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OZET

Bu calismada I¢ Anadolu bolgesinde yayilis gosteren lsatis glauca Aucher ex
Boiss’nin dort alttiiriine [1. glauca subsp. glauca, subsp. galatica Yildirimli, subsp.
iconia (Boiss. et Heldr.) Davis, subsp. sivasica (Davis) Yildirimli] ait 67
aksesyondan olusan dokuz popiilasyonda genetik cesitliligin karakterizasyonu
cogaltilmis parca uzunlugu polimorfizmi (AFLP) yontemiyle yapildi. Calismada
kullanilan sekiz farkli ECORI-Msel primer kombinasyonu 793’1 (%98,5) polimorfik
olmak tiizere toplam 805 lokus tiretti. AFLP ile elde edilen veriler GDA (Genetik veri
analiz) yazilim programi ile analiz edildi. Ortalama polimorfik lokus orani, ortalama
etkili alel sayis1 ve ortalama genetik cesitlilik degerleri sirasiyla P= 0,59, A= 1,59 ve
He= 0,23 olarak tespit edildi. Popiilasyonlar arasinda genetik farklilasma 6p= 0,24
olarak hesaplandi. Pearson’a gore genetik veriler ve eko-cografik faktorler arasinda
herhangi bir korelasyon gozlenmezken coklu regresyon analizine gore biitiin eko-
cografik faktorler bir araya geldiginde genetik verilerin iizerine etkilerinin dikkate
deger oranda yiiksek oldugu gozlendi. Temel bilesenler analizi ile elde edilen {i¢
bilesen genetik ¢esitliligin %85,61’ini acikladi. Genetik uzaklik degerlerine gore
UPGMA yontemiyle olusturulan dendogramda 6rnek gruplar iki ana gruba ayrildi.
Dokuz I. glauca popiilasyonu dal sayisi, bitki uzunlugu, bitki bazal kisim capi, bitki
median kisim ¢api, bitki apikal kisim ¢ap1, meyve genisligi ve uzunlugu, meyve sap

uzunlugu, meyve sekli, meyve bazal kisim sekli, meyve apikal kisim sekli, lokulus,



ondiillenme, meyve rengi ve apikal durum gibi morfolojik karakterlerdeki varyasyon
bakimindan da karakterize edildi. Meyve uzunlugu en az varyasyon gosteren karakter
(VK =0,08-0,17) olarak gozlenirken, dal sayisi en fazla varyasyon gosteren karakter
(VK= 0,22-0,86) olarak gozlendi. Pearson korelasyonu, ¢oklu regresyon ve temel
bilesenler analizi (TBA) sonuglart eko-cografik faktorlerin morofolojik varyasyon
tizerine Onemli etkisinin oldugu gosterdi. Temel koordinatlar analizi 6rnek
gruplarinin uzaysal dagilimin1 gosterdi. Sonug olarak |. glauca alttiirleri arasinda
morfolojik varyasyonun ve genetik ¢esitliligin yiiksek diizeyde oldugu ve AFLP
yonteminin dogal popiilasyonlarin genetik yapilarinin karakterizasyonu ve genetik
cesitlilik diizeyinin tespit edilmesinde etkili bir yontem oldugu belirlendi. Morfolojik
karakterizasyon sonuglar1 oldukc¢a bilgi verici olmasina ragmen dogal bitki tiirlerinin
morfolojik karakterizasyonu bir 6n calisma olarak yapilabilir ve molekiiler teknikler

gibi yontemler tamamlayici yontemler olarak kullanilabilir.

Anahtar kelimeler : AFLP, genetik g¢esitlilik, Isatis glauca alttiirleri, subsp.
galatica, subsp. glauca, subsp. iconia, subsp. sivasica,
morfolojik cesitlilik



Vi

CHARACTERIZATION OF GENETIC DIVERSITY of Isatis glauca
CULTIVATED in CENTRAL ANATOLIA REGION BASED ON
MOLECULAR MARKERS

El¢cin GORGULU

HITIT UNIVERSITY
GRADUATE SCHOOL OF NATURAL AND APPLIED SCIENCES
June 2012

ABSTRACT

In this study, characterization of genetic diversity in four subspecies [lsatis glauca
subsp. glauca, subsp. glalatica Yildirimli, subsp. sivasica (Davis) Yildirimli, subsp.
iconia (Boiss. et Heldr.) Davis] of Isatis glauca Aucher ex Boiss. distributed widely
in the Central Anatolia Region was analysed by Amplified Fragment Length
Polymorphism (AFLP). Four subspecies represented by 67 accessions, which formed
nine different populations. In AFLP analysis, eight different EcoRI-Msel primer
combinations were used and 805 AFLP loci produced, 793 of which (98.5%) were
polymorphic. Data obtained through AFLP method was computed by using GDA
(Genetic Data Analysis) a software program. The average proportion of polymorphic
locus, average number allel and average number of allele per polymorphic locus, and
average gene diversity values were found as P= 0.59 A= 1.59, A,= 2.00 and H.=0.23
respectively. Genetic differentiation among the populations were detected as Op=
0.24. According to Pearson correlation analysis, there was not any correlation
between the genetic data and the eco-geographical factors. It was observed that when
all the eco-geographical factors combined, they had significant effect on genetic
indices according to multiple regression analysis. The principal component analysis
explained 85.61% of the genetic variation by extracted three components. According
to the genetic distance matrix between populations using UPGMA method a

dendogram was constructed, in which populations were clustered into two main



vii

clusters. Nine Isatis glauca subspecies populations were also characterized in terms
of variation in morphological characters, which were number of branch, plant height,
diameter of stem base, diameter of middle stem, diameter of apical stem, width and
length of fruit, length of fruit stalk, fruit shape, fruit base shape, fruit apices shape,
loculus, ondulation, fruit color and apical process of fruit. Number of branch was the
most variable (CV = 0.22-0.86) character, while fruit length was the least variable
(CV = 0.08-0.17) character. According to Pearson’s correlation, multiple regression
and principal component analysis (PCA) analysis eco-geographical factors had
substantial effect on morphological variation. Principal coordinate analysis (PCoA)
showed genetic distances between populations on a screen plot. Consequently, Isatis
glauca L. subspecies had higher level of morphological variation and genetic
diversity, and AFLP, which revealed high polymorphism and differentiated
populations can be used conveniently for population genetic studies. We also
determined that eco-geographical factors had significant effect on morphological
variation of Isatis glauca subspecies. Although result are quite informative,
morphological characterization of natural plant species could be performed as a
preliminary study and used complementary with other methods such as molecular

marker techniques.

Keywords : AFLP, genetic variation, Isatis glauca subspecies, subsp. galatica,
subsp. glauca, subsp. iconia, subsp. sivasica, morphological variation
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1. GiRisS

Dogal mavi boya maddesi olan indigonun Uretiminde kullanilan Isatis L. (givitotu)
bitkisinin tarihi Avrupa‘'da Romalilar'a kadar dayanmaktadir. Isatis tintoria L.
italya'ya Romalilar tarafindan getirilmis ve buradan da Avrupa'nin diger kisimlarina
yayilmis olan bir bitkidir (Spataro ve Negri, 2008). Linne, Bauhinia, Tourne ve Fort
gibi arastirmacilar eserlerinde I. tinctoria’dan bahsetmislerdir (Bonnier, 1911; Hegi,
1917). Hatta Anadolu’lu Gnlia bilgin Discorides ilk kez Isatis adini kullanmistir.
Linne “Species Plantarum™ adli eserinde Turkiye'de Isatis cinsine ait oldugu bilinen
I. tinctoria, I. lusitanica, . armena ve |. aegyptica L. tlrlerinin varligindan soz
etmistir. Linne'den sonra lIsatis cinsi Uzerine yapilan c¢alismalarla tir sayisi ve
cesitliliginde degisiklikler olmustur. CUnki Isatis cinsi sistematigi oldukca karmasik
ve problemli olan bir bitki grubudur. Bu nedenle de sistematik konusunda calismalar

devam etmektedir (Yildirimli, 1988).

