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Baz bitkilerin genetik olarak tammlanmasi igin isozim, Restriksiyon Uzunluk
Polimorfizmi (RFLP) ve Rastgele Cogaltilmis Polimorfik DNA Polimeraz Zincir
Reaksiyonu (RAPD-PCR) gibi molekiiler markirlar gelistirilmistir. Bu markarlar bitki
islahinda, tohumlarin gelistirilmesinde ve bitki sistematiginde basarili bir gekilde
kullamlmaktadir. RAPD-PCR bitki tirleri arasindaki genetik polimorfizmin
belirlenmesinde kullamlir. Bu ¢alismada, Hyacinthella lazulina, Hyacinthella hispida,
Hyacinthella  heldreichii, Hyacinthella acutiloba, Hyacinthella glabrescens,
Hyacinthella campanulata ve Hyacinthella lineata tirleri arasinda, RAPD-PCR
teknigi ile genetik uzakliklar bulunmustur. Tiirler arasi varyasyonlarla birlikte genetik
uzakliklarin belirlenmesine ilave olarak ayni tiiriin bireyleri arasindaki varyasyonlar da
belirlenmigtir. Bizim ¢aligmalarimiz bu teknigin diger sistematik tekniklerle beraber
turlerin belirlenmesinde faydali olabilecegi gésterilmistir.

Anahtar Kelimeler: RAPD-PZR, Hyacinthella, Genetik variasyon.



ABSTRACT
Master Thesis

GENETIC DISTANCES AMONG
HYACINTHELLA Schur (LILIACEAE) SPECIES BY
RAPD-PCR IN KONYA

Emine ARSLAN

Sel¢uk University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology

Supervisor: Assoc.Prof. Dr. Leyld ACIK
1999, 70 Page

Jury: Assoc.Prof. Dr. Leyld ACIK
Assoc.Prof. Dr. Ali ATES
Assoc.Prof. Dr. Kuddisi ERTUGRUL

Molecular markers are currently being developed for some plants identification
using isosymes, Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP) and Random
Amplified Polymorphic DNA Polymerase Chain Reaction (RAPD-PCR). RAPD-PCR
has emerged from biotechnological research as a practical genetic identity determinant
useful in plant breeding, seed production and plant systematic. RAPD-PCR is also
useful detection polymorphism between the individuals nuclear DNA of the same
plant species. Genetic variation between Hyacinthella lazulina, Hyacinthella hispida,
Hyacinthella  heldreichii, Hyacinthella acutiloba, Hyacinthella glabrescens,
Hyacinthella campanulata and Hyacinthella lineata were studied using RAPD-PCR.
Interspecific variability was observed between most species. Moreover variation
among individuals of the species were also studied. Our result showed that RAPD-
PCR has proven to be effective and appropriate in addition to other systematic
observation.

Key words: Hyacinthella, RAPD-PCR, Genetic variation.
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Bu galiymada RAPD-PCR yoéntemi ile Hyacinthella cinsine ait H. hispida, H.
heldreichii, H. glabrescens, H. campanulata, H. lineata, H. acutiloba, H. lazulina
tirlerinin birbirine olan yakinlik derecelerini, tir igi ve tiirler arasi polimorfizmin

derecesini ve RAPD-PCR tekniginin sistematik agidan 6nemini incelemeyi amagladik.
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1. GIRIS

Caligma materyalini olusturan Hyacinthella Schur cinsi LILIACEAE familyas:
icinde yer almaktadir. Liliaceae, ¢igekli bitkilerin en genig familyalarindan biridir ve
gigekgilikte ok énemli bir yer tutmaktadir. Liliaceae familyas: yeryliziinde 250 cinse
ait 3500 tiir kapsamaktadir (Hickey ve King 1997). Yurdumuzda ise 32 cinse ait 388
dogal tiir ile temsil edilmektedir. Bu 388 tiirtin 118’1 endemiktir (Davis 1988).

Hyacinthella soganl bitkiler grubunda 17 tiirle temsil edilen kiigiik bir cinstir.
Tiirkiye’de bunlardan 10’u vardir ve bu tiirlerden 9 tanesi iilkemiz i¢in endemiktir

(Persson ve Persson 1992) .

Son yillarda tiir tanimlanmasi, tiirler arasi ve tir igi polimorfizmi belirlemek
icin bazt molekiller teknikler kullanilmaya baglanmstir. Bunlardan bazilan
Restriksiyon Fragment Uzunluk Polimorfizmi (RFLP) (Tanskley 1989), Polimeraz
Zincir Reaksiyonu (PCR) (Saiki ve ark. 1988), Rastgele Cogaltilmug Polimorfik DNA
(RAPD-PCR) (Welsh ve Mc Clelland 1990; Williams ve ark. 1990) dir. Iki ayn
arastrmacit grubu (Welsh ve Mc Clelland 1990; Williams ve ark. 1990) ozgiil
niikleotid dizi bilgisine gereksinim olmadan polimorfizmin, PCR yontemi ile tek bir
primer kullanilarak ortaya konabilecegini gosterdiler.“Rastgele Cogaltilmig Polimorfik
DNA” (RAPD) olarak tamimlanan bu yontemde, gok genis bir gesitlilik kisa zamanda
kolaylikla saptanabilmektedir. Bu teknikte, rastgele niikleotid dizisine sahip olan
primerler, genomik DNA’mn bu primere uyumlu bélgelerinin ¢ogaltiminda kullamilir.
Sonugta olugan fragmentlerin say1 ve buyiikliigi, primerin niikleotid dizisine ve kalip
DNA’da bu niikleotidin varliina bagli olarak genoma 6zgi bir “parmakizi”

olustururlar (Klein-Lankhorst ve ark. 1991).

Rastgele secilmis primerle PCR, ¢esitli bitki tiirlerinin genetik ve sistematik
caligmalarinda kullamlmigtir. Bu teknigin siklikga tercih edilmesi rastgele secilmig



primerlerin kullamldifi PCR’1in ¢ok az DNA ile bile yapilabilmesi ve genomik DNA
hakkinda 6nceden bilgi gereksinimine ihtiyag duymamast nedeni ile olmustur (Klein-
Lankhorst ve ark. 1991).

RAPD-PCR, genetik harita ¢ikartilmasinda, gesitli amaglarla yapilan sistematik
calismalarda ve bazi 6zel genlerin 6nemli olan bolgelerini kontrol eden yerlerin
tammlanmasinda kullamlmugtir. Bu sistem kullanilarak bazi bitki tiirlerinin genetik
haritalart bulunmugtur. Bu bitkiler Arabidopsis thaliana (Reiter ve ark. 1992),
Secchorum spontaneum, yabani seker pancar (Al-Janabi ve ark. 1992), ¢am turleri
(Carlson ve ark. 1991; Chaparra ve ark. 1992), alfalfa (Echt ve ark. 1992) ve soya
fasiilyesidir (Williams ve ark. 1990).

Biz bu ¢aligmada RAPD-PCR yontemi ile Hyacinthella cinsine ait H.hispida,
H. heldreichii, H. glabrescens, H. campanulata, H. lineata, H. acutiloba, H. lazulina
tirlerinin birbirine olan yakinhk derecelerini tiir i¢i ve tiirler arasi polimorfizmin

derecesini ve RAPD-PCR tekniginin sistematik agidan 6nemini incelemeyi amagladik.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Liliaceae Familyasmm Ozellikleri

Liliaceae ¢igekli bitkilerin en genis familyalarindan birini olugturmakta,
cigekcilikte ok onemli bir yer tutmaktadir, pek ¢ok diger 6nemli giizel kiiltiir bitkileri
ve zambaklar bu familya ya dahildir. Bunlar ekonomik soganl bitkilerdir (Hickey ve
King 1997).

Bir ¢ok kugik grup, smurl boélgelerde simrh bir yayihg gostermesine ragmen
familya kozmopolittir (Hickey ve King 1997).

Liliaceae’nin ¢ogu otsudur ve bunlann biiyiik bir yiizdesine bulblar, kormlar,
rizomlar veya kalin etli kokler gibi depolama organlan olusur. Ancak bazi cinsler,.
ornegin Aloe ve Haworthia yaprak dokmeyen sukkulent ve birkag1 Lapageria gibi
odunsu govdeler ile yaprak dokmeyen tirmamcilardir. Farkli yaprak karakterler,
tabana ait linear ile paralel damarlar (Ornithogalum, FEndymion, Eremurus,
Anthericum), sapa ait ve genisce elipsoid ile ags1 damarlanma (7rilium) familyaya
dahildir. Gloriosa’da tendriller yaprak uglarinda gelisirken Asparagus’da yapraklar
onemsiz derecede indirgendigi halde yapraklar uglardadir (Hickey ve King 1997).

Cigekler genellikle diuzenli ve hermafrodittir, salkimda tagimr, bazen tek
(Tulipa) veya az ¢ok bir talkuim igine yogunlagmusticr (Hemerocallis). Allium™un
gicekleri semsiye benzeri talkimlarda geligmigtir. Iki veya iic gicekli olabilirken biiyiik
bir kiiresel basta, ok genis bir kag cigek tagiyabilir. Ug halkann ikisinde genellikle
alt1, az-gok esit periant segmentleri (nadiren dért veya altidan fazla ) vardir. Bazilan

serbest (Tulipa ) veya periant tipiine birlesmis halde bulunur (Kniphofia ). Genellikle



alt1 stameni vardir (nadiren ii¢ veya onikiden fazla ), daima periant segmentleriyle zit
dizilmistir (Hickey ve King 1997).

Ovaryum, birlegik ti¢ karpelli, iist durumludur (nadiren alt durumlu veya orta
durumlu ), genellikle ti¢ bolmeli ve axile plasenta, nadiren bir bolmeli ve parietalis
plasentaya sahiptir. Ovuller genellikle ¢ok sayida ( nadiren tek ) ve her bir bélmede iki
sira dizilidir. Stilus tam veya bolmeli nadiren serbest, meyve ya katt kapsiil ya da et
sulu ve ¢ok taneli meyvedir. Tohumlar diiz veya kavisli, embriyo bol endospermalidir

(Hickey ve King 1997).

Liliaceae’nin bir ¢ogu boceklerle tozlagir, cazibe, periant segmentlerinin
tabaminda nektarlar meydana ¢ikarmasi veya ovaryumun bal salgilamasindan
kaynaklamr. Bunlar Fritillaria tirlerinin ¢ogunda goriilmektedir (Hickey ve King
1997).

