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YUKSEK LiSANS TEZI

ISATIS FLORIBUNDA BOISS. EX BORNM. (BRASSICACEAE)
BITKIiSINDE RAPD-PCR YONTEMI iLE GENETIK CESITLILIK ANALIZI

Ayna DOVLETOVA

Aksaray Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dah

Danmisman: Do¢.Dr. Mehmet KARACA
OZET

Tiirkiye, bitki biyogesitliligi ve endemizmi agisindan diinyadaki zengin ve ilging
tilkelerden biridir. Isatis cinsi 32 tiirii ve 22’si endemik 47 taksonu ile likemiz sinirlar
icinde dagilim gostermektedir. Literatiir taramalarinda endemik Isatis floribunda
Boiss. ex Bornm. (deliizgin) bitkisinde genetik cesitliligi gosteren molekiiler genetik
bir ¢aligmanin heniiz yapilmadigi goriilmistiir. Bu tez ¢alismasinin amaci, genetik
cesitliligi duyarlilik ve etkinlikle saptamaya olanak veren RAPD-PCR yontemini
kullanarak Isatis floribunda’da RAPD markirlarini olusturmak ve molekiiler genetik
analiz sonuglarini literature kazandirmaktir. PCR reaksiyonlar1 sonucunda toplamda
114 adet bant gdzlemlenmistir. Bu bantlarin 95’1 polimorfik, 19°u ise monomorfik bant
olarak degerlendirilmistir. Total polimorfizm orant %83.3 olarak tespit edilmistir.
Kullanilan 15 adet primerinden sadece OPA-14 ile istenilen polimorfik RAPD bantlari
amplifiye edilememistir. Geri kalan 14 primerin altisinda (MM, OPA-08, OPA-12,
OPA-13, OPA-15 ve OPA-18) %100 polimorfizm oranina ulasilirken, sekiz primerde
ise %25-90.9 arasinda degisen polimorfizm degerleri bulunmustur. Toplam 95 adet
olan polimorfik bandin 31’i populasyona spesifiktir. Bu sonug, yayilim alanlari
arasinda Aksaray’in da oldugu belirtilen Isatis floribunda endemik tiiriiniin aslinda
kendi gen merkezi smirlart icinde de genetik c¢esitligini devam ettirebildigini,
populasyonlar arasinda genetik varyasyon diizeyinin yiliksek oldugunu gdstermesi
acisindan da 6nemli bir veridir. Tez ¢aligmasi bu konuda yapilan ilk bilimsel arastirma
Ozelligi tagimasi nedeniyle; Isatis floribunda tiiriiyle yapilacak sonraki molekiiler
genetik calismalarda kullanilabilecek faydali literatur bilgileri saglayacaktir.

Anahtar Sozciikler: Isatis floribunda, RAPD-PCR, Genetik Cesitlilik, DNA
Polimorfizmi.

Aralik, 2019; 64 sayfa
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ABSTRACT

Turkey is one of the richest bio-geographic regions in the world in terms of plant
biodiversity, plant genetic resources and endemism. Isatis genus is distributed within
the borders of our country with its 32 species and 47 taxa of which 22 are endemic. In
the literature reviews, it has been observed that a molecular genetic study showing
genetic diversity in the Isatis floribunda Boiss. ex Bornm. (deliizgin) has not been
performed yet. The purpose of this thesis is to create RAPD markers in lsatis
floribunda by using RAPD-PCR method which enables detection of genetic diversity
with sensivity and efficiency and to bring molecular genetic analysis results into
literature. As a result of PCR reactions, a total of 114 bands were observed. 95 of these
bands were evaluated as polymorphic and 19 of them monomorphic bands. Total
polymorphism rate was detected as 83.3%. Of the 15 primers used, only OPA-14
desired polymorphic RAPD products could not be amplified. Six of the remaining 14
primers (MM, OPA-08, OPA-12, OPA-13, OPA-15 ve OPA-18) achieved 100%
polymorphism while eight primers had polymorphism values ranging from 25-90.9%.
31 of the 95 polymorphic bands are population spesific. This result is an important
finding in terms of showing that the endemic species of Isatis floribunda which is
located in Aksaray, can maintain genetic diversity within its own gene center
boundaries and that the level of genetic variation among population is high. This thesis
is the first scientific research on this subject; it will provide useful literature
information that can be used in subsequent molecular genetic studies on Isatis
floribunda species.

Keywords: Isatis floribunda, RAPD-PCR, Genetic Diversity, DNA Polymorphism.

December 2019, 64 pages
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1.GIRiS

Tirkiye, sahip oldugu bitki biyogesitligi agisindan diinyadaki bir¢ok iilkeden daha
farkl1 ve zengindir. Tiirkiye’de Avrupa-Sibirya, Iran-Turan ve Akdeniz flora bolgeleri
olmak iizere ii¢ fitocografik bolge bulunmaktadir. Aksaray Ili, Iran-Turan bolgesi
siirlar1 i¢inde kalmakta olup, ozellikle otsu ve endemik bitki tiirleri agisindan
zengindir. Ozellikle Tuz golii cevresi de tuz igeriginin gesitli olmasindan dolay1 bitki

biyogesitliligi agisindan énemli bir alan olarak kabul edilmektedir.

Ulkemizde degisik endemik bitkiler iizerinde molekiiler genetik analizlerin ve
calismalarin oldukca sinirh yapildigi goriilmektedir. Bu tez calismasi ile yayilim
smirlart iginde Aksaray Ilinin de bulundugu endemik Isatis floribunda bitkisi izerinde
ilk kez molekiiler genetik bir analiz gerceklestirilmistir. Olduk¢a 6nemli tibbi ve
biyolojik fonksiyonlara sahip oldugu degisik bir¢ok calismayla ortaya konan bu
bitkinin genetik analizinin hizli ve etkili bir yontem olan RAPD-PCR ile yapilmasi
literatiirdeki 6nemli bir agig1 kapatacak, bu alanda yapilacak olan ilk g¢alisma

niteliginde olacak ve sonraki calismalar i¢in de temel veriler sunacaktir.



2. LITERATUR OZETi
2.1 Bitki Biyocesitliligi ve Tiirkiye

Joseph Pitton de Tournefort tarafindan 17. ylizyilda Tirkiye’deki bitkilerin sistemli
bir sekilde toplanmasi, incelenmesi ve arastirilmasi ilk kez yapilmistir (Burtt, 2001;
2002). Ancak, Peter Hadland Davis’in 1965-1988 yillar1 arasinda olusturdugu, 9 cilt
ve 2 ek ciltten olusan Tiirkiye ve Dogu Ege Adalar1 Florasi (Flora of Turkey and the
East Aegean Islands) eserinde Tiirkiye’nin bitki ¢esitliligi ve zenginligi hakkinda daha
ayrintili, kapsamli ve tanimlayici arastirmalar yapilmistir (Davis, 1965; 1985; Davis
vd., 1988; Giiner vd., 2000). Giiniimiizde Tirkiye’de 11707 bitki taksonunun
bulundugu ve bunlarin da yaklasik 1/3’nin endemik oldugu bilinmektedir (Senkul ve
Kaya, 2017; Giiner vd., 2012; 2014). Ulkemizin Asya, Avrupa ve Afrika arasinda
koprii konumunda bulunmasi, farkli bitki flora bdlgelerinin kesisim alaninda
bulunmasi, ¢ok ¢esitli yeryiizii sekillerine sahip olmasi gibi ¢cok degisik nedenler
mevcut bitki Ortiisliniin ortaya ¢ikmasina zemin hazirlamis ve bitki cesitliligini

artirmigtir.

Kuaterner donemindeki iklim degisimleri Tiirkiye’deki bitki biyogesitliliginde yiiksek
seviyede degisimlere neden olmustur. Iklim degisimleri ve farkliliklar1 sonucunda,
Anadolu’nun bazi alanlarinda, daglik ytiksek tepelerinde bazi bitki tiirlerinin dagilimi
daralirken, baz1 bitki tiirlerinin ise yayilis alanlari biitiiniiyle yok olmustur (Oztiirk vd.,

2002; Aras vd., 2003; Giiner vd., 2014).

Diinya tizerinde 37 farkl fitocografik flora bdlgesinin varligi tespit edilmistir (Sekil
2.1) (Eken vd., 2006). Bu bolgelerden Iran-Turan, Akdeniz ve Avrupa-Sibirya
fitocografik flora bolgeleri ise iilkemizde bulunmakta (Sekil 2.2) ve Tiirkiye’yi bitki

florasi agisindan 6nemli bir konuma getirmektedir (Avci, 1993; Giiner vd., 2014).



Bitki Cografyasi Bolgeleri:

1) Arktik, 2a) Avrupa, 2b) Sibirya,
3) Sino-Japonya, 4) iran-Turan,
5) Akdeniz, 6) Makronezya, 7)
Kuzey Amerika, 8) Pasifik, 9)
Kuzey Afrika, 10) Sudan, 11)
Somali, 12) Bati Afrika, 13) Dogu
Afrika, 14) Gilney Afrika, 15)
Madagaskar, 16) Giiney Atlantik,
17) Hindistan, 18) Giineydogu
Asya, 19) Endonezya, 20) Hawaii,
21) Yeni Kaledonya, 22)
Mikronezya, 23) Polinezya, 24)
Karayip, 25) Venezuela, 26)
Amazon, 27) Brezilya, 28) And,
29) Pampa, 30) Yuan, 31) Kap,
32) Kuzey ve Dogu Avustralya,
33) Giineybat) Avustralya, 34)
Orta Avustralya, 35) Yeni
Zelanda, 36) Patagonya, 37)
Giiney Okyanus Adalari.

Sekil 2.1. Diinya tizerindeki bitki cografik bolgelerinin dagilimi (Eken vd., 2006).
Ulkemizdeki ii¢ fitocografik bolgeden, Avrupa-Sibirya flora bolgesi Oksin ve
Hirkaniyen olmak iizere iki ayri flora bolgesine ayrilir. Tiirkiye Oksin alan
igersindedir. Oksin, Karadeniz’e yakin olan batidaki sahalari kapsamaktadir.
Hirkaniyen ise Iran’in kuzey kisimlarini ve Talis daglarmin smirlarini igine
almaktadir. Kafkas daglar1 Oksin ve Hirkaniyen sahalarini birbirinden ayirir, boyle bir
durum ise bu sahalarda yetisen bitki tiirlerinde 6nemli farkliliklarin ortaya ¢ikmasina
neden olmaktadir (Avci, 2004; Giiner vd., 2014). Akdeniz flora bolgesi, Anadolu’nun
tim giliney kiyilarmi, Bati Anadolu kiyillarim1 ve Trakya'min giineyinde Gelibolu
yarimadasini i¢ine almaktadir. Iran-Turan flora bélgesi, I¢ Anadolu, Dogu Anadolu ve
Giineydogu Anadolu bolgelerini igine almasindan dolay1, Iran ve merkezi Asya'nin
yarikurak bolgelerinin zelliklerini tasimaktadir. Iran-Turan flora bolgesi, Avrupa-
Sibirya ve Akdeniz flora bolgeleri ile bazi bolgelerde birbirine karismaktadir (Behget
ve Unal, 1999; Ozgédkge, 1999; Giiner vd., 2014).
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Sekil 2.2. Tiirkiye’deki fitocografik bolgeler ve dagilimi (Avci, 1993).

Ug flora bdlgesinin dzellikleri Tiirkiye’deki bitki cesitliligi agisindan son derece dnem

tagimaktadir. Bu flora bolgelerine ait bitki tiirlerinin bazilar1 endemik tiirler olup, bazi

tiirlerin yayilis alanlari ise iilkemiz sinirlarint agmaktadir.

