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OZET

Bitki tiirlerinin taksonomik simiflandiriimas: temel olarak morfolojik ve
anatomik karakterlere dayamir. Fakat bu Ozellikler deZisken ve bazen de
gozlenmesi zor olabileceginden, izoenzim analizleri, SDS-PAGE, RFLP, RAPD-
PCR, gibi molekiiler tekniklerle desteklenmelerinde fayda vardir. Bu
tekniklerden RAPD-PCR; ekonomik olmasi, zaman kazandirmasi,
polimorfizmleri kolay tespit edebilmesi ve genomik bilgiye ihtiya¢ duymamasi
bakimindan en avantajh olanlardandir. Tiirkiye’ de yetisen bazi Alyssum L
(Brassicaceae) tiirleri arasindaki genetik uzakliklar SDS-PAGE ve RAPD-PCR
yontemleri kullamilarak belirlenmeye ¢ahsiimistir. RAPD-PCR calismasinda
toplam 42 primer denenmis bunlardan 5 primerin polimorfik bantlar verdigi
gozlenmistir. Genetik uzakhklar SDS-PAGE ve RAPD-PCR sonuclarina gire
her tiir icin hesaplanmig, dendrogramlar ¢cikartiimistir.
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ABSTRACT

The taxonomic classification of plant species is basically depends on the
morphologic and anatomic characters, but because these features are changable
and sometimes difficult to observe, it is necessary to support by molecular
techniques such as SDS-PAGE, RFLP, RAPD-PCR. RAPD-PCR is the most
advantageous method because its being economic, fast and less complicated.
RAPD-PCR can detect the polymorphisms easily and doesn’t need genomic
information. The genetic distances among some species of Alyssum L.
(Brassicaceae) growing in Turkey is determined by using the SDS-PAGE and
RAPD-PCR methots. 42 primer were used in RAPD-PCR and 5 of them gave
polymorphic bants. Genetic distances were calculated for each species by using
the results of SDS-PAGE and RAPD-PCR then dendrograms were obtained.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Bu ¢alismada kullamlan baz simgeler ve kisaltmalar, agiklamalan ile birlikte asagida

sunulmustur.
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RAPD Rastgele ¢ogaltiimig polimorfik
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1. GIRIS

Alyssum L. (Brassicaceae), Turkiye’de zengin cinsler arasinda yer almakta ve 90
tirle temsil edilmektedir. Bunlardan 54’ @ endemiktir. Olduk¢a fazla varyasyon
gosteren Alyssum tirleri, ozellikle Odontarrhena (Meyer) Hooker seksiyonunda,
serpentin alanlarda yetismektedirler (Davis, 1965). Tanim, madencilik, madenlerin
tasfiyesi, luzli sanayilesme, enerji ve yakit tretimi, gibi faaliyetler sonucu agir
metaller gevre kirlilifinde 6nemli bir yer tutmaya baslamigstir. Son yillarda agir metal
kirliligini gidermek igin yiikksek maliyetli teknolojilerin yerine ekonomik, birgok
toprak tl'iriinde.kullamlabilen, tahrip edici olmayan, dogal bir yontem olarak, karasal
bitkilerin agir metalleri absorbe edip detoksifikasyona ugratma 6zelligi
kullamlmaktadir. Alyssum, baz1 tirleri, nikel metalini kuru yaprak biyokiitlesinin
%3’tine varan derisimlerde biriktirme Ozellifine sahip olmasi bakimdan ekolojik

degeri olan bir bitki grubudur.

Bu ¢alismamizin amac1 Turkiye’de yetisen bazi1 Alyssum L. (Brassicaceae) tiirleri
arasindaki genetik uzakliklan, varsa tiirler arast ve tiir ig¢i polimorfizmleri SDS-
PAGE ve RAPD-PCR yontemlerini kullanarak belirlemektir.

Genel Bilgiler

Bitkisel geri kazanim farkli bitkileri, ¢evre kirliligini olusturan maddeleri tutmak,
indirgemek veya oziitlemek suretiyle gevrenin iyilestirilmesini saglayan bir seri
teknolojiye verilen addir. Bitkisel geri kazamm uygulamalar, bitkilerin kirliligi
bertaraf etmekte kullandiklarn mekanizmalara gore simiflandirilmaktadir. Bu
mekanizmalar inorganik Kkirleticilerin toprak veya ylizey sularindan 6ziitlenerek
bitkilerin toprak istiinde kalan kisimlan tarafindan yok edilmesi (fitoekstraksiyon),
kirleticilerin ¢ok ¢esitli biyotik ve abiyotik sireg sayesinde indirgenmesi
(rizodegredasyon, fitodegredasyon), ugucu kirleticilerin bitkiler tarafindan atmosfere
buharlastirilmasi veya terleme ile atilmast (fitovolatilizasyon), kirleticilerin kék
bolgesinde tutulmas: (fitostabilizasyon), kirlenmis ylizey sularinin hidrolik kontroli

ve vejetatif uzantilar yoluyla erozyonun, igerilere sizmalann ve aginmalarin



Onlenmesidir. Cizelge 1.1° de tim bitkisel geri kazamm teknikleri, hangi bitkiler
araciligy ile uygulandiklan, hangi kirleticiler Uzerinde etkili olduklan ve
kullanildiklan ortamlar verilerek 6zetlenmistir (EPA).

Welch (1995), insanlann tanm, madencilik, madenlerin tasfiyesi, elektrolizle
kaplama, enerji ve yakit tretimi, gig¢ iletimi, atiklarin indirgenmesi ve askeri
operasyonlar gibi aktiviteleri sonucu olusan agir metallerin ¢evre kirliliginde 6nemli
bir paya sahip oldufunu, bazi metallerin, mesela Mn, Fe, Cu, Zn, Mo ve Ni,
mikroorganizmalar, bitki ve hayvanlar i¢in 6nemli ve faydah besleyiciler oldugunu,
digerlerinin ise bilinen bir biyolojik veya fizyolojik fonksiyonu olmadigin
belirtmigtir. Ttim agir metaller yiiksek derisimlerde gii¢lii toksik etkilere sahiptir ve
cevresel tehdit olugtururlar (Nedelkoska and Doran, 2000).

Negri ve Hincman’ a gore (1996) toprak, su ve sedimentlerden agir metal kirliligini
gidermek igin birgok teknikler gelistirilmistir. Bunlardan bazilan ¢ékeltme, iyon
degisimi, bakteri ve fungiler aracilify ile biyolojik iyilestirme (biyoremediasyon)
veya topragin kimyasal olarak siiziilmesi, arazi doldurmak igin tamamen transferi
gibi pahali yontemlerdir. Bu metotlar 6zel bazi kosullarda bagarih olabildigi halde
onemli dezavantajlara sahiptir. Degisken toprak ¢esidi ve yapisi, zararli metabolik
tiriinlerin ortaya gikmasi, bolgelerin tahribi ve artan kirliligin dagilma potansiyeli,
varolan tekniklerin kullanilabilirligini simirlandirmaktadir. Cunningam ve
arkadaglari’na (1995) gore, daha da 6nemlisi, ¢evrenin temizligi i¢in gelistirilen bu
teknolojilerin maliyeti de ¢ok yiiksek olmaktadir. Bu soruna bir ¢dziim olmasi
amaciyla aragtirmalar, agir metal kirliligi i¢in alternatif, daha diigik maliyetli
yontemler geligtirilmesine yonelmistir. Bunlardan birisi toprak ve su yollarinin
temizliginde canli bitkilerin kullanildif: bitkisel geri kazammdir. Bu yaklagim agir
metallerle kirlenmis gevrelerde yagayabilen bazi karasal bitkilerin, toprak {izerinde
kalan kisimlarin da ginko, manganez, nikel, kobalt ve bakir gibi toksik metalleri
biriktirme yeteneklerini kullamr. Halen kullanilmakta olan ¢evre temizligi
metotlartyla kargilagtinldiginda en az bolgesel tahrip olusturan ve dogal dengeyi en

az bozan yoéntemdir. Metal biriktirme 6zelligi serpentin topraklara endemik tirlere
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has bir olaydir ve bu tir metalofitlerin de ¢ok azinda gorilir. Kigik tek yillik
otlardan ¢ok wyillik ¢ali ve agaglara kadar degisen birgok familyada
gergeklesebilmektedir. Afir metalleri biriktirebilen yaklagik 400 bitki tiirii
bilinmektedir. Metal iyonlan, metal biriktiren bitkiler tarafindan bir kere alinip
dokularda derisik hale getirildikten sonra, biyokiitle biyolojik maden kaynag: olarak
geri doniigiim igin veya depolama amaciyla hasat edilip, kurutulup toz haline
getirilebilir (Wenzel et al, 1997).

Metal biriktiren bitkilerin diger bir kullamm alamt da yilizeye yakin maden
kaynaklarinin bitkiler sayesinde isletilmesidir. Bu teknoloji, uygun bolgelerde
bitkilerin yetistirilmesi, metallenmis iiriiniin hasat1 ve biyokiitlenin metal elde etmek
amaciyla muamelesi esasina dayanir. Bitkisel madenciligin temel avantaj1 geleneksel
madencilik yontemlerine gore daha ucuz olmasi ve dogrudan madencilik operasyonu
i¢in yetersiz fakat mineralce zengin topraklan ekonomik olarak kullamlabilir hale
getirmesidir ( Brooks et al, 1997). Boyd ve arkadaslarn, (1994); Pollard ve Baker,
(1997), metal biriktirme oOzelliginin bitkileri herbivorlara, zararli fungilere ve
bakteriyal patojenlere karsi korudugunu bildirmektedirler (Wenzel et al, 1997).

Agir metallerden nikel genel olarak yer altinda siilfit madenleri, yizeyde ise silikat
minerallerinin yapisinda dogal olarak bulunan bir elementtir. Cevrede ise nikelin ilk
hali oksijen veya siilfiir ile birlesmis olarak bulunur. Nikelin yer kabugundaki oram
90 mg/kg civanndadir. Silfit, arsenid, antinonid, oksit ve silikat kaynaklarinda
dagilmig olarak bulunur. Nikel aym zamanda insanlar ve volkanik faaliyetler, orman
yanginlan, atmosferin dig tabakalanindaki meteor pargalanmalan gibi dogal
nedenlerle atmosferde toz halinde yayilmss olarak da bulunur. Saf nikel sert, giimiisi
beyaz bir metaldir ve giglii, uzun sireli metal alaggmlan yapmak i¢in kullamlir,
ornegin paslanmaz celik tencereler, sarjlanabilir bataryalar, madeni paralar gibi.
Nikel sedimenter kayalarda siklikla organik¢e zengin tortularla birlesmistir. Nikel
bazi organizmalar igin esas bir elementtir. Yuksek derigimlerde Ni hem hayvanlar
hem de bitkiler igin toksiktir ve maruz kalinan siireye bagh olarak Ni tuzlarinin
. kanser yapici etki gosterdigi bulunmustur (Ebbs and Kochian, 1997).



Agir metallerle kirlenmis topragin temizliginde kullamlacak ideal bitki tiirleri,
kirliligi hem miisamaha gosterebilecek hem de biriktirebilecek kadar biiyik
biyokiitleye sahip olmalidir. Bitkisel geri kazamm igin en uygun bitki tlrlerini
Brassicaceae familyasimin tyeleri teskil etmektedir (Ebbs and Kochian, 1997).
Bunlardan 4/yssum toplam 170 taksonu arasinda, kuru yaprak biyokitlesinin %3’iine
varan derigimlerde nikel biriktirebilen 48 metal biriktiren cins igermek suretiyle, en
genis grubu olusturmaktadir (Kramer et al, 1996). Ilk olarak Minguzzi ve Vergnano
(1948) tarafindan, Alyssum bertolonii’ nin kuru materyalinde yaklagik 10,000 u(ppm)
[1%] Ni bulundurdugu gortilmistir ( Brooks et al, 1997). Kramer ve ark’min (1996)
yapmis oldugu calismalarda 4. lesbiacum, A. murale tirleri igin de benzer sonuglar
elde edilmigtir. Gabrielli ve arkadaglar’nin (1990) yaptigi calismada Alyssum
cinsinin metal biriktiren tiirlerinin aym metalle kirlenmis topraklarda yetisen ve
biriktirme 6zelligi olmayan tiirlere oranla nikele gok daha fazla miisamaha gosterdigi
bulunmugtur (Wenzel et al, 1997). Bir metal biriktirici bitkinin yapraklarinda var
olan yiiksek nikel derisimleri bitki i¢inde bu metalin zehirli etkisini yok eden bir
sistemin varlifim gostermektedir. Nitekim metal biriktiricilerin bu mekanizmasinda
rol alan bilegikler arasinda digiik molekiler agirlikli ileticilerden Lee ve ark.’na
(1978) gore sitrat ve serbest histidinin bilyiik 6nemi oldugu goriillmiistiir (Kramer et
al, 1996).

