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OzZET

KIZILCAMIN (PINUS BRUTIA TEN.) CAMELI-GOLDAGI ORITINLI _
A\SAR-ANTALYA KLONAL TOHUM BAHCESINDE ESLESME SISTEMININ VE
i GENETIK KONTAMINASYONUN SAPTANMASI

Nuray KAYA

Doktora Tezi, Biyoloji Anabilim Dali
Danigman: Prof Dr Kéni ISIK
Ekim 2001, xii + 81 sayfa

Bu ¢ahgmanin amaci, Asar-Antalya’da kurulmus bulunan 11 yagindaki bir kizilgam
(Pinus brutia Ten } klonal tohum bahgesinde eglesme sistemini ve polen kontaminasyonu
orann1 izoenzim analizleri yardimiyla tahmin etmektir. izoenzim analizleri i¢in Asar tohum
bahgesi ve tohum bahgesine yakin iki dogal populasyondan (Populasyon A ve Populasyon
) toplanan tohumlarin megagametofit ve embriyo dokulan kullanildi. Analizler, dokuz
enzim sistemi tarafindan kodlanan 14 lokusta yapildi

_ Caligilan lokuslar bakimindan Asar tohum bahgesindeki 28 klonun genotipi, her bir

‘klondan émeklenen tohumlann megagametofitik dokusundaki bantlagma yapisina gore

belirlendi Tohum bahgesindeki 28 kionun her biri beklendigi gibi farkh genotiplere sahipti

-Ancak, incelenen toplam 84 rametten %6 sinm ait olduklan sanilan klonlara ait olmadiklan
tespit edildi

Cok-lokus tahmin yontemine dayanarak kendinden-bagka bireylerle dollenme
- sonucu olusan yagayabilir nitelikteki tohumlarmn oramimin (t,,) 0.947 oldugu bulundu, Baska
- bir deyigle, kendi-kendine déllenme sonucu olugan tohumilarin oraninin ise %5 3 oldugu
belirlendi. Kendinden-bagka bireylerle déllenme oraninin %85 7’si tohum bahgesi digindan
. gelen polenlerle, %9°u ise tohum bahgesi igindeki klonlar arasindaki polenlerle

tahmin edilen orami (m) oldukga yiksek (%85. 7) bulundu Bu dizeydeki polerf
~ kontaminasyonunun, tohum bahgesi tohumlannda 6ngérillen genetik kazanci %43 kadar
azaltacag belirlendi

- gergeklesmistir Tohum bahcesinde polen kontaminasyonu yoluyla olusan tohumlarin.
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ABSTRACT

OF THE MATING SYSTEM AND GENETIC CONTAMINATION IN A
CLONAL SEED ORCHARD OF PINT/S BRUTIA TEN
IN ASAR-ANTALYA

TIMATION

Nuray KAYA

Ph D Thesis in Biology
Advisor: Prof Dr. Kani ISIK
October 2001, xii + 81 Pages

-~ The aim of this study 1s to estimate pattems of mating system and pollen
contamination level in a 11 year-old Turkish red pine (Pinus brutia Ten ) clonal seed
- orchard, located in Asar, Antalya, with the aid of isozyme markers Isozyme analysis was
. performed on both maternal and embryo tissues of seeds collected from seed orchard and
“two neighboring natural populations (Population A and Population B). Fourteen loci

Sources) was quite high {m=85.7%). This level of pollen contamination is expected to
reduce predicted genetic gains in the seed orchard crop by 43%
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ONSOZ

Tohum Bahgeleri orman afaglarmin genetik gslabinda buyik -6neme sahiptir
aclandirma alanlaninda kurulan ormanlarin kisa ve uzun vadedeki bagansi, kullanilan
: - larn genetik kalitesine baglidir Endiistrivel aga¢landirmalarda tohum bahgelerinden

edilen ve genetik kalitesi yiiksek tohum kullanimi oran1 arttik¢a agag sslahi programi

da ‘0 oranda amacmna ulagmaktadir Ulkemizde sayis1 ve Onemi gittikge artan tohum

ahgelennm amacina uygun yonde igletilebilmesi igin bir gok konuda yeni bilgilere ihtiyag

Orman Bakanhg tarafindan iilkemizin degisik bolgelerinde, degisik orman agaglan
n 2001 yilma kadar 163 adet tohum bahgesi kurulmugtur. Bu 163 adet tohum
béhgesinden, Antalya’da yalnizca kizilgam tiiriine ait 11 adet tohum bahgesi bulunmaktadir.

“Bu caligmaya konu olan Cameli-Goldag1 orijinli Asar Tohum bahgesi de bunlardan
 birisidir. Caligmada, on bir yagindaki kizilcam Asartohum bahgesinde, eslesme sisteminin
- ve polen kontaminasyonu diizeyinin belirlenmesi amaclanmstir

Bana bu konuda ¢aligma olana veren ve Ogrencisi olmaktan her zaman gurur
duydugum Akademik Danigmanim Saym Prof Dr Kéni ISIK’a (Ak Un. Fen-Ed Fak ,

. Biyoloji Bélﬁmﬁ) ve Tez 1zIeme Komitemde yer alan ve degerli katkilarda bulunan Saym

Dr. Jbrahim UZUN’a (Ak Un. Zimat Fak, Bahg:e Bitkileri Bo6limii) tesekkﬁrlemni
sunarim. Ayrica, tez ¢aligmalarim siirecinde hem fikir ahg-veriginde bulundugum hem de
laboratuvarinda yedi ay caligma imkam buldugum Prof Dr.'W. Tom ADAMS (Oregon
State University, College of Forestry, Dept. of Forest Science, Oregon-USA), Dr Valerie
HIPKINS’e (USDA For Ser Nat. Forest Genetics Electrophoresis lab, USA , CA , USA),
¢alismada kullandifm kimyasallanin bir kismini sajlayan Orman Bakanlifi, Orman
Afaglan ve Tohumlan Islah Aragtirma Muidirligi’ne, araziye ulasim ve materyallerin
toplanmasi konusunda yardumlarm: esirgemeyen Bati Akdeniz Ormancilik Aragtirma

Midirtigi’ne by ¢alismaya yaptiklar: katkilardan dolay1 ¢ok tegekkiir ederim




galigma, AkUn, Arastima Fonu projesi ile (Proje no: 98.01 0121.06), ve
TOGTAG/TARP projest ile (Proje No:TARP-1971) desteklenmistir Ayrica by
“Yurt Igi Doktora Bursu” ve “Yurt Igi

-Yust Dis: Bﬁtﬁnlestirﬂmi;s Doktora Bursy™
aminda_destekleyen TUBITAK Bilim A

dami Yetigtirme Gruby’na tesekkiirlerimi

Son olarak, tez caligmalartmin her agamasinda biyik 6zveri gosteren ve destegini

Bu galismada elde edien sonuclann kizilgammn genetik 1siahy

konusunda halen
N’ é"yapﬂmam planlanan galigsmalara yardime

1 olmasini dilerim,

‘Ekim 2001, Antalya
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;:-To.hum Bahcesi Nedir?

]_c_ug;_aklénn (generasyonlarm) olusturdugu, kolay ve bol orman agaci tohumu iretmek
etilen, bahge disindan gelen polen akisinin (kontaminasyonun) azaltildig: veya yok
ildig;zi,"-:izole edilmig olan bahgelerdir Uluslararas: diizeyde benimsenmis tamumi ise:
netik - olarak ustiin afaclardan olusan ve genetik agidan istenmeyen polen
_ajﬁakiarmdan izole edilmus, sik, bol ve kolay tohum elde edilen, 6zel bakim ve isletmeye
abi- utulan plantasyonlardu (Zobel vd. 1958, Urgeng 1982, Zobel ve McElwee 1964,
Di Glévanni ve Kevan 1991, El-Kassaby vd 1989).

. Tohum bahgeleri: a-) Belirli genetik dzelikleri tagtyan agaclar: verecek tohumlar
lde etmek, b-) Genetik 6zellikleri sayesinde belirli bolgelere adapte olabilen agaclan elde

_ttﬁék ve ¢-} a ve b maddelerinde belirtilen agaclan verecek olan genetik bakimdan distiin

kurulurlar. Orman populasyonlatimn genetik yapisini istenilen yonde degistirmek ve
:_d_égadaki populasyonlart amacmmza gore evcillestirmek (domestication) konusunda,

tohum bahgeleri agag islahgisinm elinde ok 6nemli bir aragtir.

Bu gekilde, istedigimiz genleri tagtyan bireyler tohum bahgesinde bir araya
getirilir; ve bunlar arasmna arzu edilmeyen genlerin kangmasi da engellenerek 6zel bir gen

_ havuzu olusturulur. Bunlardan iiretilen tohumlarla istedigimiz 6zellikleri tastyan yeni
8 generasyonlar yetistirilebilir,

- 1.2. Tohum Bahgelerine Neden Thtiya¢ Duyulur?

Diinyada ve Tirkiye'de niifus hizla artmakta, sanayi gelismekte ve hayat standardi
gittikge yiikselmektedir. Bunlara paralel olarak odun hammaddesine olan talep de hizla
artmaktadir. Ote yandan dogal orman alanlarimiz yanlg ve bilingsiz kullamm sonucu hizla

Zobel ve Talbert’e gore (1984) tohum bahgesi soyle tammlanir: Segilmig klonlar




akta; ve ormanlannuz, milletimizin odun hammaddesi talebini kargilayamayacak bir

ey inmis bulunmaktadir.

| Turkiye’de 1999 yalinda toplam odun tiiketimi (endiistriyel odun + yakacak odun)
ik 24,5 milyon m’ kadéu olmustur. Toplam odun hammaddesi arzimn 13 milyon
(%353) dogal ormanlanmizdan, 10,5 milyon m™i1 (%43) dzel sektorden ve bir
1j6n m’’0 de (%4) ithalat yolu ile saglanmugtir. Kisi basina diisen odun tiketimi 1999
linda 0,387 m>diir Nufusumuzun, 2020 yilina gelindiginde 104 milyona ulagacagi
tahmin edilmektedic Odun hammaddesi tiretiminin 2020 yihinda 22,5 milyon o', talebinin
1.sé 40,3 milyon m’*/yil diizeyinde olacagi belirtilmektedir. Bu durumda 2020 yilinda odun
.-h.ammaddeieri agif yaklagik 17,8 milyon m™yil olacaktir (Anonim 2001b)

Iste, halen yasadigimiz ve gelecek yillarda artacak olan talep agifu kapatmak,
hi¢ olmazsa biraz azaltmak icin orman alanlan genetik bakimdan iistin 6zellikli (viksek

verimli ve hizh biiyiiyen) tiir ve irklar ile agaclandiriimahdir

Kizilgam (Pinus brutia Ten), iig mﬂybn hektart asan vayilis alam ile, iilkemiz
ormanlarinda en genis alam kaplayan verli bir afac tiriimiizdiir Tiirkiye ibreli orman
alanlaumin  yaklagik %36'st (3.096.064 ha) kizilgam ile kaphdr (Anonim 1980)
Kuwzilgamin verimli ve genis ormanlar olusturdugu bolgelerimizden biri de Antalya

havzasidir

Kizilgam tiiri Gizerinde bu giine kadar yapilan arastirma sonuglari; onun hizh
geligen bir tiir oldugunu gostermektedir (Alemdag 1962, Igtk 1986, Usta 1991, Erkan
1996). Odununun kullamm alan: da diger verli tiirlerimize gore daha fazladu Bu nedenle,
halen, Giiney ve Bati Anadolu balgelerimizde genis alanlarin agaclandirimasi amaciyla,
kiziigam tohum ve/veya fidanlar kullaniimaktadir

Ormancilik ve afaclandirma ¢alismalaninda kullamlmak {izere gerek duyulan
ustiin ozellikht tir ve wklan elde edebilmek icin, genetik bakimdan istiin olan bireyler

segilip bir araya getirilerek tohum bahgeleri kurulur Gerek tarimda, gerekse ormancilik

[T S




;atiiriinde, tohum bahgelerine ve vejetatif tiretme caligmalarina sikga rastlanmaktadir.
;]kv .;):hum bahceleri kurma diisincesi Berlin Akademisi Miidiirii olan Friedrich August
.udwing von Burgsdorfun 1787 yihnda yazdigs "Yerli ve Yabanct Mese Tiirleri" adh
scerinde rastlanmustir  Yazar bu eserinde her yil belirli belirsiz yerlerden tohum
féﬁﬁnmam yerine, bu i3 igin ayrﬂmls ve Ozel bakima tabi tutulmus mese ormanlanndan
ohum toplanmas: gerektigini Gnermistir Daha sonralan gesitli yazarlar klonal tohum
Saﬁ(:eleri kurma diigiincesi iizerinde yazilar yazmuslardir. Asih fidanlar ile tohum bahgesi
kufuhna51 ise, ilk defa 1934 wihnda Danimarka'da Syrach Larsen tarafindan
gerceklestirilmistir (Simsek 1993).

Orman Bakanlig: tarafindan ilkemizin deisik bolgelerinde, degisik orman
gaclar igin 2001 yihna kadar 163 adet tohum bahgesi kurulmustur Bu 163 adet tohum
ahgesinden 58 adeti kizilgam (Pinus brutia Ten ) titrtine aittir (Anonim 2001a).

~1.3. Tohum Bahgelerinin Temel Ozellikleri

Tohum bahgeleri olusturmak igin:

_:é.—) Once fenotipik seleksiyona (goriinis 6zelliklerinin secimine) dayanilarak, istenilen

| karakterler bakimindan arzu edilen ozellikte agaglar secilir. Bu agaglara “plus aga¢™

denir

- b-) Bu plus agaglardan alnan gelikler, ya da bu agaclarn agik veya kontrollii tozlasma
Uriinii olan tohumlarindan elde edilen fidanlar kullanidarak tohum bahceleri kurulur
Alman gelikler ya koklendirilerek ya da tilkemizde yaygin bir sekilde yapildig gibi
sradan fidanlara agilanarak tohum bahgeletine aktarilir Bu sekilde kurulan tohum
bahgeleri “birinci kusak™ tohum bahgeleri adimi ahr. Bunlann arasinda, genetik yonden
degerli olmayan bireyler de bulunabilir.

¢-) Birinci kusak tohum bahgelerindeki plus agaclar dol denemeleri veya klonal testlere ,
tabi tutulur ve bu yolla her birinin genotipik degerleri saptanir.

€-) Genotipik degerleri saptanan plus agaclar ikinci bir segime tabi tutulurlar Genetik

bakimdan istenmeyen ozellikleri tagiyan klonlar ve bireyler programdan elenir Geri

kalanlarin genetik iistinliigii ispat edilmistir. Bunlarin her biri “elit agac¢” adim alir.

STEE A
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-agaglardan vejetatif olarak iiretilen fidanlarla kurulan tohum bahgelerine ise
gag tohum bahgeleri”, “ikinci kusak tohum bahgeleri” veya “ileri generasyon
4m bahgeleri” denit Genetik kazancin en yiiksek oldugu tohum bahgeleri elit agag
ohum pahgeleridir Boylece tohum bahgelerinden elde edilecek genetik kazancm

0 40°2 gikabilecegi ileri siiriiimektedir (Istk 1991)

“Tohum bahgeleri, potansiyel olarak genetik kazanglar yiiksek tohum kaynaklan
n yant sira, erken tobum verimi, sik, bol ve kolay tohum toplayabilme imkanlar
kmundan da oénemlidir Tohum bahgelerinde tohum olusumu dogal ormanlara gére
‘ aiié."e"rken baglar ve stk periyotlar ile devam eder (Simgek 1993) Tohum bahgelerinden
bol tohum elde edilmesi tohum bahgesinin kuruldugu yer ile de ilgilidir Genellikle tohum
.é'i..eri tiiriin yayilhsinin en giiney st yakininda veya yayihgiun daha alt zonlarinda
sis edilir. Boylece sicakhign artmasi sonucu tobum verimi de artmaktadir Ayrica tohum

ah(}élerinden elde edilen tohumlarin gimlenme kabiliyeti de yitksektir (Urgeng 1982)

Tohum bahgelerinin kurulmasi zaman, para, beceri ve konu ile ilgili birimlerin
birligini gerektirir Aynca tohum bahgesinin kurulmast swasinda, bahgenin kurulacag:
! .n" secimi, dizayni, fidanlarin dikim arahg: ve dikim sekli, bitkilerin korunmasi ve
tohumun hasat edilmesi gibi bir cok faktoriin de dikkate alinmasi zorunludur. Kisacas: bir
_.t'éhum bahgesinin kurulmasi, bakim ve igletilmesi zaman, par‘é, ve yetigmig iy giic
-gérektirir Ustelik bu tohum bahgelerinden elde edilen tohumlarin, genetik bakimdan

-giivenilir olmasi olduk¢a dnemlidir (Di-Giovanni ve Kevan 1991)

Gelencksel orman agaci islah programlan, agaclandirmalarda kullaniimak tizere
.'Islah edilmiy tohum tiretimi igin, tipik olarak agik tozlagan tohum bahgelerine bagimhdir
Seleksiyon sonucu elde edilecek genetik kazang hesaplamalari da, tohum bahgesi
digindaki bireylerden polen kangimi olmadig ve tam panmiksis (tohum bahgesi igindeki
i bireylerin birbirleriyle rasgele eslesmesi) oldugu varsayimlaniyla, ideal agik tozlasan
- tohum bahgelerine dayah olarak yapihr Eger tohum bahgelerinde panmiktik sekilde
Ureme yoksa, beklenen genetik kazancin bir kismu kaybolacaktir Agik tozlagma olan

' tohum bahgelerinde, genetik kazancin beklenen dizeyde olmasi igin su kosullar




Idesmelidir: 1) Tohum bahgesi, tohum bahgesini gevreleyen dogal populasyonlardan

YIa izole olmali, 2) Rametler digi ve erkek ¢igekler bakimindan esit tretim
'mhnh", 3) Polenlerin yayilma dénemi ile dist ¢igeklerin polen kabul donemi ¢akismals, 4)
iitil klonlar birbiriyle gaprazlandiinda esit eglesme uyumuna sahip olmali, 5) Kendi
én'aiﬂe deéllenme veya yakin akrabalar aras: bir eslesme sonucu birey olugmamalr (Fast
-19:86)_ Tohum bahgesi digindaki bireylerden polen kontaminasyonu ve kendi kendine
t‘ille"ﬁme olayr tohum bahgelerinde tozlagma ile ilgili potansiyel sorunlar olarak bilinir
smayla ilgili sorun olursa bu sartlardan biri veya bir kagt olumsuz ytnde
.'.enebilir: Son zamanlarda, tohum bahcelerinde eslesme sisteminin belirlenmesi ve

olen kontaminasyonu orammin tahmin edidmesi lizerine vapilan ¢aligmalar artmighr

Adams ve Birkes 1989)

. Eslesme Sistemi ve Onemi

Bitki populasyonlarinda yeni bir bireyi olugturmak igin disi ve erkek gametlerin

y——

r araya gelme sekilleri, “eslesme sistemi” olarak adlandinlr. Orman aact
g ﬁopulasyonlannda eslesme sistemi kendi-kendine dollenme (selfing) ve kendinden-bagka-
bireylerle déllenme (outcrossing) seklindedir Tohum bahgelerinde kendinden-bagka-
 bireylerle dotlenme iki sekilde gergeklegebilir. Birincisi tohum bahgesindeki dist ¢igeklerin
“yine tohum bahgesindeki difer klonlara ait polenlerle déllenmesi, ikincisi ise tohum
bahgesindeki disi ¢igeklerin tohum bahgesine yakin dogal populasyonlardaki bireylere ait

- polenlerle délienmesidir.