Liliaceae uyelerinin belli baghlan bahgivanlikta kullanilir, cinslerin gogu son
derece giizeldir. En popular olan lalelerdir. Tulipa cinsinde hibritleme bol miktarda
yapilir. Ozellikle gegen iki yiizyilda ve gok gosterisli hibridler elde edilebilmigtir, fakat
tiirlerin bazisi, onaltinct yiizyillin ortalarindan beri bahge bitkileri olarak bilinir. Diger
bir ¢ok cins omegin Scilla, Muscari, Hyacinthus, Erythronium, Agapanthus,
Colchicum, Kniphofia, Aloe, Hemerocallis, Hosta, Convallaria ve Gloriosa
bahgivanlar tarafindan yaygin olarak kullamlirken Lilium™u da igeren biitiin
familyadaki ttrlerin ¢ogunlugu giizeldir. Liliaceae’nin bazilan ila¢ vasitasi olarak
kullantlmustir, 6rnegin, Aloe, Urginea , Veratrum ve Colchicum gibi alkoloid colchicin
Urlinii veren tohum ve kormlardir. Bunlardan ayn olarak tipta kullanilan
Colchicum’dan elde edilen colchicin poliploidi meydana getirmek igin bitki
genetiginde kullamimaktadir (Hickey ve King 1997).



2.1.1. Hyacinthella Schur cinsi ozellikleri

Bulblu, scapose, racemus, bagakl kiigiik bitkilerdir. Bir scapeli oldugu zaman
yapraklar 2 (3) dir (Davis 1965). Bir scapeden fazla oldugu zaman yaprak sayis: 4
(5)’e c¢ikabilir. Scape ¢igeklenme safhasinda 3.5-20 cm kadardir. (Persson ve
Wendelbo 1982). Meyve de scape 30 cm’ye kadar uzayabilir. Meyve de scape ve
pediseller elongat’dir (Davis 1965). Brakteler gok ufak, ¢ogunlukla sadece bir kenar
olarak goriiniir, hafiften iki lobludur (Persson ve Wendelbo 1982). Yapraklar tiyli
veya tiiysiiz, ¢ogu kez biikiilmilg, genellikle tilysiiz, damarlar kurutulmug vaziyette

iken kesin olarak belirginlesir (Davis 1965).

Cigekler ascending veya gok nadir patent, asla agagi egik olmaz. Meyvenin
gelisimi esnasinda periant devamhdir. Hyacinthella periantimin diger akraba cinslerden
farki, meyvenin olgunlagmasi esnasinda pargalanmamig olmasidir (Persson ve

Wendelbo 1982).

Kapsiil kiigiik 3.5-5 mm ¢apinda, basik kiiremsi veya nadiren genigce armut
seklinde veya yumurtamsi- yiirek seklinde, etrafi kabukla ¢evrilmig, daima kigiuk bir
gaga sekilli yaninda devamli stiluslu, olduk¢a kalin duvarh ve serttir. Flamentler
periant loblarimin tabaminda baglanmustir. Bitiin Hyacinthella tirleri gigek geligimi
esnasinda hemen hemen degisen agitk mavi veya mavi - menekse rengine, farkl renk
tonlarina ve koyuluga sahiptir. Tohumlar siyah, az-gok burusuk, testa, yiksek
biiyiiltmede ag gibidir (Persson ve Wendelbo 1982).

2.1.1.1. H. hispida J. Gay

Iki yaprakli, birinci yapragin genigligi 4-12 (17) mm’dir, ikinci yapragin
genigligi birincinin yansindan azdir, her iki yiizii de olduk¢a uzun belirgin tiyler ile

T.C. YOKSEKOGRETIM KURULU
DOKTMANTASYON MERKEL



ortiilidur, undulat biikiilmiig, yapraklarin tabaninda ve scapede genellikle erguvan
renginde benekler vardir. Cigeklenme sathasinda scape 5-12 (16) cm, meyve de 23
cm’ye kadar uzar. Racemus (4) 10-20 (30) ¢igekli, oldukca seyrek. Cigek saplar 2-4
mm, ascending, mavi-menekse rengindedir. Periant koyu mavi-menekse renklidir. (4)
5-6 mm tiibiiler veya tiibiiler kampanulat, loblar tiipiin yaris1 kadardir, genigce eliptik,
subobtus veya obtus, submukronat. 2n = 18, gigeklenme zamam ikinci ve dordiincii

aylar arasidadir (Davis 1965).

Quercus coccifera ormanlarinda, tagh yamaglarda, dag etegindeki kiregtas:
yigmlarinda, kiregtast kayaliklarinda, 100-1100 m de yetigir (Davis 1965).

C5 Nigde: Ulukisla’min dogusu, tam giinesli kiregli taghk yamaglarda stepde,
150 m de, Adana: Findikhi (Pozant’’min kuzeydogusu), seyrek Juniperus excelsa ile
kalkerli yamaglarda, 1200 m de bulunur (Persson ve Persson 1992).

2.1.1.2. H. heldreichii Boiss

Iki yaprakli, birinci yapragin genigligi (3) 5-12 (16) mm, ikinci yapragin
genisligi ¢ogu kez birincinin yansindan azdir, diiz yiizli tiiysiiz, nadiren kenar biraz
scabrid, hafif erguvani, biraz undulat, maviye ¢alan yesil renktedir. Cigeklenme
safhasinda scape 4.5-15 cm, meyve de 25 cm’ye kadar gikabilir. Racemus (3) 10-15
(25) ¢igekli, olduk¢a yogundan seyrege kadar olabilir. Cigekler sapsiz veya 2 cm’ye
kadar olabilir. Periant gok koyu mavi-menekse renkli, ascending (4) 5-6 (6.5) mm,
tiibiiler veya tiibiiler kampanulat, loblar tibiin uzunlugunun yanst kadar, genigce
eliptik, subobtus, submukronattir. 2n = 18, ¢igeklenme zamam ikinci ve beginci aylar

arasindadir (Davis 1965).

Kiregtag: gakillarinda, beyaz marnh tepelerde Pinus ormanlarinda, kiigtik arazi
agikliklarinda, Quercus spp. aralarinda 150-1500 m de yetisir (Davis 1965).



C3 Antalya: Ibradi’den Manavgat’a dogru, kalkerli karst bélgelerde, 950 m de,
Akseki’nin giineyinde, seyrek Quercus galihiklan arasinda, kiregtagh yamaglar tizerinde
agik alanlarda, 900 m de, Akseki’nin giineyinde 15.km de, Pinus ormanhgindaki
kiregtash yamaglarda, 900 m de, Giindogmus’dan Manavgat’a dogru 20.km de, tarla
kenarlaninda, 800 m de, Akseki’den Beysehir yoluna dogru 1.km de, Quercus cerris

ormamnda bulunurlar (Persson ve Persson 1992).

2.1.1.3. H. glabrescens Boiss

H. heldreichii’ye benzer fakat yapraklar ¢cogukez daha genis, birinci yapragin
genigligi (6) 5-20 mm, ikinci yapragin genisligi daima birincinin hemen hemen
yansindan ¢ok az, yaprak kenan tamamen tilysiiz, gigek saplan 2-7 mm’dir. Periant
daha koyu renkli, koyu mavi-menekse renklidir. 2n = 18, giceklenme zamam {glincii

ve dordiincii aylardir (Davis 1965).

Pinus ormanlan altinda kuru yamaglarda kiregli, killi topraklarda 600-1300
m de yetisir (Davis 1965).

C5 Adana: Pozanti’min gineyi, 1100-1400 m’de, Pozanti’dan Camardi’ya
dogru 12.3.km’de, 1200 m’de, Pozantimin kuzeyi 15.km’de bulunurlar (Persson ve
Persson 1992).

2.1.1.4. H. campanulata Persson & Wendelbo

Iki yaprakli, birinci yapragin genigligi 6-15 mm, ikinci yapragin genisligi
birincinin yanst kadar, diiz kenarh, tiiystiz, biraz undulat, erguvani hafif renkli, maviye

calan yesil renklidir. Cigeklenme safhasinda scape 7 cm, meyve de 16 cm’ye kadar



uzar. Racemus 4-12 ¢icekli, oldukea seyrek, gigeklenme safthasinda ¢igek saplan 1.5-3
mm, ascending, meyve de 8 mm’ye kadar uzayabilir. Periant agik mavi 4.5-5.5 mm,
kampanulat, loblar hemen hemen tiibiin uzunlufu kadar, genisce ovat, obtus,

emukronattir. 2n = 18, ¢igeklenme zamant dérdiincii aydir (Davis 1965).

Taghk yamaglarda, kiregtagh ugurumlarda, 1100-1300 m de yetisir (Davis
1965).

C4 Konya: Konya’dan Beysehir’e dogru 29. km de 1525m de bulunurlar

(Persson ve Persson 1992).

2.1.1.5. H. lineata Steudel

Yapraklan iki nadiren g, birinci yapragin genisligi (-3) 5-15 (28) mm, ikinci
yapragin genigliSi birincinin yansindan daha ¢ok, bazen lamina tizerinde tiiyler vardir,
kenarlan uzun ciliat veya ciliat scabridtir. Yapraklarin tabani ve scape ¢ogu kez hafif
renkli veya mor beneklidir. Cigceklenme sathasinda scape 6.5-14 cm dir. Meyve de 20
(29) cm’ye kadar uzayabilir. Racemus 6-25 ¢igekli, olduk¢a seyrek. Cigeklenme
safhasinda gigek saplar1 2-6 mm, ascending, meyve de (2) 4-12 mm arasinda degigir.
Periant olduk¢a koyu maviden menekse-maviye kadar degisir, (4) 4.5-5.5 (6) mm,
tiibiler kampanulat, loblar tiibiin yanis1 uzunlugunda , genisce ovat, subacut veya
subobtus, submukronat, ¢ogu kez i¢e kivrik, 2n = 16. Cigeklenme zamam {giinci ve

besinci aylar arasindadir (Davis 1965).

Quercus coccifera ¢aliiginda, Pinus nigra altinda, taghk ve kumlu, bereketli
topraklar ile kaph ¢iplak yamaglarda yetisir (200) 400-1500 m de bulunurlar (Davis
1965).



