 1987). Kizilgam, yukarida bahsedilen o6zelliklerinden
dolay Tiirkiye’de ¢ok 6nemli bir orman agaci tiiriidiir. Nitekim kizilgam “Tiirkiye Milli
Agac Islah1 ve Tohum Uretimi Programi (1994-2003)” kapsaminda oncelik verilen
tiirler arasina alinmustir (Oztiirk ve Siklar 2000, Boydak vd 2006). Tiiriin
stirdiiriilebilirlik ilkeleri c¢ergevesinde kullanilabilmesi i¢in Oncelikli olarak dogal

populasyonlarinin genetik ¢esitliliginin belirlenmesi gerekmektedir.



1.1 Kwzilcam (Pinus brutia Ten.)’1n Dogal Yayilis1 ve Genetik Cesitliligi

Kizilgamin ana yayilis1 Tiirkiye smirlari igindedir (Fady vd 2003, Boydak 2004,
Boydak vd 2006). Kizilcam, Tiirkiye’deki ana yayilisinin digsinda Yunanistan, Kibris,
Suriye ve Liibnan’in yani sira kiigiik gruplar seklinde Irak ve Iran’da da dogal olarak
yetismektedir (Sekil 1.1). Kizilcamin, ana yayilis alam1 Tiirkiye’de bulundugu igin
bilimsel yayinlarda ¢ogunlukla “Turkish red pine” olarak belirtilmektedir. Ayrica,
“brutian” ve/veya “calabrian pine” olarak da adlandirilmaktadir (Kasaphgil 1978,

Frankis 1993, Boydak vd 2006).

Sekil 1.1. Kizilgam’in dogal yayilis alanlar1 (Fady vd 2003)

Kizilgamin Tiirkiye’deki dogal yayilist Akdeniz bolgesi, Ege bolgesi, Marmara
bolgesi ve Karadeniz bolgesini kapsar (Selik 1958, Alemdag 1962, Davis 1965, Sefik
1965, Neyis¢i 1987). Kizilgam farkli bolgelerde yayilis gostermesine ragmen optimum
yetismesini Akdeniz ikliminin goriildiigli bolgelerde gergeklestirir. Bu baglamda,
Tiirkiye’deki kizilgam yayilis alanmmin %47°si Akdeniz bolgesinde ve %40°1 Ege
bolgesinde yer alir (Neyis¢i 1987). Kizilgamin, kalkerli topraktan dolomit’e ve hatta
volkanik topraklara kadar uzanan degisik toprak tiplerinde yetistigi bildirilmistir.
Ayrica, deniz kiyisindan 1500 m ytiikseltiye kadar farkli ekolojik ve iklimsel faktorlerin



etkili oldugu ortamlarda yayilis gostermektedir (Barbero vd 1998, Boydak 2004,
Boydak vd 2006).

Kizilgam, Tiirkiye’de en genis dogal yayilisa sahip olan (5.4 milyon ha), hizli
gelisen ve agaclandirmalarda en ¢ok kullanilan bir tiirdiir (Bkz. Sekil 1.1). Cok ¢esitli
endiistriyel kullanim yerleri olan bu tiir, odununun uygun lif boyutlarina sahip olmasi
nedeniyle kagit endiistrisinde de kullanilmaktadir. Bu durum, kizilgamda hacim
artimini, dolayisiyla biiyiime karakteri 1slahin1 6n plana ¢ikarmaktadir. Ancak,
kizilgamin iilkemizdeki genis yayilis alanlar1 dikkate alindiginda, hizli gelismesi
yaninda, odun ve govde kalite 6zellikleri de 1slah bakimindan 6nemli olmaktadir (Isik

vd 1999, Boydak vd 2006, Orman Genel Miidiirliigii 2006).

Kizilgam ile ilgili yapilan ilk genetik cesitlilik calismalari, taksonomik olarak Halep
cami (Pinus halepensis Mill.) ile olan iliskisini arastirmaya yonelik olmustur. Ciinkii
kizilgam 1952 yilina kadar Halep caminin bir varyetesi olarak biliniyordu. Onceleri
morfolojik ve anatomik karakterler ile daha sonra da kimyasal belirtegler kullanilarak
yapilan ¢aligmalarda kizilgam ile Halep ¢aminin benzerlik ve/veya farkliliklar ortaya
konulmaya c¢alisgilmistir (Selik 1963, Little ve Critchfield 1969, Calamassi vd 1988,
Klaus 1989, Weinstein 1989a, b, Quezel 2000, Schiller 2000). Yakin ge¢miste izoenzim
ve DNA belirtecleri ile yapilan ¢alismalarda kizilgam ile Halep ¢aminin sistematikteki
yerleri ve farkli tiirler olduklart kesin olarak ortaya konulmustur (Krupkin vd 1996,
Panetsos vd 1997, 1998, Bucci vd 1998, Schiller 2000).

Kizilgamin farkli bir tiir olarak alindig1 ilk bilimsel ¢alismalarda ise boy, cap vb.
morfolojik karakterler ile anatomik karakterler incelenmistir (Selik 1958, Palmberg
1975, Isik 1986, 1993, 1997, Isik ve Kaya 1993). Kizilcamda degisik morfolojik
karakterleri ele alarak genetik ¢esitliligin belirlenmesi ile ilgili ¢aligmalar giiniimiizde de
devam etmektedir (Ozer 1997, Isik 1998, Isik ve Isik 1999, Isik vd 1999, 2002, Bilir vd
2002, 2004, 2005, Caliskan 2006, Alan ve Yildiz 2006). Giiniimiizde ayrica, tiiriin
morfolojik o6zellikleri yaninda protein, terpenler ve DNA diizeyinde de ¢aligmalar
yapilmaktadir. Protein diizeyinde yapilan izoenzim ¢aligmalar1 ile Tiirkiye’deki belirli

populasyonlarin genetik ¢esitliligi tizerinde bazi ek bilgiler ortaya konulmustur (Conkle



vd 1988, Yahyaoglu vd 1993, Schiller 1994, Kara vd 1997, Panetsos vd 1997, 1998,
Giilbaba ve Ozkurt 1998, 2001, Korol vd 2002a, b, Kaya vd 2006, Semiz 2009).
Kizilgamda molekiiler belirtegler (RAPD, RFLP, AFLP ve SSR gibi) kullanilarak DNA
diizeyinde yapilan ¢alismalar ise, morfolojik ve izoenzim calismalarina gore halen ¢ok
sinirl kalmistir (Kaya ve Neale 1995, Ozer 1997, Bucci vd 1998, Drouzas vd 2000, Lise
2000, Ozel 2001, iggen 2002, Velioglu vd 2002, Kandemir vd 2004, i¢gen vd 2006).

Literatiir bilgimize gore, kizilcamin ele alindig1 ve yukarida bir kismindan bahsedilen
calismalardan sadece bir tanesinde (Bucci vd 1998) kloroplast basit dizi tekrarlar1 veya

mikrosatellitler (SSR) olarak adlandirilan molekiiler belirtegler kullanilmistir.

1.2 Basit Dizi Tekrarlar1 (Mikrosatellitler) ve Kullanimlan

Genetik cesitliligin DNA diizeyinde arastirilmast i¢in kullanilan en hizli ve etkili
metodlardan birisi basit dizi tekrarlarinin veya mikrosatellitlerin ¢esitliligini analiz
etmektir. Bu teknik, polimeraz zincir reaksiyonu (PZR veya PCR) tabanli olup
aragtirtlan gen-i¢i ve/veya genler-arast bolgelerdeki niikleotid dizilimlerinin tekrar
sayisindaki farkliliklarin belirlenmesine dayanmaktadir. Mikrosatellit polimorfizminin
belirlenmesinde, calisilan tekrarli bdlgenin veya lokusun yan bdlgelerine (flanking)
tamamlayic1t (komplementer) primerler kullanilarak PZR ile c¢ogaltilir ve elde edilen
fragmentler elektroforetik olarak analiz edilir (Anzidei vd 1999, Scotti vd 1999, Bandelj
vd 2004, Varshney vd 2005).

Mikrosatellitler 1-6 niikleotidden olusan tekrarli DNA dizileridir. Mikrosatellitler
cekirdek, kloroplast ve mitokondri genomunda bol miktarda bulunurlar ve genomda
homojen dagilmiglardir. Tekrarlanan dizi genellikle (CA)n, (TG)n, (AG)n, (CAG)n,
(TAT)n ve (AAT)n tekrarlaridir. Mikrosatellit tekrarlari, kusurlu, kusursuz ve boliinmiis
veya bilesik olmak iizere ii¢ tipe ayrilir. Ayrica, bu {i¢ tip arasinda her tiirli
kombinasyon goriilebilir (Hancock 1998, Navascues ve Emerson 2005, Oliveira vd
2006). Bunlar, genellikle biiytikliikleri 100 baz cifti (b¢)’ne kadar olan benzersiz dizi
olduklarindan kolaylikla cogaltilabilirler. Onceleri genomdaki bu tekrarli diziler “junk
(hurda) DNA” olarak adlandirilmaktaydi, c¢linkii bu dizilerin herhangi bir gorevi



olmadig1 diisliniiliirdii. Bugiin hala, mikrosatellitlerin rolii ¢ok iyi bilinmemesine
ragmen, kodlamada islevsel rol aldiklar1 ve diizenleyici element olarak goérev yaptiklar
bildirilmistir. Ayrica, arastiricilar i¢in molekiiler belirte¢ olarak kullanilabilmeleri
bakimindan 6nemli bir molekiiler ara¢ olmaktadirlar (Hancock 1998, Kashi ve Soller
1998, Scotti vd 1999, Oliveira vd 2006). Mikrosatellitler genomda kodlanan ve
kodlanmayan bdlgelerin her ikisinde de bulunmaktadir. Ancak, kodlanmayan
bolgelerdeki frekanslar1 kodlanan bdlgelerdekinden daha yiiksektir. Mikrosatellitlerin
baz1 tipleri belirli bir tiir ve/veya grup i¢in yaygin ve spesifik olmasina karsin analiz
edilen biitlin organizma genomlarinda mikrosatellitlere rastlanmistir.  Bitki
genomlarinda daha sik goriilen mikrosatellitler genellikle (AT)n ve (GT)n diniikleotit
tekrarlar1 iken, hayvanlarin genomunda (AC)n tekrarlar1 daha yaygindir. Triniikleotit
dizilimlerde ise TAT tekrarlar1 ¢ok sik goriilmektedir (Hancock 1998, Varshney vd
2005, Oliveira vd 2006).

Mikrosatellit analizlerinde epistatik etkilesimler s6z konusu olmadigi i¢in
genotiplerin dogrudan saptanmasi miimkiindiir. Mikrosatellitler kodominant olarak
kalitlandigindan genetik c¢aprazlamalar gerektirmeksizin homozigot ve heterozigot
genotipler kolaylikla birbirlerinden ayirt edilebilir. Bu konuda 6nemli bir nokta da,
mikrosatellitlerin ndtr belirte¢ olmalar1 yani seleksiyon ve cevre baskisi tarafindan
etkilenmemeleridir. Bu 6zellik genetik ¢esitliligin dogrudan 6l¢iilmesine olanak saglar
(Gillet 1999, Robinson ve Harris 1999, Scotti vd 1999, Bandelj vd 2004). Mikrosatellit
belirteglerin 6nemli bir 6zellikleri de, diger belirteglere gore (izoenzimler, RAPD, RFLP
vb.) allel ¢esitliliklerinin fazla olmasidir. Boylece mikrosatellit belirtecleri, genetik
cesitlilik diizeyinin diisiik oldugu canli tiirleri i¢in rahatlikla kullanilabilirler. Genomda
daginik olarak bulunurlar ve ¢alisilmalar1 i¢in az miktarda (1.5-50 ng) DNA 6rnegi
yeterlidir. Ayrica, tekrarlanabilirlik diizeylerinin ¢ok yiiksek olmasi mikrosatellitlerin
giivenli belirtecler olmasini saglar (Scotti vd 1999, Oliveira vd 2006). Mikrosatellit
lokuslarindaki mutasyon orani, canli tiirlerine gére degisiklik (107 - 10°) gostermekle
birlikte, ayn1 canli tiiriindeki ve/veya ayn1 genomdaki diger lokuslara gore daha
yiiksektir (Eisen 1998, Hancock 1998, Estoup ve Cornuet 1998, Amos 1998, Oliveira
vd 2006). Mikrosatellit analizleri sirasinda, farkli PZR iirtinleri karigtirilarak ayni jele
yiiklenebilir. Ayrica, aym jele 3-4 yiikleme yapilabilir. Boylece, zaman, isgiicii ve



maddi agidan biiyiik kazang saglanir. Bu 6zelliklerinin yani sira, mikrosatellitlerin en
biiyiik tistlinliiklerinden biri de, bir tiir icin bulunan ve/veya tasarlanan primerlerin yakin
tiirler icin de kullanilabilmesidir (Anzidei vd 1999, Echt vd 1999, Robinson ve Harris
1999, Scotti vd 1999, Oliveira vd 2006).

Mikrosatellitler 6karyotik genomda ¢ekirdek, mitokondri ve kloroplast olmak iizere
tic farkli yerde bulunmaktadir. Yukarida bahsedilen ortak o6zelliklere sahip olmalarina
karsin, kloroplast ve mitokondri mikrosatellitleri baz1 Ozellikleriyle ¢ekirdek
mikrosatellitlerinden ayrilmaktadir. Ornegin, kloropastlar tek-ebeveyn tarafindan
kalitlanirlar ve bazi tiirlerde anne tarafindan, bazi tiirlerde de baba tarafindan
kalitlanirlar. Gymnosperm (agik tohumlu) tiirlerinin ¢ogunda, angiosperm (kapali
tohumlu) tiirlerinin aksine, kloroplastlar yavru doéllere baba tarafindan aktarilir. Boylece,
kloroplast basit dizi tekrarlar1 (cpSSRs) ile babaya ait soy hatti hakkinda bilgi elde
edilebilir (Anzidei vd 1999, Navascues ve Emerson 2005). Kloroplast genomu
rekombinasyon gecirmez ve bu nedenle biitiin kloroplast lokuslar1 baglantilidir.
Haplotip olarak belirlenen basit dizi tekrarlari, her bir ¢pSSR lokusunda bulunan

allellerin kombinasyonu seklinde ifade edilmektedir (Navascues ve Emerson 2005).

Mikrosatellit analizlerinin yukarida bahsedilen {istiin 6zelliklerinin yani sira, bazi
istenmeyen Ozellikleri de bulunmaktadir. Bunlardan ilki, PZR sirasinda Taq polimerazin
(DNA polimerizasyonu i¢in kullanilan enzim) yanlislikla farkli biiyiikliiklerdeki tiriinler
vermesidir. Bu durum genellikle mono- ve di-niikleotid tekrarlarin analizleri sirasinda
goriiliir. Taq polimerazin verdigi farkli biiytlikliikkteki {irlinler ¢ogunlukla istenilen
ve/veya calisilan bolge liriiniinden daha az yogun olmakta ve goz ardi edilmektedir.
Bununla birlikte, eger farkli {irtinlerde (istenilen ve yanlislikla ¢ogaltilan) ¢akigsma
olursa istenilen bdlge iirlinliniin ayristirilmasi zorlagmaktadir. Bu sorun, daha once
calisilmig ve bant biiyiikliigli bilinen bir standart kullanilmasi ile rahatlikla ¢oziilebilir
(Robinson ve Harris 1999, Scotti vd 1999, Oliveira vd 2006). ikinci sorun, analizler
sirasinda “null” allellere rastlanilmasidir. Bu alleller amplifiye (eslesme) olmaz ve jelde
goriinmezler. Bunun nedeni muhtemelen primerin baglanma bolgesinde meydana gelen
bir delesyon ve/veya diger mutasyonlar olabilir. Bu sorunun dogrudan bir ¢6ziimii

olmamasina ragmen belirli bir miktar (%5’e kadar) verinin analizlerde kayip veri olarak



g0z ardi edilmesi ile azaltilabilir. Bu durum genellikle ¢ok yaygin degildir ve goriilme
siklig1 da c¢ok diisiiktiir (Robinson ve Harris 1999, Scotti vd 1999, Varshey vd 2005).
Ucgiincii sorun ise, mikrosatellit analizlerinde kullanilan primerlerin elde edilmesinin gii¢

olmasidir (Scotti vd 1999).

Mikrosatellit bolgelerinin belirlenmesi, izolasyonu, sekanslanmalari ve primerlerin
denenmesi; zaman, para ve uzmanlik gerektiren bir islemdir. Yeni primerlerin bu
sekilde elde edilmesinden ziyade daha ekonomik ve hizli yontemler kullanilarak
bulunmasi tercih edilmektedir. Bu yontemler; literatiir taranarak uygun primerlerin
secilmesi, dizi (sekans) bankalarindan yeni primerler dizayn edilmesi ve/veya primer
gelistiren bir aragtirma laboratuar ile birlikte calisilmasidir (Scotti vd 1999, Varshney
vd 2005). Bunlar arasinda en ¢ok tercih edilen ve de en ucuz olan yontem, literatiir
taranarak hedef tiir ile taksonomik yakinlig1 olan tiirlerde denenmis olan primerlerin
kullanilmasidir. Ornegin, Vendramin vd (1996)’nin Pinus thunbergii Parl. kloroplast
genomundan izole ettikleri 20 ¢ift primer, Pinaceae familyasindaki yakin bir¢cok agac
tiirlindeki analizler i¢in kullanilmistir (Bucci vd 1998, Echt vd 1998, Cuenca vd 2003,
Gomez vd 2005, Hansen vd 2005, Hohn vd 2005, Robledo-Arnuncio vd 2005,
Naydenov vd 2006, Vaxevanidou vd 2006, Bucci vd 2007, Kaya vd 2008).

Mikrosatellit analizleri; genetik cesitlilik, genetik harita gelistirme, linkaj analizleri,
belirtecler araciligiyla seleksiyon, parmak izi analizleri, hastaliklarin tayini, ebeveyn
analizi, gen gocli vb. birgok alanda kullanilmaktadir (Balding 1998, Carrington vd 1998,
Shibata 1998, Stoehr vd 1998, Anzidei vd 1999, Robinson ve Harris 1999, Scotti vd
1999, Balloux ve Lugon-Moulin 2002, Bandelj vd 2004, Varshney vd 2005, Oliveira vd
2006). Mikrosatellit analizleri, 6zellikle genetik ayrimin c¢ok zor olabildigi akraba
populasyonlarda, nispeten yakin ge¢miste tiiremis ve/veya cografik olarak ayri kalmis
(izole) olan populasyonlarda ve genetik varyasyonun ¢ok diisiik oldugu tiirlerin
calisilmasinda etkin bir yontemdir (Echt vd 1998, Scotti vd 1999, Oliveira vd 2006).
Buna ek olarak, mikrosatellit analizleriyle ¢cok yillik bitkilerde morfolojik incelemelere
ve izoenzim analizlerine gore ¢ok daha cabuk sonug¢ alinabilir (Anzidei vd 1999).
Orman agaglarinin ¢ogu, ozellikle kozalakli agag tiirleri, tohum ve yavru verebilme

olgunluguna uzun yillar sonunda (6rnegin, Cedrus libani A. Rich.’de en erken ortalama
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30 yasinda) eristiklerinden, orman agaci tiirleri ile yapilan geleneksel 1slah ¢aligmalari,
dol denemeleri ve genetik cesitlilik aragtirmalar1 ¢ok uzun zaman almaktadir (Isik
1999a). Bu zaman kaybinmi azaltmak amaciyla mikrosatellit analizleri, orman agaci
tiirlerinde diger canli tiirlerine nazaran daha siklikla kullanilmaya baslanmistir (Echt vd

1998, Anzidei vd 1999, Scotti vd 1999, Gonzalez-Martinez vd 2004, Oliveira vd 2006).

1.3 Calismanin Amaci

Bu c¢aligmada, kizilcamda kloroplast basit dizi tekrarlar1 (cpSSRs) primerleri
kullanilarak, DNA diizeyinde arastirmalar yapilmistir. Bu kapsamda, 1979 yilinda
Antalya Diizlergami yoresinde kurulan bir kizilgam ortak bah¢e deneme alanindaki alti
farkli populasyon ve her bir populasyondan 10 aile alinarak, cpSSR belirtecleri yoluyla
populasyonlarin ve ailelerin genetik yapisinin ortaya konulmas: hedeflenmektedir. Ozel

olarak maddeler halinde belirtilirse, ¢aligmanin amaci:

1- Kizilgam tiiriine ait Diizlercami ortak bahge deneme alanindaki populasyonlarda,
populasyonlar-arasi, populasyonlar-i¢i (aileler-arasi) ve ayrica aile-i¢i yarim-

kardesler aras1 genetik ¢esitliligi molekiiler diizeyde belirlemek;

2- Diizlercami ortak bah¢e deneme alanindan Orneklenen populasyonlarin ve

ailelerin haplotip kimliklerini, cpSSR belirtegleri ile belirlemek;

3- Orijinlerin yiikseltisine bagli olarak populasyonlarin cpSSR belirteglerine dayali

genetik cesitliliklerinde farkliliklar olup olmadigini incelemek;
4- Kullanilan cpSSR belirtecleri ile ortaya c¢ikarilan molekiiler verilerin, aym
deneme alaninda yaklasik son 30 yil i¢inde yapilan morfolojik calismalardan

elde edilen bilgilerle karsilastirmak ve olasi iliskileri ortaya koymak;

5- Bu bilgilere dayanarak, kizilcamin 1slah stratejisi hakkinda gerekli Onerilerde

bulunmaktir.
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2. MATERYAL ve METOT

Aragtirmada uygulanan materyal ve yontemler ayrintili olarak asagida sirasiyla
verilmigtir. Kisaca Ozetlenirse, once Diizlercami ortak bah¢e deneme alanindan alti
farkl1 populasyona ait ibreler (igne yapraklar) toplanmistir. Elde edilen ibreler
mikrosatellit analizleri yapilincaya kadar uygun kosullarda saklanmistir. Ibre
orneklerinden DNA izolasyonu yapilmis, secilen primerler ile polimeraz zincir
reaksiyonu (PZR) yapilip PZR iiriinleri dikey poliakrilamid jelde analiz edilmistir.
Ayrica, hangi morfolojik verilerin kullanildigi ve bunlarin nasil elde edildigi de
aciklanmistir. Elde edilen veriler, her biri i¢in uygun istatistiksel yontemler kullanilarak

degerlendirilmistir. Bu uygulamalar asagida sirasiyla aciklanmistir:

2.1. Diizlercam Ortak Bah¢e Deneme Alani1 ve Deneme Deseni

Kizilgam 1slahiyla ilgili temel biyolojik bilgilerin saglanmasi amaciyla 1977 yilinda,
Orman Bakanlig1 ve TUBITAK (TOAG 335 no’lu proje) destegiyle Prof. Dr. Kani ISIK
tarafindan Antalya yoresinde dort farkli yiikseltide kizilgam orijin+ddl denemeleri
kurulmustur (Istk 1986, Isik vd 1987). Bu denemeye girecek populasyonlarin
orneklenmesi icin biri Antalya havzasinin batisinda, digeri de dogusunda olmak iizere,
deniz kiyisindan baslayarak i¢ kesimlere dogru yiikselen iki ayr1 yiikselti hatti
belirlenmistir (Sekil 2.1). Birinci hat Doyran-Biik-Hacibekar (Antalya kenti-Korkuteli)
hatt1, ikinci hat Sarilar-Murtbeli-Kapan (Manavgat-Toroslar) hattidir. Toroslara dogru
yiikselen her bir hat boyunca algak, orta ve yliksek rakimlardan birer populasyon olmak
tizere, iki hattan toplam alt1 populasyon belirlenmistir (D: Doyran, B: Biik, H:
Hacibekar, S: Sarilar, M: Murtbeli, K: Kapan populasyonlar1) (Sekil 2.1). Her
populasyondan da dogal ortaminda 11 ile 16 adet arasinda ana¢ agag¢ (aile) secilmis,
bunlardan kozalak toplanmig ve kozalak torbalari ailelere gore (kozalak toplanan her bir

agac bazinda) ayri ayri etiketlenmistir (Isik 1986, Isik vd 1987).
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Akdanlz

Sekil 2. 1. Populasyonlarin cografik konumlari ve deneme alanlarinin kuruldugu
yerler. Populasyonlar (koyu renkli daireler): H: Hacibekar, B: Biik,
D: Doyran, S: Sarilar, M: Murtbeli, K: Kapan. Deneme Alanlar1
(koyu renkli kareler): 1: Kepez, 2: Diizler¢ami, 3: Biik, 4: Yenicedere

Orneklenen kizilgam populasyonlarina ait cografik bilgiler ve deneme alanlarinda yer
alan populasyonlara ait aile kodlar sirasiyla Cizelge 2.1 ve Cizelge 2.2°de belirtilmistir
(Isitk vd 1987, Isik 1998). Populasyonlardan dogal ortaminda ornekleme yapilirken
rasgele 11-16 anac¢ agac secilmistir. Anaglar arasindaki akrabalik olasiligin1 en aza
indirmek i¢in anaglar en az 100 m aralikla alinmistir. Boylece, elde edilen 6rnek
populasyonun ana populasyonu yeteri 6l¢iide temsil etmesi saglanmaya calisilmistir.
Ayrica, aileler secilitken fenotipleri (boy vb.) bir tercih nedeni olarak dikkate
alinmamistir. BOylece, arastirmanin amacma uygun bir sekilde, populasyonlardaki
sadece “lstliin” agaglarin degil, her fenotipteki (goriinimdeki) agaclarin temsil
edilmesiyle, populasyonlarin her birinin dogal gen havuzunun (genetik yapisinin) ortaya
cikarilmast hedeflenmistir. Kozalaklar agaclarin iist kismindan toplanarak elde edilen
tohumlarin kendileme (selfing) iirlini olma olasilig1 azaltilmaya calisilmistir. Her bir
ana¢ agactan toplanan kozalaklar, populasyonuna ve ailesine gore ayr1 ayri etiketlenmis
torbalara konulmustur. Her aileye ait kozalaklar agik havada giines altinda kurutulmus
ve tohumlar elde edilmistir. Fidanliga ekim giiniine kadar tohumlar her bir aileye ait

etiketli torbalarda +4 °C’de muhafaza edilmistir (Isik vd 1987, Isik 1988, Isik 1998).
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Cizelge 2.1. Denemede kullanilan kizilgam populasyonlarina ait cografik bilgiler

Populasyon | En yakin Rakim | Enlem | Boylam | Aile sayis1*
yerlesim yeri (m) (N) (E)

T.T. | D.A.
Doyran (D) Doyran Koyii 61 36°52" [ 30°32" | 16 10
Sarilar (S) Sarilar Koyt 92 36°48" | 31°26" | 11 10
Biik (B) Biik Orman Evi | 481 36°58" | 30°36" | 15 10
Murtbeli (M) | Beydigin Koyl | 486 37°01" | 31°24" | 14 10
Kapan (K) Beydigin Koyl | 932 37°06" | 31°24" | 14 10
Hacibekar (H) | Hacibekar Koyii | 1033 37°19" | 30° 11" | 15 10

*T.T.: Tohum toplanan aile sayisi, D.A.: Denemeye alinan agag sayisi

Cizelge 2.2. Denemede yer alan kizilgam populasyonlarina ait aile kodlar1

Populasyon Denemedeki aile kodlar:

Doyran (D) D2 D3 |D4 |D6 | D7 |D9 | D12 | D13 | D15 | D16
Sarilar (S) S1 [S2 [S3 |[S4 |S6 [S7 | S8 |S9 |S10 |SI1
Biik (B) Bl |B2 |B5 |B6 | B8 | B9 |Bl1l1 |Bl12 | B13 | Bl4
Murtbeli (M) | M2 | M3 | M5 [ M6 | M7 | M8 | M9 | M10 | M12 | M13
Kapan (K) Kl | K3 | K5 |K6 | K7 | K8 | K9 |KI10 | K1l | KI2
Hacibekar (H) | H2 | H3 | H4 | H5 | H9 | H11 | H12 | H13 | H14 | HI5

Tohumlar 6nce Zeytinkdy fidanlhigina ekilmis (Nisan 1978°de), sonra da 1+0
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fidanlar kullanilarak (Subat, Mart 1979’da) Antalya yoresinde dort farklir yiikseltide
kizilgam orijin+ddl denemeleri kurulmustur (Isik 1986, Isik vd 1987, Isik 1998). Bir
ana¢ agactan elde edilen fidanlar belirli bir aileyi ya da o aileye ait yarim-kardes (ana
bir — baba farkli veya belirsiz) bireyleri olusturmaktadir. Her bir populasyondan yeteri
kadar fidan elde edilen ailelerden 30’ar adet (3x10) yarim-kardes fidan segilerek
denemede kullanilmistir. Bu deneme alanlarindan birisi olan Diizler¢ami deneme alani,
bu aragtirma projesine materyal saglayacak deneme alani olarak se¢ilmistir. Diizlergami
deneme alani deniz seviyesinden yaklasik 350 m yiikseklikte ve denizden yaklasik 15

km kus ucusu uzaklikta yer almaktadir. Deneme alaninin koordinatlart ise 36° 58" 27



00" N ve 30° 32" 56 07" E’dir. Sekil 2.2°deki uydu goriintiisiinde deneme alaninin
koseleri acik renkli oklarla belirtilmistir.