~ Tohum bahgesine, dogal populasyonlardaki bireylerden gelen genlerin (gen gogii)
dolleme oram ile bahge igindeki bireylerin birbirlerini dolleme oran, tohum bahgesinde
eslesme sisteminin temel belirleyicileridir.  Tohum bahgelerinde eglesme sisteminin
bilinmesi, tohum bahgesinin igletilmesi i¢in énem tagir. Bu bilgiler islah edilmemis polen
kaynaklarindan polen kontaminasyonunu smrlandirmak ve tohum bahgesi igindeki
bireyler arasindaki eslesme oramm yiikseltmek igin kullanilir (Adams ve Birkes 1991)
Tohum bahgelerinin, hem genetik olarak kaliteli, hem de bahgedeki klonlann genetik
¢esitliligini yansitan tohumlar iiretmesi beklenir. Tohum bahgesinde eglesme sisteminin Gi¢

elementi bu beklentinin ger¢eklesip gerceklesemeyecegini belirler. Bunlar: 1) Bahge
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adeki klonlarin kendi-kendine dollenme oram, 2) Bahge digindaki dogal agaclardan
Jen polenler nedeniyle olugan tohumlann oram, 3) Bahge icindeki farkh klonlarin

rini dollenme orani.

- Ayrica, eglesme sistemi populasyon igindeki. genetik yapiyt ve soy-igi-iiremenin
zeﬁm etkiler ve bu nedenle de bitki populasyonlarimn genetik yapisin snembi bir
eyicisidir (Neale ve Adams 1985). Ayrica, polen gogii (populasyonlar arasi gen
akimu) hakkmdaki bilgiler, 1slah populasyonlannin kontrolii ve etkii gen koruma
étejilerizﬁn geligtirilmesi igin de gereklidir (Adams ve Birkes 1991, Burczyk 1996).
Dogal populasyonlardaki eslesme seklinin bilinmesi, dojal populasyonlardan toplanan
tohumlarm genetik yapisimn deZerlendirilmesi bakimindan énemlidir (Adams 1992).

Genel olarak, orman agaglarinin dogal populasyonlarimda birbirine yakin olan
agaglar birbirlerinin akrabasidir Ormanda tek bir aZagtan etrafa sagilan tohumlarin gogu,
asa mesafelere tagmir. Bu ise dogal populasyonlarda yakin akrabalar arasmda
._-__'e.§1e§melere yol acar. Bu akrabalar {ebeveyn ve ogul dol, tam kardegler ve yarm
“kardegler) arasindaki eslesmeler sonucu orman aBact tiirlerinin dogal populasyonlarnnda
. 6nemli derecede soy-igi iireme olugabilir ve bu soy-ici tireme de eslesme sisteminin bir
argasidir (Fast vd. 1986) Her bir kusakta kendi-kendine déllenme (selfing) (s) ve
] kendinden-bagka-bireylerle déllenme (outcrossing) (t=1-s) sonucu olugan bireylerin oram

- eslegme sistemini tammlamak i¢in en yaygin olarak kullanilan parametrelerdir

Populasyonlar arasindaki ve igindeki genetik gcegithiligin dagihm ve etkili
populasyon bityitkligi soy-igi Uiremenin (inbreeding) diizeyini etkilemektedir Ayrnica,
polen dagiiminm gekli, populasyonlar arasindaki gen akimu ve farkh iireme basarist da
S0y-i¢i tiremenin diizeyini etkiler (Adams ve Birkes 1991, Burczyk ve Prat 1997). Kendi-
kendine délieme (selfing) tohum bahgelerinde en muhtemel soy-i¢t tireme seklidir (Fast
vd 1986). Kendi-kendine dollenme sonucu olugan tohumlann oram dnemlidir. Cinkii
kendi-kendine dollenme, olugan ogul dollerin yasama kabiliyetinin diigitk olmasina ve
tohum sayisiin azalmasma yol agar Cofu orman agaclarmmn dogal populasyonlannda

kendi-kendine déllenmeyi takiben hem yagayabilir nitelikteki tohumlann orammnmn disik

!
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hé;n de az sayida tohum olusmas: beklenir (Adams vd 1992, Erickson ve Adams

Tohum bahgelerinde ise (Ozellikle klonal tohum bahgelerinde) aym klonun

arasindaki eslesmeler sonucu etkin kendileme nedeniyle, kendi-kendine

nme oraninin dogal .populasyonlara gére daha vilksek olmasi beklenir Bununla
kté_”_.tc.)hum bahgesindeki klonlarm sayismin yilksek (6rnegin >25) olmasi, ve ayrica
honun bahgede konuglandirinug rametleri arasindaki ﬁiikse} mesafenin veteri kadar

6lrna51, kendileme tirtinii tohumlann oranimi azaltmaktadir. Genel olarak klonal
-rtojhl;_ili: “bahgelerinde kendinden-bagka-bireylerle dollenerek olusmus tohum orammn

iksek oldugu bulunmustur.

Igne yaprakli orman agac tiitleri agik tozlasan tiirlerdir ve bu nedenle oldukga
bir genetik cesitlilik gosterirler (Furnier ve Adams 1986). Bununla birlikie orman
1 tiirlerinde, eglesme sisteminin degisken oldugu bulunmustur Kendinden-bagka-
lql_rej}lerle déllenme oramt (outcrossing) turler arasinda, tir igindeki populasyonlar
inda, populasyonlar igindeki bireyler arasinda ve hatta incelenen lokuslar arasinda bile
C _e’éisir. Bu degisim hem genetik kaynakh olabilir hem de populasyonun yogunlugu,
populasyonun vyasi, yabanci veya lokal polenlerin varlifi gibi ekolojik etkilerden
kaynaklamr (Burczyk 1998).

15 Polen Kontaminasyonu

Polen kontaminasyonu yani polen yoluyla genetik kirlenme tohum bahgesi
disindaki diigitk genetik ozellikli agaclardan gelen polenlerin iistiin 6zellikli agaclardan
- olusan tohum bahgesindeki disi cigekleri dollemesidir Tohum bahgesine, tohum bahgesi
- kaynakli olmayan polenlerin kanigmas: yiiziinden istenmeyen genotipteki tohumlar
olusabilmekte ve bu tohumlarla kurulan ormanlar genetik bakimdan diisik kaliteli
_ olmaktadir (Wheeler ve Jech 1986) Eger bir tohum bahgesi istenmeyen 6zellik gosteren
' (daha diisitk kaliteli) populasyonlara yakin ise polen kirliligi oram ¢ok daha yiiksek
olacaktir (Greenwood ve Rucker 1985, Sniezko 1981) Yapilan ¢alismalar orman agact
tiirlerinin tohum bahgelerinde genetik kirlenme diizeyinin genellikle %30 ila %90 arasinda
defisen degerlerde oldufunu gostermistis (Di-Giovanni ve Kevan 1991, Wheeler and
Jech 1986, Adams vd 1997),




. Eger tohum bahgesi genetik bakimdan daha digik kalitede populasyon veya
_"gaclaﬂd“ma alanlartyla cevrili ise, iki kaynak arasmdaki gen havuzu ve dolayistyla gen
ekﬁnsiarxndalﬂ fark artaca@1 icin polen kirliliginin sonuclan beklenenden daha siddetli
.lacaktlr\- Omegin 4 generasyon bir.tohum bahgesi 1. .genesasyondan elde ediler
éhhﬁﬂal'la veya 1slah edilmemis populasyonlardan kurulan. plantasyonlarla gevrili ise
.oI.é'n kontaminasyonunun etkisi ilk generasyon tohum bahgelerinde gorillenden daha

iddetli olacaktir (Sniezko 1981)

_ Polen kontaminasyonu oramm etkileyen faktorler arasinda tohum bahgesinin
ogal populasyonlardan uzakligi, bahgenin buytikligii, bahgedeki polen tretimi ve yakin
“‘dogal populasyonlardaki gigeklenme ile tohum bahgesindeki cigeklenmenin aym zamana
gelip gelmemesi vardir (Di-Giovanni vd 1996)

Tohum bahgelerinde polen kontaminasyonu oranimt belirlemenin degisik yollar
* vardir. Bunlar; polen tuzaklarinin kurulmasi, tohum bahgesindeki bireylerin olugturdugu
- erkek cigeklerin kesilmesi (emaskiilasyon) yonteminin uygulanmasi ve genetik markirlarin
- kullanilmasidir Polen tuzaklar ve emaskiilasyon yontemlerinin genetik markirlara gore
bazt dezavantajlari vardnr Bu nedenle polen gdgii ve genetik kontaminasyonun
derecesinin belirlenmesinde genetik markirlar yaygin olarak kullamlmaktadir (Friedman
ve Adams 1985, Smith ve Adams 1983, El-Kassaby vd. 1989, Nagasaka ve Szmidt 1985,
Harju ve Muona, 1989).

Bitk tiirlerinin dogal populasyoniar: ve tohum bahgelerinde eglesme sisteminin
incelenmesinde de genetik markular yaygin olarak kullamlmaktadi (Greenwood ve

Rucker 1985, Lowe ve Wheeler 1993) Baglangigta bu amagla monoterpenler

kontaminasyonunu ve eglesme sistemini belirlemek igin daha ¢ok tercih edilmistir
Elektroforetik bir yontem olan izoenzimler sayesinde polen kontaminasyonu ve eglegme
sisteminin dogrudan belirlenebilmesi 1980'lerin baginda miimkiin hale gelmigtir (Smith ve
Adams 1983).

kullamtmugtir:  Daha sonralant kullandmaya baslanan elektroforetik metotlar polen




Eslesnie Sisteminin ve Polen Kontaminasyonunun Belirlenmesinde Izoenzim

nalizlerinin Yeri

I‘zb.éznzirn analizleriyle eslesme sisteminin belirlenmesi igin galigilan izoenzimler
i fn'.anne agaclarin genotipinin bilinmesi gerekmektedir Genotipi bilinen bir anne
farkh tohumlaninda (ogul dollerinde) caligilan lokuslardaki allelerin ayriimina
--_oi;fék eslesme sistemi parametreleri belirlenir. Oncelikle kendi kendine déllenme
uy . él'ugan canl bireylerin oranimn belirlenmesi gerekir Tek bir lokus bakimindan ve
fazla Jokusa dayali olarak belirlenen oful dol genotipleri kullanilarak bir ¢ok
glesme sistemi tahmin yontemi geligtirilmigtir Fakat bunlarin hepsi aymt basit modele
a&anérak yaplir Bu model "kangik eslesme modeli” dir. Bu model, eglesmeyi iki
ne ayirir: Rasgele eglesme ve kendi kendine dollenme (Helgason ve Ennos 1991)
_ odel su varsayimlar iizerine kurulur; a) Her eslesme olay: rasgele kendinden-bagka-
_rg&lerle déllenme (t) veya kendi-kendine dollenme (s=1-t) sonucudur wve biitiin
rﬁbr.'iyolar esit uyuma sahiptir, b) Polen havuzundaki allellerin frekans1 anne ebeveyn
Biikiiefin tiimiintinkiyle benzerdir, ¢} Bir kendinden—baska—bir'eyler}e dollenmenin
éy&ana gelme olasilifi anne ebeveyn genotipinden bagmmsizdir. Sonuglar genellikle
'ta_Iﬁ‘nin edilen kendinden-bagka-bireylerle dollenme oramt (t) terimiyle bildirilir
Yﬁkandaki modele dayanarak, kendinden-bagka-bireylerle dollenme (outcrossing)
gonucu olugsmug bireylerin oramm hesaplamak icin Shaw ve vd (1981) tarafindan
'.'fammlanan cok-lokusa dayanan tahmin kullanildi Cok-lokusa dayanan tahmin yéntemi,
kendinden—baska—bireylerle dollenme oranimin tahminini yapmak igin birden fazla
..!okusdan elde edilen bilgileri kombine etmektedir. Bir tohum bahgesinde ¢ok sayida klon
- olmas1 (6roegin >25) ve bahgenin desenlenmesi sirasinda aym klonun rametlerinin belirli

- araliklarla yerlestirilmesi, genel olarak kendileme iiriinii tohumlarnin oramm azaltmada

dollenme sonucu olusmus tohumlarm bireylerin orammin yiksek oldugu (> %90)

bulunmugtur (Adams ve Birkes 1989)

Izoenzim analizleriyle polen kontaminasyonu diizeyinin belirlenmesinde, incelenen

izoenzimler bakimindan tohum bahgesi igindeki klonlarm ve tohum bahgesi etrafindaki

- etkili olmaktadir. Ortalama olarak klonal tohum bahgelerinde kendinden—baska-bireylerlg‘
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Eslesme Sisteminin ve Polen Kontaminasyonunun Belirlenmesinde 1zoenzim

nalizlerinin Yeri

- Izoenzim analizleriyle eslesme sisteminin belirlenmesi icin galistlan izoenzimler

ml dan anne agaglarin genotipinin bilinmesi gerekmektedir. Genotipi bilinen bir anne

ayall olarak eslesme sistemi parametreleri belirlenir Oncelikle kendi kendine déllenme

oluyla olusan canh bireylerin orantmn belirlenmesi gerekir. Tek bir lokus bakimindan ve
birden fazla lokusa dayah olarak belirlenen ogul dol genotipleri kullamilarak bir ¢ok
1e§me sistemi tahmin ySntemi gelistirilmistir Fakat bunlarin hepsi aynt basit modele
déyanarak yapilir. Bu model "kansik eslesme modeli" dir Bu model, eslesmeyi iki
bilegsene aymr: Rasgele eslesme ve kendi kendine déllenme (Helgason ve Ennos 1991)
Bu model su varsayimiar tizerine kurulur: a) Her eglesme olay rasgele kendinden-baska-
';'-:_bireylerle dollenme (t) veya kendi-kendine dollenme (s=1-t) sonucudur ve biitiin
‘embriyolar esit uyuma sahiptir, b) Polen havuzundaki allellerin frekans: anne ebeveyn
 bitkilerin timuntinkiyle benzerdir, ¢) Bir kendinden-bagka-bireylerle déllenmenin
| meydana gelme olasilifi anne ebeveyn genotipinden bagimsizdir Sonuglar genellikle
| tahmin edilen kendinden-bagka-bireylerle dolienme oram (1) terimiyle bildirilir.
Yukandaki modele dayanarak, kendinden-baska-bireylerle dollenme (outcrossing)
sonucu olusmus bireylerin oranm hesaplamak i¢in Shaw ve vd (1981) tarafindan
tamimlanan ¢ok-lokusa dayanan tahmin kuilandds Gok-lokusa dayanan tahmin yontemi,
kendinden-baska-bireylerle dollenme orammn  tahminini yapmak i¢in birden fazla
lokusdan elde edilen bilgileri kombine etmektedir Bir tohum bahgesinde ¢ok sayida klon
olmast (6rnegin >25) ve bahgenin desenlenmesi sirasinda aym klonun rametlerinin belirli
araliklarla yerlestirilmesi, genel olarak kendileme irinii tohumlarm oranm; azaltmada
etkili olmaktadir: Ortalama olarak klonal tohum bahgelerinde kendinden-bagka-bireylerle

dollenme sonucu olusmus tohumlarn bireylerin oranmm yuksek oldugu (> %90)
bulunmugtur (Adams ve Birkes 1989).

Izoenzim analizleriyle polen kontaminasyonu diizeyinin belirlenmesinde, incelenen

izoenzimler bakimindan tohum bahgesi i¢indeki klonlarin ve tohum bahgesi etrafindaki




gpulasyonlardakj agaglarin genotipi belirlenerek her iki kaynaktaki allellerin
oklugu ve frekanslan esas almr Ik asamada, miimkiin oldugu kadar ok lokusta
,kjé 8 veya daha fazla) tohum bahgesinde dikili bulunan biitiin bireylerin (anne-
'iféylerin) genotipi saptanir Ikinci olarak, tohum bahgesindeki bireylef lizerinde
“belirli sayida tohumun embriyolarimn ¢ahgilan biitiin lokuslar bakimindan
ge tipleri belirlenir Ugiincii asamada, ebeveynlerin (anne-baba bireylerin) genotipleri ile
lagtrilir Burada amag bir tohumun tohum bahgesi igindeki bireylerden uretilip
lmédigini belirlemektir Eger bir tohumun embriyosunun genotipinde tohum bahgesi
glﬁéé_:“'bulunmayan bir allel tespit edilmig ise o zaman bu tohum agik¢a bir yabanci polen
(yabanci baba) (kontaminasyon) urténiidiir. Bu bilgiye dayanarak kontaminasyonun

minimum tahmini yapihr.

