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OZET

Yiiksek Lisans

ERZINCAN ILINDE ENDEMIiK OLARAK YETIiSEN VE YOK OLMA
TEHLIKESINDE OLAN Sonchus erzincanicus TURUNUN POPULASYON
GENETIGININ MOLEKULER YONTEMLERLE ARASTIRILMASI VE KORUMA
STRATEJILERININ GELISTIRILMESI

Pinar KURT

Erzincan Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dal1

Danisman: Dog. Dr. Nalan YILDIRIM DOGAN

Bu ¢alisma, Erzincan ilinde dogal yayilis gosteren endemik ve yok olma tehlikesinde olan S.
erzincanicus tiiriiniin Eksisu, Bessaray ve Saztepe populasyonlarinin RAPD yontemi ile
populasyon genetiginin belirlenmesi ve elde edilen veriler ile tiirlin korunmasina yonelik
koruma stratejilerinin gelistirilmesi amaciyla gergeklestirilmistir. Elde edilen veriler,
Popgene Version 1.32 istatistik programi ile analiz edilmistir. Populasyon igi
degerlendirmeler Jaccard (1908)’in benzerlik indeksine gore, populasyonlar arasi
degerlendirmeler SPSS V.16 ile hesaplanmus, UPGMA yoéntemi ile dendrogramlar
hazirlanmigtir. 16 RAPD primeri kullanilmis ve 250- 3000 bg biiyiikligiinde 125 bant elde
edilmistir. Populasyonlar arasinda polimorfizm orani en fazla olan Begsaray (%84,80), en az
olan ise Eksisu populasyonudur (%58,40). Genetik mesafe degerlerine gore birbirine en
yakin populasyonlar Begsaray ve Eksisu (D= 0,9671), birbirine en uzak populasyonlar ise
Eksisu ve Saztepe (D= 0,0639)’dir. Populasyonlar arasindaki gen akigi (Nm) 1,71, genetik
farklilagma degeri (Gst) 0,127 olarak hesaplanmigtir. Basta Eksisu populasyonu olmak iizere
S. erzincanicus tiriiniin Erzincan ilinde yetismekte oldugu tiim populasyonlarin 6ncelikli

olarak in-situ ve daha sonra ex-situ olarak korunmasinin gerektigi saptanmustir.
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ABSTRACT

Master Thesis

THE MOLECULAR RESEARCH AND DEVELOPING PROTECTION
STRATEGIES FOR POPULATION GENETICS OF Sonchus erzincanicus, A
SPECIES LIVING ENDEMICALLY IN ERZINCAN AND ON THE EGDE OF
EXTINCTION

Pinar KURT

Erzincan University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Nalan YILDIRIM DOGAN

This study was carried out so that the population genetics of the population of Eksisu,
Besasray and Saztepe of S.erzincanicus — a species that is on edge of epidemic and
extinction in Erzincan province using molecular methods and so that strategies can be
developed in order to preserve the species with the data collected. The data collected were
analysed using Popgene Version 1.32 statistics program. The intra-population assessment
was done according to Jaccard (1908), the intra-population assessment was calculated using
SPSS V.16, dendrograms were prepared using UPGMA method. 16 RAPD primer were used
and 125 bands at a size of 250-300 bc were obtained. Bessaray (84.80%) returned the most
polimorfizm rate among the populations while Eksisu returned the least (58.40%). The
closest populations according to genetic distance values are Begsaray and Eksisu (D=0.9671)
and the farthest populations are Eksisu and Saztepe (D=0.0639). The gene flow between
populations (Nm) was calculated as 1,71 while genetic differentiation (Gst) was calculated as
0.127. It was determined that all populations living in Erzincan province, being Eksisu
population primarily, must be preserved as in-situ — in the first place — and ex-situ, in the

latter phase.
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1. GIRIS

Tiirkiye, cografi konumu, iklimsel 6zellikleri ve fiziki 6zelliklerinden dolay1 oldukca
zengin bir floraya sahiptir. Ulkemizde endemik bitki tiirii sayis1 yaklasik olarak %
33,5°dir. En fazla endemik tiire sahip olan familya Asteraceae familyasidir.

Asteraceae familyasina ait endemizm oran1 % 38’dir (Kaya ve Aksakal, 2005).

Sonchus L. cinsi, Asteraceae familyasina aittir. Bu cins, Orta Amerika ve Giiney
Amerika diginda diinyada genis bir dagilima sahiptir (Leventer, 2012). Sonchus
cinsinin Avrupa florasinda 14 taksonu bulunmaktadir. Bu taksonlar, S. asper (L.) Hill
subsp. asper, S. asper (L.) Hill subsp. glaucescens (Jordan) Ball, S. tenerrimus L., S.
oleraceus L., S. maritimus subsp. maritimus, S. maritimus subs. aquatilis (Pourret)
Nyman, S. palustris L., S. crassifolius Pourret ex Willd, S. arvensis L. subsp.
arvensis, S. arvensis L. subsp. uliginosus (Bieb.) Beg, S. postulatus L. ‘tur.
Ulkemizde ise Sonchus L. cinsi , S. maritimus L., S. asper (L.) Hill subsp.
glaucescens (Jordan) Ball, S. arvensis L. subsp. arvensis, S. arvensis L. subsp.
uliginosus (Bieb.) Beg, S. tenerrimus L., S. oleraceus L., S. palustris L. ve S.
erzincanicus Matthews taksonlar: ile temsil edilmektedir (Davis vd., 1975). Sonchus
L. cinsine ait genel morfolojik ozellikler; tek yillik, iki yilik veya cok yillik
bitkilerdir. Govde yapraklar genellikle govdeyi sarici, tamdan pinnatifite, sapsiz ve
dikencikli-dislidir. Kapitula ligulat, involukrum testi-¢cans1 ya da silindirik sekilde;
brakteler imbrikat, cok siralidir. Reseptakulum c¢iplak ve ¢ukurlu yapida, akenler
obovat veya oblanseolat, tiiysiiz, yassi, her yiizii 1-5 damarl, gagasizdir. Papus
tiiyleri 2 sira halinde, beyaz, ince sert killar ve daha ince damarsi killar ile kaplidir

(Davis, 1975).

S.erzincanicus’un genel goriinimii Sekil 1.1°de verilmektedir. Bitkinin Cronquist

Sistemi’ne gore bitkiler alemindeki yeri asagidaki sekildedir.



Regnum : Plantae

Division : Magnoliophyta

Class : Magnoliopsida (dicotyledons)
Subclass : Asteridae

Order . Asterales

Family : Asteraceae

Genus : Sonchus L.

Species . S. erzincanicus Matthews

Sekil 1.1. S. erzincanicus 'un genel goriinimi (http://www.dogadernegi.net/)

S. erzincanicus tiirii, ¢ok yillik, otsu, ortalama 130 cm boyunda; kapitula 1,5-2 cm
genisliginde; akenlerin her bir ylizii 1-2 damarli, alt yapraklar rozet, dikdortgen,
eliptik sekilli, tiylii ve dikenlidir. Yaprak sapi1 parlak sar1, akenler 3-4 mm, hafif disa
kivrikdir. Ayrica ¢igeklenme donemi Haziran - Eyliil aylaridir.

S. erzincanicus tiirliniin yetistigi ortamlar; yerlesim yerleri, tarim alanlari, meralar,

mesire alanlari, atik alanlar1 ve yol kenarlaridir. Ancak tiir, bu ortamlarin icerdigi



risklerden dolayr sinirli bir alanda kiiglik populasyonlar halinde bulunmaktadir.
Erzincan ¢evresinde Kova olarak adlandirilan Junchus heldrecihianus subsp.
orientelis bitkisi ile olusturulan torf i¢inde yasamaktadir. J. helderichianus subsp.
orientalis bitkisi Erzincan Ovasinda yaygin olarak bulunmaktadir. Bu bitki, S.
erzincanicus’un alt yapraklarini giinesin zararl etkisinden korudugu, topraktaki
organik madde miktarin1 artirdigt ve topraktaki nem oranimi belirli oranda
tuttugundan, S. erzincanicus i¢in uygun bir yasam ortami saglamaktadir (Aslay ve
Kandemir, 2009).

S. erzincanicus tiirii endemik bir tiir olup diinyada sadece Erzincan da sinirlt bir
alanda yayilis gostermektedir. 1957 yilinda Erzincan Ovasi’nin dogusunda, hafif
tuzlu batakliklardan toplanan Sonchus cinsine ait 6rneklerin yeni bir tiir oldugu
belirlenmistir. Tiir, 1974 yilinda S.erzincanicus Matthews olarak bilim diinyasina
tanitilmistir (Davis, 1975). S. erzincanicus tiirii, Erzincan da taban suyunun ¢ok
yiiksek olmadigi, nemli topraklarda yetismektedir. Tiir, hafif tuzlu, kuvvetli alkali,
yogun Kkilli, kiregli ve organik madde bakimindan zengin ortamlarda yetismektedir.
Ayrica tiir, hafif bazik ve diisiik organik madde igeren topraklarda da zaman zaman
yetisebilmektedir. Ancak tiiriin, toprak neminin diisiik oldugu ortamlarda yavas
gelistigi goriilmistir (Kandemir vd., 2006). Tir 2004 yilinda yeniden tespit
edilmistir (Ozhatay, 2006). Kurutma calismalari, bilingsiz ve asir1 otlatma, yasam
alanlarinin tahrip edilmesi gibi nedenlerden dolayr yok olma tehlikesi altindadir.
Avrupa Yaban Hayatini Koruma Sozlesmesinde (Bern Sozlesmesi) de belirtildigi
sekilde, kiiresel 6lgekte korunmasi gereken tiirler arasinda yer almaktadir (Ozhatay
vd., 2005).