Sekil 2.2. Diizlergami ortak bahge deneme alaninin uydu goriintiisii
(Deneme alaninin kdseleri oklarla gosterilmistir - Google Earth
2009)

Deneme i¢in Libby ve Cockerham (1980) tarafindan Onerilen tek agac¢ parselli
rastlant1 bloklarmin bir modifikasyonu olan “Ug Yinelemeli Kenetlenmis Petek Deseni”
kullanilmistir (Isik 1988). Denemede alti populasyon, her populasyondan 10 aile, her
aileden 10 birey kullanilmis; bunlar {i¢ yineleme (blok) olarak tekrarlanmistir. Boylece,
deneme alaninda 3 yineleme % 6 populasyon X 10 aile x her aileye ait 10 yarim-kardes
fidan = 1800 fidan yer almistir. Deneme alaninin dis sinirlarinda bulunan ayirim zonu
agaclar1 belirtilen toplam fidan sayisina dahil degildir. Bu desende, her ana¢ agaca
(aileye) ait fidanlar bir parsel i¢ginde toplu olarak degil, blok (yineleme) icine tek tek ve
rastlantisal olarak dagitilmistir. Denemedeki ii¢c blok, rastlant1 bloklar1 desenindekinin
tersine, mekan olarak birbirinden bagimsiz degildir. Bagka bir deyisle, ii¢ blok i¢ ice
kenetlenmis bir sekilde ve tigiiniin toplamina esit bir alanda yer almaktadir ( Libby ve

Cockerham 1980, Isik vd 1987, Isik 1988).

Diizlergam1 deneme alaninda agaclar arasinda rekabet basladigi ve tepe catilari
kapandig1 yillarda aralama kesimleri yapilmistir. Boylece, deneme deseninin bir geregi
olarak, Diizler¢gami deneme alaninda morfolojik verileri alan arastirmacilarin

kontroliinde iki aralama kesimi (birincisi agac¢lar 13 yasindayken, Aralik 1990 ile Ocak-
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Subat 1991°de, ikincisi ise Subat 1995’de) yapilmistir. Aralama kesimlerinden sonra
deneme alaninda tek bir yineleme (mavi replikasyon) kalmistir (Isik 1998). Deneme
alanlarindaki agaclarla rekabet eden maki elemanlar1 alt tabakay:1 orttiikkce ve ihtiyag
duyuldukca, erken yaslarda daha yogun olmak {izere, kismen temizlenerek
uzaklagtirllmigtir. Diizlercami ortak bahg¢e deneme alaninda yangin riskini azaltmak
lizere denemede aralama kesimi sonunda kalan agaclarin kuru alt dallar1 da budanmastir.
Bu tez calismasina baslandiginda, deneme alanindaki agaclar aile kodlarina goére 2006
yilinda aliiminyum plakalar kullanilarak etiketlenmistir (Sekil 2.3, 2.4 ve 2.5).
Etiketleme sonucu deneme alaninda bulunan populasyonlara ve ailelere ait yarim-kardes
bireylerin yer aldig1 konumun bulunmasi ve érnek almmas: daha kolaylasmistir. Olmiis
olan ya da aralama kesimi ile ¢ikarilmis olan agaclar dikkate alinarak (ve onlar

planlardan ¢ikarilarak) deneme planlar1 2008 y1il1 icinde glincellestirilmistir.

T

B

Sekil 2.4. Bireylerin etiketlenmesi Sekil 2.5. Etiketlenmis bir birey (K01)

Her bir agacin (populasyonu ve ailesi belli olacak bi¢cimde) konumu, EK-1’de
deneme alani yerlesim planinda goriilmektedir. Her bir populasyon ve her bir aileye ait

bireylerin deneme alani i¢inde yer aldigi konumlarin1 gosteren liste de EK-2’de
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sunulmustur. Ornegin, K populasyonundaki 7 no’lu aileye ait bireylerden biri, EK-
2’deki listeye gore 10. sira, 18. siitunda (10-18) yer almaktadir. Ayrica, listelerde (EK-1
ve EK-2) koyu olarak belirtilen bireyler, bu ¢calisma i¢in 6rneklenen bireylerdir.

2.2. ibre Orneklerinin Toplanmasi ve Kurutulmasi

Mikrosatellit ¢aligsmalari, koniferlerde, bir agacin yapraklari {izerinde yapilabildigi
gibi, ayni bilgiler ilgili agacin tohumlar1 ¢imlendirilerek elde edilen fidecikler tizerinde
de yapilabilir. Diizlercami deneme alanindaki agaclarin son yillardaki (20-30 yas arasi)
enerjisi daha ¢ok vejetatif biliylimeye ayrildigi ve bu nedenle deneme alaninda ve
orneklenecek ailelerde yeterli sayida kozalak (ve tohum) bulunmadigi i¢in bu tez
calismasi tohum degil, ibre 6rnekleri toplanarak siirdiiriilmiistiir. Bu arastirma projesi
icin Diizlergami deneme alaninda deneme planindaki alti1 farkli populasyonun her bir
ailesinden dort birey (yarim-kardes) rasgele sec¢ilmistir. Boylelikle, toplam 6
populasyon x 10 aile x 4 birey = 240 birey Orneklenmistir. Geng (yani, ayni yilin
biliylime mevsimine ait) ibre ornekleri (Sekil 2.6) Haziran 2008’de agaclar 30. yasini
(y1l) doldurdugu zaman (agaclarin boyu yaklasitk 20 m) toplanmistir (Sekil 2.7).
Deneme alani i¢inde orneklenen bireylerin konumu EK-1 ve EK-2’de ayrintili olarak

gosterilmistir. Her bireye ait ibre 6rnekleri toplanarak, o birey i¢in etiketlenen posetlere

konulmustur.

Sekil 2.6. Geng ibre 6rnekleri Sekil 2.7. Kizilgamda ibre 6rneklerinin toplanmasi

(Fotograflar Ars. Gérv. B. Banu BILGEN tarafindan Haziran 2008’de ¢ekilmistir)
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Deneme alanindan Haziran 2008’de toplanan ibre Ornekleri, Ars. Gorv. Yusuf
KURT’un Ispanya’ya gidis tarihine kadar her bireye ait etiketli posetler i¢inde, DNA
izolasyonu yapilincaya kadar bitki genetigi laboratuarinda derin dondurucuda (-20 °C)
muhafaza edilmistir. Ispanya-INIA orman genetigi boliimii, DNA izolasyonu igin
toplanan bitki 6rneklerini silika jelde kurutarak kullanmaktadir. Bu tez ¢alismasi igin
toplanan kizilgam ibre ornekleri de silika jel yontemi ile kurutulmustur. Silika jel ile
kurutma yonteminde, 6rnekler 6nce kagit poset igine konulmakta ve kagit poset de daha
genis bir plastik poset i¢cine konulmaktadir. Plastik posetin i¢ine silika jel konulup
ornekteki nemin ¢ekilmesi ve silika jelin renk degistirmesi beklenmektedir (Sekil 2.8).
Kullanilan silika jelin rengi normalde mavidir. Nemli bir ortamda nemi ¢ektikten sonra
silika jelin rengi pembeye doniismektedir (Weintraub 2002). Silika jelin rengi pembeye
doniisiince, onun yerine yeni (mavi renkli) silika jelin konulmasi gerekir. Bu tez
calismasindaki &rneklerin silika jeli, bir kez Tiirkiye’de ve bes kez Ispanya’da olmak
lizere toplam alt1 kez degistirilmistir (Sekil 2.8). Ornekler daha sonra DNA izolasyonu
i¢in kullanilmistir. Orneklerin silika jel ile kurutulma siireleri 6rnegin miktaria, silika
jelin kalitesine ve miktarina bagl olarak degismektedir. Kizilgam ibre 6rneklerinden
ortalama 30 gram (gr) materyalin kurutulmasi i¢in dort-bes gilinde bir silika jel
degistirilerek yaklasik bir ayda kuru bitki materyali elde edilmistir. Kuru bitki materyali
silika jel iceren posette oda sicakliginda aylarca hatta yillarca rahatlikla

saklanabilmektedir.

Sekil 2.8. Silika jeli degistirilmis bir 6rnek (soldaki, mavi silika jelli)
ve silika jelinin degistirilmesi gereken bir 6rnek (sagdaki, pembe
silika jelli)
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2.3. DNA izolasyonu ve DNA Miktar Tayini

DNA izolasyon metodunun optimizasyonu i¢in erken kuruyan birkag¢ bireyin ibre
orneklerinden birka¢ adet ibre alinarak 6n deneme yapilmistir. Bu 6n denemede
Invisorb” DNA Plant HTS 96 Kit/C olarak bilinen ve 50 miligrama (mg) kadar bitki
materyalinden DNA izolasyonunu miimkiin kilan DNA izolasyon kiti kullanilmistir. On
deneme sirasinda 30 ve/veya 40 mg bitki materyali, homojenizasyon i¢in bir ve/veya iki
celik bilye, degisik homojenizasyon ve santrifiij siireleri denenmistir. Sonugta, kizilgam
ibreleri i¢in ortalama 30 mg bitki materyali, bir celik bilye, alti dakikalik
homojenizasyon siiresi ve degisik santriflij siireleri (bakiniz EK-3) uygun protokol

olarak belirlenmistir.

On deneme sonucu gerekli olan bitki materyali miktar1 belirlenince her bir birey icin
ortalama 30 mg ibre 6rnegi tartilip 96’11k plakalara konuldu. Plakalara 6rnekler, olasi bir
karigiklig1 6nlemek i¢in daha 6nce hazirlanmis olan ve populasyon, aile ve birey sirasini
gosteren 96’lik plaka semasi gdz Oniinde bulundurularak konuldu. Ibre 6rneklerini
tartarken Ornekler pens ile alinmis ve Ornekler arasi kontaminasyonu Onlemek igin
kesinlikle ¢iplak el ile dokunulmamistir. Tartim isleminden sonra ibre 6rnekleri 1-2 cm
uzunlugunda, tlip i¢ine rahatlikla sigacak sekilde, pens ile koparilmistir. Koparilan
ornek pargalar1 ¢cok dikkatli bir sekilde 96’lik plakadaki tiiplere sirasiyla konulmustur
(kuru ibre 6rneklerinin elektrostatik ¢ekim kuvvetinden dolay1 plastik tiiplere konulmasi
zaman alic1 ve ¢ok dikkat gerektiren bir islemdir). Bir 6rnek i¢in kullanilan pens, baska
bir 6rnek i¢in tekrar kullanilmadan once saf alkolde 5-10 saniye kadar bekletilmis ve
seliilozlu kagit ile iyice temizlenmistir. Bu islemler biitiin 6rnekler i¢in, 6rnekler arasi

DNA kontaminasyonunu 6nlemek amaciyla 6zenle uygulanmistir.

Bu tez c¢alismasinda, ibre Ornekleri Retsch® MM300 model homojenizator
kullanilarak homojenize edildi. Homojenizasyon isleminin etkinligini arttirmak igin
bitki oOrnekleri bir-iki giin 6nce hazirlanip -20 °C’de muhafaza edilmis veya
homojenizasyon isleminden hemen 6nce sivi azot i¢inde 5-10 saniye beklettikten sonra
homojenizasyon islemine gecilmistir. Boylece, bitki materyali daha kuru bir hale

gelmekte ve homojenizasyonu kolaylagsmaktadir. Bu tez calismasinda kullanilan
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kizilgam ibre Ornekleri, homojenizasyondan bir-iki giin 6nce hazirlanip -20 °C’de
bekletilmigtir. Homojenizasyon siiresi olarak iiger dakikadan olusan iki kisim olmak
lizere toplam alt1 dakika kullanildi. Titresim frekansi ise saniyede 30 olarak ayarlandi.
Orneklerin iyi bir sekilde (toz veya kina seklinde) homojenize olup/olmadigi kontrol
edildikten sonra homojenizasyon islemine son verildi. Bu tez ¢alismasinda, homojenize
edilen 6rneklerden DNA izolasyon kiti kullanilarak DNA izole edildi. DNA izolasyon
islemi DNA kiti kullanma kilavuzunda (Bkz. EK-3) bazi degisiklikler yapilarak
gergeklestirildi. Calismada izlenen DNA izolasyon islemi ayrintili olarak EK-3’de

aciklanmistir.

Orneklerin DNA miktar1 agaroz jelde standart olarak 5, 25 ve 50 ng/ul lamda ()
DNA kullanilip sinyal giicii karsilastirilarak belirlendi. Agaroz jel %1°lik olarak
hazirlandi (Bkz. EK-4). Hazirlanan agaroz jele 4 mikrolitre (ul) ddH,O (cift distile su)
+ 1 pl yiikleme boyasi (loading dye) + 1 ul 6rnek DNA’s1 yiiklendi. Ayni sekilde lamda
DNA’lardan da 1 ul alinip + 4 pl ddH,O ve 1 pl yiikleme boyasi ile toplam hacmin
hepsi agaroz jele yiiklendi. Yiiklenen 6rnekler 120 voltta 15 dakika 1X Tris-Borat-
EDTA (TBE) tamponu bulunan ortamda yiiriitiildii. Yiiriitme islemi tamamlandiktan
sonra jel goriintiilenip fotografi ¢ekildi (Sekil 2.9). Fotograftaki orneklerin sinyal

giicleri, lamda DNA’larin sinyal giicleri ile karsilastirilarak yaklasik olarak érneklerin 1
mikrolitresinde bulunan DNA miktar1 belirlendi (Sekil 2.9).

S0 as/
Spgfl =0T

s \ |

;-.i;i'a;---II-'I-Iii."'- -

Sekil 2.9. DNA miktarinin belirlenmesinde kullanilan bir agaroz jel 6rnegi.
Alt satirdaki son iki 6rnek (sag tarafta) 5 ve 50 ng/ul lamda (A) DNA
ornekleridir
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2.4. Primerlerin Belirlenmesi ve Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

Izole edilen DNA’lar polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) islemi i¢in 5 ng/pl olacak
sekilde seyreltildi. PZR islemi i¢in ayni laboratuarda daha 6nce Pinus halepensis Mill.,
Pinus pinaster Ait. ve Pinus canariensis Chr. Smith ex. DC. ile yapilan ¢aligmalarda
kullanilan protokol kizilgam i¢in optimize edildi (Gomez vd 2003, 2005, Vaxevanidou
vd 2006). Laboratuarda bulunan ve Vendramin vd (1996) tarafindan Pinus thunbergii
Parl. kloroplast genomundan izole edilmis olan mononiikleotid tekrarlarinin belirlendigi

alt1 primer ¢ifti (Cizelge 2.3) PZR islemi icin kullanilmistir.

Cizelge 2.3. Kullanilan primerler ve sekanslari

Primer Sekans (F: Forward, R: Reverse)
Pt1254 F: 5’-CAATTGGAATGAGAACAGATAGG-3’
R: TGCGTTGCACTTCGTTATAG

Pt15169 | F: 5’>-CTTGGATGGAATAGCAGCC-3’
R: GGAAGGGCATTAAGGTCATTA

Pt30204 | F: 5’-TCATAGCGGAAGATCCTCTTT-3’
R: CGGATTGATCCTAACCATACC

Pt36480 | F: 5’-TTTTGGCTTACAAAATAAAAGAGG-3’
R: AAATTCCTAAAGAAGGAAGAGCA

Pt71936 | F: 5’-TTCATTGGAAATACACTAGCCC-3’
R: AAAACCGTACATGAGATTCCC

Pt87268 | F: 5’-GCCAGGGAAAATCGTAGG-3’
R: AGACGATTAGACATCCAACCC

PZR isleminin optimizasyon asamasinda alt1 populasyonun iigiinden (Sarilar, Doyran
ve Biik) rasgele bireyler secilmis ve biitiin primerler i¢in ayni bireyler kullanilmistir.
PZR isleminin 6n denemesinde farkli Taq polimeraz enzimleri, degisik MgCl, ve
primer konsantrasyonlari denenmistir. Her bir primer i¢in bulunan optimum kosullar
Cizelge 2.4 ve 2.5’de ayrintili olarak belirtilmistir. PZR islemi i¢in karigim
hazirlanirken oncelikle seyreltilmis olan DNA’dan 1 pl (5 ng/ul) plakalara kondu ve
daha sonra ise hazirlanan karisimdan (mastermix) 9 pl koyulup toplam hacim 10 pl

olarak ayarlandi1 (Cizelge 2.4 ve 2.5). PZR kosulu olarak ise, 95 °C’de — 5 dakika
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bekletme / [ 94 °C’de 1 dakika / 55 °C’de 45 saniye / 72 °C’de 1 dakika kullanilarak 20-
35 dongii] / 72 °C’de — 8 dakika bekletilerek - 10°C’de 6rnekler alindi. PZR islemleri
Applied Biosystems, Gene Amp” PCR system 9700 cihazinda yapildu.

Cizelge 2.4. Tag-Ekogen ile amplifiye olan primerler ve PZR bilesenleri

Karisim 1X (ul) 1X (ul) 1X (ul) 1X (ul)
Pt30204 | PtI5169 | Pt87268 Pt1254
ddH,O 6.32 6.32 6.32 6.12
dNTPs 10mM 0.4 0.4 0.4 0.4
MgCl, 50mM 0.4 0.4 0.4 0.4
BSA 10mg/ml 0.2 0.2 0.2 0.2
Tampon 10X 1 1 1 1
Primer R 5uM 0.3 0.3 0.3 0.4
Primer Fe5 uM 0.3 0.3 0.3 0.4
Taq Pol. 5u/ pl 0.08 0.08 0.08 0.08
TOTAL 9 9 9 9

Cizelge 2.5. Tag-Invitrogen ile amplifiye olan primerler ve PZR bilesenleri

Karisim 1X (ul) I1X (ul)
Pt36480 Pt71936
ddH,O 6.32 6.32
dNTPs 10mM 0.4 0.4
MgCl, 50mM 04 04
BSA 10mg/ml 0.2 0.2
Tampon 10X 1 1
Primer R 5SuM 0.3 0.3
Primer Fe5 uM 0.3 0.3
Taq Pol. 5u/ pl 0.08 0.08
TOTAL 9 9

‘Kullanilan primer floresan boya ile isaretli

PZR sonucu elde edilen {iriinler Li-Cor 4300 DNA Analyzer cihazinda dikey
poliakrilamid jelde yiiriitiilerek bantlarin sinyal giicline ve primerlerin polimorfizm
durumuna bakildi. Yiiklemede 1 pul ddH,O + 1 pl yiikleme soliisyonu + 1 pl PZR iirlinii
kullanildi. Elde edilen bu karisimdan 0.5 — 0.75 pl arasinda degisen miktarlarda
kullanildi. Jelin ve kullanilan ¢ozeltilerin hazirlanmasi hakkinda ayrintili bilgiler EK-
4’de agiklanmigtir. Kullanilan primerlerden sadece Pt36480 primeri monomorfik olarak
goriildi. Deneme, ii¢ populasyondan dorder birey olmak iizere, toplam 12 bireyde

yapildigindan bu primerin de biitiin populasyonlar i¢in kullanilmasi kararlastirildi.
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Akrilamid jelde goriilen giiglii bant sinyallerinden sonra her bir primer i¢in PZR dongii
sayist bes dongii diisiiriilerek su sekilde degistirildi; Pt71936 ic¢in 15 dongii. Pt15169,
Pt30204 ve Pt87260 igin 20 dongii. Pt36480 i¢in 25 dongii ve Pt1254 i¢in 30 dongii.
Optimize edilen PZR bilesenleri ve dongli sayilar1 ile her bir primer ig¢in biitlin
populasyonlarda PZR islemi gerceklestirildi. Elde edilen plakalar Li-Cor 4300 DNA
Analyzer’da dikey poliakrilamid jelde inceleninceye kadar -20 °C’de muhafaza edildi

(PZR iiriinleri -20 °C’de aylarca bozulmadan muhafaza edilebilir).

2.5. Dikey Poliakrilamid Jelde Analizler

Dikey poliakrilamid jel hazirlamadan once kullanilacak malzemelerin hepsi
hazirlanmalidir. Ciinkii jel hazirlanip cam boélmeler arasina aktarildiktan kisa siire
(yaklasik 30 dakika) sonra polimerize olmaya baslamaktadir. Dikey poliakrilamid jel

hazirlarken kullanilan ¢ozeltiler ve malzemeler Sekil 2.10°da goriilmektedir.

Sekil 2.10. Jel hazirlarken kullanilan ¢ozeltiler ve malzemeler

Jel hazirlanirken ilk olarak, kullanilacak cam bdlmeler alinarak saf etil alkol (%96
veya %99’1luk) ile iyi bir sekilde temizlenmistir. Temizleme isleminde 6zel seliilozlu
(seliiloz igerigi normal kagitlara gore biraz fazla olan) kagit kullanilmali. Boylece cam
bolmeler iizerinde herhangi bir leke ve/veya c¢ok kiiciik kagit parcalar1 kalmamaktadir.
Cam bolmeler iizerinde herhangi bir leke veya kagit pargasinin kalmasi, cihazin

okumasinda kirlilik (background) olusumuna neden olabilir. Cam bolmeler iyice alkol
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ile temizlendikten sonra aralarina 25 cm uzunlukta ve 0.25 mm kalinliginda ince plastik
serit (spacer) konulur. Cam bdlmeler kapatilarak kenar sikistirma aparatlar1 yerlestirilir
ve bunlar iyice sikistirilir. Diiz bir diizlemde cam bdlmelerin diizgiin bir sekilde
kapatilip kapatilmadigi kontrol edilir. Hazirlanan cam bolmeler jelin dokiilecegi agiz

kismindan 2-3 cm yukarida olacak sekilde ayarlanir (Sekil 2.10).

Poliakrilamid jel i¢in gerekli olan malzemeler hazirlanir. Bunlar sirasiyla;
Mikrosatellit analizi i¢in soliisyon (% 6.9’luk akrilamid iceren jel stok soliisyonu),
TEMED (N, N, N, N-Tetrametiletilen-diamin) ve %10’luk APS (Amonyum peroksit
disulfat)’dir (Sekil 2.10). Jel stok soliisyonu ve TEMED +4 °C’de, %10’luk APS ise -20
°C’de muhafaza edilmektedir. Jel stok soliisyonun’dan 25 ml bir behere konur ve behere
dikey hava akimli kabin i¢inde 15 ul TEMED eklenir. Bu karisim (Jel stok soliisyonu +
TEMED) calkalayicida 15-20 saniye karistirildiktan sonra 150 pl %10’luk APS eklenir.
Bu da calkalayicida 5-10 saniye karistirildiktan sonra hazirlanan ¢ozeltinin 22-23 ml’si
siringa igerisine alinir. Jelin polimerizasyonunu kontrol etmek i¢in beherde 2-3 ml
¢Ozelti birakilir. Hazirlanan ¢ozelti cam bolmelerin arasina dikkatli bir sekilde aktarilir.
Siringa kullanilirken cam bdlmeler arasinda hava kabarcigi olugsmamasina dikkat edilir.
Jel ¢ozeltisi dokiildiikten hemen sonra, tarak yeri aparatt cam bdlmelerin arasindaki
acikliga yerlestirilir. Bu aparati koyarken cok dikkat edilmelidir. Ciinkii bu aparati
koyarken de hava kabarcigi olusabilir. Hava kabarcigl olugsmasi durumunda jel tekrar
hazirlanmalidir. Bundan dolay1r tarak yeri aparatini yerlestirirken agiz kismina biraz
fazla ¢6zelti dokdiliir ve tarak yeri aparati hemen yerlestirilir. Hazirlanan jel, polimerize
olmasi i¢in oda sicakliginda 1-2 saat (genellikle 1.5 saat) bekletilir. Jel polimerize
olduktan sonra el kurutma kagitlar1 birka¢ kat yapilarak musluk suyu ile 1slatilip cam
bolmelerin agik olan her iki ucuna yerlestirilir. Cam bdlmeler stre¢ film ile sarilarak, jel
bir gece +4 °C’de bekletilir. Sayet jel 2-3 giin sonra kullanilacaksa, el kurutma kagitlar

iyice 1slatilir ve cam bdlmelerin agik uglart bu 1slatilmig kagitlarla kapatilir (Sekil 2.11).
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Sekil 2.11. Buzdolabinda (+4 °C) bekletilmek i¢in sarilmis bir jel 6rnegi

Bir gece +4 °C’de bekletilen jel, ertesi giin buzdolabindan alind1 ve oda sicakliginda
5-10 dakika bekletildi (Sekil 2.11). Stre¢ film sokiildii ve jel musluk suyu altinda iyice
yikandi. Yikama islemi jelin yiikleme yapilan agiz kisminda su akist net bir sekilde
gorildiigli zaman birakildi. Yiiklemenin yapilacagi agiz kisminda biriken jel kirintilar
bir tel ile alindi. Bu kirintilar alinmazsa taragin olusturacagi kuyucuklar1 doldurabilir ve
yiirlitme igleminin diizgiin bir sekilde gergeklesmesini engelleyebilir. Agiz kismindaki
kirmmtilar alindiktan sonra jelin 6n ve arka kismindaki cam bolmeler saf etil alkol ile
lyice temizlendi. Bu islem, cihazin okumasmi diizgiin bir sekilde yapmasi igin
gereklidir. Cam bolmeler saf alkol ile temizlendikten sonra, jele tarak yerlestirildi.
Laboratuarda bulunan Li-Cor 4300 DNA Analyzer cihaz1 64 6rneklik taraga sahipdi.
Tarak yerlestirildikten sonra bir bant ile cam bdlmeye sabitlendi. Yiikleme yapilacak
agiz kismina 0.8X’lik TBE tamponu igin gerekli olan plastik tampon yeri sabitlendi.
Cam bolmeler Li-Cor cihazina yerlestirildi. Yiiriitme islemi i¢in 0.8X’lik TBE tamponu
kullanildi. Jel aparatt ve Li-Cor cihazinin baglantilar1 yapilarak On-yiiriitme islemi
baslatildi. On-yiiriitme islemi 15 dakika siirmektedir. On-yiiriitme islemi jelde,
tamponda ve Li-Cor cihazinda herhangi bir sorun olup olmadigini kontrol etmek igin

yapilmaktadir. Bu arada jele yiiklenecek 6rnekler hazirlanabilir.
Jelin agiz kisminda bulunan tarakta 1-64 arasi rakamlar bulunmaktadir. Ayrica,

I’den once ve 64’den sonra 3’er kuyucuk daha vardir. Fazla kuyucuklar genellikle

markirlar (belirteg) igin kullanilmaktadir. Ornekler yiikleme islemi i¢in hazirlanirken
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sirastyla 1 pl ddH,O + 1 pl yiikleme soliisyonu + 1 pl PZR {iriinii plakada bulunan
kuyucuklara konuldu. Bu miktarlar Li-Cor cihazindan alinacak sinyalin giiciine gore
degistirilebilir. Ornegin, sinyal ¢cok zayif ise ¢ift distile su kullanilmayabilir. Elde edilen
yiikleme karisimi 10 saniye santrifiij edildikten sonra denatiirasyon islemi i¢in PZR
cihazina konuldu. Karisim PZR cihazinda 94 °C’de 2 dakika bekletildi. Boylece DNA
iplikleri ~ birbirinden ayrilip bagimsiz  hale gelecektir. On-yiiriitme islemi
tamamlandiktan sonra elde edilen karisimdan 0.5-0.75 pl arasinda degisen miktarlarda
kullanild1 (Sekil 2.12). Kullanilan bu miktar, Li-Cor cihazindaki sinyalin zayif ve/veya
giiclii olmasina gore arttirilabilir veya azaltilabilir. Bantlarin biiytikliigiinii 6grenmek
icin kullanilan DNA merdiveni (squamark) belirtecinden ise 0.10-0.25 arasinda degisen
miktarlarda kullanildi. Yiiriitme sirasinda Li-Cor cihazinin kosullar sirasiyla; Volt (0-
1500) = 1490.5, mA (0-40) = 24.5, Giig [(w) (0-120)] = 36.5, Sicaklik [(°C) (0-50)] =45
olarak goriilmiistiir. Bu degerlerde her yiirlitme isleminde farklilik gosterebilir. Ciinkii

degerler cihaz tarafindan verilen araliklarda otomatik olarak belirlenmektedir. Jelin

polimerizasyonu, yiiriitme ortaminin sicaklig1 vb. bir¢ok faktor degerleri etkilemektedir.