Mikroorganizmalar ve bitkiler agir metal zehirlenmesini dnlemek igin ¢ok cesitli
mekanizmalara sahiptirler. Omegin ozellikle Eubacteria’ da gorilen aktif metal
taginmasi, mavi yesil algler, fungi ve bitkilerde gorillen metalotionein gibi metal
baglayan peptidlerin sentezi, bitkiler ve baz1 fungilerde gérillen metal tutucu ajanlar,
fungiler ve bitkilerde gorillen vakuoler kompartmanlagma ve serbest metal
tyonlarinin hiicre dig1 tutulmasini da igeren birgok yontem (Schat et al, 2000). Genel
olarak metalce zengin ortamlarda yasayan sug ve ekotipler yiitksek metal toleransi
i¢gin adaptasyon saflamiglardir. Afir metallere tolerans daha g¢ok bakterilerde
calisilmistir. Bakterilerde tolerans plazmitlerle kodlanan metal iletim sistemlerine ve
metal rediiktaz aktivitelerine baglidir. Bitkilerde ve fungilerde tolerans mekanizmasi
genel olarak bilinmemektedir. Dolayisiyla metallerle kirlenmis topraklarin bitkisel

geri kazamimla iyilestirilmesi amactyla genetik mithendisligi ile bitkiler



gelistirilebilmesi, ancak metal tolerans, biriktirme ve iletim mekanizmas: daha iyi
anlasildig1 zaman miimkiin olacaktir (Chaney et al.1997 ).

1960’larda, dogal populasyonlarda var olan olduk¢a yiiksek orandaki
polimorfizmlerin fark edilmesi ve basariyla kullamlmaya baglanmasi molekiiler
biyolojide kaydedilen geliymelerin en 6énemlilerindendir. Polimorfizmlerin kaynag
DNA dizi degisiklikleridir. Yer degistirmeler, ters donmeler, parca eksilmeleri ve
parga yerlesmeleri ile meydana gelir ve genleri, onlann diizenlenmelerini,
biyokimyaysi, gelismeyi, morfolojiyi, davramisi etkileyeceginden evrim siirecinde

fenotipik varyasyonun da kaynagidir (Britten, 1986).

Turler arasindaki genetik ¢esitliligin incelenmesi, kalite ve verim yoniinden yiiksek
potansiyele sahip, hastaliklara dayamikli tirlerin gelistirilebilmesi igin 1slah
programlarinin her agamasinda kullanilan materyalin 6zelliklerinin ¢ok iyi bilinmesi
gerekir. Islah galigmalarimi daha az masrafli ve daha kisa siirede istenilen sonuglarnn
elde edilebilecegi duruma getirebilmek igin morfolojik veriler, C bantlama, G
bantlama gibi kromozomal ¢esitliliklerin incelenmesiyle olusan sitolojik veriler,
izoenzimler, tohum depo proteinleri gibi biyokimyasal markirlar ve RFLP
(Restriksiyon Parga Uzunluk Polimorfizmi), RAPD-PCR (Rastgele Cogaltilmig
Polimorfik DNA), SSR (Self Substained Sequence Replication), AFLP (Cogaltilmisg
Par¢a Uzunluk Polimorfizmi) gibi molekiler markirlar baganyla kullamimaktadir
(Stuber, 1992).

Sistematik veriler olugturmak amaciyla yapilan ilk molekiiler ¢aligmalar izoenzimler,
proteinler gibi biyokimyasal markirlar iizerine yogunlasmistir. Morfolojik ve
agronomik o6zellikler ¢evresel faktérlerden etkilenebilme dzelliginde oldugundan ve
bu nedenle gergek anlamda bir genetik benzerlik ya da farkliligt ortaya
koyamayacagindan biyokimyasal genetik markirlar olduk¢a avantajhdir (Crawford,
2000).

Bir enzimin aym kimyasal reaksiyonu katalize eden fakat molekiil yapilan ve

ozellikle tasidiklan elektrik yiikleri farkli olan gesitli formlanna izoenzim denir



(Ozban, 1988). Smith (1988) ve Wilson (1988)’ a gore izoenzim analizleri
biyokimyasal genetik markirlar gelistirmenin yollarindan biridir. Izole edilen ve
elektroforetik hareketliliklerine gore farklilik goésteren enzimler arasindaki

polimorfizmin belirlenmesine dayanir (Andersen and Fairbanks, 1990).

Chen ve arkadaglani (1991), izoenzim analizlerini fungi sistematiginde
kullanmiglardir ve genetik varyasyonun incelenmesinde daha basit ve ucuz bir
yontem oldugunu belirtmektedirler. Morfoloji ve farkl sicakliklarda gelisebilme
ozelligi, onemli bir bitki patojeni olan Pythium tiurlerinin taksonomik problemlerini
¢ozmeye yetmemistir, nitekim tirler arasindaki varyasyonun derecesi izoenzimlerden
yararlamlarak tespit edilmistir (Barr et al, 1996). Bu sayede fungilerin virulans
etkileri ve diger ozelliklerindeki potansiyel varyasyonlar en aza indirilebilir (Vogler
et al, 1996).

[zoenzimlerden yararlamlarak bitkilerin de genotipik gesitlilikleri aragtnlmugtir.
Taksonomisi oldukga giic olan Pleurothallis (Orchidaceae)’ in bazi tiirleri igin
geceklestirilen izoenzim analizinde tiirlerin hepsinin de kendi kendine tozlagmay:
miimkin kilan yapida oldugu halde kiigiik sineklerle tozlastiklan ve tiirler arasindaki
genetik varyasyonun da yiiksek oldugu gorulmiistir (Borba et al, 2001).

Izoenzim analizleri diger metotlarla kargilagtinldiginda daha hizl: ve daha ekonomik
bir metot olmasmma ragmen, deneyler igin taze materyale ihtiyag¢ duyulmasi,
polimorfizmleri tam olarak tespit edememesi, analiz igin daha az sayida lokus ve
allel kullanmasi ve markir belirlenmesi igin birlikte ¢ok ¢esitli metotlar denenmesi
gerektiginden kullanimt sinirlidir (Bernatsky and Tanksley, 1989).

Tohum protein profilleri genetik homolojinin molekiiler seviyede aragtiriimasi,
taksonomik ve filogenetik problemlerin ¢ézilmesinde kullamlan giglii bir tekniktir
(Singh et al, 1991). Son yillarda tiirlerin ve tanim mahsullerinin tanimlanmasinda
tohum depo proteinlerinin analizi 6zel bir uygulama bulmustur. Tiim diinyada ekilip
bigilen tir ve varyetelerin artan sayisi, bitki gesitliliginin giivenilir bir aynminin

saglanabilmesi igin biyokimyasal iglemlerin de geligimini uyarmustir. Ozellikle



HPLC, SDS-PAGE, HPCE, IEF-PAGE gibi yontemler hem monokotiledonlarin hem
de dikotiledonlann tammlanmasinda kullamlmakta olan yéntemlerdir. Tohum depo
proteinlerinin, elektroforezinin geleneksel morfolojik yaklasimlara gére avantaji,
gelisme mevsimlerinden bagimsiz olmasi, bitkilerin yetistirilmesine gerek olmamasi,
materyalin tiim yil boyunca elde edilebilir olmasi, hizli analiz edilebilmesi,
saklanmasindaki kolayliklar ve ihtiyag duyulan 6regin az olmasidir. Denatiire olmus
proteinlerin incelenmesindeki diger bir avantaj da tohum direncinden ve fizyolojik
tohum faaliyetinden bagimsiz sonuglarin elde edilebilmesidir. Yiksek veya diigiik
direng gosteren tohumlarin elektroforetik sonuglarnin aym: oldugu hatta kurumus
tohumlarin bile incelenebildigi gézlenmistir (Dinelli and Lucchese, 1999).

Poliakrilamid jel elektroforezi gesitlerinden olan SDS-PAGE, proteinlerin analizinde,
protein safligim ve molekiler agirligim belirlemede kullanilir. SDS-PAGE’ ine tabi
tutulacak 6rnekler 6ncelikle iyonik olmayan bir deterjan olan SDS (Sodyum Dodesil
Siilfat) ve B-merkaptoetanol igeren tamponda kaynatilir. Merkaptoetanol protein
tersiyer yaptsim bir arada tutan disiilfit koprilerini indirger, SDS de proteine sikica
baglanarak denatiire eder ve molekul Uzerindeki dogal yiki de degistirerek
tamamen (-) vyikli yapar. Boylece SDS, sarj yogunlugundan ve sekilden
kaynaklanan etkileri ortadan kaldirarak ayrnimi sadece molekiiler agirliga bagli olarak
gergeklestirir (Dunn, 1993).

Mikroorganizmalarin tamimlanmas: ve simflandinlmasinda total hiicre proteinlerinin
SDS-PAGE’ i olduk¢a yaygin bir yontemdir. Standart kosullarda gelisme gdsteren
bir bakteri susu her zaman aym grup proteinleri tretmektedir. Buna dayanarak,
yogurt ve peynirden izole edilen Lactobacillus delbrueckii ve Streptococcus
salivarius suglanmn tanimlanmasi SDS-PAGE ile gergeklestirilmigtir (Tskalidou et
al, 1992),

SDS-PAGE’ in mikroorganizmalara ilave olarak bitkilerde de kullammu oldukga
yaygindir. SDS-PAGE olgunlasmamis Brassica napus embriyolarimn, yapay
ortamda farkli derisimdeki ¢imlenme inhibitdrlerinin varlifinda ve yoklugundaki



embriyogenez siireglerinin, tohum depo proteinlerinin biriktirilmesi bakimindan

karstlagtinimas: i¢in kullamlmigtir (Crouch and Sussex, 1981).

SDS-PAGE ile elde edilen dendrogramlar bugiine kadar Arachis tirlerinin farkli
yonlerini c¢aligmak amaciyla kullamlmistir; 6megin Cherry (1975) tarafindan
proteinlerin genel 6zelliklerini belirlemek amaciyla, Basha (1979) tarafindan
ekinlerin tanimlanmasinda, Yamada ve ark (1980)’ min ¢alismasinda tohum
gelisgimini incelemek igin, Shokran ve ark (1985) tarafindan proteinlerin diger
genetik ozelliklerle ilgisini aragtirmada, Krishna ve Mitra’ nin (1987) yapmis oldugu
caligmada tohﬁm protein polimorfizmi i¢in ve Klozova ve ark (1983) tarafindan da
tarlerin kargilagtinlmasi i¢in kullamlmgtir. Son zamanlarda ise Arachis cinsi igindeki
cesitliligi degerlendirmek ve protein kompozisyonuna dayali olarak simflandirma
yapabilmek amaciyla Giiney Amerika’da yetisen 55 tir SDS-PAGE kullamlarak
tohum depo proteini kompozisyonu bakimindan karsilastinimigtir (Hall et al, 1993).
Protein profilleri evrim siireci igerisinde ¢ok az degisiklige ugramaktadir (Singh et al,
1994).

Sesbania cinsine ait baz1 tirlerin tohum protein profilleri SDS-PAGE ile incelenmis
ve 15 tirtin, tiire 6zel protein profiline sahip oldugu gozlenmistir (Saraswati et al,
1993). Kuzey Amerika’ da dogal olarak yetisen Festuca (Poaceae)’ ye ait baz tiirler
dahil olmak {izere, birgok ot cinsindeki taksonomik problemler depo veya enzimatik
ozellige sahip tohum proteinlerinin elektroforetik bantlanmalarinin incelenmesi ile

¢0ziim bulmugtur (Aiken and Gardner, 1991).

Festulolium hibridleri; mesela Lolium multiflorum ve Festuca pratensis’ in
¢aprazlanmasi 6rmeginde oldugu gibi hayvan yemi olarak kullanilan otlanin 1slahinda,
kig sartlanina dayanikli, devamhi ve hastaliklara dayanikli gesitler elde etmede bityiik
onem tagimaktadir, fakat cofu zaman atasal tiirlerinden, morfolojik, fizyolojik veya
kromozomal 6zelliklerine dayamilarak net olarak bir aymnmlan yapilamamaktadir.
SDS-PAGE Festulolium® un arastinlmasinda ve farkli hibridlerin birbirlerinden
ayriimasinda kullamimistir (Hahn and Schoberlein, 1999).
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Bitki biyoteknolojisindeki bagarilar, bitkilerde kaydedilecek molekiiler ilerlemeler
i¢in, bitki gelisiminin molekiiler temelinin gok iyi anlagilmas: gerektigini ve tarimsal
bakimdan onemli ¢oklu genlerce kontrol edilen ozellikleri dizenleyen genlerin
tammlanmasinin gerektigini gostermigtir (Phillips and Vasil, 1994). Bu amagla
molekiiler genetikte son birkag yilda gerceklestirilen atilimlar, bilim adamlarimi yeni
birgok teknikler aracilign ile bitki kaynaklarimi korumaya yoénlendirmistir. Gen
dizilerindeki farkliliklar daha 6nceleri erigilmesi miimkiin olmayan bir kesinlikte
dogrudan olarak goézlenebilmekte ve yorumlanabilmektedir. Gelistirilen teknikler
aynt zamanda varyasyonlarm, tiirlerin gen havuzlanindaki boyutunu ve dagilimim
caligmak, ayrica evrimsel ve taksonomik sorulan aragtirmak i¢in de kullamimaktadir
(Karp and Kresovich, 1997).