Tiiriin yasam alanlarindan biri olan Eksisu Sazhig1 ve cevresinde DSI tarafindan
yapilan kurutma calismalar1 ve asir1 otlatma ile tiir de, birey sayisinda azalma,
gelisiminde yavasglama ve morfolojik olarak farkliliklar meydana gelmistir. Belirtilen
nedenlerden dolay: tiirlin yasama sansi azalmis ve zaman igerisinde alanda yok
olmustur. Bu da biyolojik cesitliligin zarar gérmesine ve tiir populasyonlar

arasindaki baglantinin kopmasina, tiire ait populasyonlar arasindaki genetik



cesitliligin  azalmasina neden olmustur (Aslay ve Kandemir, 2009). S.
erzincanicus’un IUCN tehdit kategorisi Endangered (EN) dir (Ekim vd., 2000;
Ozhatay, 2006).

Yapilan ¢alismalar ve gozlemler sonucunda gelecek bes yil iginde tiire ait
populasyonun birey sayisinda en az % 85 oraninda azalma olacagi ve bunun
sonucunda tirtin yeni IUCN Kkategorisinin Critically Endangered olabilecegi
diistiniilmektedir (Aslay ve Kandemir, 2009).

Biyolojik ¢esitlilik, yeryiiziindeki tiim canli organizmalari, onlarin yasam alanlarini
ve genlerini kapsadigindan zaman igerisinde maruz kalacagi etkiler dolayli olarak
biitlin tiirleri etkileyecektir. S. erzincanicus tiiriiniin dogal yasam ortaminda azalmasi
ya da zaman igerisinde yok olmasi baglantili oldugu tiirleri de etkileyerek biyolojik

cesitliligin ve genetik ¢esitliligin azalmasina neden olacaktir.

Yeryliziindeki biyolojik ¢esitlilik, niifus artisinin etkisiyle tahrip olmakta ve hizla
yok olmaktadir. Bu da genetik ¢esitliligin azalmasina ve yok olmasma neden
olmaktadir. Habitat parcalanmalar1 ve habitat tahribatlar1 ile ¢evre kirliligi de

biyolojik ¢esitlilik i¢in tehlike olusturmaktadir (Frankman, 2003).

Biyolojik ¢esitlilik; genetik ¢esitlilik ve ekolojik gesitlilikten olusmaktadir. Genetik
cesitlilik, bir tiire ait kalitsal bilginin ¢esitliligidir ve canlinin ¢evreye uyumunda
onemli bir faktordiir. Ekolojik gesitlilik ise, belirli bir alanda bulunan ekosistemler ve
tiir sayisidir. Bir tiir toplulugundaki tiir sayr arttik¢a tiir ¢esitliligi de artmaktadir
(Kence, 2005).

Biyolojik cesitlilik, genetik gesitlilige baglidir ve genetik gesitlilik kaybedildiginde
zaman igerisinde biyolojik cesitlilik de yok olacaktir (Klug et al., 2011). Boylece

Uluslararas: diizeyde farkindaligi artirarak tiim diinya {lkeleri tarafindan kabul



edilmis olan Biyolojik Cesitlilik Sozlesmesi (BCS) ile genetik kaynaklarin
korunmasi konusu kiiresel boyutta degerlendirilmistir (TAGEM, 2009).

Biyolojik gesitlilik iilkelerin en onemli dogal kaynaklarindan birisidir. Biyolojik
cesitliligin korunmasinda 6nemli olan ekosistemlerin korunmasidir. Bu korumada,
ekosistemlerin degerlendirilmesi, siirdiiriilebilirliginin saglanmasi1 ve kayit altina
alinmasi ile toplumun bu kaynaklarin korunmasi konusunda bilinglendirilmesi en

onemli adimlardir (Anonim, 2003).

Biyolojik cesitliligin  korunmasi c¢alismalari, diinyanin bir¢ok yerinde koruma
alanlarin olusturulmasini saglamistir. Koruma alanlari, biyolojik ¢esitliligin
korunmasinda ve siirdiiriilebilirliginin saglanmasinda biiylik 6neme sahiptir (Putz

vd., 2001).

Son yillarda toprak, su ve havanin yam sira genetik kaynaklar da temel dogal
kaynaklar arasinda sayilmaktadir (Karagéz vd., 2010). Genetik kaynaklarin
korunmasi konusu ise glinlimiiziin 6ne ¢ikan konularindan biridir (TAGEM, 2009).
Genetik kaynaklar, canlilarin gelisiminde etkili olan genleri igerir. Bu yoniiyle bitki
1slah1 ¢aligmalarida 6nemli bir yere sahiptir. Bu nedenle iilkelerin mevcut genetik

kaynaklarin1 korumasi gerekmektedir (Karagéz vd., 2010).

Genetik cesitligi fazla olan tiirler farkli ¢evre sartlarina basarili bir sekilde uyum
yapma Ozelligine sahiptir. Bu tiirler ayn1 zamanda degisen insan ihtiyaclarini

karsilamada daha basarilidir (Aka, 2005).

Genetik ¢esitlilik, tiirlerin  hayatlarmmi  devam ettirmelerinde ve adaptasyon
yapmalarinda son derece 6nemlidir. S. erzincanicus gibi nesli tiikenme tehlikesinde
olan tiirler tekrar genetik cesitlilik olusturamayabilirler. Ozellikle izole olmus kiigiik

populasyonlar genetik etkilere karsi daha duyarhidirlar (Klug et al., 2011).



Tiirlerin dogada bulunma durumlarina goére smiflandirilmasinda; nesli tiikenmis
olanlar (EX), nesli tiikenme tehlikesi tasiyan tiirler (EN), kaybolma egiliminde olan
tirler (VU), nadir olarak bulunan tiirler (R), tanimlanmamuis tiirler, durumu

bilinmeyen tiirler ve tehlike altinda olmayan tiirler olarak gruplandirilmaktadir.

IUCN, Uluslararas1 Dogay1 Koruma Birligi kriterlerine gore; tiire ait birey sayisinda,
son 100 yilda %10 oraninda azalma varsa “Diisiik derece tehlike altinda (“V”
Vulnerable)’, son 20 yilda %20 oraninda azalma varsa “Orta derece tehlike altinda
(“EN” Endangered), son 10 yilda %50 oraninda azalma varsa “Yiiksek derece tehlike
altinda (“C.EN” Critically Endangered) olarak gruplandirilmistir. [IUCN, Uluslararasi
Dogayr Koruma Birligine gore; memeli tiirlerinin %251, kuslarin %1171,
stirlingenlerin %20°si, damarl bitkilerin %12’si, baliklarin %30°’u tehlike altindadir
(Klug et al., 2011). Bu tiirlerin dogal yasam ortamlarinin biyolojik verimliligi devam

ettirecek sekilde korunmasi gerekmektedir.

Koruma ekolojisi, biyolojik aktivitelerin devamini saglayacak alanlarin dengeli ve
bilingli kullanilmasi ve biyolojik kaynaklarin yok olmasii Onleyerek gelecek
nesillere aktarilmasmi saglayacak tedbirler almayr amaglamaktadir (Oztiirk
vd.,1992). Koruma ekolojisi ile tiirlerin devami saglanarak gerek biyolojik
cesitliligin ve gerekse de genetik ¢esitliligin kontrol altina alinmas1 amaglanmaktadir.
Ayrica biyolojik maddelerin stirekli iiretiminin yaninda yenilenme gsansi olmayan
kaynaklarin yok olmasi da engellenecektir. Amag sadece nadir tiirlerin korunmasi

degil, mevcut kaynaklarin diizenli kullanimini1 da saglamaktir.

Koruma ise gen havuzunda mevcut genetik ¢esitliligin daha sonra kullanilmak tizere
saklanmasidir. Bu islem her bir bitki i¢in farkli sekillerde gerceklestirilmektedir.
Temelde iki koruma sistemi vardir. Bunlar, yerinde (in situ) ve yeri disinda (ex Situ)

koruma stratejileridir (Karagoz vd., 2010).



In situ koruma; dogal kaynaklarin, dogal yasam ortamlarinda korunmalaridir. Bu tiir
koruma sisteminde, dogal yasam otamlarindaki populasyonlar cesitliligini ve
yasamini devam ettirerek yeni Ozellikler tasiyan bireylerin ortaya ¢ikmasini
saglamaktadir (Ozgen vd., 1995).

Ex situ korumada ise tohum, DNA ve ¢igek tozlarmin in vitro depolanmasi
yapilmaktadir. Ayrica botanik bahgeleri ve tarla gen bankast yoOntemleri
kullanilmaktadir. Bu yontemin bitki genetik kaynaklarim1 korumada siklikla
kullanilmasinin en énemli nedeni, bir taksonu kendi habitat1 disinda korumanin daha

ucuz ve daha kolay olmasidir (Ozgen vd., 1995).

Bu yontem ile Tiirkiye’de Ege Tarimsal Arastirma Enstitiisii, Tarla Uriinleri Merkezi
Aragtirma Enstitiisii ve Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi gen bankalarinda

koruma caligmalar1 yapilmaktadir (Kaya vd., 1997).

S. erzincanicus tiirii de yok olma tehlikesinde oldugundan genetik kaynaklarinin
uygun yontemlerle korunmasi gerekmektedir. S. erzincamicus’ un ¢ok smirl bir
alanda yetismesi ve uzun siire ortadan kaybolup son yillarda tiire tekrar rastlanmig
olunmasi gibi nedenlerden dolayr iizerine yapilmig yeterince arastirma

bulunmamaktadir. S. erzincanicus ile ilgili yapilan ¢alismalar;

Kandemir vd. (2006), S. erzincanicus Matthews (Asteraceae) tiiriiniin morfolojik,
anatomik ve palinolojik karakterleri ve ekolojik oOzelliklerinin belirlenmesi igin
calisma yapmislardir. Calismada, tiiriin yaprak ozellikleri, tahil polenleri ve yasam
alanlar1 belirlenmistir. Yapraklarin yiizey bolgeleri ve yaprak saplari enine kesitleri

anatomik olarak ilk kez ortaya konmustur.