Sekil 2.12. Poliakrilamid jele yiikleme yapilirken

Kizilgam orneklerinin yiiklenmesinde belirte¢ olarak, daha once aym laboratuarda
degisik aragtirmacilar tarafindan analiz edilmis olan ve bant uzunluklar1 bilinen P.
pinaster Ait. ve P. halepensis Mill. 6rnekleri kullanilmistir. Ayrica, dis belirteg olarak

da DNA merdiveni (squamark - 800 nm) belirteci kullanilmistir. Her bir akrilamid jele
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en fazla li¢ ve/veya dort kez yiikleme yapilabilmektedir. Kullanilan primerin verdigi
bandin uzunluguna ve beklenilen siireye gore yiikleme sayis1 degismektedir. Ornegin,
Pt87268 primeri en fazla 172 baz ¢ifti (bg) biiyiikliiglinde bant vermektedir. Bundan
dolay1 bu primer ¢alisilirken jele en fazla 2 kez yiikleme yapilmasi1 daha saglikli sonug
alinmasin1 saglar. Bunun aksine, Pt1254 primeri en fazla 76 bg¢ biiyiikliigiinde bant
verdiginden dolay1 bu primerin ¢alisilmasi sirasinda jele dort kez yiikleme yapilabilir.
Ayrica, en fazla ylikleme sayis1 olarak genellikle {i¢ yiikleme kullanilmaktadir. Ciinkii
iki yiiklemeden sonra cihaz iyice i1sinmaktadir ve bu 1sinma jelde bantlarin dalgali
sekilde goriinmesine neden olmaktadir. Jele ilk ylikleme yapildiktan yaklasik 40-50
dakika sonra ikinci yiikleme yapilmaktadir. Kullanilan primerlere ait ornek jel
gorlntiileri Sekil 2.13, Sekil 2.14, Sekil 2.15, Sekil 2.16, Sekil 2.17 ve Sekil 2.18°de
gorilmektedir. Her bir sekildeki son dort ornek (sag tarafta) belirte¢ olarak kullanilan
orneklerdir. Bu 6rneklerden ilk ikisi P. pinaster Ait. e, son ikisi ise P. halepensis Mill.’e
aittir. Bu Ornekler daha once degisik caligmalarda analiz edilmis olan ve bant
bliytikliikleri bilinen Orneklerdir. Biitiin sekillerde primerler orijin bdlgelerinden
baslayarak bant verdikleri yerlere kadar goriintiilenmektedir. Allel biiyiikliiklerinin daha
iyi ayirt edilebilmesi i¢in polimorfik olan baz1 bdlgelerdeki bant biiytikliikleri baz ¢ifti
(bg) olarak ayrintili bir sekilde gdsterilmistir. Ayrica, Pt36480 primerinin monomorfik,

diger primerlerin ise polimorfik oldugu, jel sekillerinde agik¢a goriilmektedir.

<+— DNA merdiveni

s b oo *

Sekil 2.13. Pt1254 primerine ait bir jel gorlintiisii
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Sekil 2.14. Pt15169 primerine ait bir jel goriintiisii

Sekil 2.15. Pt30204 primerine ait bir jel goriintiisii
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Sekil 2.16. Pt36480 primerine ait bir jel goriintiisti

Sekil 2.17. Pt71936 primerine ait bir jel goriintiisi
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Sekil 2.18. Pt87268 primerine ait bir jel goriintiisii

2.6. Morfolojik Verilerin Eldesi

Diizlercami ortak bah¢e deneme alaninda bulunan bireylerin 13. ve 17. yaslarina ait
morfolojik veriler, daha once yapilan ve degisik yillarda yaymlanan caligmalardan
derlenmistir (Isik ve Kara 1997, Isik 1998, Isik ve Isik 1999). Ayrica, Diizlergami ortak
bah¢e deneme alanindaki bireylerin 30. yasa ait ¢ap Ol¢iimleri Mayis 2008 yilinda
yapilmistir. Deneme alanindaki bireylerin ¢ok uzun boylu olmalar (yaklasik 20 m),
aralarindaki dikim araliklarinin nispeten dar olmasi (3.46 m) ve her bir aga¢ tepesinin
goriilmesini engelleyen siklik nedeniyle, elektronik aletlerle de olsa, agaclarin son yila

ait boylar1 6l¢lilememistir.

2.7. istatistiksel Analizler

Her bir primerin jelde sahip oldugu her bir bolge bir lokus olarak alindi. Her bir birey
icin bir primerde goriilen ayr1 ayr1 bantlar ise belirli bir allelin ifadesi olarak

degerlendirildi. Bu ilkeye dayanarak, analiz edilen her bir primer igin,
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populasyonlardaki bireylerin her birinin sahip oldugu allellerin biiyiikligii belirlendi ve
allel frekanslar1 ayri ayr1 hesaplandi. Populasyonlarin  genetik c¢esitliligini
belirleyebilmek icin her bir populasyonda, polimorfik lokuslar ve yiizdeleri, polimorfik

lokuslardaki ortalama allel sayilar1 hesaplandi.

Polimorfizm Ol¢iitii olarak, bir lokustaki allel sayis1 dikkate alindi. Soyle ki, biitiin
populasyonlar g6z Oniine alindiginda iki ve/veya daha fazla allele sahip olan
mikrosatellit bolgesi polimorfik lokus olarak degerlendirildi. Calisilan alt1 kloroplast
mikrosatellit bolgesinin her bir bireydeki farkli kombinasyonlar1 haplotip olarak
tanimlandi. Ortalama allel sayisi, ¢aligilan her bir populasyondaki her bir lokusun sahip
oldugu allel sayisinin aritmetik ortalamasi alinarak bulundu. Her bir populasyonun
genetik cesitliligi, Nei (1987)’nin tarafsiz haplotip cesitliligi (unbiased haplotypic
diversity) hesaplanarak belirlendi. Populasyonlar igindeki bireyler arasinda bulunan
genetik mesafe, basamakli mutasyon modeline gore hesaplandi (stepwise mutation
model, SMM). Bu modele gore rekombine olmayan kloroplast genomu tek bir lokus
olarak alindi ve Goldstein vd (1995)’in genetik uzaklik degeri (D%;) hesaplandi.

Istatistiksel analizlerle ilgili formiiller ve bilgiler ayrintili olarak EK-5’de verilmistir.

Populasyonlarin genetik yapisini birbiriyle karsilagtirabilmek ve populasyonlar arasi
farklilasmanin 6zellikle hangi lokuslardan kaynaklandigini belirleyebilmek i¢in Wright
(1978)’1n F-istatistigi ve Slatkin (1995)’in Rgr degerleri kullanildi. Ug farkli sekilde
(Fis, Fi, Fsr) ifade edilen F-istatistigi, gézlenen genotip oranlart ile Hardy-Weinberg
kosullarinda beklenen genotip oranlar1 arasinda sapma olup olmadigin1 gosterir (Wright
1965). Ayrica, populasyonlarin sahip oldugu haplotipler (allel biiyiikliikleri ile) girdi
olarak kullanilarak Arlequin programinda molekiiler varyans analizi (AMOVA) yapildi.
Yukaridaki istatistiki hesaplamalarda allel frekanslarimin ve populasyonlar arasi
cografik mesafenin dikkate alindigi BAPS [(Bayesian Analysis of Population Structure)
(versiyon 5.2) (http://web.abo.fi/fak/mnf//mate/jc/software/baps.html)] ve

populasyonlarin sahip oldugu haplotiplerin g6z onilinde bulunduruldugu Arlequin
[(versiyon 3.11) (http://cmpg.unibe.ch/software/arlequin3/)] bilgisayar programlari
kullanildi (Corander vd 2003, 2008, Excoffier vd 2005).
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Populasyon c¢iftleri arasindaki Jaccard benzerlik katsayilari, populasyonlarin sahip
olduklar1 haplotipler g6z onilinde bulundurularak hesaplandi. Hesaplanan Jaccard
benzerlik katsayilarindan yola ¢ikilarak populasyonlarin benzerlik fenogrami ¢izildi.
Hesaplamalarin nasil yapildig1 ve Jaccard benzerlik katsayilarinin nasil bulundugu EK-

5’de ayrintili olarak agiklanmistir (Isik vd 2005).

Morfolojik verilerin analizinde ise SAS paket programi kullanildi (SAS versiyon
8.0, SAS 1999). Bu tez ¢alismasinda ele alinan deneme alanindaki populasyon ve aile
varyasyonlar1 daha dnce yapilan c¢alismalardan elde edilerek, Slgiilen her bir karakter
icin Qg degerleri hesaplandi (Isik 1998, Isik vd 1999). Hesaplanan Qgsr degerleri, Fsr
degerleri ile karsilastirilarak populasyonlar hakkindaki olasi varsayimlar belirlendi.
Morfolojik veriler ile molekiiler verilerin karsilastirilmasiyla ilgili ayrintili bilgiler ve

gerekli formiiller EK-5’de verilmistir.
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3. BULGULAR

Bulgular boliimiindeki bilgiler su sekilde 6zetlenebilir: Analizlerden elde edilen
bilgilere dayanarak her bir primerin bantlasma fenotipi belirlendi ve net bir sekilde
gozlenen lokuslar ve/veya alleller degerlendirmeye alindi. Degerlendirmeye alinan
lokuslardaki allellerden yola ¢ikilarak populasyonlarin sahip olduklari haplotipler ve
genetik ¢esitlilik diizeyleri hesaplandi. Bdylece populasyonlarin genetik yapisi
belirlenerek populasyonlar arasindaki genetik benzerlik ve/veya farklilik diizeyleri
ortaya konuldu. Bu bulgularin ve degerlendirmelerin her biri asagida ayrintili bir sekilde

aciklanmaktadir.

3.1. Populasyonlarin Haplotip ve Allel Analizi

Yapilan analizler sonucunda c¢aligilan alt1 primerin her biri i¢in oncelikle bantlasma
fenotipleri belirlendi. Calisilan her bir primer bolgesi lokus, bu bolgelerde goriilen farkl
bliytikliikteki bantlar ise ilgili lokusun allelleri olarak ele alindi. Calisilan primerlerden
Pt36480 primeri monomorfik, digerleri ise polimorfik olarak saptandi. Analiz edilen alt1
populasyonda alti primer i¢in toplam 29 allel (her bir lokus igin 1-9 arasi allel)
belirlendi. Alti populasyonda analiz edilen toplam 240 bireyden (agactan), her bir
primer icin kolayca ayirt edilebilen bantlar verdikleri i¢in, 231 adet birey
degerlendirmeye alindi. Populasyonlarda her bir primer i¢in degerlendirmeye alinan
birey sayisi, ortalama 38.5 bireydir (35 bireyle en az say1 Hacibekar, 40 bireyle en ¢ok
sayida Murtbeli ve Doyran populasyonlari).

Her bir bireyde calisilan alti primer i¢in elde edilen farkli biiyiikliikteki allel
bantlarinin kombinasyonu haplotip olarak degerlendirildi. Buna gore, alt1 populasyonda
toplam 60 haplotip gozlendi. Gozlenen haplotipler ve her bir lokusta baz ¢ifti olarak
sahip olduklar1 allel biiyiikliikleri Cizelge 3.1°de gosterilmektedir. Belirlenen 60
haplotipten 37’si (% 61.7) 6zel ve/veya essiz olarak saptandi. Bagka bir deyisle, her bir
populasyonda bulunan haplotiplerin yaklasik % 10.3’4 6zel ve/veya essiz olarak

gozlendi. Haplotiplerden dort tanesinin (H12, H19, H39 ve H45) biitiin populasyonlarda
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ortak olarak bulundugu saptandi. Ortak olan dort haplotipin, toplam haplotip frekansinin

% 45.5’ini olusturduklar1 bulundu.

Cizelge 3.1. Calisilan alt1 farkli kizilgam populasyonunda alt1 ayri primer i¢in

gozlenen 60 haplotip ve bu haplotiplerin baz ¢ifti olarak sahip
olduklar allel biiytikliikleri (Calisilan alt1 populasyonda ortak
olan haplotipler koyu ve italik rakamlarla gosterilmistir)

Lokus ve/veya primerler

Haplotip | Pt1254 | Pt15169 | Pt30204 | Pt36480 | Pt71936 | Pt87268
1 72 119 138 140 143 171
2 73 119 138 140 143 171
3 72 119 138 140 144 171
4 73 119 138 140 144 171
5 72 119 138 140 144 172
6 71 119 138 140 148 170
7 71 119 138 140 149 170
8 74 119 138 140 148 170
9 76 118 138 140 148 170
10 71 119 138 140 149 171
11 76 119 139 140 147 170
12 76 119 138 140 148 170
13 74 119 138 140 148 171
14 72 119 138 140 149 171
15 76 118 138 140 148 171
16 70 119 138 140 149 172
17 77 119 138 140 148 170
18 76 119 138 140 149 170
19 76 119 138 140 148 171
20 71 118 138 140 149 173
21 76 119 137 140 149 171
22 76 119 138 140 147 172
23 76 118 138 140 149 171
24 75 120 138 140 148 171
25 70 119 138 140 149 173
26 75 119 138 140 149 171
27 77 119 138 140 148 171
28 77 119 138 140 147 172
29 76 120 138 140 148 171
30 71 119 138 140 149 173
31 76 119 139 140 148 171

Devami arka sayfada
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Cizelge 3.1’in devami

32 76 119 138 140 149 171
33 76 118 138 140 150 171
34 75 120 138 140 149 171
35 70 119 139 140 149 173
36 70 119 138 140 150 173
37 77 119 139 140 148 171
38 75 119 138 140 150 171
39 77 119 138 140 148 172
40 76 120 138 140 149 171
41 71 119 138 140 150 173
42 76 119 138 140 151 170
43 76 119 139 140 148 172
44 76 119 138 140 149 172
45 76 118 138 140 150 172
46 77 119 139 140 148 172
47 77 119 138 140 149 172
48 77 118 138 140 150 172
49 76 119 139 140 149 172
50 78 119 139 140 148 172
51 76 119 138 140 150 172
52 76 119 138 140 149 173
53 76 118 138 140 151 172
54 77 119 140 140 148 172
55 77 120 138 140 148 173
56 77 119 138 140 150 172
57 77 119 138 140 151 172
58 78 119 138 140 151 172
59 77 119 139 140 151 172
60 77 119 138 140 152 172

Calisilan alt1 primerde 60 ¢esit farkli haplotip goriilmesi, ilgili primerlerin farklh
biiyiikliikte allellere sahip oldugunu gosterir. Ornegin, bu dlgiite gore, analizlerde
kullanilan primerlerden en ¢ok allel (dokuz adet) Pt1254 primerinde, en az allel (bir
adet) ise Pt36480 primerinde goriildi. Bu durumda, Pt36480 primeri monomorfik,
Pt1254 primeri ise polimorfik bir primerdi. Analizlerde kullanilan diger primerlerin ise
ti¢ ile sekiz arasinda degigen sayilarda allellere sahip olduklar1 ve hepsinin polimorfik
oldugu gozlendi. Calisilan alti primerden besinin (Pt71936 disindakiler) sahip oldugu
allellerin aralarinda sadece birer baz ciftlik (b¢) farklar bulundugu belirlendi. Pt71936
primerinde ise, 144 bg ile 147 bg allel biiyiikliikleri arasinda herhangi bir biiyiikliige
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sahip higbir allel olmadigi, bu iki biiyiiklik arasinda iki b¢’lik boslugun bulundugu
gozlendi (Sekil 3.1). Bu durum, Sarilar populasyonu disindaki diger populasyonlarda
toplam 13 bireyde gozlendi. Biik ve Doyran populasyonlarinda sadece 144 bg¢’lik allel
gortliirken, Hacibekar populasyonunda ise sadece 143 bg¢’lik allelin varligi gozlendi.
Murtbeli ve Kapan populasyonlarinda, hem 143 bg¢’lik hem de 144 bg’lik iki allele de
rastlandi. Biitiin populasyonlar g6z Oniine alindiginda alt1 lokusun her birinde goriilen

allellerin allel biiyiikliiklerine gore frekans dagilimlar: Sekil 3.1°de belirtilmistir.
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Sekil 3.1. Kizilgam populasyonlarinda ¢aligilan alt1 primerin (lokusun) her birindeki
allellerin, allel biiyiikliiklerine gore frekans dagilimlar1 (Dikey eksen:
Frekans, Yatay eksen: Baz ¢ifti olarak allel biiyiikliigii)
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Populasyonlarin, her bir primer bolgesi icin sahip oldugu alleller ve ilgili allelleri
bulunduran birey sayilar1 Cizelge 3.2°de belirtilmektedir. Buna gore en ¢ok sayida alleli
olan primerler, Pt1254 (dokuz adet) ve Pt71936 (sekiz adet) primerleridir. Bununla
beraber higbir populasyon bu primerlere ait biitiin allellerin hepsini birden
icermemektedir. Ornegin, Pt71936 primerinin Murtbeli ve Kapan populasyonlarindaki
allellerine baktigimizda 152 bg¢’lik allel her iki populasyonda da bulunmamaktadir.
Ayrica, bazi allellerin sadece bir ve/veya birka¢ populasyona 6zgii oldugu gorilmiistiir.
Ornegin, Pt1254 lokusunda 70 bg’lik allel sadece Hacibekar populasyonunda, 74 b¢’lik

allelde sadece Sarilar ve Hacibekar populasyonlarinda bulunmaktadir.

Cizelge 3.2. Kizilcam populasyonlarinda caligilan primerler, her bir primerdeki
alleller (biiytikliiklerine gore) ve her bir populasyonda ilgili allellere
sahip olan birey sayilari

Pr::er Hat 1 Hat 2 Toplam
Allel buyuklagi Populasyon* | Populasyon*
S M |[K |[D |[B |H
70 0 0 0 0 0 5 5
71 3 1 3 4 3 0 14
72 0 2 3 1 1 3 10
Pt1254 73 0 1 2 0 0 0 3
74 1 0 0 0 0 1 2
75 3 0 0 0 1 0 4
76 23 18 |25 |21 |28 |25 | 140
77 10 17 |7 13 |7 2 56
78 0 1 0 1 0 0 2
Pt15169 118 7 5 8 5 5 5 35
119 30 34 |31 |35 |34 |31 |195
120 2 1 1 0 1 0 5
137 1 0 0 0 0 0 1
138 36 39 137 |35 |36 |34 |217
Pt30204 139 3 1 2 5 3 2 16
140 0 0 0 0 1 0 1
Pt36480 140 40 40 |40 [40 |40 |38 | 238
143 0 1 1 0 0 2 4
144 0 2 4 1 2 0 9
147 1 1 1 1 1 8
Pt71936 148 17 28 |17 [19 |14 [22 |[117
Devami arka sayfada
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Cizelge 3.2 nin devami

149 9 2 7 7 12 |8 45

150 5 4 7 7 4 5 32
Pt71936 151 7 2 1 4 6 0 20

152 1 0 0 1 0 0 2

170 8 11 |7 11 |8 6 51
Pi87268 171 11 6 17 |7 16 |19 |76

172 18 21 |13 |19 |14 |8 93

173 3 2 2 3 2 3 15

Toplam 239 | 240|238 | 240 | 239 | 220 | 1416

*Populasyonlar: S: Sarilar, M: Murtbeli, K: Kapan, D: Doyran, B: Biik,
H: Hacibekar

3.2. Populasyonlarin Genetik Cesitlilik Parametreleri

Analiz edilen populasyonlara ait genetik cesitlilik parametreleri Cizelge 3.3°de
sunulmustur. Buna gore, ortalama genetik cesitlilik %92.83 olarak gozlendi. Caligilan
primerler bakimindan genetik ¢esitliligin en az oldugu populasyon %86.67 ile Murtbeli,
en fazla oldugu populasyon ise %95.82 degeri ile Sarilar olarak belirlendi. Basamakli
mutasyon modeline gore haplotipler arasindaki ortalama genetik uzaklik katsayisi1 4.87
olarak bulundu. Populasyon basina diisen ortalama haplotip sayist 20.2, ortalama 6zel

haplotip sayist1 ise 6.2 olarak belirlendi.

Cizelge 3.3. Kizilgamda calisilan alt1 populasyonda genetik c¢esitlilik parametreleri ve
haplotipler arasindaki uzaklik

Populasyon |n* |N* | Np* | He* Dy
Doyran 40 23 6 0.9538 | 4.21
Sarilar 39 24 8 0.9582 |4.03
Biik 39 21 3 0.9514 | 4.68
Murtbeli 40 16 3 0.8667 | 4.37
Kapan 38 20 7 0.9403 | 5.94
Hacibekar 35 17 10 |0.8992 | 597
Ortalama 38.5 1 20.2 | 6.2 | 0.9283 | 4.87

*n: degerlendirilen birey sayis1, N: haplotip ¢esidi sayisi, N,: 6zel ve/veya essiz haplotip
sayisi, He: Nei (1987)’nin genetik cesitlilik katsayisi, D%p: basamakli mutasyon
modeline gore haplotipler arasindaki genetik uzaklik katsayisi
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Basamakli mutasyon modeline gore yapilan molekiiler varyans analizi (AMOVA)
sonuglar1 Cizelge 3.4’de sunulmaktadir. Buna gore, c¢alisilan populasyonlar,
bulunduklart {i¢ farkli yiikselti kusagina gore karsilastirildiginda, yiikselti kusaklar
(gruplar) arasindaki genetik farklilik Rgr = %4.97 (P < 0.0655) olarak bulundu (Cizelge
3.4.a). Populasyonlar, bulunduklari iki hatta gore (dogu kesiti, bati kesiti)
karsilastirildiklarinda hatlar (gruplar) arasinda istatistiksel olarak O6nemli farklilik
goriilmedi (Cizelge 3.4.b). Fakat, hatlar i¢inde (grup ici) farkli yiikselti kusagindaki
populasyonlar arasinda Rgr degeri %4.82 olarak bulunmustur ki bu sonu¢ Cizelge 3.4.a
ile uyum igerisindedir. Biitiin populasyonlar yiikselti kusagina, dogu-bati hattina ve
bagimsiz olarak goéz oniine alindiginda, genetik cesitliligin biiyiik kisminin (%86.48 -
%98.59) populasyon i¢inde oldugu goriilmiistiir (P < 0.004, Cizelge 3.4). Ayrica,
populasyonlar i¢inde bulunan aileler arasinda yiiksek ve Onemli diizeyde genetik
cesitliligin oldugu bulunmustur (Rsr = 10.75, P < 0.0127, Cizelge 3.4.c). Her bir
karsilastirmada (Cizelge 3.4.a, b ve c olarak gosterilen ii¢ grup), karsilastirilan gruplarin
sahip olduklar1 haplotipler dikkate alinarak Arlequin programindaki analizleri

sonucunda, Fgr degerleri sirasiyla, 0.01405, 0.01601 ve 0.04767 olarak bulunmustur.