Turkiye'de yaygin olarak gorilen tiirlerden birisi de cogunlukla i¢ Anadolu
bélgesinde yayilis gosteren Isatis glauca Aucher ex Boiss. Yildirimli (1988)'ya gore
dort alttiir ile temsil edilmektedir. Bunlar I. glauca subsp. glauca, subsp. galatica
Yildirimli, subsp. iconia (Boiss. et Heldr.) Davis, subsp. sivasica (Davis) Yildirimli.
Yildirnmh (1988) Bati, i¢ ve Kuzeydoju Anadolu bélgesindeki Isatis tirlerinin
revizyonununda |. glauca ssp. galatica alttiriini Nallihan'dan kesfederek bilim
dinyasina tanitti; subsp. sivasica tlrtnd I. glauca tirine alttir olarak bagladi; I.
glauca’nin bir alttirt olarak belirtilen subsp. exauriculata (Bornm.) Davis'yi (Davis,
1965) subsp. glauca’nin sinonimi yaptl. Ancak bu alttirler arasinda gegis formlari
mevcut olup polimorfizm orani ¢cok yuksektir. 1. glauca tirtunin ézellikle ilk dagiima
merkezi oldugu tahmin edilen Ankara cevresinde, olduk¢a yuksek morfolojik
cesitlilik gozlenmektedir. Dolayisiyla bu tirin alttirlerinin morfolojik olarak tam bir

taksonomik siniflandirmasini yapmak zordur.

Isatis cinsi (Brassicaceae/Cruciferae) tek, iki veya cok yillik otsu bir bitkidir.
Habitat olarak bozkir ve nadasli araziler, yol ve tarla kiyilari gibi alanlari tercih eder.

Bugdaygillerin (Poaceae), 0zellikle bugday, arpa, cavdar gibi ekili tarlalarinin iginde



de yetisir. Turkiye’de 0-3100 m yukseklikte Isatis tdrlerine rastlanabilir. 1. glauca

alttirlerinin Turkiye’deki genel dagilimi Harita 1.1’°de verildi.

IIk kez Boissier (1867) “Flora orientalis” adli eserinde Anadolu’daki Isatis turleri
hakkinda ayrintih bilgi vermistir. Sozettigi 28 tiirden 15°i Turkiye’dendir ve tim bu
tirleri Samerarioides, Isatis ve Apterolobus seksiyonlari altinda toplamistir

(Yidirimli, 1988).

Linne’den beri 1975 yilina kadar 164 Isatis turd tanimlanmistir. Daha sonra bu
tirlerin bir kismi baska bir tiriin sinonimi olmus veya kombinasyon ve/veya statisi
degistirilmistir (Yildirimli, 1988). Gunumdizde Isatis cinsi dinyada 79 tir ile temsil

edilmektedir (Al-Shehbaz ve ark., 2006).

Tarkiye’deki familyalar arasinda dérdinci sirada olan Brassicaceae 88 cins ve 575
tur, bir dogallasmis tur, 52 alttir, 25 varyete olmak Uzere 653 takson igermektedir.
Bunlardan 86 cins, 565 tUr dogal, 2 cins, 10 tUr yetistirme, 1 tlr dogallagmistir.
Dogal tirlere gére endemizm orani %43,5°tir (246 endemik tir, 8 endemik alttiir, 7
endemik varyete). Brassicaceae familyasinin en biytk 5. cinsi olan Isatis 32 tar, 11

alttdir, 21 endemik tir ve 3 endemik alttir ile temsil edilir (Yildiriml, 2001).
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Harita 1.1. Isatis glauca alttirlerinin Turkiye’deki genel dagihmi. Haritada capraz
¢izginin sag tarafinda gosterilen alttiirler Misirdah (1985) tarafindan,
cizginin sol tarafindaki alttirler Yildirimh (1988) tarafindan incelenen
alttirlerdir.



Isatis glauca Aucher ex Boiss. in Ann. Sci. Nat., 17: 201 (1842) (Sekil 1.1) iki, ¢cok
yillik otsu. Govde 45-140 cm, enine kesitinde kdseli ya da ¢cembersi, yesil, morumsu,
tyll ya da tlyslz, bazen alt kisim tayli, Gst kisim tlystz. Yapraklar derimsi, kalin,
yesil-sarimsi, diz kiyili, nadiren arahikli disli, genellikle tiysiz ya da tuyla 6zellikle
orta damar ve Kkiyisi, bazen asimetrik; dip yapraklar 7-38 x 0,8-6 cm, sapll,
oblanseyolat; orta gévde yapraklari 4-25 x 0,5-4 cm, lanseyolat, oblanseyolat, eliptik,
genellikle tlysiz ya da tayli 6zellikle orta damar ve kiyisi, sapsiz, 0-10 mm ve sivri
ya da kit kulakgikli ya da kulakgiksiz, meyve olgunlastiginda dip yapraklar ve gévde
yapraklari dokdlur. Salkim gigeklenme durumlu. Cigekler y. 3-4 mm, sari, tlysiz.
Sepal ve petal sirasiyla 1,5-3 mm ve 2,5-4 mm’dir. Alttirler arasinda iklim
kosullarindan dolay! ciceklenme ve meyve verme donemleri bakimindan farklilik
goralir. Meyve 8-32 x 4-12 mm, ¢embersi, ticgensi, obovat, oblong-obovat, kordat,
genis ovat, eliptik, tiyli ya da tdysiz, sarimsi ya da morumsu karisik; gébek
(lokulus) ince, zarsi, siskin, yuvarlak veya eliptik, kanat ince, agsi (Yildiriml, 1988).
I. glauca subsp. glauca, subsp. galatica, subsp. iconia, subsp. sivasica alttirlerine ait

genel bilgiler Cizelge 1.1’de verildi.

@ (b) ©)

Sekil 1.1. I. glauca alttirlerinin genel gorinimii (a) I. glauca subsp. galatica, (b) subsp.
sivasica (c) subsp. iconia (Yildirimli, 1988)



Cizelge 1.1. I. glauca subsp. glauca, subsp. galatica, subsp. iconia, subsp. sivasica altturlerine ait genel bilgiler: sinonim/varyete,
ciceklenme zamani, meyve verme zamani, yukseklik, kromozom sayisi, lokasyon, endemizm ve lokal adlar (Yildiriml,

1988).
. glauca subsp. glauca I. glauca subsp. galatica  I. glauca subsp. sivasica | glauca subsp. iconia
Sinonim/varyete I. collina Boiss.
I. glauca var. collina Boiss.
I. lanceolata Stapf
. grossheimi N.Busch
. exauriculata Bornm.
I. glauca ssp. exauriculata (Bornm.) Davis
. sevangensis N. Busch
Ciceklenme zamani Haziran-Temmuz Mayis-Haziran Haziran Haziran
Meyve zamani Temmuz-Agdustos Haziran-Temmuz Temmuz Temmuz
Yukseklik 850-1.600 m 550-1.350 m 1.200-1.550 m 100-1.500 m
Kromozom sayisi 2n=28 2n=28 2n=28 2n=28
Lokasyonlar Afyon, Ankara, Antalya, Burdur, Denizli, Ankara, Sivas, Konya Sivas, i¢ Anadolu GUmushare, Sives,
Erzurum, Eskisehir, Cankir, Gimiishane, Nevsehir, Konya
Isparta, Kirsehir, Konya, Kiitahya, Sivas,
Nigde/Icel Bolkar Daglari
Endemizim ic Anadolu endemik i¢ Anadolu endemik Sivas endemik Endemik
Lokal adlar Givsak, Yilangelmez, Sojukot, Galdirek,