Tirkiye’nin iklim ozellikleri bitki ¢esitliligi ig¢in O6nemli faktorlerden birisidir.

Tiirkiye'de sicakligin yillik ortalama dagilis1 bolgelere gore farkliliklar gostermektedir

(Sekil 2.3). Sicaklik degeri ortalama en yiiksek 20°C civarinda iken, bazi yerlerde

6°C’nin altina inmektedir. Ulkemizin bitki florasinin vejetasyon siiresi 260 giinden

fazla olup, bitkilerin yetisme siiresinin en uzun oldugu yerler giliney kiy1 bolgeleridir.

I¢ Anadolu ve Dogu Anadolu Bolgelerine dogru Yetisme siiresi azalmaktadir (Atalay,

1994).

Sekil 2.3. Tiirkiye’de sicakligin dagilis1 (Avct, 2005).
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Tiirkiye’de yillik ortalama yagisin dagilisi bakimindan da boélgeler arasinda biiyiik
farkliliklar bulunmaktadir (Sekil 2.4) (Avci, 2005). Baz1 bolgelerde yillik yagis
miktarinin 2500 mm’ye ulastigi goriilmesine ragmen (Rize 2346.3 mm), bazi
bolgelerde yillik yagis miktar1 300 mm’nin altina inebilmektedir (Igdir 258.8 mm).
Tiirkiye'deki yillik ortalama yagisin dagilisindaki bu farkliliklarinda bitki oOrtiisti

uzerinde onemli etkisi olmaktadir.
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Sekil 2.4. Tiirkiye’de yagisin dagilist (Avei, 2005).

Bitki gesitliligindeki farkliliklarin en 6nemli nedenlerinde birisi de toprak
ozellikleridir. Tiirkiye’de kahverengi, kiregsiz ve kahverengi orman topraklari en
yaygin goriilen toprak cesitleridir (Atalay, 1989; Dizdar, 2003). Topraktaki bazi
farkliliklar, tizerinde gelismekte olan bitki topluluklarinin gesitliliginde ve yayilis

alanlarinin belirlenmesinde 6nemli rol oynamaktadir.
2.1.1 Tiirkiye’de endemizm

Avrupa kitasinin tamamu ile kiyaslandiginda Tiirkiye’deki zengin bitki biyogesitliligi
ve yiiksek derecedeki endemizm orani, biitiiniiyle cografi sartlarin bitki florasi tizerine

etkisinden kaynaklanmaktadir (Sekil 2.5).



enaemizm Urani (7o)

Belgika |
Bulgaristan

Gek C.ve Slovakya
italya

Fransa
Almanya |

Avusturya
Yunanistan

Danimarka
CGin

Macaristan |
Madagaskar

Avustralya
Pakistan

Sekil 2.5. Ulkelere gore endemizm oranlari (Avci, 2005).

Tiirkiye endemizm agisindan da biiyiik 6neme sahiptir. Yeryiiziinde belirli bir alanda
varligini siirdiiren ve bagka bolgelerde varligina rastlanmayan bitki ve hayvan tiirlerine
“endemik”, bu olaya da “endemizm” denmektedir. Endemik bir tiiriin yayilis alan1 dar
veya genis olabilir, fakat 6nemli olan, s6z konusu olan tiirlin yayilisinin belirli bir
bolgeyi ilgilendirmesidir. Par¢alanan yasam alanlar1 sonucunda tiirlerin gen yapilari
degiserek yeni tiirler olusur. Tiirkiye’de endemik bitki tiirii sayis1 3000 tizerindedir ve
endemizm oran1 %34.4 olarak bilinmektedir (Sekil 2.6) (Ozhatay vd., 2005; Giiner vd.,
2014). Endemik bitkiler arasinda, cins ve daha alt sistematik kategorilerde endemik
bitkilerin varligi bitki biyocesitliligi acgisindan onemli bir gostergedir (Erik ve
Tarikahya, 2004). Tiirkiye florasinin yaklasik {igte biri kadarinin da endemik
bitkilerden olugmasi, bu gesitliligin korunmasi ve devam ettirilmesinin 6nemini daha

da artirmaktadir.
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Sekil 2.6. Tiirkiye’deki ve diinyadaki endemik bitki sayisi (Avci, 2005).

Diinya Saglik Orgiitii’ne gére (WHO), insanlarin %60°m genel saghigmin bitkilere
dayali oldugunu tahmin edilmektedir (Walker, 2001). Yaklasik 500 kadar bitki tiirii de
tilkemizde tedavi amagli kullanilmaktadir (Ertug, 2004; Simsek vd., 2004). Aromatik
bitki olarak siniflandirilan tiirler 6zellikle tibbi bitki olarak ihra¢ edilmektedir. Koruma
amagh ayrilan degisik alanlarda bile ¢ok cesitli tehditler s6z konusu olabilmektedir
(Arangli, 2002; Somuncu, 2003). Bitki zenginligi ile 6zel niteliklere sahip olan
Anadolu’ya zamanla bilimsel ¢aligmalar 15181 altinda yeni bitki taksonlar
eklenmektedir (Avci, 2005). Tirkiye’nin, bu ¢esitliliginin korunmasi ve devam

ettirilmesi de kuskusuz biiyiik 6nem tagimaktadir.

Tiirkiye’de endemizm bakimindan en zengin alanlarindan biri de Toros daglarinin bati
ve orta kesimleri (6zellikle Taseli platosu), I¢ Anadolu ile Dogu Anadolu arasindaki
gecis alanlaridir. ¢ Anadolu bodlgesi Iran-Turan flora bdlgesini temsil eden genis
bozkir alanlarina sahiptir (Sekik 2.7) (Kutluk ve Aytug, 2001). Ozellikle Tuz Gélii
Havzasindaki tuzcul bozkirlar ayr1 bir 6neme sahiptir. Bu tuzcul bozkirlarda
varliklarmi siirdiiren tiirler anatomik ve fizyolojik agidan diger tiirlerden 6nemli
farkliliklar gdstermektedirler. Aksaray Ili Iran-Turan flora bolgesinde bulunmasindan
dolay1, endemik tiir acisindan 6nemli bitki cesitliligine sahiptir (Kutluk ve Aytug,
2001).
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Sekil 2.7. Tiirkiye’de endemik bitki sayilarinin dagilisi (Kutluk ve Aytug, 2001).

2.2. lsatis Cinsinin Sistematigi

Isatis (¢ivitotu) cinsinin sistematigi konusunda diinyada ve Tiirkiye’de degisik
bilimsel calismalar yapilmis olmasina ragmen, smiflandirilmasi olduk¢a problemli

olan bir grup olarak goriinmektedir.

Isatis, Brassicaceae (Cruciferac) familyasina dahil tek, iki veya ¢ok yillik otsu bir
gruptur. Habitat ya da bliylime alanlar1 olarak bozkirlar1 ya da nadasa birakilmis
arazileri, yol ve tarla kiyilar1 gibi alanlari tercih eder. Ulkemizde 0-3000 m yiikseklikte
Isatis tiirlerine rastlanabilir. Ulkemiz sinirlari iginde Isatis cinsine ait 47 takson ve 32

tiir bulunmaktadir. Bunlarin da 22 taksonu endemiktir (Giiner vd., 2012).

Boisser (1867), “Flora orientalis” adl1 kitabinda Tiirkiye sinirlar1 i¢inde de bulunan

cok sayida Isatis cinsi ve tiirii hakkinda tanimlamalarda bulunmustur.

Hayek (1911), ilk kez Isatideae tribine ait 8 cinsi tanimlamis ve bunlar1 Arabideae alt

tribine dahil etmistir.
Schulz (1936), Arabideae tribini Lepideieae tribi olarak yeniden revize etmistir.

Davis (1965), ‘Flora of Turkey’ adl1 eserinde Isatis cinsine ait 26 tiiriin Tirkiye’deki

cografik dagilimini (bolge, sehir, yiikseklik gibi), tiiriin karakteristik tanimini, tiiriin



meyve sekli ve yapisi, yaprak durumu gibi tiirii tanimlamaya yarayacak olan

karakteristik 6zelliklerini detayli sekilde anlatmustir.

Yildirnmli (1988), Tiirkiye’nin bati1 ve kuzey bolgelerinde yetisen Isatis cinslerinin

revizyonunu yapmistir. Calismada 16 tiir ve 7 alttiir teshis edilmistir.

Yildirimli (2001), Isatis cinsinin Tiirkiye’de 32 tiir, 11 alttiir, 21 endemik tiir ve 3

endemik alttiir ile temsil edildigini sdylemistir.

Gilbert vd. (2002), Almanya, Ingiltere ve Isvicreden topladiklar1 Isatis indigotica,
Isatis tinctoria ve Isatis glauca populasyonlarint AFLP (¢ogaltilmis fragment uzunluk

polimorfizmi) yontemi ile analiz ettiler.

Koch (2003), Isatideae tribini morfolojisini temel alarak monofiletik bir grup olarak

degerlendirmistir.

Belistein (2006), Brassicaceae familyasindan Isatis tinctoria tiiriiniin de dahil oldugu
113 bitki tiiriine ait kloroplast ndhF geninden elde edilen DNA (Deoksiriboniikleik

asit) sekans bilgisini temel alarak filogenetik siniflandirma yapmaya ¢aligsmistir.

Al-Shehbaz vd. (2006), Isatis cinsinin dahil edildigi Brassicaceae familyasindan 338
cinsin ve 3709 tiirlin diinya genelinde dagilima sahip oldugunu ortaya ¢ikarmis ve

calisilan sistematik kategorileri 25 tribe yerlestirmistir.

Spataro vd. (2007), Avrupa ve Orta Asya’dan gelen dogal Isatis tinctoria
populasyonlar1 arasindaki genetik ¢esitliligi ve benzerlikleri degerlendirmek amaciyla
AFLP ve SAMPL (Selective amplified microsatellite polymorphic locus) molekiiler

isaretleyicilerini kullanarak 50 populasyon iizerinde analizler ger¢eklestirmislerdir.

Spataro ve Negri (2008), AFLP ve SAMPL isaretleyici kullanarak Isatis tinctoria

orneklerin genetik 6zelliklerini karakterize etmistir.

Moazzeni vd. (2010), Iran cografyasina ait 28 Isitadae taksonunun filogenisini rDNA-

ITS dizi analizi ile analiz etmistir.



Rocha vd. (2011), ISSR (Basit dizi tekrarlari aras1) markir sistemini kullanarak Isatis

tinctoria orneklerin genetik cesitliligini analiz etmistir.

Giiner vd. (2012), Isatis cinsine ait 47 taksonun (31 tiir ve bu tiirlere ait 16 alttiiriin)

Tiirkiye’deki mevcut cografik dagilimini ayrintili bir sekilde vermistir.

Ozbek vd. (2013), Sivas, Konya, Eskisehir, Polatli/Ankara, Beytepe/Ankara,
Ayas/Ankara, Golbasi/Ankara ve Incek/Ankara lokasyonlarindan toplanan 9 Isatis
glauca populasyonu tizerinde AFLP yontemi kullanilarak genetik karakterizasyon

yapmistir. Bu ¢alismada tiiriin orjin bdlgesinin Ankara oldugu isaret edilmektedir.

Giiniimiizde Isatis cinsinin diinya genelinde 89 tiir ile temsil edildigi bilinmektedir
(URL-1).