Allel frekanslarinin ve populasyonlar arasi cografik mesafenin dikkate alindigit BAPS
(Bayesian Analysis of Population Structure) analizi sonucunda, Hacibekar bir grup, geri
kalan diger bes populasyon da baska bir grup olarak ortaya ¢ikmislardir (Sekil 3.2).
BAPS analizi, allel frekanslar istatistiksel olarak 6nemli diizeyde fark gostermeyen
populasyonlar1 ayni renkte gostermektedir. Sekil 3.2°de populasyonlar enlem ve boylam
derecelerine gore gosterilmislerdir (Bkz. Cizelge 2.1). BAPS analizine gore, cografik
olarak birbirine yakin olan Doyran ve Biik, ayrica Murtbeli ve Kapan populasyonlari
allel frekanslar1 bakimindan da birbirine benzer goériinmektedirler. Buna karsin, ¢alisilan
alt1 populasyon icerisinde cografik olarak nispeten uzak olan ve kizilgamin optimum
yayilisinin perifer kisminda bulunan Hacibekar populasyonu, allel frekanslar

bakimindan ¢alisilan diger bes populasyondan farkli bulunmustur.
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Cizelge 3.4. Haplotipler arasindaki uzakliga (D) gore molekiiler varyans analiz

(AMOVA) sonuglari
F-stat Rsr
varyans | Var. | P varyans | Var. | P
Varyasyon kaynagi s.d. | mutlak | (%) mutlak | (%)
degeri degeri
(a) Yiikseltiye bagli olarak ii¢ populasyon cifti
Gruplar-arasi 2 0.0020 |-0.42 | 0.6696 | 0.3535 |4.97 | 0.0655
Grup-igi populasyonlar- | 3 0.0086 | 1.83 | 0.0782 | -0.0294 | -0.41 | 0.5005
arasi
Populasyon-igi 2251 0.4643 | 98.59 | 0.0000 | 6.7817 | 95.44 | 0.0039
(b) Iki yiikselti hatt1
Gruplar-arasi 1 0.0014 |0.29 |0.2903 | -0.1389 | -1.99 | 0.7986
Grup-igi populasyonlar- | 4 0.0062 | 1.32 | 0.0088 | 0.3366 |4.82 |0.1154
arast
Populasyon-igi 2251 0.4643 |98.40 | 0.002 |6.7817 |97.17 | 0.0039
(c) Alt1 populasyon yiikselti kusagi ve yiikselti hattindan bagimsiz olarak
Populasyonlar-arasi 5 0.0057 | 1.22 |0.0137 | 0.1951 |2.77 | 0.0528
Populasyon-i¢i aileler-aras1 | 54 | 0.0167 | 3.55 | 0.0117 | 0.7561 | 10.75 | 0.0127
Aile-igi 171 | 0.4488 | 95.23 | 0.0009 | 6.0838 | 86.48 | 0.0009
F-stat: Wright (1965)’1n F-istatistigi, s.d.: serbestlik derecesi, Var.: Varyans, P: olasilik

degeri, Rgr: alleller arasindaki biiyiikliik farkinin kareler ortalamasi
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Sekil 3.2. Populasyonlarin enlem (dikey eksen) ve boylamlarina (yatay eksen)
gore BAPS analizi sonuglari

3.3. Populasyonlarin Ortak ve Ozgii Haplotipler Bakimindan Karsilastirilmasi

Populasyonlarin sahip olduklar1 kendine 6zgli haplotip sayilar1 Sekil 3.3’de
gosterilmistir (Ayrica, Bkz. Cizelge 3.3). Buna gore, kendine 6zgii haplotip sayis1 orta
zonda bulunan populasyonlarda (Murtbeli ve Biik) en az, kenar zon (marjinal)

populasyonlarda (Sarilar ve Hacibekar) ise en fazla olarak goriilmiistiir.
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Sekil 3.3. Calisilan alt1 kizilgam populasyonunda goriilen populasyona 6zgii
haplotip sayilari
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Populasyonlarin  sahip olduklar1 ortak haplotiplerin sayilart Cizelge 3.5°de
verilmistir. Buna gore, Sarilar populasyonu, Hacibekar populasyonu ile bes, Biik
populasyonu ile 13 ortak haplotipe sahiptir. Sarilar populasyonunun diger populasyonlar
ile paylastig1 ortak haplotiplerin toplam sayisi ise 46’dir (Cizelge 3.5). Calisilan alt1
populasyon arasinda Biik populasyonu, diger bes populasyon ile en ¢ok sayida (53 adet)
ortak haplotipi paylasan populasyondur. Diger populasyonlar ile en az sayida (30 adet)
ortak haplotipi paylasan populasyon ise Hacibekar populasyonudur.

Populasyonlar, asagidaki paragraflarda ayri ayr1 ele alinmis ve diger populasyonlar
ile olan benzerlik durumlar1 pasta grafikleri ile gosterilmistir. Bu grafikler, Cizelge

3.5°de gosterilen ve ortak paylasilan haplotip sayilar1 temel alinarak yapilmistir.

Cizelge 3.5. Kizilgamda caligilan alt1 populasyonun sahip olduklar1 ortak
haplotip ¢esitlerinin sayilari

Doyran | Sarilar | Biik | Murtbeli | Kapan | Hacibekar
Doyran - 12 13 9 11 6
Sarilar 12 - 13 8 8 5
Biik 13 13 - 10 11 6
Murtbeli 9 8 10 - 10 6
Kapan 11 8 11 10 - 7
Hacibekar 6 5 6 6 7 -
Toplam* | 51 46 | 53 43 47 30

*Diger populasyonlar ile paylasilan toplam haplotip sayilar

3.3.1. Doyran populasyonu

Doyran populasyonunun sahip oldugu haplotipler ve frekanslar1 Cizelge 3.6’da
gosterilmektedir. Buna gore, Doyran populasyonunun toplam 23 haplotip ¢esidine sahip
oldugu goriilmektedir. Haplotiplerden 6 tanesinin (H6, H7, HI11, H50, H52, H59)
Doyran populasyonuna 6zgii oldugu ve bunlarin Doyran populasyonunda bulunan
toplam haplotiplerin (40 adet) %15’ini olusturduklart bulunmustur. Ayrica, alti
populasyonun hepsinde bulunan ortak dort haplotipin (H12, H19, H39, H45) Doyran
populasyonunda toplam 17 adet oldugu bulunmustur. Bu ortak dort haplotipin (17 adet)
Doyran populasyonundaki toplam haplotiplerin (40 adet) %42.5’ini olusturdugu
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goriilmistlir. Haplotip frekanslarindan hesaplanan He degeri [Nei (1987)’nin genetik
cesitlilik katsayisi] Doyran populasyonu i¢in 0.9538 olarak bulunmustur (Bkz. Cizelge
3.3).

Cizelge 3.6. Doyran populasyonunun haplotipleri ve frekanslar
(populasyona 6zgii olan haplotipler, koyu ve italik
olarak gosterilmistir)

Sira Haplotip

no kodu sayis1 | frekansi frekans”
1 H3 1 0.025 0.000625
2 Hé6 1 0.025 0.000625
3 H7 1 0.025 0.000625
4 Hl1l1 1 0.025 0.000625
5 HI12 6 0.15 0.0225

6 H17 2 0.05 0.0025

7 HI19 3 0.075 0.005625
8 H27 2 0.05 0.0025

9 H30 1 0.025 0.000625
10 H32 1 0.025 0.000625
11 H39 3 0.075 0.005625
12 H41 1 0.025 0.000625
13 H43 1 0.025 0.000625
14 H44 1 0.025 0.000625
15 H45 5 0.125 0.015625
16 H47 1 0.025 0.000625
17 H49 1 0.025 0.000625
18 H50 1 0.025 0.000625
19 H51 1 0.025 0.000625
20 H52 1 0.025 0.000625
21 HS57 3 0.075 0.005625
22 H59 1 0.025 0.000625
23 H60 1 0.025 0.000625

Toplam 23 40 1 0.07

Doyran populasyonunun ¢aligilan diger bes populasyon ile benzerlik durumu, diger
bes populasyon ile paylastig1 ortak haplotipler bakimindan Sekil 3.4’de gdsterilmistir.
Sekildeki degerler, her bir populasyonun Doyran populasyonu ile ortak oldugu haplotip
sayisinin, Doyran populasyonunun calisilan diger bes populasyon ile ortak oldugu
toplam haplotip sayisina boliinmesiyle elde edilmistir. Ornegin, Doyran populasyonu,

diger bes populasyon ile sahip oldugu toplam 51 ortak haplotipten 13 tanesini Biik
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populasyonu ile paylastigi i¢in, Biik populasyonu ile benzerlik derecesi 13/51 = 0.254 =
%25 bulunmustur (Bkz. Cizelge 3.5). Buna gore, Doyran populasyonunun en ¢ok Biik
(%25), Sarilar (%23) ve Kapan (%22), en az ise Hacibekar (%12) populasyonu ile ortak
haplotipe sahip oldugu gozlenmistir.

Hacibekar
12%

Sekil 3.4. Doyran populasyonunun diger populasyonlarla paylastig1 ortak haplotip
sayilarinin populasyonlar arasinda dagilimi (%)

3.3.2. Sarilar populasyonu

Sarilar populasyonunun sahip oldugu haplotipler ve frekanslar1 Cizelge 3.7°de
gosterilmektedir. Buna gore, Sarilar populasyonunun toplam 24 haplotip ¢esidine sahip
oldugu goriilmektedir. Haplotiplerden sekiz tanesinin (H13, H21, H24, H26, H38, H40,
H42, H48) Sarilar populasyonuna 6zgii oldugu ve bu haplotiplerin toplam sekiz adet
oldugu gorilmiistiir. Bu sekiz adet 6zgii haplotipin Sarilar populasyonunda goriilen
toplam 39 adet haplotipin %?20.5’ini olusturduklar1 bulunmustur. Ayrica, alt1
populasyonun hepsinde ortak olan dort haplotipin (H12, H19, H39, H45) Sarlar
populasyonunda toplam 14 adet oldugu bulunmustur. Bu 14 adet ortak haplotipin,
Sarilar populasyonunun toplam haplotiplerinin (39 adet) %35.9’unu olusturdugu
gorilmistiir. Haplotip frekanslarindan hesaplanan He degeri [Nei (1987)’nin genetik
cesitlilik katsayisi] Sarilar populasyonu icin 0.9582 olarak bulunmustur (Bkz. Cizelge
3.3). Bu deger, calisilan populasyonlar arasinda en yiiksek He degeri olarak ortaya
cikmustir.
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Cizelge 3.7. Sarilar populasyonunun haplotipleri ve frekanslar
(populasyona 6zgii olan haplotipler, koyu ve italik
olarak gosterilmistir)

Sira Haplotip

no kodu sayisl frekansi frekans”
1 H12 6 0.1538462 | 0.0236686
2 HI3 1 0.025641 | 0.0006575
3 H14 1 0.025641 | 0.0006575
4 H18 1 0.025641 | 0.0006575
5 H19 2 0.0512821 | 0.0026298
6 H21 1 0.025641 | 0.0006575
7 H24 1 0.025641 | 0.0006575
8 H26 1 0.025641 | 0.0006575
9 H30 2 0.0512821 | 0.0026298
10 H32 1 0.025641 | 0.0006575
11 H38 1 0.025641 | 0.0006575
12 H39 4 0.1025641 | 0.0105194
13 H40 1 0.025641 | 0.0006575
14 H41 1 0.025641 | 0.0006575
15 H42 1 0.025641 | 0.0006575
16 H43 1 0.025641 | 0.0006575
17 H45 2 0.0512821 | 0.0026298
18 H46 1 0.025641 | 0.0006575
19 H47 1 0.025641 | 0.0006575
20 H48 1 0.025641 | 0.0006575
21 H49 1 0.025641 | 0.0006575
22 H53 4 0.1025641 | 0.0105194
23 H57 2 0.0512821 | 0.0026298
24 H60 1 0.025641 | 0.0006575
Toplam 24 39 1 0.0664037

Ortak paylasilan haplotip sayisina gore (Bkz. Cizelge 3.5), Sarilar populasyonunun
caligilan diger bes populasyona olan benzerlik durumu Sekil 3.5’de gosterilmistir. Buna
gore, Sarilar populasyonunun en ¢ok Biik (%28) ve Doyran (%26), en az Hacibekar
(%]11) populasyonu ile ortak haplotipe sahip oldugu bulunmustur.

45



Hacibekar
11%

Sekil 3.5. Sarilar populasyonunun diger populasyonlarla paylastig ortak haplotip
sayilarinin populasyonlar arasinda dagilimi (%)

3.3.3. Biik populasyonu

Biik populasyonunun sahip oldugu haplotipler ve frekanslar1 Cizelge 3.8’de
gosterilmektedir. Buna gore, Biik populasyonunun toplam 21 haplotip ¢esidine sahip
oldugu bulunmustur. Haplotiplerden ii¢ tanesinin (H34, H54, H56) Biik populasyonuna
0zgl oldugu ve bunlarin toplam ii¢ adet bulunduklar1 goriilmiistiir. Bu ii¢ adet 6zgii
haplotipin, Biik populasyonunun sahip oldugu toplam haplotiplerin (39 adet) %7.7’sini
olusturduklar1 bulunmustur. Ayrica, alti populasyonun hepsinde ortak olan dort
haplotipin Biik populasyonunda toplam 11 adet oldugu ve Biik populasyonunda bulunan
toplam haplotiplerin (39 adet) %28.2°sini olusturduklar1 goriilmiistiir. Haplotip
frekanslarindan hesaplanan He degeri [Nei (1987) nin genetik ¢esitlilik katsayisi] Biik
populasyonu i¢in 0.9514 olarak bulunmustur (Bkz. Cizelge 3.3).

Cizelge 3.8. Biik populasyonunun haplotipleri ve frekanslari
(populasyona 6zgii olan haplotipler, koyu ve italik
olarak gosterilmistir)

Sira Haplotip
no kodu sayisl frekansi frekans’
1 H2 1 0.025641 | 0.0006575
2 H3 1 0.025641 | 0.0006575
3 H9 1 0.025641 | 0.0006575
4 H12 4 0.1025641 | 0.0105194

Devami arka sayfada
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Cizelge 3.10’un devami

5 H14 1 0.025641 | 0.0006575
6 H18 3 0.0769231 | 0.0059172
7 H19 5 0.1282051 | 0.0164366
8 H27 1 0.025641 | 0.0006575
9 H30 1 0.025641 | 0.0006575
10 H32 5 0.1282051 | 0.0164366
11 H34 1 0.025641 | 0.0006575
12 H39 1 0.025641 | 0.0006575
13 H41 1 0.025641 | 0.0006575
14 H43 1 0.025641 | 0.0006575
15 H45 1 0.025641 | 0.0006575
16 H49 2 0.0512821 | 0.0026298
17 H51 1 0.025641 | 0.0006575
18 H53 3 0.0769231 | 0.0059172
19 H54 1 0.025641 | 0.0006575
20 H56 1 0.025641 | 0.0006575
21 H57 3 0.0769231 | 0.0059172
Toplam 21 39 1 0.0729783

Biikk populasyonunun c¢alisilan diger bes populasyon ile benzerlik durumu,
paylasilan ortak haplotip sayisina gore Sekil 3.6’da gosterilmistir (Bkz. Cizelge 3.5).
Buna gore, Biik populasyonunun en ¢ok Doyran (%25) ve Sarilar (%24), en az ise

Hacibekar (%11) populasyonu ile ortak haplotipe sahip oldugu goriilmiistiir.

Hacibekar
11%

Sekil 3.6. Biik populasyonunun diger populasyonlarla paylastigi ortak haplotip
sayilarinin populasyonlar arasinda dagilimi (%)
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3.3.4. Murtbeli populasyonu

Murtbeli populasyonunun sahip oldugu haplotipler ve frekanslar1 Cizelge 3.9’da

gosterilmektedir. Buna gore, Murtbeli populasyonunun toplam 16 haplotip ¢esidine

sahip oldugu goriilmektedir. Haplotiplerden ii¢ tanesinin (HS, H55, H58) Murtbeli

populasyonuna 6zgii oldugu ve bunlarin toplam ii¢ adet olduklar1 bulunmustur. Bu ii¢

adet 6zgii haplotipin, Murtbeli populasyonunda gézlenen toplam haplotiplerin (40 adet)

%7.5’in1 olusturduklar1 bulunmustur. Alt1 populasyonun hepsinde goriilen ortak dort

haplotipin Murtbeli populasyonunda 27 adet oldugu ve bu haplotiplerin Murtbeli

populasyonunda bulunan toplam haplotiplerin (40 adet) %67.5’ini olusturdugu

gorilmistiir. Haplotip frekanslarindan hesaplanan He degeri [Nei (1987)’nin genetik

cesitlilik katsayisi] Murtbeli populasyonu i¢in 0.8667 olarak bulunmustur. Bu deger,

caligilan populasyonlar arasinda en diisiik He degeri olarak belirlenmistir (Bkz. Cizelge

3.3).

Cizelge 3.9. Murtbeli populasyonunun haplotipleri ve frekanslari

(populasyona 6zgii olan haplotipler, koyu ve italik
olarak gosterilmistir)

Sira | Haplotip | Haplotip | Frekans Frekans’
no kodu sayisi
1 H2 1 0.025 0.000625
2 H3 1 0.025 0.000625
3 HS5 1 0.025 0.000625
4 H9 1 0.025 0.000625
5 HI12 8 0.2 0.04
6 H14 1 0.025 0.000625
7 H17 2 0.05 0.0025
8 HI19 3 0.075 0.005625
9 H30 1 0.025 0.000625
10 H39 12 0.3 0.09
11 H44 1 0.025 0.000625
12 H45 4 0.1 0.01
13 H46 1 0.025 0.000625
14 HS55 1 0.025 0.000625
15 H57 1 0.025 0.000625
16 H58 1 0.025 0.000625
Toplam 16 40 1 0.155
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Ortak paylasilan haplotip sayisina gore (Bkz. Cizelge 3.5), Murtbeli
populasyonunun ¢alisilan diger bes populasyona olan benzerlik durumu Sekil 3.7°de
gosterilmistir. Buna gore, Murtbeli populasyonunun en ¢ok Biik (%23), Kapan (%23)
ve Doyran (%21), en az ise Hacibekar (%14) populasyonu ile ortak haplotipe sahip

oldugu bulunmustur.

Sekil 3.7. Murtbeli populasyonunun diger populasyonlarla paylastigi ortak
haplotip sayilarinin populasyonlar arasinda dagilimi (%)

3.3.5. Kapan populasyonu

Kapan populasyonunun sahip oldugu haplotipler ve frekanslar1 Cizelge 3.10°da
gosterilmektedir. Buna gore, Kapan populasyonunun toplam 20 haplotip ¢esidine sahip
oldugu gozlenmistir. Haplotiplerden yedi tanesinin (H4, H10, H20, H23, H28, H29,
H37) Kapan populasyonuna 6zgii oldugu ve toplam yedi adet olduklar1 bulunmustur. Bu
yedi 6zgii haplotipin Kapan poplasyonunun sahip oldugu toplam haplotiplerin (38 adet)
%18.4’linii olusturduklart bulunmustur. Ayrica, alti populasyonun hepsinde goriilen
ortak dort haplotipin Kapan populasyonunda 18 adet oldugu ve bunlarin Kapan
populasyonunda bulunan toplam haplotiplerin (38 adet) %47.4’linii olusturdugu
gorilmistiir. Haplotip frekanslarindan hesaplanan He degeri [Nei (1987)’nin genetik
cesitlilik katsayisi] Kapan populasyonu i¢in 0.9403 olarak bulunmustur (Bkz. Cizelge
3.3).
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Cizelge 3.10. Kapan populasyonunun haplotipleri ve frekanslar
(populasyona 6zgii olan haplotipler, koyu ve italik
olarak gosterilmistir)

Sira Haplotip

no kodu sayisl frekansi frekans”
1 H2 1 0.0263158 | 0.0006925
2 H3 3 0.0789474 | 0.0062327
3 H4 1 0.0263158 | 0.0006925
4 HI10 1 0.0263158 | 0.0006925
5 HI12 6 0.1578947 | 0.0249307
6 H14 2 0.0526316 | 0.0027701
7 H17 1 0.0263158 | 0.0006925
8 HI19 4 0.1052632 | 0.0110803
9 H20 1 0.0263158 | 0.0006925
10 H23 1 0.0263158 | 0.0006925
11 H27 1 0.0263158 | 0.0006925
12 H28 1 0.0263158 | 0.0006925
13 H29 1 0.0263158 | 0.0006925
14 H30 1 0.0263158 | 0.0006925
15 H32 1 0.0263158 | 0.0006925
16 H37 1 0.0263158 | 0.0006925
17 H39 2 0.0526316 | 0.0027701
18 H43 1 0.0263158 | 0.0006925
19 H44 2 0.0526316 | 0.0027701
20 H45 6 0.1578947 | 0.0249307
Toplam 20 38 1 0.0844875

Kapan populasyonunun calisilan diger bes populasyon ile benzerlik durumu, ortak
paylasilan haplotip sayisina gore (Bkz. Cizelge 3.5), Sekil 3.8’de gosterilmistir. Buna
gore, Kapan populasyonunun en ¢ok Biik (%24), Doyran (%23) ve Murtbeli (%21), en
az ise Hacibekar (%15) populasyonu ile ortak haplotipe sahip oldugu gézlenmistir.
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Sekil 3.8. Kapan populasyonunun diger populasyonlarla paylastigi ortak haplotip
sayilarinin populasyonlar arasinda dagilimi (%)

3.3.6. Hacibekar populasyonu

Hacibekar populasyonunun sahip oldugu haplotipler ve frekanslar1 Cizelge 3.11°de
gosterilmektedir. Buna gore, Hacibekar populasyonu toplam 17 haplotip c¢esidine
sahiptir. Haplotiplerden 10 tanesinin (H1, H8, H15, H16, H22, H25, H31, H33, H35,
H36) Hacibekar populasyonuna 6zgii oldugu ve toplam 13 adet olduklar1 goriilmiistiir.
Bu 13 adet 6zgii haplotipin Hacibekar populasyonundaki toplam haplotiplerin (35 adet)
%37.1’in1 olusturduklar1 bulunmustur. Ayrica, alti populasyon arasinda paylasilan dort
haplotipin Hacibekar populasyonunda 18 adet oldugu ve bunlarin Hacibekar
populasyonundaki toplam haplotiplerin (35 adet) %51.4’{inii olusturdugu goriilmiistiir.
Haplotip frekanslarindan hesaplanan He degeri [Nei (1987)’nin genetik ¢esitlilik
katsayis1] Hacibekar populasyonu i¢in 0.8992 olarak bulunmustur.

Cizelge 3.11. Hacibekar populasyonunun haplotipleri ve frekanslari
(populasyona 6zgii olan haplotipler, koyu ve italik
olarak gosterilmistir)

Sira Haplotip
no kodu sayisi frekansi frekans’
1 HlI 2 0.0571429 | 0.0032653
2 HS§ 1 0.0285714 | 0.0008163
3 HI12 5 0.1428571 | 0.0204082
4 H14 1 0.0285714 | 0.0008163
5 HI15 1 0.0285714 | 0.0008163
6 HI6 2 0.0571429 | 0.0032653
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Cizelge 3.11°in devami

7 HI19 10 0.2857143 | 0.0816327
8 H22 1 0.0285714 | 0.0008163
9 H25 1 0.0285714 | 0.0008163
10 H27 1 0.0285714 | 0.0008163
11 H31 1 0.0285714 | 0.0008163
12 H33 2 0.0571429 | 0.0032653
13 H35 1 0.0285714 | 0.0008163
14 H36 1 0.0285714 | 0.0008163
15 H39 1 0.0285714 | 0.0008163
16 H44 2 0.0571429 | 0.0032653
17 H45 2 0.0571429 | 0.0032653
Toplam 17 35 1 0.1265306

Hacibekar populasyonunun ¢alisilan diger bes populasyon ile benzerlik durumu,
paylasilan ortak haplotiplerin (Bkz. Cizelge 3.5) yiizdeleri alinarak Sekil 3.9°da
gosterilmistir. Buna gore, Hacibekar populasyonunun en ¢ok Kapan (%23), en az ise
Sarilar (%17) populasyonu ile ortak haplotipe sahip oldugu bulunmustur. Hacibekar
populasyonunun kalan ii¢ populasyon (Doyran, Biik ve Murtbeli) ile benzerlik oram

(%20) ayn1 ¢ikmustir.

Sekil 3.9. Hacibekar populasyonunun diger populasyonlarla paylastigi ortak
haplotip sayilarinin populasyonlar arasinda dagilimi (%)
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3.4. Populasyon Ciftleri Arasindaki Jaccard Benzerlik Katsayilari

Calisilan alti kizilgam populasyonu ikiserli alinip birbirleri ile karsilastirilinca,

! !
N o 15 adet ikili karsilagtirma olasidir (N:

kombinasyon olarak C = —— =
(N —k)k! 412!

populasyon sayisi, k: ikiserli karsilastirma). Bu nedenle ¢alismamizda 15 adet S; degeri

elde edilmis ve bu degerler bir matris {lizerinde gosterilmistir (Cizelge 3.12).

Cizelge 3.12. Calisilan alt1 kizilgam populasyonu i¢in hesaplanan Jaccard benzerlik
katsayilari

Populasyon | D S B M K
Sarnlar 0.343
Biik 0.419 [0.406
Murtbeli |0.34310.25 |0.37
Kapan 0.344 10.2220.367 | 0.385
Hcaibekar [0.176]0.139]0.188]0.2220.233

Yukarida belirtilen c¢izelgenin elde edilmesinde, EK-5’de ayrintili bir sekilde
aciklanmis olan maddeler sirasiyla izlenmistir. Fenogram ¢izimi i¢in gerekli olan biitiin
Jaccard benzerlik katsayilar1 matrisleri de EK-5’de belirtilen maddeler izlenerek elde
edildi. Populasyon ciftlerinin Jaccard benzerlik katsayisina gore sahip olduklar
fenogram Sekil 3.10°da goriilmektedir. Fenograma gore, Doyran ve Biik populasyonlari
sahip olduklar1 haplotiplerin benzerlik veya farkliliklar1 dikkate alininca birbirine en ¢ok
benzeyen populasyonlardir. Cografik olarak birbirine yakin olan Murtbeli ve Kapan
populasyonlar1 da birbirine benzer olan ikinci kiimeyi olusturmaktadir. Sarilar
populasyonu, Doyran ve Biik populasyonlarinin olusturdugu kiimeye 0.375 degerinde
katilmistir. Hacibekar populasyonu ise, BAPS analizleri sonucunda oldugu gibi (Bkz.
Sekil 3.2), analiz edilen diger bes populasyondan farkli bir kiimede yer almaktadir
(Sekil 3.10).
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Sekil 3.10. Calisilan alt1 kizilgam populasyonunun sahip olduklar1 haplotipler
bakimindan birbirine yakinlik ve benzerlik derecelerini gosteren
fenogram

3.5. Populasyon Ciftleri Arasindaki Genetik Mesafe (Fsr) Degerleri

Cizelge 3.6 ile 3.11 arasindaki ¢izelgelerde verilen haplotip frekanslar1 kullanilarak
populasyon ciftleri arasindaki Fgr degerleri hesaplandi (Cizelge 3.13). Ayrica, Fgsr
degerlerinin olasilik degerleri (P), ilgili populasyon ciftlerinin istatistiksel 6nemde farkl
olup olmadiklar1 da Cizelge 3.13°de belirtilmistir. Biitiin analizler Arlequin versiyon
3.11°de rasgele 1023 standart permiitasyon prosediirii se¢ilerek yapilmistir. Buna gore,
Murtbeli populasyonu, Biik ve Kapan populasyonlarindan istatistiksel olarak énemli
diizeyde farkli bulunmustur. Ayrica Hacibekar populasyonu, Kapan populasyonu harig¢
diger biitiin populasyonlardan en az 0.05 diizeyine gore istatistiksel dnemde farkli
bulunmustur. Analiz edilen diger populasyon ciftleri arasinda istatistiksel olarak 6nemli

diizeyde fark goriilmemistir (Cizelge 3.13).
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Cizelge 3.13. Populasyon c¢iftleri arasindaki genetik mesafe (Fsr) ve farklilik

derecesini gosteren olasilik (P) degerleri

Populasyon | Doyran | Sarillar | Biik Murtbeli | Kapan
Sarilar -0.0063 -
(0.8076)
Biik 0.0026 | -0.0029 -
(0.3369) | (0.6543)
Murtbeli | 0.0139 | 0.0143 | 0.0477 -
(0.0986) | (0.0918) | (0.0001)"
Kapan -0.0109 | 0.0037 | 0.0101 | 0.0199 -
(0.9492) | (0.2725) | (0.1299) | (0.0381)"
Hacitbekar | 0.0194 | 0.0293 | 0.0208 | 0.0544 | 0.0127
(0.0371)" | (0.0088)" | (0.0303)" | (0.0020)" | (0.1104)

P =En az 0.05 olasilik diizeyinde istatistiksel olarak farkli

3.6. Morfolojik Verilerin Analizi

Morfolojik veriler kullanilarak her bir yas ve calisilan her bir karaktere ait Qgsr
degerleri hesaplandi. Hesaplamada Qgst = Vp/ (Vp + 8 V) formiilii kullanildi. Formiilde
Vp = Populasyon varyansini, Vg = Populasyon-i¢i ailelerin varyansini belirtmektedir.
Buna gore, bulunan Qgsr degerleri Cizelge 3.14’de sunulmustur. Populasyonlar 30. yas
cap karakteri icin yiikselti kusaklarina gore ii¢ grup halinde (algak, orta ve yliksek zon)
alindiklarinda Qgr degerleri 0.000 olarak bulunmustur. Her bir populasyon bagimsiz
olarak ele alindiginda ise Qgsr degeri 0.077 olarak gozlenmistir. En yiiksek Qgr degerine
ise 13. yastaki boy karakterinde rastlanmistir. Yiikseltiye gore 30. yastaki ¢ap karakteri

icin Ui¢ grup halinde alinan populasyonlarin Qst degeri harig, diger biitiin yaslara ve

karakterlere ait Qsr degerleri Fsr degerlerinden yiiksek bulunmustur.