DNA’ vya dayalh markirlar kromozomlann ¢ok kiigiikk bolgelere kadar
inceleyebilmemizi saglamis, haritalara dayali klonlamalar ve bitki 1slahi i¢in yeni
firsatlar vermistir. Gegmiste hakkinda ¢ok dz genetik bilgi edinebildigimiz cinsler
yizlerce genetik markira sahip olmugstur. Baz1 durumlarda bir cins i¢in olusturulan
haritalar neredeyse tiimiiyle diger bir cinse nakledilebilmektedir (Phillips and Vasil
1994).

DNA’ ya dayali markirlar tamamen gevresel etkilerden uzak oldugundan ve biitin
genomu temsil ettifinden oldukg¢a giivenilir metotlardir. Faivre-Ramptant ve ark
(1992), tarafindan evrim ¢aligmalarinda, Das ve ark (1999), tarafindan islah
caligmalarinda, Rao ve ark (1996), tarafindan mahsiillerin gelistirilmesinde, Reamon-
Buttner ve ark (1998), tarafindan da bitki sistematiginde ve son zamanlarda tarimsal
onemi olan 6zellikleri kodlayan genlerin belirlenmesinde oldukga kullamgh metotlar
olduklarnt belirtilmistir. Bunlardan bazilari RFLP, AFLP, RAPD gibi yontemlerdir
(Rajagopal et al, 2000).

RFLP analizlerinin esast DNA fragmentlerinin kesim yerlerindeki genetik
polimorfizmin belirlemesine dayamir ve bu yontem izozimler ya da difer protein
markirlardan daha gok polimorfizm belirler. RFLP analizleri birgok dnemli tiiriin iist

diizeyde genetik haritalarimin olugturulmasi igin ve markira dayali seleksiyon
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¢aligmalarinda molekiler markirlarin, agronomik 6zelliklerle birlestirilmesiyle bitki
islahinin etkililigini arttirmak amaciyla kullamlmaktadir (Andersen and Fairbanks,
1990).

RFLP’ nin gergeklestiriimesi Zabeau & Roberts’ a (1979) gore bireyden DNA’ nin
oziitlenmesi ve saflagtinimasindan sonra DNA molekiilii boyunca yer alan kesim
bolgelerinin 6zel dagilimina gore uzunluklart degisen bir restriksiyon fragmenti
kangim olusturmak amaciyla DNA’ nin restriksiyon endonukleazlarla kesilmesine
dayamir. Bireyler arasindaki DNA niikleotit dizisinde yer alan genetik varyasyon,
DNA molekiilii tizerinde yer alan kesim bolgelerinin de 6zel bir dagilimt olacagt
anlamina gelmektedir. Restriksiyon fragmentleri, uzunluklarina gore jel elektroforezi
ile ayrilirlar. Fakat buna ragmen Okaryotik DNA’ da dogrudan fragment uzunluk
dagilimindaki farklan gozlemek mimkiin degildir ¢linkii olusan olduk¢a fazla
miktardaki fragmentler jel izerinde yayilirlar. Bu yiizden Southern’in (1975)
gelistirmis oldugu teknikle fragmentler jelden nitroselilloz membran gibi kati bir
yuzeye aktarilir. Daha sonra fragmentler, tim fragmente ya da bir bolgesine 6zgii
etiketlenmis bir DNA probuna hibridize edilerek belirlenebilirler. Yiksek derecede
tekrarl1 DNA dizileri igeren DNA problan jel iizerinde daha fazla miktarda DNA
fragmenti ile hibridize olacagindan ve otoradyografide segilemeyeceginden, RFLP’
leri segebilmek i¢in prob olarak 6zel DNA dizileri segilir. Prob ile hibridize olan
DNA fragmenti otoradyografi ile tespit edilir ve film izerinde bir bant seklinde
goriliir. Eger iki birey bir kesim bélgesi bakimindan fark gosteriyorsa bu proba
homolog olan 6zel DNA bélgesinin de uzunlugunu etkileyecektir dolayisiyla bant
farkl: pozisyonda olacaktir (Beckmann and Soller, 1986).

Bitki genetik kaynaklarimn 6zelliklerinin belirlenmesinde RFLP kullanilmasmin en
onemli dezavantaji materyallerin ve harcanan emegin maliyetidir. Ozelliklerin
belirlenmesi igin ihtiyag duyulan seviyede RFLP verisi elde edebilmek amaciyla
RFLP analizlerine adanmig bir laboratuvara gerek vardir ve genis miktarlarda tiirler
tanimlanacaksa materyal ve emegin maliyeti sinirlandirict faktorler olabilir
(Andersen and Fairbanks, 1990). RFLP analizlerini gergeklestirmenin teknik
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karmagiklig1 yaninda diger bir dezavantaji da tamimlama asamalarinda kisa omiirli
radyoizotoplarin genis oranda kullaniltyor olmasidir (Waugh and Powell, 1992).

Polimeraz zincir reaksiyonu son yillarda molekiiler biyoloji aragtirmalanm diger
tekniklerde oldugundan gok daha fazla etkilemistir. PCR sayesinde RFLP’ nin prob
hibridizasyonuna dayali bir gok zorluklarimn {stesinden gelinmigtir (Karp and
Kresovich, 1997). Polimeraz zincir reaksiyonu bilinen iki dizi bélgesi arasinda kalan
bir DNA segmentini gogaltmak igin kullamlan bir yontemdir. DNA polimeraz
tarafindan katalizlenen bir seri sentetik reaksiyon igin iki oligonukleotit primer
olarak kullamlir. Bu oligonukleotitler kalip DNA’ nin karsilikhi zincirleri iizerinde
yer alan u¢ DNA bolgelerine tamamlayicidirlar. Kalip DNA éncelikle iki
oligonukleotitin yiiksek miktarlarinin ve dort dNTP’ nin varliginda denatiire edilir.
Daha sonra reaksiyon karigtminin sicaklign iki oligonukleotit primerin hedef
dizilerine birlesmesini saglayan bir sicaklia indirilir ve ardindan birlesen primerler
DNA polimeraz yardimiyla uzatilir. Daha sonra denatiirasyon, birlesme ve DNA
sentezinden olusan dongii birgok kez tekrar edilir, ¢iinkii bir amplifikasyon sonucu
olusan irinler diger amplifikasyon igin kalip goérevi yapmaktadir ve her basanli
dongu ihtiyag duyulan DNA iiriin miktarim ikiye katlar. Reaksiyonlarin temel iriinii,
sonlanmalar oligonukleotit primerlerin 5° uglar ile biten ve uzunlugu primerler arasi
uzaklikla belirlenen ¢ift zincirli DNA segmentleridir ($ekil 1.1)

Saiki ve ark (1985) tarafindan polimeraz zincir reaksiyonununda primerlerin
uzamasim sa§lamasi i¢in E. coli DNA polimeraz I’ in Klenow fragmenti
kullamlmigtir. Bu enzim DNA’ nin denatiire olmasi igin gerekli sicakliklarda
aktifligini kaybettiginden her sentez dongiisiinde yeniden enzim ilavesine ihtiyag
duyulmaktaydi. Bu reaksiyonlar kiigiik DNA segmentlerinin amplifikasyonunda iyi
sonug verdigi halde daha biyiik segmentlerde bagarisiz olunmugtur. Bu problemler
yine Saiki ve ark (1988) tarafindan termofilik bakteri Thermus aquaticus’ tan
saflastinlan sicaklia dayanikli DNA polimeraz enziminin kullanilmasiyla ¢6ziime
kavugmustur. Bu enzim denatirasyon basamaginda sicakliktan etkilenmemektedir
dolayisiyla her dongiide yeniden ilave edilmesine de gerek yoktur.
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Sekil 1.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonu
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Kesfinden bu yana PCR; Engelke ve ark (1988) tarafindan genetik bozukluklarin
teshisinde, Ou ve ark (1988) tarafindan klinik ¢émeklerdeki patojen organizmalarin
nitkleik asit dizilerinin belirlenmesinde, Higuchi ve ark (1988) tarafindan adli

omeklerin genetik tanimlanmasinda, Farr ve ark (1988) tarafindan aktif
onkogenlerdeki mutasyonlarin analizlerinde kullanilmig olmasi 6rmeklerinde oldugu

gibi st diizeyde uygulama alanlari bulmustur (Maniatis et al,1989).

Molekiiler sistematik ve bitki genom haritalarinin gikartilmasinda diger bir doniim
noktast rastgele gogaltilmig polimorfik DNA polimeraz zincir reaksiyonu (RAPD-
PCR) nun Williams ve ark (1990); Welch ve McClelland’ i (1990)
laboratuvarlarinda gelistirilerek giinimiize kadarki siiregte bagariyla kullanilmasidir
(Burr, 1994). RAPD-PCR tekniginde, PCR’ da oldugu gibi 6zel bir hedef dizinin
amplifikasyonu i¢in itina ile hazirlanmis uzun oligonukleotit primerler yerine, bitki
genomu gibi biyilk DNA kaliplanindan, rastgele diziler gogaltabilmek igin birgok
farkli lokusa baglanabilen kisa primerler kullanilir (Waugh and Powell, 1992).

Williams™ a gére (1990), RAPD-PCR igin bireyler arasindaki varyasyon muhtemelen
primer baglanma bolgesini dedistiren veya gikartan baz cifti yer degismeleri, veya
parga eksilmelerinden ya da genomik dizide primer bélgelerini amplifikasyona izin
vermeyecek kadar aywran parga yerlesmelerinden kaynaklanmaktadir. Bu
degisikliklerin her birisi 6zel bir RAPD fragmentinin varhf veya yoklugu ile
sonuglamr. Bu sebepten RAPD’ ler F, populasyonlarina dominant olarak, 3:1
dagilim oranlarinda aktanlirlar. Nadir olarak bir RAPD lokusundaki varyasyon, bir
DNA fragmentinin varlifi veya yoklugundan ¢ok biyukliginde deZisim ile
sonuglanir; bu durumda kodominant kalitim beklenir. RAPD’ lerin RFLP ve
izozimlere gore birgok avantajlan vardir. RAPD’ ler yogun laboratuvar ¢aligmalar
ve Southern transferler, filtre hibridizasyonlar, otoradyografi gibi pahali yontemler
gerektirmez. Herhangi bir genomik kiitiiphane olusturulmasina gerek yoktur. RFLP
analizlerinde oldugundan ¢ok daha az miktarda genomik DNA’ ya ihtiya¢ duyulur.
RAPD’ ler izozimlerden farkli olarak genom boyunca sinirsiz sayida markir elde

edilmesini saglarlar. Tirler arasi ve tiir iginde RFLP ve izozimlerin sagladl%%nw

A”QFT I\

gok daha fazla polimorfizm kaydedebilmektedir (Whitkus et Wﬁyw



15

Epidemiyolojide ve ekolojide bakteri tiir ve suslarini dogru olarak tanimlamak gok
onemlidir. Bakterilerin hizhi tamimlanmasi ve simiflandinimasi normalde morfoloji,
besin ihtiyaglari, antibiyotik direnglilikleri, izozim kargilagtirmalan, faj duyarhiliklan
ve son zamanlarda da ozellikle rRNA dizileri, PCR gibi DNA’ ya dayali metotlar ile
yapilmaktadir (Welsh and McClelland, 1990).

iki atasal tiiriin birlesmesiyle olugan ancak her ikisinden de daha verimli hibridlerin
gelistirilmesi i¢in, aga¢ gelistirme programlart uygulanmaktadir. Hibridlerin
direngliligi ise gaprazlamada kullamlan atasal tirlerin yapisina baglhdir. Genetik
olarak farkli atasal tiirlerin, daha direngli hibridler verdikleri bilinmektedir.
Dolayisiyla farkli klonlanin sistematik olarak degerlendirilmesinde markir sistemleri
oldukga 6nemli bir paya sahiptir. Molekiiller markirlar gevresel faktorlerden,
bitkilerin gelisme donemlerinden, kullanilan bitki materyalinin tiriinden etkilenen
protein ve morfolojik markirlara gore yiiksek derecede giivenilirdir. Bu amagla kavak

agaglan iizerinde yogun ¢alismalar yiratilmektedir (Rajagopal et al, 2000).