Catlagan O, Gerdinmek



Isatis tlrlerinde oldugu gibi I. glauca alttirlerinin de teshisinde en énemli ayirici
karakter meyvedir. Bununla birlikte meyveler ayni tirin bireyleri arasinda bile ¢ok
fazla degiskenlik gdstermektedir. Bunun nedeninin dimorfizm ve polimorfizm
oldugu dusunilmektedir. Olgunlasmamis meyvelerde gelismenin ne yénde olacagini
tam olarak anlamak zordur. Bu ylzden tir teshisi igin olgun meyveye ihtiyac
duyulmaktadir. Meyve bigimi daireselden lineere kadar degisir (Sekil 1.2). Meyvenin
taban ve tepe kisimlari da degiskenlik gosterir. Tlyll veya tlystiz meyvelere sahip
olan I. galuca'da dimorfizm nedeni ile ayni tirun bireyleri arasinda hem ttyli hem
tiysuz formlara rastlanabilir. Gébek meyvenin ortasinda, Ust kisminda veya altinda

yer alabilir (Yildirimh, 1988).

Sekil 1.2. 1. glauca'da farkli meyve sekilleri: (1-4) subsp. glauca, (5-6) subsp.
galatica, (7) subsp. sivasica, (8) subsp. iconia (Yildirimli, 1988)

Alttdrleri tanimlamak icin kullanilan karakterler bitkiler arasinda korelasyon
gostermemektedir. Dolayisiyla goévde rengi, kulak¢ik uzunlugu, bitki boyu ve meyve

agirhg gibi karakterler farkl genlerin kontrol altindadir (Yildirimli, 1988).

Turkiye’de Isatis turlerinin kromozom sayisi bakimindan degerlendirilmesi ilk kez
Misirdal (1985) tarafindan yapilmistir. Birgok yabanci arastirici da Isatis tirlerinin
kromozom sayilarini belirlemislerdir. Sonu¢ olarak bu gtine kadar calisiimis olan

Isatis tdrlerinin kromozom sayisi (2n= 28) olarak bildirilmistir (Yildirimli, 1988).

Isatis cinsinin siniflandiriimasinda bu gine kadar Boissier tarafindan ileri surdlen

seksiyonal siniflandirma  kullanilmistir.  Bu siniflandirmada  meyve kanadinin



lokulusa gore eni ve dokusu temel alinmistir. Bu siniflandirma dogal degildir ancak
teshiste kolaylik saglar. Ornegin subsp. glauca, Isatis seksiyonuna dahil edilirken
subsp. iconia ve subsp. galatica, Samerarioides seksiyonuna dahil edilir (Yildirimli,

1988).

“Sinopsis (Yildirimh,1988) Bati, i¢ ve Kuzeydogu Anadolu igin
1 |.cappadocica Desv.
a. subsp. cappadocica
b. subsp. alyssifolia (Boiss.) Davis
C. subsp. subradiata (Rupr.) Davis
d. subsp. gudrunensis (Boiss.) Yildirimli
e. subsp. macrocarpa (Jaub. et Spach) Davis
frigida Boiss. et Kotschy
. kozlowskyi Grossh.
. takhtajanii Avetisian
. steveniana Trautv.
. nummularia Trautv.
. pinnatiloba Davis
. candolleana Boiss.
.glauca Aucher ex Boiss.
a subsp. glauca
b. subsp. galatica Yildirimh
c. subsp. sivasica (Davis) Yildirimh
d. subsp. iconia (Boiss.) Davis
10. I. ermenekensis Yildirimli
11. 1. tinctoria L. s.l.
12. 1. buschiana Schischkin
13. I. floribunda Boiss. ex Bornm.

14.1. kotschyana Boiss. et Hohen.”

©oN WD

Isatis cinsi dinyada dogal boyamacilikta mavi renk eldesinde kullaniimasi ile
Unladar. Isatis cinsine ait turler icinde yapilan fitokimyasal calismalar genelde 1.
tinctoria turdne aittir (Yildirimli, 1988). Isatis tirleri yapraklarinda indoksil
formunda indigo 6ncili olan ¢ madde ihtiva eder: indikan, isatan A, isatan B
(Obertharr ve ark., 2004; Gilbert ve Cooke 2001). Bunlar havayla temas ettikleri
zaman mavi renge donusurler (Epstein ve ark, 1967). Mavi renk dogal
boyamacilikta kullanilan nadir renklerden biridir (Kizil, 2000). I. tinctoria boyacilik
tarihinde 6nemli bir yere sahiptir (Spataro ve Negri, 2008). Eskiden genis c¢apli
uretimde kullanilmamasina ragmen |. glauca da indigo eldesi icin kullanilabilir ve

ticari olarak yararlanilabilir (Gilbert ve ark., 2002).



Civitotu boyama pigmenti icin yetistirilen ilk bitkilerden biri olup tarih 6ncesi
caglardan beri en 6nemli mavi boyarmadde kaynagidir. Eski Misir’da asalet simgesi
olarak kabul edilen mavi renk imparator elbiselerinin boyanmasinda kullaniimistir
(Kizil, 2000). Civitotu, Sumerler déneminde ZA-GIN-GA olarak isimlendirilirdi.
Mezopotamya’da mavi ile boyanmis ylnler ve elbiseler oldukca popilerdi.
Qalporun’da gumus, altin, kalay, at, inek, koyun, keten ve mavi yin vergi olarak

listelenen mallar arasinda idi. (Martin, 1959: Kizil, 2000).

Civitotu italya ve pek c¢ok Avrupa sehrinde tedavi amagcl olarak da kullanildi.
Fransa’nin Toulouse sehri ve Almanya’nin Erfurt sehirleri Gretiminin ve ticaretinin

yapildigi en 6nemli iki sehirdi (Gilbert ve Cooke, 2001).

Bircok Avrupa Ulkesinde ortacagdan 17. yy’a kadar genis olgude civitotu tarimi
yapilmistir (Brunello, 1973: Kizil ve Arslan, 2001). Bu durum 1600’10 yillarda
Hindistan’dan indigonun getirilmesine kadar devam etmistir. indigo da, 1878
yilindan sonra yerini sentetik indigoya devretmistir. GlUnimizde dogal boyalar ve
dogal Urlnlere donis yeniden popller hale gelmistir, bu nedenle halen dinya

genelinde az da olsa tarimi yapilmaktadir (Délen, 1992: Kizil ve Arslan, 2001).

Tuarklerin tarihinde boyacilik ¢ok eski ve kokli bir uygulamadir. Birgok el sanati
Urin bitkilerden temin edilen boyalarla renklendirildi (Harmancioglu, 1951: Kizil,
2000). Boyamacilik gelenegi dogudan getirilen bilgilerle, Anadolu’da bulunan ve
Isa’dan énceki yizyillara dayanan bilgilerin sentezinden olusmustur (Enez, 1987:
Kizil, 2000). Sentetik boyalarin Ulkemize girmesi 1882’den itibaren baglar
(Harmancioglu, 1951: Kizil, 2000).

Sentetik boyar maddelerinin dogal boyalara tercih edilmesinin nedeni kullanim
kolayhgi, standart renk kalitesi ve dusik maliyet iken, bitkisel boyar maddelerin
cogunun hashgl (yikama ve gines 1sigina dayanikhhidl) ¢ok daha yiksek olup

drdnleri daha degerli ve uzun 6murladir (Akar, 2006).

Sentetik boyalarin ¢ogu benzen ve benzen tirevi olan aromatik hidrokarbonlardir. Bu

bilesikler kanserojendir ve fazla miktarlari canlida ve gevrede birikim yapmaktadir.