Yigit vd. (2006), S. erzincanicus tiiriiniin aerial kismindan antibakteriyel ve

antikandidal aktivitelerinin belirlenmesi i¢in ¢alisma yapmuislardir.



Aslay ve Kandemir (2009), S. erzincanicus tiiriiniin korunmasi igin yaptiklar
caligmada, tiiriin Erzincan Ovasindaki dagilimlari, tehditleri ve bu tehditlerin etkileri
belirlenmistir. Dogal kosullarda tohumlarindan ¢ogalamayan tiirtin kiiltiir ortaminda

iretilen fideleri dogal ortamina aktarilmistir.

Ozgen vd. (2010), S. erzincanicus tiiriiniin fitokimyasal dzelliklerin belirlenmesi igin

calismalar yapmislardir.

Mavi vd. (2011), S. erzincanicus ekstraklarmin antioksidan ve antimikrobiyal
aktivitelerinin belirlenmesi i¢in yaptiklar1 ¢alismada, tirlin metanol ve su
ekstraktlariin  lipid  peroksidasyonu engelleyici aktiviteleri, 2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl (DPPH) radikali siipiiriicii etkileri ve total fenolik miktarlar
belirlenmistir. Tiirlin metanol ve su ekstraktlarinin in vitro olarak lipit
peroksidasyonu engelleyici oldugu ve bazi mikroorganizma tiirleri icin

antimikrobiyel etki yaptiklari tespit edilmistir.

S. erzincanicus Erzincan ilinde endemik olarak yayilis gosteren ve nesli tikkenme
tehlikesinde olan bir tiir olup, tiir ile ilgili ¢alismalar sinirl sayidadir. Bu ¢alismada;
S. erzincanicus tiiriiniin Erzincan’da 3 farkli lokalitedeki populasyonlarinin genetik

cesitliliginin arastirilmast amaglanmaktadir.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1. Molekiiler Markirlar

2.1.1. Molekiiler markirlarin 6zellikleri

Tiirlere ait genetik bilgilerin belirlenmesine dair ¢alismalarda, genetik gesitliligin ve
genetik iligkilerin ortaya konmasinda kullanilan bilgiler genellikle botanik
kaynaklardan elde edilmektedir. Botanik kaynaklarin tercih edilmesinin nedeni
giivenirliginin yiiksek olmasidir (Harlan and De Wet, 1973). Botanik kaynaklarda en
cok tercih edilen molekiiller markirlardir. Molekiiler markirlar DNA kaynakh
oldugundan bitki sistematigi caligmalarinda, bitki populasyon genetigi ¢alismalarinda
giivenilir sonuglar elde edilebilmektedir (Glilsen ve Mutlu, 2005).

Bireyler arasindaki genetik farkliligin temeli gen dizilimindeki farkliliklardir. Tiir ici
ve tiirler arasi1 genetik farkliliklarin belirlenmesi bireylerin DNA’larinin molekiiler
diizeyde karsilastirilmas: ile miimkiindiir. Baz siralarindaki bu farkliliklarin ortaya
¢ikarilmasinda genetik markirlar kullanilarak, bireylere ait genetik varyasyonlar
belirlenebilmesi, genom haritalarinin yapilmasi, kalitsal hastaliklarin teshisi ve bitki

1slah1 ¢aligmalar yapilabilmektedir.

Molekiiler markirlar, DNA markirlar1 olarak da adlandirilmaktadir. Molekiiler
markirlar, genomda herhangi bir gen bolgesi ya da gen bolgesi ile iligkili biyolojik
etkisi olmayan ve nesillere aktarilan DNA pargasidir. Molekiiler markir yontemleri
DNA daki polimorfik bolgelerin belirlenmesini esas alir. Bir molekiiler markirda
basarili sonuglar alinabilmesi igin, polimorfik olmasi, genom boyunca bulunmasi,
kolay uygulanabilir olmasi, analizinin kolay olmasi, ortam sartlarindan

etkilenmemesi ve tekrarinin miimkiin olmasi gerekmektedir (Aygiin, 2006).

Molekiiler markirlarin avantajlari,
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v' Cekirdek, kloroplast ve mitokondri gibi organel genomlarindan ayri ayri
calisilabilir,

v" Genetik degisiklikleri daha ¢ok yansittiklari i¢in daha az pleiotrofiktir (bir genin
birden fazla karakteri kontrol etmesi),

v Her bir ebeveynden gelen karakterler tespit edilebilir ve bitkilerin genetik
orijinine ulasilabilir,

v" Sonsuz sayida molekiiler markir elde edilebilir (Altun, 2006).

Molekiiler markirlar, hibridizasyona dayali molekiiler markirlar ve PCR temeline

dayali molekiiler markirlar olarak 2’ye ayirilmaktadir.

2.1.2. Hibridizasyona dayalh molekiiler markirlar

2.1.2.a. RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism\Kesilmis Parca

Uzunluk Polimorfizmi) yontemi

RFLP markirlar1 ilk olarak kullanilan hibridizasyona dayali markir sistemidir.
Genetik analizlerde siklikla kullanilan bir yontemdir. RFLP yonteminde, izole edilen
genomik DNA, 6zel enzimlerle kesilir. Bu yontem, prop DNA’nin melezlendigi
DNA etrafindaki farkli kesim yerlerinin saptanmasi esasina dayanir (Eris ve Giilen,
2004).

Bireylere ait bantlarin karsilastirilmasi, enzimlerle kesilen DNA’larin uzunluklariin
karsilastirilmas1t  seklinde  yapilmaktadir. DNA  uzunluklarindaki ~ farklilik
polimorfizmi ortaya koymaktadir. Bu farkliliklarin nedeni DNA’da meydana gelen

delesyon, duplikasyon ve kromozom rekombinasyonu olabilmektedir.

RFLP analizi ile farkli ¢alismalarda ayni sonuglar alinabilmektedir. Bu yontem,
genetik harita yapiminda, heterozigot bireylerin tanimlanmasinda kullanilabilir.

Ancak pahali olmasi, fazla isglici ve zaman gerektirmesi, radyoaktif madde
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kullanilmasi, fazla miktarda DNA’ya ihtiyag olmast RFLP ydnteminin
dezavantajlarindandir (Farooq and Azam, 2002).

2.1.3. PCR yontemine dayali bazi1 molekiiler markirlar

Polimeraz zincir reaksiyonu, niikleik asitlerin in-vitro olarak, uygun kosullar altinda
cogaltilmasi esasina dayanmaktadir. Hem arastirmada hem de klinik laboratuvar
tanisindaki uygulama alanlartyla biiyilk 6neme sahip olan PCR’1n gelistirilmesindeki
calismalari nedeniyle, K. Mullis, 1993 yili Nobel Kimya 6diiliinii almaya hak

Kazanmistir.

PCR, cift iplik forma sahip olan DNA’nin yiiksek 1sida denatiire olarak tek iplik
forma gegmesi ve 1siya dayanikli polimeraz enzimleri ile ¢ok sayida kopyasinin
olusturulmasidir (Halden et al., 1994). PCR kaynakli markir ¢alismalarinda 10-25 bp
uzunlugunda olan primerler kullanilir. PCR, istenilen sayida tekrarlanabilen

dongiilerden olugsmaktadir.

Bir PCR dongiisii icin gerekli olan bes ana madde vardir. Bunlar; DNA 6rnegi,
cogaltilacak bolgeyi sagdan ve soldan c¢evreleyen bir ¢ift sentetik primer,
deoksiniikleotit trifosfatlar (ANTP), yiiksek 1siya dayanikli Taq DNA polimeraz
enzimi, uygun pH ve iyon kosullarini (Mg+2) saglayan tampon karisimi ve MgCl, dir.

Molekiiler genetik ¢aligmalari i¢in bir¢ok farkli kaynak materyalden farkli yontemler
kullanilarak DNA izole edilebilmektedir. PCR’da kalip gorevi goren DNA nin temiz
ve PCR inhibitorlerinden armdirilmis olmasi, sonucu etkilemektedir. PCR da
kullanilan primer, ¢ogaltilmak istenen bolgenin iki ucuna 6zgil, bu bolgedeki baz
dizilerine tamamlayic1 6zellikte, sentetik olarak sentezlenebilen oligoniikleotidlerdir.
Bu diziler cesitli tasarim programlar1 kullanilarak hedeflenen gen bolgesine 6zgii

olarak sentezlenmektedir.
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Her PCR dongiisii birbirini takip eden 3 basamaktan olusmaktadir;

a) PCR’1n ilk basamagi olan denatiirasyon asamasinda DNA zinciri denatiire olarak,
tek zincirli hale gelmektedir. Bu asama, zincir birbirinden tamamen ayrilincaya kadar
devam ederek, 90-95°C de yaklasik 5 dk siirer. Béylece primerlerin baglanacagi alan
meydana gelir.

b) Reaksiyonun ikinci basamagi hibridizasyon agamasidir. Primerler tek zincirli hale
gelmis DNA’ya baglanir. Primerlerin DNA’ya baglanmasi ortalama 30-70°C’de
gergeklesir.

¢) PCR’1n iigiincii basamagi polimerizasyon asamasidir. Taq polimeraz enzimi ilave
edilir. Polimeraz enzimi, niikleotidleri 5’yoniinden 3’ yoniine dogru ekleyerek
primerin uzamasini saglar ve boylece hedef DNA’nin iki zincirli kopyasi olusur.
DNA dizisi 2n sayida ¢ogalmaktadir. DNA sentezi 70-75°C arasindaki sicaklikta
gerceklesir.

PCR’1n ardindan elde edilen amplifikasyon iiriinlerinin degerlendirmesi elektroforez
yontemi ile yapilmaktadir. Elektroforez yontemi materyale ve amaca gore gesitlilik

gostermektedir (Yildirim, 2010).