Manisa: Manisa Dag1 1050 m de, Denizli: Usak’tan Denizli yoluna, Baklan ve
Civrik arasinda, 100 m de, Kazikbeli’yi gegince Denizli-Kale yakimnda Cucurkéy
Koytinde, 800 m de bulunurlar (Persson ve Wendelbo 1982).

2.1.1.6. H. acutiloba Persson & Wendelbo

H. lineata’ya benzer fakat normal olarak genellilkle daha genisce, ti¢ yaprakls,
birinci yapragmn genisligi (5) 10-20 (35) mm, periant agiktan orta maviye kadar
degigebilir, diiz, dar, ¢ok elongat, subacut veya acut ancak loblar mukronattir. 2n =
18, ciceklenme zamam doérdiincii ve besinci aylar arasindadir (Davis 1965).

Quercus ¢aliliklarinda, kireg tagh kayalik yamaglarda yetisir, 1500-2100 m de
bulunurlar (Davis 1965).

B6 Kayseri: Asagibeycalur tizeri, Pmarbagi’nin giineyine dogru 12.km de,
kiregtagt yanklarinda ve gqukurlaninda, 1200 m de, Ziyaret’i gecince Giiriin’den
Pinarbagi’na dogru 46.km de, kalkerli kayalik yamaglar ile derin, zengin topraklarda,
1930-1950 m de, Sivas: Ziyaret’i gegince, ince kiregtasi ¢akillarinda, tepelerde, 2100
m de, Erzincan: Erzincan’dan Bagkoy’e dogru 7-15 km’ler arasinda, dagin yamacinda,
genellikle kalkerli olmayan yerlerde, 1600-2100 m de bulunurlar (Persson ve Persson
1992).

2.1.1.7. H. lazulina Persson & Persson

Iki yaprakh veya iki scape’e sahipse ii¢ yaprakh, erect patent veya patent,
asagtya eilmis, ¢ogunlukla bikilmis undulat, tiysiiz, maviye galan yesil gogu kez
belli belirsiz agik erguvani, kenan diiz veya scaperulous, genellikle koyu kirmuzi -

erguvani boyals, ilk yaprak linear veya darca oblong - lanceolat, en az yedi gogunlukla
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on veya yirmi kez eninden daha uzun, (3) 4-9 (15) mm genisliginde, ikinci yaprak
birincinin agag1 yukan yaris: kadardir. Scape (5) 8-25 (30) cm uzunlugunda, ¢ok daha
koyu kirmzi - erguvani benekli, meyve de 40 cm. Racemus (5) 8-30 (40) cicekli,
oldukea sik dizilmig, basak benzeri sapsiz veya saplidir (pediseller gok nadir 1.5 mm ).
2n = 22°dir (Persson ve Persson 1992 ).

C4 Igel: Uzuncaburg ‘dan Silifke’'ye dogru 2.km de, Quercus coccifera
altlarinda, 1200 m de bulunur (Persson ve Persson 1992 ).

2.2. Molekiiler Sistematikte Kullamlan Bazi Teknikler

Bitki sistematikgileri tiir ayirtminda sadece morfolojik karekterleri kullandiklan
igin gesitli zorluklarla kargilagabilmektedirler ve morfolojik olarak birbirine benzer iki
tirii ayirmada tereddute dugmektedirler. Kromozom sayilari da esitse bu ayinm
olduk¢a zorlagmaktadir. Iste bu nedenle sistematik agidan problemli taksonomik
gruplarin  ( cins, tiir, varyete v.s. ) aymmnda molekiiler genetik g¢aligmalar
kullamlmaya baglanmugtir. Problemli taksonomik gruplarin ayinminda kullamlabilen
tekniklerden bazilann RFLP, PCR VE RAPD-PCR dir.

2.2.1. Restriksiyon Fragment Uzunluk Polimorfizmi (RFLP)

1970’lerde bakterilerden DNA restriksiyon enzimleri saflastirilmugtir.
Restriksiyon enzimleri DNA’yt 4-8 bazlik bir bélgeden taniyarak keser. Bu diz
degisik restriksiyon enzimlerine gore farklihk gosterir. Ancak bu dizi herhangi bir
sekilde degisime ugradiginda (nokta mutasyonu, delesyon vs. gibi nedenlerle)
restriksiyon enzimi ya daha once kesim yaptig1 bu noktayi taniyamaz (nokta mutasyon

durumu) ya da kesim noktasmn yeri degistiginden (delesyon vs. durumu) kesilen
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segmentin uzunlugunda bireyler arasinda farkliliklar ortaya g¢ikar. Buna Restriksiyon
Fragment Uzunluk Polimorfizmi ‘denir. Bunlar bireylerin DNA dizilerindeki
farkhbiklarin temelini olugturur. Bu farkliliklar genellikle yakin taksonomik birimlerde
daha az ancak uzak birimlerde daha fazladir (Tanskley 1989).

RFLP analizleri bir ¢ok canlida 6zellikle bitkilerde genetik haritalann meydana
getirilmesinde biyiik basan gdstermistir. Bernatsky ve Tanksley’e (1989) gore bitki
genetik kaynaklarnin tammlanmasinda RFLP analizinin kullanim faydalidir. Bitki
genetik kaynak taimlanmasinda kullanilan RFLP’lerin  dezavantaji materyaller ve
emegin pahaliya mal olusudur (Andersen ve Fairbanks 1990). RFLP’nin bir bagka
dezavantaji bol miktarda DNA’ya ihtiya¢ vardir (Roy ve ark. 1992).

2.2.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Son yillarda ozellikle 1980°li yillarin bagindan itibaren, genetik materyaller
tizerindeki ¢aligmalar, niikleik asit karakterizasyonunda, molekiiler klonlamada, dizi
analizlerinde, rekombinant teknolojisinde ve klinik uygulamalarda niikleik asit tabanh
problardan yararlanma imkanlari giderek artmugtir. Saiki ve ark. (1985) tarafindan,
mevcut yontemlerin duyarliliklann artinlmasindan ziyade, DNA veya RNA baz
siralarmin - sayisal olarak artimlmasi (amplifikasyon) teknolojisine dayanan ve
dolayisiyla da mevcut yontemlerle analiz edilebilmelerini saglayan, Polimeraz zincir

reaksiyonu’nu geligtirmiglerdir (Kumar 1989).

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR), DNA dizilerinin in vitro sartlarda
amplifikasyonu igin bir metoddur, DNA teshislerinde, diagnostik ¢alismalarda, DNA

dizilerinin klonlanmasi1 ve mutagenez ¢aligmalarinda kullailir (Kumar 1989).

Gen klonlama, dizi ve haritalama metodlan sonucu genom hakkinda bir ¢ok

onemli bilgiler elde edilmistir (Kumar 1989).
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PCR biyolojik ¢aligmalari ¢ok kolaylagtirmugtir, gen niikleotid dizileri artik
PCR ile ¢ok kisa siirede yapilabilmektedir. PCR, kolay ve hizli olmas nedeniyle tercih
edilir. Uygulamayi1 ¢okca kolaylagtirabilen PCR, gen klonlamasinda da basarihi bir
sekilde kullanlmaktadir (Kumar 1989).

Polimeraz zincir reaksiyonu, iki sentetik DNA primerinin baglanma yerleri
arasinda amplifiye edilmis dizilerin kargilagtinlmasi ile polimorfizmin belirlenmesinde

kullanilabilir (Weining ve Langridge 1991).

PCR, DNA’nin denatiirasyonu, primerlerin uygun bélgelere birlegsmesi ve
primerlerin uzamasi prensipleri iizerine kurulmugtur. Sicakliga dayamkli bir enzim olan
Taq DNA polimeraz, DNA’nin kontrollii-kalip sentezini katalizler. PCR, aym anda,
kahbin ters ucunda komplementer ipliklere baglanmug iki primeri uzamas: ile iki
komplementer DNA ipliklerinin sentezini ger¢eklestirir. DNA sentezinin 6zellii tek
yonlii olugundan dolay: iki primerin yeri amplifiye edilmis bélgeyi simirlar ve her yeni

sentezlenmig DNA ipligi diger primerin baglanmasi i¢in dizi ihtiva eder (Kumar 1989).

PCR’in her devri DNA’nin denatiirasyonunu (95°C), primerlerin baglanmasim
(45-50°C) ve bagka DNA sentezini baglatma (70-72°C) primeri ihtiva eder. Her
devirde DNA’mn miktan iki katina ¢ikar (Kumar 1989).

2.2.3. Rastgele Cogaltilmis Polimorfik DNA (RAPD)

RAPD yonteminde izole edilen DNA’min ¢ok az miktarlant (25 ng) rastgele
secilmis bir primer yardimu ile g¢ogaltilir. Bu g¢ogaltim sirasinda toplam genomik
DNA’nin belirli bolgelerine homolog olan primer dizisi (tek iplikli dizi) DNA sentezini
baglatmada rol oynarlar. Sicakligin 95°C’ye yiikselmesi ile ¢ift iplikli DNA o6nce

denatire edilir. Daha sonra sicaklik digiirtilerek (45-55°C) reaksiyon ortamnda
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bulunan primerin DNA’ya yapismas: saglamr. Sicakhgin yaklasik 72°C’ye ¢ikarilmast
ile DNA sentezi baslatilir. Bu iglemler 35-45 kez tekrarlanir. Reaksiyon sonunda elde
edilen iiriinler jel tizerinde yiiriitiilerek PCR iiriinleri gozlenir. (Welsh ve McClelland
1990, Williams ve ark. 1990) .

RAPD markerlan bitki tireticileri igin iimit verici bir vasita olmustur. Cinkii
¢ok az miktarda genomik DNA gerektirir, analitik yontem hizlidir ve nisbeten basittir.
Radyoaktif izotoplarin kullaimina ihtiyag duymazlar ve sadece laboratuvar donanimi

ile deneyimli personel gerektirir (Deragon ve Landry 1992).

Welsh ve McClelland (1990); Williams ve ark.’a (1990) gére RAPD nisbeten
bitkiler ve hayvanlardaki genetik markirlan incelemek i¢in yeni bir vasitadir. Baglica
uygulama Bowditch ve ark. 1993’¢ gore genetik uzakhigm derecesini belirlemek ve

yakin akraba olan tiirlerin genomlarim mukayese yapmak olmustur (Bailey ve Lear

1994 ).