Bu nedenle insan sagligi ve ekolojik cevre agisindan tehlike olusturmaktadir (Paksoy,
1983: Kizil 200).

I. tinctoria, yapraklarinda (Galletti ve ark., 2006; Oberthir ve ark., 2005;
Hamburger, 2002), koklerinde (Chen ve ark., 2002) ve tohumlarinda (Fréchad ve
ark., 2001) indol tirevleri (glukozinolat) ihtiva etmesinden dolayi, anti-inflamatuar
ve anti-tumoral Ozelliklere sahiptir. Ayrica tohumlarinda yumusatici ve nemlendirici
ozellikleri olan esansiyel yaglar igerir. Bu ozelliklerinden dolayi sabun ve vicut

kremi gibi kozmetiklerin yapiminda kullanilirlar (Spataro ve Negri, 2008).

Gunumuzde ilag, gida ve kozmetik hammaddelerinin hazirlanmasinda sentetik boya
bilesiklerinin yerine dogal kaynaklardan elde edilen bilesikler kullaniimaya
baslanmistir. Sentetik maddelerin insan saghgi icin zararli olmalari, kumaslarin
dogrudan cilde temasi sonucunda alerjiye neden olmalarinin yanisira, suda
parcalanmamalari, atik sularin gevreyi kirletmeleri ve kullanilan maddeleri depolama
guclukleri gibi cevre icin zararh etkilerinin olmasi bu ydnelmenin en o6nemli
nedenlerindendir. Artik dinya capinda ciddi olarak bu sorun Uzerinde durulmaya

baslanmistir (Kirici, 1998: Akar, 2006).

Ulkemizde endustriyel amagh boya bitkileri yetistiriciliginin artmasi tilke ekonomisi
bakimindan ¢ok dnemlidir. Sentetik boyalarin zararlari dikkate alindiginda 6zellikle
gida, tekstil, sanayi, kozmetik, yodresel hali ve kilim dokumacihginda dogal
boyarmaddelerin kullanimi faydal olacaktir (Akar, 2006). Ekolojik ve ekonomik
olarak dogru ve uygun yetistiricilik yontemleri, etkin ve dusuk maliyetle boya elde
etme metotlar gelistirilmelidir (Kizil ve Arslan, 2001). Ugur (1988), Ozellikle
halilarimizin dogal boyalar kullanilarak imal edilmesinin sanat dederlerinin artmasini
saglayacagini boylece bu halilarin dis tlkelere ihracini arttirip sentetik boya ithalatini

azaltarak Ulke ekonomisine katkisinin saglanacagdini bildirmistir (Kizil, 2000).

Son yillarda yapilan calismalar indigo Gretim kapasitesinin bitkiden bitkiye buytk
olclide degistigini gostermistir. Farkli populasyonlar farkli fenotipik 6zellige sahiptir
ve dolayisiyla icerdikleri indigo dnculti miktarlari da farklidir (Hill, 1992; Stoker ve

ark., 1998). Genetik dizeyde populasyon ici ve populasyonlar arasi ¢esitliligin



karakterizasyonu icin DNA parmak izi teknikleri kullanilabilir (Spataro ve Negri,

2008).

Son yillarda cok cesitli DNA parmak izi teknikleri gelistirilmistir. Bu tekniklerin
cogunda 6zgul DNA kesitlerinin ¢ogaltilmasi icin polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)
kullanir. Bunlar Rastgele Cogaltilmis Polimorfik DNA (RAPD: Randomly Amplified
Polimorphic DNA; Williams ve ark., 1990), Rastgele Primerlenmis PCR (AP-PCR:
Arbitrary Primed PCR; Welsh ve McClelland, 1990), Cogaltilmis DNA Parmak izi
(DAF: DNA Amplification Fingerprinting; Caetano-Anolles ve ark, 1991) ve
Cogaltilmis Par¢ca Uzunlugu Polimorfizmi (AFLP: Amplified Fragment Lenght
Polimorphism; Zabeau ve Vos 1993; Vos ve ark., 1995) analizleridir. AFLP ¢ok
sayidaki lokusta polimorfizmi algilama kapasitesine sahiptir (Clerc ve ark., 1998;

Barker ve ark., 1999; Garcia-Mas ve ark., 2000).

Ideal bir DNA markoéru yiksek dizeyde polimorfik olmali, kodominant kalitim
gostermeli (diploit organizmalarda homozigot ve heterozigot durumlari tespit
edebilmek icin), genomda siklikla bulunmali, segici nétr davranislari olmah
(Organizmanin  DNA  sekansinin  cevre kosullarindan veya dizenleme
etkinliklerinden etkilenmemesi icin), kolay elde edilebilir ve hizli analiz edilebilir
olmali, yuksek dizeyde tekrarlanabilir sonuglar vermeli, laboratuvarlar arasinda
kolay veri aktarimi yapilabilmeli. Tam bu 6zellikleri tasiyan bir markor bulmak zor
olsa da yapilacak calismanin tiirtine gore bu ozelliklerden birkag tanesini tasiyan bir

markor secilerek verimli sonuglar alinabilir (Ozbek, 2006).

Molekiiler markorler (Ozbek, 2006):

1 Melezlemeye bagh markorler: Restriksiyon Parca Uzunlugu Polimorfizmi
(RFLP: Restriction Fragment Length Polymorphism) ve oligontkleotit
parmak izi.

2. PCR’a dayali DNA markorleri: RAPD, Basit Dizi Tekrarlari (SSR: Simple
Sequence Repeats) veya Mikrosatellitler, Isaretli-Dizi Bdlgeleri (STS:
Sequence-Tagged Sites), AFLP, Basit Diziler Arasindaki Tekrar Bolgeleri
Cogaltimi (ISA: Inter-Simple Sequence Repeat Amplification), Kesilerek
Cogaltilmis Polimorfik Diziler (CAPS: Cleaved Amplified Polymorphic



10

Sequences), Amplikon Uzunlugu Polimorfizmi (ALP: Amplicon Length
Polymorphism).
3. DNA yonga (cip) ve dizilemeye bagli DNA markérleri: Tek Nukleotit

Polimorfizmi (SNP: Single Nucleotide Polymorphisms).

AFLP teknigi kokenine ve karmasikhgina bakilmaksizin (Vos ve ark, 1995)
herhangi bir DNA’dan parmak izi Uretebilecek hem gtgcli hem tekrarlanabilir bir
tekniktir (Erschadi ve ark., 2000). AFLP analizleri 6nceden bilinen dizilere ihtiyac
duymaz. Bununla birlikte RAPD’le tespit edilen lokuslardan 10 kat daha fazla lokus
tespit edebilir (Karp ve ark., 1996; Maughan ve ark., 1996). AFLP analizleri ¢ok
saylda lokusu tespit edebildigi ve tek bir tahlilde genomun buyuk bir oranini etkin bir
sekilde taradi§i ve tekrar edilebilir oldugu igin (Karp ve Edwards., 1997) tercih
edilen bir tekniktir (Gilbert ve ark, 2002).

AFLP markorleri olarak ¢coziinmus olan DNA kullanilabilir fakat iyice saflastiriimis
olmali ve PCR inhibitérd icermemelidir. AFLP markérlerinin olusturulmasini
goOsteren diagram Sekil 1.3’de verildi: DNA’nin oldukca kugik miktarlart (50 ng) iki
enzim (nadir noktalardan kesen) tarafindan kesilir (a) ve sonlanma bdlgelerine AFLP
adaptorleri baglanir (b). Adaptér baglanmasi islemi herhangi iki DNA Kkesiti
arasindaki baglantiyr ¢cabucak kesen restriksiyon enzimlerinin varliinda gergeklesir.
Adaptorler kesite baglandiktan sonra tekrar enzimin taniyip kesim yaptigi bir dizi
bolgesi olusturmayacak sekilde tasarlanir. Her adapte kesitin adaptor dizilerinden
olusan sonlanma dizileri kirmizi ve kesim dizilerinin geriye kalan b6limi mavi ve
yesille gosterilmistir. Bu bilinen sonlanma dizileri AFLP-PCR icin baslangi¢ bdlgesi
olusturur (Jones ve ark., 1997; Arens ve ark., 1998; Winfield ve ark., 1998; Mueller
ve Wolfenbarger, 1999).