Giuniimizde ¢igek endiistrisinin ekonomik 6nemi oldukga artmustir. Karanfil ve giil,
gelistirilmis 6zelliklere sahip yeni varyetelerin olusturulmasinda onemli hedef
bitkilerdir. Son yillara kadar ekonomik olarak 6nemli gesitlerin belirlenmesi ve 1slahi
tamamen klasik tekniklere dayali olarak gergeklestirilmekteydi. Ancak molekiiler
genetik markirlarin kullamlmaya baslanmas: ile genetik varyasyonlarin belirlenmesi

sayesinde bu sahada 6nemli gelismeler yaganmustir (Tzuri et al, 1991).

Giiney Amerika’ da yetisen ve renklendirmede, kozmetikte, tipta kullanilan bir tir
olmas1 miinasebetiyle sosyoekonomik Onem tasiyan, ancak biyolojisi ve genetik
ozellikleri bugiine kadar pek arastinlmamis bir tir olan [lex paraguariensis
(Aquifoliaceae)’ in populasyon igi ve populasyonlar arasi genetik farkliliklari RAPD-
PCR teknigi kullanilarak, tiiriin cografik dagilima gore degerlendirilmistir (Gauer
and Molina 2000).

Aveneae evrim siirecinde kromozomlarin yapisal farklilasmasimin diploid seviyede

olduk¢a onemlidir ve Avenea karyotiplerine ve hibridlerindeki eslesme
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davraniglarina gore sitolojik agidan yedi ayn genoma smiflandirilabilir. Ana
kromozom farklar, ¢aprazlamalardaki hatalardan dolay: en gok A ve C genomlarina
ait tiirler arasinda goriilmektedir. Bivalentlerin ve multivalentlerin seviyesinden ve
kargilikli parga degisimi oranlarindan 6lgiildigi kadanyta, DNA dizi homolojisi ile
kromozom eslesmesi arasinda pozitif bir korelasyon oldugu goriilmektedir. Avena
cinsinin A genomuna dahil diploid tiirleri arasindaki molekiiler markir uzakliginin
karyotipik farkliliklarla ayni olup olmadigini belirlemek ve tekrarli DNA dizileri
bakimindan olduk¢a zengin bir tiir olan yulafta RFLP, RAPD’ ler sayesinde tiir i¢i ve

tirler arasi iligkileri gostermek igin ¢aligmalar yapilmigtir (Nocelli et al, 1999).

Ekinlerin gelistirilmesi programlarinda markira dayah seleksiyon araglannin
kullanilabilmesi igin genetik baglant: haritalarinin kurulmasi ¢ok gereklidir. 4rachis
hypogaea L uzerine yapilan galigmada birgok morfolojik, fizyolojik ve diger
ozellikler bakimindan gesitliligi temsil etmesi i¢in segilmis 70 genotipe RAPD-PCR
uygulanmigtir. Yer fistigindaki polimorfizmlerin belirlenmesi, DNA polimorfizmi
gosteren genotipleri dikkatli segimi sayesinde bir molekiiler harita olusturulmasi

imkanini ortaya koyar (Subramanian et al, 2000).

RAPD-PCR populasyon genetigi ¢alismalarinda bireyler aras1 genetik farkliliklarin
potansiyel olarak ¢éziimlenmesini arttiran bir metottur ve artan oranlardaki bireysel
genomlar baglanti dengesizligi bakimindan anminda goézlenebilmektedir. RAPD’ min
populasyon genetigindeki dezavantaji ise dominant markirlar olarak ayrilan allellerin
yogunlugudur. RAPD-PCR, amplifikasyonu yapilabilecek herhangi bir allel i¢in hem
homozigot hem de heterozigot olan bireylerden alinan kalip DNA ile iiriin verir,
ancak homozigot resesif bireylerde fragment olusmaz. Dominanthik populasyonlar
iginde rastgele birlesmeyi engeller, giinkii bireysel genotipler ayirt edilemez (Apostol
et al, 1996).

Afgeika sericea Craib (Leguminoseae) Tayland’da endemik bir tiirdiir. Bitkinin dogal
populasyonlar1 ormanlarin yogun tahribine bagli olarak ortaya ¢ikan habitat kaybina
kargt korumasizdir. Turiin genetigi ve populasyon yapisi hakkinda ¢ok az bilgi

vardir. Koruma biyolojisi sahasindaki artan ilgiyle beraber nadir tiirlerin populasyon
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genetigi oldukea ilgi toplamustir. Bitki korumanin temel amaci biyolojik gesitliligi ve
genetik gesitliligin muhafaza edilmesidir. A. sericea ile yapilan galismalarda RAPD-
PCR metodu ile elde edilen genetik uzaklik verileri kullamlarak alt populasyonlar
iginde ve arasindaki genetik farkliligin miktar1 ve dagilimi belirlenmis, genetik
verilere dayanilarak bitkinin korunmasina yonelik onerilerde bulunulmustur

(Prathepha and Baimai, 1999).

[zozimler, DNA’ ya dayali polimorfizmler gibi genetik markirlar bitki gruplan
arasindaki iligkileri belirlemede ve genetik varyasyon derecesini ortaya koymada
oldukga yayglh kullanilmaktadir. Bu markirlar gen akigi, yigilmasi gibi segici
olmayan evrimsel giglerin etkisini belirlemede oldukga faydalidir ve az miktarda
bitki dokusu gerektirirler. Tim bunlara ragmen molekiiler markirlanin dagiliminin
seleksiyon ile nasil etkilendigi bilinmeden sagladiklari veriler giivenilir degildir,
¢unkii populasyonun kendi habitatinda yasamim siirdiirmesinde kritik rol oynayan
onemli karakter ozellikleri hakkinda bilgi veremezler. Bazi durumlarda
populasyonlan arasinda disiik seviyede molekiler genetik farklilik gosteren bitki
gruplan arasinda yiiksek seviyede morfolojik genetik farkliliklar bulunabilir (Olfelt
etal, 2001).

Brassicaceae familyasi agronomik agidan oldukga énemli birgok tiirler ve molekiiler
agidan model teskil eden Arabidopsis thaliana® y1 igerdigi halde familyada
filogenetik iligkiler ¢ok iyi anlagilmamistir. Birgok arastirmaci tarafindan
Brassicaceae familyast gruplara ayrilmaya ¢aligilmigtir. Bu ¢alismalar genel olarak
meyve sekli, embriyo ve kotiledonlarin pozisyonu gibi az sayida morfolojik bazi
ozelliklere dayalidir. Kloroplast DNA markirlarnt kullamlarak yapilan analizler
grupsal iliskilerin olduk¢a yapay olabilecegini gdstermistir. Lepidiae ve Arabideae
gruplarinin  polifiletik olduklarimi gostermek amaciyla ¢ekirdek genomunda ve

kloroplast genomunda kodlanan bolgeler galisilmistir (Koch et al, 2001).

Hibrid Brassica sebze tohumlarimin tretiminde, F, hibrid tohumlarinin genetik
safligimn belirlenmesi, beklenmeyen kontaminasyonlarin énlenebilmesi igin bir

kalite kontrol gerekliligidir. Brassica oleraceae lahana, brokoli, karnabahar gibi
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birgok o6nemli sebzeyi igerir ve bu Brassica sebzelerinden lahana en gdk
yetigtirilenidir. Dolayisiyla ekonomik olarak da énemli bir sebzedir. Brassica
sebzelerinin ticari tretimi genelde hibrid tohumlar aracilig ile yapilmaktadir ve bu
sayede daha istin bitkiler elde edilmektedir.Hibrid tohumlarin iretimi atasal
bitkilerin kendi kendilerine tozlasmasinin 6nlenmesi ile miimkiin olabilecektir, aksi
taktirde olusacak tohumlar daha az direngli, esit olmayan, daha az iiriin veren bitkiler
verecektir. Ticari lahanada RAPD markirlarinin hibrid tohum safligini belirlemede
kullanigli bir metot oldugunu gésteren caligmalar da yapilmistir (Crockett et al,
2000).

RAPD-PCR ve SDS-PAGE yontemlerinin bir arada basanyla kullamldign Vicia
sativa agg. (Fabaceae) uzerine yapilan galijmada RAPD’ ler ve tohum depo
proteinleri, V' sativa agg’ mn eski sovyetler birligine dahil alanlanin farkli
bolgelerindeki lokal populasyonlar: arasindaki genetik farkliliklari tamimlayabilmek
i¢in kullamlmustir. Populasyonlarin taksonomik ifadesi ve cografik dagilimlan ile
DNA  seviyesinde gozlenen genetik varyasyon ve tohum proteinlerinin iliskisi

belirlenmistir (Potokina et al, 2000).
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2. MATERYAL VE METOT

2.1. Materyal

2.1.1. Bitki materyali

Aragtirmada materyal olarak kullanilan 4/ysswm cinsinin tirlerine ait kuru yapraklar

Gazi Universitesi herbaryumundan, tohum émekleri ise Gazi Universitesi ogretim

tyest, Dog. Dr. Nezaket ADIGUZEL” in kolleksiyonundan temin edilmistir.

2.1.1.1. Tohum proteini ile ¢aligilan tiirler ve toplandiklar: lokaliteler

A. strigosum: Ankara: Gélbasi, Beynam ormani, 1350 m, 16.vii.2000, N,

A. murale:

A. sibiricum:

A. sibiricum:

A. sibiricum:

A. sibiricum:

A. pateri:

A. corsicum:

Adiguzel 3617
Kitahya: Tavsanli- Harmancik, 900 m, 23.viii. 2000, N.
Adgiizel 3654
Ankara: Golbagi, Beynam ormani, 1400 m, 20.viii. 2000, N.
Adigizel 3649

Kiitahya: Tavsanli- Harmancik, 900 m, 30.vii. 2000, N.
Adiglizel 3645

Ankara: Gélbasi, Beynam ormani, 1350 m, serpentin yamac,
16.vii. 2000, N. Adigiizel 3616

Kiitahya: Tavsanli- Harmancik, 900 m, 23.viii. 2000, N.
Adiguizel 3656

Ankara: Goélbasi, Beynam ormani, 1400 m, 20.viii. 2000, N.
Adiglizel 3650

Kitahya: Tavsanli, 1000 m, 23.viii. 2000, N. Adigiizel 3653

2.1.1.2. Yaprak DNA’ s1 ile cahgilan tiirler ve toplandiklar: lokaliteler

A. huber-morathii: ~ Mugla: Koycegiz, Sandras dagi, Alioglu gedigi, 1400

m, P. brutia agiklig1, 20. vii. 1999, N. Adigiizel 3352



A

A.

2.1.2. Tampon ve ¢ozeltiler

huber-morathii:

. dudleyi:

. dudleyi:

. discolor:

. davisianum:

. sibiricum:

. murale:

murale:

. borzaenum:

. cypricum:

. cypricum:
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Burdur: Salda goli ¢evresi, 1400 m, serpantin, 6.ix.
1998, N. Adigiizel 3096

Kutahya: Tavsanli, 880 m, 29.vi. 2000, N. Adigiizel
3521

Kiitahya: Tuncbilek,1040 m, 29.vii. 1998, R. Reeves
(2045), A. Kruckeberg, N. Adigiizel

Mugla: Marmaris, ultramafik topraklar, 10 m, 27.v.
1996, R. Reeves 1710

Kitahya: Gediz, Kesitsogiit, 1900 m, 30.vi.2000, N.
Adigiizel 3538

Kutahya: Kitahya-Eskishir, 950 m, 30.vi. 2000, N.
Adiguzel 3544, 3545

subsp. murale var. murale, Ankara: Kizilcahamam,
Soguksu Milli parki, 1060 m, kayalik, 1.viii. 1990, O.E
2013

subsp. murale var. murale, Kiitahya, Tuncbilek, R.
Reeves (2036), 1000 m A. kruckeberg, N. Adigiizel
Kiitahya: Domanig- Tavsanli, 800 m, 2.vii. 1962, D.
36424

Burdur: Dirmil gecidi, R. Reeves 1854

Kibris, Amiandos, 1300 m, 24. iv.1941, D.3207

2.1.2.1. Protein izolasyonu icin gerekli ¢izeltiler

Ekstraksiyon tamponu: 0,5 M Tris-HCL (pH 6.8), %10 (w/v) SDS, 2-
Merkaptoetanol, %74 (w/v) Ure, saf su.
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2.1.2.2. Protein elektroforezi i¢cin gerekli ¢cozeltiler
- Elektroforez stok tamponu: Tris, Glisin, %10 (w/v) SDS. (pH 8,3).
- %12’lik poliakrilamid jel: %29,2 (w/v) Akrilamid, %0,8 (w/v) N, N’
Metilen-bis-akrilamid, 1,5 M Tris-HCL (pH 8,6), %10 (w/v) SDS, %10 (w/v)
Amonyum persilfat, saf su, TEMED (N,N,N’,N’Tetrametiletilendiamin).

- Boyama gozeltisi I: %100 (w/v) TCA (Trikloroasetik asit), Metanol, saf su.