Cinsin dogal yayilig alanlari arasinda Tiirkiye, Tlirkmenistan, Afganistan, Arnavutluk,
Cezayir, Bulgaristan, Orta Rusya, Cekya, Dogu Ege adalari, Rusya’nin dogusu, Misir,
Fransa, Yunanistan, Macaristan, Irak, italya, Kazakistan, Kirgizistan, Libya, Suriye,
[ran, Pakistan, Filistin, Portekiz, Polonya, Sicilya, Rusya’nin giineyi, Ispanya,

Tacikistan, Tunus, Ukrayna, Ozbekistan ve Yugoslovya yer almaktadir (Sekil 2.8).

t
Sekil 2.8. Isatis cinsinin diinya tizerindeki dagilim alanlar1 (URL-1). (*Cinsinin dogal
yayilig alan1 yesil renk ile, yetistirildigi ve sonradan dogallastigi alanlar ise
mor renk ile goriilmektedir).
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Isatis cinsinin degisik tiirleri ile yapilan degisik bilimsel ¢aligsmalarda elde edilen bitki
Oziitlerinin antidiyabetik, antibakteriyal (Radwan vd., 2008; Karakoca vd., 2013),
antikanser, antifungal (Vango, 1995), antiromatizmal (Kirtikau ve Basu, 1984),
antiviral ve kanamayi durdurucu etkilerinin oldugu tespit edilmistir. Ayrica,
menengitis, ensefalit, kabakulak, grip, yilancik ve isilik gibi hastaliklarin tedavisinde
de kullanildigi rapor edilmistir (Bown, 1995). Isatis cinsi 6zellikle boyama sanayinde
mavi renk eldesinde ¢ok kullanilan 6zel bir bitkidir. Isatis tiirleri yapraklarinda
indoksil formunda indigo (mavi rengin) onciilii olan {i¢ madde ihtiva eder. Bunlar
indikan, isatan A ve isatan B seklindedir (Gilbert ve Cooke, 2001; Oberthurr vd., 2004;
Ercivan, 2018).

2.3 Isatis floribunda Boiss. ex Bornm. Sistematigi

Sinonimi Isatis floribunda var. rhynohocarpa Bornm. olarak bilinen tiir, halk arasinda
deliizgin ya da givisayak seklinde isimlendirilmektedir. Tiir, Iran-Turan fitocografik
bolge elementidir. Ic Anadolu endemigi olarak tanimlanan tiir (Yildirimli, 1988),
muhtemelen insan etkisiyle diger bolgelere de dagilmistir. Ulkemizde Karadeniz
Bolgesi, Yukar1 Sakarya, Orta Kizilirmak ve Konya Bdliimleri ve Akdeniz Bolgesinde
dogal yayilim gosteren endemik bir tiir olarak bilinmektedir (Sekil 2.9) (Giiner vd.,
2012; URL-2).

Sekil 2.9. Isatis floribunda tiiriiniin iilkemizdeki yayilis alanlari (URL-2).
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2.3.1 Sistematik bilgi

Alem: Plantae

Altalem: Tracheobeionta

Bolim: Magnoliophyta

Sinif: Magnolioppsida

Altsif: Dilleniidae

Takim: Capparales

Familya: Brassicaceae

Cins: Isatis L.

Tiir: Isatis floribunda Boiss. ex Bornm.

2.3.2 Morfoloji

Ciceklenme donemi: Bahar sonu (Mayis), yaz basi (Haziran)

Cigek siiresi: Birkag ay

Rakim (en diisiik): 900 m

Rakim (en yiiksek): 1500 m

Bitki bozkirlik alanlarda, tarla kenarlarinda, nadasa birakilmis tarlalarda, yol
kiyilarinda, nehir ve gol kiyilarinda, kiy1 kumullarinda yetisebilmektedir. IUCN 2017-
Ver.13-Kirmiz1 kategoresinde diistik riskli (LC) (least concern), genis yayilish ve
niifusu yiiksek bir tiir olarak degerlendirilmektedir (Sekil 2.10) (IUCN 2017, URL-3).

12
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2.4 Bitki Genetigi ve Molekiiler Markir Teknolojisi

Organizmalar arasinda akrabalik iligkilerinin kurulmasinda ve genetik ¢esitliligin
aydinlatilmasinda ¢ok degisik molekiiler markir (belirtec) sistemleri kullanilarak DNA
temelli aragtirmalar yapilabilmektedir. Bitki ve hayvanlarin genetik profilinin
aydinlatilmasinda, tiirlerin taksonomik, evrimsel, ekolojik arastirmalarinda oldukga
cesitli molekiiler markir tekniklerinden yararlanilmaktadir. Her bir molekiiler markir
teknigi farkli prensiplere dayanmaktadir ve uygulanmasi ile genom ¢apindaki
degiskenler ortaya ¢ikarabilmektedir. Hedefe yonelik olarak sayisiz markir
teknolojisinin arasindan en uygun DNA markiriin se¢imi olduk¢a 6nemlidir. Genel
olarak, molekiiler markir tekniginin se¢iminde, giivenilirlik, analiz kolayligi,
istatistiksel gii¢, polimorfizmleri belirlemedeki hassasiyet dikkat edilmesi gereken ana
unsurlardir. Molekiiler genetik yontemler, organizmalarin DNA diizeyindeki genetik
benzerliklerinin ve farkliliklarinin ortaya ¢ikartilmasi ve bunlardan yararlanilmasina
olanak saglamaktadir. Molekiiler genetik ¢alismalarda belirli bir tiiriin sistematik
acidan benzerlikleri, farkliliklar1 ve taksonomik agidan arastirilmasi icin o tiire ait

markirin ya da gen bolgesinin se¢imi en 6nemli adim1 olusturmaktadir (Dabert, 2006).
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Markirlar organizmanin tiirline ve markir tipine gore degiskenlik gostermektedir

(Y1ldirim ve Kandemir, 2001).

Bir organizmanin morfolojisi, biyokimyasi ve DNA’sindaki genetik o6zellikleri
hakkinda dolayli bilgi verebilen karakterlere ‘genetik markirlar’ denir. Genetik

markirlar:

*  Fenotipik markirlar
*  Biyokimyasal markirlar

*  Molekiiler markirlar olarak ii¢’e ayrilmaktadirlar (Yildirirm ve Kandemir,

2001).

2.4.1 Fenotipik (morfolojik) markir

Morfolojik markirlar (kok, yaprak ve govde yapilari, ¢iceklenme durumu, tohum ve
meyve yapist gibi), bir bitki populasyondaki tiirli diger bitki tiirlerinden belirgin
sekilde ayirt edebilen 6zellikler olarak bilinir. Morfolojik ya da fenotipik markirlar,
uzak akraba tiirlerinin genotipik analizlerinde kolaylik saglasa da yakin akraba tiirler
az sayida polimorfizm gosterdiklerinden dolayr genetik tani amacli yapilan
calismalarda ¢ok fazla tercih edilmemektedir. Morfolojik markirlar sinirli sayida
olmalarina ragmen, tarimda 1slah ¢alismalarinda bazen kullanilmaktadirlar (Giilsen ve

Mutlu, 2005).

2.4.2 Biyokimyasal markir

Biyokimyasal markir bitki populasyonlarinin molekiiler analizlerinde ve sistematik
caligmalarinda bilim insanlar1 tarafindan ¢ok uzun zamandir kullanilmaktadir.
Fenotipik markirlarin sayilarinin siirli ve az olmasi sonucu biyokimyasal markir
teknikleri ortaya ¢ikmistir. Biyokimyasal markir, depo proteinleri ve enzim proteinleri

(izozim ya da izoenzim) olmak iizere kendi igerisinde iki alt baslikta siniflandirilabilir:

* Depo proteinleri jel lizerinde ylriitiiliip boyandiktan sonra iizerinde g¢alisilan
genotipler arasindaki farkliliklar1 ortaya ¢ikarabilir. Protein markirlari molekiiler
analizlerde tekrarlanabilir ve giivenilirlikleri a¢isindan avantajli olmalaria ragmen,

sayilarinin az olmasi dezavantajlaridir (Yildinm ve Kandemir, 2001). DNA
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yapisindaki baz degisimleri, kromozomlardaki inversiyon ve insersiyon olaylari
sonucunda olusan tohum depo proteinlerindeki polimorfizm tiirler aras1 ve tiir igi
genetik farkliliklarin analizinde, bitkilerin gelistirilmesinde ve 1slah ¢alismalarinda
genetik markir olarak kullanilmaktadir (Ghafoor vd., 2000). Tohum depo
proteinlerinin mevsim degisimlerinden bagimsiz olarak hizli ve tekrar tekrar analiz
edilebilmesi, ¢aligilacak 6rnek sayisinin az olmasi ve kolay saklanabilir olmasi1 nedeni

ile fenotipik markirlara gére daha fazla avantaj saglamaktadir (Dinelli, 1999).

** jzoenzimler, organizmada farkli genler tarafindan ifade edilmesine ragmen,
birbirine benzeyen enzimleri liretmektedir ve protein markir sisteminde fazlaca
kullanilmaktadir. izoenzimlerin ¢alisma mekanizmalarinin iyi bilinmesi, yontemin
ucuz ve hizli olmasi izoenzim markir sistemine avantaj saglamaktadir. Dezavantaji ise,
izoenzimlerin bazi1 dokulardaki gelisme donemlerinde ifade edilememesi,
translokasyon sonrast degisimlere ugramasi izoenzim markirlarin kullaniminm

siirlamaktadir (Yildirim ve Kandemir, 2001).
2.4.3 Molekiiler markir

Genom iizerinde belli bir bolgeyi tanimlamak i¢in kullanilan genetik isaretlerdir. Bu
belirtecler DNA’nin genis bir bolgesini veya tek bir spesifik niikleotidi igine
alabilmektedir. Molekiiler markirlar, calisilmas: istenilen bitkilerin genotipik
benzerlikleri ve farkliliklarinin tanimlanmasinda %100°liik giivenilir sonuglar

vermektedir (Karp vd., 1998; Giilsen ve Mutlu, 2005).

Molekiiler markir, bir 6zelligin fenotipik ifadesiyle iligkili olabilir ya da olmayabilir.
Molekiiler markirlar, hiicrenin biiylimesi, farklilagmasi, gelisimi veya savunma
durumu ne olursa olsun g¢evre, pleiotropik ve epistatik etkilerden bagimsiz olarak,
biitiin dokularda stabil ve saptanabilir olduklarindan, geleneksel fenotip bazlh

alternatiflere gore sayisiz avantajlar sunmaktadir.

Ideal bir molekiiler markir, polimorfik &zellikte ve genom boyunca dagilmis olmali,
genetik farkliliklarin yeterli bir sekilde belirlemeli, basit-hizli-ucuz olmali, az miktarda

DNA o6rnegi ile ¢alisabilmelidir.
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Genomik biiyiiklik; tespit edilen polimorfizm diizeyi, lokus Ozgilliigi,
tekrarlanabilirlik, teknik gereksinimler ve maliyet gibi onemli ozellikler her bir
molekiiler markir teknigini birbirinden farkli kilmakta, avantajlar ve dezavantajlar
saglamaktadir. Gliniimiize kadar ¢ok degisik molekiiler markir teknigi gelistirilmis ve

bitki genetik analizlerinde kullanilmistir.

2.4.3.1 Hibridizasyon temelli molekiiler markir

* Restriksiyon parca uzunluk polimorfizmi (Restriction fragment length

polymorphism, RFLP).