Gergek kontaminasyon oramm belirleyebilmek igin, ¢ahgilan lokuslar bakimndan,
ohum bahgesi gen havuzundeki allellerin ferkanslariyla yakin dogal populasyonlarn gen
avuzundaki allellerin frekanslarmin da karsilastinlmast gerekir Cinki tohum bahgesi
'1'$1nda bulunan allellerin ¢ogu tohum bahgesi iginde de iiretilebilir. Yani tohum bahgesi
.islndan gelen bir allel zaten tohum bahgesi igindeki bireylerin genotipinde de bulunabilir.
Fakat aym allelin tohum bahgesi icindeki ve tohum bahgesi disindaki komsu
‘populasyonlarda frekans: farkht olabilir. Bu durumda tohum bahgesine farkli bir allelin
'.'giri;;i soz konusu degildir, fakat disaridan gelen allelier o allelin tohum bahgesindeki
frekansim degistirdiginden bu da bir genetik kontaminasyon olarak deZerlendirilir.
Tohum bahgesinden elde edilen tohumlarda tohum bahgesinde bulunmayan farkli bir
allele rastlanirsa, ve ayrica hem tohum bahgesi hem de yakin dogal populasyondaki ortak
allellerin frekansindaki farkliiklar bilinirse gergek kontaminasyon diizeyi tahmin edilebilir.
Bu nedenle bir ¢ok tohum bahgesinde gergek kontaminasyon diizeyinin, minimum

tahminin muhtemelen iki kati oldugu ileri siiriilmektedir (Harju ve Muona 1989)

Polen kontaminasyonu ve eslesme gekillerinin incelenebilmesi igin igne yaprakh
(konifer) aga¢ tirleri model organizma olarak kabul edililer. Cinkii izoenzim

caligmalarinda koniferlerin yiiksek diizeyde genetik gesithilik gosterdigi belirlenmistir,
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embriyoya katkida bulunan anasal ve babasal gametlerin genotipleri ayn ayr

nzim analizleri yapimustir. Calismanin amact: 1) Calisilan enzim sistemlerinin hem
egégémetoﬁt (endosperm, n kromozomlu) hem de embriyo dokudaki (2n kromozomlu)
a‘ntlésina yapilarmin belirlenmesi, 2) Tohum bahgesindeki klonlarin galisilan lokuslar
' mmdan genetik kimliklerinin belirlenmesi, 3) Tohum bahgesindeki eslesme sisteminin
'e_leﬁmesi, 4) Tohum bahgesinde polen kontaminasyonu diizeyinin belirlenmesidir Bu
_1__1'5;ﬁa, Titkiye’deki konifer orman afact tiirlerinin tohum bahgelerinde genetik

'onfaminasyonun diizeyl ve eslesme sekilleri konusunda yapilan ilk calisma olmaktadir.
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ahgesinin Ozellikleri

gtirma .igin secilen tohum bahgesi (Asar-Antalya), Antalya'da kiziigam tiirtine
ohum bahgesinden birisidir (Sekil 2 1) Tohum Bahgesi Orman bakanliginin
gag:ari ve Tohumlart Islah Arastrma Mudirligi tarafindan 1986 yilinda
stur. Bu tohum bahgesinin orijini, Denizli il sirlan iginde yer alan Cameli-
*dir- Baska bir deyigle, tohum bahgesini olusturan kionlarin asi celikleri Cameli-
gi’dalﬁ' aoga] populasyondaki plus agacglardan alinmustir Agi gelikleti alindif zaman

[ Tohum bahgesi

# Orijin

& Fidanhk ' .
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nda uygun altliklara aglannug ve agih fidanlar bir yil bakim ve gozlem altinda
tu ‘Fidanlar 1986 yili Subat ayinda Asar-Antalya'daki tohum bahgesi alamna

muﬁe onceden belirlene_n dikim planina gére 8 m x 8 m araliklarla dikilmisferdir

Tohﬁm bahgesi, Antalya sehir merkezinden 19 km uzaklikta ve denizden 240 m
ﬁl_i}{t‘édir GPS (kiiresel konum belirleme) aleti ile yapilan dlciimlere gore yeri, 37°

-0|vN:kuzey enlemi ile 30° 43' 30"E dogu boylam: arasindadir.

bfman Bakanhginm ilgili birimi tarafindan 1982 yilinda yapilan analizler, tohum
"es_i:_:‘.alamndaki arazi yapisimn traverten oldufunu gostermistir Arazi hazirhd
asmdé riperle toprak islemesi yapilarak traverten yapt bozulmug ve ¢ok tash bir yap
ya §ﬂcnu$tu' Toprak ozellikleri bakimindan, toprak derinlifi orta derinliktedir.
fal; tipi "kirmuzi Akdeniz topragi" (Terra-rosa) olup, bilesimi kil balgik, kil

apisindadir.

Tohum bahgesi, 11.2 ha 'k bir alan iizerinde, 28 klonun her birine ait, ortalama
0 birey (ramet) dikilerek kurulmugtur Aym ortete ait rametler belirli bir klonu olusturur
agka bir deyisle, bahgede 28 klon, her klona ait yaklasik 60 birey dikilmigtir. Halen
bahg:e tizerinde 1653 agag yasamaktadir. Bugiin (2001 yilinda) 15 yaginda olan bahgeden,
_ﬁdén yetistirmek amaciyla yedi yagindan itibaren kozalak (ve tohum) toplanmaya
;Béslammgtir" Tohum bahgesinin kuzey batisi boyunca bir yol uzanmaktadir Kuzey
'dégusunda Pinus pinea plantasyonu yer ali Giiney batisinda, bahgeden 100 m uzaklikta
bir dogal kizilgam populasyonu (Populasyon B), giiney dogusunda ise bahgeden 60 m
.Uzakhkta bir dogal kizilgam populasyonu (Populasyon A) bulunmaktadir (Sekil 2.2).

2.2. Analizler icin Tohum Toplanmas

Tohum bahgesi yerlesim plamnda bahgedeki 28 klonun her birinden ii¢ ramet
olmak iizere toplam 84 apag rastlantisal olarak belirlenmis ve bu 84 afa¢ tohum bahcesi

yerlesim plamnda isaretlenmigtir. Tohum bahgesi icerisinden segilen agaclarin yerleri Ek-




YOL

Sekil 2 2: Tohum bahgesinin genel krokisi (6lgege gore degildir)

Pinus pinea plantasyonu

TOHUM BAHCESI
{(Pinus Brutia Ten)

100 m

POPN B

XA

60m

V NdOd




S gﬁney dogusundaki ve glney batist iki dogal kizlgam populasyonunun,
iy populasyon A ve populasyon B, her birinden de yaklagik 30'ar agagtan
aklar 'tﬁplammstu Her bir agaca ait kezalaklar -ayri ayn porbalara “onmug ve

arin uzerlexme agacm kimligini belirten bir.etiket yapistinlmgtir.

: ﬁer' bir agaca ait kozalaklar, tohumlarm ¢ikanlmas: igleminde ayn ayn file
s_eidihdéki torbalara aktardmustir Fileler kozalaklar agilip tohumlar serbest kaldiginda
ymlar dokiilmeyecek, file iginde kalacak gekilde gozeneklere sahiptir.  Filelerin
'é:hé kozalaklar konduktan sonra, fileler diiz bir zemine yayilarak, dogal kosullarda,
gines 1sisinda kozalaklann agilmasi ve fileler elle sallanarak tohumlarn serbest kalmast
| dnimgt:r" Cikanlan tohumlar tekrar ayn ayn torbalara konulmug ve her birinin tizerine
t’oﬁﬁnﬁann kimliklerini (Populasyon kodu, ana¢ kodu, ramet kodu) belirten etiketler
yap;.stmlnnstlr. Tohumlar analizlere baslamncaya kadar +4 °C'de saklanmusgtir.

2;3. Elektroforetik Metodlar

| Elektroforetik analizler, cimlenmis tohumun megagametofitik (endosperm, n
_kromozomlu) ve embriyo (2n kromozomlu) dokusunda gergeklegtirilmigtir. Cimlendirme
islemi igin her bir agaca ait tohumlar, 6nce %1'lik H,O, (Hidrojen peroksit) ile bir gece
& islatxlrms; sonra da birbirine degmeyecek sekilde, igerisine Whatman kagdi konmus petri
“kaplarmna dizilmistir Nemliligi salamak igin petri kaplannm igerisine baglangigta 10 mi
distile su ilave edilmigtir. Petri kaplan giintik 12 saat aydinlatma ve 24 °C sicakhktaki
iklim odasina yerlestitilmistir (Kara 1996, Krugman vd 1974) Perti kaplarmin

distile su ilavesi yapiimgtir. Yaklagik 8-10 ginde tohumlar gimlenmeye baglangtir.
Calgtlan enzimler, radikulasi 3-5 mm olan ¢imlenmis tohumlara ait dokularda en iyi
bantlagmalann verdigi icin anafizlerde, radikulasi 3-5 mm'yi gegmeyen tohumlar
kullantnustir  Radikula kismmnmn fazla bijyimemesi igin, ¢imienen tohumlar, analizier

R

I bahgesme ait kroki tizerinde ayrica gosterilmistir Nisan 1997 de tohum L
. :kl'..bu 84 agactan kozalaklar toplanmistir. Ayrica, 1998 yihinda tohum

igerisindeki Whatman kagitlarimin nemliligini korumak igin daha sonra gerek duyuldukge |
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lincaya kadat +4°C'de tutulmustur Analizler igin yeteri kadar tohum ¢imlendikten
e fésta bir bistiiri yardimiyla vzaklagtinlmigty Tohumun megagametofit ve embriyo

s .irine bir bistiiri yardimiyla birbirinden ayrilmistir Her bir deneme seti igin 16

mun megagametofiti ve embriyosu bu gekilde birbirinden ayrimustr Bu. dokular,
en_naé 0.5 cm c¢apinda ve 1 cm derinlifinde, 96 adet kuyucuk bulunan ekstraksiyon
da ayn1 ayn kuyucuklara konmus ve her bir kuyucuktaki doku tizerine 75 ml

kstraksiyon tamponu (buffer) ilave edilmigtis

Ekstraksiyon tamponu:

0.2 M Fosfat tamponu pH:7 5 5ml
Triton X-100 10 pul
2-Meikaptoetanol 10 ul
Bovin Serum Albiimin 4 mg

:_Bh sekilde hazirlanan omekler ya hemen cam bir gubuk (baget) yardimuyla ekstrakte
edilerek analizlerde kullamlmg ya da -80 °C'de dondurularak daha somraki giinlerde

kullanﬂmi stir.

Elde edilen 6ziitler Nigasta Jel Elektroforezi teknigi kullanilarak 9 enzim sistemi
tarafindan belirlenen 14 lokus igin analiz edilmistir (Cizelge 2.1) Segilen lokuslar
tohumun hem megagametofik hem de embriyo dokusunda net bantlar verip
- vermemesine gore secilmis ve net bantlar verenler degerlendirilmistir. Jellerin
hazirlanmas: ve elektroforez igleminin yapiimasinda baz kiigitk modifikasyonlarla Conkle

vd (1982) metodu kullamlmgtir (Kara 1996).

Caligilan enzim sistemlerine uygun olarak pH'lan 6.1 ile 8 8 arasinda degisen dort
farkli jel ve elektrot tamponu kullanilmugtir. Hangi enzimler icin hangi jel ve elektrot

tampon sisteminin kullanddig1 Cizelge 2. 2'de gosterilmistir
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i'f:l'.:hazu'lanmasmda elektrofereze uygun olarak hazirlanmug patates nigastas
stir. Nigasta jel, farkh biiyiikliik ve iyonik kuvvetteki protein molekiilierinin
akirm altinda birbirinden ayrilmast igin, érneklerin uygulandigs bir destek dolgu
(Feret ve Bergmann 1976, Cheliak ve Pitel. 1984, Stuber vd 1988, Andrews
hields vd. 1983) Jeller, % 12 5'Muk olarak elektroforezden bir giin once
ﬂanml'étlr. Jel tamponunun 1/3'Qi nigastayr ¢ozelti haline getirmek igin ayrilmugtir
k{gfn (2/3) 1000 mlilik emzikli bir erlen igerisine bosaltilmuigtir Erlen igerisindeki
n, bir Bunzen Bek (Bunzen Burner) alevi lizerinde 4-5 dakika isitildiktan sonra
kum':ﬁompam yardim ile isinan tamponun havasi uzaklagtinlmig ve 1-2 dakika daha
sltlr;éya devam edilmistir. Bu arada jel tamponunun aynlan kismm, nigastanm tizerine
ltimis ve bir cam cubuk ile iyice kangtirlarak coziinmesi saglanmistir Nigasta
ndiikten sonra, 1sinan tampon ile kangtirilmg ve berraklagincaya kadar Bunzen Bek
evi tizerinde kangtinlarak kaynatildi Kaynatma siasmda olusan hava kabarciklan
 vakum pompasi yardim ile uzaklagtinldi Bu iglem her bir deneme seti igin yaklagik
ZSIdakika siitdii. Hazirlanan jeller, cam plakalar izerine sabitlestirilmis 15x19x0.7 cm
batlarinda pleksiglas g¢ergeveler igerisine bosaltilarak oda sicakliginda sofumaya
1rak11d1 Her bir jelin Gizeri, donduktan sonra kurumamas i¢in stre¢ film ile kapatildi ve

e boyunca oda sicakbiginda tutuldu Ertesi sabah jeller, elektroforez isglemi

Yguianmaya baglanifmasindan bir saat énce +4 °C'ye alindi

Elektroforez igin, pleksiglastan yapimug elektroforez tanklant ve Consort marka,

_'1'32 model (azami 500 V, 50 W ve 100 mA) gii¢ kaynag kullamlmistir Ozistlemeden

men sonra, bir giin énceden hazirlanan ve elektroforezden bir saat énce +4 °C'ye
taginan jel, bir buz kabi tizerine alinmstir Jel, katodal kismdan anodal kisima dogru
_yé_iklaglk 3 em Gteden bir bistiri ile kesilmistir Jelin kesilen iki parcgasi birbirinden
aynlmigt, Ozitleme kabinda her bir kuyucuktaki ozitler 0.3x1 cm ebatlarinda kesilmis
.Whatman No:3 kromotografi kagitlarina emdiriimigtir Emdirilen Whatman kagitlar jelin
I_'i_.{ésilen kismina uygulanmigtir.  Elektroforezin ne zaman sonlandinlacagina karar
ﬁ?ér'ebilmek igin %0.1'ik Brom fenol blue emdirilmis tki Whatman kagidi da jele
_Yerlestiﬁlmigth (Brom fenol blue molekiil agithg: oldukea kigitk mavi renkli bir boyadir
Brom fenol blue hem molekiil aguligmn kiigiik olmast hem de renkli olmasmndan dolayr




lde izlenmesi kolaydir. Bu nedenle de elektroforetik galismalarda markir boya olarak
'_.kuilamhr) Ornekler, Whatman kagidi aracih ile jele uygulandiktan sonra jelin her iki
pargast tekrar birlestirilmis ve jelin iki parcast ince bir siinger bez ile sikagtirlmgtir
ektroforez  tankina  elektrot tamponu konularak, jel, elektroforez tankimna
: _érlegtifilnﬁgtir; Jel ve elektrot tamponu arasindaki baglant: singer bezler ile saglanms ve
;Jézlin iizeri stre¢ film ile ortiilmistiir Gig kaynagun + ve - ¢iktilan ile elektroforez
fankinm + ve - girdileri arasindaki baglanti saglanmig ve her bir jele gerekli akim
;:usrgulamrmtu' (Cizelge 22) (Kara 1996) Elektroforez sirasinda, jele akim
.uygulandlgmda olusan 1smmadan dolayr enzimlerin akftivitelerini kaybetmemeleri igin
jéllerin altina ve tizerine birer buz paketi konarak elektroforez islemi yapilmugtir Markir
boya olarak kullanilan Brom Fenol Blue, orijinden 8 cm uzaklifa varinca elektroforez

islemi sonlandirtmigtir.

Elektroforez tamamlandiktan sonra jeller, elektroforez tankmdan uzaklagtirilmmg
ve bir misina yardimyla yatay yonde dilimlere ayrimigtu. Her zaman en istteki dilim
atildi ve geri kalan jel dilimlerinin her biri boyama i¢in ayr1 cam kaplara almmugtr.
_'Boyama isleminde enzimlere 6zgii maddeler (substrat + boya) kullamlmugtir Enzim,
kendisine ozgil madde ile reaksiyona girip lrime doniigtiirdiiglinde, triin ortamdaki
renkli madde ile baglanmis ve bdylece enzimin bulundugu bolgeler jel iizerinde renkli

- bantlar olarak goriinmiistiir:

_ Got enzimi disindaki diger enzim sistemlerinde, boya maddeleri boyama
 isleminden hemen 6nce, boyama tamponuna katimistir Iyice kangtinldiktan sonra cam
kap igerisindeki jelin {izerine bosaltilarak 37 °C'de, karanlikta boyanmaya birakilmugtr:

- Adh enziminde substrat olarak kullamilan etanoliin buharlagarak uzaklagmamas: igin cam

; kap bir strec film ile Griilmuistiir

Got enzimi igin, boya maddelerinin ilk ti¢ii boyamadan 5-10 dakika 6nce boyama
tamponuna eklenmis ve boyamadan hemen 6nce Fast Blue BB salt ¢ozeltisi ilave edilerek
Jelin {izerine bosaltlmistir Jel oda sicakhiginda karanlikta boyanmaya birakidmistir. Boya

tamponlarimin igerigi Cizelge 2.3 'de, enzimlerin boyama tamponu ve boya maddeleni
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izelge 2.3: Jellerin boyanmasinda kullanilan boya tamponlarmin igerigi

| .;'Tampon PH icerik
e Sodyum fosfat monobazik 384 g
02 M Fosfat tamponu 75 Sodyum fosfat dibazik 2386 g
: Distile su 10 L
Trizma baz 160 g
' _.0 I M Tris-HCI tamponu* 7.0 Trizma hidroklorid 1374 g
Distile su 10 L
Trizma baz 740 g
0 1 M Tris-HCI tamponu* 83 Trizma hidroklorid 614 g
: Distile su 10 L

* Bu ¢ozeltiler Cizelge 2 4'deki konsantrasyonlara seyreltitir

Cizelge 2.4'de gosterilmigtir Boyamadan sonra biitiin enzimlere ait jeller, musluk suyu

altinda yikanmagtar.