Williams ve ark (1990) tarafindan rastgele ¢ogaltdmis polimorfik DNA
(RAPD) olarak adlandinilan bu teknik, Welsh ve McClelland (1990), Caetano ve
ark.’a (1991) gore populasyon ve tiirlerde genetik gesitliligi tayin etmede kullamlmugtir
(Gandeboeuf ve ark. 1997).

RAPD  markirlan, anahk-babaﬁk tayininde, melez  gesitlerinin

homozigotlugunun belirlenmesinde kullalir (Roy ve ark. 1992).

RAPD markirlan kullamlarak safkan ve Arap atlari arasinda bir kargilagtirma
yapilmistir (Bailey ve Lear 1994). On Arap at1 ve on safkan at arasinda genetik
farkhliklar belirlenmigtir.

Bir baska ¢alijmada RAPD markirlan ile brokoli ve karnabaharin mukayesesi
yapilmugtir. Brokoli ve karnabaharin birbirine olan yaknligin gérilmistar. (Hu ve

Quiros 1991). On dort brokoli ve on iki tip karnabahar ayrimu igin 10 mer’lik dort adet
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rastgele primer ile olusturulan RAPD markirlart kullamlmustir. ki ve ii¢ primerle
olusturulan markirlar sira ile her brokoli ve karnabahar (Brassica oleraceae L.)
kiltirinii ayimada yeterli olmugstur. Markirlardaki ortalama farklilik brokoli ve
karnabaharda 14.5, iki brokoli arasinda 5.8 ve iki karabahar kiiltiirii arasinda 7.9
bulunmustur. Brokoli ve karnabahar kiiltirlerinin teghisinde RAPD markirlan hizli ve

givenilir bulunmugtur.

Yapilan bagka bir ¢aliymada yaprak bitlerinde DNA polimorfizmlerini ortaya
¢ikarmada RAPD-PCR kullamlmugtir (Black ve ark. 1992). Bu ¢aligmada dort yaprak
biti tiiriinde genetik varyasyon gostermede bu teknigin faydali oldugu goérilmiistiir.
RAPD-PCR, bu tiirlerin her birinde bireyler arasinda genetik varyasyonun ¢ok
miktarda olduBunu gosterdi. Varyasyon, biotipler, populasyonlar, renk morfolojileri
ve hatta bir tek bitki tizerindeki bireyler arasinda meydana gikanlmigtir. RAPD-PCR
tir teshislerinde, parazitoit meydana g¢ikarmada ve populasyon ¢alismalarinda da

kullandmugtir.

Diger bir cahsmada kasimpatindaki (Dendranthema grandiflora) genetik
varyasyon belirlemede RAPD teknigi kullamlmigtir (Wolff ve Van Rinj 1993). Akraba
Dendranthema turleri arasindaki genetik degiskenlik, ya kasimpati da dahil tiirler
arasinda ya da kasimpatina akraba tiirler arasinda genetik uzakliklar ¢ok yiiksektir.

Bir bagka galismada da Brassica napus transformasyon ¢alismalarinda PCR’n
kullanilmas1 ile Brassica napus bitkisine transfer olah DNA’'nn T2 ve T3
generasyonlarindaki katiimu izlenmistir (Turgut 1994). Elde edilen sonuglara gore,
PCR gen aktanilmug bitkilerin belirlenmesinde kullanigh ve giivenilir bir teknik oldugu

gosterilmigtir.

RAPD-PCR, bitki 1slahinda faydali oldugu bulunmustur (McDonald ve ark.
1993).



15

Yapilan bir bagka calisgmada RAPD markirlan kullanilarak Tuber tiirlerinin
teshisi ve gruplandinlmas: yapilmistir (Gandeboeuf ve ark. 1997). On iki Tuber
taksonunun meyve ana boliimlerinin genetik varyasyonu RAPD teknigi ile ¢aligilmugtir.
Varyasyon bir ¢ok tlir arasinda gézlennﬁstif. RAPD ve PCR, Tuber tirleri genetik
varyasyon analizleri i¢in faydahdir. Bir ¢ok Tuber tiiriiniin g¢ogaltilmiy DNA
profillerindeki farklar gozlenmistir. Ancak iki ¢ift yakin akraba taksonunda Tuber
aestivum-Tuber uncinatum ve Tuber brumale var. brumale-Tuber brumale var.

moschatum genotip olarak fark goriilmemistir.

2.3. PCR Optimizasyonu

2.3.1. Enzim konsantrasyonu

Bir PCR’1 optimize etmek igin, 0.1 ile 5 unit/100 ul arasindaki enzim
konsatrasyonlar: denenerek, sonuglar jel elektroforezde tayin edilmelidir. Eger enzim
konsantrasyonu ¢ok yiiksek ise spesifik olmayan geri plan iiriinleri olusabilir ve eger
cok diisiikse istenilen triinden yetersiz olugabilir. Bunun yaninda degisik kaynaklardan
temin edilen Tag DNA polimeraz degisik formiilasyon, deney kosullarindan dolay:
degisik sonuglar alinabilir (Innis ve Gelfand 1990).

2.3.2. Deoksiniikleotid tri fosfatlar

Stok dNTP soliisyonlarimin pH’1 7.0’a notrlenmeli ve konsantrasyonlar
spektrofotometrik olarak belirlenmelidir. Herbiri ImM dNTP iceren ¢aligma stogu
onerilir. 20 ve 200 pM arasindaki deoksiniikleotid konsantrasyonlarinda herbir tiriin

miktar, spesifik ve dogruluk agisindan optimum dengede olan sonuglar verir. INTP



16

kangimi yanlis birlesme hatalanmn en aza indirgenmesi bakimindan esit
konsantrasyonlarda kullamimahidir. PCR’1n spesifikligi ve dogrulugu orjinal Klenow
aracilifi ile PCR herbiri 1.5mM altinda dNTP konsantrasyonu kullanmakla yiikselir.
Disiik NTP konsantrasyonu hedef olmayan yerlerde yanlig primer birlegme sansini en
dusiige indirir. Hedef dizinin uzunlugu ve kompozisyonu igin uygun olan en disik
dNTP konsantrasyonu segilmelidir (Innis ve Gelfand 1990).

2.3.3. Magnezyum konsantrasyonu

Magnezyum konsantrasyonu, primerlerin birlesmesinde hem PCR uriiniiniin
hem de kalip DNA’mn ipliklerinin aynlma sicaklifinda, yabanci primer-dimer
olusumunda, enzim aktivitesinde ve dogrulufunda ¢ok oénemlidir. PCR da Mg™
miktann toplam dNTP konsantrasyonun 0.5-2.5 mM izerinde olmalidir (Innis ve
Gelfand 1990).

2.3.4. Diger reaksiyon bilesikleri

Sicakhigin 20 ° C oldugu durumlarda, PCR igin tavsiye edilen tampon, 10-50
mM Tris-HCl (pH 8.3-8.8 ) dir. Primerin DNA ipligine birlesmesini kolaylagtirmak
i¢in reaksiyon kangimma 50 mM’a kadar KCl eklenebilir. 50 mM altinda NaCl veya
tizerinde KCI Taq polimeraz aktivitesini inhibe eder (Innis ve Gelfand 1990).

Bir ¢ok protokol ilave protein olmadan da iyi iglemesine ragmen bovine serum
albumin (100 mg/ml) ve iyonik olmayan deterjanlarda Tween 20 veya Laureth 12

enzim stabilizasyonuna yardimer olmak igin eklenebilir (Innis ve Gelfand 1990).
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2.3.5. Denatiirasyon zamam ve sicakhk

PCR basansizigin  en muhtemel nedeni kalip DNA’nin  eksik
denatiirasyonudur. Tipik kosullar 30 sn i¢in 95° C veya 15 sn igin 97° C dir. Bununla
beraber Ozellikle G+C bakimindan zengin bolgelerde daha yiiksek 1silar uygun olabilir.
Eksik denatlirasyon, DNA tortularimin geri yiikselmesine ve bu sebeple de iriin
veriminin diigmesine neden olur. Tam tersi olarak g¢ok yiksek veya ¢ok uzun
denatiirasyon da gereksiz yere enzim aktivitesi kaybina neden olmaktadir. Taq DNA
polimeraz aktivitesinin yarnt émri 92.5, 95 ve 97.5 ° C’lerine gore sirast ile >2 saat, 40
dakika ve 5 dakikadir (Innis ve Gelfand 1990).

2.3.6. Primerlerin DNA ipligine birlesmesi (Primer annealing)

Bunun i¢in gereken sicaklik ve siire, gogaltan primerlerin konsantrasyonuna,
uzunluguna ve baz kompozisyonuna goére degisir. Uygulanabilir birlesme sicakhgi
birlesen primerlerin ger¢ek erime derecesinin TM 5 ° C derece altindadir. Tag DNA
polimeraz genig bir sicaklik araliginda aktif oldugu igin, disiik sicaklikta birlesme
basamaginda primer birlesmesi meydana gelecektir. Birlesme sicakliklari igin 55 ° C ve
45 ° C dereceler genellikle en iyi sonucu verir. Tipik primer konsantrasyonlarinda, (0.2
pM), birlesme sadece bir kag saniye olacaktir. Birlegme sicakhifinin yitkselmesi yanhg
birlesen primerlere karst aynm artinr ve primerlerin 3’ ucundaki yanhs niikleotid
blyiimesini azaltir. Baglangi¢ devirlerindeki maksimum spesifikasyon igin Taq DNA
polimeraz primer birlesmesi sirasinda ilk denatiirasyon agamasinda ilave edilmelidir

(Innis ve Gelfand 1990).
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2.3.7. Primer uzamasi (Primer extension)

Uzama zamam hedef dizinin konsantrasyonuna, uzunlufuna ve sicakhifina
baghdir. Primer uzamalar genellikle 72 °C de gergeklestirilir. Ciinkii M13-‘e bagl olan
modellerdeki kaliplarda bu 1s1, primer uzamas: igin optimale yakindir. Bir dakikalik
uzama zamamn 72 °C de 2 kb uzunluguna kadar olan iriinler i¢in yeterlidir. Eger,
madde konsantrasyonu ¢ok disiikse veya iiriin  konsatrasyonu enzim
konsantrasyonunu agiyorsa (yaklagtk 1nM) daha uzun uzama zamam faydali olabilir
(Innis ve Gelfand 1990).