Botstein vd. (1980), DNA polimorfizminin tespit edilmesinde hibridizasyon temelli
bir molekiiler markir teknolojisi olan RFLP’yi kullanmiglardir. RFLP teknolojisinde,
farkli boyutlarda DNA fragmenti olusturacak sekilde restriksiyon endoniikleaz
enzimleriyle kesilen DNA o6rnegi, kimyasal olarak isaretlenmis bir DNA probuyla,
Southern blot yontemi kullanilarak hibridize edilir. Boylelikle farkli biiyiikliiklerde
DNA fragment profili ortaya ¢ikar (Sekil 2.11) (Jo vd., 2017). Bu farkli fragment
profili, insersiyon, delesyon ve tek niikleotid polimorfizmleri gibi DNA dizisindeki
yeniden diizenlenmeler ve farkliliklar nedeniyle olusur. RFLP markirlar1 oldukca
polimorfik o6zelliktedir, kodominant kalitilir ve tekrarlanabilir niteliktedir. Bitki
genomu boyunca varliklari, yiiksek kalitim derecesi ve lokus 6zgiilliigii nedeniyle
RFLP markirlarimin iistiin oldugu kabul edilir. Bu yontem ayni1 zamanda bir¢ok 6rnegi
ayni anda taramak i¢in olanak saglar. Zaman alic1 olmasi, pahali ve radyoaktif /toksik
reaktiflerin kullanilmasi, fazla miktarda yiiksek kaliteli genomik DNA gerektirmesi
teknigin kullanimimi sinirlandirmaktadir. Ayrica prob iiretimi i¢in 6nceden sekans

bilgisi gerekliligi metodolojinin karmagikligini arttirir.
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Sekil 2.11. RFLP teknolojisinin sematik gosterimi (Jo vd., 2017).

2.4.3.2 PCR temelli molekiiler markir

Polimeraz zincir reaksiyonu ya da PCR, genomda belirlenen ya da hedeflenen bir ya
da birden fazla DNA boélgesinin, in vitro kosullar altinda Taq DNA polimeraz enzimi
ve oligoniikleotid primer ¢iftleri kullanilarak c¢ogaltilma islemidir. Yontemle hizl,
basit, ucuz, cok fazla sayida Ornegin calisilabilir olmasi teknige biiyiikk avantaj
saglamaktadir (Bricker, 2002). Teknik, amplifiye edilecek DNA &rneginin
denatiirasyonu, primerlerin baglanmas1 (annealing) ve DNA sentezi (extention) olmak
lizere li¢ asamadan olugsmaktadir (Sekil 2.12) (Garibyan ve Avashia, 2013). Teknoloji,
molekiiler taksonomik calismalarda tiir igi/tiirler arast DNA polimorfizminin
saptanmasinda, tohum safliginin analizinde, evrim ¢aligmalarinda, genetik haritalama
calismalarinda, adli tipta, mutasyon analizinde, rekombinant DNA teknolojisinde ve

bir¢cok dnemli alanda ¢ok yaygin sekilde kullanilmaktadir.
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Sekil 2.12. PCR dongiisiiniin basamaklar1 (Garibyan ve Avashia, 2013).

* Rastgele ¢ogaltilmis polimorfik DNA-PCR (Randomly amplified polymorphic
DNA-PCR, RAPD-PCR).

RAPD teknigi, genomik DNA {izerinde rastgele secilmis 10 baz uzunlugunda tek bir
oligoniikleotid primerinin kullanilmasina dayanmaktadir (Sekil 2.13) (Williams vd.,
1990; Karcicio, 2006). Bu teknikte kullanilacak olan primerlerin GC/AT oranlarinin
%50 veya daha fazla olmasina dikkat edilmektedir (Gregor vd., 1994). Bu yontemde
kullanilan tek primer DNA molekiiliinii her iki yonde de sentezleyebilmektedir
(Kumar, 1999). Ayni teknik asamalar1 kullanan, ancak farkli primer uzunluklar ve
farkli amplifikasyon sartlarina gereksinimi bulunan DAF (DNA amplification
fingerprinting) ve AP-PCR (arbitrary primer-PCR) olmak iizere iki farkli metod daha
vardir (Welsh ve McClelland, 1990). DAF tekniginde genelde 8 bazlik primerler
kullanilmaktadir. Amplifikasyon iriinleri, lire iceren poliakrilamid jelde yliriitiiliir,
ardindan polimorfik ve monomorfik bantlarin sayisini iki veya tice katlayan glimiis
boyama ile belirlenir. AP-PCR tekniginde ise genelde 18-24 bazlik primerler

kullanilmaktadir ve amplifikasyon iiriinleri agaroz jelde belirlenir (Caetano-Anolles
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ve Gresshoff, 1994; Bassam ve Bentley, 1995). RAPD teknigi; calisilacak DNA
dizisinin 6nceden bilinmesine ihtiya¢c duymamasi, kisa siirede hizli sonug verebilmesi,
teknik kolaylik, maliyetinin diisiik olmasi, fazla kaliteli olmayan DNA 6rneginin az
miktar1 ile de caligilabilir olmasi ve bazi tekniklere kiyasla polimorfizm oraninin
oldukca yiiksek olmasi gibi avantajlara sahiptir (Y1ldirim ve Kandemir, 2001; Karaca
vd., 2002; Temizkan ve Arda, 2004). Dominant 0&zellikte kalitilmasi,
tekrarlanabilirliginin diisiik olmas1 (Dos Santos vd., 1994; Harris, 1999), karisik DNA
ornekleri arasindan istenilen 6rnegin net bir sekilde PCR’min yapilamamas: (Majer
vd., 1996; Kiligoglu ve Ozkog, 2008) gibi baz1 dezavantajlar1 da vardir. RAPD-PCR
verilerinin tekrarlanabilirligi icin amplifikasyon reaksiyonlarinin her bir basamaginin
dikkatli bir sekilde optimize edilmesi gerekir (Michelia ve Bova, 1997). Giiniimiiz
kosullarinda daha hassas PCR cihazlarimin iretilmesi, daha saf kimyasallarin
kullanilmast ve olduk¢a dayanikli DNA polimeraz enzimlerinin kullanima

sunulmasiyla yukarida bahsedilen teknik sikintilarin biiyiik bir boliimii agilmugtir.

A gefiomik DA,
) primer

5

elektroferetik
ayirm

— pelimorfik
band

Sekil 2.13. RAPD reaksiyonunun sematik gosterimi (Karcicio, 2006).

* * (Cogaltilmis parca uzunluk polimorfizmi (amplified fragment length

polymorphism, AFLP).

Gilintimiizde RAPD, RFLP ve AFLP teknikleri genellikle ‘DNA fingerprinting’ olarak

bilinen ‘DNA parmak izi analizleri’ ad1 altinda toplanirlar. Bu parmak izi teknikleri
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DNA’ya bakarak oOrnegin kimlik tanimlamasinda veya oOrnekleri birbirleriyle
kiyaslayabilme imkani sunarak akrabalik derecelerini tespit etme isleminde
kullanilirlar. AFLP (Cogaltilmis parca uzunlugu polimorfizmi) teknigi, RAPD ve
RFLP tekniklerinin dezavantajlarini ortadan kaldirmak amaciyla gelistirilmis alternatif
bir yontemdir ve bu iki teknikten tiliretilmistir (Vos vd., 1995). Bu teknik isgiicii,
maliyet ve gilivenilirligi bakimimdan RAPD ve RFLP arasinda yer alirken ¢ok sayida
genomik bolgeyi ayni anda tarayabilmesi agisindan daha etkili bir yontemdir. Zaman
acisindan RAPD’den daha uzun RFLP’den ise daha kisa siire de uygulanabilen bir
tekniktir. Molekiiler markir olarak AFLP genetik karakterizasyonun tanimlanmasinda,
tirler arasinda ve tiir iginde benzerlik-farkliliklarin belirlenmesinde, ebeveynlerin
tespit edilmesinde, bilinmeyen c¢esitliligin ve genotiplerin tanimlanmasinda, evrimsel
farkliliklar ile gelismelerin aydinlatilmasinda, kromozomlarda meydana gelen yapisal
degisimlerin saptanmasinda, genetik lokuslarin kalitatif ve kantitatif tayininde

kullanilmaktadir.

Bu teknikte, genomik DNA biri alt1 niikleotidi digeri 4 niikleotidi taniyacak sekilde iki
farkl restriksiyon enzimi ile kesilmektedir. Enzimle kesilen DNA pargaciklarinin ug
bolgelerindeki niikleotid dizilimi ile eslesebilecek sentetik adaptorler baglanmaktadir.
Adaptorlerin niikleotid dizilimi ile eslesebilecek primerler kullanilmaktadir ve primer
sayesinde se¢icilik saglanmaktadir. PCR ile amplifikasyon islemi 6n amplifikasyon ve
secici amplifikasyon olmak iizere iki asamada gergeklestirilir. On amplifikasyon da
DNA pargalarina baglanan adaptorden bir bazlik uzunluga sahip primer baglanir ve
birer baz ilave edilmek suretiyle 6n PCR yapilmaktadir. Segici amplifikasyonda ise
elde edilen PCR {iriiniine 2-3 baz ilave edilecek sekilde ug¢ kisimlari radyoaktif ya da
floresan isaretli primer kullanilarak segici PCR reaksiyonu gergeklestirilir (Sekil 2.14)
(Vost vd., 1995; Semblat vd., 1998; Tzortzakakis vd., 1999; Agarwal vd., 2008). Ayni
anda 30 ile 150 arasinda gen bdlgesi analiz etme imkani sunmaktadir. DNA
polimorfizmlerinin belirlenmesinde ve genomik haritalama da kullanilmis etkin

yontemlerden bir tanesidir.
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Sekil 2.14. AFLP tekniginin sematik gosterimi (Agarwal vd., 2008).

2.4.3.3 Sekansa ozgii PCR temelli markirlar

Yiiksek verimli dizileme teknolojilerinin gelistirilmesini takiben, DNA dizileri
hakkinda bol miktarda bilgi sahibi olma imkani1 ortaya ¢ikmistir ve bir¢ok bitki tiiriiniin
genomu bu sekilde aydinlatilmistir (Goff vd., 2002; Yu vd., 2002). Bu sayede bir¢ok
fonksiyonel genin belirlenmesine, DNA dizi bilgisi ile genotip-fenotip iliskisi
kurulabilmesine ve diziye 6zgii molekiiler markir tekniklerin dizayn edilebilmesine

olanak saglanmistir.
* Basit dizi tekrar1 (Simple sequence repeat, SSR).

Kisa ardisik tekrarlar veya basit dizi tekrarlar1 olarak da bilinen mikrosatellitler, tiim
okaryotik genomlarda daginik sekilde bulunan ardisik 2-5 niikleotit uzunlugunda dizi
tekrarlar1 olarak tanimlanirlar (Tautz ve Renz, 1984). Bu tekrar sayilart ve konumlari
tirler arasinda ya da tiir i¢inde degiskenlik gostermektedir. Ardisik tekrarlarin
sayisindaki degisimler DNA replikasyonu sirasinda tekrarlarin eksizyonu veya
tekrarlarin eklenmesi seklinde olusabilmektedir (Schlotterer ve Tautz, 1992). Aym
zamanda ardisik tekrarlarin yiiksek oranda farkliligina ¢erceve kaymasi mutasyonlari
ve nokta mutasyonlar1 da neden olabilmektedir. Tekrar sayisinin bireyden bireye
farklilik  gostermesinden faydalanarak mikrosatellit analizlerinde tekrarlarin

etrafindaki DNA dizisine uygun primerler tasarlanir ve PCR reaksiyonu
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gerceklestirilir (Sekil 2.15) (Jo vd., 2017). Agaroz jel goriintiisiinde amplifikon
biiyiikliigiine bakarak tekrar sayisindaki farklilik rahatlikla goriilebilmektedir. Bu
sekilde birey tanimlamada ve biyogesitlilik arastirmalarinda, akrabalik iligkisi
kurulmasinda kullanilabilen molekiiler markir sistemlerinden bir tanesidir.
Dezavantaj1 dizi bilgisi gerektirmesidir. Teknolojiyi takiben molekiiler yontemlerin
gelisimi ile mikrosatellit analizlerinde floresan isaretlenmis primerler rahatlikla
uygulanabilmektedir (Wenz vd., 1998; Schuelke, 2000).