Jellerin boyanmasi igleminden sonra, jelde goriinen bantlarin, &rneklerin
uygulanma noktasmndan itibaren (orijin) ne kadar mesafe (cm) uzakta oldugu ol¢iilmiistiir
Markir boya olarak kullanlan Brom Fenol Blue her bir jelde orjjinden 8 cm uzakhiga
vannca elektroforez iglemi sonlandinldi® icin, alleller dogrudan mobilitelerine gore bir
birinden ayrilmus ve her bir allele daha 6nceki ¢alismalarda verilen numaralara da sadik
kalmarak numara verilmistir Eger daha onceki caligmalardan farkh relatif mobiliteye
sahip bir bant gozlenmigse bu allele yeni bir numara verilmistir. Béylece her bir jeldeki

bantlagma fenotipleri belirlenmistir.
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,2.4: Caligtlan enzimierin boyama tamponu ve boya maddeleri

Boyama taponu

Boya maddeleri

02 M Fosfat, pH:7 5

Cis-akotnik asit 150.0 mg
%1k MgCl, 10 mi
0.2 M Tris-HCI, pH:8.3 NADP 10.0mg
NBT 100 mg
PMS 50mg
%95'lk Etil alkol 20 ml
0.05 M Tris-HCI, pH:8 3 NAD 10 0 mg
NBT 10.0 mg
PMS 50mg
1 M L-Glutamik asit 20ml
0.1 M CaCi2 2. 0ml
0.05 M Tris-HCI, pH:8 3 NAD 10 0 mg
NBT 10.0 mg
PMS 50mg
%0.5'lik Pridoksal fosfat 1.6 mt

02 M Aspartik asit, pH:7.5 13.6 ml

o-ketoglutarat 2.0ml
Fast blue BB salt 225mg/15 ml
1 M Malik asit, pH:7.5 20ml
005 M Tris-HCL, pH:8 3 NAD 10.0 mg
NBT 10.0 mg
PMS 50mg

Devami arkada
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¢ 2. 4'in devami

y Menadion 200mg
0.05 M Tnis-HCL, pH:7.0 NADH 250mg
NBT 10 0 mg

6-fosfoglukonik asit 500 mg
0.05 M Tris-HCI, pH:8.3 NADP 10 O mg
NBT 10 0 mg
PMS 50mg

D-fruktoz-6-fosfat 40.0 mg

%]1'lik MgCl, 20ml

0.05 M Tris-HCI, pH:8.3 GS6PDH 200U
NADP 10.0mg
NBT 10.0 mg
PMS 50mg

Sikimik asit 200.0 mg
01 M Tris-HCL, pH:8 3 NADP 10 O mg
NBT 10 O mg
PMS 50mg
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Fénotipler' belirlendikten sonra bazi jeller, ya sabitlestirme solusyonun iginde ya
ﬁlarak saklanmmstir Kurutma iglemi i¢in %25k gliserin ve naylon filmler
gmlnﬁstlr‘. TJelden biraz daha biiyitk kesilmig iki naylon film %257k gliserin igerisinde
sgﬁhmgtxra Gliserinli- naylon filmin bir kat1 bir cam tabakast iizerine yayilmigtir

jel yerlestirilmis ve diger naylon film ile kapatilmistir. Iki naylon film arasinda

kabarcifimin kalmamasina dikkat edilerek iizerine bir kurutma kagidi konmus ve
maya birakilmigtir  Bazi jellerin gorintileri bir tarayict (scanner) aracthg: ile

;‘d'o’éfudan bilgisayar ortamina aktarilmstir.

2.4, Verilerin degerlendirilme Yontemleri

- Cahsilan lokuslar bakmundan jelde olugan bantlagma gekline gore once enzimlerin

bantlagsma fenotipleri belirlenmistir Bu enzim fenotiplerine dayanarak:

1- Her bir enzimin kizilgam tiiriinde kalitim sekli belirlenmagtir.

2- Tohum bahgesindeki 28 klonun, verilen lokuslar agismdan, ¢ok-lokuslu allozim
genotipleri belirlenmigtir Bunun i¢in her klondan 3'er ramet ve her rametten de
yaklastk 16 tohumun megagemotofit ve embriyo dokusu analiz edilmistir Her
klondan 3 ramet tizerinde analizler yapmakia aym zamanda aym klona ait oldugu
varsayilan rametlerin de, gergekten aym klondan olup olmadi@ (yani aym
genotipe sahip olup olmadifr) belirlenmeye ¢alistlmistir. Her bir ramet (agag) igin
yaklagtk 16 megagametofitin allozim dagilimindan, 11 lokus igin, bahcedeki 28
klonun genotipleri belirlenmigtir Bir bireyin genotipinin yanhs tesbit edilme
olasihifl, o bireyden sadece 7 megagametofit analiz edildiginde bile, %2’den
(0 02'den) daha azdir [P:(1/2)™", n:her bir agagtan 6rneklenen megagametofitlerin
sayisidir. ] Ciinkli megagametofit doku koniferlerde haploiddir ve tohum
olusumuna katkida bulunan anneye ait gamet ile genetik olarak aymdir.

3- Tohum bahgesinden, Populasyon A'dan ve Populasyon B'den 6rneklenen her bir
birey tizerinde yapilan analizler sonucu, verilen lokuslar igin, hangi allellerin

mevcut oldufu ve her bir lokustaki alel frekanslar belirlenmigtir Tohum

&
e

=

ay



pbahgesinin, Populasyon A'min ve Populasyon B'nin genetik gesitliliSine ait
parametreler (polimorfizm diizeyi, ortalama allel sayist ve gdzlenen ve beklenen
‘heterozigotluk diizeyleri) hesaplanmuistir Bu parametreleri hesaplayabilmek icin
“BIOSYS-2 programu kullamlmistir (Black 1997) Boylece tohum bahgesinin,
~Populasyon A'mn ve Populasyon B'nin gen havuzu ve genetik ¢esitliligi hakkinda
bilgiler edinilmistis

Tohum bahgesi igindeki bir agaca gelen polenlerin gametik g¢ok-lokuslu
| genotipleri, o bireyin tohumlaninda megagametofit ve embriyo dokunun ardigik
olarak analizi ile belirlenmigtir. Megagametofit doku embriyo olugumuna katkida
bulunan anasal gametin genotipini yansitir. Boylece her bir lokus igin
megagametofit dokudaki bant ile, o megagametofit dokusuna karsilik gelen
embriyo dokusundan elde edilen bant kargilagtinlarak, embriyo olusumuna
katkida bulunan polen gametinin genotipi belirlenmigtir. Tohum bahgesinden
orneklenen 84 bireyin her birinden rastgele secilen yaklagik 16 tohumda (toplam
olarak yaklagik 1400 tohum) polen gametlerinin genotipi belirlenmistir.

Polen kontaminasyonu orammn tahmini igin yukarida 2 , 3 ve 4 maddelerde elde
“edilen bilgiler kullamlnugtir. Ciinkii polen kontaminasyonu oramnin belitlenebilmesi igin,
ilgilenilen tohum bahgesindeki biitiin klonlarin genotipinin, galigilan lokuslar bakimindan
‘Dbilinmesi gerekir Tohum bahgesi igerisindeki bireyler tarafindan olusturulan tohumlarin
“embriyolanna katkida bulunan polen gametlerinin genotipi bilinmelidir Ayrica tohum
' .bahgesi civanndaki dogal populasyonlarda, ¢aligilan enzimlerin allel frekanslarimn
bilinmesi gerekir Polen kontaminasyonu tahmini icin gelistirilen model tohum
- bahgesindeki olast tim gok-lokuslu polen genotipleriyle analiz edilen her bir embriyonun
- olusumuna katkida bulunan gok-lokuslu polen genotipinin karsilagtirimasma dayamir.
Tohum bahgesi tarafindan diretilmeyen biitin polen gametleri belirlenebilir
kontaminantlardir (b) Belirlenebilir kontaminantlarin oram polen kontaminasyonunun
“minimum  tahmini”dir. Bunun  “minimum” tahmin olmasmmn nedeni, baz
kontaminantlarin muhtemel olarak tohum bahgesi klonlar1 tarafindan tretilenlerinkinden
ayut edilemeyen c¢ok-lokuslu genotiplere sahip olmasindandir.  Gergek polen

kontaminasyonu oramm (m) g6zlenen kontaminantlarin oramnm (b), dogal
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ulasyondaki bir polen taneciginin belirlenebilir bir gok-lokustu marker genotipi

abzime olasiigina (d) boliinmesiyle hesaplanir (Smith ve Adams 1983)
- m=b/d

m: Gergek polen kontaminasyonu orani
' b: Gozlenen kontaminantlarm orant
" d: Dogal populasyondaki bir polen taneciginin belirlenebilir bir gok-lokuslu

marker genotipi tagiyabilme olasihi

- Polen kontaminasyonuyla ilgili olan parametrelerin hesaplanmasinda Turbo
AéIC’de yazilan bir bilgisayar programi olan GENFLOW kullandmistir (Adams ve
Jurczyk 1993),

Eslesme 51stemme ait parametrelerin belirlenebilmesi igin, annenin genotipinin ve
anneye ait genotipik frekanslarn tahmini, yabanci polen havuzundaki allel frekanslan ve
endi-kendine déllenme ve disandan dollenme sonucu olugsan ogul dollerin oramnm
gjiriemnesi gerekmektedir (Shaw ve Allard 1982). Shaw vd 1981'de kargik eslesme
odeline (Mixed-Mating) dayanarak s ve t tahmini yapmustir. Cok-lokus metodu kendi-
'ke::'ndine dollenenler ile kendinden-baska-bireylerle doéllenenler arasinda dogrudan bir
. j_}rlm yapar. Tohum bahgesinin eslesme sistemiyle ilgili parametreler, Ritland (1998)
tarafindan yazilan ve maximum likelihood prosediiriine dayanan "Multi Locus Mating
_System Program" (MLTR) kullanilarak hesaplanmugtir

: Tohum bahgesi tarafindan iiretilen disi gicekler 1slah edilmemis agaclardan gelen
polenlere dollendiginde, bu disi gigeklerden olusan tohumlardan elde edilecek genetik
kazang:, kontaminasyonun olmadifn durumda elde edilecek kazancin yarist kadar
oiacaktlr Polen kontaminasyonunun genetik kazang iizerine olabilecek olumsuz etkisini,
‘Yani genetik kazanctaki azalmay: ve elde edilecek net genetik kazanci hesaplamak icin,

- agagidaki formiil kullandmigtir (Squillace ve Long 1981)
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‘nzim Fenotipleri

"Yép]lan analizler sonucunda calisitan her bir enzim sistemi igin oncelikie
"$m£1 fenotipleri belirlenmistir. Bantlagsma fenotipleri hem megagametofit hem de
:‘ﬁbnyd dokuda karsilagtirmalt olarak incelenmig, boylece her bir enzimin bantlagma sekli
'da bilgiler ortaya konmugtur Her bir enzimin bantlasma fenotip: asagidaki gibi

'mnﬂénabilir':

. Akonitaz (Aco): Akonitaz i¢in boyanan jellerde tek bir zonda aktivite
"zlénmistir Bu durum, Akonitaz enziminin tek bir lokusunun oldugunu
gostermektedir  Aco lokusunda haploidd megagametofitik dokudaki bantlar
ceiendiginde farkhh mobilitelere sahip iki allel gozlenmigtir Megagametofit dokunun
er- zaman tek banth oldugu gériilmistiir. Embriyo dokuda, homozigot bireyler tek bant,
he erozigot bireyler ise her iki allelin horﬁozigot oldugu duromdaki mesafede iki bant
olusturmustur. Bu bantlagma gekli Akonitaz lokusunun monomerik bir alt birim yapisma
ahip oldugunu gostermektedir (Sekil 3 1, Sekil 3.2). Populasyon A ve Populasyon B'de

er iki allele de rastlanmustir Tohum bahgesinde ise sadece 1. allel gbzlenmigtir .

Alkol dehidreogenaz (Adh) enzimi: Alkol dehidrogenaz igin boyanan jellerde
iki farklt zonda bantlar gozlenmistir Bu zonlardan onde olana Adh-1=1. lokus, digerine
.Adh-2=2 lokus denmigtir. Adh-1 lokusundaki boyanmann zayif olmast yiiziinden, Adh-
1 lokusundaki genotipler belirlenememigtir Adh-2 lokusunda haploid megagametofitik
dokudaki bantlar incelendiginde farkli mobilitelere sahip iki allel gozlenmistir
Megagametofit dokunun her zaman tek banth oldugu gorilmiistir. Embriyo dokuda,
homozigot bireyler tek bant, heterozigot bireyler ise tighi bant (her iki allelin bulundugu
poziyonda iki bant ve bir de her iki allele ait bantlann ortasinda bir heterobant)
olusturmugtur (Sekil 3.1, Sekil 3 3) Bu bantlasma sekli Adh-2 lokusunun dimerik alt
birim yapisma sahip oldugunu gostermektedir. Populasyon A’da, Populasyon B’de ve

ayrica tohum bahgesindeki bireylerde her iki allele de rastlanmugtsr
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émtamat dehidrogenaz (Gdh) enzimi:

Tek bir zonda bant gozlenmistir Pinus
zerinde yapilan daha énceki calismalarda Gdh enzimine ajt 3 farkli allel
ne ragmen, bu-galismada sadece 1 no

lu allel gozlenmistir (Sekil 3.1, Sekil
Z edilen tohumlardan her hangi birinde (embriyo dokularinda) heterozigot bir
astlanimadigindan bu  enzimin al

t birim yapist belirlenememigtir  Hem
a‘-g‘y'o'ﬁ- A ve Populasyon B’deki bireylerde, ve

erde sadece 1 no’lu allel gozlenmistir

hem de tohum bahgesindeki

']utamat-oksaloasetat—tr'ansaminaz (Got) enzimi: Analizler sonucunda ii¢

_nda aktivite gézlenmigtir Got-1, Got-2 ve Got-3 lokuslarinin her birinde ikiger

ozlenmistir. Got-1 ve Got-2 lokuslarinda megagametofit dokunun her zaman tek

@iugu gorilmistiir. Embriyo dokuda, homozigot bireyler tek bant, heterozigot
se tig bant (her iki allele de ait olan bantlan ve bir de her iki allele ait bantlarmn
dé heterobant) olusturmustur. Got-3 lokusunda ise megagametofit dokuda iki
obiliteye sahip tichi bantlar gozlenmigtir: Embriyo dokuda ise homozigot bireyler
I ﬁt'-.verirken heterozigot bireylerde 9 bant gozlenmistir By bantlagma sekli Got
_mn_.. dimerik alt birim yapisina sahip oldugunu géstermektedir Bantlar Got-1 ve
kuslarinda negatif kutuptan pozitife dogru ilerlerken, Got-3 lokusunda pozitif
pian negatif kutba dogru da ilerledigi gozlenmistir (Sekil 3.1, Sekil 3 5) Got.1
ndaki Allele 1 hem tohum bahgesinde hem de Populasyon A’da ve Populasyon

80zlenirken, Allel 2 sadece populasyon A'da gozlenmistir Got-

2 lokusunun her iki
K€ de, hem dogal

populasyoniarda (Populasyon A ve Populasyon B) ve hem de
:"bahgesinde rastlamigtir. Got-3 lokusunda ise, Got-1 lokusunda

oldugu gibi,
Populasyon A'da Allele 2’ye rastlannugtir

Mala¢ dehidrogenaz (Mdh) enzimi:

Dért (4) farkl zonda aktivite gozlenmistir
t sadece Mdh-

I'e ait bantlar net olarak belirlenebilmi

stir. Mdh-1’e ait bantlarin jelde
olarak boyandigy gozlenmigtir. Mdh-

I lokusunda iki allel gozlenmigtir Mdh-1

da> hOmozigot bireyler tek bant, heterozigot bireyler ise ti¢ bant (her iki allele de ajt




flarz ve bir de her iki allele ait bantlarin ortasinda heterobant) olusturmustur Bu
astna sekli Mdh-1 lokusunun dimerik alt birim yapisina sahip oldugunu
rmektedlt Mdh-1%in 1. alleli ve Mdh-2 lokusu cakigtifn i¢in Mdh-2 lokusundaki
(ler). pelirlenememigtir. Mdh-3 lokusuna ait bant ise Mdh-1'in 2. alleli ile gakigmugtir:
dolayt Mdh-3 de degerlendirmeye alinmamstir Mdh-4 lokusunda ise ¢ok silik
a oldugu gozlenmistir Mdh-4 lokusunda bir varyasyon gozlenmesine ragmen
o silik oldugundan bu lokusdaki alleller tam olarak belirfenememigtir ve
egerlendlrmeye almmamustir (Sekil 3.1, Sekil 3 6). Mdh-1 lokusundaki her iki allele,
e Populasyon A ve Populasyon B’deki bireylerde ve hem de tohum bahgesindeki

ireylerde rastlanmugtir.

Menadion rediiktaz (Mnr) enzimi: iki aktif zonda bantlar gézlenmigtir. Mnr-1
okusunda sadece bir allel gozlenmigtir Mnr-2 lokusunda ise iki allel gézlenmistir.
. Embriyo dokuda, homozigot bireyler, tek bant heterozigot bireyler ise iki bant (her iki
allele de ait olan bantlart) olusturmustur (Sekil 3.1, Sekil 3 7) Bu bantlagma sekli Mnr-2
okusunun monomerik alt birim yapisina sahip oldugunu gostermektedir Mnr-2
‘lokusunda Populasyon A, Populasyon B ve tohum bahgesmdeki bireylerde her iki allele

- de 1astlannugtir.