- Stok boya ¢ozeltisi: Komassi brillant mavisi gozeltisi ile 2N HCI ¢ozeltisi

karistirilir.

- Boyama ¢ozeltisi II: Stok boya g¢ozeltisi, 10 N KOH, %100 (w/v) TCA
(Trikloroasetik asit).

2.1.2.3. DNA izolasyonu icin gerekli cizeltiler

- Stok Tris ¢ozeltisi: 500 mM Tris (pH 8.0).

- Stok EDTA tamponu: 500 mM EDTA (Etilendiamin-tetra asetik asit
disodyum tuzu), 5 M NaOH. (pH 8,0)

- Ekstraksiyon tamponu: 50 mM Tris (pH 8), 50 mM EDTA (pH 8), 100 mM
NaCl

- Fenol- Kkloroform (1:1) ¢ozeltisi: Fenol ve kloroform 1:1 oraninda

kanstirilir.

- %99 5 Etanol

- TE Tamponu: 10 mM Tris (pH 8),1 mM EDTA (pH 8).
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2.1.2.4. Polimeraz zincir reaksiyonunda kullanilan tampon ve cozeltiler
- Niikleotit Kanigimi: 25 mM dNTP (dATP, dGTP, dTTP, dCTP)
- MgCl,: 25 mM

- Taq polimeraz tamponu 10x: 100 mM Tris-HCI (pH 8,3), 500 mM KCI, 1

mg/ml jelatin.
- Taq pélimeraz: 5wl
- Primerler: Kullanilan primerler Cizelge 2.1” de verilmistir.
2.1.2.5. Agaroz jel elektroforezi icin kullanilan ¢ozeltiler
- Agaroz: %0,8 ve %2 (w/v) agaroz TAE tamponunda ¢oziilerek hazirlanir.

- Tris asetat (TAE) tamponu: 242 g Tris base, 57,1 ml Glasial asetik asit, 100
ml 0,5 M EDTA (pH 8), saf su.

- Yikleme tamponu: % 40 sukroz, % 0,025 bromfenol mavisi, %0,25 ksilen

siyanol
- Etidyum bromir: 10 mg/ml derisimde hazirlandi. Koyu renkli siselerde
muhafaza edildi.

2.1.3. Sterilizasyon

Steril kullamlmas: gereken tiim tampon ve ¢ozeltiler, 121 °C’ de 20 dk sterilizasyona

tabi tutulmustur.



Cizelge 2.1. RAPD-PCR’ da kullanilan primerler.

Primerin Adt Primerin Dizisi (3°.....37) % G+C Igenzi
Al CAGGCCCTTC 70
A2 TGCCGAGCTG 70
A4 AATCGGGCT 60
A7 GAAACGGGTG 60
LAl GGGTAACGCC 70
LA2 GTGACGTAGC 60
LAl TTATGAAACGACGGCCAGT 474
LAL2 ACGACCCACG 70
LA13 CACCACGCCT 70
LAI GTGATCGCAC 60
LAII GTTGCGATCC 60
RPOC1 AAGCGGAATTTGTGCTTGTG 45
RPOC2 TAGACATCGGTACTCCAGTGC 52,3
OPI18 TGCCCAGCCT 70
B4 GGACTGGAGT 60
B6 TGCTCTGCCC 70
B7 GGTGACGCAG 70
B135 GGAGGGTGTT 60
B18§ CCACAGCAGT 60
OPBO0S GTCCACACGG 70
OPB10 CTGCTGGGAC 70
UTE AGGCATCGTTGG 383
M13 GAGGGTGGCGGTTCT 66.7
OPAOQ7 GAAACGGGTG 60
SCI053 CAGGGGACGA 70
SCI038 GACCCCGGCA 80
SCI079 CGCCACGTTC 70
SCI091 CTCGACTAGG 60
0OPO02 TACCTTCCGT 50
OPRO3 ACACAGAGGG 60
OPWO06 AGGCCCGATG 70
0PCO2 GGTCTACACC 60
UBC372 CCCACTGACG 70
UBC373 CTGAGGAGTG 60
UBC378 GACAACAGGA 50
UBC379 GGGCTAGGGT 70
UBC435 CTAGTAGGGG 60
UBC440 CTGTCGAACC 60
UBC441 CTGCGTTCTT 50
UBC586 CCGGTTCCAG 70
UBC587 GCTACTAACC 50
UBC389 GACGGAGGTC 70
2.2. Metot

2.2.1. Tohumdan toplam protein izolasyonu

23

Bitkilerin tohumlarindan toplam protein izolasyonu Saraswati ve ark. (1992)° mn

kullanmig oldugu yontem esas alinarak yapildi. Bu amagla her tiire ait tohumlardan
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40 mg tartilip, havanda déviilerek toz haline getirildikten sonra 1,5 ml’ lik ependorf
tiplere alinarak tzerlerine 650 ul ekstraksiyon tamponundan ilave edildi. Karisim
oda sicakliginda bir gece bekletildi. 3 dk kaynatildiktan ve 10 000 rpm’ de 10 dk
santrifilj isleminden sonra ustte kalan sivi kissmdan 15 pl alinarak SDS-PAGE’ ne

yiikleme yapildi.

2.2.2. Sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel elektroforezi

Tirlere ait toplam protein izolatlarina SDS-PAGE uygulamasi, Laemli (1970)’ nin
onerdigl yontem esas alinarak yapildi. %12’lik poliakrilamid jel hazirlanip, jelin
donmasi igin tetraetilen diamit (TEMED) ilave edildikten sonra cam kaliba (160 x
180 x 1.0 mm) dokuldi ve 200 x 200 mm boyutlanindaki dikey elektroforez cihazina
(Owl Seperation Systems, P10DS, 147566) yerlestirildi. Elektroforez islemi 20 mA
sabit akimda, 16-18 °C sabit sicaklikta, izleme boyasi jelden ¢ikana kadar (6-8 saat)
devam etti. Jellerin boyanmasi Demirap ve ark (2000)’ na gore gergeklestirildi. Jeller
%100 TCA (trikloroasetik asit) ve metanol iceren ilk boyama ¢ézeltisine alind1 ve bu
¢ozeltide bir gece boyunca bekletildi. Jeller bu ¢ozeltiden ikinci boyama g¢ozeltisine

nakledildi. Saf su ile birka¢ kez yikandiktan sonra fotograflan ¢ekildi.

2.2.3. Bitki yapraklarindan DNA izolasyonu

Her tiire ait kuru yapraklar havanda déviilerek toz haline getirildikten sonra steril
cam beherlere alinarak tzerlerine ekstraksiyon tamponu ilave edildi. Bu kansim
manyetik kanstiric ile +4° C’ da 50 dk kanstinldi. Homojenat steril eppendorf
tiipiine alinarak +4°C, 10 000 rpm’ de 10 dk santrifiyj edildi. Ustte kalan kisim temiz
tiipe alindiktan sonra iizerine proteinlerin uzaklagtirilmas: i¢in 1:1 oranda fenol
kloroform ilave edildi vorteks islemi uygulandi ve 3 dk 10 000 rpm’ de
santrifiijlendi. Fenol- kloroform ve sonraki agamalar bir kez daha tekrarlandiktan
sonra ist faz temiz tipe alindi ve DNA presipitasyonu i¢in {izerine etanol ilave

edildi. Tupler 0° C’da 20 dk bekletildikten sonra 10 dk santrifiyj islemine tabi tutuldu
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ve etanol kismi atilarak %70 lik alkol ile yikandi. Kurutulan tiplere TE tamponu

ilave edildikten sonra —20 °C’ da sakland.

2.2.4. DNA derisim tayini

UV absorbans spektrofotometresi ile 260 nm’ de 6l¢iim yapildi. Buna gére Ayqp = 1
oldugunda DNA miktar1 50 pg/ml’ dir. DNA saflig1 i¢in ise Azgo/Azgo = 1,8 formiili
kullanilarak elde edilen deger 1,8’ e esit ise saf DNA, 1,8’ den biyik ise saf
olmayan DNA elde edildigine karar verildi.

2.2.5. Rastgele cogaltilmis polimorfik DNA polimeraz zincir reaksiyonu
RAPD-PCR uygulamalan igin Maniatis ve ark. (1989)" nin o6nerdigi yontem

kullanildi. Cizelge 2.1° de baz dizilimleri ve % G+C oranlan vernilen rastgele secilmis

primerlerin her biri ile hedef DNA’ min herhangi bir béliimi rastgele gogaltild.

Uygulanan PCR programi:
96 °C’ da 40 saniye
30°C’ da 40 saniye 45 dongii
72°C’ da 40 saniye

Elde edilen PCR irinleri -20°C’ da sakland: ve agaroz jel elektroforezi ile incelendi.

2.2.6. Agaroz jel elektroforezi

Kullanilan elektroforez (BIORAD) yatay konumda olup jel plaklarinin bayuklagi 70
x 70 mm’ dir. %2 (w/v) agaroz, TAE tamponu iginde kaynatilarak ¢ozildiikten sonra
1 ul etidyum bromiir ¢ozeltisi eklendi ve plaga dokiulda. Jel polimerlestikten sonra
15 ul PCR triini ile yikleme tamponu kanstirilarak jelde olusturulan kuyucuklara
yilkklendi ve 40-90 V arasinda serbest akimda yuritildi. Jeller UV transliiminator
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(Vilber Lourmat) iizerinde goriintiilendi ve fotograflan polaroid makine (DS34
Polaroid Direct Screen Instant Camera 100 x 81 mm) ile gekildi. Polaroid Studio
B/W marka film kullanild.

2.2.7. Genetik uzaklik tayini

Bu ¢aligma boyunca her tiir igin her bir primer ile elde edilen PCR iriiniiniin jel
izerinde olusturdugu DNA bantlan birbirleriyle karsilagtinlarak, bant varliginda 1,
yoklugunda ise O olarak sayildi. Tirler arasindaki genetik benzerlik °S’ olarak
adlandinild1 ve asagidaki formiil kullanilarak hesaplandi:

S=2xNag/Na+Np

Nag : A ve B bireylerinin ortak bant sayisi
Na : A bireyinin toplam bant sayisi

Ng : B bireyinin toplam bant sayis1

Bundan sonra D olarak adandirlan tiirler arasi genetik uzaklik D = 1-S formiiliine
gore hesapland1 ve SPSS paket istatistik programi ile kiimeleme analizleri yapilarak

dendrogramlar ¢ikartildi (Wof and Rijini, 1993).
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3. BULGULAR
3.1. Bazi Alyssum tiirlerinin tohum protein profili analizleri

A. corsicum NA 3653, A. corsicum NA 3653, A. sibiricum NA 3656, A. sibiricum
NA 3616, A. pateri NA 3650, 4. sibiricum NA 3645, A. sibiricum NA 3649, A.
murale NA 3654, A. strigosum NA 3617 tirlerinin tohum protein ekstraksiyonu
yapildiktan sonra (Saraswati et al, 1992), SDS-PAGE ile proteinler yiiriitildii
(Laemli, 1970). SDS-PAGE sonucunda elde edilen jellerin fotograflar Polaroid film
kullanilarak (;ékildi (Sekil 3.1.). Swrasiyla A. corsicum, A. corsicum NA 3653, A.
sibiricum NA 3656, A. sibiricum NA 3616, A. pateri NA 3650, A. sibiricum NA
3645, A. sibiricum NA 3649, A. murale NA 3654, A. strigosum NA 3617 tiirlerinin
jel tizerinde olusturdugu protein bantlan birbirleriyle karsilastinlarak, her bir bantin,
her tiir i¢in varhig 1, yoklugu ise 0 olarak sayildi. Tirler arasindaki genetik benzerlik
‘S’ olarak adlandirildi ve S =2 x Nag / Na + N (Nag: A ve B bireylerinin ortak bant
sayisi, Nao: A bireyinin toplam bant sayisi, N : B bireyinin toplam bant sayist )

formila kullanilarak hesapland.

Bundan sonra D olarak adandirilan tirler arasi genetik uzaklik D = 1-S formiiliine
gore hesapland: (Cizelge 3.1) ve SPSS paket istatistik programi ile kiimeleme
analizleri yapildi (Sekil 3.2). Bu veriler ig1ginda degerlendirilen 4. corsicum tiiriiniin
sirastyla 4. corsicum NA 3653, A. sibiricum NA 3656, A. sibiricum NA 3616, A.
pateri NA 3650, A. sibiricum NA 3645, A. sibiricum NA 3649, A. murale NA 3654,
A. strigosum NA 3617 tiirlerine olan genetik uzakligt;0, 0,14, 0,14, 0,50, 0,14, 0,14,
0,47, 0,67 dir. A. corsicum NA 3653 tiiriiniin sirasiyla A. sibiricum NA 3656, A.
sibiricum NA 3616, 4. pateri NA 3650, A. sibiricum NA 3645, A. sibiricum NA
3649, A. murale NA 3654, A. strigosum NA 3617 tirlerine olan genetik uzaklig;
0,14, 0,14, 0,50, 0,14, 0,14, 0,47, 0,56 duir. 4. sibiricum NA 3656 tiiriiniin sirasiyla
A. sibiricum NA 3616, A. pateri NA 3650, A. sibiricum NA 3645, A. sibiricum NA
3649, A. murale NA 3654, A. strigosum NA 3617 tiirlerine olan genetik uzakligr; 0,
0,50, 0, 0, 0,60, 0,67 dir.