Genotip A Genotip B Genotip C
= (ATT)5 > (ATT);s = (ATT)gp ——
—— (TAA);, — (TAA) 35 — (TAA)gy —

PCR reaksiyonu
" ¥ J;
"l
A B C

180Bp
-+ Spesitik Primerier
115bp

==: PCR {riinleri

Gobp

Agoroz Jel Elektroforezi

Sekil 2.15. Mikrosatellit tekrar sayisini belirlemede PCR reaksiyonu (Jo vd., 2017).

* * Tek niikleotit polimorfizmi (Single nucleotide polymorphism, SNP).

Bir populasyonu olusturan bireylerin genom dizisinde tek niikleotit farkliliklari ya da
SNP olarak adlandirilan varyasyonlar mevcuttur. SNP’ler tiirler arasinda ve tiir i¢inde
bireyler arasinda farklilik gosteren genom boyunca en bol bulunan molekiiler
markirlardir. Misirda her 60-120 bazda 1 goriilebilmekte (Ching vd., 2002), insanda
ise ortalama 1000 bazda bir rastlanmaktadir (Sachidanandam vd., 2001). Tek niikleotit
polimorfizmler kodlanmayan DNA bdlgelerinde olduk¢a yaygin bulunmakta ve
bunlarin evrimsel siire¢ acisindan Onemli olduklar1 bilinmektedir. Kodlanan
bolgelerde ise niikleotit dizilimi farkli ancak ayn1 amino asidi kodlayan birgok SNP’de
rastlanabilir. Bu genetik varyasyonlar ayni zamanda amino asit degisimine neden
olabilirler ve fenotipik farkliliklara sebebiyet verebilmektedirler (Sunyaev vd., 1999).
Diger yandan intronik bolgelerde yer alip RNA splicing mekanizmasina etki ederek

benzer sekilde fenotipik farkliliklara neden olabilmektedirler (Richard ve Beckman,
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1995). SNP farkliliklarin1 belirlemede allele spesifik hibridizasyon teknigi (ASO),
DNA dizilenme analizleri ve genom boyunca 1000’lerce SNP’i ayni anda analiz
edebilme imkani sunan  Mikroarray  sistemleri  gilinlimiizde rahatlikla
kullanilabilmektedir (Sobrino vd., 2005). Molekiiler markir olarak SNP’ler yogun
genetik haritalarin olusturulmasi imkani sunarak tiirler arasinda ve tiir iginde
benzerliklerin/farkliliklarin - aydinlatilmasinda ~ 6nemlidirler. Ayni  zamanda
populasyon i¢i ve populasyonlar arasindaki benzerlikleri/farkliliklar1 tespit edebilme
acisindan da degerlidir. Ancak dezavantaji uygulanan teknik yontemlerin maliyetli

olmasidir.

*** Dizisi karakterize edilmis ¢ogaltilmis bolgeler (Sequence characterized amplified
regions, SCAR).

RAPD, AFLP gibi rastgele olusturulan molekiiler markirlardan ziyade harita temelli
genomdaki belli bir bdlgeye ait bilgi edinilmesi gerekliliginde SCAR teknigi
gelistirilmis ve uygulanmistir. SCAR teknigi belli bir lokusun dizisine bakarak diziye
0zgii 15-30 bg primerler dizayn ederek PCR reaksiyonu ile amplifikon olusturma
temeline dayanir (Paran ve Michelmore, 1993; McDermott vd., 1994). Bu yontemde
amplifikon olusup olusmamasina bakarak genomdaki o bolgenin polimorfik olup
olmadigr tespit etme imkan1 sunar. SCAR’lar harita temelli klonlama olarak bilinen
markir sistemlerindendir ve genomik kiitiiphanelerin olusturulmasinda kullanilmigtir
(Chelkowski ve Stephen, 2001). Lokus spesifik olarak kullanilan SCAR’lar bitki
tiirlerinde genetik haritalarin kiyaslamasinda ve homoloji ¢aligmalarinda kullanilan

molekiiler markirlardandir (Paran ve Michelmore, 1993; Guo vd., 2003).

* * * % (Cogaltilmis kesilmis polimorfik dizi (Cleaved amplified polymorphic

sequences, CAPS).

CAPS teknigi, harita temelli ve DNA blotlamadaki basarisizlig1 ortadan kaldirmak
amaciyla RFLP tekniginden tiiretilmistir (Komori ve Nitta, 2005). CAPS, genomda
belli bir bolgedeki farklilig: tespit etmek igin kullanilan bir markir teknigidir ve PCR-
RFLP olarak da bilinmektedir (Konieczny ve Ausubel, 1993). Genomda hedeflenen
gen bolgesine uygun primer dizayn edilir ve PCR amplifikasyonu gergeklestirilir.

Daha sonra RFLP’deki gibi restriksiyon enzimleri kullanilarak amplifikonda kesim
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yapilarak elektroforezde goriintiileme islemi gergeklestirilir (Konieczny ve Ausubel,
1993; Chelkowski ve Stephen, 2001). Kesilmis amplifikonlarin biiyiikliigiine ve parca
amplifikonlarin olusup-olusmamasina bakilmaktadir (Sekil 2.16) (Agarwal vd., 2008).
CAPS molekiiler markir sistemi DNA’nin polimorfik olup olmadigini ortaya
¢ikarmada, SNP, insersiyon, delesyon varligini tespit etmede ve allellerin homozigot
ya da heterozigot oldugunun belirlenmesinde kullanilmaktadir (Konieczny ve
Ausubel, 1993). Bu molekiiler markir sisteminin dezavantaji hedeflenen bélgenin
restriksiyon enziminin kesimine uygun bir bolge olmasini gerektirmesi ve hedeflenen
polimorfizmin restriksiyon enziminin kesim yapacagi dizi ile uyum saglamasini
gerektirmesidir (Neff vd., 1998). Ayrica bitkilerde farkli populasyonlarda bilinen bir
mutasyonun segregasyonun da ve yeni genlerin pozisyonel klonlanmasinda
kullanilabilmektedir (Haliassos vd., 1989).

Hedef gen amplifikasyonu

1 PCR ampli!lkonlarmm l

restriksiyon enzimi ile
kesilmesi

Kesilmig amplifikonlarin
elektroforezde

goruntulenmesi

}

_—

Sekil 2.16. CAPS tekniginin uygulanisi (Agarwal vd., 2008).

* * * % * Rastgele cogaltilmis mikrosatellit polimorfizmi (randomly amplified

microsatellite polymorphisms, RAMP).

Mikrosatellit temelli markirlar yiiksek oranlarda polimorfizmi ortaya g¢ikarmakla
birlikte yogun bir is yiikiinii de beraberinde getirmektedir. RAPD teknolojisi ucuz bir
yontem olmasina ragmen polimorfizm orami diisiik olabilmektedir. Zamanla her iki
teknigin dezavantajina bakarak ikisinin kombinasyonu ile RAMP markir sistemi
gelistirilmistir (Wu vd., 1994). Bu teknikte 5’ ucu radyoaktif isaretli 2-3 niikleotit

rastgele secilerek bir ¢ekirdek kisim ve 3’ ucu ise tekrar dizilerinden olusan bir
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mikrosatellit primeri ile farkli RAPD primerleri birlikte PCR reaksiyonu yapilarak
bant profilleri yorumlanmaktadir (Sekil 2.17) (Min vd., 2008). iki tip primerin PCR
Tm’leri farkli oldugu i¢in diisiik Tm’de annealing ve yiiksek Tm’de annealing olacak
sekilde PCR kosullar1 olusturulmasi1 gerekmektedir. RAMP primeri mikrosatellit
dizisine gore tasarlandigi i¢in mikrosatellitin bulundugu bolgeyi hedeflemektedir ve
RADP primerleri ise farkli boyutlarda amplifikonlarin olugmasini saglamaktadir Bu
PCR amplifikonlar1 denatiire poliakrilamid jel elektroforezinde goriintiilenmekte ve
olusan RAMP bantlar1 birbirleri ile kiyaslanmaktadir. Arpa ve seftali gibi bir¢ok
bitkide genetik cesitlilik aragtirmalarinda bu markir sistemi kullanilmistir (Wu vd.,

1994; Sanchez de la Hoz vd., 1996; Cheng vd., 2001).

Forward primer
o' gekirdek 3'tekrar dizileri
dizileri e
R Tm— e — Rewverse primer
[CCOAGAGAG AGAGAGAGAG Amplikonuzunlugs <=
RAMP CCGAGAGAG AGAG AGAGAGIAGINAG CCGGGCTTEG
—— GGCTCTCTOTOTOTCTOTG(TC) G GGCCCGAACC

- e

o

T
RAPD primer

I
Sekil 2.17. RAMP teknigi (Min vd., 2008).
* * x % % % Dizi iliskili ¢ogaltilmis polimorfizm (Sequence related amplified
polymorphism, SRAP).

SRAP yontemi, agik okuma c¢ercevesinin (ORF) amplifikasyonunu amaglayan
molekiiler bir teknolojidir (Li ve Quiros, 2001). Belirli bir gen bolgesindeki dizi
hedeflenerek iki farkli sekilde dizayn edilen primerlerle amplifikasyon olusturma
esasina dayanir. 14 bg’lik ¢ekirdek diziler olmak tizere 17 b¢ uzunlugunda forward
primer ve 18 b¢ uzunlugunda revers primer amplifikasyon amagli kullanilmaktadir.
AT ve GC’ce zengin primerler dizayn edilir ve Tm’leri farkli PCR doéngiileri
olusturmak amaglanir. Primerlerin 5” ucunda 10-11 b¢’lik birbirlerinden farkli rastgele
doldurma dizi (filler sequence) olusturulur ve 3’ ucunda forward primere CCGG,
revers primere AATT dizileri eklenerek tasarlanmaktadir. CCGG bakimindan zengin
olan forward primer genellikle ekzonlari, AATT agisindan zengin olan revers primer
ise genellikle intronik ve promotor bolgelerin amplifikasyonu hedeflenmektedir. PCR

reaksiyonunun ilk 5 dongiisiinde annealing sicaklig1 35°C ve sonraki 35 dongiisiinde
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annealing (baglanma) sicakligi 50°C olarak belirlenmektedir (Sekil 2.18) (Agarwal
vd., 2008). Olusan amplifikonlar elektroforezde goriintiilenmektedir. SRAP markirlar
ile genomun kodlanan dizilerini tespit etmeyi amaglar, amplifikonlarin bant
blyiikliigline ve oranina bakarak dizi bilgisi elde edinilmeye calisilir. Ayrica bu
fragment farkliliklarina gore insersiyon/delesyonlar belirlenerek kodominant
markirlar1 tespit edilmekte ve niikleoit degisimleri belirlenerek de dominant markirlar
saptanmaktadir (Li ve Quiros, 2001). SRAP markirlar1 bitkilerde genetik harita
belirlemede, gen hedeflemede ve genetik ¢esitlik arastirmalarinda kullanilmistir
(Gulsen vd., 2006).

ilk dongiiler ([Emmme——gse Diagik TM

A
ﬁ
Al ——
B
sSonraki déngiler ¢ Yiksek TM
A
—i
——
B

Sekil 2.18. SRAP markir teknigi (Agarwal vd., 2008).