2.1.3.a. RAPD (Randomly Amplified Polymorphic DNA/Rastgele Cogaltilms
Polimorfik DNA) yontemi

RAPD ilk olarak 1990 yilinda rastgele secilmis primerlerin kullanildigi ve PCR™1
temel alan bir ydntem olarak ortaya ¢ikmustir (Ozaydin, 2004).

RAPD yontemi, genomik DNA’ya, rastgele secilmis 9-10 bp oligoniikleotidlik
primerin, disiik baglanma sicakliginda rastgele baglanarak, PCR ile ¢ogaltma
yapmaktadir. Bu yontemle elde edilen ¢ogaltma iirlinii standart jel elektroforezinde
yuriitiilir ve ¢ogaltma {riinleri jel iizerinde bantlar halinde goézlenmekte ve

degerlendirme yapilirken, jel {izerinde bantlarin varligi veya yokluguna
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bakilmaktadir. Tiim organizmalar i¢in ayni primerlerin kullanilabilmesi 6nemli bir

avantajidir (Williams et al., 1990).

Her bir organizmanin genomik DNA’s1 farkli oldugundan, aymi primer ile
olusturulacak RAPD belirtegleri de farklidir (Glick, 1998). Ortaya ¢ikan bu farklilik
bireylerin karsilastirilmasin1  saglamaktadir. RAPD de kullanilan primer sayisi
arttirildikga olusacak bant sayisi da artacak ve bu yoniiyle, yakin tiirleri ayirmada ve
tiir icerisindeki varyasyonu belirlemede avantaj saglayacaktir. RAPD belirteglerinin
dominant olmasi, heterezigotlugun teshisini zorlagtirmaktadir (Mathieu-Daudé et al.,

1997).

Bu yontemde DNA ¢ogaltma; primerin uzunluguna, primerin GC igerigine ve primer
dizisindeki tek bir niikleotidin yerine bagli olarak gerceklesmektedir. MgCl,, dNTP
ve Taq DNA polimeraz konsantrasyonlar: reaksiyonun tekrarlanabilirligi agisindan
onemlidir (Rafalski et al., 1993). Aym1 zamanda bu yontem, kullanilan materyale,
yabanct DNA tarafindan kontaminasyonuna, DNA izolasyonundaki varyasyonlara,
PCR cihazina ve PCR kosullarina da bagl olabilmektedir (Ozaydin 2004).

RAPD yonteminin tekrarlanabilir olabilmesi i¢in yeterli miktarda ve saflikta DNA
materyali kullanilmali, uygun primer seg¢ilmeli ayn1 zamanda PCR ve elektroforez

kosullarinin uygunlugunun saglanmis olmasi gerekmektedir (Ergiil vd., 2002).

RAPD yonteminin avantajlari;

» Genomik DNA’nin niikleotid dizisi ile ilgili on bilgi gerektirmemesi (Williams et
al., 1990),

» Kullanilan primerlerin ilgili bolgelere rastgele baglanarak cogaltim yapilmasi
(Welsh and McClelland, 1990),

» Yakin tiirlere ait bireyleri ayirmada giivenilir bir yontem olmasi1 (Mathieu-Daude
et al.,1997),
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» Polimorfizm oraninin yiiksek olmasi (Waugh and Poweil, 1992),

» Bir primer ile farkli bireyler karsilastirilabilmesi (Glick and Pasternak, 1998),

» RAPD tekniginin uygulanmasi kolay, hizli ve daha ucuz bir yontem olmasi
(Rafalski et al., 1991),

» Otomasyonunun miimkiin olmasi1 (Rafalski et al., 1991),

» Uygulama da ihtiya¢ duyulan DNA miktari az olmas1 (Waugh and Poweil, 1992),
» Kullanilan ~ markirlari  ¢evre  sartlarindan ve  gelisim  donemlerinden

etkilenmemesidir (Williams et al., 1990).

RAPD tekniginin dezavantaji, bagli oldugu degiskenlerin hassasiyetinden dolayi
tekrarlanabilirligi diisiik olmasidir (Bardakg¢i, 2001). Ayrica kullanilan markirlarin
dominant olmasi ve heterezigotlugu belirlemenin de zor olmasidir (Mathieu-Daude et

al., 1997).

RAPD yontemi kullaniminin ve uygulamasinin kolay olmasi, az miktarda genomik
DNA’ya ihtiyag duymasi gibi avantajlarindan dolayi, ¢ok sayida arastirmada
kullanilan giivenilir bir yontemdir. Bu yontem, polimorfizm oraninin yiiksek olmasi,

cok sayida karakterin belirlenmesini saglamaktadir.

RAPD yontemi bireylerde parmak izi calismalarinda siklikla kullanilmaktadir.
Parmak izi caligmasit sonucunda, bireyin genom yapisiyla ilgili bilgiler elde
edilebilmekte ve bireyin genotipi belirlenebilmektedir. Adli tip vakalarinda, klinik
caligmalarda, populasyon genetigi, genetik kaynaklarin gesitliliginde, genetik harita
yapimi Ve ekolojik calismalarda kullanilan giivenilir bir yontemdir (Rafalski et al.,
1994).

2.1.3.b. SSR (Single Sequence Repeat/Basit Dizi Tekrarlari) yontemi

Canli genomunda, siklikla tekrarlanan DNA dizileri bulunmaktadir. Bu diziler belirli

sayilarda tekrarlanmaktadir. Dizilerin, genomun hangi bélgesinde bulundugu ve kag
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defa tekrarlandigi her tiir i¢in degisiklik gostermektedir. Aym tiir igindeki bireylerde
de bu dizilerin bulunup bulunmamasina dayali olarak SSR yontemi gelistirilmistir.
SSR, basit tekrarli DNA dizileri genelde 1 ile 6 niikleotid uzunlugunda bazlarin
ardisik olarak bulunmasi olayidir. Burada mikrosatellit varyasyonu, tekrar sayisina
baglidir. Bitki tiirlerinde sinirli sayida mikrosatellit markirt bulunmaktadir (Hui Lui,
1998). Tekrarlanan bolgelere 6zgii spesifik primerler gelistirilmekte ve bu primerler
ile PCR yapilmaktadir. PCR fiiriinleri, elektroforez yapildiktan sonra ethidium
bromide veya glimiis nitrat kullanilarak boyandiktan sonra polimorfizim

aranmaktadir.

SSR yonteminin avantajlari kodominant olmasi, heterozigotlart ve homozigotlari
ayirt edebilmesidir. PCR teknigi ve allellerin jel iizerinde degerlendirilmesiyle tiim

genetik bilgiye ulagilabilmektedir.

SSR yonteminin dezavantajlari, her tiire 6zgii primer gerektiginden pahali bir yontem
olmasi, sekans bilgisine ihtiya¢ gostermesi ve klonlama ve dizi analizi ¢aligmalarini

gerektirmesidir.

Kriminal ¢alismalarda, bireylerin akrabaliklarinin  belirlenmesinde, genom
haritalarinin  yapilmasinda, populasyonun genetigi c¢alismalarinda giivenle

kullanilmaktadir.

2.1.3.c. ISSR (Inter-Simple Sequences Repeats/Basit Dizi Tekrar Arasi) yontemi

ISSR yontemi, uygulama olarak RAPD’e benzemekle birlikte bazi yonleriyle
farklidir. Kullanilan primerlerin mikrosatellit bolgelerinden ¢ogaltilmis olmalar1 ve
primerlerin baglanma sicakliklarinin yiiksek olmasi ile RAPD ydnteminden
ayrilmaktadir. Uglarda tekrarlanan DNA dizileri PCR reaksiyonunda primer olarak
kullanilmaktadir. Bu yontemde genellikle bir primer kullanilarak PCR iiriinleri

elektroforez ile biiyiikliiklerine gore ayrilirlar (Zietkiewicz et al., 1994). Bu yontem,
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yiiksek polimorfizm oranina sahip olmasiyla giivenilirdir ve otomasyona uygundur.

Dominant markirdir.

2.1.3.d. AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism/Cogaltilmis Parca

Uzunluk Polimorfizmi) yontemi

AFLP, ¢ogaltilan parca uzunlugu farkliligin1 esas alan bir yontemdir ve RAPD
yonteminin olumsuz yonlerini gidermek tiizere Vos et al. (1995) tarafindan

gelistirilmistir.

Bu yontemle rastgele segilen primer dizilerine benzeyen uglar ile yalniz fragmentler
cogaltilmaktadir. Bir reaksiyon ile ¢ok sayida bant vermesi ve az miktarda DNA ile
calisilmasi avantajli bir yontem olmasini saglamaktadir. AFLP yonteminde meydana
gelen bantlarin sayisi amplifikasyon primerinin degisken parcasindaki bazlarin

sayistyla belirlenmektedir (Vos et al., 1995).

AFLP yonteminde, PCR ile ¢ogaltim yapilmasi ve ayni zamanda restriksiyon
enzimlerinin kullanilmast bu teknigin kullanilabilirligini artirmaktadir. Fazla
hassasiyet gerektirmesi ve kararliliginin yiiksek olmasi sebebiyle genetik varyasyon

caligmalart i¢in uygun bir yontemdir (Mueller and Wolfenbarger, 1999).

Bitkilerde genetik harita olusturmada, parmak izi ¢alismalarinda, genetik ¢esitliligin
belirlenmesi ¢aligmalarinda yaygin sekilde kullanilmaktadir. Bu yOntemin
polimorfizm oranmi ¢ok yiiksektir ve ¢cok sayida lokusu ayni anda taramasi nedeni ile
parmak izi analizi i¢in uygundur. Ayrica heterezigot ve homozigot bireyler
arasindaki farkliliklar saptanabilmektedir. Genellikle dominant markira sahip olmasi,
farkli genetik haritalar arasinda transferinin glic olmast AFLP tekniginin

dezavantajlarindandir (Y1ldirim ve Kandemir, 2001).
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2.1.3.e. SCAR (Sequence Characterized Amplified Region/Dizisi Karakterize
Edilmis Cogaltilmis Bolgeler) yontemi

Herhangi bir 6zellige ait olan RAPD fragmenti klonlanip dizisi belirlendikten sonra,
yaklasik 24 niikleotidlik primerler kullanilarak, RAPD markirlari SCAR markirlarina
doniistiiriilmektedir (Paran and Michelmore, 1993). RAPD primerlerinden daha uzun
primer kullanilmasi, sistemin basarisini ve giivenilirligini artirmaktadir. SCAR
markirlar1 dominant markirlardir. Ancak amplifikasyon Oncesinde ya da sonrasinda

restriksiyon enzimleri ile kesim yapilarak kodominant markirlara dontistiiriilebilirler.