Secici ¢ogaltimda genom boyutuna baglh olarak kesme baglanma islemi ile binlerce
kesit dretilir. Elektroforez islemi yapildiktan sonra gordntileme islemi igin bu
kesitlerin sadece bir kismi ¢ogaltilir. Bu Kesitlerin bir kisminin secici ¢ogaltimini
yapabilmek i¢in primerler kesitlerin bilinmeyen kismina dogru uzatilir (alti ¢izili baz
ciftleri), genellikle kesim bdlgesinin ilerisinde rastgele bir, iki ya da U¢ baz cifti
secilir. Bu bazlardaki primerlerin bir, iki veya U¢ baz seklinde uzamasi ¢ogaltiimis

kesit sayisini sirasiyla 4, 16 ve 64°0n katsayilari seklinde azaltir. Hata oranini en aza
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indirmek icin ¢ogu protokolde iki ¢ogaltim islemi yapilir. ilki bir baz cifti uzantisi ile
gerceklestirilir bunu birden Uge kadar baz cifti uzamasi saglayan daha segici
primerler takip eder gosterilmistir. Bu bilinen sonlanma dizileri AFLP-PCR igin
baslangi¢ bolgesi olusturur (Jones ve ark., 1997; Arens ve ark., 1998; Winfield ve
ark., 1998; Mueller ve Wolfenbarger, 1999).

(a) AFLP kalibi hazirlama ..
Msel adaptor

Genomik DNA'mn tamami t
Tl I%TI
Restriksiyon enzimleri EcoRI adaptor
I . te DNA hgaz) < T ITTTTT
“om W
(b) kesme ve baglanma
EcoRI kesim
S _leIAlll T Illld AIAITITICIII
T CTTAA G
3o J_L L1l U S Y T T T T T T T L L
Msel adaptor EcoR| adaptor
TTTTTTTE . AIAI'I]TIGI (NN
IIIIIII(iAiI CiIMI
11 7T~ T 2101 0t ¢ttt 1ttt 000 L ===t
¢ 1 TS
N T T = e e T T e oo Ly
(c)Secici ¢ogaltim (gosterilen pek ¢cok kombinasyondan biri)
Msel primer
11111111111 111
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GTAACAT CGAGAATTG
CATTGTA GCT CTTAAC
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EcoRI primer

Sekil 1.3. AFLP Kkesitlerinin olusturulmasi (Jones ve ark., 1997; Arens ve ark., 1998;
Winfield ve ark., 1998; Mueller ve Wolfenbarger, 1999).

Yiksek seciciligi nedeniyle, AFLP uzamasinda farkh primerler kesitlerin bir kismini

cogaltir. ideal uzama uzunlugu genom biyukligi ile degisir ve ¢ok sayida Uriin
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(bant) olusturup smeara (¢6ziinme) neden olmayacak sekilde optimum sayida bant
cogalmasi ile veya elektroforezde yuksek dizeyde birlikte hareket eden bantla
sonuclanir, fakat uygun ve yeterli bilgiyi saglar. Farkli uzantih primer
kombinasyonlarini kullanarak bir seri AFLP cogaltimi genomun belli bir kismini
temsili olarak gorunttleyebilir (Jones ve ark., 1997; Arens ve ark., 1998; Winfield ve

ark., 1998; Mueller ve Wolfenbarger, 1999).

AFLP’ler dominant, cok lokuslu isaretleyicilerdir ve var ya da yok seklinde
skorlanir. Hatali bir ¢ogaltim ya da bir fragmentin cogaltilamamasi AFLP’nin
guvenilirigini azaltir. Hatadan dolay bir bandin varligi veya yoklugu muhtemelen
kesme/birlestirme basamagindan kaynaklanir. Bu basamak kesilmemis kesitlerin
daha sonra ¢ogaltilmasini 6nlemek icin tam bir kesme isleminin glivencesi olarak ¢ok
6nemlidir. Tam bir kesme islemi yuksek kaliteli DNA ve fazla miktarda restriksiyon
enzimi ile basarihir. DNA metilasyonuna karsi hassas olan enzimler tam olmayan
kesme islemine neden olabilir. PCR hatalari yuksek baglanma sicakligi kullanilarak
uzun AFLP primerlerinin baglanmasina olanak saglar. Yuksek sicaklik primerlerin
mukemmel bir sekilde dogru eslesmesini guvence altina alir ve hatali ¢ogaltimi
onler. Deneysel olarak, oOrneklerin duplike testinin AFLP skorlarinin analizi
ortalama %0-2 oraninda hatay! agiklar (Jones ve ark., 1997; Arens ve ark. 1998;

Winfield ve ark., 1998; Mueller ve Wolfenbarger, 1999).

AFLP-PCR urunleri degisik teknikler ile ayristirthp skorlanabilir. Bunlar basit
agaroz jel elektroforezinden otomatik genotiplemeye degisen araliklardadir.
Poliakrilamit jel elektrforez (el ile veya otomatik dizileme ile) tekniginde AFLP
bantlarinin tek nikleotit uzunlugu uzunluk polimorfizminde maksimum dizeyde
AFLP bant modelinin ¢6zulimin® sadlarken kesit uzunlugu 10 nuikleotitten az olan
kesitleri agaroz jelde skorlamak zordur. Agaroz jeller en disik dizeyde ¢6zilme
saglamasina ragmen, kullanisli, ucuz ve en az ekipmani gerektiren yontemdir (Jones
ve ark., 1997; Arens ve ark., 1998; Winfield ve ark., 1998; Mueller ve Wolfenbarger,
1999). Separasyon tekniklerinde yeni bir girisim olan kapiller elektroforez teknigi ise
duyarlihgi, test materyalinin dusukligu, otomasyona uygunlugu ve test ¢esitliligi gibi
avantajlara sahip olmasi nedeniyle kullanicilar tarafindan tercih edilebilecek bir

tekniktir (Anonim, 2006).
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Bu calismanin amaci AFLP teknigi kullanilarak i¢ Anadolu Bélgesi’nde yayilis
gosteren lIsatis glauca turine ait dort alttir (Isatis glauca subsp. glauca, subsp.
iconia, subsp. galatica, subsp. sivasica) arasinda genetik cesitliligin ve
populasyonlarin genetik yapisinin karakterizasyonunun yapilmasidir. Calismada bu
alttirleri temsil eden dokuz poptlasyon, molekuler yontemlerle genetik cesitliliginin
karakterizasyonunun yani sira morfolojik ¢zelliklerinin varyasyonu bakimindan da

analiz edildiler.
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2. KURAMSAL TEMELLER VE KAYNAK ARASTIRMASI

Misirdal (1985), floristik-sistematik yayinlar ile 1982 ve 1984 yillari i¢inde topladigi
ve gesitli herbaryumlarda inceleme olanagi buldugu tiim Isatis érneklerine dayanarak
Turkiye sinirlart icerisinde Dogu, Guneydogu Anadolu ve Dogu Akdeniz
bélgelerinde bu cinse ait bircok tir tespit etti. Ayrica |I. cappadocica, |. arenaria
Azn., I. tinctoria, I. lusitanica L., I. boisseriana ve Il. jacutensis N. Busch’in
kromozom sayilari Uzerinde calisti ve bu cinslerin kromozom sayilarini 2n= 28

olarak buldu.