2.3.8. Devir sayis1

Diger parametreler optimize edildikten sonra devir sayisiin optimizasyonu
gereklidir. Optimum devir sayist kalip DNA’nin baglangic konsantrasyonuna bagl
olacaktir. Gereginden fazla devir, spesifik olmayan yan iriinlerin miktanm ve
kangikhifimi artirabilir. Siiphesiz ¢ok azida diisiik iiriin verimine neden olur. Baz

kaynaklara gore baglangic hedef DNA konsantrasyonlan ve devir sayisi sdyledir:

Kalip Molekiillerin Sayisi Devir Sayist
3x10° 25-30
1.5x10* 30-35
1x10° 35-40

50 40-45

(Innis ve Gelfand 1990)
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1.3.9. Primerler

Primer konsantrasyonu i¢in optimum deger 0.1 ile 0.5 pM dir. Yiiksek primer
konsantrasyonlari, yanlig primer segimi ve spesifik olmayan iiriinlerin toplanmasim
tesvik eder ve primer-dimer olarak tabir edilen, spesifik olmayan kalipp DNA’dan
bagimsiz yabanci maddelerin meydana gelmesi ihtimalini artirir. Tipik primer 18 ila 28
nitkleotid uzunlugunda ve %50-60 G+C kompozisyonundadirlar (Innis ve Gelfand
1990).
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Hyacinthella cinsine ait tirler ile ¢alisildi. Bu g¢aligmada kullanilan biitiin
kimyasal maddeler SIGMA firmasindan temin edildi.

3.2, Bitki Materyali

Incelenen tiirler H. hispida , H. heldereichii, H. glabrescens, H.

campanulata, H. lineata, H. acutiloba, H. lazulina.

3.3. Tampon ve Cozeltiler

3.3.1. DNA izolasyonu ve saflagtirilmasi icin kullanilan ¢ézeltiler

Stok Tris Cozeltisi: 500 mM Tris (HCl ile pH 8.0’e ayarlands)

Stok EDTA Cozeltisi: (Etilendiamin-tetra-acetic acid disodium salt) 500 mM

EDTA (5 M NaOH ile pH 8.0’e ayarlandi).

Borik Asit
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Extraksiyon Tamponu: 50 mM Tris, 50 mM EDTA, 100 mM NaCl, %1 SDS

TE Tamponu: 10 mM Tris, 1 mM EDTA

Ethidyum Bromid: 10 mg/ml

Tris ile Ayarlanmig Fenol: Fenol ile Tris pH 8.0’¢ ayarlandi.

Fenol-kloroform (1:1) ¢ozeltisi: Tris ile dengelenmis fenol ve kloroform

kangtinldi (Otoklavlanmadi). +4 °C’de muhafaza edildi.

Etanol (%96’lik ve %70°lik)

Siv1 Azot

3.3.2. PCR i¢in kullanilan ¢ozeltiler

Nikleotid Karigimi: 100 mM dNTP (dATP, dGTP, dTTP, dCTP)

Taq Polimeraz Tamponu: (10 kez yogunlagtinlmig) 20 mM Tris HCI (pH 7,5)
1 mM DTT, 0,1 mM EDTA, 100 mM KCI, 0,2 mg/ml BSA, %0,5 Nonidet P40, %50
Gliserol

MgCly: 25 mM

Taq Polimeraz: 0,5 unit/pl



3.3.3. PCR Amplifikasyonu i¢in kullanilan primerler

PRIMER 1 (0-4)

5 -AATCGG GCT G -3’

Miktar 25.00D Uzunluk 10-mer
“ 691 ug GC Muhtevas1 60 %
204.9 nmol
Konsantrasyon (Volum 1 ml) 225.2 pmol/pl A G C T
2 4 2 2
Volum i¢in 100 pmol/ul 2252 ul
Molekiiler Agirlik 3068 g/mol
Tm (termodinamik) 19.9°C
PRIMER 2 (0-2)

5"-TGC CGA GCT G -3’

Miktar 21.3 0D Uzunluk 10-mer
629 ug GC Muhtevast 60 %
206.6 nmol
Konsantrasyon (Volum 1 ml) 206.6 pmol/ul A G C T
1 4 3 2

Volum i¢in 100 pmol/l 2066 W

Molekiiler Agirlik 3044 g/mol
Tm (termodinamik) 21.7°C




PRIMER 3 (0-12)

5>-ACGACCCACG-3

Miktar 11.8 0D Uzunluk 10-mer
329 ug GC Muhtevas1 60 %
110.2 nmol

Konsantrasyon (Volum 1 ml) 110.2 pmol/ul A G C T

3 2 5

Volum igin 100 pmol/pl 1102 pl

Molekiiler Agirhk 2982 g/mol

Tm (termodinamik) 18.9°C

PRIMER 4 (0-3)

5 -GTG ACGTAGG -3’

Miktar 23.20D Uzunluk 10-mer
626 ug GC Muhtevast 60 %
201.4 nmol
Konsantrasyon (Volum 1 ml) 201.4 pmol/ul A G C T
2 5 1 2

Volum i¢in 100 pmol/pl 2014 wl

Molekiiler Agirhik 3108 g/mol
Tm (termodinamik) 1.9°C




PRIMER 5 (0-5)

5°-GGGTAACGCC -3’

Miktar 16.6 OD Uzunluk  10-mer
464 ug GC Muhtevas1 60 %

| 151.9 nmol

Konsantrasyon (Volum 1 ml) 151.9 pmol/ul A G C T

2 4 3 1

Volum igin 100 pmol/ul 1519 ul

Molekiiler Agirlik 3053 g/mol

Tm (termodinamik) 19.9°C

PRIMER 8 (O-11)

5’ - TTATGA AAC GAC GGC CAG T-3’

Miktar 179 0D Uzunluk 19-mer
480 ug GC Muhtevast 47.4 %
82.2 nmol
Konsantrasyon (Volum 1 mi) 82.2 pmol/ul A G C T
6 S5 4 4

Volum igin 100 pmol/ul 822 ul

Molekiiler Agirhk 5837 g/mol
Tm (termodinamik) 50.5 °C




PRIMER 9 (O-1)

5-CAGGCCCITC-3

Miktar 19.4 0D Uzunluk 10-mer
607 ug GC Muhtevast 70 %
204.9 nmol
Konsantrasyon (Volum 1 ml) 204.9 pmol/ul A G C T
1 2 5 2
Volum ig¢in 100 pmol/pd 2049 ul
Molekiiler Agirhk 2964 g/mol
Tm (termodinamik) 18.6 °C

PRIMER 10 (0-7)

5 -GAAACGGGT G-3

Miktar 242 0D Uzunluk 10-mer
621 ug GC Muhtevast 60 %
199.3 nmol
Konsantrasyon (Volum 1 mi) 199.3 pmol/pl A G C T
3 5 1 1

Volum igin 100 pmol/ul 1993 ul

Molekiiler Agirhk 3117 g/mol
Tm (termodinamik) 14.4°C
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3.3.4. Agoroz jel elektroforez icin kullanilan ¢ozeltiler

Agoroz: %2 lik agoroz, TBE ve TAE tamponunda hazirlanir.

TBE Tamponu 5x: 54 gr Tris, 27,5 g Borik asit, 20 ml 0,5 M EDTA (pH 8,0).
Distile su ile 1 It’ye tamamlandi.

TAE Tamponu 50x: 242 gr Tris, 57,1 GAA, 100 ml 500 M EDTA (pH 8,0).
Distile su ile 1 It ‘ye tamamlandi.

Yiikleme Tamponu: %0.25 bromofenol mavisi, %0.25 ksilen siyanol ve %40

sukroz.
Ethidium Bromid: 10 mg/ml, koyu renkli siselerde muhafaza edildi
(Otoklavlanmads).

3.4. DNA Konsantrasyonunun Tayini

UV absorbans spektrofotometresi ile 260 nm de ol¢iim yapildi. Buna gére;
Aze0=1 oldugunda DNA miktann 50 pg/ml’dir. DNA saflif1 igin ise Ajeo/A2g0=1,8
formiilii uyguland: (Eger 1,8’e egit ise saf DNA, fazla ise saf olmayan DNA).

3.5. Sterilizasyon

Biitiin ¢ozeltiler, tamponlar, kullanilan tiipler ve pipet uglan 121°C’de 20 dk

otoklavlandi.
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3.6. DNA izolasyonu

Bitki materyalinden genomik DNA’nin elde edilmesi igin her tiiriin
bireylerinden alinan yapraklar ayn ayn stvi azot ilave edildikten sonra porselen
havanda ezildi. Homojenat steril kiigiik cam beherlere alinarak ekstraksiyon tamponu
ile muamele edildi. Bu kangim manyetik kangtirici ile 50 dk, +4°C’de kangtinlds.
Homojenat steril mikrofijj tiiplerine alinarak +4°C’de 10000 rpm (devir/dakika)’da 10
dakika santriftj edildi. Santrifij sonucu ustte kalan siipernatant kismu alindi.
Proteinlerin uzaklagtirilmas i¢in 1:1 oranda fenol kloroform eklendi. Vortex yapildi ve
tiipler 3 dakikaligina santrifijje kondu. Tekrar tstteki sivi kisim yeni tiiplere aktanld:
ve kloroform eklendi (1:1). Vortex yapildi ve tiipler yine 3 dakikalifina santrifiije
kondu. Kloroform iglemi tekrarlandi. Santrifiij isleminden sonra iist kisimda kalan sivi
kisim yeni tiiplere alindi. DNA presipitasyonu igin tiiplere 2,5 hacim kadar etanol ilave
edildi ve oda sicakliginda 20 dakika bekletildi. Bekleme igleminden sonra tiipler 10
dakika +4°C’de en yiiksek hizla santrifiyj edildi. Etanol kismu atilarak, %70’lik alkolle
yikama yapildi ve oda sicaklifinda kurumaya birakildi. TE eklenerek derin

dondurucuda -20°C de muhafaza edildi.

3.7. RAPD-PCR

Genomik DNA’min ¢ogaltiminda, sicaklia dayamkl bir enzim olan Taq DNA
polimeraz kulamldi. Bu enzim -20°C’de derin dondurucuda saklandi. PCR reaksiyonu
0,5 ml propilen tiuplerde 100 pl’lik toplam reaksiyon hacminde gergeklestirildi.
Tuplere ¢esitli bilesenler agagidaki oranda ilave edildi.