2.1.3.f. CAPS (Cleaved Amplified Polymorphic Sequence/Cogaltilmis Kesilmis

Polimorfik Dizi) yontemi

PCR sonucu olugsan amplifikasyon tirtinlerinin restriksiyon enzimleri ile kesilmesiyle
olusan DNA fragmentlerindeki uzunluk polimorfizmleridir. Bu yontem, kodominant
bir markir sistemine sahiptir. Primer dizayni i¢in gerekli olan sekans bilgisi gen
bankalarindan, klonlanmis PCR {iriinlerinden, genomik DNA’dan ya da cDNA
klonlarindan elde edilebilir (Jarvis et al., 1994).

2.1.3.g. SNP (Single Nucleotide Polymorphism/ Tek Niikleotit Polimorfizmi)

yontemi

Genom caligmalarinda son yillarda siklikla kullanilan bir yontemdir. Tek niikleotid
polimorfizmi, genetik bir lokusta farkl alleller olusturacak sekilde baz yada bazlarda
meydana gelen nokta mutasyonlariyla olugsan polimorfizmlerdir. SNP’ler kodlayici
ve kodlayici olmayan DNA bolgelerinde meydana gelebilir. Teorik olarak, bir
lokusdaki SNP dort bazdan birini bulunduracak sekilde, dort allel olusturabilir
(Gupta et al., 1999).
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2.1.3.h. DAF (DNA Amplification Fingerprinting/DNA Cogaltimh Parmakizi)

yontemi

DAF yontemi, ilk kez 1991 yilinda Caetano—Anolle’s ve arkadaslar1 tarafindan
tanimlanmistir. Bu yontemde 5 ile 8 baz uzunlugunda, tek bir rastgele primer
kullanilir ve PCR sartlarinin optimizasyonu son derece 6nemlidir. PCR sonucu
olusan trinler poliakrilamid jel elektroforezinde yiiriitiiliir ve giimiis boyama
yapilarak goriintiilenir. DAF teknigi prensip olarak RAPD-PCR teknigine
benzemekle birlikte, deneysel agidan bazi farkliliklar gostermektedir (Caetano—
Anolle’s et al., 1991).

2.1.3.i. SRAP (Sequence Related Amplified Polymorphism/ Cogaltilan Sekans

Polimorfizmi) yontemi:

SRAP yontemi, bitkilerde genetik farklilik caligmalarinda kullanilan, son donemlerde
gelistirilmis bir molekiiler markir sistemidir. SRAP primerleri, 17 veya 18 niikleotid
uzunlugundadir. 13 veya 14 bazlik bir ana dizini ve buna 5’ucunda eklenmis CCGG
dizini, ters primerler de ise yine ayni uzunluktaki ana dizini ve bu dizine eklenmis
AATT dizini icermektedir. Hem ileri hem de ters primerler 3 ucunda {i¢ adet se¢ici
niikleotid i¢ermektedir. Bu yontem, PCR’a dayali, basit, giivenilir bir markir
sistemidir. SRAP markirlari, RAPD markirlarina oranla daha giivenilir sonuglar
verir. AFLP markirlarina oranla ise daha ucuz ve daha kolay bir yontemdir (Li and
Quiros, 2001).

2.2. Genetik Polimorfizm

Polimorfizm, DNA’daki yer degistirmeler, ters donmeler, parca eksilmeleri ve parca
yerlesmeleri ile olusur. Bireydeki fenotipik varyasyonunda kaynagidir. Seleksiyon,
mutasyon, migrasyon, genetik siiriiklenme, gen akis1 ve rekombinasyonun bir sonucu

olarak ortaya cikar.
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Seleksiyon, populasyonu olusturan bireyler arasinda goriilen fenotipik 6zelliklerdeki
bazi farkliliklarin kalitsal olabilece§i ve yasamsal faaliyetlerde bireye avantaj
kazandiran durum olarak aciklanir. Populasyonda bazi genotip frekanslarinin

yiikselmesine neden olur.

Mutasyon, genetik materyalde bulunan niikleotidlerin sayisinda, siralanmasinda veya
¢esidinde meydana gelen ve gelecek nesillere aktarilan kalici degisikliklerdir. Allel

frekanslarinin degisimesine neden olurlar. Varyasyonun en biiylik kaynagidir.

Migrasyon (gog¢), belirli bir geni tasiyan bireylerin bir populasyondan digerine

hareketiyle olusur ve populasyonlarda 6nemli frekans degisikliklerine neden olur.

Genetik siiriklenme (drift), kiiciik populasyonlarin belirli bir nedene bagh
olmaksizin allel frekanslarinda meydana gelen dalgalanmalardir, populasyonlardaki
farklilig1 azaltir (Yildirim, 2010).

Gen akisi, populasyonlar arasinda olusan genetik materyal degis tokusunda genetik
farkliligin populasyon i¢i veya populasyonlar arasindaki kaybi olarak tanimlanir ve

bunlar, genetik mesafe olugsmasina neden olan faktorlerdendir.

Rekombinasyon, yeni gen diizenlenmeleridir, yeni bir farklilik yaratmaz, ancak

varolan farkliligin yeni kombinlerini iiretir (de Vicente and Fulton, 2004).

Giliniimiizde dogal kaynaklarin hizla yok olmasi, genetik ¢esitliligin korunmasini ve
gerektiginde verimli bir sekilde kullanimlari i¢in mevcut genetik varyasyonun
belirlenmesini gerektirir. Bunun igin sitolojik veriler, izoenzimler, tohum depo
proteinleri gibi biyokimyasallar ve daha giivenilir sonuglar veren RFLP, RAPD,
AFLP, SSR, ISSR gibi molekiiler yontemler basariyla kullanilmaktadir (Stuber,
1992).
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Genetik varyasyon galigmalari, bireylerin goriinen 6zelliklerini baz alan fenotipik
degerlendirme ve bireylerin DNA’simn1 baz alan genotipik degerlendirme olarak
yapilmaktadir (Yildirim, 2010).

2.3. Calismanin Kapsami, Amaci ve Onemi

Yapilan bu ¢alismada diinyada sadece Tiirkiye sinirlarinda Erzincan ilinde endemik
olarak yayilis gosteren ve IUCN kategorilerine gore Endangered yani nesli tilkkenme
tehlikesinde olan S. erzincanicus tiiriiniin Erzincan’da 3 farkli lokalitedeki
populasyonlarin genetik c¢esitliliginin arastirilmasi amaglanmaktadir. Ayrica bu
tiirlin ¢ok smirli bir alanda yetisiyor olmasi ve olumsuz g¢evre sartlart olan kurutma
caligmalar1 ve asir1 otlatma gibi nedenlerden dolay: tiiriin yok olma durumunun

belirlenmesi ve yeni koruma stratejilerinin belirlenmesini igermektedir.

Daha 6nce bu alanlarda ekolojik caligmalar yapilmis tiiriin varliginin kritik diizeyde
oldugu goriilmiistiir. Bu ¢alisma da tiiriin klasik koruma tedbirlerine ek olarak
genetik yapisinin belirlenmesinden sonra in situ korumanin yapilabilecegi alanlarin

varlig1 konusunda bilgi edinilecektir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Kullanilan bitkisel materyal

Aragtirmada bitkisel materyal olarak Erzincan ¢evresinde bulunan 3 farkli bélgeden
orneklenen S. erzincanicus tiirii kullanilmistir. Her populasyon igin 15 birey

orneklenmistir.

3.1.2. Cahsmada kullanilan alet ve cihazlar

Yapilan ¢alismada kullanilan ara¢ ve gereglerin isimleri Tablo 3.1°de yer almaktadir.

Tablo 3.1. Kullanilan arag, geregler ve markalari

Kullanilan Arag¢ ve Gerecler Arac ve Gere¢ Markalari

Buzdolab1 Argelik Hacim: 610 LT
-80 C Ultra Derin Dondurucu ~ Haier DV-86L628

-24 C Derin Dondurucu Argelik Hacim: 610 LT
Hassas Terazi Shimadzu ATX224
Vortex Daihan VM10
Elektroforez Owl B2

Elektroforez Gii¢ Kaynagi Thermo Scientific EC300XL2
UV Spektrometre Perkin Elmer Lambda 35
Otoklav Siimer SM3

Calkalamali Su Banyosu Memmert WNE22

Ultra Santrifiij Hanil Smart R17

PCR Multigene GTC96S
Mikrodalga Firin Arzum AR245
Mikropipet Serisi Axygen

Etliv Daihan WIG — 105

Goruntileme Sistemi Vilber VL - 1011 72711
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3.1.3.Kullanilan cozeltiler

3.1.3.a.Genomik DNA izolasyonunda kullanilan ¢ézeltiler

DNA ekstraksiyon tamponu:

100 mM  Tris-HCI (pH 8,0)
50 mM  EDTA (Etilendiamintetra asetik asit) (pH 8,0)
500 mM  NaCl

%2 SDS (Sodyum Dodesil Siilfat) (W/v)
%2 [3-mercaptoethanol (wWiv)
%1 PVP (Polyvinylpyrrolidone) (wiv)
CTAB/NaCl:

%10 CTAB (Setiltrimetil amonyum bromiir)

0,7M NaCl

Fenol:Kloroform:Izoamil alkol:

25:24:1 oraninda hazir olarak kullanilmistir.