28

Ed
Nl el o b g o ™

bt bl W »

< Jo B e

i

Sekil 3.1. Alyssum tirlerinin protein profilleri
Hat 1- A. corsicum NA 3653
Hat 2- A. corsicum NA 3653
Hat 3- A. sibiricum NA 3656
Hat 4- A. sibiricum NA 3616
Hat 5- A. pateri NA 3650
Hat 6- A. sibiricum NA 3645
Hat 7- A. sibiricum NA 3649
Hat 8- 4. murale NA 3654
Hat 9- A. strigosum NA 3617

Hat 10- Marker (Miyozin (200.000 Da), B galaktozidaz (116,250 Da),
fosforilaz b (97,400 Da), serum albumin (66,200 Da), ovalbumin
45.000 Da), karbonik anhidraz (31.000 Da), tripsin inhibitor
(21.500 Da), lizozim (14,400 Da), aprotinin (6,500 Da))

A. sibiricum NA 3616 turiniin sirasiyla A. pateri NA 3650, 4. sibiricum NA 3645,
A. sibiricum NA 3649, A. murale NA 3654, A. strigosum NA 3617 tirlerine olan
genetik uzakligy; 0,50, 0, 0, 0,60, 0,67 dir. 4. pateri NA 3650 tiiriiniin sirastyla 4.
sibiricum NA 3645, A. sibiricum NA 3649, A. murale NA 3654, A. strigosum NA
3617 tiirlerine olan genetik uzakligy, 0,50, 0,50, 0,85, 0,87" dir.
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. sibiricum  NA 3645 =N
. Sibiricum  NA 3649 =l
. sibiricum  NA 3656
. sibiricum  NA 3616 —

. corsicum NA 3653

. corsicum NA 3653 w

. pateri NA 3650

. murale NA 3658

T N o S S o SH- S S T -

. strigosum - NA 3617

Sekil 3.2. 4 {vsa;um turlerinin protein profillerine gore genetik yakinliklan

A. sibiricum NA 3645 turinin sirasiyla A. sibiricum NA 3649, A. murale NA 3654,
A. strigosum NA 3617 tirlerine olan genetik uzaklig:; 0, 0,60, 0,67 dir. 4. sibiricum
NA 3649 tirtniin sirasiyla 4. murale NA 3654, A. strigosum NA 3617 tirlerine olan
genetik uzakhigr; 0,60, 0,67 dir. A. murale NA 3654 tirtnin A. strigosum NA 3617

tiriine olan genetik uzakh@; 0,37 dir.
3.2. Alyssum tiirlerine uygulanan RAPD-PCR yonteminden elde edilen sonuclar

A. huber- morathii 1, A. huber- morathii 2, A. dudleyi 1, A. dudleyi 2, A. murale
subsp. murale var. murale I, A. murale subsp. murale var. murale 2, A. cypricum I,
A. cypricum 2, A. discolor, A. davisianum, A. borzaenum, A. sibiricum NA 3544, A.
sibiricum NA 3543, A. sibiricum, tirlerine ait bireylerden DNA izolasyonu yapildi ve
42 ayn rastgele primer ile RAPD-PCR denendi. Her tiire ait farkli bireyler 1 ve 2
olarak numaralandinldi. RAPD-PCR riinleri %2’lik agaroz jelde yuritildi.
Elektroforez analizi sonucunda B6, OPB 08, B18, M13, OPI 18 primerlerinin
polimorfik bantlar verdigi gézlendi.

B6 primer ile yapilan RAPD-PCR sonucunda elde edilen iiriinler jelde yiriitildi ve
fotograflar1 Polaroid film kullamlarak gekildi (Sekil 3.3.). Turlerin jel izerinde
olusturdugu DNA bantlar birbirleriyle kargilastinlarak, her bir bantin, her tiir igin



Sekil 3.3. Alyssum tirlerinin B6 primeri ile yapilan RAPD-PCR iriinleri
Hat 1- DNA Ladder (en buyukten kiiguge dogru molekiiler agiriii; 3000,
2000, 1500, 1500, 1200, 1031, 900, 800, 700, 600, 500, 400,100

bp)
Hat 2- A. huber- morathii 2
Hat 3- A. huber- morathii [
Hat 4- A. dudleyi [
Hat 5- A. dudleyi 2
Hat 6- A. murale subsp. murale var. murale |
Hat 7- A. murale subsp. murale var. murale 2
Hat 8- A. discolor
Hat 9- A. davisianum
Hat 10- A. sibiricum NA 3544
Hat 11- A. borzaenum
Hat 12- A. sibiricum NA 3545
Hat 13- A. sibiricum
Hat 14- A. cypricum 1
Hat 15- A. cypricum 2

varligr 1, voklugu ise

0 olarak sayildi ve genetik yakinliklar hesapland: (Cizelge 3.2.)

SPSS paket istatistik programi ile kiimeleme analizleri yapildi (Sekil 3.4). Buna gore

A. huber- morathii 2

turiintin swrastyla 4. huber- morathii 1, A. dudleyi 1, A. dudleyi

2, A. murale subsp. murale var. murale I, A. murale subsp. murale var. murale 2, A.

discolor, A. davisianum, A. sibiricum NA 3544, A. borzaenum, A. sibiricum NA

3545, A. sibiricum, A. cypricum I, A. cypricum 2 tiirlerine olan genetik uzaklign;
AL B B UL LA il 0,1 S
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. murale 2 J

. discolor

. borzaenum I |

. davisianum

. sibiricum NA 3544

. sibiricum NA 3545

. sibiricum

. cypricum |

. hub. mor. 1

hub. mor. 2

. dudleyi [

. murale |

. cypricum 2
. dudleyi 2

e EoOEoOS R OB oG OB oE kOB B OB

Sekil 3.4. B6 primeri ile yapilan RAPD-PCR iiriinlerine gore Alyssum tiirlerinin
genetik yakinliklan

A. huber- morathii | turiniun swrasiyla 4. dudleyi 1, A. dudleyi 2, A. murale subsp.
murale var murale I, A. murale subsp. murale var murale 2, A. discolor, A.
davisianum, A. sibiricum NA 33544, A. borzaenum, A. sibiricum NA 33543, A.
sibiricum, A. cypricum 1, A. cypricum 2 tiirlerine olan genetik uzakligi; 0,71, 1, 0,60,
1, 1,1,1,1,1,1,0,50, 1’ dir. A. dudleyi I tirtiniin sirasiyla A. dudleyi 2, A. murale
subsp. murale var murale 1, A. murale subsp. murale var murale 2, A. discolor, A.
davisianum, A. sibiricum NA 3544, A. borzaenum, A. sibiricum NA 3545, A.
sibiricum, A. cypricum 1, A. cypricum 2 tiirlerine olan genetik uzakhig; 1, 0,67, 1, 1,
1,1, 1,1, 1, 1,0,67 dir. 4. dudleyi 2 tirtnin sirasiyla 4. murale subsp. murale var
murale [, A. murale subsp. murale var murale 2, A. discolor, A. davisianum, A.
sibiricum NA 3544, A. borzaenum, A. sibiricum NA 3545, A. sibiricum, A. cypricum
I, A. cypricum 2 tirlerine olan genetik uzakhigi; 1, 1, 1,1, 1, 1, 1, 1, 1, 1’ dir. A
murale subsp. murale var murale | tirinin sirastyla A. murale subsp. murale var
murale 2, A. discolor, A. davisianum, A. sibiricum NA 3344, A. borzaenum, A.
sibiricum NA 3543, A. sibiricum, A. cypricum 1, A. cypricum 2 tiirlerine olan genetik

uzakhigr; 1, 1, 1, 1, 1, 1, 1, 1, 1" dir. A. murale subsp. murale var murale 2 tiriniin
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sirasiyla 4. discolor, A. davisianum, A. sibiricum NA 3544, A. borzaenum, A.
sibiricum NA 3545, A. sibiricum, A. cypricum I, A. cypricum 2 tiirlerine olan genetik
uzakligi; 0,33, 1,0,50, 1, 1, 1, 1, 1’ dir. 4. discolor tiiriiniin strasiyla A. davisianum,
A. sibiricum NA 3544, A. borzaenum, A. sibiricum NA 3545, A. sibiricum, A.
cypricum I, A. cypricum 2 tirlerine olan genetik uzakhgr; 1,1, 1,1, 1, 1, 17 dir. 4.
davisianum tirtnin sirasiyla 4. sibiricum NA 3544, A. borzaenum, A. sibiricum NA
3545, A. sibiricum, A. cypricum I, A. cypricum 2 tirlerine olan genetik uzakligy;
0,60, 0,60, 0,60, 0,75, 1, 1’ dir. A. sibiricum NA 3544 tiiriiniin sirasiyla A.
borzaenum, A.. sibiricum NA 3545, A. sibiricum, A. cypricum I, A. cypricum 2
tirlerine olan genetik uzakligi; 0,50, 0,50, 1, 1, 1" dir. 4. borzaenum tiiriiniin strasiyla
A. sibiricum NA 3545, A. sibiricum, A. cypricum I, A. cypricum 2 tiirlerine olan
genetik uzakligy; 0,50, 0,71, 1, 1° dir. 4. sibiricum NA 3545 tiiriiniin sirasiyla A.
sibiricum, A. cypricum 1, A. cypricum 2 tirlerine olan genetik uzakh; 1, 1, 0,50°
dir. A. sibiricum turiniin sirastyla 4. cypricum I, A. cypricum 2 tiirlerine olan
genetik uzakh@; 1, 17 dir. 4. cypricum [ turinin A. cypricum 2 tiriine olan genetik

uzaklhigr; 1° dir.

OPBO8 primeri ile yapilan RAPD-PCR sonucunda elde edilen iriinler jelde
yuriitilldi ve fotograflan Polaroid film kullanilarak cekildi (Sekil 3.5.). Tiirlerin jel
tizerinde olusturdugu DNA bantlari birbirleriyle karsilastinilarak, her bir bantin, her
tir 1¢in varlig1 1, yoklugu ise 0 olarak sayildi. Tirler arasindaki genetik uzakliklar
her tir igin hesaplandi (Cizelge 3.3.) ve SPSS paket istatistik programi ile kiimeleme
analizleri yapildi (Sekil 3.6.). Buna gére A. huber- morathii 2 tiriiniin sirasiyla A.
huber- morathii I, A. dudleyi 1, A. dudleyi 2, A. murale subsp. murale var murale I,
A. murale subsp. murale var murale 2, A. discolor, A. davisianum, A. sibiricum NA
3544, A..bor:aenum. A. sibiricum NA 3545, A. sibiricum, A. cypricum 1, 4. cypricum
2 turlerine olan genetik uzakhigs; 0,33, 0,56, 0,60, 0,75, 1, 0,56, 0,80, 0,75, 1, 0,78,
0,60, 0,78, 0,71. A. huber- morathii | tiiriiniin sirasiyla A. dudleyi I, A. dudleyi 2, A.
murale subsp. murale var murale 1, A. murale subsp. murale var murale 2, A.
discolor, A. davisianum, A. sibiricum NA 3544, A. borzaenum, A. sibiricum NA
3545, A.sibiricum, A.cypricum 1, A.cypricum 2 tiirlerine olan genetik uzaklig; 0,75,
0,78,0,71, 1,0,75,0,78,0,71, 1, 0,75, 0,78, 0,75, 0,67.



Sekil 3.5. Alyssum tirlerinin OPB08 primeri ile yapilan RAPD-PCR fiiriinleri

Hat 1- DNA Ladder (en biyiikten kigiige dogru molekiiler agirlik; 3000,
2000, 1500, 1500, 1200, 1031, 900, 800, 700, 600, 500, 400,100
bp)

Hat 2-
Hat 3-
Hat 4-
Hat 5-
Hat 6-
Hat 7-
Hat 8-
Hat 9-

A.