6-fosfoglukonat dehidrogenaz (6pgd) enzimi: Analizler sonucunda ki (2)
farkli zonda bantlar gozlenmigtir Hem 6pgd-1 lokusunda hem de 6pgd-2 lokusunda tiger
allel gozlenmistir Her iki lokusta da embriyo dokuda, homozigot bireyler tek bant,
heterozigot bireyler ise ii¢ bant (her iki allele de ait olan bantlan ve bir de her iki aliele
ait bantlann ortasinda heterobant) olusturmustur (Sekil 3.1, Sekil 3 8) Bu bantlagma
sekli 6pgd enziminin dimerik alt birim yapisina sahip oldugunu gostermektedir.
Populasyon A, Populasyon B ve tohum bahgesindeki bireylerde, 6pgd-1 ve 6pgd-2

lokuslarmdaki her ti¢ allele de rastlanmugtir

Fosfoglukoizomeraz (Pgi): Analizler sonucunda iki farkh zonda bantlar
gozlenmistir. Pgi-1 lokusunda sadece bir allel gozlenmistir. Megagametofit dokuda her

zaman ikili banta, embriyo dokuda ise tek banta rastlanmustir Pgi-2 lokusunda ise ¢




Jenmistit  Pgi-2 lokusunda alleller megagametofit dokuda tigli bantlar
Embriyo dokuda ise homozigot bireyler tek bant olugturuken heterozigot
er‘t:l:é_: iic bant (her iki allele de ait olan bantlart ve bir de her iki allele ait bantlarn
n a:-heterobant) olugmustur (Sekil 3.1, Sekil 3.9) Bu bantlagma gekli Pgi-2
sunun dimerik alt birim yapisina sahip oldugunu gostermektedir. Pgi-2 lokusundaki
j-?'é}ve Allel 2’ye hem tohum bahgesindeki hem d populasyon A’daki ve populasyon
ek.i:.l.:)ireylerde rastlanirken, Allel 3’e sadece tohum bahgesinde iiretilen tohumlarm

mbriyolanna katkida bulunan polen gametlerinde rastlanmgtir

| Sikimat dehidrogenaz (Sdh) enzimi: ki zonda bantlar gozlenmigtir (Sdh-1 ve
h-2 lokuslart) Sdh-1 lokusunda iig allel gozlenmigtir. Megagametofit dokuda Allele 2
Al]ele 3 ikili bant olugtururken Allele 1 tek bant olusturmustur Embriyo dokuda
Alele 1 homozigot bireylerde tek bant olusturmustur. Allele 2 ve allele 3 homozigot

reylerde, megagametofit dokudaki gibi yine ikili bant olusturmugtur. Allel 1 ve Allel
nin bantlagma sekli heterozigot bireylerde Allel 2'ye benzemekle birlikte dndeki bantin

Ijifeylerde iichi bant olusturdugu gorilmigtir Allel 1 ve Allel 3 ise heterozigot
bireylerde iki bant olugmustur. Sdh-2 Jokusundaki bantlar ¢ok silik oldugu igin her
zaman kaydedilememistir Bu nedenlede Sdh-2 lokusu degerlendirmelere dahil
edilmemigtir {Sekil 3 1, Sekil 3.10)

3.2. Tohum Bahcesi Klonlarmmin Genetik Kimliklerinin Tespiti

Tohum bahgesindeki 28 klonun her birinden tiger ramet ve her rametten de 16
tohum iizerinde yapilan analizler sonucunda, tohum bahgesindeki klonlann genotipi
belirlenmigtir. Her bir klonun galigtlan enzim lokuslart bakimndan genotipi Cizelge 3.1'de
gosterilmistir. Biitiin lokuslar hepsi birden aym anda gozoniine alindiginda 28 klonun her

birinin farkli genotiplere sahip oldugu gézlenmistir

Tohum bahgesindeki her bir klon 30'dan (20 no’lu kion) 90'a (8 no’lu klon) degisen

sayilarda rametlere sahiptir. Yapilan analizler sonucunda her bir klondan 6meklenen tg
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Sekil 3 1: Analiz edilen enzim sistemlerinin megagametofit ve embrivo dokuda
bantlasma sekillerinin gematik olarak gosterilmesi (M: Megagametofit,
E: Embriyo) (Devam: arkada).



2 22

Devam arkada




1 B 2 2 2 1 3 33 3 x5

Devam arkada






Kizilgamda Akonitaz (Aco) enziminin jeldeki goriinimi

(M: Megagametofit dokuya ait bant, E: Embriyo dokuya ait bant)

Sekil 3.3: Kizilgamda Alkol dehidrogenaz (Adh) enziminin jeldeki goriinimu
(M: Megagametofit dokuya ait bant, E: Embriyo dokuya ait bant)

36

Qrijin (-}

Orijin {-)




Onpine ()

Sekil 3 4: Kizilgamda Glutamat dehidrogenaz (Gdh) enziminin jeldeki gorinimi
(M: Megagametofit dokuya ait bant, E: Embriyo dokuya ait bant)

Sekil 3 5. Kuzilgamda Glutamat-oksala asetat transaminaz  (Got) enziminin jeldeki
gorintimii (M: Megagametofit dokuya ait bant, E: Embriyo dokuya ait bant)




Allet 1

Orijin {-)

- Sekil 3 61 Kizilgamda Malat dehidrogenaz (Mdh) enziminin jeldeki goriiniimi
' (M: Megagametofit dokuya ait bant, E: Embtiyo dokuya ait bant)

CQrijin {-)

Sekil 3 7: Kizilgamda Menadion rediiktaz (Mnr) enziminin ] eldeki goriinima
(M: Megagametofit dokuya ait bant, : Embriyo dokuya ait bant})

wilfl




oPpl-2

6Pgil-3

Orijain (-}

Sekll 38 Kizlgamda 6-Fosfoglukonat dehidrogenaz (6-Pgd) enziminin jeldeki
gorimtimii (M: Megagametofit dokuya ait bant, E: Embriyo dokuya ait bant)

Sekil 3. 9: Kizilgamda Fosfogluko izomeraz (Pgi) enziminin jeldeki goruntmi (M: ¢
Megagametofit dokuya ait bant, E: Embriyo dokuya ait bant)
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(+)

o M2 Al

. Orijin {~)

(M: Megagametofit dokuya ait bant, E: Embriyo dokuya ait bant)
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metin genotipleri kargilagtirilougtir. - Amag, bir klonun genotipini belirlerken ayni
samanda gahsilan Gg rametin gergekten aym klona ait olup olmadigim da tespit etmektir.
kim analizler sonucu elde edilen bulgular, 28 klondan bes klondaki birer adet
ametin, aynt klonun -diger iki rametinin genotiplerine tipatip benzemedigini

sstermektedir Klon 4, klon 6, klon 15, klon 18 ve klon 21'e ait rametlerde bu durum

£

espit edilmistir (Cizelge 3 2) Klon 4'in farkli olan rametinin (3. ramet) klon 24'Un
..enotipine benzedigi, klon 6'mn farkli olan rametinin (3. ramet) klon 7'nin genotipine
benzedigi, klon 15%n farkli olan rametinin (2 ramet) klon 14'lin genotipine benzedigi ve
:-.latm 20'nin farkli olan rametinin (2. ramet) klon 24'%in genotipine benzedifi tespit
dilmistir. Klon 18'in farkli olan rametinin (2. ramet) ise tohum bahgesindeki hi¢ bir
‘klonun genotipine benzemedigi goriilmiigtir. Bu durum adi gegen rametlerin yanlhs
‘etiketlenmis oldugunun agik bir kantidir Adi gegen klonlann bu rametleri, agagidaki

degerlendirmelerde dikkate almmamugtir.

3.3. Gen Frekanslar ve Genetik Cesitlilik

Ug farkli populasyonda (Tohum bahgesi, Populasyon A ve Populasyon B'de)
caliglan dokuz farkli enzim goz Onine alindiginda kizilgamda toplam 14 lokus
belirlenmigtir Bu 14 lokusta toplam 28 allel gézlenmistir Gozlenen her bir lokustaki allel
frekanslar: Cizelge 3 3'de sunulmugtur Analiz edilen 14 lokustan tigtiniin (Gdh, Mnr-1 ve
Pgi-1) batiin populasyonlarda tam monomorfik oldugu goézlenmistir. Got-1 ve Got-3
lokuslaninin ise sadece Populasyon A’da, polimorfik tanimina uyan smura varmayacak
derecede- ¢ok diisiik diizeyde- polimorfik oldugu goriilmiigtir, ki bu diizey bu iki
lokusun da monomorfik olarak kabul edilebilecegini gosterir Aco lokusunun tohum
bahgesinde monomorfik, populasyon A ve populasyon B'de polimorfik oldugu
bulunmugtur. Adh-2 lokusu ise tohum bahgesi ve populasyon B'de monomorfik ¢ |

bulunmustur.



Asar-Antalya kiziigam klonal Tohum bahgesinin, Populasyon A’min
ve Populasyon B'min ¢ashglan enzimler ve belitlenen lokuslar
bakimindan allel frekanslan

Allel  Tohum bahgesi  Populasyon A Populasyon B

1 1.000 - 0933 0938

2 0000 0.067 0063

1 0.025 0067 0.000

2 0975 0.933 1.000

1 1000 1 000 1.000

1 1.000 0.967 1000

2 0.000 0.033* ¢ 000 :
1 0618 0933 0.908 i
2 0.382 0067 0.094

1 1000 0.983 1000

2 0 000 0017* 0 000

1 0318 0233 ' 0219

2 ( 682 0.767 0.781

1 1.000 1.000 1 000

1 0870 0 883 0.938

2 0130 0117 0.063

1 0613 0333 0475

2 0353 0.667 0.525

3 0034 0 600 0.000

1 0627 0617 0719

2 0152 0133 0 063

3 0221 0250 0.219

1 1.000 1.000 1000 |

0.654 0.707 0438 2

2 0.346 0.293 0.563

1 0.305 0278 0260

2 0.553 0333 0 460

3 0142 0389 0280

* Sadece Populasyon A’da gozlenen alleler (unique aliel)



Populasyon A ve Populasyon B, ¢aligilan enzimlerin allel frekanslan bakimindan
mﬁden istatistiki olarak farkh degildir Fakat her iki populasyonun allel fiekanslan
ohum bahgesininkinden farkli bulunmugtur (p<005) Ayrica Populasyon A ve
yulsayon B'nin Aco lokusunda, tohum bahgesi anag gen havuzunda bulunmayan allele
oldugu tespit edilmigtit Bundan baska populasyon A hem Got-1 hem de Got-3
kuslaninda tohum bahgest ana¢ gen havuzunda ve Populasyon B’nin gen havuzunda
ﬁl':nmayan bulunmayan farkl: allellere (unique allel) sahiptir. Analizler sonucunda bu
lellere tohum bahgesindeki bireyler tarafindan iiretilen tohumlarda da rastlanmustir
ohum bahgesindeki klonlarin, Populasyon A'dan ve Populasyon B'den analiz edilen
'r.'e'ylerin genotipinde Pgi-2 lokusundaki allel 3'e rastlamlmamigtir. Bununla birlikte, bu
léIe sadece tohum bahgesindeki bireyler tarafindan tretilen tohumlarin embriyolarina

katkida bulunan polen gametlerinden bir kaginda rastlanmistir

Populasyon A, Populasyon B ve Tohum bahgesinin genetik gesitliligine ait bilgiler
':Cizelge 3 4'de sumulmugtur Gozlenen heterozigotluk dizeyi 0 170 ile 0.232 arasinda
aégismektedir. Polimotfizm diizeyi ise %500 ile %64.3 arasinda degisen deferlere
sahiptir Tohum bahgesinin polimorfizm oram populasyon A ve B'ye oranla daha dusiik;
fakat tohum bahgesinin ortalama heterozigotluk diizeyi iki dogal populasyona gore daha
yitksektir. Ortalama allel sayisi ise 1.7 ile 1.9 arasinda deSismektedir.

Tohum bahgesi igerisindeki bireyler tarafindan iiretilen tohumlarda, analiz edilen
her bir lokus igin Hardy-Weinberg kosullaninda gézlenen heterozigotluk degerinin
beklenen heterozigotluk degerlerinden sapma gosterip gostermedigini belirlemek igin
yapilan Wright'in F istatistifi sonuglan Cizelge 3 5'de gosterilmigtir. Wright'm Fiksasyon
Indexinin (F) -0 034 ile 0 143 arasinda degisen degerlere sahip oldugu gorilmustir. Ug
(3) lokusta (Mnr2, Pgd3 ve Sdhl) gozlenen heterozigotluk degerinin beklenenden
istatistiksel olarak onemli bir sapma gosterdigi bulunmugtur (Cizelge 3 5).

AN




lge 3 4: Populasyon A, B ve Asar-Antalya klonal kizilgam tohum bahgesinin genetik
gesitlilifine ait parametreler

Her bir lokus | Her bir lokus | Polimorfik Ortalama
icin ortalama | icin ortalama | lokuslarm Heterozigotluk**
drnek sayisy allel sayis1 yiizdesi*
Gaozlenen Beklenen
Populasyon A | 297 19 643 0197 0225
( SE: 02) (SE: 0.2) (SE: 0 047) | (SE: 0 060)
Populasyon B | 321 17 571 0170 0204
(SE: 0.8) (SE: 0 2) (SE: 0.054) | (SE: 0.063)
| Tohum bahgesi | 1653.0 18 50.0 0232 0.232
(SE: 0.0) (SE: 0.2) (SE: 0.067) | (SE: 0.066)

* Bir lokusun, en yaygin allelinin frekans1 %95' gegmiyorsa, o lokus polimorfik olarak nitelendirilis
#* Tarafsiz. (unbiased) tahmin (Nei 1978)

Cizelge 3 5. Asar-Antalya kizilgam klonal tohum bahgesinde tretilen tohumlar igin
Wright'in Fiksasyon indexi (F)

Lokus Heterozigotlar Filsasyon ¥ P
Indeksi (F)
Gozlenen Beklenen
Aco 19 18.878 -0.007 0.06 08086
Adh2 125 124 876 -0 001 000 0.9705
Gotl 15 14.925 -0 005 0.04 08511
Got2 570 551 639 -0.034 1.55 02133
Got3 1 1.000 0000 000 "1.0000
Mdh1 612 597784 -0.024 0 80 03726
Mnr2 305% 355873 0.143 2777 0000
Pgd? 706 711 841 0.008 010 0.7529
Pgd3 687* 717.710 0042 428 00385
Pgi2 508 597 465 -0 001 000 09739
Sdhl 682% 788 341 0.135 3949 0 6000 |

*Beklenen degerden 0,001 diizeyinde farkh
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-3.4. Kendinden-Bagka-Bireylerle Dillenme Oran: ve Polen Kontaminasyenu

Tohum bahgesinde gok-lokus tahmin yontemine gore kendinden-bagka-bireylerle
(kendi-digt) dollenme oram (t.) 0.947 (SE:0 007) olarak bulunmustur Kendinden-bagka-
‘bireylerle dollenmenin ortalama bir-lokus tahmini (t) 0883 (SE:0.014) olarak
belirlenmistir (Cizelge 3 6). Cok-lokus tahminine gore, t, deferinin 0947 olarak
bulunmasi, yasayabilir nitelikteki tohumlarda, kendisinden baska bireylerle dollenme
orammn yaklagik olarak %95 oldugunu, kalan %5'lik kisimn ise kendi-kendine dollenme

 (self-fertilization) sonucu olustugunu gostermektedir

Bu caligmada, tohum bahgesindeki bireyler tarafindan iretilen tohumlarda
gozlenen kontaminantlarin oramt (b) 0 179 olarak bulunmugtur (Cizelge 37) Tohum

bahgesinde tahmin edilen gergek polen kontaminasyonu (m) ise 0.857 (%85.7) olarak

hesaplanmistir.  Polen kontaminasyonunun bu diizeyde olmasmm tohum bahgesi

tohumlarindan beklenen genetik kazanc: G;=%43 oranmnda azaltaca@1 hesaplanmigtir

Cizelge 3.6: Asar-Antalya kizilgam klonal tohum bahgesinde eglesme  sistemi
parametreleri

Kendinden-baska-bireylerle dollenme oram1 | Kendi-kendine délienme oram

Cok-lokus tahmini Tek-fokus tahmini

tm* ts** S** x
0947 0.883 0,053
(SE:0 007) (SE:0 014)

*m: Cok-lokusa dayali olarak hesaplanan kendisinden bagka bireylerle dollenme oram,
**t, Tek-lokusa dayals olarak hesaplanan ortalama kendisinden bagka bireylerle dbllenme oram
*#¥s=1-1: Kendi-kendine d6llenme oram




3.4. Kendinden-Baska-Bireylerle Dillenme Orani ve Polen Kontaminasyonu

Tohum bahgesinde ¢ok-lokus tahmin yontemine gore kendinden-bagka-bireylerle
(kendi-digt) dollenme oram (tn) 0.947 (SE:0.007) olarak bulunmustur Kendinden-basgka-
bireylerle dollenmenin ortalama bir-lokus tahmini (t;) 0883 (SE:0014) olarak
belirlenmistir (Cizelge 3 6). Cok-lokus tahminine goére, t,, degerinin 0947 olarak
bulunmasi, yagayabilir nitelikteki tohumlarda, kendisinden bagka bireylerle dollenme
oraninin yaklagtk olarak %95 oldugunu, kalan %5'lik kistmin ise kendi-kendine déllenme

(self-fertilization) sonucu olustuunu gostermektedir

Bu caliymada, tohum bahgesindeki bireyler tarafindan iretilen tohumlarda
gozlenen kontaminantlarm oram (b) 0.179 olarak bulunmustur (Cizelge 3.7) Tohum
bahgesinde tahmin edilen ger¢ek polen kontaminasyonu (m) ise 0857 (%85.7) olaiak

hesaplanmustir.  Polen kontaminasyonunun bu diizeyde olmasimn tohum bahgesi

tohumlarindan beklenen genetik kazanci G;=%43 oramnda azaltacafi hesaplanmsgtir

Cizelge 3 6. Asar-Antalya kizilgam klonal tohum bahgesinde eslesme sistemi
parametreleri

Kendinden-bagka-bireylerle dollenme oram1 | Kendi-kendine délienme oram

Cok-lokus tahmini Tek-lokus tahmini

tm* ts* E s*:’c ®
0.947 0 883 0,053
(SE:0 007) (SE:0014)

*{m: Cok-lokusa dayalr olarak hesaplanan kendisinden bagka bireylerle dollenme oran,
**1,: Tek-lokusa dayali olarak hesaplanan ortalama kendisinden bagka bireylerle dollenme oram
*¥*5=1-t: Kendi-kendine d6llenme oram

A7




Cizelge 3.7. Asar-Antalya kizilgam klonal tohum bahcesinde polen kontaminasyon
Cizelg _ yonu
: parametreler
b* d* m#*
0.179 0.209 0.857
(SE: 0.01) (SE: 0.028) SE: 0.12

*p: kontaminantlarm gozlenen orami, d: bir yabanci polen taneciginin belirlenebilir bir ¢ok-lokuslu
markar: tasima olasilify, m=b/d: polen kontaminasyonu tahmini




4. TARTISMA

Bu caligmada, Asar-Antalya mevkiinde kurulmus bir kizilgam (Pinus brutia Ten )
fonal tohum bahgesi ile onun yakin ceviesinde yer alan iki dogal kizilcam

opulasyonundan toplanan tohumlarda izoenzim analizleri yapilmistir. Analizler dokuz

1400 tobumun megagametofit (endosperm, n kromozomlu) ve embriyo (2n kromozomlu)
okusu ayn ayn analiz edilmistir. Analizler sonucu elde edilen verilerle hem tohum
bahgesmm populasyon A’nm ve populasyon B'nin genetik g¢esitliligi, hem de tohum

bahg:esmde eglesme sistemi ve polen kontaminasyonu oram hakkinda énemli bilgiler

4.1. Enzim Fenotiplerinin Belirlenmesi

Elektroforez iglemi uygulandiktan sonra jellerin her bir enzim 51stenune Ozgiil
- boyama maddeleri ile boyanmas sonucu megagametofit ve embriyo dokudaki bantlagma

modellerl enzimin kahtim sekli ve yapist hakkinda énemli bilgiler ortaya koymaktadir

Elektroforetik olarak incelenen enzimlerin ¢ogu monomer, dimer veya tetramer olarak
bulunu Izoenzimler kodominant olarak kalitlandigindan embriyo, tomurcuk ve yaprak _
- gibi diploid dokularda heterozigot bireyler her bir allel tarafindan kodlanan polipeptitlerin '

¢oklu bantlagsma desenini gosterir. Jelde heterozigot bireyler i i¢in, monomerik enzimlerde

| iki, dimerik enzimlerde ug, tetramerik enzimlerde ise beg bant olusur (Kephart 1990).