Yildirimh (1989), 1983-85 yillarinda Bati ve Orta Anadolu’daki Isatis tirlerinin
revizyonunu yaptigi ¢alismasinda bu cinsin 6 tirtne ait 12 farkl yerel ad rapor etti.
Bu yerel adlar I. glauca-Yilangelmez (Bucak-Burdur), I. glauca-Sojukot (Avdan
koyu-Korkuteli-Antalya), 1. glauca-Galdirek (Kucukkoy-Korkuteli-Antalya), |.
glauca-Givisayak (Sapanh Koy-Gudil-Ankara, Mucur-Kirsehir), 1. glauca-
Catlaganotu (Sarkikaragag-Isparta), 1. glauca-Gerdimek (Sutculer-Isparta), |I.
bushiana Schischkin-Civsak (Mut-icel), 1. arenaria-Kelebekotu (Durusu-istanbul),
I. aleppica Scop.-Deliturp (Finike-Antalya), I.floribunda Boiss. ex Bornm.-Deliizgin
(Karaman-Konya), |. tinctoria-Kizlargébedi (Cukurbag Koyi-Tarsus-igel), |.
tinctoria-Devemercimegi  (Kazanci-Ermenek-Konya), 1.  tinctoria-Kdygocuren

(Ermenek-Konya).

Kizil ve Arslan (2000) iki Isatis (. tinctoria L.ve I. constrica Davis) turinin uygun
ekim sikhgi, boyar madde miktari (indican) ve boyama sonucunda elde edilen
renklerin 151k, surtinme, su damlasi ve yikama hasliklarini belirledi. Boya
hammaddesi olarak civitotunun tek yillik yetistirilmesi gerektigini (iki yillik Gretim
ile hem yaprak verimi azalmakta hem de ikinci bir yaprak hasadi yapilamamaktadir),
ekimin dar sira araliklarinda (40 x 10 ve 40 x 20 cm) tercih edilmesi gerektigini
(birim alandan daha fazla yaprak verimi alindigindan) bildirdiler. Civitotu tariminin,
dogal yagislarin yeterli oldugu veya sulama imkani olan bitin bélgelerde kolaylkla
yapilabilecegini ve 0zellikle dogal boyamaciligin yaygin oldugu yoérelerde kultir

cahismalarinin baslatilabilecegini belirttiler.
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Kizil ve Arslan (2001), boyacilik tarihinde dnemli bir yere sahip olan ¢ivitotunun I.
tinctoria tard ile Dogu Anadolu bélgesinde endemik, baska bir ¢ivitotu tirid olan ve
boyacilikta kullanildifina dair bir bilgi bulunamayan 1. constricta'dan boyama
sonucu elde edilen renklerin 1sik, surtinme, su damlasi ve yikama hasliklarinin
incelenmesi amaciyla bu iki farkli givitotu ttrd ile toplam 54 adet boyama yapti. Her
iki civitotu tdrunde de 151k hasliklari 2-5, strtiinme hasliklari 2-3 ile 4, su damlasi
hasliklar sirasiyla yas 4-5 ile 5, kuru 5, yikama hasliklari solma degerleri 1-3, akma
degerleri sirasiyla yune 4-5 ile 5, pamuga 3-5 arasinda degisti ve birbirine benzer
sonuclar elde ettiler. Ekonomik agidan dnemli boya bitkilerinin tespit edilerek bu
bitkilerin kdltire alinmasi ve belirli standartlarda Uretilmesi ile unutulmaya ylz
tutmus eski bir tarimsal faaliyet alanini yeniden guncellestirerek, yoresel olarak
yapilan el sanatlari ve 6zellikle ihra¢ degeri yiUksek olan hali ve kilimlerin
boyanmalari icin hammadde temin edilmis olacagini, bu durumun da, turistik agidan
onemli bir potansiyele sahip olan dogal boyalarla boyanmis hali, kilim ve diger
cesitli el sanati Urtinlerimize uluslararasi ticarette yeniden énem kazandiracagini ve

Ulke ekonomisine daha fazla déviz girdisi saglayacadini belirttiler.

Gilbert ve ark. (2002), I. tinctoria” nin 5 populasyonu (¢ Alman: Tubingen, Potsdam
ve Erfurt, bir isve¢ ve bir ingiliz), I. indigotica Fort.’nin bes genotipi, ve I.
glauca'nin bes genotipinin toplami olan 38 genotipte genetik cesitliligi AFLP analizi
kullanarak arastirdilar. Elde ettikleri 502 AFLP kesitinin 436 (%86,9)’sI polimorfik
olacak sekilde sonug elde ettiler. Her bir turdeki polimorfizm duzeylerini sirasiyla I.
indigotica icin %29,8, I. tinctoria icin %086,9 ve I. glauca icin %35,8 olarak
kaydettiler. 1. tinctoria"daki genetik cesitliligin 1. glauca ve I. indigotica"dakinden

daha biylk oldugunu goézlemlediler.

Kizil (2006) I. tinctoria, I. constricta Davis, I. glauca, I. cochlearis Boiss., I. aucheri
Boiss. ve I. demirzana Misirdali’yr 2002-2003 ve 2003-2004 sezonlarinda farkh
boya yuzdeliklerini etkileyen farkli tarimsal karakterler yoninden inceledi. Dogal
ortamindan toplanan I. constricta, I. cohlearis, I. aucheri ve I. demirzanahin kiltire
edilmis I. tinctoria ve I. glauca ile karsilastirildiginda genis cesitlilik gosterdigini,
diger turlerle karsilastirildiginda 1. tinctoria"nin erken emergens gosterdigini (36

gin) ve I. glauca"nin ge¢ ¢iceklenen bir tir (512 gin) oldugunu tespit etti. Isatis
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turleri arasinda I. glauca’nin maksimum bitki uzunlugu (113,4 cm), kok ¢api (10,84
mm), bitki basina tohum verimi (103,0 g) sergiledigini, bununla birlikte 1.
tinctoria’nin bitki basina maksimum dal sayisi (16,8 bitki -I) ve maksimum tohum
sayisi (17918) verdigini gosterdi. Uygun blyime kosullari ve tekniklerinin bitki
agirhgi, kok capi, dal sayisi gibi ozellikleri etkiyebilecegini ve ileriki calismalarda
degisik biylme kosullarinda Isatis tirlerinin ylksek boya iceriklerinin belirlenmesi

gerektigini ifade etti.

Spataro ve ark. (2006) Avrupa ve Orta Asya’dan gelen dogal 1. tinctoria
populasyonlari arasindaki genetik cesitliligi ve benzerlikleri degerlendirmek
amaciyla AFLP ve SAMPL (Selective Amplified Microsatellite Polymorphic Locus)
molekuler isaretleyicilerini  kullanarak 50 populasyon (zerinde analizler
gerceklestirdiler. Sonuclar bitkinin dogu merkez kokenli oldujunu ve orjinalinden
farklilagsip artan bir gen havuzu olusturarak batiya dogru go¢ ettigi hipotezi ile
uyumluluk gosterdi. Daha detayl genetik karakterizasyon elde etmek icin ve tirlerin
filogenisi ile ilgili daha kesin bilgi edinmek i¢in daha dizguin toplanmis drnekleri
dikkate almanin ve ko-dominant molektler markorleri (6rn. SSR) gelistirmenin

yararli olacagini belirttiler.