A.
A.

A
A.
A
4.

huber- morathii 2

. huber- morathii |

dudleyi 1
dudleyi 2

. murale subsp. murale var murale |

murale subsp. murale var murale 2

. discolor

davisianum

Hat 10- A. sibiricum NA 3544
Hat 11- 4. horzaenum

Hat 12- A.sibiricum NA 3545
Hat 13- 4.sibiricum

Hat 14- A.cypricum [

Hat 15- A.cypricum 2

A. dudleyi | tirtntin sirasiyla A. dudleyi 2, A. murale subsp. murale var murale 1, 4.

murale subsp. murale var murale 2, A. discolor, 4. davisianum, A. sibiricum NA

3544, A. borzaenum, A. sibiricum NA 3545, A. sibiricum, A. cypricum 1, A. cypricum
2 tiirlerine olan genetik uzakligi; 0,33, 1, 1, 0,50, 1, 1, 0,67, 1, 1, 1, 1. 4. dudleyi 2

tirtniin sirastyla A. murale subsp. murale var murale 1, A. murale subsp. murale var

murale 2, A. discolor, A. davisianum, A. sibiricum NA 3544, A. borzaenum,
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. hub.mor. 2

. hub.mor. 1

. ¢cypricum |

. davisianum —
. sibiricum NA 3545
. sibiricum NA 3544

. discolor

. sibiricum

. murale 1
. dudleyi 1
. dudleyi 2 e

. borzaenum

. cypricum 2

He v g MR TR e e R B hk e R e R

. murale 2

Sekil 3.6. OPBO08 primeri ile yapilan RAPD-PCR ftrinlerine gore A/yssum tirlerinin
genetik yakinliklar

A. sibiricum NA 3545, A. sibiricum, A. cypricum I, A. cypricum 2 tirlerine olan
genetik uzakhg; 1, 1, 0,78, 0,80, 1, 0,43, 1, 0,80, 1, 1. 4. murale subsp. murale var
murale [ tirtniin sirasiyla 4. murale subsp. murale var murale 2, A. discolor, A.
davisianum, A. sibiricum NA 3544, A. borzaenum, A. sibiricum NA 3545, A.
sibiricum, A. cypricum I, A. cypricum 2 turlerine olan genetik uzakligy; 1, 0,71, 0,75,
0,67, 1, 0,71, 0,75, 0,71, 1. A. murale subsp. murale var murale 2 tirinin sirastyla
A. discolor, A. davisianum, A. sibiricum NA 3544, A. borzaenum, A. sibiricum NA
3545, A. sibiricum, A. cypricum 1, A. cypricum 2 turlerine olan genetik uzakhgy; 1,
0,67,1,1, 1, 1, 1, 1. A. discolor tirunin sirasiyla A. davisianum, A. sibiricum NA
3544, A. borzaenum, A. sibiricum NA 3545, A. sibiricum, A. cypricum 1, A. cypricum
2 tirlerine olan genetik uzakligi; 0,56, 043, 1, 0,50, 0,78, 0,50, 1. 4. davisianum
tiiriiniin sirastyla A. sibiricum NA 3544, A. borzaenum, A. sibiricum NA 3545, A.
1, 0,56,

3 :

sibiricum, A. cypricum 1, A. cypricum 2 turlerine olan genetik uzaklig; 0,50
0,60, 0,33, 1. 4. sibiricum NA 3544 turiniin sirasiyla A. borzaenum, A. sibiricum NA

3545, A. sibiricum, A. cypricum 1, A. cypricum 2 tirlerine olan genetik uzakligy; 1,
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0,43, 0,75, 043, 1. A. borzaenum turunin sirasiyla 4. sibiricum NA 3545, A.
sibiricum, A. cypricum I, A. cypricum 2 tirlerine olan genetik uzakhigy; 1, 1, 1, 1. 4.
sibiricum NA 3545 turinin swrasiyla 4. sibiricum, A. cypricum I, A. cypricum 2
tiirlerine olan genetik uzakhgi; 0,56, 0,50, 1. 4. sibiricum tiriinin sirasiyla 4.
cypricum 1, A. cypricum 2 turlerine olan genetik uzakhigt; 0,56, 1. A. cypricum [

tiiriiniin A. cypricum 2 tiiriine olan genetik uzakhgr; 1.

B18 primeri ile yapilan RAPD-PCR sunucunda elde edilen iiriinler jelde yirutilda
ve fotograflan Polaroid film kullamilarak gekildi (Sekil 3.7.). Turlerin jel tizerinde
olusturdugu DNA bantlan birbirleriyle karsilagtinlarak, her bir bantin, her tiir i¢in
varh@ 1, yoklugu ise 0 olarak sayildi. Bundan sonra genetik uzakliklar her tiir igin
hesapland: (Cizelge 3.4.) ve SPSS paket istatistik programu ile kiimeleme analizleri
yapildi (Sekil 3.8.). Buna gore A. huber- morathii 2 tirunin siwrasiyla A. huber-
morathii 1, A. dudleyi 1, A. dudleyi 2, 4. murale subsp. murale var murale I, A.
murale subsp. murale var murale 2, A. discolor, A. davisianum, A. sibiricum NA
3544, A. borzaenum, A. sibiricum NA 3545, A. sibiricum, A. cypricum [, A. cypricum
2 tirlerine olan genetik uzakhig; 0,75, 0, 0,71, 1, 1, 1, 0,50, 1, 1, 1, 1, 1, 1. A. huber-
morathii [ turinin sirastyla A. dudleyi 1, A. dudleyi 2, A. murale subsp. muralevar
murale I, A. murale subsp. murale var murale 2, A. discolor, A. davisianum, A.
sibiricum NA 3544, A. borzaenum, A. sibiricum NA 3545, A. sibiricum, A. cypricum
[, A. cypricum 2 tirlerine olan genetik uzakh@; 0,75, 0,54, 0,46, 1, 1, 0,60, 0,64,
0,78, 0,85, 1, 1, 0,75. A. dudleyi I tirinin sirasiyla A4. dudleyi 2, A. murale subsp.
murale var murale [, A. murale subsp. murale var murale 2, A. discolor, A.
davisianum, A. sibiricum NA 3544, A. borzaenum, A. sibiricum NA 3545, A.
sibiricum, A. cypricum 1, A. cypricum 2 tiirlerine olan genetik uzakligi; 0,71, 1, 1, 1,
0,50, 1, 1, 1, 1, 1, 1. 4. dudleyi 2 turinin sirasiyla A. murale subsp. murale var
murale I, A. murale subsp. murale var murale 2, A. discolor, A. davisianum, A.
sibiricum NA 3544, A. borzaenum, A. sibiricum NA 3545, A. sibiricum, A. cypricum
1, A. cypricum 2 tirlerine olan genetik uzaklig; 0,40, 1, 0,71, 0,78, 1, 0,75, 0,83, 1,
0,80, 1.



Sekil 3.7. Alyssum tirlerinin B18 primeri ile yapilan RAPD-PCR iriinleri

Hat 1- DNA Ladder (en biiyiikten kiigige dogru molekiiler agirhik; 3000,
2000, 1500, 1500, 1200, 1031, 900, 800, 700, 600, 500, 400,100
bp)

Hat 2-
Hat 3-
Hat 4-
Hat 5-
Hat 6-
Hat 7-
Hat 8-
Hat 9-

o S e S e N e Y

A

. huber- morathii 2

. huber- morathii 1

. dudleyi 1

. dudleyi 2

. murale subsp. murale var murale 1
. murale subsp. murale var murale 2
. discolor

. davisianum

Hat 10- A. sibiricum NA 3544
Hat 11- 4. borzaenum

Hat 12- A.sibiricum NA 3545
Hat 13- A.sibiricum

Hat 14- A.cypricum [

Hat 15- A.cypricum

A. murale subsp. murale var murale I tiriiniin sirastyla A. murale subsp. murale var

murale 2, A. discolor, A. davisianum, A. sibiricum NA 3544, A. borzaenum, A.

sibiricum NA 3545, A. sibiricum, 4. cypricum I, A. cypricum 2 tiirlerine olan genetik

uzakligy; 1, 0,60, 1, 0,75, 1, 0,80, 1, 0,75, 1. A. murale subsp. murale var murale 2

tirimiin sirastyla A. discolor, A. davisianum, A. sibiricum NA 3544, A. borzaenum,

A. sibiricum NA 3545, A. sibiricum, A. cypricum 1, A. cypricum 2 tirlerine olan

penetikuzakhd; 1,1, 1,1, 1,1, 1, 1.
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Sekil 3.8. B18 primeri ile yapilan RAPD-PCR iriinlerine gére A/yssum tirlerinin
genetik yakinhklan

A. discolor tiiriiniin sirasiyla A. davisianum, A. sibiricum NA 3544, A. borzaenum,
A. sibiricum NA 3545, A. sibiricum, A. cypricum [, A. cypricum 2 tiirlerine olan
genetik uzakligy; 1, 1, 1, 0,71, 1, 0,60, 1. A. davisianum turiiniin sirasiyla 4.
sibiricum NA 3544, A. borzaenum, A. sibiricum NA 3545, A. sibiricum, A. cypricum
1, A. cypricum 2 tirlerine olan genetik uzakligs; 1, 0,60, 0,78, 1, 1, 0,50. 4. sibiricum
NA 3544 tirtiniin sirastyla 4. borzaenum, A. sibiricum NA 3545, A. sibiricum, A.
cypricum 1, A. cypricum 2 tiirlerine olan genetik uzakhig; 1, 0,80, 1, 0,75, 1. 4.
borzaenum tiriiniin sirasiyla 4. sibiricum NA 3545, A. sibiricum, A. cypricum I, A.
cypricum 2 tirlerine olan genetik uzakligi; 0,75, 1, 1, 0,33. A.sibiricum NA 3545
tiriiniin siwrasiyla 4. sibiricum, A. cypricum 1, A. cypricum 2 tirlerine olan genetik
uzakhigy; 1, 0,40, 0,71. A. sibiricum turinin sirasityla 4. cypricum 1, A. cypricum 2
tiirlerine olan genetik uzakh@; 1, 1 4. cypricum [ turinin A. cypricum 2 tiriine olan

genetik uzakhgr; 1.
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M13 primeri ile yapilan RAPD-PCR sonucunda elde edilen irinler jelde yirutildi
ve fotograflan gekildi (Sekil 3.9.). Turlerin jel Gzerinde olusturdufu DNA bantlar
birbirleriyle karsilagtirilarak, her bir bantin, her tir igin varhg 1, yoklugu ise 0
olarak sayildi. Tiirler arasindaki genetik uzakliklar hesaplandi (Cizelge 3.5.) ve SPSS
paket istatistik programu ile kiimeleme analizleri yapilds (Sekil 3.10.). Buna gore A.
huber- morathii 2 tiranin sirasiyla 4. huber- morathii 1, A. dudleyi I, A. dudleyi 2,
A. murale subsp. murale var murale 1, A. murale subsp. murale var murale 2, A.
discolor, A. davisianum, A. sibiricum NA 3544, A. borzaenum, A. sibiricum NA
3545, A. sibiricum, A. cypricum 1, A. cypricum 2 tirlerine olan genetik uzakligi; 1,
067,071, 1, 1,0,60, 1, 1, 1, 1, 1, 1, 1. A. huber- morathii | tirinin sirasiyla A.
dudleyi 1, A. dudleyi 2, A. murale subsp. murale var murale 1, A. murale subsp.
murale var murale 2, A. discolor, A. davisianum, A. sibiricum NA 3344, A.
borzaenum, A. sibiricum NA 3343, A.cypricum 1, A.cypricum 2 tiirlerine olan genetik
uzakligr; 0,71, 0,75, 0,71, 0,60, 1, 0,71, 0,75, 0,67, 1, 0,75, 0,67, 0,60. 4. dudleyi I
tiriiniin sirastyla 4. dudleyi 2, A. murale subsp. murale var murale 1, A. murale
subsp. murale var murale 2, A. discolor, A. davisianum, A. sibiricum NA 3544, A.
borzaenum, A. sibiricum NA 3545, A. cypricum 1, A. cypricum 2 tirlerine olan
genetik uzakhig; 0,78, 0,75, 1, 1,0,75, 1, I, 1, 1, 1, 1. A. dudleyi 2 tirtinin sirasiyla
A. murale subsp. murale var murale 1, A. murale subsp. murale var murale 2, A.
discolor, A. davisianum, A. sibiricum NA 3544, A. borzaenum, A. sibiricum NA
3545, A. sibiricum, A. cypricum I, A. cypricum 2 tlrlerine olan genétik uzaklig;
0,78, 0,71, 0,75, 0,78, 0,60, 0,75, 1, 0,80, 0,75, 0,71. 4. murale subsp. murale var
murale 1 tirinin sirastyla A. murale subsp. murale var murale 2, A. discolor, A.
davisianum, A. sibiricum NA 3544, A. borzaenum, A. sibiricum NA 3545, A.
sibiricum, A. cypricum 1, A. cypricum 2 tirlerine olan genetik uzakligy; 0,67, 1, 0,50,
0,56, 0,71, 1, 0,56, 0,43, 0,67. A. murale subsp. murale var murale 2 tirinin
sirastyla A discolor, A. davisianum, A. sibiricum NA 3544, A. borzaenum, A.
sibiricum NA 3545, A. sibiricum, A. cypricum I, A. cypricum 2 tirlerine olan genetik
uzakligy; 1, 0,67, 0,43, 0,60, 1, 0,71, 0,60, 0,50.