Kloroform:izoamil alkol:

24:1 oraninda hazir olarak kullanilmistir.

TE tamponu:
10 mM Tris-HCI (pH 8,0)
1mM EDTA  (pH 8,0)

%70’lik Etil Alkol:

70 | etil alkoliin hacmi steril distile su ile 100 ml’ye tamamlanmaistir.
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3.1.3.b. RAPD-PCR reaksiyonunda kullanilan ¢ozeltiler

PCR ve elektroforez islemleri icin kullanilan ¢ozeltiler

Ethidium Bromiir Cozeltisi: 500 ml 0,5x TBE (Tris-borat-EDTA) tamponu
icerisine 300 pl ethidium bromiir ilave edilerek hazirlanmistir. Karanlik ortamda oda

sicakliginda muhafaza edilmistir.

Bovine Serum Albumin: 1 ml steril distile su igerisinde 20 mg bovine serum

albumin olacak sekilde hazirlanarak -20°C’de muhafaza edilmistir.

Bromfenol Blue Cozeltisi: 0,25 g bromfenolblue, 0,25 g ksylensiyanol FF ve 30 ml
gliserol’lin toplam hacminin 100 ml’ye tamamlanmasiyla hazirlanmistir. Cozelti

otoklavda steril edildikten sonra +4°C’de muhafaza edilmistir.

0,5x TBE Tamponu: TBE tamponu 10x TBE olarak satin alind1 ve 0,5 birim 10x

TBE tampon +9,5 birim saf su ilavesi ile 0,5x TBE tamponu hazirlanmistir.

Primerlerin Hazirlanmasi

Kullanilan primerler yonetici firmanin onerdigi miktarda sulandirilarak stok
soliisyonu, daha sonra da uygun hesaplamalar ile 1uM olacak sekilde calisma

soliisyonlar1 hazirlanmistir.
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3.2.Yontem

3.2.1. Populasyonlarin érneklenmesi

Arastirmada S. erzincanicus tiiriiniin Eksisu, Saztepe ve Begsaray olmak tlizere 3
populasyonu rastgele 6rnekleme yontemi kullanilarak 6rneklenmistir. Dogal yasama
ortamindan saglikli ve taze yaprak ornekleri toplanarak DNA izolasyonu yapilincaya
kadar -80°C’de muhafaza edilmistir. Calismada kullanilan orneklerin toplandigi

lokalitelerin haritas1 Sekil 3.1°de verilmistir.

S— Gimiishane

~

Sivas

Sekil 3.1. S. erzincanicus toplanan lokaliteler

3.2.2. DNA izolasyonu

DNA izolasyon protokolii olarak Cheng Lin et al. (2001) esas alinmig ve birkag
maddesi modifiye edilmistir.
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a. Daha once siv1 azotta pargalanip 2ml’lik tiiplere alinan bitki materyali iizerine
1000 pl DNA ekstraksiyon tamponu eklenmis, alt iist ederek karistirilmis ve 6nceden
65°C’ye 1s1tilmis su banyosunda 10-60 dk bekletilmistir.

b. 12000 g ve 4°C’de 10 dk santrifiijlenerek iist faz yeni bir tiipe aktariimistir.

c. 1000 pl Fenol: Kloroform: izoamil alkol eklenerek birkac kez alt iist edilerek
karistirilmis, 12000 g ve 4°C°de 5 dk santrifiijlenmis ve iist faz dikkatli bir sekilde
yeni bir tlipe aktarilmistir.

d. Ust faza 1/10 hacim CTAB/NaCl ¢ozeltisinden eklenmis ve alt iist edilerek
karigtirilmistir.

e. 1000 ul Kloroform: izoamil alkol eklenerek birkag kez alt iist edilerek
kangtirlmigtir. 12000 g ve 4°C’de 5 dk santrifiijlenerek iist faz dikkatli bir sekilde
yeni bir tiipe aktarilmistir.

f. DNA’y1 ¢oktiirmek i¢in 0,6 hacim soguk izopropanol eklenerek -20°C’de 10 dk
bekletilmistir.

g. 12000xg ve 4°C’de 10 dk santrifiijlenerek iist faz atilmustir.

h. Pelet 6nce %100°liikk sonra %70’lik soguk ethanol ile yikanmustir.

1. Yikanan pelet bir gece bekletilerek kurutulmustur.

i. Kurutulan DNA 100 pl TE tamponunda ¢6ziilmiistiir.

j. Kullanilincaya kadar -20°C’de saklanmustr.

%1’lik agaroz jel elektroforezi yapilarak izole edilen genomik DNA’lar gdzlenmistir.
Ayrica elde edilen DNA 250 kat (3 ul DNA+747 ul TE tamponu) seyreltilerek
spektrofotometrede 260 nm ve 280 nm dalga boylarinda absorbans (A) degerleri
okunmustur. OD (okuma degeri) 260/280 degeri 1,1-1,8 arasinda olmasi1 durumunda
DNA’nin saf oldugu kabul edilmistir. 50 (DNA i¢in multifikasyon katsayisi) x 250
(seyreltme katsayisi) x OD2go (260 nm’de okuma degeri) formiiliinden faydalanilarak
stoktaki DNA miktar1 hesaplanmistir. Stok DNA’dan 50 ng/ul DNA igeren ¢alisma

soliisyonu hazirlanmaistir.

3.2.3. RAPD-PCR reaksiyonunda kullamilan primerler
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Bu c¢aligmada, OPERON Technologies (Alameda, California)’ya ait 45 RAPD
primeri denenmis, bunlarin arasindan amplifikasyon veren 16 primer g¢aligilmistir.
Primerler G+C igerigi %60-70 olacak sekilde secilmistir. Calismada kullanilan

primerler, baz dizilimleri ve erime noktas1 (Tm) degerleri Tablo 3.2’de verilmistir.

Tablo 3.2. RAPD-PCR reaksiyonunda kullanilan primerler, niikleotid dizileri ve Tm
degerleri

Primer Combination Sequence (5°-3°) Tm degeri
OPK19 CACAGGCGGA 34°C
OPBB- 3 TCACGTGGCT 32°C
OPA-4 AATCGGGCTG 32°C
OPA-13 CAGCACCCAC 34°C
OPH- 17 CACTCTCCTC 32°C
OPK-4 CCGCCCAAAC 34°C
OPY-6 AAGGCTCACC 32°C
OPC-11 AAAGCTGCGG 32°C
OPW- 17 GTCCTGGGTT 32°C
OPBA-03 GTGCGAGAAC 32°C
OPL-09 TGCGAGAGTC 32°C
OPD-20 ACCCGGTCAC 34°C
OPN-16 AAGCGACCTG 32°C
A-1 AGTCAGCCAC 32°C
A-3 GGGTAACGC 30°C
A-8 GTGACGTAGG 32°C

3.2.4. RAPD-PCR protokolii

RAPD-PCR protokolii toplam hacim 20 pl olacak sekilde hazirlanmis ve Tablo

3.3’de verilmistir.
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Tablo 3.3. RAPD- PCR ¢ogaltma 6geleri konsantrasyon ve miktarlari

PCR cogaltma Kullanilan PCR’da kullanilan
ogeleri konsantrasyon miktar (ul)
PCR tamponu 10x 2 ul
DNA 100 ng/pl 1l
dNTP 10 Mm 0,5 ul
MgCl, 25 Mm 1,25 ul
Primer 5 ul Tul
TagDNApolimeraz 5 Unit/pl 1l
Saf su 13,25 ul
Toplam 20 pl

Hazirlanan 6rnekler PCR otomatik thermocycle aletine (Eppendorf Mastercycler
Gradient Authorized Thermal Cycle) yerlestirilmis ve asagidaki dongiliye tabi

tutulmustur.

> PCR aleti otomatik olarak 5 dk 94°C tutulmustur,
» 4 dongtli olacak sekilde sirasiyla,
1 dk 30 sn 94°C
1 dk 30 sn 37°C
3 dk 72°C’de tutulmustur,
» 41 dongii olacak sekilde sirasiyla,
1 dk 94°C
1 dk 36°C
1dk 42°C
3 dk 72°C’de tutulmustur,
> Son olarak 7 dk 72°C’de tutarak siire¢ tamamlanmistir.

> PCR aletinden ¢ikarilan drnekler 4°C’de saklanmustr.
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3.2.5. Agaroz jel elektroforezi

PCR isleminden sonra Ornekler agaroz jel elektroforezinde yiiriitiilmiis ve olusan
bantlara gére primerlerin hibridize olup olmadig tespit edilmeye calisilmistir. islem

sirasinda asagidaki protokol takip edilmistir;

a. Jel icerisinde agarin konsantrasyonu %0,7 olacak sekilde 0,7 g agaroz tartilip 100
ml 1x Tris-Borat EDTA (TBE) tamponu igerisinde mikrodalga firinda hazirlanmistir.
b. Mikrodalga firindan ¢ikarilan 1x TBE agaroz ¢oOzeltisi igerisine 2 pl
ethidiumbromid eklenmistir.

c. Hazirlanan jel katilasmadan elektroforez tankina dokiilmiis ve donmadan once jel
lizerine tarak konularak orneklerin yiiklenecegi kuyucuklar olusturulmustur.

d. Jel donduktan sonra her bir kuyucuga ayri bir 6rnek ( 1 pl bromfenol mavisi +5 pl
PCR iiriinii) yiiklenmistir.

e. Elektrik akimi verilerek 100V-60 dk siire ile DNA’lar elektroforez islemine tabi
tutulmustur.

f. Elektroforez tankindan c¢ikarilan jel UV 1sik altinda incelenmis ve goriintiiler

alinmustir.