* * % % x % * Hedef bolge ¢ogaltim polimorfizmi (Target region amplification
polymorphism, TRAP).

TRAP teknigi PCR temelli hizli ve etkin bir yontemdir (Hu ve Vick, 2003). Bu
teknikte hedeflenen aday genin c¢evresinde yer alan polimorfik markirlarin
olusturulmasinda biyoinformatik teknikler ve dokularda eksprese olan dizi bilgilerinin
bulundugu EST (expressed sequence tag) veritabani kullanilmaktadir. TRAP
teknigiyle markir olusturma da 2 farkli tipte primer dizayn edilir. Ik primer EST veri
tabanindaki diziye gore tasarlanmaktadir. ikinci primer ise AT veya GC bakimindan
zengin rastgele tasarlanmaktadir. TRAP genellikle spesifik bir gen dizisi i¢in markir

olusturmak amagli kullanilmaktadir. Bitki diinyasinda parmakizi analizlerinde, genetik
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cesitlilik arastirmalarinda, QTL haritalamasinda ve populasyonlarda intervarietal
rekombinasyon eslestirme ¢alismalarinda kullanilmaktadir (Hu vd., 2005; Liu vd.,
2005; Alwala, 2006).

* Kk ok k% k% * Tek iplik konformasyon polimorfizmi (Single strand conformation

polymorphism, SSCP).

SSCP markirlart belirli bir gen bolgesinin PCR reaksiyonu ile amplifikasyon iglemi
sonrasinda, poliakrilamit jel elektroforezinde kullanilarak, tek iplikli DNA
molekiiliiniin ti¢ boyutlu yapisinin goriintiileme islemidir (Sekil 2.19) (Orita vd., 1989;
Anonymous, 2002). Komplementer ipligi olmayan DNA molekiilii jel igerisinde kendi
tizerinde kivrim ve katlanmalar olusturur (Hayashi, 1992). Bu kivrim ve katlanmalar
niikleotid dizine bagli olarak farklilik gostermektedir (Orita vd., 1989). Boylece bu tek
iplikli DNA molekiiliiniin konformasyonel farkliliklarina bakilarak tek niikleotit
degisimlerinin, nokta mutasyonlarinin ve insersiyonlar/delesyonlarin tespit edilmesine
olanak saglamaktadir (Fukuoka vd., 1994). Ayni zamanda allelik homozigot mu yoksa
heterozigot mu oldugu da belirlenebilmektedir (Hayashi, 1993). PCR temelli SSCP
teknigi hizl, basit ve hassas bir tekniktir. Bitkilerde kullanilan parmak izi

tekniklerinden bir tanesidir (Li vd., 2005).

SSCP Markin
Birey A Birey B
ACCTGG ACITGG
TGGACC TAAACC
‘ PCR ‘
ACCTGG ACTTGG
o Denatiire Tence
‘ SSCP ¢
A B
ACCTGG v
- ACTTGG
= TGAACC
TGGACC e

Sekil 2.19. SSCP markirlari (Anonymous, 2002).
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3. MALZEME ve YONTEM
3.1 Ornek Lokalitesi

Aksaray Ili smirlari icinde belirlenen 8 farkli lokaliteden (Cizelge 3.1) Isatis
floribunda populasyonlarina ait yas yaprak 6rnekleri toplanmistir. Miimkiin oldugunca

birbirine uzak populasyonlar taranip, deneysel amagli kullanilmaya ¢alisilmistir.

Cizelge 3.1. Isatis floribunda 6rneklerin lokaliteleri.

Lokalite Populasyon Enlem/Boylam Rakim Toplanma
numarasi (yiikseklik) zamani
Aksaray-lhlara Yolu 1 38°38'25,2"K /34°05 1014 Mayis sonu
(Kiligarslan parki ilerisi, 4. 90,9'D
km)
Aksaray-lhlara  Karayolu 2 38°37'21,4"K 1190 Mayis sonu
(15. km) /34°15'13,8"D
Giicilin Kaya kdyii 3 38°39'63,2"K 1130 Mayis sonu
/34°12'49,3"D

Aksaray-Nevsehir karayolu 4 38°42'5,3"K /34°11" 1151 Mayis sonu
Ihlara girisi (500. m) 121°D
Aksaray-Nevsehir karayolu, 5 38°48'34,1"K 1148 Mayis sonu
Caglayan koyi girisi (30. /34°24°46,7"D
km)
Aksaray-Nevsehir karayolu 6 38°40'35,5"K 1091 Mayis sonu
Altuntas otel karsis1 /34°03'37,1"'D
Aksaray-Adana  karayolu 7 38°28'48"K /33°99" 958 Mayis sonu
Hamidiye koyii girisi I'D
Aksaray-Konya karayolu, 8 38°34'93,1"K /33°92" 928 Mayis sonu
Pankiip seker fabrikasi yani 88,3'D
(10. km)
Elymus  farctus  (Viv.) Pozitif 38°32'76,8"K 950 Mayis sonu
Runemark ex Melderis kontrol /33°98°17,8"'D
(Kampiis i¢i) ornegi

3.2 Genomik DNA izolasyonu

Mayis aymin sonunda ¢igeklenme doneminde lokaliteleri belirlenen her bir
populasyondan 5 bitkiye ait yas yaprak dokulari toplanarak, soguk zincirde
laboratuvara getirilmistir. Yaprak dokulari i¢in asagida basamaklar halinde verilmis

olan izolasyon prosediirii uygulanmistir (Hulbert ve Bennetzen, 1991°den modifiye):

* Yas bitki yapraklar1 izolasyon oncesi distile su ile yikanmis ve kurutma havlulari ile

kurutulmustur. Her bir populasyona ait toplam 500 mg yaprak dokusu steril porselen
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havan i¢ine koyulduktan sonra siv1 azot ile toz haline gelinceye kadar ezilmistir. S1vi

azot i¢inde ezme islemi ii¢ tekrar edilmistir (Sekil 3.1).

* Toz haline getirilen yaprak 6rnekleri 2 ml’lik ependorf tiiplere alinmustir. Uzerlerine
750 ul CTAB’I1 mikroekstraksiyon tamponu ve 50 pl 2-merkaptoetanol eklenmistir.

Ornek ile tamponun iyice karismasi amaciyla en az 30 sn vorteksleme yapilmustir.

* Tampon ile karistirllmig 6rnekler su banyosunda 60°C’de yaklasik 3 saat inkiibe
edilmistir. 15 dk aralikla tiipleri alt-iist ederek 6rnekler ile tamponun iyice karigsmasi

saglanmustir.

* Lizis sonrasi yaprak 6rnekleri 10.000 rpm’de 10 dk santrifiij edilmistir. Siipernatant

yeni bir steril ependorfa alinmistir.

* Stipernatantlarin {izerine 7 pul RNaz (10 mg/ml) ilave edilerek oda 1sisinda 90 dk

inkiibasyon yapilmistir.

* Siire sonunda orneklerin tizerine 10 ul proteinaz K (PK) eklenerek 90 dk oda 1s1sinda

ikinci bir inkiibasyon gergeklestirilmistir.

* Inkiibasyon sonrasi ependorflarin iizerine 750 ul kloroform: izoamil alkol (24:1

oraninda) eklenmis ve karigtirtlmistir.

* Ornekler 10.000 rpm’de 20 dk santrifiij edilmistir. Santrifiij edilen &rneklerin

siipernatant kismi yeni bir steril ependorf tiipiine aktarilmistir.

* Slipernatantlarin izerine 750 pl soguk etanol (%100) eklenmis ve DNA 6rneklerinin

presipitasyonu yapilmaistir.

* Gorliniir hale gelen DNA 6rnekleri steril Pastor pipetleri kullanilarak steril ependorf

tiiplerine aktarilmistir.

* Fazla alkol mikropipet yardimiyla alinmis ve her bir DNA 6rneginin ilizerine

%70’1ik, 500 ul soguk etanol eklenmistir.
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* Kisa bir santrifligasyon sonrasi alkoliin fazlaligi uzaklastirilarak DNA Ornekleri

kurutulmus ve 200-300 pl steril saf su ile ¢oziilmiistiir.

* Izole edilen DNA &rnekleri kontrol amacht %1 agaroz jelde yiiriitiilmiistiir (Sekil
3.2).

* Kalitesi kontrol edilen genomik DNA’lar daha sonra tekrar kullanilmak iizere derin

dondurucuda (-20°C’de) saklanmustir.

2 X CTAB (hexadecyltrimethylamonium bromide ) lizis ¢ozeltisi (100 ml, pH 7.5):

Tris (0.1 M) 1.22 gr
EDTA (0.025 M) 0.75 gr
NaCl (2.175 M) 8.7 ar
CTAB 2gr (%2)
PVP-40 1 gr (%1)

Sekil 3.1. Yas yaprak orneklerini DNA izolasyonu i¢in sivi azot ile ezme iglemi.
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Sekil 3.2. Farkli populasyonlara ait (1-8) Isatis floribunda 6rneklerinin ve PK= pozitif
kontrol drneginin genomik DNA agaroz jel elektroforezin goriintiisii.

3.3 DNA Miktar Tayini
Bitki DNA ornekleri ThermoScientific Nanodrop 2000 spektrofotometre cihazinda
miktar tayini i¢in en az ii¢ kez okunmustur (Cizelge 3.2). RAPD-PCR igin her bir

ornege ait genomik DNA’lar son konsantrasyonlari1 25 ng/pl olacak sekilde

sulandirilmis ve PCR bagina 75 ng/ul genomik DNA kullanilmistir.

Cizelge 3.2. Genomik DNA nanodrop 6l¢iimleri.

Populasyon | ng/nl | 260/280 | 260/230
numarasi
1 75 1.85 1.17
2 175 1.87 1.14
3 115 1.89 0.91
4 95 1.76 0.90
5 152 1.85 1.03
6 280 1.93 1.58
7 198 2.04 1.75
8 162 1.86 1.05
9 131 1.83 1.39
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3.4 RAPD-PCR Dongiisii ve Reaksiyon Kosullar:

3.4.1 RAPD-PCR reksiyon karisimi

10 X Buffer

MgCl2 (25 mM)

dNTPmix (2.5 mM)

Primer (100 pmol/ul)

Taq DNA polimeraz (5U/pl)

H20 (steril)

Genomik DNA

Son hacim

3 ul (1 X)

4 ul (3.3 mM)

6 ul (500 uM)

0.4 ul (40 pmol)

0.4 ul (2U)

13.5 ul

3ul

30 pl

3.4.2 RAPD-PCR reaksiyon kosullar:

95°C

95°C

32-36°C (Cizelge 3.3)

72°C

72°C

3.5 RAPD-PCR Primerleri

3dk

45 sn

45 sn.

45 sn

10 dk

On denatiirasyon

™

> 45 dongii

Son uzama

Thermo Fisher Scientific firmasma (Offenbach/Almanya) tarafindan gonderilen

RAPD primerleri 100 pmol/ul konsantrasyonlarda, steril suda stok seklinde
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sulandinlmistir (Cizelge 3.3). Kontaminasyonu engellemek amaciyla da kiiciik

aliquatlama seklinde boliinerek reaksiyonlarda kullanilmistir.

Cizelge 3.3. RAPD-PCR reaksiyonlarinda kullanilan primerlerin 6zellikleri.