Bilesen pl
Su 77
MgCl 8
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Taq Pol Tamponu 10x 10
Primer 1
dNTP 1
DNA 2
Taq polimeraz 1

3.7.1. Temperature cycler’in proglamlanmasi

96°C = 30 saniye ( denatiirasyon )
30°C = 30 saniye ( primerlerin birlegmesi)

72°C = 30 saniye ( DNA sentez)

3.8. Agoroz Jel Elektroforezi

PCR iiriinlerinin analizi igin % 2’lik agoroz jeller kullanildi. IxTAE ve 1xTBE
tampon igerisinde kaynatildi. Bu jel igine 1 pl ethidium bromid eklendi. Elektroforez
tabagina DNA’y1 yikleyecegimiz kuyucuklari olusturmak igin tarak yerlestirildi.
Sicakligr dustiikten sonra jel, elektroforez tabagina dokiildii. Hazirladigimz jel
polimerlestikten sonra tarak g¢ekildi ve TAE ve TBE tamponu igeren tanka
yerlestirildi. Her bir PCR 6megi yikleme tamponu ile birlikte kangtirilarak 20 pl
olarak jeldeki bosluklara yiiklendi.

PCR driinleri 40-90 V arasinda serbest akimda 10-20 dakika yiritildi.
Orneklerdeki DNA UV transuliminatérde incelendi. Polaroid black&white print film
type 667 ile fotograflandi. Molekiiler metotlar 6zellikle belirtilmedigi durumlarda
Maniatis ve ark.’a gore yapild: (Maniatis ve ark. 1989).
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3.9. Veri Analizleri

Tiirler arasindaki genetik uzakliklan bulmak igin agaroz jel elektroforezinden
cekilen fotograflara gore bantlarin varlgi ve yoklufu belirlenerek bir tablo
olusturuldu. Bu tablodan yola ¢ikilarak sintax programindaki jaccard formiiliine gore

dendrogramlar hazirlandi.
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4. SONUCLAR ve TARTISMA

Materyal olarak Hyacinthella cinsine ait; H. hispida, H. heldreichii, H.
glabrescent, H. campanulata, H. lineata, H. acutiloba, H. lazulina ile ¢alisilmstir.
Bitkinin yapraklan sivi azot ile ezilerek toz haline getirilmigtir. Ya direkt DNA izole
edildi veya aliiminyum folyo ile sanlarak kullanmak amaciyla -20 ° C’de derin
dondurucuda saklanmustir. Bu érnekler gruplar halinde aynldi ve O-11, O-3, O-5, O-
12, 0-2, 0-7, 0-4, O-1 primerleri kullanilarak PCR islemleri gergeklestirildi. Agaroz
jel elektroforezinden sonra fotograflan gekildi ve her tiire ait DNA bantlan g6z
oniinde tutularak genetik uzakliklar hesaplandi ve sintax programm ile dendrogramlar
¢izildi.
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4.1. RAPD-PCR Araciligi ile H. hispida, H. campanulata ve H. acutiloba Tiirleri
Arasindaki Genetik Uzakliklar. ‘

12345678

Sekil 4.1. Bazi Hyacinthella  tirleri ve bireylerinin O-5 primeri ile rastgele
¢ogaltilmig PCR trlinlerinin agaroz jel elektroforezi

Hat 1: H. hispida 4

Hat 2: H. hispida 4

Hat 3: H. campanulata 6

Hat 4: H. campanulata 1

Hat 5: H campanulata 2

Hat 6: H. acutiloba

Hat 7: H. hispida 1

Hat 8: DNA Ladder Plus



32

Tablo 4.1. Sekil 4.1°deki Hyacinthella tiirleri ve bireylerine ait DNA bant sayilarinin
kargilagtirmalt  sonuglar. 0 sayisi  bant yoklugunu, 1 sayist bant varligim
gostermektedir. his4: H. hispida 4, cam6: H. campanulata 6, caml: H. campanulata
1, cam?2: H. campanulata 2, acu: H. acutiloba, his1: H. hispida 1

Incelenen Tiir Isimleri his4 |his4 |cam6 {caml |cam2 |acu |hisl
Bantlarin varligi veya yoklugu 0 0 1 1 0 1 0
| 1 0 0 0 0 0 0

1 0 0 0 0 0 0

0 0 1 1 0 0 1

1 1 1 1 0 0 0

1 0 0 0 0 0 0

1 1 1 0 0 0 0

0 0 0 1 1 0 0

0 1 1 1 1 1 1

0 0 1 1 ] 1 0

1 1 0 0 0 0 0

0 0 1 1 1 1 1

0 1 0 0 0 0 0

0 0 1 1 1 0 0

0 1 0 0 0 0 0

0 1 0 0 0 0 0

0 1 0 0 0 0 0
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Sekil 4.2. Sekil 4.1°deki Hyacinthella turleri ve bireylerinin sintax programu ile
hazirlannmig dendrogrami

. H. hispida 4

2. H. hispida 4

3. H. campanulaia 6

4. H. campanulata !
5
6
7

[

. H. campanulata 2
. H. acutiloba
. H. hispida 1



4.2. RAPD-PCR araciligt ile H. hispida, H. glabrescens, H. acutiloba ve H. lazulina
Tiirleri Arasindaki Genetik Uzakliklar '

12345678

Sckil 4.3. Bazi Hyacinthella  tirleri ve birevlerinin O-5 primeri ile rastgele
cogaltlmis PCR {irlinlerinin agaroz jel elektroforezi

Hat 1: H. hispida 5

Hat 2: H glabrescens 2

Hat 3: H. acutiloba

Hat 4: H. glabrescens 3

Hat 5: H. glabrescens 2

Hat 6: H .lazulina 1

Hat 7: H .lazulina 2

Hat 8: DNA Ladder
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Tablo 4.2. Sekil 4.3’ deki Hyacinthella tiirleri ve bireylerine ait DNA bant sayilarinin
karsilastirmah sonuglari. 0 sayisi bant yoklugunu, 1sayist bant varligim gostermektedir.
his5: H. hispida 5, gla2: H. glabrescens 2, acu: H. acutiloba, gla3: H. glabrescens 3,
gla2: H. glabrescens 2, lazl: H. lazulina 1, laz2: H. lazulina 2

Incelenen Tiir Isimleri his5 |{gla2 lacu |gla3 |gla2 [lazl |laz2
Bantlarin varligi veya yoklugu 0 0 1 1 1 0 0
0 1 0 0 0 0 0
0 0 1 1 0 0 0
1 1 1 1 0 1 1
1 0 0 0 0 0 1
0 1 1 1 0 0 0
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Sekil 4.4. Sekil 4.3°deki Hyacinthella tirleri ve bireylerinin sintax programu ile
hazirlannug dendrogram

1. H. hispida 5

2. H. glabrescens 2

3. H. acutiloba

4. H. glabrescens 3

5. H. glabrescens 2

6. H. lazulina 1

7. H. lazulina 2



4.3. RAPD-PCR araciligi ile H. hispida, H. campanulata ve H. acutiloba Tirleri
Arasindaki Genetik Uzakhklar

1234567

Sekil 4.5. Bazi Hyacinthella tiirleri ve bireylerinin O-4 ve O-5 primerleri ile rastgele
¢ogaltilmis PCR driinlerinin agaroz jel elektroforezi

Hat 1: DNA Ladder Plus

Hat 2: H. hispida 5

Hat 3: H. hispida 4

Hat 4: H. hispida 2

Hat 5: H. campanulata 1

Hat 6: H. acutiloba

Hat 7: H campanulata 2
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Tablo 4.3. Sekil 4.5.deki Hyacinthella tiirleri ve bireylerine ait DNA bant sayilarinmn
karsilagtirmali sonuglari. 0 sayist bant yoklugunu, 1sayisi bant varligini gostermektedir.
hisS: H. hispida 5, his4: H. hispida 4, his2: H. hispida 2, caml: H. campanulata 1,
acu: H. acutiloba, cam2: H. campanulata 2

Incelenen Tiir Isimleri his5 |his4 |his2 |caml |acu |cam2
Bantlarin varhig: veya yoklugu 0 0 0 0 0 1
1 1 1 1 1 1
1 1 1 1 1 0
0 0 0 0 0 1
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Sekil 4.6. Sekil 4.5°deki Hyacinthella tirleri ve bireylerinin sintax programu ile
hazirlanmis dendrogrami

1. H. hispida 5

2. H. hispida 4

3. H. hispida 2

4. H. campanulata 1

5. H. acutiloba

6. H. campanulata 2
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4.4. RAPD-PCR araciligt ile H. glabrescens, H acutiloba ve H. hispida Tiirleri
Arasindaki Genetik Uzakliklar

12340678

Sekil 4.7. Bazi Hyacinthella tirleri ve bireylerinin O-4 primeri ile rastgele
¢ogaltilmis PCR tirtinlerinin agaroz jel elektroforezi

Hat 1: DNA Ladder Plus

Hat 2: H. glabrescens 2

Hat 3: H. glabrescens 2

Hat 4: H. glabrescens 5

Hat 5: H ¢glabrescens 3

Hat 6: H. glabrescens 1

Hat 7: H acutiloba

Hat 8: H. hispida 1
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Tablo 4.4. Sekil 4.7.°deki Hyacinthella tiirleri ve bireylerine ait DNA bant sayilarimimn
kargilagtirmali  sonuglari. O sayist bant yoklugunu, 1 sayist bant varligini
gostermektedir. gla2: H. glabrescens 2, glaS: H. glabrescens 5, gla3: H. glabrescens
3, glal: H. glabrescensl, acu: H. acutiloba, hisl: H. hispida

Incelenen Tiir Isimleri gla2 |gla2 jgla5 |gla3 |glal jacu |hisl
Bantlarin varligt veya yoklugu 0 0 0 0 0 1 0
0 0 0 0 0 1 0
1 0 0 0 0 1 0
0 0 0 1 0 0 0
0 0 0 0 1 0 0
0 1 1 1 1 1 1
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Sekil 4.8. Sekil 4.7°deki Hyacinthella turleri ve bireylerinin sintax programu ile
hazirlanmig dendrogram

1. H. glabrescens 2

2. H. glabrescens 2

3. H. glabrescens 5

4. H. glabrescens 3

5. H. glabrescens 1

6. H. acutiloba

7. H. hispida 1



4.5. RAPD-PCR aracihig1 ile H. lineata ve H. lazulina Tiirleri Arasindaki Genetik
Uzakliklar

12345678
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Sekil 4.9. Bazi Hyacinthella tirleri ve bireylerinin O-4 primeri ile rastgele
cogaltilmig PCR irtinlerinin agaroz jel elektroforezi