Akar ve Karaman (2006), Kahramanmarags’ta dogal olarak yayilis gosteren ve farkh
lokasyonlardan toplanan I. glauca ssp. glauca ve I. candollena Boiss. ile Cukurova
Universitesi’nden temin edilen I. tinctoria bitkilerinin tohumlarini Kahramanmaras
Siitcti imam Universitesi Avsar kampusiinde bulunan deneme bahgesinde yetistirerek
morfolojik 0zelliklerini incelediler ve boyama 0zellikleri ile taze yapraklardaki
indikan icerigini arastirdilar. lIsatis tdrlerinin Kkdltire alinmasi Uzerine dogadan
toplanan I. candolleana ve I. glauca ssp. glauca'da bazi morfolojik dzelliklerin (bitki
boyu, gévde agirligi, dallanma sayisi, kuru yaprak agirligi, meyve boyu, meyve eni,
yaprak boyu, yaprak eni ve meyve bin dane agirhgr) dogal ortamda kultir

ortamindan daha yuksek bulundugunu bildirdiler.

Spataro ve Negri (2007), 15 bireyden olusan bir koleksiyonla iki yil ¢ahstilar. 380-
1700 m yukseklik oranlarinda bitki performansini degerlendirmek icin 4 lokasyonda
deney yurittiler. ikinci bir deneyde 6rneklerin birtakim tarimsal performanslariyla

ilgili davranislarinin morfo-fizyolojik ¢esitliligini degerlendirdiler. Uglncu bir



17

deneyde sekiz AFLP ve sekiz SAMPL isaretleyici kullanarak orneklerin genetik
Ozelliklerini karakterize ettiler. Turlerin farkli dag kosullarinda genis adaptasyon
sergiledigini ve populasyonlarin kokenlerine gore farkli dizeylerde yiksek
morfolojik ve genetik cesitlilik gosterdiklerini tespit ettiler. Hem morfolojik hem de
molekiler karakterizasyon sonuglari, érneklerin Avrupa ve Asya grubu olarak ikiye

ayrilmasini sagladi.

Spataro ve Negri (2007), I. tinctoria’da kendi kendine ve capraz tozlasmanin
tozlasma glclne etkisini degerlendirdiler. Sonuglar I. tinctoria'da dis dollenme
oldugunu gosterdi. Kontrolli ¢aprazlama kosullarinda bir farkhlik olmamasina
ragmen kendi kendine ddllenmeye zorlanan bitkilerin, c¢aprazlananlardan (sirasiyla
bitki basina 44,1 g; 8,0 mg; % 46,0) daha az meyve verdigini (bitki basina 7,1 g),
daha dusuk agirlikta olduklarini (6,0 mg) ve daha disik tohum verimi (% 8,2)
verdigini tespit ettiler. Ayrica kendi kendine déllenen bitkilerin genel olarak ¢apraz
dollenenlerden daha guigsiiz olduklarini belirlediler. Sonuclarin disaridan ciftlestirme
(outbreeding) Ureme sistemi ile tutarhlik gosterdigini ve boylece islah programlarinin

capraz dollenen bir bitki olan I. tinctoria'ya uygulanabilecegini belirttiler.
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3. MATERYAL VE YONTEM:
3.1. Materyal

Bu calismada genellikle, ic Anadolu Bélgesinde yogdunlasmis olan |. glauca
ornekleri (Yildirimli, 1988) o6zellikle tarla kenarlari, yol kiyilari gibi cok yogun
gunes alan yerlerde tespit edildi. Calismada 2011 Mayis-Agustos aylarinda
Ankara/Ayas, Ankara/Beytepe, Ankara/incek, Ankara/Golbasi, Eskisehir, Konya,
Sivas illerinden Prof. Dr. Sinasi Yildirimli ve Elg¢in Gorguli tarafindan toplanan
ornekler kullanilarak dokuz popiilason olusturuldu. i¢ Anadolu bélgesindeki I.
glauca alttlrlerine ait dokuz populasyonun toplandidi lokasyonlar Harita 3.1°de
gosterildi. Populasyonlar olusturulurken Hacettepe Universitesi, Botanik Anabilim
Dali’na bagh Herbaryumda bulunan érneklerden de yararlanildi. Orneklerin teshisi
Prof. Dr. Sinasi Yildirimli ile birlikte yapildi. i¢ Anadolu Bélgesi’ndeki diger illerde

I. glauca alttirlerine rastlanmadi.

Harita 3.1. I¢ Anadolu bélgesindeki I. glauca alttiirlerine ait dokuz popiilasyonun
toplandi§i lokasyonlar

I. glauca alt tirlerine ait populasyonlarin toplandiklari lokasyonlarin cografik
bilgileri Cizelge 3.1.’de verildi. Bazi érnekler preslenerek Hacettepe Universitesi,
Botanik Anabilim Dali’na bagli Herbaryumda miize materyali olarak saklandi. Bu
calismada kullanilan 6rnek gruplarina popilasyon kodu verildi ve bundan sonraki

metinde bu kodlar kullanildi.
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Cizelge 3.1. Isatis glauca alt turlerine ait populasyonlarin toplandiklari lokasyonlarin
cografik bilgileri (Kisaltmalar: SN Sira numarasi, PK Poptlasyon kodu,
L lokasyon yerinin adi, N1 Morfometrik élgimlerde kullanilan 6rnek
(aksesyon) sayisi, N2 AFLP analizlerinde kullanilan 6rnek sayisi, YU
Yukseklik, EN Enlem, BO Boylam) (Kaynak: Google earth)

?\I E& ML Attider Nl N2 Yug) EN BO
Aes aby gHadica G B 1G4 458K IPBBIE
2 M AleaByge sbpgarca G B 1G9 PTPIBK  PUNTE
3 MG AleadGles s dara G B 1UG IAATK DERPE
4 A2 AldGles  sbyp glatica G B 110G 3FAATK PHRPE
5 A Aadink  spearicdda 9 6 0 11D 00 PBIYGEK  PBULE
6 AP AlaaRdal  sby ghdica G 7 ® PUELK  PBRIE
7 E  Blighr aby celatica 7 5 16D  IFU4B5K VA0 E
B K kna sy gelatica G 9 1&  IFTABK IVUAOE
9 S Sves sbm sivesica G B 146 IBAYK 3IPSONE
Toal B 6

Alttirler teshis edilirken asagidaki tani anahtarindan yararlanildi (Yildirimli, 1988).

“Alttir tani anahtari:

1 Govde yesil; meyvenin boyu eninin ¢ katindan ¢ok, obovat, linear- oblong,
linear-eliptik, 9-32 x 3-7 mm; gobek kanattan genis veya esit nadiren
(0 - | SRS 1 subsp. glauca

1 Govde yesil veya mor; meyvenin boyu eninin 1-2,5 kati, dairesel, ticgensi,
ylreksi, genisce ovat, oblong, eliptik, 7-22 x 6-12 mm; gobek kanattan ¢ok
dar

2. Dip yapraklar diz ya da genis aralikh disli; meyvenin boyu eninin 1,5- 2,5
kati, 12-22 x 6-12 mm, genisce oblong, eliptik................... 2. subsp. galatica

2. Dip yapraklar diz kenarli; meyvenin boyu eninin 1-1,5 kati, 7-13 x 6-12
mm, dairesel U¢gensi, yureksi

3. Meyvenin boyu eninin 1-1,5 kati, 8-11 x 6-10 mm, tc¢gensi, yureksi,
genisce ovat; kulakciklar 5-10 mm, Kit.......c..ccocceoenene 3. subsp. sivasica

3. Meyvenin boyu eni kadar, 7-13 x 7-12 mm, dairesel; kulakc¢iklar 4-6
(0010 AT LV o TR 4. subsp. iconia'”

Tur teshisi esnasinda alttUrler arasinda tip érnegine en yakin benzerlik teskil edecek
bireyler arasindan popilasyonlar olusturuldu. Polimorfizm, dimorfizm nedeniyle
gecis formu olarak kabul edebilecegimiz bireyler tespit edildi ve bunlar ayri

populasyon olarak degerlendirildi.
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I. glauca subsp. exauriculata, subsp. glauca’dan gévde yapraklarinda kulakciklarinin
olmamasi ya da kisa olmasi ile ayrilir (Resim 3.1). Arazide subsp. glauca altttirintn
cok yogun oldugu lokasyonlarda seyrek olarak subsp. exauriculata alttlrini temsil
eden kulakgiksiz bireylere de rastlandi. Ancak bunlar yeterli olmadigi igin
popilasyon olarak degerlendirilmedi. Yalnizca tek bir lokasyonda (incek-Ankara)
populasyon olusturabilecek I. glauca subsp. exauriculata tip 6rnegine benzeyen
ornekler tespit edildi. I. glauca altturlerine ait populasyonlarin toplandiklari

bolgelerin yillik toplam ortalama meteorolojik verileri Cizelge 3.2'de verildi.