3.2.6. Verilerin degerlendirilmesi ve istatiksel analiz

PCR iiriinlerinin degerlendirilmesi her bir bireyde her primer i¢in bantlarin varligi (1)
ve yoklugu (0) seklinde ifade edilerek, olusan bantlara gore primerlerin hibridize
olup olmadig1 tespit edilmistir. RAPD-PCR uygulamasiyla elde edilen veriler
POPGENE 1.32 (Yeh et al., 1997) ve POPULATION 1.2.28 analiz edilecek sekilde
hazirlanmistir (Langella, 2000). Calisilan populasyonlar ig¢in gézlenen allel sayisi
(Na), etkili allel sayist (Ng), Nei’nin (1972) genetik cesitliligi (H) ve Shannon
information indeksi (I), populasyondaki bireyler i¢in beklenen heterozigotlugu ve
gozlenen heterozigotlugu hesaplanmistir. Populasyon i¢i degerlendirmeler Jaccard

(1908)’in benzerlik indeksine gore, populasyonlar arasi degerlendirmeler SPSS V.16
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ile hesaplanmis, UPGMA (Unweighted Pair Group Method WIiTH Aritmetic Means)

yontemi ile dendrogramlar hazirlanmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Saztepe Populasyonunda RAPD Profillerine Gore Elde Edilen Sonug¢lar

Calismada kullanilan 16 RAPD primeri, populasyon bireyleri arasindaki molekiil
biyiikligi 250-2800 b¢ arasinda degisen 82 adet bant vermistir. Saztepe
populasyonuna ait gozlenen allel sayisi; 1,6560, etkili allel sayisi; 1,2645, Nei's
(1973) genetik ¢esitliligi; 0,1715, Shannon's bilgi indeksi; 0,2737, Polimorfizm orani
% 65,60 olarak hesaplanmistir (Tablo 4.1). Jaccard’in benzerlik indeksine gore
olusturulan dendrogram sonuglarina gore biitiin bireyler 2 grupta toplanmistir. (Sekil
4.1). Populasyonu olusturan bireyler arasindaki genetik benzerlik indeksi 0,22 ile

0,832 arasinda oldugu gozlenmistir (Cizelge 4.1).
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Sekil 4.1. Saztepe populasyonunu olusturan bireyler arasindaki genotipik baglanti
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Cizelge 4.1. Saztepe populasyonunu olusturan bireyler arasindaki genetik benzerlik
indeksi

1

2

10 11 12 13 14 15

Ooo~No ol wWN PR

1,000
0,655
0,222
0,493
0,048
0,429
0,222
0,429
0,493
0,545
0,378
0,545
0,655
0,048
0,364

1,000
0,092
0,234
0,218
0,655
0,462
0,655
0,545
0,092
0,289
0,832
0,333
0,218
0,000

1,000
0,324
0,182
0,303
0,179
0,182
0,367
0,590
0,160
0,179
0,462
0,303
0,462

1,000
0,153
0,153
0,022
0,561
0,418
0,025
0,405
0,367
0,078
0,153
0,234

1,000
0,143
0,303
0,429
0,153
0,182
0,378
0,303
0,218
0,429
0,218

1,000
0,182
0,429
0,561
0,303
0,075
0,787
0,218
0,143
0,218

1,000
0,303
0,022
0,231
0,480
0,179
0,092
0,787
0,277

1,000
0,561
0,182
0,378
0,787
0,218
0,429
0,218

1,000
0,367
0,405
0,713
0,234
0,153
0,545

1,000

0,160 1,000

0,179 0,160 1,000

0,832 0,098 0,092 1,000

0,182 0,378 0,303 0,218 1,000
0,832 0,085 0,092 0,667 0,218 1,000

4.2. Bessaray Populasyonunda RAPD Profillerine Gore Elde Edilen Sonuglar

Calisilan RAPD primerleri, populasyon bireyleri arasindaki molekiil biiytikligii 250-

3000 bg arasinda degisen 106 adet bant vermistir. Begsaray populasyonuna ait

gozlenen allel sayisi: 1,8480, Etkili allel sayisi: 1,2454, Nei's (1973) gen ¢esitliligi:
0,1725, Shannon's bilgi indeksi: 0,2909, Polimorfizm oran1 % 84,80 olarak

hesaplanmigtir (Tablo 4.1). Jaccard’in benzerlik indeksine gore olusturulan

dendrogramda biitiin bireyler 2 grupta toplanmistir

(Sekil 4.2). Populasyonu

olusturan bireyler arasindaki genetik benzerlik indeksi 0,41 ile 0,873 arasinda oldugu

gozlenmistir (Cizelge 4.2). Begsaray popiilasyonunun A1 RAPD primerine karst

olusturdugu amplifikasyon iiriinleri Sekil 4.3'de verilmistir.
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Sekil 4.2. Bessaray populasyonunu olusturan bireyler arasindaki genotipik baglanti

Cizelge 4.2. Bessaray populasyonunu olusturan bireyler arasindaki genetik benzerlik
indeksi

1

2

10 11 12 13 14 15

O©CoOo~NoOUThWwWN P

1,000
0,429
0,303
0,000
0,488
0,378
0,655
0,429
0,429
0,218
0,488
0,488
0,429
0,429
0,218

1,000
0,787
0,000
0,098
0,378
0,218
0,429
0,429
0,218
0,098
0,098
0,048
0,429
0,655

1,000
0,000
0,051
0,480
0,092
0,303
0,303
0,462
0,056
0,041
0,101
0,303
0,873

1,000
0,075
0,289
0,312
0,068
0,114
0,586
0,257
0,148
0,096
0,076
0,701

1,000
0,258
0,745
0,098
0,488
0,149
0,467
0,467
0,878
0,488
0,149

1,000
0,577
0,158
0,086
0,289
0,258
0,516
0,126
0,378
0,289

1,000
0,218
0,218
0,333
0,745
0,745
0,655
0,655
0,062

1,000
0,429
0,218
0,488
0,098
0,429
0,429
0,655

1,000
0,218
0,098
0,098
0,429
0,429
0,218

1,000

0,447 1,000

0,447 0,733 1,000

0,073 0,618 0,358 1,000

0,655 0,488 0,488 0,429 1,000
0,333 0,149 0,149 0,073 0,218 1,000
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Sekil 4.3. Begsaray populasyonuna ait Al primeri ile elde edilen RAPD profili

4.3. Eksisu Populasyonunda RAPD Profillerine Gore Elde Edilen Sonuglar

Calisilan RAPD primerleri, populasyon bireyleri arasindaki molekiil biiytikligi 300-
3000 bg arasinda degisen 73 adet bant vermistir. Eksisu populasyonuna ait gézlenen
allel sayist: 1,5840, etkili allel sayisi: 1,2637, Nei's (1972) gen g¢esitliligi: 0,1676,
Shannon's bilgi indeksi: 0,2631, Polimorfizm oran1 % 58,40 olarak hesaplanmistir
(Tablo 4.1). Jaccard’in benzerlik indeksine gore olusturulan dendrogram sonuglarina
gore biitiin bireyler 2 grupta toplanmustir (Sekil 4.4). Populasyonu olusturan bireyler
arasindaki genetik benzerlik indeksi 0,67 ile 0,915 arasinda oldugu gozlenmistir
(Cizelge 4.3).
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Sekil 4.4. Eksisu populasyonunu olusturan bireyler arasindaki genotipik baglanti

Cizelge 4.3. Eksisu populasyonunu olusturan bireyler arasindaki genetik benzerlik

indeksi
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
1 1,000
2 0,620 1,000
3 0,179 0,620 1,000
4 0,537 0,333 0,124 1,000
5 0,367 0,915 0,713 0,383 1,000
6 0,590 0,620 0,590 0,537 0,713 1,000
7 0,713 0,870 0,367 0,383 0,709 0,713 1,000
8 0,077 0,293 0,482 0,556 0,085 0,078 0,093 1,000
9 0,462 0,745 0,462 0,447 0,856 0,832 0,856 0,069 1,000
10 0,462 0,745 0,832 0,447 0,856 0,832 0,545 0,125 0,667 1,000
11 0,124 0,333 0,124 0,067 0,383 0,124 0,383 0,286 0,447 0,149 1,000
12 0,182 0,488 0,303 0,098 0,561 0,303 0,561 0,486 0,655 0,218 0,683 1,000
13 0,590 0,620 0,590 0,537 0,713 0,590 0,367 0,180 0,462 0,832 0,124 0,182 1,000
14 0,590 0,620 0,179 0,124 0,367 0,179 0,713 0,396 0,462 0,092 0,537 0,303 0,179 1,000
15 0,099 0,158 0,548 0,482 0,068 0,114 0,154 0,580 0,097 0,374 0,241 0,615 0,567 0,082 1,000
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Tablo 4.1. Calisilan populasyonlara ait populasyon igin gozlenen allel sayisi, etkili
allel sayisi, Ne’nin genetik ¢esitliligi, Shannon's bilgi indeksi, polimormik lokus
say1s1, % polimorfizm

Populasyon Na Ne H [ P %P

Saztepe 1,6560 1,2645 0,1715 0,2737 82 65,60

Bessaray 1,8480 1,2454 0,1725 0,2909 106 84,80

Eksisu 1,5840 1,2637 0,1676 0,2631 73 58,40

Ortalama  1,9920 1,2750 0,1946 0,3307 124 99,20
Na: Populasyon i¢in gozlenen allel sayisi, Ne: Etkili allel sayisi, H: Ne’nin genetik ¢esitliligi, I:
Shannon's bilgi indeksi, P: Polimormik lokus sayisi, % P: % Polimorfizm

Tablo 4.2. S. erzincanicus populasyonlari arasindaki benzerlik indeksi

Populasyon Saztepe Begsaray Eksisu
Saztepe falalaled 0,9601 0,9381
Bessaray 0,0407 falakalad 0,9671
Eksisu 0,0639 0,0334 iolakolel

Nei (1972)’ye gore hesaplanan populasyonlar arasindaki benzerlik indeksi Tablo
4.2’de verilmistir. Tabloya goére diagonalin iist kismi genetik benzerligi ifade
ederken, alt kismi genetik benzememezligi ifade etmektedir. Genetik mesafe
degerlerine gore birbirine en yakin populasyonlar Bessaray ve Eksisu (D= 0,9671),
birbirine en uzak populasyonlar ise Eksisu ve Saztepe (D= 0,0639)’dir (Tablo 4.2).
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Eksisu

Bessaray [—

Sartepe

Sekil 4.5. Nei (1972)’ye gore S. erzincanicus populasyonlar1 arasindaki genotipik
baglanti

Nei (1972)’ye gore hesaplanan S. erzincanicus 3 populasyonu arasindaki genetik
mesafe Sekil 4.5°de UPGMA metoduna gore ¢izilmis ve populasyonlar 2 gruba
ayrilmistir. Begsaray ve Eksisu ayni grupta bulunurken, Saztepe diger grupta

bulunmaktadir.