Hat 1: H lineata 4

Hat 2: H lineata 3

Hat 3: H. lineata 1

Hat 4: H. lineata 5

Hat 5: H. lazulina 2

Hat 6: H. lazulina 1

Hat 7: H. lazulina 3

Hat 8: DNA Ladder Plus
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Tablo 4.5. Sekil 4.9 °daki Hyacinthella tur ve bireylerine ait DNA bant sayilarinin
kargilastirmali sonuglari. O sayisi bant yoklugunu, 1 sayisi bant varhgm
gostermektedir. lind: H. lineata 4, lin3: H. lineata 3, linl: H. lineata I, linS: H.
lineata 5, 1az2: H. lazulina 2, lazl: H. lazulina 1, 1az3: H. lazuling 3

Incelenen Tir Isimleri lind |[lin3 |linl {lin5 |laz2z |lazl |laz3

Bantlarin varlig1 veya yoklugu 0 0 0 1 1 1 1




Sekil 4.10. Sekil 4.9°daki Hyacinthella turleri ve bireylerinin sintax progranu ile
hazirlanmis dendrogrami

1. H. lineata 4

. H. lineata 3

. H. lineata 1

. H. lineata 5

. H. lazulina 2

. H. lazulina 1

. H. lazulina 3

~I N B W N
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4.6. RAPD-PCR aracihgr ile H. hispida, H campanulata, H lazulina ve H.

heldreichii Tiirleri Arasindaki Genetik Uzakliklar

Sckil

Hat 1:
Hat 2:
Hat 3:
Hat 4:
Hat 5
Hat 6:

Hat 7:

Hat &:

12345678

4.11. Bazi Hyacinthella  tirleri ve bireylerinin O-1 primeri ile rastgele
cogaltilmis PCR triinlerinin agaroz jel elektroforezi

H. hispida 1

H. campanulata 1
H. campanulata 4
H. campanulata 2

H lazulina 2

I lazulina 1
H. heldreichii 2
DNA Ladder
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Tablo 4.6. Sekil 4.11.°deki Hyacinthella turleri ve bireylerine ait DNA bant
sayilarinin kargilagtirmali sonuglari. O sayist bant yoklugunu, 1 sayis1 bant varligim
gostermektedir. hisl: H. hispida 1, caml: H. campanulata 1, cam4: H. campanulata
4, cam2: H. campanulata 2, laz2: H. lazulina 2, lazl: H. lazulina 1, hel2: H.
heldreichii 2

Incelenen Tir Isimleri hisl |caml |cam4 |cam2 |laz2 |[lazl |hel2

Bantlarin varligi veya yoklugu 1 1 0 1 1 1 1
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Sekil 4.12. Sekil 4.11°deki Hyacinthella turleri ve bireylerinin sintax programi ile
hazirlanmig dendrogrami

1. H. hispida 1

2. H. campanulata 1

3. H. campanulata 4

4. H. campanulata 2

5. H. lazulina 2

6. H. lazulina 1

7. H. heldreichii 2
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4.7. RAPD-PCR aracilig1 ile H heldreichii, H campanmulate, H lazuling, H
glabrescens ve H. hispida Tiirleri Arasindaki Genetik Uzakliklar

1234567 8

Sekil 4.13. Baz1 Hyacinthella tiirleri ve bireylerinin O-5, O-2 primerleri ile rastgele
cogalulmis PCR tirtinlerinin agaroz jel elektroforezi

Hat 1: DNA Ladder

Hat 2. H. heldreichii 3

Hat 3: /1 campanulata 1

Hat 4: H lazulina 5

Hat 5: . lazulina 6

Hat 6: H. glabrescens 3

Hat 7. H. glabrescens 2

Hat 8: H. hispida 2



Tablo 4.7. Sekil 4.13.°deki Hyacinthella tirleri ve bireylerine ait DNA bant
sayilariin Kkargilastirmali sonuglari. O sayist bant yoklugunu, 1 sayist bant varligini
gostermektedir. hel3: H. heldreichii 3, caml: H. campanulata 1, 1az5: H. lazulina 3,
laz6: H. lazulina 6, gla3: H. glabrescens 3, gla2: H. glabrescens 2, his2: H. hispida 2

Incelenen Tiir Isimleri hel3 |[caml [laz5 |laz6 |gla3 |gla2 |his2
Bantlarin varligi veya yoklugu 0 1 0 0 1 1 0
0 1 0 0 0 0 0
0 1 0 0 1 1 1
1 1 1 0 0 0 0
0 1 1 0 1 1 1
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Sekil 4.14. Sekil 4.13’deki Hyacinthella turleri ve bireylerinin sintax programi ile

hazirlanmig dendrogram

1

2
3
4
5
6
7

. H. heldreichii 3

. H. campanulata |
. H. lazulina 5

. H. lazulina 6

. H. glabrescens 3
. H. glabrescens 2
. H. hispida 2
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4.8. RAPD-PCR aracihgi ile H. lazulina, H. hispida ve H. lineata Tiirleri Arasindaki
Genetik Uzakliklar

12345678

Sekil 4.15. Bazi Hyacinthella tirleri ve bireylerinin O-7 primeri ile rastgele
¢ogaltilmis PCR triinlerinin agaroz jel elektroforezi

Hat 1: DNA Ladder

Hat 2: H. lazulina 1

Hat 3: H. hispida 1

Hat4: H lazulina 5

Hat 5: H. lineata 1

Hat 6: H. lineata 2

Hat 7: H. lineata 3

Hat 8: H. lineata 4
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Tablo 4.8. Sekil 4.15.°deki Hyacinthella turleri ve bireylerine ait DNA bant
saytlarinm kargtlagtirmali sonuglar. 0 sayist bant yoklugunu, 1 sayist bant varhgim
gostermektedir. lazl: H. lazulina 1, hisl: H. hispida 1, 1az5: H. lazulina 5, linl: H.
lineata 1, in2: H. lineata 2, in3: H. lineata 3, lind: H. lineata 4

Incelenen Tiir Isimleri lazl |hisl |{laz5 |lin1 {lin2 |lin3 |lin4
Bantlarin varligt veya yoklugu 0 0 1 0 0 0 0
0 0 1 0 0 0 0
0 0 1 0 0 0 0
0 0 1 0 0 0 0
1 0 1 1 1 1 1
0 1 1 0 0 0 0
0 0 1 0 0 0 0




54

o =} o o o o o o =}
= I W - a ) -l 0 0
1 1 1 I 1 ) L H 1

1

4

5

Sekil 4.16. Sekil 4.15°deki Hyacinthella turleri ve bireylerinin sintax programu ile
hazirlannmg dendrogramu

1. H. lazulina 1

2. H. hispida 1

. H. lazulina 5

. H. lineata 1

. H. lineata 2

. H. lineata 3

. H. lineata 4
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4.9. RAPD-PCR aracilig1 ile H. heldreichii, H. lazulina, H. hispida, H. lineata ve H

campanulata Tiirleri Arasindaki Genetik Uzakliklar

12345678

Sekil 4.17. Bazi Hyacinthella tiirleri ve bireylerinin O-11, O-3 primerleri ile rastgele
¢ofaltilmis PCR drtinlerinin agaroz jel elektroforezi

Hat 1: DNA Ladder

Hat 2: H. heldreichii 3

Hat 3: H. heldreichii 5

Hat 4: H. heldreichii 4

Hat 5: H. lazulina 4

Hat 6: I hispida 4

Hat 7: H lineata 5

Hat 8: I campanulata 4



Tablo 4.9. Sekil 4.17.°deki Hyacinthella tirleri ve bireylerine ait DNA bant
sayilarimin karsilastirmali sonuglari. 0 sayist bant yoklugunu, 1 sayist bant varligim
gostermektedir. hel3: H. heldreichii 3, helS: H. heldreichii 5, held: H. heldreichii 4,
lazd: H. lazulina 4, his4: H. hispida 4, lin5: H. lineata 5, cam4: H. campanulata 4

Incelenen Tiur Isimleri hel3 |hel5 |[hel4 |lazd4 |his4 |linS |cam4
Bantlarin varligt veya yoklugu 0 0 0 0 0 1 1
0 0 0 0 0 1 0
0 0 0 0 0 1 1
0 0 0 0 0 1 0
1 1 1 0 0 0 0
0 0 0 1 1 0 0
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Sekil 4.18. Sekil 4.17°deki Hyacinthella tirleri ve bireylerinin sintax programi ile
hazirlanmig dendrogrami

1. H. heldreichii 3

2. H. heldreichii 5

3. H. heldreichii 4

4. H. lazulina 4

5. H. hispida 4

6. H. lineata 5

7. H. campanulata 4



4.10. RAPD-PCR araciligr ile A campanulata ve H. lineata Turleri Arasindaki

Genetik Uzakliklar
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Sekil 4.19. Baz1 Hyacinthella tiirleri ve bireylerinin O-11, O-3 primerleri ile rastgele
cogaltilmig PCR lirlinlerinin agaroz jel elektroforezi

Hat 1: DNA Ladder Plus
Hat 2: H. campanulata 3
Hat 3: H. campanulata 1
Hat 4: H campanulata 5
Hat 5: H. campanulata 2
Hat 6: H. lineata 4
Hat 7: H. lineata 5
Hat 8: . lineata 3
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Tablo 4.10. Sekil 4.19°daki Hyacinthella turleri ve bireylerine ait DNA bant
sayilarimin kargilastirmal sonuglari. O sayist bant yoklugunu, 1 sayisi bant varhigim
gostermektedir. cam3: H. campanulata 3, caml: H. campanulata 1, cam5: H.
campanulata 5, cam2: H. campanulata 2, lin4d: H. lineata 4, 1in5: H. lineata 3, lin3:
H. lineata 3

Incelenen Tiir Isimleri cam3 |caml |cam5 |cam2 [lin4 |lin5 |lin3
Bantlarin varhigi veya yoklugu 0 0 0 0 0 0 1
1 1 1 1 0 0 0
1 1 1 1 1 0 1
0 0 0 0 1 0 0
0 0 0 0 1 0 0
0 0 0 0 1 1 0