Cizelge 3.14. Farkli yas ve karakterlere ait varyans ve Qst degerleri

Yas 13 17 30
Karakter Karakter Karakter
Varyans | Boy Cap |Hacim | Boy | Cap |Hacim| Cap' | Cap’
Vp 1702.07 | 48.8 | 13.00 | 2484 |0.61 |44.75 |288.13 |0
Vee) | 859.67 |38.0 | 7.69 1519.4 1 0.56 | 30.30 |429.19 | 429.19
Qst [ 0.198 0.138 1 0.174 | 0.170 |0.119 | 0.156 | 0.077 | 0.000

Biitiin populasyonlar bagimsiz olarak alinmistir,

*Populasyonlar yiikselti kusagima gére (yiiksek, orta ve algak zon) ii¢ grup halinde ele

alinmistir
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4. TARTISMA

4.1. Haplotip ve Allel Cesitliligi

Kizilgam ile daha once cpSSRs belirtegleri ile yapilan ilk caligma, literatiir
bilgimize gore, Bucci vd (1998)’nin yaptig1 ¢alismadir. Bucci vd (1998)’nin yaptigi
caligmada, Yunanistan, Tiirkiye ve Liibnan’dan farkli kizilgam populasyonlar1 alinmis
ve genetik cesitlilikleri ortaya konulmustur. Bunun yani sira, bahsedilen ¢alismada,
Pinus elderica Medw. ve Pinus halepensis Mill. populasyonlar1 da ¢alisilip genetik
cesitlilik diizeyleri ve Tiirkiye-Kirankdy orijinli (Usak) Halep ¢ami + kizilgam

simpatrik populasyonlar1 incelenerek, aralarindaki iliski belirtilmistir.

Kizilgam ile ilgili olarak daha 6nce izoenzim (Conkle vd 1988, Kara vd 1997,
Panetsos vd 1998, Korol vd 2002a, b, Aravanopoulus vd 2004) ve RAPD belirtecleri
(Kandemir vd 2004, Icgen vd 2006, Lise vd 2007) kullanilarak ¢alismalar yapilmisti. Bu
tez ¢alismasinda ele alinan alt1 kizilgam populasyonunda goriilen genetik ¢esitlilik
diizeyi, ad1 gecen c¢aligmalardan elde edilen genetik cesitlilik degerlerinin arasinda
bulunmustur. Basamakli mutasyon modeline gére bu tez ¢alismasinda populasyon-ici
ortalama haplotip ¢esitlilik diizeyi D, = 4.87 (Bkz. Cizelge 3.3) olarak belirlenmistir.
Bu deger; Pinus halepensis Mill. (D%, = 3.58, Morgante vd 1997), Pinus halepensis
Mill. ve Pinus pinaster Ait. (D’ = 2.3, Gomez vd 2005), Pinus pinaster Ait. (D%, =
3.04, Ribeiro vd 2001) ve Pinus sylvestris L. (D, = 4.3, Robledo-Arnuncio vd 2005)
gibi Akdeniz havzasinda ve/veya Avrupa’da yayilis gosteren diger cam tiirleri ile
yapilan ¢alismalardan elde edilen sonuglardan nispeten yliksektir. Bu tez calismasinda
orneklenen populasyonlar sadece Antalya havzasini kapsamasina ragmen, kizilgam
populasyonlarinda goriilen bu yiiksek sayidaki haplotipik cesitlilik diizeyi, kizilgamin
ad1 gecen diger cam tiirlerine gore daha yiiksek genetik gesitlilik gosterdigini ortaya
koymaktadir. Ayrica, bu tez calismasindan elde edilen haplotipik ¢esitlilik diizeyi Bucci
vd (1998) tarafindan kizilgam ile ilgili yapilan calismadaki sonuclardan da yiiksek
bulunmustur. Bu durum her iki ¢alismada ele alinan 6rnek sayisinin azlig1 veya coklugu

ile aciklanabilir. Bucci vd (1998)’de her bir kizilcam populasyonu i¢in 7-12 birey
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calisilmigken, bu calismada her bir populasyon i¢in 35 ila 40 birey degerlendirmeye
alimmistir (Bkz. Cizelge 3.3).

Kizilcam ve/veya diger cam tiirleri ile yapilan caligmalar ile karsilastirildiginda, bu
tez calismasinda bulunan allel sayis1 (29 adet) ve haplotip sayis1 (60 adet) nispeten
yiiksek bulunmustur (Bkz. Cizelge 3.1 ve Cizelge 3.2). Oysa yapilan diger ¢alismalarda
kullanilan populasyon sayisi ve/veya analiz edilen lokuslar, bu tez ¢alismasinda ele
alman populasyon ve/veya lokuslardan daha fazladir (Morgante vd 1997, Bucci vd
1998, Echt vd 1998, Ribeiro vd 2001, Gomez vd 2005, Robledo-Arnuncio vd 2005).
Buna karsin, bu tez ¢aligmasinda bulunan allel ve haplotip sayilar1 nispeten yiiksektir.
Bunun nedeni, bu tezde calisilan populasyonlarin yiliksek genetik ¢esitlilik barindirmasi
ve bu tez caligmasinda diger caligmalara gore her bir populasyondan daha fazla birey
analiz edilmis olmasi olabilir. Ornegin, yukarida bahsedilen c¢alismalardaki c¢am
tiirlerinde her bir populasyondan 7-25 birey incelenmesine karsin, bu tez ¢alismasinda
35-40 birey incelenmistir. Ayrica, bu tezde ¢alisilan bazi lokuslarin (Pt1254, Pt71936)
kizilgamda oldukga yiiksek allel ¢esitliligine sahip olmast (Bkz. Cizelge 3.2 ve Sekil

3.1), allel ve haplotip sayisinin yiliksek ¢ikmasina neden olmus olabilir.

Analiz edilen bes polimorfik lokusta bulunan allel biiyiikliikleri Bucci vd
(1998)’nin yaptig1 ¢calismadaki sonuglar ile gogunlukla paralellik gostermektedir. Bu tez
caligmasinda incelenen ve en yiiksek allel sayisina (dokuz adet) sahip olan Pt1254
primeri, Bucci vd (1998) tarafindan incelenen primerler arasinda degildir. Bununla
birlikte, Bucci vd (1998) Pt15169 lokusunun, bu tez ¢alismasinda buldugumuz allellere
ek olarak, 117 bg¢’lik allele de sahip oldugunu belirtmislerdir. Ayn1 ¢calismada, Pt36480
lokusunun ii¢, Pt30204 lokusunun iki ve Pt71936 lokusunun ise 145-150 bg arasinda alt1
allele sahip oldugu bulunmustur. Pt87268 lokusu i¢in ise, kizilcamda bu tez
calismasinin sonuglar ile ayni bg¢ biiytlikliigiindeki allelleri bulduklarini belirtmislerdir
(Bkz. Sekil 3.1 ve Cizelge 3.2).

Bu tez calismasinin sonuglar1 ile Bucci vd (1998)’nin sonuglar1 arasinda goze

carpan Onemli bir farklilik Pt36480 lokusunda goriilmektedir. Bucci vd (1998), bu

lokusu calisilan kizilgam populasyonlarinda polimorfik olarak bulmalarina karsin, bu
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tez calismasinda ilgili lokus monomorfik olarak gozlenmistir (Bkz. Cizelge 3.1). Bu
durum; Bucci vd (1998)’nin o6rnekledigi kizilcam populasyonlarinin Yunanistan,
Tirkiye ve Liibnan gibi genis bir cografik alan1 kapsamasina karsin, bu tez ¢calismasinda
sadece tiiriin Antalya’da bulunan ve cografik olarak nispeten dar bir alandaki alt1

populasyonunun ele alinmig olmasi ile agiklanabilir.

Cografik olarak birbirlerine ¢ok uzak olan populasyonlar, gen havuzunu kaplayan
alanin  genislemesi nedeniyle genetik c¢esitlilik bakimindan birbirine yakin
populasyonlara gore daha farkli bulunmaktadir. Cografik olarak birbirine yakin olan
ve/veya tiiriin kesintisiz yayilis gosterdigi alanlardan 6rneklenen populasyonlarda gen
akis1 olma olasilig1 yiiksek oldugundan, populasyonlar-arasi genetik cesitlilik diizeyi
ve/veya allel cesitliligi benzer olabilmektedir. Bundan dolayi, populasyonlar-arasi
ve/veya populasyon-i¢i Ornekleme yaparken populasyonlarin ve/veya bireylerin
birbirlerine uzak mesafelerde (> 100 m) secilmesi, genetik cesitlilik diizeyinin daha
genis olasilikla yakalanabilmesini saglamaktadir (Balloux ve Lugon-Moulin 2002, Petit
vd 2005). Bununla birlikte, farkli c¢evre kosullarinda yetisen populasyonlar farkli
seleksiyon baskisina maruz kalabilirler. Ozellikle orman ekosistemleri, cok kisa
mesafelerde degiskenlik gosterebilen farkli doga birimlerinden olusabilmektedir.
Akdeniz havzasi, Ortadogu ve Tiirkiye’de bulunan ormanlarin ¢ogunun yer aldig1 daglik
bolgelerde, iklim, toprak ve biyolojik kaynakli ¢cevre etmenlerinin daha kisa mesafelerde
ve daha sik degistigi bilinmektedir. Ayni tiirlin bir dagin farkli yamaglarinda bulunan iki
komsu populasyonu bile, birbirlerinden farkli ¢evre etmenleri ve farkli seleksiyon
basinci altinda bulunacaklar1 i¢in, birbirlerinden farkli gen havuzuna ve gen
kombinasyonlarina sahip olabilirler. Bundan dolayi, kisa mesafelerde bile degiskenlik
gosteren uyum degerlerine sahip olan farkli irklar ve/veya alt irklar olusabilir (Isik

1999a,b, Gonzalez-Martinez vd 2002, Medail ve Diadema 2009).

Analizlerde incelenen Pt71936 lokusunda bulunan alleller arasinda iki bg¢’lik
boslugun oldugu goriilmiistiir (Bkz. Sekil 3.1). Benzer durum, Robledo-Arnuncio vd
(2005) tarafindan Pinus sylvestris L. populasyonlarinin genetik yapisinin arastirildigi
calismada da belirtilmistir. Kizilgamda 144 ve 147 b¢’lik, Pinus sylvestris L.’de ise 141
ve 144 b¢’lik allel biiyiikliikleri arasinda iki bg¢’lik bosluk goriilmiistiir. Sekans analizi
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sonucunda 141 bg’lik alleli tasiyan bireylerin primerin baglanma bolgesinde bes b¢’lik
bir delesyona (eksilme) sahip oldugu tespit edilmistir. Bu durumun calisilan 13
populasyonun sekizinde goriildiigii ve mutasyonun 325 birey arasindan sadece 11 birey
tarafindan tasindigi belirtilmistir (Robledo-Arnuncio vd 2005). Kizilgamda da ¢alisilan
alt1 populasyonun (240 birey) besinde ve toplam 13 bireyde iki b¢’lik boslugun oldugu
goriilmistiir (Bkz. Sekil 3.1 ve Cizelge 3.2).

4.2. Populasyonlarin Karsilastirilmasi

Doyran populasyonu, Sarilar populasyonundan sonra en fazla (23 adet) haplotip
cesidinin ve en yiiksek Nei (1987)’nin genetik cesitlilik katsayinin (0.9538) goriildiigii
populasyondur (Bkz. Cizelge 3.3). Her iki populasyon da sahil zonunda (algak zonda)
yer almaktadir. Doyran populasyonu, ayni hatda (fakat farkli yiikseltide) bulundugu ve
aralarinda kus ugusu yakin cografik mesafenin (< 20 km, Bkz. Sekil 2.1) oldugu Biik
populasyonu (%25) ile ve ayrica farkli hatda bulunmasina karsin benzer yiikselti
kusaginda bulunan Sarilar populasyonu (%23) ile en yiiksek ortak haplotiplere sahiptir
(Bkz. Cizelge 3.5 ve Sekil 3.4). Doyran populasyonu, en az (%12) ortak haplotipi ayn1
hatda bulunan (ama daha yiiksek zonda yer alan ve kizilgamin optimum yayilisindan
kismen izole olmus) Hacibekar populasyonu ile paylagsmaktadir (Bkz. Sekil 3.4).
Doyran ve Hacibekar populasyonlar1 aymi hatta olmalarima karsin muhtemelen
yiikseltiye bagli olarak sicaklik farkindan dolay1 cigeklenme zamanindaki mevsimsel
izolasyon sonucu aralarinda gen akisi olmayabilir. Soyle ki; yiiksek zondaki
populasyonlarin  fenolojik (ve ¢igeklenme) oOzellikleri orta kusakta bulunan
populasyonlara gore farkliliklar gostermektedir. Cilinkii calisilan populasyonlarin
bulundugu bolgede, yiikselti arttikga sicaklik ve biiyiime mevsimi uzunlugu
azalmaktadir (Alpacar 1981, Isik 1986). Bundan dolay1, disi ve erkek cicek olusturma
zamani, tozlagma siiresi vb. bir¢cok fenolojik faktorler yiiksek zondaki populasyonlarda,
alcak ve orta kusak populasyonlarina gére daha sonraki haftalarda gergeklesmektedir.
Hatta Keskin (1999)’in bir kizilgam tohum bahgesinde yaptig1 ¢igceklenme fenolojisi ile
ilgili calismada, ¢alisilan klonlar arasindaki fenolojik 6zelliklerin (disi ve erkek cicek
olusturma zamani, tozlagma zamani ve siiresi vb.) farkli oldugu ve genetik kontrol

altinda bulundugu ortaya ¢ikmustir.
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Sarilar populasyonu, analiz edilen populasyonlar arasinda basamaklit mutasyon
modeline gore haplotipler-arasi en diisiik (D%, = 4.03, Bkz. Cizelge 3.3) genetik uzaklik
katsayisina sahiptir. Sarilar populasyonundaki bu diisiik katsayr bile, Akdeniz
havzasinda yayilis gosteren birgok ¢am tiirii i¢in bulunan katsayilardan daha yiiksektir
(Morgante vd 1997, Ribeiro vd 2001, Gomez vd 2005). Bu durum, Sarilar
populasyonunun sahip oldugu haplotipleri olusturan farkli biiyiikliikteki allellerin,
caligilan diger populasyonlarin allellerine gore birbirine yakin biiyiikliikte olmasi ile
aciklanabilir. Ayrica, Sarilar populasyonu, alti populasyon iginde Nei (1987)’nin
genetik c¢esitlilik katsayisi en yiiksek (0.9582, Bkz. Cizelge 3.3) olan populasyondur. Bu
durum, en yiiksek (24 adet, Bkz. Cizelge 3.3) haplotip cesidine sahip olmasi ve
Hacibekar populasyonundan sonra en yiiksek (sekiz adet) 6zel haplotip c¢esidini
bulundurmasi ile agiklanabilir. Sarilar populasyonu, kizilgam igin optimum olarak
goriilen yayilig alaninin sahile yakin kenar bolgesinde bulunmaktadir (Bkz. Sekil 2.1 ve
Cizelge 2.1). Bu kenar populasyonlar, kizilgamin optimum yayilisinin gortildiigi orta
kusakta (300 — 600 m) yer alan populasyonlara gore, fiziki ¢evre, nem, kuraklik,
ekstrem sicakliklar, erken ve ge¢ donlar gibi dogal segilim (seleksiyon) etkenlerinden
nispeten daha fazla etkilenirler (Istk 1998, Hampe ve Petit 2005). Bununla birlikte,
Sarilar populasyonu, kizilcamin Akdeniz sahil kusagr boyunca kesintisiz yayilis
gosterdigi enlem kusaginin ortalarinda yer almaktadir (Bkz. Sekil 1.1 ve Sekil 2.1).
Bundan dolayi, kenar populasyonlarin aksine, degisik populasyonlardan gen gogcii
oldugu i¢in yiiksek genetik cesitlilik ve yiiksek 6zel haplotip cesidi sayisina sahip
olabilmektedir. Benzer durum, Scalfi vd (2009) tarafindan Italya’nin kuzeyinde bulunan
saricam’in kenar populasyonlart i¢in de bildirilmistir. Soyle ki; calistiklart kenar
populasyonlardaki kloroplast haplotip ¢esitliligini, daha 6nce biitiin Avrupa ve Iber
yarimadasinda bulunan populasyonlardan elde edilen sonuglara yakin bulmuslardir
(Scalfi vd 2009). Bunlara ek olarak, sadece polen (erkek bireyin iireme hiicresi)
aracilifiyla taginan kloroplastlardan elde edilen sonuclar, genetik gesitlilik iizerine ¢ok
fazla etki etmeyebilir. Ciinkii riizgar ile tozlasan tiirlerde (ki kizilgam boyle bir tiirdiir),
polenlerin yayilma mesafesi ana agagtan onlarca kilometre uzaklikta olabilmektedir.
Bundan dolay1 kenar, orta ve/veya yliksek zondaki populasyonlar gen gocii sonucu

birbirlerine benzeyebilmektedir (Dyer ve Sork 2001, Burczyk vd 2004).
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Sarilar populasyonunun en yiiksek ortak haplotipi, Biik (%28) ve Doyran (%26)
populasyonlart ile paylastigi goriilmiistiir (Bkz. Cizelge 3.5 ve Sekil 3.5). Doyran
populasyonunun Sarilar gibi algak yiikselti zonundan olmasi, Biik populasyonunun da
onemli iklim 6zellikleri bakimindan algak zon populasyonlarina benzeyen kapali bir
havza i¢inde olmasi (Bkz. Sekil 2.1 ve Cizelge 2.1) bu durumu agiklayabilir. Ayrica
Sarilar populasyonu, genetik mesafe (Fst) degerlerine gore her iki populasyondan da
istatistiksel olarak onemli diizeyde farkli bulunmamistir (Bkz. Cizelge 3.13). Sarilar
populasyonu, en az (%11, Bkz. Sekil 3.5) ortak haplotipi Hacibekar populasyonu ile
paylasmaktadir. Buna ek olarak, genetik mesafe degerlerine goére Sarilar
populasyonunun Hacibekar’dan istatiksel olarak onemli diizeyde (P < 0.01) farkli
oldugu bulunmustur (Bkz. Cizelge 3.13). Hacibekar populasyonunun kizilgamin
optimum yayilisinin kenar bolgesinde (perifer ve/veya marjinal), Akdeniz ikliminden
karasal iklime ge¢is zonunda yer almasi, yliksek zonda bulunmasi ve iki populasyon
arasinda kus ucusu cografik mesafenin calisilan diger populasyonlara goére nispeten

fazla olmasi, farkliligin nedenleri arasinda sayilabilir (Bkz. Sekil 2.1 ve Cizelge 2.1).

Biik populasyonunun Murtbeli ile birlikte en diisiik (3 adet) 6zel haplotipe sahip
oldugu (Bkz. Sekil 3.3) ve haplotip sayisinin genel haplotip ortalamasina (20.2 adet)
yakin oldugu (21 adet) bulunmustur (Bkz. Cizelge 3.3). Biik populasyonunun en ¢ok
ortak haplotipi Doyran (%25) ve Sarilar (%24) populasyonlar ile paylasmasi (Bkz.
Sekil 3.6 ve Cizelge 3.5), Doyran populasyonu ile ayni1 hatda ve yakin mesafede olmasi
(< 20 km, Bkz. Sekil 2.1), Sarilar populasyonu ile de kizilgamin bu bdlgede kesintisiz
bir yayilis alani icinde bulunmasi ile acgiklanabilir. Cilinkii tiirlin kesiksiz dagilim
gosteren bir alaninda, benzer ¢igeklenme zamanina sahip populasyonlar arasinda polen
araciligiyla tozlasma ve populasyonlarin birbirine benzemesi kaginilmaz olmaktadir
(Burczyk vd 2004). Ayrica Biik populasyonu orta yiikselti kusaginda olmasina karsin,
kapali havza i¢inde ve nispeten “yagmur golgesi” zonunda yer almaktadir. Bu nedenle,
onemli iklim 6zellikleri bakimindan algak zon populasyonlarina benzemektedir (Isik vd
1987). Biik populasyonu en az (%11) ortak haplotipe, ayn1 hatda olan ve aralarinda
yaklagik 50 km uzaklik ve 600 m yiikselti farki bulunan (Bkz. Sekil 2.1 ve Cizelge 2.1)
Hacibekar populasyonu ile paylagmaktadir (Bkz. Cizelge 3.5 ve Sekil 3.6). Bu durum,

her iki populasyonun (Biik ve Hacibekar) hem farkli seleksiyon baskisina maruz
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kalmalart hem de farkli fenolojik 6zelliklere (erkek ve disi ¢igek olusturma zamant,

tozlagma zamani ve sliresi vb.) sahip olmalari ile agiklanabilir.

Analiz edilen populasyonlar arasinda Nei (1987)’nin genetik cesitlilik katsayisi
(He) en disiik (0.8667, Bkz. Cizelge 3.3) bulunan populasyon Murtbeli
populasyonudur. Buna karsin, ¢izelgedeki en biiyiik degerden sadece %8’lik (0.8992 —
0.9582) bir fark vardir. Murtbeli populasyonunun en diistik (16 adet) haplotip ¢esidine,
Biik populasyonu ile birlikte en diisiik (ii¢ adet) 6zel haplotip ¢esidi sayisina sahip
oldugu bulunmustur (Bkz. Cizelge 3.3 ve Sekil 3.3). Ayrica, alt1 populasyonun tiimiinde
ortak olarak goriilen haplotiplerin (H12, H19, H39, H45) Murtbeli populasyonunda
incelenen 40 bireyden 27’sinde goriildiigi ve bunun, Murtbeli populasyonunda bulunan
biitiin haplotiplerin %67.5’in1 olusturdugu bulunmustur (Bkz. Cizelge 3.7). Bahsedilen
bu Ozelliklerinden dolayl, Murtbeli populasyonunun genetik ¢esitlilik katsayist,
incelenen diger populasyonlara gore daha diisiik bulunmustur. Murtbeli populasyonu ile
en ¢ok (%23) ortak haplotipe sahip olan populasyonlar, Biik ve Kapan (Bkz. Cizelge 3.5
ve Sekil 3.7) populasyonlar1 olarak bulunmustur. Kapan populasyonunun Murtbeli ile
ayn1 hatda olmasi ve aralarinda 20 km’den az kus ugusu mesafenin bulunmasi (gen akisi
olasilig1 yiiksek), Biik populasyonunun ise Murtbeli ile ayn1 hatda olmamasina karsin,
benzer yiikselti kusaginda bulunmasi (benzer ¢evresel etkenler ve benzer seleksiyon
baskis1 altinda bulunmasi) populasyonlar arasindaki benzerligin agiklanmasindaki
nedenler arasinda sayilabilir (Bkz. Sekil 2.1 ve Cizelge 2.1). Murtbeli populasyonu ile
hem cografik olarak aralarinda nispeten uzak mesafe olan hem de farkli yiikselti
zonunda bulunan Hacibekar populasyonu, Murtbeli ile en az diizeyde (%14) ortak
haplotipe sahip populasyon olarak goriilmiistiir (Bkz. Cizelge 3.5 ve Sekil 3.5). Buna ek
olarak, populasyon ciftleri arasindaki genetik mesafe degerlerine gore her iki
populasyon (Murtbeli ve Hacibekar) birbirinden istatistiksel olarak da dnemli diizeyde

(P <0.001) farkli bulunmustur (Bkz. Cizelge 3.13).

Murtbeli populasyonu, toplam ortak haplotip cesit sayis1 bakimindan en ¢ok (%23)
Biik ve Kapan populasyonlarina benzemesine ragmen populasyon giftleri arasindaki
genetik mesafe degerlerine gore her iki populasyondan istatistiksel olarak Onemli

diizeyde (P < 0.04) farkli bulunmustur. Bu durum, ilk bakista bir c¢eliski olarak
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goriilmesine karsin ii¢c populasyonun sahip olduklar1 ortak sekiz haplotipin frekanslar
incelendiginde gercek anlasilmaktadir. Ornegin, alti populasyonda ortak dort
haplotipden biri olan H39 haplotipinin sayisi Murtbeli populasyonunda 12 adet iken,
Bilk ve Kapan’da sirasiyla bir ve iki adettir. Aynmi haplotipin Sarilar ve Doyran
populasyonundaki sayisi ise sirasiyla dort ve {li¢ adettir. Ayrica alt1 populasyonda ortak
olan dort haplotip disindaki ortak haplotiplerin frekansi {i¢ populasyon (Murtbeli-Biik-
Kapan) arasinda sadece bir adettir. Murtbeli populasyonu sahip oldugu haplotip cesidi
bakimindan Biik ve Kapan populasyonlar ile benzer olmasina ragmen haplotiplerin
frekanslar1 arasindaki farktan dolay1 populasyon ciftleri arasindaki genetik mesafe goz
Online alindiinda, istatistiksel olarak onemli diizeyde farkli bulunmaktadir (Bkz.

Cizelge 3.5 ve Cizelge 3.13).

Kapan populasyonunun basamakli mutasyon modeline gére haplotipler arasindaki
genetik uzaklik katsayisi (D%;) Hacibekar’dan sonra en yiikksek deger (5.94) olarak
bulunmustur (Bkz. Cizelge 3.3). Bu durum, Kapan populasyonunun birbirinden c¢ok
farkli allel biiytikliiklerine sahip haplotipleri barindirdigini gostermektedir. Kapan
populasyonunun en ¢ok Biik (%24), Doyran (%23) ve Murtbeli (%21) populasyonlari
ile ortak haplotipe sahip oldugu goriilmiistiir (Bkz. Cizelge 3.5 ve Sekil 3.8). Murtbeli
populasyonunun cografik mesafe olarak Kapan’a yakin olmasi (< 20 km, Bkz. Sekil
2.1), Doyran ve Biik populasyonlariin ise kizilgamin optimum yayilis alani i¢inde
bulunmasi populasyonlar arasinda paylasilan ortak haplotiplerin yiiksek olmasinin
aciklanmasinda sebepler arasinda sayilabilir. Ayrica, bahsedilen populasyonlarin
kizilgamin dogal yayilis alaninin merkezi sayilan yerde bulunmalari, benzer segilim
(seleksiyon) baskisina maruz kalabileceklerinin isaretidir. Kizilgamin optimum yayilis
alanindan biraz uzakta olan Hacibekar populasyonu ise, Kapan populasyonu ile benzer
yiikselti kusaginda bulunmasina karsin (Bkz. Sekil 2.1 ve Cizelge 2.1) diger
populasyonlara gore Kapan populasyonu ile en az (Bkz. Cizelge 3.5 ve Sekil 3.8) ortak
haplotipe sahiptir. Bu sonuglara gore, kizilgam dogal yayilisinin kismen disinda ve izole
bir sekilde bulunan Hacibekar populasyonunun farkli secilim baskis1 altinda
olabilecegini belirtebiliriz. Ornegin, yiiksek zondaki bdyle populasyonlar gec ilkbahar
ve erken sonbahar mevsimlerinde, don faktoriiniin baskisi ile karsilagsmaktadirlar. Boyle

farkli secilim baskisi altinda olan populasyonlarda zamanla yeni ve farkli mutasyonlar
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birikmekte ve bu mutasyonlar populasyonun farkli gen havuzuna sahip olmasini

saglayabilmektedirler (Isik vd 1987, Freeman ve Herron 2001).