Bu galismada Aco, Mnr-2 ve Sdh-1 Iokuslarmimn monomerik oldugu gorillmiigtiir
Aco lokusunun monomerik oldugunu bildiren bir ¢ok yaymn meveuttur (Adams vd 1989, .

Pascual vd 1993) Mnr-2 ve Sdh-1 lokuslarmm ise monomerik oldugunu bildiren

calismalarin yami sira, bu iki Jokusun alt tinite yapilarmin belirsiz oldugunu bildiren

yayinlar da meveuttur (Lewandowski ve Meinartowicz 1990, Murphy vd 1996) Adh-1,

Mdh-1, Pgd-2, Pgd-3, Got-1, Got-2, Got-3 ve Pgi-2 lokuslarmm ise dimerik oldugu
tespit edilmistit. Gdh lokusunu  ise hig  bir bireyde heterozigot olarak
g6zlemleyemedigimiz igin bu lokusun alt iinite yapist belir'lenememistir Fakat, Adams vd




(1989) Douglas-fir'de (Pseudotsuga menziesiiy bu lokusun multimerik, Pascual vd (1993)
Abies pinsapo'da, Boyle ve Morgenstern'de (1986) Picea mariand'da monomerik

oldugunu belirtmektedir

4.2. Klonlarin Genotipik Kimliklerinin Teghisi

Tohum bahgesindeki tiim klonlarn genotiplerinin belirlenmesi ve tiim rametlerin
ait olduklani varsayilan klonlara ait ofup olmadifimn belirlenmesi oldukc¢a Onemlidir
(Ladislav 1991, Adams 1993) Tohum bahgesindeki 28 klonun incelenen tiim lokuslar
birlikte ele akmmnca 14 lokus bakimindan genotiplerinin kargilagtirilmas: sonucu her bir
klonun farkh genotiplere sahip oldugu goriilmigtiit. Teorik olarak da beklenen bu durum,
tohum bahgesindeki her bir klonun bir birinden genotipik olarak ayirt edilmesinde
kolaylik saglamaktadir Boylece, bu enzimlere bakilarak, tohum bahgesindeki her bir

rametin hangi klona ait oldugu kolayca belirlenebilmektedir

Caligmamun baglangic asamasmda tohum bahgesindeki 28 klonun her birinden
orneklenen Gger rametin genotiplerinin ait olduklan kionun genotipi ile tipa tip aym
oldugu varsaymm yapilmugtir Cinkii vejetatif yolla aym bireyden (ortetten) Uretilen
bireylerde (rametlerde) genotiplerin tipatip birbirleriyle ve ortet bireylerle aym olmasi
beklenir Bununla birlikte, analizler sonucunda bu varsayimun biitiin klonlar igin gegerli
olmadif1 gozlenmistir Ornegin, 28 klondan besinin (Klon 4, Klon 6, Klon 15, Klon 18
ve Klon 20) incelenen tiger rametinden birer tanesinin ortet birey ve diger iki ramet ile
aynt genotipe sahip olmadifi gozlenmigtic S6yle ki; Klon 4'iin farkh olan bir rametinin 3
lokusta diger iki ramete benzemedigi, Kion 6'mun farkli olan bir rametinin 2 lokusta dier

iki rametle benzemedigi, Klon 15'in farkh olan bir rametinin 6 lokusta diger ramete

benzemedigi, Klon 18'in farkh olan bir rametinin 3 fokusta diger iki ramete benzemedigi

ve Klon 20'nin ise farkli olan bir rametinin 4 lokusta diger iki ramete benzemedigi ortayd
cikmugtir Adi gecen rametlerin ait olduklan sandan klondan farkhi genotiplere sahip
olmasi, bu rametlerin tohum bahgesinin kurulug agamasinda yanhs etiketlenmig olmasiyla
aciklanabilir. Tohum bahgesindeki 28 klona ait toplam 1653 aBagtan rasgele segilen 84

agaca dayah olarak elde edilen bu verilere bakilirsa, Asar tohum bahgesinde incelenen



.ametlerin %6'sinin yanhs etiketlenmis oldufu sonucu ortaya cikmaktadir. Tohum
pahgesinin kurulus asamasinda bu ¢esit deneysel hatalara ne yazk ki sik sik
: fastlamnaktadlr‘. Nitekim, Ladislav (1991), bir Pinus sylvestris tohum bahgesinde 43 klon
ve her bir klonun ikiser rametinde izoenzim analizlerini yapmg; inceledigi 86 rametten 10
anesinde (%11.6) genotiplerin ilgili ortet birey ve ilgili rametlerle tipatip uymadigim

“ortaya gikarmigtir

4.3. Tohum Bahcesinin, Populasyon A’min ve Populasyon B’nin Genetik

Cesitliliginin Belirlenmesi

Caligilan enzimlerin allel frekanslari bakimindan, tohum bahgesini ¢evreleyen
Populasyon A ve Populasyon B birbirinden farkli bulunmazken, her iki populasyon
tohum bahgesinden farkh bulunmustur (p<0 05). Tohum bahgesini ¢evreleyen ve birbitine
“nispeten yakin olan dogal populasyonlarin polen gen havuzunun tohum bahg:esininkinden
- farkl: olmas: beklenen bir durumdur, Ciinki tohum bahgesindeki bireylerin orijini Cameli-
Goldag1 (Denizli) dir. Tohum bahgesinin orijini olan Cameli-Goldag: ile bu bahgenin
:" kurulug yeri (Asar-Antalya) farkli coBrafik bolge ve farkl iklim kusaklar igerisindedir
: (Anonim 2000) Dolayisi ile Cameli-Goldag: kizilgam populasyonu gen havuzu ile Asar-
‘Antalya’daki dogal kizilgam populasyonlart farkh evrimsel giiglerin (6zellikle farkh
seleksiyon basincinin) etkisi altinda bulunmaktadir Bu durum, tohum bahgesinin gen
havuzu ile tohum bahgesinin yakin cevresindeki dogal populasyonlarn gen havuzunun
farkli olmasinda 6nemli bir etkendir. Ayrica, tohum bahgesindeki klonlar yoZun bir yapay
seleksiyonla segildikten sonra tohum bahgelerine getirildikleri igin tohum bahgesi ve
tohum bahgesine yakin dogal populasyonlar arasinda gen frekanslan bakimindan daima

bir fark olmas: beklenen bir durumdur (Sniezko 1981, Squillace ve Long 1981)

Tohum bahgesini ¢evreleyen yakin dogal populasyonlarin gen havuzunda, tohum
bahgesi gen havuzunda bulunmayan allellerin bulunmasi ya da bunlar arasida allel
frekanslan bakimmdan 6nemli farkliliklarn olmasi, kontaminasyon oramnin daha dogru
olarak tahmin edilmesinde yararh ofur (Smith ve Adams 1983) Bunun yaminda, tohum
bahgesinin yakin gevresindeki populasyonlanin gen havuzunun tohum bahgesinin gen

havozundan 6nemli &lgide farkh olmasi, 6zellikle polen kontaminasyonu olmas

”




sumunda tohum bahgesi tohumlarmin genetik yapisin onemli derecede degistirebilir

dislav vd 1993)

Cizelge 3 4°deki veriler ile, Cizelge 3.3 *dekd tek bir populasyonda 6zel allellerin
unique allel) sayisi  hakkidaki veriler, tohum bahgesinin, Populasyon A’nin ve
;)pu]asyon B'nin genetik cesitliligi ile ilgili yeni bilgiler ortaya koymustur. Tohum
ahgesinin polimorfizm oram Populasyon A’ya ve Populasyon B’ye oranla daha
igiktar; ancak tohum bahgesinde ortalama heterozigotluk dizeyi komsu
_:_p'bpulasyonlar'dan daha viiksektir Tohum bahgesini olugturan bireylerin belirli karakterler
‘bakimindan (boy, govde caps, govde dizgiinligii gibi) fenotipik seleksiyonla yapay
.'c'ﬁarak secilmis olmasi sonucu, tohum bahgesinin genetik tabami daralmiy ve bu durum
‘baz lokuslan etkilemis olabilir. Bu nedenle, polimorfik lokuslann orami tohum bahgesini
:_’gevreleyen dogal populasyonlara gore bu nedenle daha diisiik gikmmg olabilit Fakat
‘genetik cesitliligin baghca gostergesi heterozigotiuk diizeyidir. Meveut polimorfik
{okuslarmn heterozigotluk  diizeyi ~ tohum  bahgesinde = onmu  gevreleyen
;"populasyonlannkinden daha yiksek ¢kmstr Bu durumda, tohum bahgesinin,
iPopuias;ron A’dan ve Populasyon B’den daha yiksek genetik gesithilife sahip oldugu
'gérﬂlmek‘cedir‘_ Nitekim, tohum bahgesindeki 28 klonun genotiplerinin her birinin,
incelenen 14 lokus birlikte ele alininca birbirinden farkli bulunmast da tohum bahgesinin

genetik cesitliliginin ayr bir gostergesi olmaktadir

Tohum bahgesi icindeki bireyler tarafindan iretilen tohumlann belirlenen allelier
bakimindan Hardy-Weinberg dengesinde olup olmadiginm gostergesi olan Wright’n F-
istatistigi kullanlarak fiksasyon indeksi (F deBeri) hesaplanmisti. Elde edilen sonuglarina
gore ii¢ lokusta (Mnr-2, Pgd-3 ve Sdh-1) gozlenen heterozigotiuk degerinin beklenen
degerden istatistiksel olarak onemli bir sapma gosterdigi bulunmustur (Cizelge 3 5)
Fiksasyon indeksi Mnr-2 lokusunda 0,143, Pgd-3 lokusunda 0,042 ve Sdh-1 lokusunda,
ise 0,135°dir. Bu durum, tohum bahgesi igindeki bireyler tarafindan tiretilen tohumlarda
bu lokuslar bakimindan homozigotlukta bir agmligt (beklenen oranlardan fazlahig)
gostermektedir. Homozigotluktaki asmiltk (yani heterozigotiuktaki azalma) Mnr-2 lokusu
igin %142, Pgd-3 lokusu icin % 42 ve Sdh-1 lokusu igin de %13 5°dir



erozigotluktaki azalmanin nedenleri suntar olabilir; Wahlund etkisi, benzer genotipler
mdaki tercibli eglesme (positive assortative mating), homozigotlar lehine yararina bir

_911im ve akrabalar arasmda eslesme ve bunun gibi nedenler Bu durumlarda F degerinde

firdan pozitif sapma gozlenir

F  degerindeki sfirdan negatif ~sapma ise homozigotluktaki azh
ozigotluktaki agirih) gostermektedir. Bu  durum ise birbirine benzemeyen
genotzpler arasindaki tercihli eslesme (negative assortative mating) ve heterozigotlarin

lehine olan bir secilim sonucu olugabilir (Brown 1979, Fast vd 1986, El-Kassaby vd

”7, Fady ve Conkle 1993)

4 Eslesme Sistemi ve Polen Kontaminasyonu Oram

Tohum bahgelerinde kendinden-bagka-bireylerle dollenme (outcrosing) oranimn
selirlenmesi, soy-igi Ureme (inbreeding) ile kendi-kendine dolienmenin (selfing) ve
sunlarin beraberinde getireceSl etkﬂenn degerlendirilmesi agisindan faydahdir $oyle ki:
eger tohum bahgesindeki bireyler arasinda kendinden-baska-bireylerle dollenme smurh ise
veya kendi-kendine dollenme oram yiiksek ise, tohum bahgesinde tiretilen tohumlarm
_.miktan ve genetik kalitesinde onemli bir azalma olabilir (Omi ve Adams 1985) Cogu
ara&tumacﬂar degisik orman agaglarmda kendinden-bagka-bireylerle dollenme orammin
: yuksek oldugunu belirtmektedir (Shaw ve Allard 1982, Ritland ve El-Kassaby 1985, El-
Kassaby ve Ritland 1986, El-Kassaby vd 1989). Asar tohum bahgesinde “gok lokusa

aYah tahmin yontemi”ne gore, tohum bahgesinde kendinden-bagka-bireylerle déllenme
.oram (tm) 0,947 (SE:0,007) olarak bulunmustur: Kendmden—ba§ka-b1reyler1e dollenme
taninin “bir lokusa dayali tahminleri nin ortalamass (ts) ise 0,883 (SE:0,014) olarak
'-b.eﬁr'lenmigtir (Cizelge 3 6) Cok lokusa dayanarak hesaplanan tm degerinin 0,947 olmas;,
ohum bahcesi igindeki bireyler tarafindan {retilen tohumlarda kendi-kendine (selﬁng)
déﬂenme sonucu olugan bireylerin (s=1-t) oraninim %5,3 oldupu anlamma gelir (Cizelge
36). Tohum bahcesi igindeki diger klonlarla dollenme orant (1-s-m, m=polen

kontaminasyonu orant) ise %9°dur. Bc‘iylebe tohum bahgesinde kendinden-bagka-



ylerle dollenme orami %94 7 olmaktadir (Bunun %85 7’si tohum bahcesi digindan,

.'u' ise tohum bahgesi icinden gelen polenlerle gergeklesmektedir) Tohum

ot

ahéésindeki bireyler tarafindan tiretilen tohumlarda kendinden-bagka-bireylerle dolienme
diger bir ¢ok konifer tirinde gozlenen deferler gibi degerdir Nitekim, Pinus
nsine ait baz tiirlerle yapilan eslesme sistemi analizlerine bakildifinda t;, deSerinin

e_ﬁel olarak yitksek oldugu gorilmektedir (Cizelge 4 1). Agag 1slalu bakimindan ty

eperinin yitksek olmast arzu edilmektedir.