Primer Dizi (5—3’) %GC | Tm (°C)
1- CRA-22 CCGCAGCCAA 70 34
2- CRA-23 GCGATCCCCA 70 34
3- CRA-25 AACGCGCAAC 60 32
4- CRA-26 GTGGATGCGA 60 32
5- OPA-08 GTGACGTAGG 60 32
6- OPA-11 CAATCGCCGT 60 32
7- OPA-12 TGTCATCCCC 60 32
8- OPA-13 CAGCACCCAC 70 34
9- OPA-14 TGCGTGCTTG 60 32
10-OPA-15 | GACGGATCAG 60 32
11-OPA-18 | AGGTGACCGT 60 32
12-Hip-CA | GCGATCGCCA 70 34
13-Hip-GC | GCGATCGCGC 80 36
14- Hip-TG GCGATCGCTG 70 34
15- MM TCACGGTGCA 60 32

3.6 Agaroz Jel Elektroforezi

Agaroz jelin hazirlanmas1 ve amplifikasyon triinlerinin yiiriitiilmesinde 10 x TBE
tamponu kullanilmistir. PCR reaksiyonunun kontrolii, yorumlama ve fotograflama i¢in
%2’lik agaroz jel, 90 mA (miliamper) sabit akimda, 90 dk siireyle yiiriitiilmiistiir.
RAPD-PCR firiinleri her bir 6rnekten 13 pl PCR iiriinii ve 7 pl yiikleme boyasi
(bromfenol mavisi) eklenerek toplamda 20 pl yiiklenmistir. PCR iiriinlerinin boyutunu
belirlemek amaciyla ThermoScientific 100 b¢ DNA ladder (100-200-300-400-500-
600-700-800-900-1000-1200-1500-2000-3000 bg) 3 ul olacak sekilde jele
yiiklenmistir. Yiriitme sonrasi jel etidyum bromiir ile 6-10 dk boyanmistir. Boyama

sonrast jel goriintiileme sistemi kullanilarak fotograflanmistir.
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10 x TBE (1 It, pH 8.3):

Tris 108 gr
Borik asit 55 gr
EDTA (sodyum tuzlu) 75r

6 X Bromfenol Mavisi (Yiikleme Boyasi, pH.7.6):

Tris 10 mM Tris-HCI
Bromfenol mavisi %0.03

Ksilen siyanol  FF %0.03

Gliserol %60

EDTA 60 mM
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4. ARASTIRMA BULGULARI

Isatis floribunda’nin molekiiler genetik analizinde kullanilmis olan 15 primerin
tamamindan giivenilir ve ayn1 zamanda tekrarlanabilir RAPD-PCR bantlar1 elde
edilmistir. Her primer i¢in deneysel gilivenirlik agisindan en az iki tekrar olacak sekilde
PCR islemi gergeklestirilmistir. Bu ¢alismada kullanilan primerler ile toplam 114
RAPD-PCR iiriinii elde edilmistir. Elde edilen PCR {iriinlerinden en diisiik bant agirlig
Hip-GC primerine ait 175 bg (Sekil 4.6) ve en biiyiik bant agirligi ise OPA-15
primerine ait 2500 bg olarak bulunmustur (Sekil 4.14). RAPD-PCR primer basina elde
edilen ortalama polimorfik bant sayis1 6.78 olarak tespit edilmistir. Kullanilan
primerlerin altisinda (MM, OPA-08, OPA-12, OPA-13, OPA-15 ve OPA-18) %100
polimorfizm orani tespit edilmistir (Sekil 4.8-9; Sekil 4.11-12; Sekil 4.14-15). Sadece
bir primerde (OPA-14) bantlar monomorfik (polimorfizm oram1 %0) olarak
bulunmustur (Sekil 4.13). Geriye kalan sekiz primerde ise polimorfizm yiizdesinin
%25-90.9 oranlar1 arasinda degistigi goriilmektedir. En diisiik bant sayisina (2 bant)
sahip primerler OPA-08 (Sekil 4.9) ve OPA-14 (Sekil 4.13) olarak bulunurken, en
fazla PCR iiriinii (18 bant) Hip-CA primerinden (Sekil 4.5) elde edilmistir. Hip-CA
primeri ile ayn1 zamanda en fazla polimorfik bant sayisina (15 bant) ulasilmistir (Sekil
4.5). Kullanilan primerlerden 13 tanesi ile, toplam 31 adet populasyon spesifik RAPD
markirt amplifiye edilmistir (Cizelge 4.1 ve Cizelge 4.2).

Cizelge 4.1. Isatis floribunda populasyonlarindan elde edilen RAPD-PCR iiriinlerinin
genel degerlendirilmesi.

(Calisilan primer sayisi 15
Bant elde edilen primer ylizdesi (15/15) 100
Toplam polimorfik primer sayisi 14
Toplam bant sayisi 114
Monomorfik bant sayisi 19
Polimorfik bant sayisi 95
Populasyon spesifik bant veren primer yiizdesi (15/13) 86.6
Populasyon spesifik bant sayisi 31

Elde edilen monomorfik-polimorfik fragmentlerin  bant{175-2500
biiytikliikleri (bg)
Primer basina elde edilen bant sayis1 (114/15) 7.6

Polimorfik primer basina elde edilen ortalama polimorfik bant6.78
sayis1 (95/14)
Toplam polimorfizm yiizdesi 83.3
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Cizelge 4.2. RAPD-PCR reaksiyonlarindan elde edilen bant karakteristikleri ve
polimorfizm yiizdeleri.

< -
oz f‘:‘ Z2 |x 7 |5
E=| 5 Zz|E=|E
s | o S| EA|S4 |5
E [«b] o o —_ [a
@n | £ Bant Biiviikliizi [ 5 IS ©
< ant Biiyiikligii S a o
1 |CRA-22 |275,400,475,525,700,850,900, 9 2 7 |77
1300, 1400
2 |CRA-23 | 300, 350, 400, 550,650, 900, | 7 3 4 S7.
1600 1
3 [CRA-25 325, 500, 650, 900 4 3 1 |25
4 |CRA-26 275, 325, 425, 550, 900 5 2 3 60

5 |Hip-CA | 275, 300, 325, 350, 400, 425, 18 3 15 |83.3
500, 550, 625, 675, 750, 800,
900, 1000, 1200, 1300, 1500,

1750
6 [Hip-GC | 175*% 275, 300, 475,600, | 7 1 6 |857
675, 1175
7 | Hip-TG | 350, 375, 400, 525, 550, 625, | 11 1 10 | 9.9

750, 1000, 1100, 1300, 1750
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Cizelge 4.2 (devam). RAPD-PCR reaksiyonlarindan elde edilen bant karakteristikleri
ve polimorfizm ylizdeleri. (*Bant agirlig1 en diisiik ve en biiytik
bantlar, **Bold ve alt1 ¢izili tirtinleri populasyon spesifik RAPD
markirlarint simgelemektedir).

8 MM 475, 700, 1100, 1500 4 - 4 100

9 | OPA-08 850, 1000 2 - 2 100

10 | OPA-11 | 250, 350, 400, 425, 500, 600, | 11 2 9 81.8
900, 1000, 1300, 1500, 2000

11 | OPA-12 400, 650, 875 3 - 3 100
12 | OPA-13 | 275, 375, 425, 475, 500, 600, | 12 - 12 100
700, 750, 800, 850, 1200,
1400
13 | OPA-14 475, 600 2 2 - 0
14 | OPA-15 | 475, 500, 600, 650, 700, 800, | 10 - 10 100

1100, 1175, 1500, 2500*

15 | OPA-18 | 225, 375, 425, 525, 675, 700,| 9 - 9 | 100
775, 900, 1100

114 | 19 95 83.3

Toplam

37



Sekil 4.1. CRA-22 primerinin agaroz jel goriintisi. 1-8= Isatis floribunda
populasyonlari, NK=Negatif kontrol, M= DNA biiylikliik markiri,
PK= Pozitif kontrol.

Sekil 4.2. CRA-23 primerinin agaroz jel goriintisii. 1-8= Isatis floribunda
populasyonlari, NK=Negatif kontrol, M= DNA biyiikliik markiri,
PK= Pozitif kontrol.
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Sekil 4.3. CRA-25 primerinin agaroz jel goriintiisii. 1-8= Isatis floribunda
populasyonlari, NK=Negatif kontrol, M= DNA biiyiikliik markiri,
PK= Pozitif kontrol.

Sekil 4.4. CRA-26 primerinin agaroz jel goriintisii. 1-8= Isatis floribunda
populasyonlari, NK=Negatif kontrol, M= DNA biiyiiklilk markiri,
PK= Pozitif kontrol.
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Sekil 4.5. Hip-CA primerinin agaroz jel gorintisi. 1-8= Isatis floribunda
populasyonlari, NK=Negatif kontrol, M= DNA biiyiiklik markiri,
PK= Pozitif kontrol.

Sekil 4.6. Hip-GC primerinin agaroz jel gorintiisi. 1-8= Isatis floribunda
populasyonlari, NK=Negatif kontrol, M= DNA biyiiklik markiri,
PK= Pozitif kontrol.

40



Sekil 4.7. Hip-TG primerinin agaroz jel goriintisii. 1-8= Isatis floribunda
populasyonlari, NK=Negatif kontrol, M= DNA biiyiikliik markiri,
PK= Pozitif kontrol.

Sekil 4.8. MM primerinin agaroz jel goriintiisti. 1-8= Isatis floribunda populasyonlari,
NK=Negatif kontrol, M= DNA biiyiikliikk markiri, PK= Pozitif kontrol.
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Sekil 4.9. OPA-08 primerinin agaroz jel gorintisi. 1-8= Isatis floribunda
populasyonlari, NK=Negatif kontrol, M= DNA biyiikliik markiri,
PK= Pozitif kontrol.

U] LU R L)

Sekil 4.10. OPA-11 primerinin agaroz jel gorintiisi. 1-8= Isatis floribunda
populasyonlari, NK=Negatif kontrol, M= DNA biiylikliik markiri,
PK= Pozitif kontrol.
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Sekil 4.11. OPA-12 primerinin agaroz jel goriintiisi. 1-8= Isatis floribunda
populasyonlari, NK=Negatif kontrol, M= DNA biyiikliik markiri,
PK= Pozitif kontrol.
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Sekil 4.12. OPA-13 primerinin agaroz jel goriintiisi. 1-8= Isatis floribunda
populasyonlari, NK=Negatif kontrol, M= DNA biiylikliik markiri,
PK= Pozitif kontrol.
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Sekil 4.13. OPA-14 primerinin agaroz jel gorintisi. 1-8= Isatis floribunda
populasyonlari, NK=Negatif kontrol, M= DNA biiyiikliik markiri,
PK= Pozitif kontrol.