Hacibekar populasyonu, Murtbeli’nden sonra en az (17 adet) haplotip ¢esidine ve
en diisiik (0.8992) genetik cesitlilik katsayisina sahip olmasina karsin, en fazla (10 adet)
0zel haplotip sayisina ve basamakli mutasyon modeline gore haplotipler arasindaki en
yiiksek (5.97) genetik uzaklik katsayisina sahiptir (Bkz. Cizelge 3.3 ve Cizelge 3.5).
Haplotipler arasindaki en yiiksek genetik uzaklik katsayisi, sahip oldugu haplotiplerin
birbirinden ¢ok farkli biiyiikliikte olan allellerin kombinasyonu sonucu olustugunu
gostermektedir. Hacibekar populasyonunun calisilan diger populasyonlara gore farkl
secilim baskilar1 altinda oldugu ve bunun sonucunda da farkli ve yeni mutasyonlari
barindirdig1 sdylenebilir. Hacibekar populasyonunun en c¢ok (%?23) ortak haplotipe,
benzer yiikselti kusagindan gelen Kapan ile sahip oldugu gortilmiistiir (Bkz. Cizelge 3.5
ve Sekil 3.9). Benzer yiikselti kusagindan olan populasyonlarin birbirine daha fazla
benzemesi, yiikselti faktoriiniin populasyonlarin genetik cesitliligini belirleme etkisinin
onemli oldugunu gostermektedir. Benzer durum, kantitatif karakterler ve izoenzimler
kullanilarak kizilgam populasyonlarimin genetik ¢esitliliklerinin ortaya konuldugu

calismalarda da belirtilmistir (Isik 1986, Isik ve Kara 1997, Kara vd 1997).

Hacibekar populasyonunun en az (%17) ortak haplotipi paylastigi populasyonun,
cografik olarak en uzakta bulunan Sarilar populasyonu oldugu goriilmiistiir (Bkz. Sekil
3.9). Hacibekar populasyonu en ¢ok (%23) ortak haplotipi ve frekans degerlerini
paylastigi Kapan populasyonu hari¢, geri kalan dort populasyondan haplotipler
arasindaki genetik mesafe degerlerine gore istatistiksel olarak 6nemli diizeyde (P<0.04)
farkli bulunmustur (Bkz. Cizelge 3.13). Bu durum, Hacibekar populasyonunun kendine
0zgl olan, en ¢ok sayida (10 adet) 6zel haplotip ¢esidine sahip olmasi ve bazi ortak
haplotiplerin herbirini diger populasyonlara gore fazla sayida bulundurmasi ile
aciklanabilir. Ornegin, alt1 populasyonda ortak olan H19 haplotipinin Hacibekar
populasyonundaki frekansi 10 iken, diger populasyonlardaki frekansi iki ile bes arasinda

degismektedir (Bkz. Cizelge 3.5, 3.6, 3.7, 3.8, 3.9, 3.10, 3.11).
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BAPS analizi sonucunda, Hacibekar populasyonunun bir, diger bes
populasyonunda baska bir grup olusturdugu goriilmiistiir. Jaccard benzerlik
katsayilarindan elde edilen fenogram da BAPS analizinden elde edilen sonuca benzerlik
gostermektedir (Bkz. Sekil 3.2 ve Sekil 3.10). Fenograma gore, cografik olarak birbirine
en yakin olan populasyonlar (Doyran-Biik ve Murtbeli-Kapan) birbirlerine en ¢ok
benzeyen populasyonlardir (Bkz. Sekil 2.1). Ad1 gegcen dort populasyonun olusturdugu
gruba 0.375 degerinde Sarilar populasyonu katilmistir. Hacibekar populasyonu ise,
diger bes populasyondan farkli bir grupda yer almaktadir (Bkz. Sekil 3.10). Calisilan
mikrosatellit belirtecleri rekombinasyon gegirmemekte ve incelenen tiirliin genetik
yapisina demografik gecmisinin etkisini yansitmaktadir. Yani, genetik stiriiklenmenin
ve mutasyonlarin populasyonun gen havuzuna etkisini belirtmektedir (Anzidei vd 1999,
Balloux ve Lugon-Moulin 2002). Bundan dolayi tiiriin optimal yayilis alaninin disinda,
periferal ve/veya marjinal bolgelerde bulunan populasyonlarin genetik yapisi, tiiriin

optimum yayilis alanindaki populasyonlarindan belirgin bi¢cimde farkli olmaktadir.

Hacibekar populasyonunun bulundugu cografik konum, diger bes populasyondan
farkli ¢tkmasinin nedeni olabilir. Birincisi, Hacibekar populasyonu 1000 m’nin lizerinde
yiiksek rakimda bulunmaktadir (Bkz. Cizelge 2.1). Calisilan populasyonlarin bulundugu
bolgede, ylikselti arttikga sicaklik ve biiylime mevsimi uzunlugu azalmaktadir. Buna ek
olarak, yiiksek zondaki bdyle populasyonlar ge¢ ilkbaharda ve erken sonbaharda
gorlilebilen, don faktoriiniin baskisi ile karsilasmaktadirlar (Istk vd 1987). Ayrica
Hacibekar populasyonu, kizilgamin optimum yayilis alanimnin diginda, kismen izole
olmus bir yorede yer almaktadir (Bkz. Sekil 2.1 ve Cizelge 2.1). Ikincisi, Hacibekar
populasyonu Akdeniz ikliminden karasal iklime gecis zonunda bulunmaktadir. Bu gecis
zonunda, kizilgamin optimum yayilisinin goriildiigii diger alanlara gore yillik yagis

miktar1 daha diisiik goriilmektedir (Isik vd 1987, Isik ve Isik 1999).

Hacibekar populasyonunun yukarida belirtilen 6zellikleri, bu populasyonun diger
populasyonlardan gen akisi bakimindan mevsimsel izolasyonla ayrilmasina neden
olmaktadir. Belirtilen bu 6zelliklerin kombinasyonu, cografik olarak izole olan
populasyonlarin genetik olarak nigin farkli olabileceklerini agiklamaktadir. Cografik ve

ekolojik olarak farkli bolgelerde bulunan dogal populasyonlar, evrimsel siire¢ i¢inde,
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cevreye adaptasyon sonucu genetik olarak farklilasirlar. Ciinkli cografik izolasyondan
dolay1 populasyonlar arasinda gen akisi olmamaktadir ve homojenizasyon
(populasyonlarin birbirine benzemesi) 6nlenmektedir. Farkli ¢cevresel etmenlere (yagis,
sicaklik, nem, toprak besin elementleri vb.) maruz kalan populasyonda, farkl
seleksiyon baskilari sonucunda zamanla yeni ve farkli mutasyonlar birikmekte ve bu
durum populasyonun farkli bir gen havuzuna sahip olmasina yol agmaktadir. Boyle
farkli ¢evre etmenleri ve farkli seleksiyon basinci altinda bulunan populasyonlar, farkl
uyum degerlerine sahip olup zamanla farkli irklarin ve/veya alt irklarin olusmasini
saglarlar (Istk 1999a, Balloux ve Lugon-Moulin 2002, Burczyk vd 2004). Hacibekar
populasyonu gibi, bir tiirlin ana yayilis gosterdigi alandan kismen ve/veya tamamen
izole olmus populasyonlarda, populasyon biiyiikliigiiniin nispeten kii¢iik olmasi, kurucu
etkisinin goriilmesi ve gen akisinin olmamasi sonucunda genetik kayma

goriilebilmektedir (Ohsawa ve Ide 2008).

4.3. Qst ve Fst Degerlerinin Karsilastirilmasi

Analiz edilen populasyonlar ylikseltilerine gore karsilagtirildiklar1  zaman,
yiikseltiye bagli olarak ortaya c¢ikan populasyonlar arasi genetik c¢esitlilik, tim
cesitliligin %4.97’sini olusturmaktadir (Rsr = %4.97, Bkz. Cizelge 3.4.a). Ayrica, dogu-
bat1 hatt1 (iki ytikselti hatt1) karsilastirildiginda, her bir grubun i¢indeki populasyonlar
aras1 gesitlilik oran1 Rst = %4.82 olmaktadir (Bkz. Cizelge 3.4.b). Her iki durum,
populasyonlarin  yiikseltiye gore degisen ¢evre kosullarinda farklilagtiklarini
gostermektedir. Nitekim orman ekosistemleri Tiirkiye’de homojen olmayan ve ¢ok kisa
mesafelerde bile degisebilen farkli doga birimlerinden olusmaktadir. Bdylece
populasyonlar iizerinde ayiric1 (¢esitlendirici) seleksiyon etkili olmakta ve
populasyonlar zaman ve bulunduklari mekana bagli olarak ¢ok kisa mesafelerde bile,
farkli seleksiyon baskisi sonucu birbirlerinden farklilasabilmektedirler. Ozellikle
Tirkiye’de ormanlarin ¢ogunun yer aldigir daglik bolgelerde, iklim, toprak vb. biyotik
ve abiyotik kaynakli ¢evresel faktorlerin daha kisa mesafelerde ve daha sik degistigi
bilinmektedir (Bradshaw 1972, Isik 1999a, b). Ayni tiirlin yan yana bulunan iki komsu

populasyonu bile, birbirlerinden farkli g¢evre etmenleri ve farkli seleksiyon basinci

altinda bulunacaklar1 i¢in, birbirlerinden farkli gen havuzuna ve gen kombinasyonlarina
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sahip olabilmektedirler. Bu nedenle, kisa mesafelerde farkli uyum degerlerine sahip
olan farkli irklar ve/veya alt irklar olusabilmektedir. Hem yerli hem de yabanci pek ¢ok
agac tiirli lizerinde sonuglandirilan caligmalar, ¢evresel faktorlerin degisimine paralel
olarak, kisa mesafelerde farkli yerel irklarin veya lokal populasyonlarin varligini ortaya
koymustur (Hamann vd 1998, Isik 1999a, b, Gonzalez-Martinez vd 2002, Ohsawa ve
Ide 2008). Aym tiiriin farkli ¢evre kosullarinda bulunan populasyonlarinda goriilen
cekici bir nokta da, bu populasyonlarin degisen ¢evre kosullarina karsi belirli bir uyum
esnekliklerinin olmasidir. Bir tiirlin bdyle populasyonlarinin bulunmasi yiiksek bir
adaptasyonel esnekliginin gostergesidir. Bu durum, tiiriin evrimsel silire¢ iginde
devamliliginin saglanmasi i¢in 6nemli bir avantaj olmaktadir (Isik 1986, Isik ve Kara

1997).

Populasyonlar yiikseltiye bagli olarak (yiiksek, orta ve algcak zon populasyonlari
halinde) analiz edildigi zaman populasyon-i¢ci genetik ¢esitlilik, tim ¢esitliligin
%95.44°1, 1ki yiikselti hatt1 ayr1 olarak ele alindig1 zaman ise populasyon-ici genetik
cesitlilik, tiim ¢esitliligin %97.17’si olarak bulundu (Bkz. Cizelge 3.4.a ve b). Ayrica,
Nei (1987)’nin genetik ¢esitlilik katsayisi ortalama %92.83 olarak hesaplandi (Bkz.
Cizelge 3.3). Bu durum, kizilgamda yapilan izoenzim g¢alismalarinda oldugu gibi,
cpSSRs belirtegleriyle yapilan ¢alismalarda da populasyon-i¢i genetik cesitliligin ¢ok
yiiksek oldugunu gostermektedir (Isik ve Kara 1997, Panetsos vd 1998, Korol vd 2002b,
Aravanopoulos vd 2004). Bahsedilen molekiiler diizeydeki c¢alismalarin (izoenzim,
cpSSRs vb.) yani sira, fidan ve/veya aga¢ evrelerindeki birey karakteristiklerine ait
bir¢ok Ol¢limde de populasyon-i¢i genetik cesitlilik yiiksek (%82 - 95) bulunmustur
(Isik 1986, Isik vd 1987, Isik ve Isik 1999, Caligkan 2006). Buna ek olarak, bu tez
caligmasinda ele alinan deneme alani ve diger deneme alanlarinda (Bkz. Sekil 2.1) fidan
ozellikleri ile ilgili yapilan g¢aligmalarda, 13. ve 17. yaslara ait incelenen bir¢ok
morfolojik karakterlerde de populasyon-i¢i genetik ¢esitlilik diizeyi, izoenzim ve
cpSSRs belirteclerinden elde edilen sonuglar ile paralellik gostermektedir (Isik 1986,
Isik vd 1987, Isik 1998, Isik ve Isik 1999).

Genel olarak, orman agaglarinda populasyon-igi genetik cesitlilik diger canlilara

gore daha yliksek, populasyonlar arasindaki farklilasma da (genetik mesafe) daha
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diisiiktiir. Populasyonlarin genetik ¢esitliligi ve genetik yapist evrimsel giiglerin
ortaklasa etkisiyle sekillenir. Ozellikle eslesme (déllenme) sistemi, gen akimi ve dogal
secilim populasyonlar igerisindeki ve arasindaki genetik c¢esitliligin belirlenmesini
etkileyen 6nemli faktorlerdir (Nevo 1978, Hamrick 1989, Aitken vd 2008, Ohsawa ve
Ide 2008). Orman agaglari, tohum ve polenlerinin biiyiik bir kismi (yaklasik %90)
ancak, yaklasik 100 m yaricapinda sinirlt bir alana yayabilirler (Isik 1999a, Burczyk vd
2004). Boylece her populasyon, eger ormanda kesintisiz yayilis s6z konusu ise, komsu
populasyonlarla ortiisen alt populasyonlardan meydana gelir. Ayrica, agag tiirleri uzun
Oomiirlii olduklart i¢in, her bir alt populasyon, bulundugu mikrohabitatin 6zel ¢evre
kosullarina 6zgii farkli secilim (seleksiyon) baskist ve go¢ faktorlerinin etkisi altinda o
mikrohabitattaki yerel ¢cevre farkliliklarina uyum yapmis uzun yillar ayni habitat1 iggal
eden farkli bireylerden olusmaktadir. Bu durum, gen akisi sayesinde populasyonlar-
aras1 genetik farkliliklar1 azaltmakta yani populasyonlar arasinda homojenizasyon
saglamaktadir. Buna ek olarak, mikrohabitata 6zgii seleksiyon basinci sayesinde de
populasyon-i¢i genetik ¢esitliligin artmasina yol agmaktadir (Bradshaw 1972, Libby
1973, Isik 1999b, Aitken vd 2008). Hem morfolojik hem de molekiiler verilere dayali
olarak kizilgamda populasyon-igi genetik ¢esitliligin yiiksek bulunmasi, kizilgam’in

agag 1slahi caligmalari i¢in uygun bir tiir oldugunu gostermektedir.

Haplotipler arasindaki uzakliga gore alt1 populasyonun bagimsiz olarak alinmasiyla
yapilan molekiiler varyans analizi sonucunda, populasyon-i¢i aileler-arasi genetik
cesitlilik diizeyi de istatistiksel olarak onemli diizeyde farkli bulunmustur (Rgy =
%10.75, P < 0.0127, Bkz. Cizelge 3.4). Bu durum c¢alisilan populasyonlarin genetik
olarak birbirlerinden 6nemli diizeyde farkli olan ailelerden olustuguna isaret etmektedir.
Benzer durum, ayni populasyonlar lizerinde g¢alismalar yapan Isik (1986) tarafindan
ailelerin baz1i morfolojik fidan karakterleri i¢cin de ortaya konulmustur. Bu tez
caligmasinda, ayn1 deneme alanindaki bireylerin 13. ve 17. yaslarina ait incelenen
morfolojik karakterlerinde de populasyon-ici aileler-arasinda istatistiksel olarak énemli
diizeyde farkliliklarin oldugu bildirilmistir (Isik 1998, Isik ve Isik 1999, Isik vd 1999).
Deneme alan1 kurulurken belirlenen dogal populasyonlardan ailelerin rasgele ve en az
100 m araliklarla secilmesi (ayrintili bilgi i¢in Bkz. Isitk vd 1987, Isik 1998),

populasyon-i¢i aileler-aras1 genetik ¢esitliligin ger¢ek degerine yakin olarak tahmin
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edilmesini saglamaktadir (Isik 1986, Isik vd 1987, Isik 1998). Bu durum, kizilgam’da
populasyon-i¢i aileler-aras1 genetik cesitliligin yiiksek olmasi, kizilgam’in aga¢ 1slahi
caligmalarinda populasyon sec¢iminin yani sira, populasyon-i¢i ailelerin se¢iminin de

tizerinde 6nemle durulmasi gereken bir etken oldugunun gostergesidir.

Bu tez caligmasinda Fsr ve Rgr sonuglarina gore, populasyonlar-arasi genetik
farklilasma diizeyi, %-0.41 ile %4.82 arasinda degisen degerlerde bulundu (Bkz.
Cizelge 3.4.a ve b). Kizilgam’in ele alindigit ve RAPD belirteclerinin kullanildigi
genetik ¢esitlilik ¢alismalarinda ise populasyonlar-aras1 genetik farklilagmanin %7-35
arasinda goriildiigii belirtilmistir (Velioglu vd 2002, Kandemir vd 2004, iggen vd 2006,
Lise vd 2007). RAPD belirteclerinin kullanildigi ¢alismalarda populasyonlar-arasi
genetik cesitliligin bu calismaya ve izoenzim ¢alismalarina gore yiiksek bulunmasi
birka¢c nedene baglanabilir. Bahsedilen calismalarda ele alinan tohum mescerelerinin,
tohum bahgelerinin ve/veya agaclandirmalarin (plantasyon) cografik olarak izole olmasi
veya birbirlerine uzak konumda bulunmasi, tozlagma mekanizmalar1 (¢alisilan tohum
mescereleri arasinda diislik olmasi), eslesme sistemleri (mating system), tohum dagilimi
ve gen akisi populasyonlar-arasi genetik cesitliligin yiiksek olmasinin nedenleri arasinda
sayilabilir. Populasyon-i¢i genetik cesitliligin nispeten diisiik olmasi ise tohum
mesceresi alanlarinin ¢ok kii¢iik olmasi, tohum mesceresinde geri kalan (yasayan)
agaclarin yapay secilim sonucu ortaya ¢ikan genetik tabani daraltilmis bir populasyon
olmalar1 ve dolayisiyla aga¢ sayisinin ve bir sonraki yil {iretilecek tohumlarin daha
seckin bireylerden meydana gelmesi sonucu olusabilmektedir. Ayrica, populasyonlar-
aras1 genetik cesitliligin yiiksek olmasi kullanilan RAPD belirteclerinin sahip oldugu
Ozelliklerden de kaynaklanabilir. Soyle ki, RAPD yonteminde 6-10 niikleotid
uzunlugunda tek bir primer kullanilir ve bu primer kalip DNA iizerinde rasgele
baglandig1 bolgelerin ¢ogaltimmi saglar. Bunun yani sira, primerlerin kalip DNA
tizerindeki bolgelere baglanma sicakliklarinin (annealing temperature) diigiik olmasi
(30-50 °C) nedeniyle de populasyonlar-arast polimorfizm diizeyi yiiksek
cikabilmektedir (Williams vd 1990, Aydin 2004, Altun 2006). RAPD tekniginin
belirtilen 6zelliklerinden dolayi, kullanildigi calismalarda populasyonlar-arasi genetik

cesitlilik diizeyi yiliksek bulunabilmektedir.
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Incelenen karakterlere ait Qsr degerleri (Bkz. Cizelge 3.14), Cizelge 3.4’de bulunan
gruplara ait Fgp degerlerinden yiiksek bulunmustur. Bununla birlikte, 30. yas cap
karakteri i¢in populasyonlar ti¢ yiikselti kusagi halinde alindiginda Qst degeri 0.000
(sifir) olarak hesaplanmistir (Bkz. Cizelge 3.14). Buradan, ayn yiikseltide fakat farkli
kesitlerde (hatlarda) bulunan populasyonlarin farkli ¢ap degerine sahip olmadiklari;
baska bir deyisle dnemli dl¢lide genotip % ¢evre (populasyon x yiikselti hatt1) etkilesimi
oldugu anlasilmaktadir. Seleksiyon bakimindan noétral olan molekiiler belirteclerin
kantitatif karakterlerden farkli bulunmasi ve genellikle diisiik ¢ikmasi lokal adaptasyon
gosteren populasyonlar i¢in beklenen bir sonugtur (Kremer vd 2000, Gonzalez-Martinez
vd 2002). En yiiksek Fsr degeri (0.04767, Bkz. Bulgular “3.2. Populasyonlarin Genetik
Cesitlilik Parametreleri”) populasyon-i¢i ailelerin analiz edildigi grupta goriildii. En
diisiik Qgsr degeri ise (0.077, Bkz. Cizelge 3.14) 30. yas cap degerinde hesaplandi. Yani,
en disiik Qsr degeri bile en yliksek Fsr degerinin yaklasik iki kati olarak goriildii.
Bununla birlikte, diger yaslara ait karakterlerin Qst degerleri ile cpSSR belirte¢lerinden
elde edilen Fsr degerleri arasinda ortalama 5-6 kat’a varan biiyiik farkliliklar goriildi
(Bkz. Cizelge 3.14 ve Bulgular “3.2. Populasyonlarin Genetik Cesitlilik Parametreleri”).
Bu durum, kizilgam’in Tiirkiye’deki genis yayilis alanmi i¢inde lokal adaptasyonlara
sahip bir tlir kompleksi oldugunun gostergesidir. Isik (1986) ve Isik (1998), bu tez
caligmasindaki ayni1 populasyonlarin kullanildig1 ve farkli yaslara ait birgok morfolojik
karakterin incelendigi ¢alismalarinda, ¢esitliligin ¢ogunun yiikselti ve yiikseltiye bagl
iklimsel faktorlerin bir fonksiyonu sonucu meydana geldigini bildirmislerdir. Buna ek
olarak, ¢esitliligin bir kisminin adaptif 6neminin (yliksek uyum degerinin) bulundugunu
ve bunun genetik kontrol altinda oldugunu belirtmislerdir. Ayrica, adi gegen
caligmalarda, biiylime karakterlerinin ylikseltiye bagli olarak degisiminin bolgedeki
iklimsel cesitliligin evrimsel bir yansimasi olarak goriildiigiinti bildirmislerdir. Ciinkii
caligilan populasyonlarin bulundugu boélgede ylikselti arttikca sicaklik ve biiyiime
sezonu uzunlugu azalmaktadir (Isik 1986, Isik 1998). Benzer sonuglar, Pinus hartwegii
Lindl. fidanlarinin bazi karakterleri (boy, silirgiin fenolojisi ve don zarar1) i¢in de
bildirilmistir. Yiikseltiye bagli olarak incelenen biitiin karakterler bakimindan
populasyonlar arasinda klinal (tedrici, adim adim degisen) bir c¢esitlilik gézlenmistir.
Ornegin, yiikselti arttikca fidan boyunun azaldig1 goriilmiistiir (Viveros-Viveros vd

2009).
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Kizilgamin farkli yiikselti kusaklarindan (yiiksek, orta ve algak) alinan
populasyonlar ile yapilan izoenzim g¢aligmalarinda da, lokal adaptasyonun (yerel ¢evre
kosullarina uyum) goriildiigi  bildirilmistir. Orta kusak ile orta-list kusak
populasyonlarin alt ve iist kusak populasyonlara gére daha yiiksek genetik ¢esitlilik
icerdikleri goriilmiistiir. Kizilgamin optimum yayilis alan1 i¢inde bulunan orta kusak
populasyonlarinin daha yiiksek diizeyde heterozigotluk gdsterdigi ve lokus bagina diisen
allel sayisinin bu populasyonlarda daha fazla oldugu belirtilmistir (Isik ve Kara 1997,
Kara vd 1997). Buna ek olarak, bir¢ok bitki tiirlinde yapilan ¢alismalarda da orta kusak
populasyonlariin, algak ve/veya yliksek kusak populasyonlarindan daha fazla genetik
cesitlilik barindirdigr goriilmiistiir (Ohsawa ve Ide 2008). Bu durum, cografik olarak
merkezde bulunan populasyonlarin periferal veya marjinal populasyonlara gore tiiriin
optimal kosullarinda yasamasindan kaynaklanmaktadir. Sonug olarak, cografik olarak
“06z” vel/veya “merkez” olarak belirtilen populasyonlarda, nispeten yiiksek genetik
cesitlilik diizeyi goriilmektedir (Isik ve Kara 1997, Kara vd 1997, Ohsawa ve Ide 2008).
Bu tez calismasinda ise, cografik olarak kizilcam i¢in “merkez” sayilan Murtbeli
populasyonu c¢alisilan populasyonlar arasinda en diisiikk (%86.67) genetik cesitlilik
degerine sahiptir. Biikk populasyonu ise en yiiksek (%95.14) genetik cesitlilik gdsteren
populasyonlardan biri olarak bulunmustur (Bkz. Cizelge 3.3). Bu tez calismasinda,
genetik cesitliligin merkezi populasyonlarda, periferal (kenar) populasyonlara gore
nispeten diisiik ¢cikmasi drneklemeye ve galisilan cpSSR belirteglerinin 6zelliklerine
baglanabilir. Soyle ki, tiiriin periferal populasyonlari merkezi populasyonlara gore daha
az sayida bireyden olusmaktadir. Bu durum da, ornekleme sirasinda merkezi
populasyonlarin periferal populasyonlara gore tam olarak temsil edilmemesi ile
sonuglanmaktadir. Bununla birlikte, calisilan cpSSR bolgeleri evrimsel giliclerden
mutasyonun etkisi ile sekillenmektedirler. Sec¢ilim ve cevre baskisi mikrosatellit
bolgelerine dogrudan etki etmemektedir. Boylece, periferal populasyonlarda merkezi
populasyonlara gore daha fazla allel cesitliligi ve dolayisiyla daha fazla 6zel haplotip
gortlebilmektedir (Bkz. Cizelge 3.2 ve Sekil 3.3).