60

=] o o = o o o o o
- N t & t o ~ ® W
1 1 1 1 H 1 1 1 1
1
=2
3
4
7
5
& F—

Sekil 4.20. Sekil 4.19°daki Hyacinthella turleri ve bireylerinin sintax programi ile
hazirlanmus dendrogrami

. H. campanulata 3

2. H. campanulata 1
3. H. campanulata 5
4. H. campanulata 2
5. H. lineata 4
6
7

[u—

. H. lineata 5
. H. lineata 3
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4.11. RAPD-PCR araciign ile H. glabrescens, H. hispida ve H. lineata Tiirleri
Arasindaki Genetik Uzakliklar

12345678

Sekil 4.21. Bazi Hyacinthella tiirleri ve bireylerinin O-11, O-3 primerleri ile rastgele
¢ogaltilmig PCR triinlerinin agaroz jel elektroforezi

Hat 1: DNA Ladder Plus

Hat 2: H. glabrescens 4

Hat 3: H. hispida 2

Hat 4: A hispida 4

Hat 5: /1. hispida 5

Hat 6: H. hispida 1

Hat 7: H. hispida 3

Hat 8: . lineata 2
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Tablo 4.11. Sekil 4.21°deki Hyacinthella tiirleri ve bireylerine ait DNA bant
sayllanmn kargilagtirmal sonuglan. 0 sayis1 bant yoklugunu, 1 sayist bant varligim
gostermektedir. glad: H. glabrescens 4, his2: H. hispida 2, his4: H. hispida 4, his5:
H. hispida 5, hisl: H. hispida 1, his3: H. hispida 3, in2: H. lineata 2

Incelenen Tiir Isimleri glad4 |his2 |his4 |his5 [hisl [his3 |[lin2

Bantlarin varligi veya yoklugu 0 0 0

oSO
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Sekil 4.22. Sekil 4.21°deki Hyacinthella tirleri ve bireylerinin sintax programu ile
hazirlanmig dendrogram

1. H. glabrescens 4

2. H. hispida 2

3. H. hispida 4

4. H. hispida 5

5. H. hispida 1

6. H. hispida 3

7. H. lineata 2



Bu ¢aligmada kullamlan Hyacinthella cinsi tir ve bireylerine ait agaroz jel
elektroforezinden ¢ekilmis fotograflari, DNA bantlann ve bu bantlann varil ve
yoklugundan faydalamlarak sintax programu ile hazirlanmig dendrogramlan sonuglar

boliimiinde verilmigtir. Buna gore;

H.hispida, H. campanulata, H. acutiloba tirleri O-5 primeri ile RAPD-PCR
araciifryla amplifiye edildi ($ekil 4.1). Bu primerle yapilan dendrograma gore (Sekil
4.2), aym olan bireyler arasinda oldukga polimorfizm goriildi, tiirlerinde birbirlerine
genetik bakimdan oldukga uzak oldugu goriildi. Bu primer tiir ayinimi igin uygundur.

H. hispida, H. glabrescens, H. acutiloba ve H. lazulina tirleri O-5 primeri ile
RAPD-PCR’a tabi tutuldu (Sekil 4.3). Sintax ile hazirlanmig bu primerle yapilan
dendrograma gore (Sekil 4.4), H. hispida ile H. lazulina bireylerinden biri birbirinin
aym bulundu. H. acutiloba ile H. glabrescens de birbirinin aym bulundu. Digerleri
genetik bakimdan birbirine oldukga uzak bulundu. Tir iginde fazla polmorfizm

goriildii. Bu primer tiirler arasi polimorfizm i¢in uygun degildir.

Sekil 4.5 de H.hispida, H. campanulata ve H. acutiloba tirlerinin bireyleri O-
4 primeri ile RAPD-PCR iriinleri gorillmektedir. Bununla ilgili bu primerle yapilan
dendrograma gore (Sekil 4.6), H. hispida nin (g bireyi, H. campanulata’nin bir bireyi
ve H. acutiloba birbirinin aym bulunurken diger bireylerle genetik bakimdan oldukga
uzak oldugu gorildi. Bu primer H. hispida’ya 6zgii bir primerdir. H. hispida’da tir

_ i¢i polimorfizm az oldugu gorildi.

H. glabrescens. H. acutiloba, H. hispida tiirleri Q-4 primeri ile RAPD-PCR’1
yapildi (Sekil 4.7). Sekil 4.8°deki bu primerle yapilan dendrograma gore H.
glabrescens’in iki bireyi ve H. acutiloba birbirinin aym, digerleri birbirine genetik
bakimdan uzak bulundu. H. glabrescens’de tir i¢i polimorfizm az oldugu goriildii. Bu

primer tiirlerin ayirm igin uygundur.
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Sekil 4.9°da H. lineata’min dort bireyi ile H. lazulina’nin ¢ bireyinin O-4
primeri ile RAPD-PCR iiriinleri gorilmektedir. Sekil 4.10°daki bu primerle yapilan
dendrograma gore H. lineata’mn tig bireyi genetik uzakliklarina bakildiginda birbirinin
tamamen aym oldugu gorulda, fakat H. lineata tirintn bir bireyi diger bireylere
genetik olarak uzak oldugu gorildi. H. lazulina bireyleri ise genetik olarak birbirinin
aynt bulundu. H. lineata’nn bir bireyi genetik olarak bakilinca daha yakin bulundu.
Tir i¢i polimorfzm H. lineata ve H. lazulina’da az gorildi (H. lineata 5 harig). Bu iki

tir birbirinden bu primer ile aynlabilir.

Sekil 4.11°de gorildiigi tizere H. hispida. H. campanulata, H. lazulina ve H.
heldreichii turleri O-1 primeri ile RAPD-PCR’a tabi tutuldu. Bu primerle yapilan
dendrograma gore (Sekil 4.12), H. hispida’mn H. heldreichii’nin bir bireyi ile benzer
gorildi. H. campanulata bireylerinin genetik uzakliklan sifir bulundu. Bunlara en
uzak H. campanulata 1 bireyi bulundu. H. lazulina bireyleri ise genetik olarak
bakilinca H. campanulata bireylerine daha yakin bulundu. Tiirler arasi polimorfizmin
az tiir i¢i polimorfizmin fazla oldugu goriildi.

H. heldreichii, H. campanulata, H. lazulina, H. glabrescens ve H. hispida
turleri O-12, O-2 primerleri ile multipleks PCR (birden fazla primerin aym: anda
kullamlmasi) ile amplifiye edildi (Sekil 4.13). Bu primerle yapilan dendrograma gore
(Sekil 4.14), H. glabrescens bireyleri birbirinin aym bulunurken H. glabrescens
bireyleri ile H. hispida arasinda genetik bakimdan digerlerine nazaran daha az uzak
oldugu gorildi. Diger bireyler birbirlerine genetik bakimindan uzak bulundu. H.

glabrescens’de tir igi polimorfizm gorilmedi.

H. lazulina, H. hispida, H. lineata tirlerinin bireyleri O-7 primeri ile amplifiye
edildi (Sekil 4.15). Bu primerle yapilan dendrograma gore (Sekil 4.16), H.
lazulina’nin bir bireyi H. lineata’nin dort bireyi ile birbirinin aym bulunurken, diger
bireyler arasinda genetik bakimindan oldukga uzak oldugu goriildii. Tiirler arast ve tiir

i¢i polimorfizmin az oldugu gérilda (A. hispida ve H. lazulina harig).
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Sekil 4.17°de goruldigi gibi H. heldreichii, H. lazulina, H. hispida, H.
lineata ve H. campanulata tiirlerinin bireyleri O-11, O-3 primerleri ile multipleks PCR
ile amplifiye edildi. Bu primerle yapilan dendrograma gore (Sekil 4.18), H.
heldreichii’nin Gi¢ bireyi de birbirinin ayni, H. lazulina ve H. hispida birbirinin aym, H.
lineata ve H. campanulata digerlerine nazaran birbirlerine genetik bakimdan biraz
daha uzak oldugu gorildi. Bu gruplar birbirlerine oldukga uzak bulundu. Tirler arasi
polimorfizm goriilirken tiir i¢i polimorfizm goriilmedi. Bu primer H. lazulina ve H.

hispida harig tirler arasi polimorfizm i¢in uygundur.

H. campanulata ve H. lineata tirlerinin bireyleri O-11, O-3 primerleri ile
multipleks PCR ile amplifiye edildi (Sekil 4.19). Bu primerle yapilan dendrograma
gore (Sekil 4.20), H. campanulata’nin dort bireyi tamamen birbirlerinin ayni, H.
lineata ile birbirinden genetik bakimdan uzak oldugu gorilda. A. lineata’min kendi
bireylerinin de birbirlerine olduk¢a uzak bulundu. H. lineata’da tir igi polimorfizm

fazla gorilurken H. campanulata’ da tir igi polimorfizm goriilmedi.

H. glabrescens, H. hispida ve H. lineata tirleri O-11, O-3 primerleri ile
multipleks PCR yapild1 (Sekil 4.21). Bu primerle yapilan dendrograma gore (Sekil
4.22), H. glabrescens ile H. hispida bireyleri birbirlerine olduk¢a uzak goriiliirken AH.
hispida bireyleri arasida ¢ok az da olsa genetik bakimdan uzak oldugu goérildi. H.
hispida bireylerinden biri H. lineata ile aym bulundu. Turler arasi ve tir igi
polimorfizm goriildi. Bu primer sistematik agidan uygun degildir. Yapilan galismanin
sistematik acgidan bitki turlerini ayrmada kullamlabilecek en uygun primer O-1
bulundu .Sistematik caligmalar agisindan daha etkili ayimm yapilabilmesi rRNA
genlerine uygun primerler sentezlenerek ribotiplendirme daha uygun olacaktir. Tirler
arast ve tir i¢i polimorfizmin detayh olarak belirlenmesi igin daha fazla sayida primer
kullanilmalidir.

Calismamizda Hycinthella tirleri arasindaki geneyik uzakliklarin bulunmasina
¢aligildi. Bazi primerlere gore tiriin bireyleri genetik bakimdan birbirinin aym

bulunurken bazi primerlere gore de bazi tirlerin bireyleri arasinda oldukga
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polimorfizm gorilldi. Ornegin, H. hispida, H. lineata ve H. glabrescens bireyleri
arasinda oldukga polimorfizm goriildi. ’
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