Bitki tiirlerinin eglesme sistemi, ya genetik ya da gevresel faktorlerden
:k"éynaklanan varyasyonlar gosterir (Clegg 1980, El-Kassaby ve Jaquish 1996)
oniferlerin biyilk ¢ounlufu tamamen kendinden-baska-bireylerle dbllenirken, bazi
konifer tiirlerinde kendinden-bagka-bireylerle déllenme orammin disitk oldufu gériliir
.'onifeﬂerde, populasyonlara, bireylere, mevsimlere bagh olarak kendinden-bagka-
..l.)ireyleﬂe dollenme orannda varyasyonlar olustuu bilinmektedit. Ureme ekolojisi,
."fenolojik varyasyonlar ve dol verimlilii (fertility), esler arasindaki mesafe ve populasyon
yogunlugundald varyasyonlar gibi nedenlerle, kendinden-bagka-bireylerle dollenme
oramnda da varyasyonlar ortaya gtkmaktadn (El-Kassaby vd 1988, El-Kassaby ve
Jaquish 1996). Muhtemel olarak, fenolojik varyasyon, tohum bahgelerinde kendinden-
baska-bireylerle dollenme sekli tizerine tek basina en 6nemli etkiyi yapmaktadir (Erickson
ve Adams 1989, Burczyk ve Prat 1997) Uygulama agisindan bakildiginda, kendi-kendine
dollenme iiriin kalitesini etkileyen en onemli faktorlerden birisidir Kendi-kendine
déllenme yiiksek oranda embriyonun geligim bozukluguna ve sonug olarak bog tochum
olusmasmna, tohum dolgun olsa bile ozellikle fidecik caginda yitksek oliim oramna,
vasasalar bile diisiik buyime hizina ve istenmeyen fenotipik ozelliklere neden olur

(Adams vd 1992, Erickson ve Adams 1990, Ladislav ve Gomory 1995). Dogada kendi-

kendi-kendine dollenme sonucu olugmug bireylerdin. Soy-i¢l Ureme sonucu olugar
bireylerin gevreye uyum degerlerinin azalmas: nedeniyle, onlarnn muhtemelen sadece

kisgiik bir oram hayatta kalip iireme olgunluguna ulagabilirler (Neale ve Adams 1985),

kendine déllenme yiiksek olabilir fakat yagayabilir nitelikteki bireylerin sadece %35-10"u

g



elge 4.1 Pirnus cinsinin baz tiirlerinde ty ve tg degerleri

tm t Yararlanlan
: kaynak
Pi}zus attenuata 0927 0915 Burczyk vd 1997
0.964 - Buiczyk vd 1996
Pim:s cembra L. 0.686 0 707 Krutovskii vd 1995
%inus sibirica 0.894 0 862 Krutovskii vd 1995
[ Pirus koratiensis 0974 0936 Krutovskii vd 1995
| Pinus monticola 0977 0.952 Fl-Kassaby vd 1987
Pinus sylvestris 0987 0978 Burczyk 1998
0.959 0931 El-Kassaby vd 1989
| Pinus taeda - 0 988 Adams ve Joly 1980
Pinus brutia 0.947 0.883 Bu galigma 2001

t,- Cok-lokusa dayal: olarak hesaplanan kendisinden baska bireylerle dollenme orant,
t,: Tek-lokusa dayal olarak hesaplanan ortalama kendisinden bagka bireylerie dollenme oram

Kanstk eslesme modeli (mixed mating model) yabane1 polen havuzundaki allel
frekanslarinin homojen oldugu ve soy-igi iiremenin olmadif1 (kendi-kendine déllenme
disinda) varsaymun: yapar “Cok-lokusa dayal tahminler” yukaridaki varsayimn ihlaline
karsin “Tek lokusa dayah tahminlere gore daha kuvvetlidir ve kendi-kendine déllenme
ve kendinden-baska-bireylerle dollenme arasinda daha kuvvetli bir aymm vyapar “Tek
lokusa dayah tahminler” ise kangik eslegme modelindeki varsayimlarin ihlaline karst daha
duyarhdir (Shaw ve Allard 1982) Yukandaki varsayimlar eger -ihlal ediliyorsa ts
degerinin t,, degerinden daha kiigik olmast beklenir (Burczyk vd 1997). Dogal
populasyonlarda tek lokus ve gok lokusa dayanarak hesaplanan kendinden-baska-
bireylerle dollenme oram tahminlerinin kargilastirlmas1 kendi-kendine dollenme d1§mcfa
diger soy-igi lireme sekillerinin miktar1 hakkinda bilgi vermektedir (Shaw ve Allard
1982). Fakat, klonal tohum bahgelerinin kurulug asamasinda, orijin populasyondan alman
agt kalemlerinin yakin akraba bireylerden olma olasiigt daha digiktiic. Bu nedenie,
tohum bahgelerinin ogul dolleri kullamilarak, gok lokus ve tek lokusa dayah olarak



yapilan kendinden-baska-bireylerle dollenme oram tahmini sadece kendi-kendine
.'.lllénmeden kaynaklanan soy-igi tiremeyi yansitir. Tohum bahgelerinde ¢ok lokusa ve
tek__."lokusa dayah olarak hesaplanan kendinden-bagka-bireylerle déllenme oramndaki

fkliliklar, muhtemelen kangtk eslesme modelindeki difer varsayimlann ihlalinden

ynaklanabilir

Bununla birlikte, kendi-kendine déllenmeyi minimuma indirgemek igin aymt

onun rametleri tohum bahgeleri i¢inde konuglandirilirken bunlar arasindaki mesafenin
;ﬂaksimum diizeyde olmas: dikkate ahnir:. Ciinki sonugta aynt klonun rametleni arasindaki
eslesmeler de kendi-kendine dollenmedir ve tohum bahgesindeki tohumlarda
'h.' ozigotlarda bir aginhik bulunmugsa, bu durum, tohumlarin kendi-kendine déllenme
nuicu olusmus olabilecegini gosterir (Fast vd 1986). Tohum bahgesindeki klonfarin
sayisimin ve ayni klona ait rametler arasindaki fiziksel mesafenin yasayabilir nitelikteki
ndi-kendine dollenmis tohumlann frekansim  siurlandwmada  etkili  oldugu

yrilmektedir (Adams ve Birkes 1989),

El-Kassaby ve Ritland (1986), tohum bahgelerinde sadece kendinden-bagka-
;’i_eylerie dollenme oranmnin incelenmesinin, polen kontaminasyonunun da etkisiyle,
taliminlerde vanhgliklara yol acabilecegini belirtmektedir Bu aragtumacilar eslegme
sistemi incelenirken polen kontaminasyonu diizeyinin de mutlaka belirlenmes: gerektigini
b_é_ﬁftmektedir: Ciinkii bu arastirmacilar her kontaminasyon olayuﬁn ayni zamanda basarih
bir kendinden-bagka-bireylerle dollenme olayr oldugunu vurgulamaktadir. Tohum
bahgelerinde kendi-kendine dollenme olaymin olmamas: arzu edilmektedir Bu nedenle,
tohum bahgelerinde kendinden-baska-bireylerle dollenme orammn yiiksek olmast
emlidir. Fakat kendinden-bagka-bireylerle dollenme olaymnin tohum bahgesi igindeki
bireyler arasinda olmast arzu edilir Eger kendinden-bagka-bireylerle doflenme tohum
bahgesine yakm dogal populasyonlardaki bireylerle oluyorsa bu durumda kontaminasyon
01' ninda bir artig olacaktir Her durumda, kendinden-bagka-bireylerle déllenme orammin
beliriemnesi, yorumlanmasi ve kontaminasyon diizeyinin 1g13inda tartigilmas: gereklidir

(El-Kassaby vd 1989) Bu cahismada, polen kontaminasyonu oramnin oldukca yiiksek




u?,u gozlenmistit (%85,7). Kendinden-baska-bireylerle dollenme orammn, yiksek

aminasyon dizeyinden dolay: yitkselmis olmas: muhtemeldir

Bir tohum bahgesinde kendinden-baska-bireylerle déllenme oram farkl yillarda
_i’_buiunabilirz Ciinki, tohum bahgesine giren yabanct polen oram farklh yillarda farkl
ifir. Ayrca, her yil tohum olusumuna ebeveynlerin farkhi katkiss ve her yil polen
gl_hﬁnm etkileyen faktorlerin de degismesi, olugan tohumlarda genetik kompozisyonu
q erf (Keskin 1999). Kendinden-bagka-bireylerle dollenme oram genel olarak genetik
n't'ﬁ.)_l altinda olmasina ragmen, bir ¢ok bitki tiiriiniin eslesme sistemi esneklik gosterir
evresel faktorlere aciktir (Clegg 1980) Cesithi bitki turii-bireylerinin kendinden-
-'a-biz‘eyler'le dbllenme oram farkh ¢evie kogulart altmda belirgin farkliiklar
stermistir Populasyonun yapis, yogunlugu, denizden yiikseklik ve gevrenin nemlilik
c_c_i's_i kendinden-bagka-bireylerle délienme oramm etkiler (El-Kassaby vd 1988,
s ve Birkes 1991)

‘Bu ¢aligmada, tohum bahgesinde gozlenen, kesin olarak belirlenebilir,
aminantlarm oram 0,179 olarak bulunmugtur. Yani tohum bahgesinde tretilen
mmlarm %17.9°u kesinlikle tohum bahgesindeki bireyler tarafindan iretilmeyen

erle dollenme sonucu oligmustur Bu polen kontaminasyonunun minimum

nidir Gergek polen kontaminasyonu oran: ise %85 7 olarak belirlenmigtir Gergek
1 _kontarrﬁnasyonu orani belirlenirken hem kesin olarak belirlenebilir kontaminantlar,
¢ tohum bahgesi ve yakin dogal populasyonlar arasmndaki ailel frekansmdaki
liklar g6z oniine almir  Yani polen kotaminasyonu sadece tohum bahgesinde
ayan allellerin tohum bahgesi tarafindan tiretilen tohumlarin yapisina katilmastyla
kalmaz Aym zamanda polen kontaminasyonu sonucunda genetik olarak arzu

11elerin frekansinda artma veya azalmalar so6z konusu olabilir. Tohum bahgesini

¥esi gen havuzunda da bulunabilir. Eger her iki gen havuzunun allel frekanslannda
Klar varsa, bu durumda dogal populasyonlardan yayilan polenlerle kontaminasyon
l;qda, tohum bahgesinde iiretilen tohumlann gen havuzu yine degisecektir. Iste bu

hle, polen kontaminasyonunun gercek diizeyi hesaplamrken tohum bahgesi ve yakin

yen yakm dogal populasyonlann gen havuzunda bulunan allellerin aymst tohum ¢



' -populasyonlarm allel frekanslanindaki farkliliklar g6z 6niinde tutulur. Nitekim bu
1g;mada polen kontaminasyonunun gercek diizeyi (m) %85.7 olarak hesaplanmigtr
k arastrmacilar tarafindan farkh tiirler igin polen kontaminasyonu orammin %5 ile
0. afa51nda degisen degerlerde oldugu bildirilmigtir (Cizelge 4.2) Bu durumda, Asar
ni bahgesinde tahmin edilen polen kontaminasyonu oldukga yitksektir Bu derecede
ek orandaki polen kontaminasyonu tohum bahgesi tohumlarinda genetik gesithligi
mﬁésma ragmen, vyabanci polenler istenmeyen genetik oOzellikler tagiyan
p'lésyonlarln gen havuzundan geldigi i¢in bahgedeki tohumlardan beklenen genetik
zancin azalmasina neden olmaktadir (Fast vd 1986, Wiselogel 1986)

Asar tohum bahgesinde tahmin edilen polen kontaminasyonu orammn bu kadar
y{iksék olmasinda gesitli faktdrlerin etkisi s6z konusudur. Bu faktorlerden birist tohum
esinin yagidir. Bu galgma igin gerekli tohum Srneklerinin toplandigi yit (Mayis 1997)
um bahgesindeki bireyler sadece 11 yaginda idi Bu yas kizilgam tisri igin ¢ok geng bir
ag sayilir. Yapilan galigmalar geng tohum bahgelerinde polen tiretiminin dolayisiyla polen
g_ﬂirmmn nispeten disiik oldugunu gostermektedir Genel olarak koniferlerde fidanlar
azimdan bes-on yasina gelinceye kadar polen tretimi baslamaz Ormegin, Picea
riana’da polen iiretimi yaklagik 10. yilda baglar (Di-Giovanni ve Kevan 1991)) Pinus
sinde ise disi kozalak tretiminin genellikle erkek ¢icek iiretiminden birkag yil énce
..a§_lad1g1 belirtilmektedir Pinus tirlerinde polen tiretimi yedi vag civaninda baslar Pinus
.sylvestrzs (L) tohum bahg:elerindé yapilan fenolojik gézlemlerde, ilk erkek cigeklerin, itk
isi cigekler olustuktan birkag yil sonra (vaklagik olarak 11 yasinda) olugmaya bagladig
aha sonraki yillarda vildan yila erkek ve disi ¢igek sayilarnda artma oldufu
iimektedir (Greenwood ve Schmidtfing 1981, Schmidtling ve Greenwood 1993). Bu
Qall_smaya konu olan aym tohum bahgesinde, agaglar 10-12 yaslan arasindayken, Keskin
1999) tarafindan yapilan ii¢ yillik fenolojik gézlemlerle, tohum bahgesinde yildan yila
tkek ve disi gigek Uretimi incelenmigtir. Keskin, bahgedeki klonlarin iirettigi hem erkek
em de disi gicek sayilarinin her gegen yil belirgin bir sekilde arttigim belirtmektedir. Disi
19§k sayist bakimindan 1996 yih genel ortalamast aga¢ basma 89 adet iken, 1997 yilinda
33 ve 1998 yilinda da 217 adet olmustur. Erkek ¢igek sayilarinda ise, 1996 yili genel
Ialamast aga¢ bagina 970 iken, 1997 yilinda 2245 ve 1998 yilnda da 3315 adet
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{mustur. Pinus echinata tirinde arka arkaya yapilan ¢ yillikk gozlemler sonucunda da

nzer bulgular elde edilmistir (Schmidtling ve Greenwood 1993).

zelge 4.2: Degisik tiirlere ait tohum bahgelerinde polen kontaminasyonu orani (m)

iir Adl Yas Metot m (%) Yararlanilan kaynak
rsendpisuga menziesii - Izoenzimler 489 Adam vd 1997
| - Izoenzimler 44 0ile 89.0 |Fast vd 1986
8-9 Izoenzimler 91.0 Adams ve Birkes 1989
14 Izoenzimler 520 Smith ve Adams 1983
20 fzoenzimler 400 Smith ve Adams 1983
Piriuis sylvestris 12-16 i._zoenziml_er 360210 | Ei-Kassaby vd 19389
| 16 izoenzimlef 520 Wang vd 1991
17-18 Izoenzimler 24.0-40.0 | Yazdani ve Lindgren 1991
18-25 izoenzimler 378 Nagasaka ve Szmidt 1983
'f_-'?.HS elliottii - fzoenzimler 83.5 Scuillace ve Long 1981
-Pm:_;_;s taeda 15 Tzoenzimler 360 | Friedman ve Adams 1985
- Polen tuzaf 31.0-880 | Greenwood ve Rucker 1985
>30 Izoenzimler 33.0 Harju ve Muona 1989
- Izoenzimler 510 Wiselogel 1986
20-31 Tzoenzimler 448-76.3 | Pakkanen ve Pulkinen 1991
P inus brutia 11 Izoenzimler 857 Bu galisma
ORTALAMA 18 526
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wang vd (1991), Harju ve Muona (1989) ve Pakkanen ve Pulkinen (1991)
k tiirler tizerinde yaptiklari arastumalarda (Cizelge 42), bulduklart polen
ta_minasyonu dizeyinin adi gegen tohum bahgelerinde bu kadar yiiksek olmasimn

enini, bahgede iiretilen-polenlerin azhigmna baglamaktadiriar

"-Degigik tiirlere ait tohum bahgeletinde, klonlarm polen iiretimi bakimindan
fliklar gosterdikleri belirtilmektedir (Yazdani vd 1995, Keskin 1999). Bu ¢alismaya
61&n aym tohum bahgesinde 1996, 1997 ve 1998 yillarina ait fenolojik gézlemler,
. yilda da klonlar arasinda erkek ve disi gigek Giretimi bakimindan onemli farkliliklar
d_u'g'ﬁnu gostermektedir. Ornegin, 1996 yilinda en ok erkek cigek ireten ilk yedi
) ..:e.m 5 tanesi (1, 4, 6, 9 ve 26 no’lu klonlar) 1997 ve 1998 yillarinda da ilk yedi klon
1'rida yer alnustir Bu klonlar (1, 4, 6, 9 ve 26 no’lu klonlar), her iig yilda da, tohum
bahcesindeki biittin klonlar tarafindan Uretilen erkek c¢iceklerin ortalama %47’sini
mislerdir. Goézlemlerin yapildig ilk yil yuksek sayida disi ¢icek veren 3 ve 4 no’lu
ar, daha sonraki yillarda da iist siralarda yer alabilmiglerdir. Bu klonlar (3 ve 4 no’lu
Idonlar), her ii¢ yilda da, tohum bahgesindeki bitiin klonlar tarafindan iretilen digi
geklerin ortalama %10,7sini iiretmislerdir (Keskin 1999)

Aynica tohum bahgesindeki klonlardaki disi cigeklerin maksimum polen kabul
Snemi ve erkek ciceklerin de maksimum polen yayma déneminin ¢akisip cakismadigs da
en i kendine déllenme oram ve polen kontaminasyonu diizeyini de&istirebilecek 6nemli
ir:_":..faktérdﬁr Keskin (1999) tarafindan yapilan ¢alismada, maksimum polen kabul
vresinin bir hafta gibi kisa bir siirecte tamamlandifi ve 1996 yilina ait gozlemlere gore,
Phﬁﬁl bahgesindeki 28 klondan beginin (%18) maksimum polen kabul eviesine erken
digini (30 Mart 1996’dan onee), bes klonun (%18) maksimum polen kabul evresine
8¢ girdigini (3 Nisan 1996’°dan sonra) belirlenmistir Disi gigeklerde 1996 yilinda polen
abul dénemi Nisanm ilk iki haftasinda yogunlasnugtir. Yine aym yil yapilan gozlemlerde
nlarn %18 nin maksimum polen dagilma evresine geg girdigi belirtilmektedir Disi
klerin polen kabul evresine gecisinin her ti¢ yilda da erkek ¢igekierin polen dagiima
Vresinden daha Gnce basladigr belirtilmektedir Disi gigeklerde braktelerin kapanmaya

Alamasiyla, ki bu donemde polen kabult minimum diizeydedir, maksimum polen

g

’
!
&




giima evresi ayni zamanda gergeklesmistit Bu durum agikga gostermekiedir ki, tohum
sinde disi gigeklerin maksimum polen kabul evresi ile polenlerin yayilmaya bagladig:
{am olarak cakismamaktadir Bunun sonucu olarak, tohum bahgesindeki klonlar
afindan bahgeye yayilan polenlerin yine tohum bahgesindeki dist gigekleri dollemedeki
{ﬂikléri azalacaktir. Tohum bahgesinde polen kabul evresine erken giren disi ¢igekler
kehdi erkek cicekleri tarafindan yayilan polenletle dolienecek, ya da tohum bahgesi
zsl_ndnaki dogal populasyonlardan etrafa yayilan polenlerle dollenecektir. Aym durum geg

geklenen klonlar icin de gegerli olacaktir. Bu durumda ya kendi-kendine dollenme ya da

olen kontaminasyonu oram artacaktir.