Sekil 3.9. Alyssum tirlerinin M13 primeri ile yapilan RAPD-PCR drinlert

Hat 1- DNA Ladder (en biiyiikten kiigiige dogru molekiiler agirlik; 3000,
2000, 1500, 1500, 1200, 1031, 900, 800, 700, 600, 500, 400,100
bp)

Hat 2-
Hat 3-
Hat 4-
Hat 5-
Hat 6-
Hat 7-
Hat 8-
Hat 9-

A.
A.
A.
A.
A.
A.
A

A.

huber- morathii 2

huber- morathii [

dudleyi 1

dudleyi 2

murale subsp. murale var murale [
murale subsp. murale var murale 2
discolor

davisianum

Hat 10- 4. sibiricum NA 3544
Hat 11- 4. borzaenum

Hat 12- A.sibiricum NA 3545
Hat 13- A.sibiricum

Hat 14- A.cypricum 1

Hat 15- A.cypricum

A. discolor tiiriniin sirastyla A. davisianum, A. sibiricum NA 3544, A. borzaenum,

A. sibiricum NA 3545, A. sibiricum, A. cypricum I, A. cypricum 2 tirlerine olan

genetik uzakhig; 043, 1, 1, 0,50, 1, 1, 1. 4. davisianum tirinin sirastyla A4.

sibiricum NA 3544, A. borzaenum, A. sibiricum NA 3545, A. sibiricum, A. cypricum

1, A. cypricum 2 tirlerine olan genetik uzakligt; 0,78, 0,71, 0,60, 0,78, 0,71, 0,67.
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. borzaenum

. cypricum 2 —

. sibiricum

. cypricum |

. sibiricum NA 3544 et )

. hub. mor. 1

. murale 2

. murale |

. discolor

. sibiricum NA 3545

. davisianum
. hub.mor 2

. dudleyi 1

. dudleyi 2
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Sekil 3.10. M13 primeri ile yapilan RAPD-PCR iiriinlerine gore Alyssum tiirlerinin
genetik yakinliklar

A. sibiricum NA 3544 tiurinin sirasiyla 4. borzaenum, A.sibiricum NA 3545, A.
sibiricum, A. cypricum I, A. cypricum 2 turlerine olan genetik uzakhg; 0,50, 1, 0,40,
0,25, 0,43. A. borzaenum turinin sirasiyla A. sibiricum NA 3545, A .sibiricum, A.
cypricum 1, A. cypricum 2 turlerine olan genetik uzakhg; 1, 0,25, 0,33, 0,20.
A.sibiricum NA 3545 tirinin sirasiyla A. sibiricum, A. cypricum I, A. cypricum 2
tiirlerine olan genetik uzakligi; 1,1,1. A.sibiricum tirinin sirasiyla A. cypricum I, A.
cypricum 2 tirlerine olan genetik uzakligi; 0,25, 0,43. A. cypricum | turinin  A.
cypricum 2 tiiriine olan genetik uzakhig; 0,20.

OPI 18 primeri ile yapilan RAPD-PCR sonucunda elde edilen iriinler jelde
yiritiildii ve fotograflan gekildi (Sekil 3.11.). Tirlerin jel Gzerinde olusturdugu DNA
bantlan birbirleriyle karsilastirilarak, her bir bantin, her tiir i¢in varhig 1, yoklugu ise
0 olarak sayildi. Bundan sonra tiirler arasi genetik uzaklik hesapland: (Cizelge 3.6.)
ve SPSS paket istatistik programu ile kitmeleme analizler yapildi (Sekil 3.12.).
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Sekil 3.11. Alyssum tiirlerinin OPI 18 primeri ile yapilan RAPD-PCR iiriinler

Hat 1- DNA Ladder (en buyiikten kiigiige dogru molekiiler agirlik; 3000,
2000, 1500, 1500, 1200, 1031, 900, 800, 700, 600, 500, 400,100
bp)

Hat 2-
Hat 3-
Hat 4-
Hat 5-
Hat 6-
Hat 7-
Hat 8-
Hat 9-

A.
A

A.
A.
A.
A.
A.
A.

huber- morathii 2

huber- morathii [

dudleyi 1

dudleyi 2

murale subsp. murale var murale |
murale subsp. murale var murale 2
discolor

davisianum

Hat 10- 4. sibiricum NA 3544
Hat 11- 4. borzaenum

Hat 12- A.sibiricum NA 3545
Hat 13- A.sibiricum

Hat 14- A.cypricum I

Hat 15- A.cypricum

Buna gore A. huber- morathii 2 turtinlin sirasiyla A. huber- morathii 1, A. dudleyi I,

A. dudleyi 2, A. murale subsp. murale var murale 1, A. murale subsp. murale var

murale 2, A. discolor, A. davisianum, A. sibiricum NA 3544, A. borzaenum, A.

stbiricum NA 3545, A. sibiricum, A. cypricum I, A. cypricum 2 tirlerine olan genetik
uzakhigr; 0,33, 0,67, 0,56, 0,56, 0,60, 0,56, 1, 1,0,78, 1,0,78, 1, 1.
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. borzaenum

. sibiricum

. sibiricum NA 3545
. cypricum 1

. davisianum

. sibiricum NA 3544
. dudleyi 2

. murale 1

. murale 2

. hub. mor |

. hub.mor 2

. dudleyi 1

. discolor

. cypricum 2
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my

Sekil 3.12. OPI18 primeri ile yapilan RAPD-PCR triinlerine gore Alyssum tirlerinin
genetik yakinliklan

A. huber- morathii I tiiriniin sirasiyla A4. dudleyi 1, A. dudleyi 2, A. murale subsp.

murale var murale I, A. murale subsp. murale var murale 2, A. discolor, A.

davisianum, A. sibiricum NA 3544, A. borzaenum, A. sibiricum NA 3545, A.

sibiricum, A. cypricum 1, A. cypricum 2 turlerine olan genetik uzaklig; 0,45, 0,25,
0,25, 0,33,0,50, 1, 1, 0,75, 1, 0,75, 1, 0,71. A. dudleyi I tirunin sirastyla A. dudleyi

2, A. murale subsp. murale var murale I, A. murale subsp. murale var murale 2, A.

discolor, A. davisianum, A. sibiricum NA 3544, A. borzaenum, A. sibiricum NA

3545, A. sibiricum, A. cypricum 1, A. cypricum 2 tirlerine olan genetik uzaklign,
0,64, 0,64, 0,67, 0,82, 1, 1, 0,82, 1, 0,82, 1, 0,80, A. dudleyi 2 tiiriiniin sirasiyla A.

murale subsp. murale var murale I, A. murale subsp. murale var murale 2, A.

discolor, A. davisianum, A. sibiricum NA 3544, A. borzaenum, A. sibiricum NA

3545, A. sibiricum, A. cypricum 1, A. cypricum 2 tiirlerine olan genetik uzaklidi;

0,285, 0,33, 0,50

2 2 ?

L 11 LDAS,
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A. murale subsp. murale var murale | tirinin sirastyla A. murale subsp. murale var
murale 2, A. discolor, A. davisianum, A. sibiricum NA 3544, A. borzaenum, A.
sibiricum NA 3545, A. sibiricum, A. cypricum 1, A. cypricum 2 tiirlerine olan genetik
uzakhgi; 0,11, 0,50, 1, 1, 1, 1,1, 1, 0,43. 4. murale subsp. murale var murale 2
turtiniin sirasiyla A. discolor, A. davisianum, A. sibiricum NA 3544, A. borzaenum,
A. sibiricum NA 3545, A. sibiricum, A. cypricum I, A. cypricum 2 tiirlerine olan
genetik uzakligr; 0,33, 0,78, 1, 1, 1, 1, 1, 0,75. 4. discolor tiiriiniin sirasiyla  A.
davisianum, A. sibiricum NA 3544, 4. borzaenum, A. sibiricum NA 3545, A.
sibiricum, A. cypricum I, A. cypricum 2 tirlerine olan genetik uzakligi; 0,50, 0,75,
0,75, 0,75, 0,75, 0,75, 1, A. davisianum tiriniin sirasiyla 4. sibiricum NA 3544, A.
borzaenum, A. sibiricum NA 3545, A. sibiricum, A. cypricum 1, A. cypricum 2
tirlerine olan genetik uzaklify; 0,25, 0,75, 0,75, 0,75, 0,43, 1. A. sibiricum NA 3544
turtiniin sirasiyla 4. borzaenum, A. sibiricum NA 3545, A. sibiricum, A. cypricum |1,
A .cypricum 2 tiirlerine olan genetik uzakhi§;0,50, 0,43, 0,50, 0,43, 1. 4. borzaenum
tirinin sirasiyla 4. sibiricum NA 3545, A. sibiricum, A. cypricum 1, A. cypricum 2
tirlerine olan genetik uzakhg; 0,14, 0, 0,43, 0,71. A. sibiricum NA 3545 tirinin
sirastyla 4. sibiricum, A. cypricum 1, A. cypricum 2 tirlerine olan genetik uzaklig;
0,14, 0,33, 0,67. 4. sibiricum turinin sirasiyla A. cypricum 1, A. cypricum 2
tirlerine olan genetik uzakhg, 0,43, 0,67. 4. cypricum [ tirinin A. cypricum 2
tiirine olan genetik uzakhig; 0,67.
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4. SONUC VE ONERILER

Calismamizda Alyssum cinsine ait A. corsicum, A. corsicum NA 3653, A. sibiricum
NA 3656, A. sibiricum NA 3616, A. pateri NA 3650, A. sibiricum NA 3645, A.
sibiricum NA 3649, A. murale NA 3654, A. strigosum NA 3617 tirlerinin bireyleri
arasindaki genetik uzakliklar, tohum protein polimorfizmini ortaya koymada
biyokimyasal bir yontem olan SDS-PAGE ile belirlenmistir (Sekil 3.2.). Buna gore
A. sibiricum tiiriine ait bireylerin biribirleri ile tamamen aym, A. corsicum tiriine ait
bireylerin de birbiriyle tamamen ayni olduklart ve bu iki grubun biribirine yakin
olduklarn gorillmektedir. A. sibiricum ve A. corsicum tiirlerine en yakin tiirler
sirasiyla A. pateri, A. murale, daha sonra da 4. strigosum’ dur. SDS-PAGE ile ortaya
konulan Alyssum tirleri arasindaki genetik uzakliklar Davis (1965)" in Tirkiye

florasinda belirtmis oldugu tiirler arasi uzakliklarla tamamen ayni bulunmstur.

Alyssum cinsine ait A. huber- morathii 1, A. huber- morathii 2, 4. dudleyi I, A.
dudleyi 2, A. murale subsp. murale var murale I, A. murale subsp. murale var
murale 2, A. cypricum [, A. cypricum 2, A. discolor, A. davisianum, 4. borzaenum,
A. sibiricum NA 3544, A. sibiricum NA 3545, A. sibiricum, tirlerinin bireylerine
uygulamis oldugumuz RAPD-PCR ¢aliymasinda toplam 42 primer denenmigtir.
Elektroforez analizi sonucunda, sadece 5 primerin; OPI 18, OPB 08, B18, B6, M13’

iin polimorfik bantlar verdigi gozlenmistir.

Yapilan degerlendirmede genetik uzakliklarin tammlanmasinda en uygun primerin
OPI 18 primeri oldugu gozlenmistir (Sekil 3.12.). Buna gore 4. borzaenum, A.
sibiricum, A. sibiricum NA 3545, A. sibiricum NA 3544, 4. cypricum tirine ait bir
birey, 4. davisianum tiirleri kendi aralarinda bir grup olusturmus ve 4. davisianum
tirti digerlerine uzak vyer almustir, 4. murale, A. huber. morathii, A. dudleyi, A.
discolor, A. cypricum tirine ait diger birey de kendi aralannda bir grup
olusturmustur.

Yapmis oldugumuz bu ¢alisma ile Alyssum cinsine ait tirler, toplam tohum

proteinleri bakimindan tiirler arasi polimorfizm géstermistir. Tirlerin DNA’ s1 ile
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yapilan ¢alismada ise 6zellikle 4. cypricum tiriinde biiyiik oranda tiir i¢i polimorfizm
tespit edilmistir. Her iki ¢alismada da tirler arasi farkliliklar ortaya konmusgtur.
Bundan sonraki galsmalar her tire ait daha fazla sayida birey ve RAPD-PCR
¢aligmalarinda daha ¢ok sayida primer kullanilarak yapilmalidir. Alyssum tiirlerinin
nikel absorblama oranlannin da g6z oniinde bulundurulmasi ile bu 6zelligin genetik

farkliliklarla iligkilendirilmesi miimkiin olabilecektir.
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