Navascues vd (2008) vyiikseltinin Pinus canariensis Chr. Smith ex. DC.

populasyonlar1 arasindaki gen akisina olan etkisini inceledikleri ¢aligmalarinda, bu tez

calismasma konu olan drneklemeye benzer bir drnekleme stratejisi izlemislerdir. Iki
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cografik hat boyunca 1000, 1500 ve 2100 m‘den birer populasyon olmak iizere toplam
alt1 populasyon incelemislerdir. Bu ¢alismamizda kullanilan ¢cpSSR primerlerinin yani
sira iki farkli cpSSR primeri (Pt26081 ve Pt110048) ve sekiz niikleer (nc) SSR primeri
kullanmiglardir. Sonucta, Fsy = 0.013, p < 0.001(cpSSR) ve Fsr = 0.019, p < 0.0001
(ncSSR) olarak bulmuslardir. Istatistiksel olarak énemli ama diisiik diizeyde bulunan bu
farkliligin yiikselti ile iligkisinin bulunmadigini bildirmislerdir (Navascues vd 2008).
Ote yandan, degisik yiikseltilerden secilen Pinus ponderosa Douglas ex Lawson
populasyonlarinda yedi izoenzim c¢alisilmis ve populasyonlarin fosfoglukomutaz-1
(PGM-1) lokuslarinda istatistiksel olarak énemli diizeyde (p < 0.001) farklilik oldugu
bildirilmistir. Yikselti arttikca belirtilen lokustaki varyasyonun azaldigi belirtilmistir
(Mitton vd 1980). Konifer tiirleri ile daha 6nce yapilan ve yiikselti kusaklarimin goz
oniinde bulunduruldugu bir¢ok izoenzim g¢alismasinda ise genetik farkliligin ¢ok diisiik
ve/veya istatistiksel olarak onemsiz diizeyde oldugu bildirilmistir (Neale ve Adams

1985, Kara vd 1997, Ettl ve Peterson 2001, Saenz-Romero ve Tapia-Olivares 2003).

Saenz-Romero vd (2006) tarafindan bes ayri yiikseltiden sec¢ilen Pinus oocarpa
Schiede ex Schltdl. populasyonlarindan (1000-1500 m her 100 m’de bir populasyon
olmak tizere) olusturulan deneme alanindaki fidanlarin 2.5 yasindaki boy karakterlerinin
yiikseltiye bagli olarak genetik farklilik gosterdikleri rapor edilmistir. Diisiik yiikselti
kusagindan gelen populasyonlarin yiiksek yiikselti kusagindan gelen populasyonlara
gore daha fazla biiyiime potansiyellerinin olduklari bildirilmistir. Bu durumun,
populasyonlarin farkli yiikselti kusaklar1 boyunca ayirici (cesitlendirici) seleksiyon
baskilarina maruz kalmas: ile agiklanabilecegi belirtilmektedir. Soyle ki, diisiik ytikselti
kusagindaki populasyonlar iliman iklim kosullarina adapte olmuslardir ve bu durum
seleksiyonun yiiksek biiyiime potansiyeli yoniinde etkili olmasini saglamaktadir. Bunun
aksine, iliman iklim kosullarina daha az toleransl yiiksek yiikselti kusaklarindaki
populasyonlarda ise biliylime potansiyeli daha az goriilmektedir (Saenz-Romero vd
2006). Bu tez calismasindaki ayni populasyonlarin kullanildig: Isik (1986)’da ¢imlenme
Ozellikleri ve bazi fidan karakterlerinde yiikseltiye bagli olarak onemli farkliliklar
bulunmustur. Farkli yiikselti kusaklarindan 6rneklenen sarigam populasyonlarinin bazi
morfolojik 06zelliklerinin de ylikseltiye bagli istatistiksel olarak Onemli diizeyde

farkliliklar gosterdigi bildirilmistir (Turna ve Giiney 2009). Ayrica, kizilgamin Girit
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adasindan orneklenen ve yiikselti kusaklarinin goz oniinde bulunduruldugu ¢alismada,
baz1 morfolojik karakterlerin yiikseltiye ve boylama gore farkli olduklar1 belirtilmistir
(Dangasuk ve Panetsos 2004). Yiikseltiye bagl olarak goriilen bu farkliliklarin yiikselti
kusaklar1 boyunca degisen cevresel ve iklimsel (sicaklik, nem vb.) kosullarin farkl
secilim baskilarina yol agmasindan kaynaklanabilecegi belirtilmektedir (Dangasuk ve

Panetsos 2004, Navascues vd 2008, Turna ve Gliney 2009).

Bu tez calismasinda, farkli yaslardaki boy karakteri i¢in hesaplanan Qgst degerleri,
cpSSR belirteglerinden elde edilen Fsr degerlerinden c¢ok yiiksek bulunmustur (Bkz.
Cizelge 3.14 ve Bulgular “3.2. Populasyonlarin Genetik Cesitlilik Parametreleri”).
Benzer durum farkli aragtirmacilar tarafindan degisik orman agacglar1 i¢in de rapor
edilmistir (Pinus contorta ssp. latifolia — Yang vd 1996, Quercus petraea Lieb. —
Kremer vd 1997, Pinus pinaster Ait. — Gonzalez-Martinez vd 2002). Bu durumun, boy
gelisimi lizerine seleksiyon baskisinin bir sonucu olarak ortaya c¢iktigt tahmin
edilmektedir. Bireylerin rekabet baskisindan (giines 15181 vb.) kurtulmak icin hizli bir
sekilde biiyiidiikleri belirtilmektedir (Yang vd 1996, Gonzalez-Martinez vd 2002).

Degisik orman agaglar igin, kantitatif karakterlerden elde edilen Qsr degerlerinin
notral lokuslardan elde edilen Fsr degerlerinden 6nemli diizeyde farkli oldugu bir ¢ok
arastirmaci tarafindan rapor edilmistir (Yang vd 1996, Kremer vd 1997, Gonzalez-
Martinez vd 2002, 2004). Bir¢ok canli tiirii i¢cin hesaplanan ve karsilastirilan Qgr ve Fsr
degerlerinin rapor edildigi calismalarin ¢ogunda (yaklasik %70), bu tez ¢aligmasinda
oldugu gibi, Qgst degerleri ortalama Fsr degerlerinden biiyiik bulunmustur (Lynch vd
1999, Leinonen vd 2008). Gonzalez-Martinez vd (2002) noétral belirteclerden
izoenzimlerin kullanildig1 ve bazi kantitatif karakterlerin ele alindigi c¢alismalarinda,
Qst degerlerinin, bu tez c¢aligmasinda bulundugu gibi, Fsr degerlerinden yiiksek
cikmasinin  Pinus  pinaster Ait. populasyonlarinin  lokal adaptasyonlarindan
kaynaklandigini belirtmislerdir. Gen akisinin yiiksek oldugu durumlarda, cevresel
degiskenligin ve genotip-cevre etkilesiminin kantitatif karakterlerin farklilagsmasinda
bliyiik bir etkisinin oldugunu bildirmislerdir. Ayrica, bu c¢alismadaki kizilgam
populasyonlarinda oldugu gibi Pinus pinaster Ait. populasyonlarinin farklilagmasinda

da, baz1 6nemli ekolojik faktdrlerin (yagis, sicaklik, rakim, toprak besin elementleri vb.)
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populasyonlarin lokal adaptasyonlarinda ana belirleyiciler oldugunu belirtmislerdir

(Gonzalez-Martinez vd 2002).

Kantitatif karakterlerdeki cesitliligin cogu, dogrudan dogruya dogal seleksiyon ve
ekolojik faktorlere adaptasyon ile iligkilidir. Kloroplast basit dizi tekrarlarinin ¢esitliligi
ise, genellikle daha homojen ve nispeten genis alanlarda yayilis gosteren tiirler i¢in, bazi
evrimsel giicler (mutasyon, goc ve/veya gen akisi) tarafindan etkilenmektedir (Kremer
vd 2000, Gonzalez-Martinez vd 2002, 2004, Sgro ve Hofmann 2004). Kloroplast basit
dizi tekrarlar1 secilim ve cevresel faktorlerden dogrudan etkilenmemelerine karsin,
evrimsel gilicler (mutasyon, go¢ ve genetik kayma) genlerin yapismi ve allel
frekanslarin1 degistirebilir. Her bir populasyonda yerel seleksiyon farkliliklarindan
dolay1 farklr alleller bulunabilir veya biitlin populasyonlar ayni allele sahip olsalar bile,
belirli bir allelin her bir populasyondaki frekans1 farkli olabilir. Bundan dolay1, kizilgam
gibi nispeten uzun Omiirlii, farkli ekolojik kosullarda yayilis gosteren bitki tiirlerine ait
populasyonlar karakteristik olarak yiiksek diizeyde populasyon-i¢i genetik cesitlilik
gosterirler (Isik 1999a, Provan vd 2001, Balloux ve Lugon-Moulin 2002, Navascues ve
Emerson 2005).
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5. SONUC

Bu calismada, cpSSR belirtecleri ve 13., 17. ve 30. yaslara ait morfolojik veriler

(boy, cap, hacim) kullanilarak Diizlercami ortak bah¢e deneme alaninda yetistirilen alti

dogal kizilcam (Pinus brutia Ten.) populasyonu incelendi. cpSSR belirtecleri temel

alinarak yapilan analizler sonucunda, kizilgam populasyonlariin yiikseltiye bagli olarak

genetik cesitlilik gosterdikleri (Rst = %4.97, P < 0.0655) bulundu. Ayrica, populasyon-

ici aileler arasinda da istatistiksel olarak Oonemli diizeyde genetik ¢esitlilik (Rgt =

%10.75, P < 0.0127) oldugu belirlendi. Nei (1987)’nin ortalama genetik c¢esitlilik

katsayisina gore, kizilgam’da populasyon-i¢ci genetik ¢esitlilik, toplam genetik

cesitliligin %92.83’1 gibi yiiksek bir oranini olusturmaktadir. Elde edilen bu sonuglarin

uygulama ac¢isindan 6nemli anlamlar1 bulunmaktadir. Bunlar:

a)

b)

Morfolojik karakterler (boy, cap vb.) lizerinde daha Once yapilan genetik
arastirmalarda kizilgamda populasyonlar-aras1 genetik ¢esitliligin nispeten az,
fakat populasyonlar-i¢i genetik cesitliligin olduke¢a yiiksek (yani %85 ve iizeri)
oldugu bulunmustu. Molekiiler diizeyde cpSSR belirtecleri ile yapilan bu tez
calismasindan elde edilen sonuglar, morfolojik karakterlerden elde edilen
sonuclart  desteklemektedir. Bagka bir deyisle, kizilcamda morfolojik
karakterlere yansiyan cesitlilik, molekiiler diizeydeki genetik farkliliklardan

kaynaklanmaktadir.

Kizilgam 1slah stratejisinde potansiyel agaglandirma alanlart icin kitle
seleksiyonu yapilirken, oncelikle tohum kaynagi olarak kullanilmasi diisiiniilen
populasyonlarin  dogal olarak yetistigi yiikselti kusagr goz Oniinde

bulundurulmali ve uygun orijinler bu sekilde secilmelidir.

Populasyon-i¢i aileler-aras1 genetik ¢esitliligin yiiksek olmasi, ylikseltiye baglh
populasyon se¢iminin yani sira, her bir populasyon ic¢inde plus aga¢ se¢ciminin
de 6nemli bir etken oldugunu gostermektedir. Kizilgcam 1slah programinda bir

yandan populasyonlarin orijinlerinin ytikseltilerine gore secilmesi gerekirken,
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d)

g)

h)

bir yandan da bu populasyonlar icinde genetik olarak {istiin genotipler

belirlenmelidir. Boylece, elde edilebilecek genetik kazang daha yiiksek olacaktir.

Populasyon-i¢i genetik ¢esitliligin yiiksek olmasi, kizilgam’in agag¢ 1slahi
caligmalari i¢in uygun bir tiir oldugunun gostergesidir. Buradan da kizilgam’da
1slah amaciyla seleksiyon yapilirken, genetik kazancin daha fazla olmasi igin,
uygun populasyon belirlendikten sonra, populasyon-i¢i seleksiyona daha cok

Onem verilmesi gerekmektedir.

Kizilgam’da populasyon icinde gorillen yiiksek genetik  ¢esitlilik,
populasyonlarin ortak haplotiplerin yani sira kendilerine 6zgii haplotipleri
bulundurmalarindan kaynaklanmaktadir. Bu durum, populasyonlarin ge¢misten
bugiine mikrohabitat kosullarinda yasamlarim1  siirdiirdiiklerinin, lokal
adaptasyon sagladiklarinin ve kiiresel 1sinma gibi gelecekte ortaya ¢ikma
olasiligr yiiksek cevresel degisimlere uyum saglayacaklarinin gostergesidir.
Bundan dolayi, bu populasyonlarin genetik erozyona ugratilmadan yerinde

korunmasi gereklidir.

Bulgulara gore, populasyon-i¢i genetik ¢esitliligi yliksek olan bir kizilcam
populasyonu, yiikselti kusagi, ekolojik istekleri ve segilen aileler g6z Oniine
alinarak, agaglandirma amaclari i¢in bugiinkii cografik yayilis alani iginde genis

alanlarda kullanilabilecek 6zelliktedir.

Kizilgam’da gen kaynaklarinin korunmasi stratejisinde, ¢alisilan her bir
populasyonun nispeten yiiksek diizeyde 6zel haplotip bulundurdugu géz oniine
alindiginda, genetik cesitliligi yiiksek olan birkag biiyiik populasyon yerine her
bir ekolojik bdlgede cok sayida kiigiik populasyonun seg¢ilmesi uygun olacaktir.
Boylece, lokal adaptasyondan kaynaklanan ve korunmasi arzu edilen genetik
cesitliligin  ¢ok biiyilk bir bolimii,, ayrilan bu populasyonlar iginde

yakalanabilecektir.

Bu tez ¢alismasinda, cpSSR belirteclerinden elde edilen sonuglar ile fidanlik (2.
yas) ve daha sonraki yaslardaki (13., 17. ve 30.) morfolojik karakterlerden elde

76



edilen sonuglar arasinda benzerlik bulunmaktadir. Her iki durumda da,

populasyonlarin ¢esitliligi sahip olduklar yiikselti kusagi ile iligkilidir.

Kizilgam’da da (nispeten uzun Omiirlii diger bir¢ok canlida oldugu gibi) cpSSR
belirtegleri ile genetik cesitlilik diizeyi ¢ok kisa siirede, ¢evresel faktorlerin yol actigi
farkliliklardan arinmis olarak ve giivenilir bir sekilde ortaya konulabilmektedir. Buradan
da gen kaynaklarinin ve genetik ¢esitliligin korunmasinda ve 1slah caligmalarinda
izlenecek stratejilerin belirlenmesinde ilk adim olan genetik ¢esitliligin kisa stirede ve
giivenilir bir sekilde belirlenmesi i¢in ¢cpSSR analizlerinin 6nemli bir ara¢ oldugu

anlagilmaktadir.

Bununla birlikte, bu tez ¢alismasinda ele alinan dogal populasyonlar, her ne kadar
kizilgamin yayilis alani i¢inde farkli iklimsel kosullar1 temsil etmis olsalar da, yine de
bu populasyonlar kizilgamin yayilis alani iginde kiiglik bir alana (Antalya havzasina)
karsilik gelmektedir. Bu nedenle, kizilgamin tim yayilis alanim1 ve farkli yiikselti
kusaklarin1 sistematik bir sekilde ornekleyerek elde edilen populasyonlarin ve ailelerin
incelenmesi, kizilgam tlrliniin ~ farkli  bolgelerdeki farkli  populasyonlarinin
karsilastirilmasi, tiir iginde yeni ve ender haplotipler bulunup bulunmadigir hakkinda
bilgiler ortaya konulmasii saglayacaktir. Yeni analizler yapilirken hem molekiiler
belirteclerin hem de kantitatif karakterlerin birlikte kullanilmasi, evrimsel gliclerin

populasyonlar iizerindeki etkilerinin anlagilmasinda daha yararli olacaktir.
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7. EKLER

EK-1: Diizlercami ortak bah¢e deneme alanindaki agaclarin yerlesim plani ve
drneklenen agaclar (ayrintili plan, takip eden iki sayfada verilmistir)

Siitun No’lar
1 10 20 35136 50 60 70

10 | Bu sayfanin ayrintil: | Bu sayfanmn ayrintth | 10

g |20 | plani sayfa 94°dedir. | plami sayfa 96’dadir. | 20
S |30 30
g |47 47
w2

48 48

60 | Bu sayfanin ayrintili | Bu sayfanin aynntili | 60
66 | plani sayfa 95’dedir. | plami sayfa 97°dedir. | 66
1 10 20 35| 36 50 60 70

Agiklama:

Ayrmtili yerlesim planinda sag ve sol siitunda gésterilen 1-66 arasi rakamlar, deneme
alaninda dikili afaglarin sira numaralariru; tst ve alt sirada gosterilen 1-70 arasi
rakamlar da siitun numaralarim gosterir. Ornegin, K7 (K populasyonundan 7 numarali
aileye ait olan bireylerden biri) 10-18'de (10. sira - 18. silitun) yer almaktadir. Deneme
ilk kuruldugu zaman, deneme alaninda her aileden 3 yineleme x 10 birey = 30 birey
bulunmaktayd: [Deneme kurulurken, deneme alaminin dis kenarlarinda {i¢ sira halinde
dikilen ayirim (izolasyon) zonu agaglar: hari¢]. Agaglarnn geligimine ve tepe ¢atisinn
kapahilik derecesine bagli olarak, sistematik bigimde iki aralama kesimi yapilmustir (Isik
1988, Isik 1998). Deneme alaninda Subat 1995'den beri tek bir yineleme (m kodlu
yineleme) bulunmakta ve bu yinelemedeki agaglar biiytimelerine devam etmektedir. Bu
tez ¢aligmasi i¢in 6rneklenen agaclar (toplam 240 agag) ayrntili planda koyu olarak
gdsterilmistir. Ayrintili planda her bir agacin 6nitinde bulunan m, k ve b harfleri,

sirasiyla mavi, kirmizi ve beyaz replikasyonlan simgeleyen harflerdir.
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EK-2: Diizlercam ortak bah¢e deneme alanmmda bulunan ailelere ait agaclarin
(bireylerin) sira-siitun konum listesi. Deneme alanindan érneklenen agaclar, aile
kodlar1 ve deneme alam icinde konuslandiklar1 noktalar (6rneklenen bireylerin

konuslandiklar1 noktalar sira—siitun numaralar1 olarak koyu rakamlarla
gosterilmistir)

Aile Diizlercam Deneme Alam (Sira-Siitun)

No’su

Sarilar Populasyonu

S1 11-27 | 19-33 | 34-48 | 50-60 | 51-9 | 57-15] 61-21

S2 6-30 {6-36 | 18-54 {21-15|21-21 | 26-60 | 38-42 | 43-27 | 53-51

S3 7-27 | 8-30 | 18-18 | 18-30 | 18-36 | 41-9 | 51-57 | 58-60 | 62-42 | 63-15
S4 6-48 | 8-42 | 11-9 | 15-27 | 20-12 | 25-33 | 26-54 | 39-63 | 55-21 | 62-36
S6 13-9 | 17-51 | 22-12 | 26-42 | 37-63 | 39-33 | 47-39 | 58-24 | 59-21 | 62-54
S7 5-15 | 19-45 ] 26-18 | 41-39 | 47-9 | 49-57 | 54-24

S8 14-24 | 19-39 | 25-15 { 27-45 | 29-33 | 34-60 | 45-57 | 46-18 | 60-48 | 63-9
S9 7-39 | 16-30 | 19-57 | 36-18 | 41-27 | 45-15 | 63-63

S10 4-42 | 8-60 | 28-54 | 30-12 | 30-24 | 30-36 [ 31-9 | 33-21 | 55-51 | 59-33
S11 7-63 | 9-27 | 16-54 | 27-9 |34-36 | 41-21 | 55-15 | 63-51

Murtbeli Populasyonu

M2 5-27 [ 721 |16-42(17-15|18-6 |32-30 | 32-48 | 33-57 | 55-39 | 62-60
M3 4-30 | 14-36 | 16-18 | 18-48 | 19-9 | 30-42 | 42-54 | 45-63 | 52-24 | 54-12
M5 10-6 | 10-36 | 16-60 | 20-54 | 23-21 | 29-45 | 43-15 | 57-33 | 57-51 | 59-27
M6 6-42 |79 10-48 | 29-63 | 31-21 | 36-12 | 44-36 | 61-33

M7 4-18 | 10-24 | 14-6 | 31-45 [ 42-30 | 44-12 | 47-63 | 55-57 | 59-39

M3 4-48 | 13-45 | 29-39 | 32-6 | 33-33 | 34-54 | 45-21 | 45-27 | 52-12 | 54-60
M9 7-33 | 16-48 | 25-39 | 30-6 | 49-21 | 49-27 | 51-15| 52-54 { 61-63

M10 12-30 | 16-6 | 20-18 | 24-36 | 40-54-| 40-60 | 46-12 | 49-45 | 49-51 | 50-24
M12 6-18 | 6-60 | 24-54 | 26-24 | 34-12 | 36-30 | 43-51 { 45-9 | 46-42 | 61-39
M13 9-57 | 13-27 | 21-63 | 37-21 | 39-39 | 44-6 | 48-48 | 55-33 | 61-15 | 63-45
Kapan Populasyonu

K1 9-45 | 16-12 | 21-57 | 24-24 | 24-30 | 32-36 | 40-6 | 56-60 | 59-51 | 60-18
K3 8-36 | 13-15|14-30| 1721 [20-6 |23-45 | 38-54 | 53-63 | 57-27

K5 5-63 |7-15 |12-18|27-51 | 33-39 ;1 38-24 | 41-33 1 41-57 | 43-9 | 61-45
Ké 6-12 | 33-9 |34-18 | 37-45 | 42-36 | 48-24 | 50-54 | 58-48

K7 10-18 | 18-60 | 22-36 | 24-42 | 24-48 | 28-30 | 32-24 | 36-6

K8 13-33 | 14-18 | 14-60 | 36-54 | 37-9 | 38-36 | 46-24

K9 4-36 | 5-57 | 11-51 | 15-63 | 22-30 | 35-27 | 38-12 | 48-18 | 50-42

K10 8-6 15-33 | 16-24 | 23-39 | 28-12 | 33-45 | 46-48 | 52-60 | 54-18 | 57-57
K11 17-27 | 17-39 | 26-48 | 27-57 | 50-12 | 52-6 | 53-21 | 53-33 | 58-42 | 60-60
K12 19-63 | 29-57 { 31-27 | 36-42 | 43-33 | 49-15 | 50-6 | 51-21 | 51-51 | 63-39
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Onceki sayfanin (Ek-2) devam

Doyran Populasyonu

D2 14-42 | 15-39 | 15-57 | 25-27 | 40-12 | 46-60 | 47-51 | 53-9 | 62-18

D3 4-12 | 8-48 | 10-54 | 15-9 |31-63 | 39-45 | 44-18 | 48-36 | 55-27

D4 9-15 | 16-36 | 19-21 | 26-30 | 35-9 | 40-24 | 43-45 | 56-54

D6 10-60 | 17-45 | 19-15 | 24-18 | 36-24 | 42-48 | 45-33 { 53-39 | 57-9

D7 4-6 4-24 | 14-12 | 21-39 | 21-51 | 30-60 | 45-45 | 52-18 | 60-54

D9 23-27 | 28-48 | 35-33 | 42-60 | 47-21 | 53-45 | 53-57 | 60-12 | 60-36 | 61-9
D12 8-54 | 13-51 [ 23-33 | 24-6 | 38-60 | 39-21 | 54-36 | 55-45

D13 12-24 | 12-60 | 21-33 | 25-51 | 37-39 | 43-57 | 59-9

D15 8-18 | 8-24 | 22-60 | 26-36 | 28-6 | 32-54 | 35-15 | 41-45 | 54-30

D16 6-24 | 11-15|21-9 | 39-57 | 40-18 | 44-48 | 44-60 | 51-45

Biik Populasyonu

Bl 12-42 | 23-9 | 29-21 | 30-54 | 38-48 | 49-39 | 56-12 { 59-63 | 62-30 | 63-27
B2 4-60 | 15-15 | 21-45 | 28-18 | 29-51 | 40-30 | 47-57 | 57-39

B5 4-54 | 12-48 | 15-45 | 24-12 | 27-33 [ 46-6 | 52-36 | §7-21

B6 7-45 | 7-51 {9-39 [26-12 | 27-21 | 43-63 | 44-54 | 56-24 | 58-30 | 62-6
B8 6-6 13-21 | 14-54 | 20-36 | 23-15 | 28-60 | 51-27 | 56-30 | 56-48 | 57-45
B9 22-18 | 27-15 | 28-24 | 31-57 | 33-51 | 46-30 | 48-42 | 51-39 | 55-9

B11 12-12 | 20-60 | 39-9 | 40-36 | 42-24 | 58-18 | §9-45 | 59-57

Bi2 13-63 | 14-48 | 20-42 | 25-9 | 36-36 | 43-21 | 51-33 | 53-15 | 61-27 | 61-57
B13 10-12 | 26-9 | 40-42 | 44-24 | 46-36 | 50-18 | 54-48 | 54-54

B14 5-51 | 11-39 | 12-6 | 25-63 | 30-30 | 31-15 [ 38-18 | 48-54 | 60-24
Hacibekar Populasyonu

H2 25-57 | 43-39 | 44-42 | 49-63

H3 5-21 |9-51 | 11-57 [ 13-39 | 17-57 | 22-6 | 38-30 | 39-27 { 54-42

H4 5-45 | 9-9 12-36 | 12-54 | 15-21 | 20-30 | 55-63 | 59-15 | 62-48

H5 18-12 | 27-39 | 32-18 | 41-51 | 48-60 | 49-9 | 58-54 | 62-24 | 63-33

HS 17-63 | 22-54 | 26-6 | 28-42 | 30-48 | 34-24 | 41-15 | 48-30 | 56-18 | 58-36
H1l 812 {9-21 |[11-33 |17-9 |27-63  36-48 | 37-27 | 63-57

HI12 5-33 | 5-39 | 11-63 | 15-51 | 18-24 | 25-21 | 32-42 | 34-6 | 58-6 | 58-12
H13 7-57 | 11-21 | 19-27 | 22-42 | 29-15 | 35-63 | 38-6 | 50-36 | 61-51

H14 5-9 6-54 | 34-42 | 39-51 | 42-12 | 44-30 | 63-21

H15 10-30 | 19-51 | 21-27 | 23-57 | 24-60 | 28-36 | 42-18 | 47-15 | 52-42 | 54-6
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IEK-3: Cahsmada izlenen DNA izolasyon yiontemi

Izolasyon kit’inin muhafaza kogullan

The Invisorb® DNA Plant HTS 96 Kit/C oda sicakliginda (18-25 °C) kuru olarak
muhafaza edilmelidir. Izolasyon kiti, bu kosullar altinda en az 12 ay dayamkldir.
Proteinaz K ve RNAz A -20 °C’de muhafaza edilebilir. Her kullanimdan 6nce kit
bilesenlerinin oda sicakliginda bulundufundan emin olunmalidir. Kullanilan
soliisyonlarda herhangi bir ¢6kme varsa dikkatli bir seklide isitilarak c¢okelmeler
¢bzilebilir. Cozeltiler kullanilirken daima eldiven giyilmeli ve parmak veya viicut

dokusu (ten) ile temastan kagmnilmalidir,

Kristalize Proteinaz K 2-8 °C’de muhafaza edilmelidir. Seyreltilmis (veya
sulandinlmmg) Proteinaz K -20 °C’de muhafaza edilmeli, fakat siirekli dondurma ve
¢Ozme aktivitesini 6nemli bir sekilde azaltacaktir, Bundan dolay1 Proteinaz K’nin esit

pargalara boliinmesi ve -20 °C’de muhafaza edilmesi tavsiye edilir.