Populasyonlar i¢in ortalama gdzlenen allel sayis1 1,9920, Etkili allel sayis1 1,2750,
Ne’nin genetik ¢esitliligi 0,1946, Shannon indeksi 0,3307, Polimormik lokus sayisi
124, polimorfik lokus yiizdesi % 99,20 olarak hesaplanmistir. Populasyonlar
arasindaki gen akist (Nm) 1,71, genetik farklilasma degeri (Gst) 0,127 olarak
hesaplanmistir (Nm=0,25x(1- GST)/ GST).
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5. SONUC VE TARTISMA

Bu calismada Erzincan ¢evresinde dogal yayilis gosteren ve endemik olan S.
erzincanicus Matthews (Asteraceae) populasyonlarinin, RAPD  belirtegleri
kullanilarak yapilan populasyon genetigi c¢alisilmasinda bu tir i¢in koruma
stratejilerinin belirlenmesi amaglanmigtir. Ayni1 zamanda S. erzincanicus Matthews
(Asteraceae) populasyonlart arasindaki genetik farklilik ilk kez DNA markirlart ile
arastirilmistir. Calisilan tiire ait DNA seviyesinde yapilmis ¢alisma ve genomu
hakkinda bir bilgi bulunmadigindan, ¢alismamizda Rastgele Cogaltilmis Polimorfik
DNA (RAPD) yontemi tercih edilmistir.

Calisma sonuglarini allel sayis1 bakimindan ele aldigimizda, tiim populasyonlar ve
lokuslar icin etkili allel sayisinin beklendigi gibi gozlenen allel sayisindan diisiik
oldugu goriilmiistiir. Gozlenen allel sayis1 sadece biitliin alleller ayni frekansta

oldugunda etkili allel sayisina esit olacaktir (Kimura and Crow, 1978).

Genetik farklilik ve gen akisi bir tiirlin genetik yapisini degerlendirmede 6nemli
gostergedir (Song et al., 2010). Hamrick (1989) ortalama Nm degerini kendi kendini
dolleyen, tohum ve polenlerini ¢ok kisa (2-3 m ¢apinda) mesafelere yayan tiirler icin
0,265, disaridan dollenen ve tohum ve polenlerini gesitli tasiyicilar araciligr ile uzak
mesafelere yayabilen tiirler igin ise 4,750 olarak bildirmistir. Diger taraftan,
populasyonlar i¢in kritik Nm degeri 0,50 olup, bu degerin {izerindeki degerler gen
akiginin genetik siiriiklenmeyi 6nleyecek miktarda oldugunu gostermektedir. Bunun
yant sira Nm degerinin 1’den kiigiik olmasi populasyonlarda genetik siiriiklenme
yiiziinden farklilagmanin bagladigini gostermektedir (Wright, 1969). Yaptigimiz
calisma sonucunda Nm degeri 1.71 olarak hesaplanmistir. (bizim sonugla kiyasla)
Endemik bir tiir olan Tuberaria major (Cistaceae) koruma genetigi ISSR markirlarla

calisilmis ve Nm degeri 2,199 olarak bulunmustur (Trindade et al., 2012). Limonium
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sinense i¢cin RAPD, ISSR ve AFLP markirlarinda sirasiyla 0,581, 0,618, 0,612 olarak
(Ge et al., 2013) hesaplanmustir.

Ureme sistemlerinin bitki tiirlerinde genetik cesitliligi belirlemede énemli bir faktor
oldugu diistiniilmektedir (Hamrick, 1982). Kendine dollenen taksonlarda genetik
cesitlilik daha az olurken, dis dollenen veya melez tiirlerde daha yiliksek olmaktadir
(Nybomand and Bartish, 2000). S. erzincanicus tiirii tohumla tiremektedir. Ancak
cevresel sartlardan dolayr tohumun c¢imlenememesi tiirli yumrulariyla vejetatif

tiremeye yoneltmistir.

Gst degeri 0 ile 1 arasinda olabilir. Kendi kendine doéllenen tiirlerde 0,51°den
(Hamrick and Godt, 1989) daha yiiksek oldugu, tohumla iireyen tiirlerde 0,1 ile 0,2
arasinda oldugu vurgulanmistir. Calisma sonuglarinda Gst degeri 0,127 olarak
bulunmustur. Endemik bitkilerin koruma genetigi ¢alismalarinda bu deger Limonium
sinense i¢in RAPD, ISSR ve AFLP markirlarinda sirasiyla 0,3849, 0,3577, 0,3670
olarak (Ding et al., 2013), Mentha cervina i¢in 0,532 (Rodrigues et al., 2013)
bulunurken, endemik Planto tiirleri i¢in 0,1873 olarak hesaplanmustir (Ferreria et al.,
2013). Ayrica Tiirkiye’de yetisen endemik bir tiir olan Centaurea wiedemanniana’da
RAPD markirlar1 ile yapilan bir ¢alismada populasyonlar arasinda yiiksek derecede
genetik farklilasma (GST= 0,223) tespit edilmistir.

RAPD markirlart ile yaptigimiz ¢alismanin popgene analiz sonuglarina gore genetik
cesitliligi en yiiksek olan Bessaray populasyonu (% polimorfizm: %84,80, Ne’nin
genetik ¢esitliligi: 0,1725) ve en az genetik cesitlilige sahip olan populasyon Eksisu
populasyonu (% Polimorfizm: %58,40, Ne’nin genetik ¢esitliligi: 0,1676) olmustur.
Biitiin populasyonlar i¢in % polimorfizm: %99,20, Ne’nin genetik ¢esitliligi: 1,2750
olarak hesaplanmistir. Calisma sonuglarina gore oncelikli olarak Eksisu populasyonu
i¢in in situ koruma yapilmasi1 gerekmektedir. Bu sayede tiire ait ¢esitliligin korunarak
diger jenerasyonlara aktarilmasi saglanacaktir. S. erzincanicus populasyonlari

arasinda genetik farklilagmalarin belirgin oldugu buna karsin populasyonlarin
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genetik farkliliklart ile cografik mesafeler arasinda belirgin bir iliskinin olmadigi

sOylenebilir.

Insan aktiviteleri ve habitat kayb1 populasyon biiyiikliigiinii azaltan ana sebeplerdir.
Populasyon biiyiikliigiiniin azalmas1 ayni soydan birlesmenin artmasina yol agabilir.
Bu durum diisiik genetik ¢esitlilik ile sonuglanir. Doga korumadaki temel amag
mimkiin oldugunca genetik ¢esitliligi koruyarak tiirlerin evrimsel potansiyellerini
korumaktir. Populasyon genetik yapis1 ve lireme kapasitesinin koruma stratejileri igin
onemli etkileri vardir. Tiirlerin genetik cesitliliklerini koruyarak hayatta kalmasi,
yeni nesiller olusturulabilmesinde ozellikle yok olma tehlikesindeki tiirler igin
koruma stratejileri gerekmektedir. S. erzincanicus tiiriinde farkli populasyonlara ait
bireylerde genetik cesitlilik yiiksek olmasina ragmen, tiiriin dogal yasam alaninin
bozulmasi tiiriin yok olmasina neden olmaktadir. Tiir IUCN kategorisine gore EN
seviyesinde olmasi ve onceki yillarda ortadan kaybolmus olmas: tiiriin in-Situ ve ex-
situ korunmasim gerektirmektedir. In-situ koruma stratejisinde; tiiriin yasam alanin
korumasi1 benimsenmeli ve geride kalan tiir populasyonlar1 restore edilmelidir.
Populasyona birakilan atiklar, sazlikta yapilan kurutma islemleri, alanin mesire yeri
olarak ve otlatma alami olarak kullaniliyor olmasi populasyona zarar vermektedir.
Insan etkisiyle populasyonun bozulmasi engellenmelidir. Populasyonlara fideleme
yontemi ile geng¢ bireyler kazandirilarak populasyon genclestirilmeli ve kiiglik
populasyonlardaki birey sayilar1 artirilmalidir.  Ancak tiirlin habitatlarinin insan
aktivitelerinin yapildig1 yerlere yakin olmasi, otlatma alanlarinda olmasi, karayoluna

yakin olmast gibi nedenlerden dolayi in situ korunmasi olduk¢a zordur.

S. erzincanicus tiirli, yiiksek tehlike kategorisinde oldugundan ex-situ olarak da
korunmas: gerekir. Diisiik gen akisi, tiirlin populasyonlar1 arasinda genetik
baglantinin zamanla kopmasina neden olmaktadir. Tiire ait tiim populasyonlardan
aliman tohumlarin 6rneklem biiyiikligii yeterli diizeyde olmalidir. Genetik c¢esitlilik
ve adaptasyonu artirmak amaciyla farkli populasyonlardan gelen genetik materyaller
koruma altina alinmalidir. Aksi takdirde ge¢mis yillarda da oldugu gibi tiiriin ortadan

kaybolmasi ve zaman igerisinde neslinin tiikenmesi muhtemeldir.
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