Sekil 4.14. OPA-15 primerinin agaroz jel goriintisti. 1-8= lsatis floribunda
populasyonlari, NK=Negatif kontrol, M= DNA biiyiiklilk markiri,
PK= Pozitif kontrol.
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Sekil 4.15. OPA-18 primerinin agaroz jel gorintisi. 1-8= Isatis floribunda
populasyonlari, NK=Negatif kontrol, M= DNA biiyiikliik markiri,
PK= Pozitif kontrol.
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5. TARTISMA ve SONUCLAR

Yetistigi cografyanin her tiirli iklim ve doga kosullarina uyum saglamis olan yabani
akrabalar, endemik bitkiler, yerli tiirler ve irklar zengin genetik cesitlilige sahip
olmalarindan dolay1 glinlimiizde ¢ok biiyiik 6nem tagimaktadirlar. Bu bitki gruplari
insan tarafindan kullanilan kiiltiir bitkilerinin gen havuzlarinin zenginlestirilmesinde
ve iyilestirilmesinde de olduk¢a Onemlidirler. Genetik c¢esitliligin Saptanmasi,
korunmasi ve siirdiiriilebilirligi icin yapilan bilimsel caligmalarda farkli sistematik
kategorilerde genetik karakterizasyona ihtiyag duyulabilir. Klasik sistematik
smiflandirma tekniklerinin populasyon genetigi, sistematik ve molekiiler genetik
analiz teknikleri ile birlestirilmesi gerekmektedir. Bu sentez sayesinde, bitki genetik
kaynaklarinin kullanimi ve gelecek i¢in korunmasi miimkiin olacag gibi kiiltiir, yabani
ve endemik bitkilerin tiirigi ve tlirlerarasi diizeylerde genetik varyasyonlari da daha iyi
karekterize edilmis olacaktir. Molekiiler genetik analiz yontemleri ile Ozellikle
problemli degisik sistematik taksonlarin siniflandirilmasinda, tiirlerin teshis ve
tespitinde, tiir i¢i ve tiirleraras1 genetik varyasyonlarin ortaya konmasinda, akrabalik
iligkilerin dogru bir sekilde olusturulmasinda vb. gibi olduk¢a degerli veriler ortaya

konmaktadir.

Yayilim sinirlari icinde Aksaray ilinin de bulundugu Isatis floribunda endemik bir
tirdiir. Isatis cinsinin degisik tiirleri ile yapilan birgok bilimsel ¢alismada, ¢ok degisik
fonksiyonlar1 olan farkli ve zengin biyolojik molekiillere sahip oldugu bulunmustur.
Mevcut akademik ¢alismalarin biiyiik bir boliimiiniin 6zellikle boyar madde igeren
tiirlerin biyokimyasi, morfolojik karekterler temel alinarak grubun siniflandirilmasi
tizerine yogunlasildig bilinmektedir. Bu durumun aksine, DNA markirlarini kullanan
ve temel alan molekiiler genetik analiz sonuglarinin ise olduk¢a az kullanildigi
farkedilmistir. Literatiir taramalar1 sonucunda tilkemizde bulunan Isatis cinsinde, Orta
Anadolu’dan toplanan Isatis glauca tiiriinde molekiiler analiz yapilmis olmasina
ragmen (Ozbek vd., 2013), endemik olan Isatis floribunda bitkisindeki mevcut genetik
cesitliligi ortaya cikarabilecek herhangi bir molekiiler genetik analizin heniiz

yapilmadigr goriilmektedir.

Basit, hizli, ucuz olmasi, teknik kolaylik ve ¢ok diisiik miktarlarda DNA ihtiyact gibi
teknik avantajlara sahip oldugu bilinen RAPD-PCR teknigi kullanilarak; ilk kez

Aksaray sinirlari iginde sekiz farkli lokaliteden toplanan (Cizelge 3.1) Isatis floribunda
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populasyonlarinin genetik karekterizasyonu tez caligmalar1 dahilinde aragtirilmstir.
Deneysel caligmalar kapsaminda toplam 15 adet, 10 b¢ RAPD primeri se¢ilmis ve her
primerden basarili bir sekilde PCR iiriinii elde edilmistir. Bant tekrarlanabilirligi ve
metodun giivenirligi RAPD tekniginin en biiyiik dezavantajlar1 olarak ilk literatiir
bilgilerinde ¢ok sik karsilasilan ifadelerdir (Aydmn, 2004). Giiniimiiz kosullarinda
reaksiyon sartlarinin ¢ok siki kontrol altinda tutulmasi, deneylerin birden fazla tekrar
ve sonuglarin konfirme edilmesiyle, daha saf kimyasallarin iiretilmesi, teknik agidan
daha donanimli ve istiin PCR cihazlarmin {iretilmesiyle sdzkonusu olumsuz
durumlarin iistesinden gelinebilmektedir. Tez ¢alismasinin deneysel islemleri de bu
konular dikkate alinarak gergeklestirilmistir. Bant goriintiisiiniin en iyi elde edildigi
miktar, konsantrasyon ve reaksiyon kosullar1 deneysel olarak optimize edilmis ve
RAPD-PCR islemleri i¢in kullanilmistir. Ayrica deneysel verilerin giivenirligini ve
verimligini artirmak, polimorfik RAPD markirlart elde etmek i¢in kullanilan random

primerlerin sayis1 olabildigince fazla tutulmustur.

RAPD reaksiyonlar1 sonucunda olusan polimorfik DNA markirlari, bir fragmentin
kayb1 (1—0) ya da kazanci1 (0—1) ile ortaya ¢ikmaktadir. Primerin baglandigi DNA
bolgesinde meydana gelen farkli genetik diizenlemeler (tek baz degisiklikleri,
insersiyonlar/delesyonlar) farkli genomlar arasindaki RAPD markir farkliliginin ya da
degiskenliginin nedenleri olarak belirtilmektedir (Backeljau vd., 1995). PCR
reaksiyonlar1 sonucunda toplamda 114 adet bant gozlenlemistir. Bu bantlarin 95’1
polimorfik, 19’u ise monomorfik bant olarak degerlendirilmistir. Total polimorfizm
%83.3 oraninda yiiksek bir deger olarak bulunmustur. RAPD reaksiyonlar1 sonucunda
belirlenen toplam 95 adet polimorfik bandin 31’nin populasyon spesifik olmasi,
yayilim alanlar1 arasinda Aksaray’in da oldugu belirtilen bu endemik tiiriin aslinda
kendi gen merkezi smirlart icinde de genetik cesitligini devam ettirebildigini,
populasyonlar arasinda genetik varyasyon diizeyinin yiiksek oldugunu gostermesi
acisindan da 6nemli bir veridir. 15 adet primerden sadece birinden (OPA-14) istenilen
polimorfik RAPD bantlar1 amplifiye edilememistir (Sekil 4.13). Geri kalan 14
primerin altisinda (MM, OPA-08, OPA-12, OPA-13, OPA-15 ve OPA-18) %100
polimorfizm oranma ulasilirken, sekiz primerde ise %25-90.9 oranlar1 arasinda
degisen polimorfizm yiizdesi bulunmustur (Sekil 4.8-9; Sekil 4.11-12; Sekil 4.14-15).

Boyle bir tablo genetik karakterizasyon i¢in se¢ilen RAPD yOnteminin ve primerlerin
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tizerinde arastirma yapilan bitki tiirtiniin molekiiler sistematiginde etkin bir sekilde

kullanilabilecegini gostermektedir.

Isatis floribunda hari¢ Isatis cinsinin degisik tiirleri ile yapilan molekiiler genetik
calismalarda populasyonlarin polimorfizm degerlerinin yiiksek bulundugu rapor
edilmistir (Moezzini, 2010; Gilbert, 2002; Spatora, 2007; Rocha, 2011; Ozbek, 2013).
Farkli bir tiir ve metot ile yaptigimiz analizlerde de yukaridaki caligmalarin

sonuglara uyumlu olan genetik verilere ulasilmistir.

Cevresel etmenler, antropojenik etkiler, genetik siiriiklenme, gé¢, mutasyon,
rekombinasyon ve eslesme (mating) sistemleri gibi degisik faktorler populasyonlarin
genetik diizeyde farklilasmasinda etkili olmaktadirlar. Ozellikle gevresel etmenler,
genetik siirliklenme ve gen akis1 bu faktorler arasinda en etkilileri olarak
diistiniilmektedir. Cografik olarak yakin ve biiytikliigii fazla olmayan populasyonlarin
genetik cesitliginin temelinde bu faktorlerin etkisinin biiyiik oldugu onerilmektedir

(Ozbek, 2013).

Isatis cinsinin dahil oldugu Brassicaceae familyasinda hibridizasyon, introgressiyon
ve hibrit tiirlesme 6nemli evrimsel kuvvetler ve genetik varyasyon kaynaklar1 olarak
rapor edilmektedir (Marhold ve Lihoua, 2006). Interspesifik (tiirler aras1) gen akisi ve
hibridizasyon bazi cinslerin tiir farklilasmasina ve evrimine katki saglayabilmektedir.
Hibridizasyon Isatis cinsinin evriminde 6nemli bir role sahip olabilir. Isatis glauca
icin hem hibridizasyon hem de disg dollenme (outcrossing) mekanizmast tiiriin genetik
varyasyon yiiksekliginin nedeni olan iki faktér olarak kabul edilmektedir (Ozbek,
2013). Dis dollenme yapan populasyonlarda daha yiiksek genetik varyasyon oranlari
goriilebilmektedir (Hamrick ve Godt, 1990). Uzerinde calisilan Isatis floribunda da
polimorfizm oraninin totalde ve bireysel diizeyde yiiksek bulunmasi bu tiiriin akraba

turti Isatis glauca gibi dis dollek olduguna isaret etmektedir.

Molekiiler genetik analiz sonuglari bir tiiriin degisik populasyonlarini genetik diizeyde
basarili bir sekilde ayirt edebilme kapasitesine sahip olabilirler, fakat bir bitki
taksonunun sistematigine yonelik yapilan diger c¢alismalarla (morfolojik,
biyokimyasal, fizyolojik, kromozomal, polen analizleri vb gibi) birlikte
degerlendirilmesi daha kesin ve giivenilir bilgilerin ortaya konmasi bakimindan

oldukca faydali olacaktir.
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EKLER

EK A. DNA
kimyasallar.

izolasyonu, agaroz jel elektroforezi ve RAPD-PCR’da kullanilan

Kimyasal ya da sarf adx Marka
Agaroz Lonza
Borik asit Merck

EDTA Lobachemie
2-Merkaptoetanol Merck

Tris Thermo scientific
CTAB Merck
NaCl Merck
RNaz Thermo scientific
Proteinaz K (PK) Thermo scientific
Etil alkol Sigma aldrich
Kloroform/izoamil alkol Sigma aldrich
PVP-40 Sigma aldrich
10 X Buffer Thermo scientific
MgCl> Thermo scientific
dNTPmix Thermo scientific

Tag DNA polimeraz

Thermo scientific
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EK B. RAPD-PCR iiriinlerinin farkli Isatis populasyonlarina ve pozitif kontrol
Ornegine gore bant dagilimi.
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EK B. (devam). RAPD-PCR iiriinlerinin farkli Isatis populasyonlarina gére bant
dagilima.
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EK B. (devam). RAPD-PCR iiriinlerinin farkl1 Isatis populasyonlarina gore bant
dagilima.
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EK B. (devam). RAPD-PCR iiriinlerinin farkli Isatis populasyonlarina gére bant
dagilima.
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EK C. Pozitif kontrol 6rneginde RAPD-PCR iiriinlerinin farkli Isatis populasyonlara
gore bant dagilimi.

Primer Bant Biiyiikliigii (bc¢)

CRA-22 | 300, 375, 400, 475, 525, 675, 700, 800, 975

Hip-CA | 300, 375, 1000

CRA-25 | 700, 850, 1000, 1500

CRA-26 | 600, 750, 800, 1100

Hip-GC | 275, 350, 450, 550, 1175

Hip-TG | 325, 550, 700

OPA-08 | 650, 1200

OPA-12 | 650

OPA-14 | 475, 600

OPA-15 | 650, 1100, 1300

OPA-18 | 350, 625, 900, 1000, 1250

CRA-23 | 300, 400, 550, 650, 1000, 1200
MM 225, 275, 325, 600, 675, 1500

OPA-11 | 250, 300, 425, 575, 750, 1200

OPA-13 | 375, 475, 700, 1200
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