Kit bilesenleri 2 x 96 Ornek izolasyonu
Oziitleme tamponu P 2 x 40 mililitre (ml)

Baglama tamponu P 1 x 80 ml

Ayristirma tamponu D 1x30ml

Proteinaz K 2x2ml

RNAz A 2x4ml

Yikama tamponu 1 : 1 x 75 ml (Son hacim 150 ml)
Yikama tamponu 2 2 x 45 ml (Son hacim 2 x 150 ml)
Toplama plakast (2 ml) 1 x 4 adet

Toplama plakasi (1 ml} 1 x 2 adet

On filtrasyon plakas: 1 x 2 adet

DNA baglama plakas: C 1 x 2 adet

Kapatma folyosu 1 x 12 adet

160



Baglangi¢c basamag

Yikama tamponu-1 sigesine %99.8’lik etil alkolden 75 ml eklenir. Yikama
tamponu-2 siselerinin her birine %99.8°lik etil alkolden 105 ml eklenir. Siseler
hafifce karigtirilir ve daima sikica kapatilir. Proteinaz K tiiplerinin her birine 2 ml
ddH,O eklenir, iyice kangtirthr ve - 20 °C’de muhafaza edilir veya kristalize
Proteinaz K 2-8 °C’den alinarak dogrudan kullanilabilir.

1- Bitki materyalinin 6zittleme tamponunda inkiibasyonu

Bitki materyalleri, homojenizasyon isleminden hemen sonra 6zlitleme tamponu
ile inkiibe edilir. Bir gise 6ziitleme tamponu, bir tiip proteinaz K ve bir sise RNAz A
karistirnilir. lyice galkalandiktan sonra 96°lik plakada bulunan her bir bitki Srnegi
tiipiline 400 pl d6zitleme tamponu eklenir. Her bir tlipiin kapag iyice kapatihp ve
plaka birkag kez sallanarak oziitleme tamponunun iyice 6rnek ile karigimi saglanur.
Plakalar 65 °C’ye ayarlanmig su banyosunda 60 dakika (1 saat) inkiibe edilir.
Inkiibasyon sirasinda su seviyesinin 6rneklerin bulundugu plakalarin seviyesini
gegmemesi gerekmektedir. Her 20 dakikada plakalar kontrol edilir ve kapaklari
acilmus olan tliplerin kapaklann sikica kapatildiktan sonra calkalanip tekrar su
banyosuna konulur. Su banyosu bittikten sonra plakalar iyice kurutulur ve 3700

rpm’de 10 dakika santrifiyj edilir.

2- On filtrasyon

On filtrasyon plakast 2 ml’lik toplama plakasinin lizerine yerlestirilir. Orneklerin
bulundugu plakadan 350 pl 6ziit dikkatli bir sekilde alinarak 6n filtrasyon plakasina
transfer edilir. Tiiplerde bulunan 6ziit kismi alinmalidir, partikiillii kisim alinirsa
DNA’da kirlenme goriilme olasilig: yiiksektir. On filtrasyon plakasin iistii
kapatma folyosu ile kapatiir. Biitiin blok (6n filtrasyon plakasi / 2 ml toplama
plakasi) birlikte tutularak santrifiijiin rotor yuvasina yerlestirilir. Oda sicakliginda
500 rpm’de 10 saniye santrifiyj edilir. Biitiin blok santriftijden alinir ve kapatma
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“folyosu kaldirlir. Eger 6ziit tamamen 6n filtreden gegmisse tekrar santrifiij yaprﬁaya

gerek yoktur. On filtrasyon plakasi ¢6p kutusuna atilir.
3- Genomik DNA’mn DNA baglama plakasi C’ye baglanmas:

Toplama plakasinda bulunan her bir kuyucuga 350 pl baglama tamponu eklenir
ve ¢ozelti ¢ok kanalli pipet ile birka¢ kez ¢ok iyi bir sekilde karigtinlir. DNA
baglama plakasi C yeni bir 2 ml’lik toplama plakasinin {izerine yerlestirilir. Biitiin
stispansiyon DNA baglama plakasi C’ye aktarilir. DNA baglama plakasi C, kapatma
folyosu ile kapatilir ve oda sicakhifinda bir dakika inkiibe edilir. Biitiin blok (DNA
baglama plakast C / 2 ml toplama plakasi) birlikte alinarak santrifiijiin rotor
yuvasina yerlestirilir. Oda sicakliginda 3700 rpm’de 10 dakika santrifiij edilir.
Santrifiij isleminden sonra biitiin blok almnur, kapatma folyosu atilir ve filtre edilen
kisim lavaboya dokiiliir. DNA baglama plakas: C tekrar 2 ml toplama plakasinin

{izerine yerlestirilir.
4- DNA baglama plakast C’nin ilk yikanmasi

DNA baglama plakast C'nin her bir kuyucuguna 500 pl yikama tamponu-1
eklenir. DNA baglama plakas1 C kapatma folyosu ile kapatilir. Biitiin blok (DNA
baglama plakasi C / 2 ml toplama plakasi) santrifiijiin rotor yuvasina yerlestirilir.
Oda sicaklipinda 3700 rpm’de 10 dakika* santrifiij edilir. Filtrasyon lavaboya
dokiliir ve DNA baglama plakasi C tekrar 2 ml toplama plakasinmin iizerine

yerlesﬁrilir,
5- DNA baglama plakas1 C’nin ikinci yikanmasi

DNA baglama plakast C’nin her bir kuyucuguna 700 pl yikama tamponu-2
eklenir. DNA baglama plakas: C kapatma folyosu ile kapatilir. Biitiin blok (DNA
baglama plakast C / 2 ml toplama plakas1) santrifiijiin rotor yuvasina yerlestirilir.
Oda sicaklifinda 3700 rpm’de 10 dakika* santrifiij edilir. Filtre edilen kisim
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lavaboya dokiiliir ve DNA baglama plakasi C tekrar 2 ml toplama plakasimn iizerine

yerlestirilir. Bu yikama basamag bir kez daha tekrarlamr.

6- Etanol’iin uzaklastimlmas

Biitiin blok santrifiijden alinir ve kapatma folyosu atilir. DNA baglama plakasi
temiz bir kurutma kagidinin iizerine konur, 2 m! toplama plakasinda bulunan
filtrasyon lavaboya bosaltilir ve toplama plakasinin tist kismi1 kurutma kagid: ile
kurutulur. DNA baglama plakas: C, 2 ml toplama plakasinn iizerine yerlestirilir ve
kapatma folyosu ile kapatilir. Biitiin blok (DNA baglama plakasi C / 2 ml toplama
plakas1) santrifiijiin rotor yuvaswma yerlestirilir. Oda sicaklifinda 3700 rpm’de 25
dakika** santrifljj edilir. Blok santrifiijden alinir, kapatma folyosu atilir ve plaka

temiz bir kurutma kagidinin iizerine konur. 2 ml toplama plakasi ¢op kutusuna atilir.

7- Genomik DNA’nin ayristirilmasi

DNA baglama plakasi C, 1 ml toplama plakasimin lizerine yerlegtirilir.
Membranin {izerine dogrudan 60 pl ayristirma tamponu eklenir. Oda sicaklignda 5
dakika inkiibe edilir. DNA baglama plakasi C, kapatma folyosu ile kapatilir ve
biitiin blok (DNA baglama plakast C / 1 ml toplama plakas1) santrifiijiin rotor
yuvasina yerlestirilir. Oda sicaklifinda 3700 rpm’de 10 dakika* santrifiij edilir.
Santrifiij bittikten sonra biitiin blok alinir ve membranin her bir kuyucuguna tekrar
60 pl ayngtirma tamponu eklenir. DNA baglama plakas: C, kapatma folyosu ile
kapatilir ve biitiin blok (DNA baglama plakas1 C/ 1 ml toplarﬁa plakasi) santrifiijiin
rotor yuvasina yerlestirilir. Oda sicaklifinda 3700 rpm’de 10 dakika* santrifiij edilir.

Capraz kontaminasyonlart (cross-contaminations) onlemek ig¢in biitiin blok
santrifiijden ¢ok dikkatli bir sekilde alimir. DNA baglama plakasi C dikkatli bir
sekilde alinarak ¢ope atilir. Igerisinde &rnek DNA’larnin bulundugu 1 mi toplama
plakasi almir ve iizeri kapatma folyosu ile kapatilarak analizlerde kullamlincaya

kadar -20 °C’de ve/veya -80 °C’de muhafaza edilir.
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Not: Ayristirma tamponunun kullanilmadan énce 1sitiimasi (80 °C’ye kadar)
aynigtirma sonucunda elde edilecek (riin miktarm arttirmaktadir. Bu tez
calismasinda da izolasyon sirasinda ayrigtirma tamponu Once 1sitilmis, sonra

kullamlmuistir.

*DNA izolasyon kilavuzunda 4000 rpm’de 5 dakika olarak belirtilmektedir.
**DNA izolasyon kilavuzunda 4000 rpm’de 15 dakika olarak belirtiimektedir.
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EK-4

1- Tris-Borat-EDTA (10X)
: 108.0 gr
: 550 gr
EDTA (0.5 M, pH: 8): 40.0 ml

Trizma baz

Borik asit

dH,0

: Calismada kullanilan c¢ozeltiler ve hazirlaniglan

: 1 litre i¢inde ¢oziiliir ve + 4 °C’de stoklanir.

2- Agaroz jel (%1’°lik)

Boyut | Ornek sayis1 | Agaroz (gr) | 1X TBE (ml) | EtBr (nl)
Kiigitk | 30 0.4-0.5 40-50 1.2

Orta 60 0.8 80 2.4
Biiyitk | 120 | 100 3

3- Yiikleme boyasi (Loading dye)

Bromfenol mavisi  : 0.1 gr
EDTA :1.211 gr
Sukroz : 40 gr
ddH;O : 100 ml

ddH,O otoklav veya filtre sterilizasyonu ile steril edilir, hazirlanan bromfenol

¢Ozeltisi 1.5-2 mI’lik tiiplere paylastirilip + 4-8 °C arasinda muhafaza edilir.

4- Yiikleme soliisyonu

EDTA (0.5 M,pH:8) :2ml
Formamid : 98 mi
Bromfenol mavisi : 0.06 gr
Ksilen siyanol :0.06 gr

Li-Cor 4300 DNA Analyzer’da kullanilan belirte¢ floresan boyal: oldugu i¢in
Li-Cor’da analiz edilecek drnekler igin formamid, ksilen siyanol kullamlmadan

hazirlanir. Hazirlanan ¢ozelti 1.5-2 ml’lik tiiplere paylagtirilip -20 °C’de muhafaza

edilir.
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5- Akrilamid Jel

Jel stok solitsyonu* 225 ml
TEMED** 215l
APS (%10)*** £ 150 pl

*Jel stok soliisyonu

Akrilamid :36.0 ml
Urea :100.8 gr
TBE (10X) :24.0 ml
ddH,O 250 ml

(Cozelti hazirlandiktan sonra filtre sterilizasyonu yapilir ve + 4 °C’de muhafaza edilir.

¥*TEMED : N, N, N, N-Tetrametiletilen-diamin
***APS . Amonyum peroksit disulfat
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EK-5: istatistiksel hesaplamalara ait bilgiler ve ilgili formiiller

Goldstein (1995)’in D deBeri ve Nei (1987)'nin tarafsiz haplotip cesitlilik

katsayisi

Populasyon igindeki bireyler arasindaki genetik uzaklik basamakli mutasyon
modeline gore hesaplandi. Bu modelde, kloroplast genomu tek bir lokus olarak alimip

Goldstein vd (1995)in D%, deperi hesaplamir. 1ki birey arasindaki genetik uzakhk
asapidaki sekilde bulunur.

P 2
D%(bf) =K leafk . ajkl]
k=1

Formiilde bulunan ay ve ay terimleri i ve j bireylerinin k lokusunda sahip olduklar:
allellerin biyiikliginii gostermektedir (Goldstein vd 1995). Formitildeki K terimi ise
calisilan lokus sayismi ifade etmektedir. Ornegin, bu tez ¢aligmasmda alti primer igin

mikrosatellit bélgelerine bakildigi i¢in K=6 olarak alinmaktadir.

- Populasyonlarin genetik gesitliligini ortaya koymak i¢in Nei (1987)’nin tarafsiz
haplotip ¢esitlilik (unbiased haplotypic diversity) katsayis: agagidaki sekilde hesaplandi:

He=n(o-1) "' (1-Zp)

Formiilde p; degeri i haplotipinin populasyon i¢indeki frekansini ve n ise &rnek

sayisi belirtmektedir.

Wright (1965)’m F-Istatistigi

Populasyonlarda gézlenen genotip frekanslarinda ve heterozigotluk diizeyinde,
Hardy-Weinberg sartlarinda beklenen degerden sapma olup olmadifint belirlemek igin

yapilan bir istatistiksel iglemdir ve agagidaki gibi hesaplanir:
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Fis = (Hs-H;) / Hs
Frp=(Hr-H)/Hr
Fsr=(Hr-Hs) / Hy

Burada Hj bir populasyonda gozlenen bireylerin heterozigotluk diizeyidir.

H;=2ZH,/n Hyj = J. populasyonun gézlenen-heterozigotluk diizeyi
n = populasyon sayist
Hs bir populasyonda Hardy-Weinberg sartlarinda bireylerin beklenen heterozigotluk
diizeyidir.
Hs=ZHg/n Hej = J. populasyonun beklenen-heterozigotluk diizeyi
n = populasyon sayist
Hr Hardy-Weinberg sartlarinda beklenen toplam heterozigotluk diizeyidir.

Hr=1- ZXw) Xia = Biitlin populasyonlar géz 6niine alindiginda i.

allelin ortalama frekansidir.

Slatkin (1995)'in Ry degeri

Mikrosatellit bolgeleri basamakli mutasyon modeline gére mutasyona
ugradiklarindan dolayi, Slatkin (1995) bu modeli temel alarak Wrigth (1965 m Fst

degerinin analogu olan Rgr degerini asagidaki sekilde belirtmigtir:

Rsr=(S-Sw)/S

S = Allel ¢iftleri arasindaki allel biiytikltgi farkliliginin kareler ortalamas:
Sw = Her bir populasyondaki allel biiytikliigli farkliliginin kareler toplaminin

ortalamasi.

Fsr degeri ile Rsr degeri karsilagtirildifinda, Wright (1965)'1n F-istatistiginin allel
frekanslarindaki varyasyonu kullandigy, Slatkin (1995)’in Rgr degerinin ise allel

108



bityiikltigiindeki varyasyondan hesaplandifi goriilmektedir. Béylece, Slatkin (1995)’in
kullandig1 modelde, mikrosatellit bélgeleri igin basamakli mutasyon modeli géz éniine
alinmakta, Wright (1965)'1n F-istatistiinde ise mikrosatellit bolgeleri arasindaki

mutasyon g6z éniinde bulundurulmamaktadir (Slatkin 1995).

Qgsr ve Fst degerlerinin karsilagtirilmasi

Adaptif karakterler bir ve/veya iki allelli lokus tarafindan kontrol edildiginde ve
seleksiyon tarafindan etkilenmediginde, adaptif karakterleri ve bu karakterleri kontrol
eden lokuslarin farkliligim karsilagtirmak gergekei olmayan basit bir durumdur (Kremer
vd 2000). Iki allelli (L* ve L") bir lokus tarafindan kontrol edilen bir adaptif karakterde,
L? allelinin gesitliligi Weir (1990) 1n ANOVA modeline gore su sekilde gosterilir:

Yijk =pu+Pl+ lej + Glijk )
Yijk = 1. populasyonda bulunan j. bireydeki k. allele ait géizlem
Pli, Zl1;; ve Gl sirasiyla, populasyon, populasyon igindeki birey (zigot) ve bireyde

bulunan gen bolgesine karsihk gelmektedir. Eger Yi degeri 1 ise, k alleli sadece L?

allelini, Yix degeri O (sifir) ise L allelini belirtmektedir. Bununla birlikte, L? allelinin

Fst degeri su sekilde hesaplanir:

Fst=Vpt/ (Vo + Vi + Vo) @

Benzer sekilde, adaptif karakterin genotipik degeri allellerin etkilerine béliinerek
gosterilebilir. Adaptif karakterleri kontrol eden lokuslarin genotipik degerinin Xi
oldugu varsayilirsa (i: populasyon, j: birey, k: allel), asagidaki sekilde ifade edilebilir:

Xijk=j.1+Pti+Ztij+Gtijk 3)

Pt;, Zt;; ve Gt bilesenleri gen bdlgelerinin etkilerini belirtmelerinin yani sira, (1)

no’lu formiildeki Pl;, Zl; ve Gl bilesenleri ile benzer etkilere sahiptirler. Omegin, Gtijk
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bileseni k. allelin j. bireydeki eklemeli gen etkisini belirtmektedir. Allel frekanslarinda
oldugu gibi, adaptif karakterlerin farklihf: Fsty ve/veya Qst olarak gésterilebilir. Bu
deger agagidaki sekilde ifade edilebilir:

Fstq=Qst=Ve/ (Vo + Vi + V)  (4)

Bununla birlikte, adaptif karakterler elektroforetik olarak analiz edilen belirteg
lokuslan gibi gametik diizeyde dlgiilemezler. Fenotipik karakterler i¢in sadece zigotik
deger (X = Xjji + Xip) 6lgtlebilir. Bu deger, diploid bir bireyde bulunan iki allelin
etkisini igermektedir. Gen bélgelerinin eklemeli etkisi gdz oniinde bulundurulursa,

formiil agagidaki sekilde ifade edilmektedir:

Xij_=m+Pi+ij+Aij (5)
Pi=2Pti ve Vp=Vp/4 6)
Zij = QZtij veVy=Vz/4 (7)

A= Gtyj + Gtip ve Var=V,4 /2 (8)

Ajj;, ij lokusunda bireyin eklemeli etkisini, P; populasyon degerini ve Z;; zigotik
degeri belirtmektedir. V4 eklemeli varyans: ifade etmektedir. Yukarida verilen (4), (6),
(7) ve (8) no’lu esitliklerin kullanilmasi ile Qst degeri asagidaki sekilde ifade edilir:

Qst=Vp/(Vp+Vz+2Va) (9)

Her bir populasyonun Hardy-Weinberg dengesinde oldugu varsayilirsa, Qst

asagidaki sekilde ifade edilir:
Qst=Vp/(Vp+2V,) (10)
Farkli populasyonlarin tek bir ortak atadan koken aldiklart g6z &niinde

bulundurulursa, (5) no’lu formiildeki bireylerin genetik degerleri arasindaki kovaryans

hesaplanabilir. Bireyler arasindaki olasi durumlar, ortak ata parametrelerinin dogrusal
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bir fonksiyonu ve bitin populasyondaki fenotipik varyans bilesenlerinden
kaynaklanabilmektedir. Toplam atasal populasyonun eklemeli varyans degeri Va olarak

almirsa, olasi kovaryans degerleri asagidaki sekilde ifade edilir:

Cov (Xij_, Xij’_) = Vp
Cov (Xi;., Xi) = 2Fst Va (11

V(Xj)=VptVy

V (X;) = (1 +Fit) Va (12)

Fst ve Fit adaptif karakterleri kontrol eden lokuslardaki F-istatistigi degerleridir.
Ayrica, yukaridaki durumda ortak ata katsayisiru ifade etmektedirler. Yukanda verilen
esitliklerden yola ¢ikilarak adaptif karakterler igin farklilik asagidaki sekilde ifade

edilir:
Qst=Fst/ (1 + Fit — Fst) (13)

Populasyonun Hardy-Weinberg dengesinde oldugu varsayilirsa, Fit = Fst olacaktr.

Bu durumda:
Qst =Fst

Basit bir sekilde yukaridaki esitlikleri agiklarsak; sadece eklemeli etkilerin oldugu
¢ift allelli n6tral bir lokusta, populasyonun Hardy-Weinberg dengesinde olma kosulu ile

beklenen Qst degeri Fst deferine esittir (Kremer vd 2000).
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Populasyon giftleri arasindaki Jaccard benzerlik katsayilarimn hesaplanmasi

Populasyon ciftleri arasindaki Jaccard benzerlik katsayilarinin nasil hesaplandigt
agafida ¢aligilan populasyonlardan iki tanesi (B ve D) ele alinarak, ayrintili bir sekilde

aciklanmigtir,

Populasyon ¢iftleri arasindaki Jaccard benzerlik katsayisinin hesaplanmasi

Populasyonlar — Doyran (D)
3 1 (var) 0 (yok)
Biik (B) 1 (var) a=13 b=§
0 (yok) c=10 d=29

Burada:
a= Hem D hem de B populasyonunda bulunan (var olan) haplotip sayisi,
b= B’de var olup D’de bulunmayan haplotip sayisi,
¢= B’de bulunmayip D’de var olan haplotip say1si,
d= Her iki populasyonda bulunmayip ¢alisilan diger populasyonlarda bulunan

haplotip sayisidir.

Bu degerlere dayanarak Jaccard benzerlik katsayisi (Sj) su sekilde hesaplanir.

a

5 a+b+c

Burada, at+b+c = karsilagtiriimast yapilan iki populasybnda bulunan toplam haplotip
sayisidir. Kuramsal olarak bu esitlikte 0.0 < S; < 1.0°dir. Buna gére, a = 0 oldugunda S
= 0.0 olur. Ayrica, b+c=0 oldugunda ise Sj= 1.0’dir. Sahip olduklar1 haplotip gesidi ve
sayist bakimindan, iki populasyon birbirine ne kadar benzer olursa, S; degeri 1.00
degzerine o kadar yakin olur. Iki populasyonun ortak haplotip sayis1 azaldikga, benzerlik
katsayist (S;) 0.00 degerine yaklagir. Bu katsayiya gére, ayn1 populasyonun kendisi ile
olan benzerlik degeri dogal olarak Sj= 1.00 olur (Sneath ve Sokal 1973, Isik vd 2005).

Esitlik, yukaridaki érnekieki B ve D populasyonlan i¢in uygulanirsa:

e _13_ 0.419 bulunur.

a+b+c 31

]
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Yukarida bélirﬁlen hesaplama yontemi izlenerek, diger populasyon ¢iftleri arasindaki
Jaccard benzerlik katsayilar1 bulunur. Elde edilen Jaccard katsayilarindan fenogramin
ortaya ¢ikarilabilmesi i¢in UPGMA (Unweighted Pair-Group Method using Arithmetic
Averages) ybntemi kullanilmistir (Speath ve Sokal 1973). UPGMA yénteminin
uygulanabilmesi ve ilgili fenogramin ¢izilebilmesi igin gerekli olan iglemler, agagida
adim adim agiklanmigtir. Agiklamalar, Cizelge 3.12°deki 6mek veriler kullamlarak

stirdiirilmiistiir.

(a) Ilk asamada Jaccard benzerlik katsayisi (JBK) matrisi olusturulur (Bkz.
Cizelge 3.12).

(b) JBK matrisinde, birbirine en ¢ok benzeyen (en biiyiik 5; deferine sahip olan)
iki populasyon (B ve D) ele alinir ve bu ikisi bir kiimeye (BD kilimesine) déhil edilir.

(c) Tek bir kiimeye giren bu iki populasyon, artik tek bir populasyonmug gibi
(vani, BD) kabul edilerek ikinci bir JBK matrisi olusturulur. Ikinci matris
olugturulurken, sunlara dikkat edilir: BD kiimesinin, baska bir populasyon ile (6rnegin
M populasyonu ile) yaptig: S; degerini bulmak i¢in, ilk JBK matrisindeki ‘MB’ ve
‘MD’nin §; degerleri toplamp ikiye béliniir (yani, MB ve MD’nin S; deferlerinin

aritmetik ortalamalar1 alinir). Omnek verilirse: Spmpy = %(0.343 + 0.370)= 0.357.

Bgylece M populasyonu ile BD kiimesinin yeni S degeri elde edilir. Benzer sekilde
Sisepys Sikepy ve Sjuepy degerleri hesap edilip, ¢lde edilen degerler ikinci matrise
yeriegftirilir.

(d) Uctincii JBK matrisini elde etmek igin yukandaki (a), (b) ve (c)
maddelerindeki iglemler tekrar edilir. En son kiimeyi temsil eden JBK matrisi elde

edilene kadar bu islemlere devam edilir (Isik vd 2005).
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EK-6: Tanimlamalar

Epistasi

Gen havuzu

Genetik siiriikklenme

Haplotip

Izoenzim

Junk (hurda) DNA

Kantitatif karakter

Mescere

Mikrosatellit

Bir karakterin ortaya ¢ikmasindan sorumlu olan farkli genler

arasinda goriilen baskilayici etkiler durumudur.

Bir populasyondaki fertlerin tagidig1 biitiin genlerin (kalitsal
materyalin}) hepsinin birden ortaya konulmasiyla ve

karistirilmasiyla olustugu varsayilan teorik bir kavramdir.

Bir populasyonda iki ya da daha ¢ok allel veya genotipin

sikliklarinda meydana gelen rasgele degisimler.

Rekombine olmayan kloroplast genomundaki her bir allelin

kombinasyonu sonucu olugan yapi.
Bir enzimin ayni katalitik aktiviteye sahip farkli formlar:.

Bir proteindeki amino asit dizisine karsilik gelen bilgi

icermeyen DNA veya kodlamayan DNA.

Boy, kilo, tane agirh@1 vb. 6lgiilebilen ve en diigiik degerden
en yitksek degere dogru degisen karakterlerdir. Bu karakterler

¢ogunlukia normal dagilim egrisi gosterir,

Agac yasl, afag tiirii, aga¢ tiiri kompozisyonu, biiyiime ve
kurulus sekli, bunlarin hepsi veya bir kismi ile kendisini
¢evresinden ac¢ik olarak ayman ve en az bir hektar

biiyiikliigiinde olan orman pargasidir.

Mikrosatellitler 1-6 niikleotidden olusan tekrarli DNA

dizileridir ve genomda homojen olarak dagilmiglardir.
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Monomorfik lokus Bir populasyondaki tiim bireylerin bir lokustaki allel ve/veya

alleller bakimindan aym genotipe sahip olma durumu.
Nétral belirteg Dogal seleksiyonun etkisinin gériilmedigi genetik markir.

Ortak Bah¢e Deneme Bir tiiriin farkli orijin ve/veya cofrafik bélgelerden getirilen
Alam populasyonlarinin fidanlar ile kurulan, populasyonlar

arasindaki benzerlik ve/veya farkliliklarin belirlenmesi

i¢in kurulan 6zel alan.

Plus Agag Fenotipik (boy, goévde duzgiinltigi, dal agilari vb.)

ozelliklerine dayanmlarak segilen iistiin nitelikli agaglardir.

Polimorfik lokus Bir populasyondaki bireylerin bir lokustaki alleller

bakimindan farkl: genotiplere sahip olma durumu.

Polimorfizm Populasyonda bir karakterin birden fazla alternatifinin

bulunmas: durumu.

Populasyon Aralarinda nesilden nesile gen aligverisi olabilen, ayn tiirden
olup ayn1 gen havuzunu paylasan, belirli bir orijinde yer alan
ve bir ya da birden fazla megcereden meydana gelen fertler

toplulugudur.

Primer Dogal ve/veya sentetik olarak sentezlenebilen kisa (genellikle

5 -- 30 baz ¢ifti), tek iplikii niikleotit dizisi.
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