Polen kontaminasyonu acisindan, tohum bahgesinin bizzat kendi yast kadar,
hum bahgesinin gevreleyen yakin dogal populasyonlann yagt da oldukga énemlidir.
af tohum bahgesinin yakimndaki dogal populasyonlarin (Populasyon A ve Populasyon
__;§as1 ortalama olarak 40-50’dir ve muhtemelen polen iretimi tohum bahgesindeki
I;éS(Iere gore daha fazladr Ustelik tohum bahgesini ¢evreleyen bu dogal
dﬁﬁlasyonlailn tohum bahgesine bu kadar yakin cimalarl da polen kotaminasyonu
_aﬁlmn bu derece yitksek olmasinda etkili olmugtur Yapilan ¢aligmalar halen bir ¢ok
_'ﬁ_us tiiriinde polen kontaminasyonunu azaltmak igin kullamlan 120-150 m’lik izolasyon

zonlarmin bile etkili olmadigim gostermektedir (Squillace 1967, Squillace ve Long 1981)

Bu ¢ahsma sonucu elde edilen bulgular sadece tek bir ythn (1997 yillinin) tohum
Véﬁmine ait bulgulardir Fakat degisik tiirlere ait tohum bahgelerinde degisik yillara ait
gozlemlerde, yillar arasinda ¢igeklenme ve tohum tiretimi bakimuindan 6nemli farklihklar
g('}:zlenmistir: Keskin’nin (1999) yaptifi ¢alisma da bu bulguyu desteklemektedir Bir
tohum bahgesinde iiretilen polenlerin  miktariin  deZigmesi muhtemel olarak

14__10ntaminasyon oramm etkileyecektir Ayrica bir tohum bahgesinin degisik kisimlarmn

(dlnegin merkez ve kenardaki kisimlar) polen kontaminasyonundan ne derece ;
etkilendigirlin bilinmesi de ilgi ¢ekici bir konudur. Boyle bilgiler mevcut tohum
Bahgelerinden toplanan tohumlann kontaminasyon riskine gore sumflandmlmasini olast

If'i_llacal-( ve tohum bahgelerinin igletilmesinde faydali olacaktir

i



Tohum bahgesi disindaki kaynaklardan bahg¢eye gelen polen gogii, agik tozlagsma
_ életilen tohum bahcelerinden elde edilecek potansiyel genetik kazanca ciddi bir
eskil etmektedir: Ustelik disardan gelen gen gégui, tohum bahgesinin genetik
i'gini azaltan ve iiretilen tohumlarin uyum degerini bozan bir faktor olabilir Ozellikle
‘pahgesine digaridan gelen polenler, tohum bahgesinden elde edilecek tohumiarin
ecegi alanlara daha zayif adapte olan populasyonfardan geliyorsa, bu sorun daha
yitk snem kazamr (Sniezko 1981). Nitekim, bu galigmada bulunan %85.7’lik polen

minasyonun bu tohum bahgesinden beklenen genetik kazanc1 %43 kadar azaltacag

nmugtur




Bu ¢aliymada, Asar-Antalya mevkiinde yer alan 11 yaginda bir kizilgam (Pinus
atia Ten.) klonal tohum bahgesinde eslesme sistemi ve polen kontaminasyonu orani
oenzim analizleriyle saptanmaya ¢ahisitmistir Incelenen 14 lokus hep birlikte ele ahminca
hum bahgesindeki 28 klonun her birinin genotiplerinin birbirinden farkh oldugu
5rﬁlmu§tﬁr. Bu durum, tohum bahgesindeki her bir klonun birbirinden genotipik olarak
ar edilmesinde kolaylik saglamaktadir. Boylece, tohum bahgesindeki klonlara ait
ametlerin genotipik kimliklerinin belirlenmesi miimkiin olmugtur. Tohum bahgesindeki
2 .klondan beginin (Klon 4, Klon 6, Klon 15, Klon 18 ve Klon 20) incelenen ticer
rametinden birer tanesinin, ortetin diger iki rameti ile aym genotipe sahip olmadig
gdilemnistir. Bu durumda, Asar tohum bahgesinde incelenen rametlerin %6'simn yanhs
é_tiketlenmig oldugu sonucu ortaya g¢ikmaktadir. Tohum bahgesindeki tiim rametlerin
g‘éﬁotipik kimlikleri belirlenerek, yanhs etiketlenmis olanlarin ait olduklar klona dahil
ed_ﬂmeleri veya higbir klona dahil edilemiyorsa tohum bahgesinden elimine edilmeleri
ge.rekir.‘ Aksi taktirde gelecekte yapilacak dol denemeleri ve benzeri galismalarda hem

b'_islgularm dogruluk derecesi hem de arastirmacilar acisindan bir takim sorunlar ortaya

Tohum bahgesini gevreleyen Populasyon A ve Populasyon B, calisilan enzimlerin
'allel frekanslart bakimindan birbirinden farkh bulunmazken, her iki populasyon tohum
: Bahgesinden farkli bulunmusgtur (p<005) Genetik gesitliligin ana gostergesi olan
eterozigotluk diizeyi tohum bahgesinde Populasyon A’dan ve Populasyon B’den daha
‘yiksek ¢iknugtir. Tohum bahgesinin Populasyon A’dan ve Populasyon B den daha fazla
‘Benetik gesitlilige sahip oldugu bulunmustur.

Tohum bahgesi igindeki bireyler tarafindan tiretilen tohumlarin Hardy-Weinberg
dengesinde olup olmadiginin gostergesi olan Wright'in F-istatistigi kullanilarak fiksasyon
Indeksi (F degeri) hesaplanmistir. Elde edilen sonuglara gére ii¢ lokusta (Mnr-2, Pgd-3
ve Sdh-1) gozlenen heterozigotluk degerinin beklenen degerden istatistiksel olarak

Onemli bir sapma gosterdigi bulunmustur.
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Bu calisma, Tirkiye’de bir tohum bahgesinde eglesme sistemlenint ve polen
ontaminasyonu oraninin belirlenmesini konu alan ilk ¢aligmadir Tohum bahgesindeki
_eﬁdinden-baska.—bireylerle déllemme (outcrossing) oranmin yiksek oldugu ve kendi-
.. .n.dine dollenme (selfing) sonucu olusan yasayabilir nitelikteki tohumlarin oranimn kabul
filebilir bir dizeyde oldufu bulunmustur Tohum bahgesi tohumlaninda polen
ohfaminasyonu oramnin ise oldukga yiiksek oldugu gozlenmistir Bu diizeydeki polen
;ﬁtaminasyonunun tohum bahgesi tohumlarindan elde edilmesi beklenen genetik
azangta %43 kadar bir azalmaya neden olacag belirlenmigtir Elde edilen sonuglar
sstermektedir ki, Asar tohum bahgesinin, kizilgamm dogal populasyonlanindan arzu
_edilen diizeyde izole edilemedigi gortlmektedir Cahymamiz sonucu bulunan polen
. ontaminasyonu oram kabul edilemeyecek kadar yilksektir. Oyle goriiniiyor ki, bu ve
enzeri tohum bahgelerinde, tohum bahgesine dogru yabanci polenlerin agiri gociinii

flemek i¢in bir takim onlemlerin alinmast gereklidir
Bu tiir soruntari hafiflefmek icin dikkate deger yaklagimlar genel olarak sunlardir:

1- Polenlerin, dnceki yillardan veya erken polen yayan klonlardan yontemine uygun
bir sekilde topiamp saklanmast ve bu polenlerin disi ¢igeklerin maksimum polen
kabul evresinde tekrar tohum bahgesine vayilmast (Supplemental Mass
Pollination=Destekleyici kitle polenlemesi) Bu teknigin polen kontaminasyonu
diizeyini azaltmada etkili oldugu yapilan caligmalarla kanttlanmistir (El-Kassaby
ve Ritland 1986, El-Kassaby vd 1989)

2- Tohum bahgesindeki bireyler ile tohum bahgesine yakin dogal populasyonlardaki
bireyler arasinda fenolojik olaylar bakimindan zamansal izolasyon saglanmasi.
Ornegin tohum bahgesindeki disi ¢igeklerin maksimum polen kabul evresi ve
tohum bahgesindeki digindaki dogal populasyoniardaki erkek ¢igeklerin
maksimum polen yayma dénemi gakigiyorsa, tohum bahgesindeki disi cigeklerin
polen kabul donemine gegigini geciktirerek, gerekirse destekleyici kitle.
polenlemesi uygulanmast.

3- Fiziksel izolasyon zonunun genigletilmesi Bir ok Pinus tirti igin halen uygulanan
standart 120-150 m’lik izolasyon zonunun polen kontaminasyonunu azaltmak i¢in

etkili olmadig1 gorilmastiir (Squillace 1967, Squillace ve Long 1981)
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4- Tohum bahgesinin merkezi alammn (sonug¢ olarak tohum bahgesi alaninin)
genigletilmesi
5- Tohum bahgesindeki polen liretimini arttiracak teknikler uygulanmasi Tohum
bahgelerindeki klonlarin bol miktarda polen iretimini tegvik etmek igin
gibberellinler veya gibberellin tiirevi sentetik maddeler kullamlmasi, giibreleme,
halkalama (bogma) veya diger teknikler kullanlarak gigeklenmenin uyanimasi
saglammr.  Tohum bahgesinde bol miktarda polen iiretiimesi; diganndan gelen
polenlerin oramnmn daha az olmasma dolayisiyla kirhiligin azalmasim saglar.
Zamaninda kullanifan bu tekniklerle, yapraklar olugturacak tomurcuklarin cigek
veren tomurcuga doniigmesi tesvik edilmektedir Eger tohum bahgesi iginde
gigeklenme oram artarsa tohum bahgesindeki disi gigeklerin yine tohum bahgesi
iginde tiretilen polenlerle dollenme olasthf da artacaktir (Lowe ve Wheeler
1993)
6- Tohum bahgesinin yeri belitlenirken, polen kontaminasyonunun az olabilecegi ya
da hi¢ olmayacaB yerlerin segilmesi Tohum bahgesinin 1000 m uzagma kadar
aym aga¢ tiirli veya yakin akraba tiir bulunmamalidir (Yahyaoglu ve Atasoy
1983) # _
7- Tohum bahgesinin gevresinin modifiye edilmesi. ri
8- Polen kontaminasyonu sonucu genetik kazangtaki azalmayr hafifletmek icin en
son c¢are olarak bagvurulabilecek alternatif bir yaklagim da tohum bahgesinin,
kionlarmn segildigi ana populasyonun genetik kalitesinden daha zayif olmayan ve

benzer uyum degeri olan populasyonlann oldugu bir yere kurulmas:

9- Kontrollii tozlasma yapiimasi Genellikle belirli genotipler arasinda capraziama

yapmak i¢in kullanidan bir tekniktir. Fakat polen kirliliginin énlenmesi amaciyla da

sik olarak kullamimaktadir. Kontrollii tozlagma teknigi polenin disi gicege suni
olarak verilmesi ve dolayisiyla ana ve baba ebeveynin her ikisinin de belli olmasim

saglayan bir tekniktir (Urgeng 1982).

Yukandaki Gnerilerden bir kagi, bu ¢aligmaya konu olan Asar tohum bahgesinde
Uygulanabilit ozelliktedir Bu oneriler, uygulanabilirlik bakimindan en ekonomik

olamindan baslayarak soyle siralanabilir:



1. Tohum bahgesinin gevresinin modifiye edilmesi Tohum bahgesinin etrafindaki, A
ve B ile gosterilen dogal populasyonlardaki bireyler tedtici olarak uzaklagtinlip, o
alan oncelikle o yoreye en iyi uyum yapabilen ve izl geligen farkl bir tiir ile
(5rmegin Pinus pinea, Eucalyptus spp ve bunun gibi) agac¢landirabilir. EZer
yoreye iyl uyum yapan baska bir tiir bulupamazsa «o ‘zaman ‘bu alan tohum
bahgesinden elde edilen tohumlarla agaclandinlabilis Boylece yeni-dikilen aSaglar
tohum bahgesi ile benzer gen havuzundan oldufu igin, genetik olarak arzu
edilmeyen polen kaynaklart bityiik oranda elimine edilmig olacaktir.

- 2- Polenlerin, sneeki yillardan veya erken polen yayan klonlardan yontemine uygun
bir sekilde toplanip saklanmast ve bu polenlerin disi ¢igeklerin maksimum polen
kabul evresinde tekrar tohum bahgesine yayilmast (Supplemental Mass
Pollination=Destekleyici kitle poleniemest).

3. Tohum bahgesindeki polen iiretimini arttiracak teknikler uygulanmasi

4- Tohum bahgesinde, miimkiin oldugu olgide ¢ok sayida bireyler uzerinde
kontrollii tozlagma yapilmast

5- Tohum bahgesindeki bireyler ile tohum bahgesine yakin dogal populasyonlardaki

bireyler arasinda fenolojik olaylar bakimindan zamansal izolasyon saglanmast

Bu onerilerden birincisi gergeklesir ise, diger énerileri uygulamaya biiyitk oranda
gerek kalmayabilir. Cinkil digaridan gelen, goriniirdeki yabanci polen kaynags ortadan
‘kalkmus ofacaktir. Bununla birlikte adi gegen A ve B populasyonlar: ortadan kalktiktan
sonra, tohum bahgesine gelen yabanci kaynakli polenlerin ne kadar azaldigim anlamak

¢in ayr1 bir aragtirma konusu 6nerilebilir

Buna ek olarak, tohum bahgesindeki etkek ve digi gigekletin sayismi arttiracak
tekniklerin kullamimas: verinde olacaktu Ciinkii tohum bahgesindeki erkek ve disi
gigeklerin sayisimn artmast her zaman arzu edilen bir durumdur Boylece disi gigeklerin
sayisindaki artmaya paralel olarak tohum bahgesinden elde edilecek tohum miktari
artacak, erkek cigeklerin sayisiun (dolayisi ile polenlerin) artmastyla tohum bahgesindeki

disi ciceklerin yine tohum bahgesinde iiretilen polenlerle dollenme olasihigy artacaktir.
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EK-2: TANIMLAR

Althk (stock): Genotipini koruyarak uretmek istedifimiz afac¢ yani ortetten alnan ve
yeni bir bireyi gelistirecek olan kalemin agilandigy anagtir

Ciceklenme fenolojisi : Ciceklerin yil i¢inde geligim cagina, mevsimlere ve iklimsel
degismelere bagli olarak gasterdikleri degisikliklerdir

Dimerik enzim: iki polipeptit alt biriminden olusmus bir enzimdir Jelde homozigot
genotipler tek bant heterozigot genotipler li¢ bant gosterir

Disi kozalakqak (disi cicek, seed cone) : Ilerde geliserek icinde tohumlan tagsiyan
kozalag: verecek olan ve ¢ok sayida disi spor kesesi (makrosporofil) tasiyan
dist gigektir

Dol denemeleri : Déollerin performansim kargilastirarak, ebeveynlerin test edilmesidir
Yetisme ortanunin sagladigy Gstinliklerle, iyi genlerden kaynaklanan kalitsal
istiinlikleri aywrt etmek iizere ¢ok sayida dol, kontrollii  sartlarda
kargilagtinilarak daha giivenli sonuclar elde edilir

Elit agac tohum bahgesi : Dol denemeleri sonucunda genotipik olarak iistiinhikieri
kamtlanmis agaclardan (elit agaglardan) kurulan tohum bahgesidir

Elit agac: Dol denemeleri vapilarak, bilyiime hizi, govde, daflanma ve biiyiime
sekilleri, tali Grlin verimi, hastaliklara dayamkhilik gibi karakterler bakimindan
genotipik olarak iistiinliikleri kamtlanmg agaclardir.

Gen havuzu: Bir populasyondaki fertlerin tasidifi bitin genlerin (kalitsal materyalin)
hepsinin birden ortaya konulmasiyla ve kanstirilmasiyla olustugu varsayilan
teorik bir kavramdut

Genetik kontaminasyen (kirlenme): Bir populasyonun gen havuzuna istenmeyen
genlerin katilmasi ve o gen havuzunun yapismi degistirmesidir.

Genotip: Agacin tireme hiicreleri ya da vejetatif iretme ile nesilden nesile normal
olarak degismeden gegebilen ve fenotipin ortaya gikmasinda etkili olan kalitsal
yapidir 2

Kion: Belirli bir ortetten ag1 ya da ¢elik yoluyla tretilen ve aymi genotipik yapiya sahip
olan fertlerin ait oldugu tiim gruptur,

Konal tehum bahcesi: Celik, asi kalemi vb. vejetatif materyalle iretilen fidanlarla

kurulan tohum bahgeleridir.



Monomerik enzim: Tek bir polipeptit alt biriminden olusmus bir enzimdir Jelde
homozigot genotipler tek bant heterozigot genotipler iki bant gosterir.

Monomorfik lokus: En yaygm alelin frekansmm %95'den daha fazla ise o lokus
monomorfiktir

Ortet (donir agac): Kendisinden -ag -kalemi ya «da -gelik - gibi - vejetatif- iireyebilir
materyalin alindigi agactir

Panmiktik denge (Panmictic equilibrium): Bir populasyonda genlerin bir araya
gelmesi, yani eslesmesi tercihli olmayp, rasgele olur. Bu rasgele eslesmenin
yarattig1 dengeye Panmiktik denge ya da panmiksis ad verilir .

Plantasyon: Fidan dikimi yoluyla yapilan agaglandirmalardir

Plus aga¢: Fenotipik seleksiyona dayanilarak secilen iistiin nitefikli agaclara Plus agag
adi verilir

Polen gicii: Bir bitki populasyonunun erkek ciceklernden etrafa yaytlan polenlerin,
rizgar veya canlilar aracilis ile baska yerlere taginmasi

Polen kontaminasyonu (kirliligi): Bir tohum bahcesine bah¢e digindaki bireylerden
gelen yabanci polenlerin bahgedeki disi gicekleri dolleyerek tohum olugmasma
karigmasidir

Polimorfik lokus: En yaygin alelin frekans: %95'den az ise o lokus polimorfiktir.

Polimorfizm: Populasyonda bir karakterin birden fazla alternatifinin bulunmas:

Populasyon: Aralannda nesilden nesile gen algverisi olabilen, aym tirden olup aym
gen havuzunu paylagan, belirli bir orijinde yer alan ve bir ya da birden fazla
megcereden meydana gelen fertler toplulugudur

Ramet: Belirli bir agactan alnan agi kalemi ya da geliklerin kéklendirilmesi yoluyla

birbirinin aymsidir

Ramet: Belli bir ortetten alinan agr kalemi ya da geliklerin koklendirilmesi yoluyla elde
edilen bireydir

Tetramerik enzim: Dért polipeptit alt biriminden olusmus bir enzimdir. Jelde
homozigot genotipler tek bant heterozigot genotipler bes bant gésterir

Tohum bahgesi : Genetik olarak uistiin agaglarin klon ya da tohumlarindan kurulan ve
genetik agidan arzulanmayan polen kaynaklarmdan izole edilmis, 6zel idare ve

1sletmeye tabi tutulan, sik, bol ve kolay tohum hasat edilen agaglandirmalardsr

elde edilen bireylerdir ve aym klondan treyen rametler, genotip olarak
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