Resim 3.1. (a) Isatis glauca subsp. Resim 3.1. (b) subsp. g/auca’da kulakgikli

excuriculctc,da kulakgiksiz yaprak gorintusu (Elgin
Gorguli, Golbasi-Ankara,
2012).

I. glauca subsp. iconia literatiirde Konya'ya endemik (Yildirimli, 1988) bir altttr
olarak gecmekle birlikte arazi ¢alismasi esnasinda tip 6rnegine yakin morfolojik
Ozellikler gosteren bireylere nadiren rastlandi. Ancak bunlar populasyon olarak

degerlendirilmedi.
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Cizelge 3.2. Isatis glauca alt turlerine ait popilasyonlarin toplandiklari bélgelerin
yilllk toplam ortalama meteorolojik verileri (Kisaltmalar: SN Sira
numarasi, PK Popilasyon kodu, L lokasyon vyerinin adi, N1
Morfometrik élgiimlerde kullanilan 6rnek sayisi, SI Sicaklik, NM Nispi
nem, YA Yagis) (Kaynak: Meteoroloji Gen. Mud., 2010)

N K L Attirler NL 3 NM YA
N e oM B (D W am
4 A2 AderGim - bp gdica D aa 6361 %37
5 A Aledick  upearada 9 yg 6L pogud
Todl &
3.2. Yontem

3.2.1. Morfolojik karakterizasyon
Morfometrik 6l¢timler:

Arazide kurumus halde veya kurumak tzere olan bitkiler en dip kisimlarindan bahce
makas! ile kesilerek alindi. Morfolojik varyasyon calismasi i¢in 15 morfolojik
karakter tespit edildi. Bunlar: dal sayisi (DS), bitki uzunlugu (BU), gévde bazal cap
(GBC), gbvde median ¢ap (GMC), govde apikal cap (GAGC) ile birlikte meyve
uzunlugu (MU), meyve genisligi (MG), meyve sap uzunlugu (MSU), meyve sekli
(MS), meyve bazal kisim sekli (MBS), meyve apikal kisim sekli (MAS), lokulus
(LO), ondillenme (O), meyve rengi (MR) ve meyvenin apikal durumu (MAD).
Meyve sekli ile ilgili olan karakterler tir teshisinde kullanilirken, istatistiksel

degerlendirmelerde sadece metrik karakterler kullanildi.

Bu calismada I. glauca alttirlerine ait dokuz populasyon analiz edildi. Her
popilasyondan rastgele 10 bitki secilirken, E (Eskisehir) ve Al (Ankara/incek)
populasyonu icin sirasiyla 7 ve 9 bitki secildi. Meyve morfolojik karakterlerinin
Olctima icin her bireyden rastgele 10 meyve secildi ve toplam 860 meyve Uzerinde
6lcim ve gozlem yapildi. 1. glauca alttirlerini teshis etmek ve morfolojik gesitliligi

tanimlamak icin kullanilan morfolojik karakterler Cizelge 3.3’de verildi.
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Cizelge 3.3. I. glauca altturlerini teshis etmek ve morfolojik cesitliligi tanimlamak
icin kullanilan morfolojik karakterler

No  Kaaker Tanm

1  Amdlannsays (05 Bitki govcksi zerinoEld anacHllar sayildl.

2  BtkuiuuBY Bitli uzuniugu govok tebenincenucakeckr nmdarakdglidll

3  GwvkhbedA @ (@E@E0) Bitkininkeza kasimggp mmdarakdglid

4  Guknedanggp (@) Gverinatakism nmdarakdglid

5 Gukagikd @GO Gveningaikd kism mmdarakdglid

6 Myeurnuwu(M) Meye uaniuju sgotacennakecar mmdarakdlglidi

7 Mepegenidig (M3 Mayve genisligi nmdarskdglicli

8 Myespuaniugu(VB)  Meype sspuaniuiu gvekye kedandd nodecnitiberenmmdarekadglict

9 Myegdi(Vp Kategorik kardderder 1 = Cdog 2 = Dar ddog 3 = Od, 4 =

Korcktkordiform) 5 = Hiptik 6 =g 7 = Ganis diptik 8 = Gowt, 9 =
Chlarsedlat \e 10=Trullat darakkodard.

0 Myehbod ksmedi (VB)  Kaegorik kerakierler, 1="Yuerlak 2 =Trulet, 3=t 4 = Kot \ve 5=
Reniformdarekkodard.

N Myegikd ksmsgdi (VRS Casgorical dreredter, aoced by 1 = Rourod 2 = Trucate, 3 = Chotuge, 4 =
Acte, 5=Retuse \e 6=Erargrae darskkodad.

2 Lodws (O Kategorik karalderler, 1=Tuyslez ve 2 =TiMU darakkedard.

B Myerg(WR Kategorik kerdderler, 1=Rarideme yokve 2=Rarldemre var darakkodardl.

4 Qdlleme O Kategorik karakderer 1= No ondillermre ver ve 2 = Qdillene yok darak
kedard.

5 MyeagikddnumMD)  Kaegprikkerskeder 1=Dizve 2= Mkaruiat darskkodard.

BU 06lcimu i¢in metre kullanildi. GBC, GMC, GAC, MU, MG ve MSU odl¢cimleri
kumpas kullanilarak yapildi. MS, MBS, MAS ve MAD degerlendirmeleri Michael
G. Simpson (1953)"Iin “Bitki Sistematigi’ kitabi referans alinarak yapildi. Metrik
Olcim yapilamayan morfolojik karakterler icin kategorik bir kod verildi. Meyve
ekstra renklenme gostermiyorsa (1), gosteriyorsa (2) olarak kodlandi. Meyve sekli 1-
10 arasinda kodlanarak karakterize edildi. Bunlar sirasiyla oblong, dar oblong, ovat,
kordat/kordiform, eliptik, genis eliptik, dar eliptik, obovat, oblanseolat ve trullat.
Lokulusun tuysiz olusu (1), tayli olusu (2) olarak kodlandi. Meyve ondillenme
gostermiyorsa (1), gosteriyorsa (2) olarak kodlandi. Meyve bazal kisim sekli
yuvarlak (1), trunkat (2), obtis (3), kordat (4), ve reniform (5) olarak kodlanirken
meyve apikal kisim sekli yuvarlak (1), trunkat (2), obtius (3), akut (4), retuse (5) ve

emarjiant (6) olarak kodlandi.
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3.2.2. Molekduler analizler
DNA izolasyon basamaklari
izolasyonda kullanilacak olan yapraklarin elde edilmesi

Tohumlarin ¢imlendirilecegi petri kaplarina iki kat kurutma kagdidi yerlestirilip saf su
ile nemlendirildi. Pens yardimi ile meyvelerden ¢ikarilan tohumlar her bireyden 20-
30 tohum olacak sekilde petri kaplarina yerlestirildi. Petri kaplari Uzerine kod
numaralari yazilip gélgede, nemli tutularak bekletildi. 3-5 gun icerisinde ¢imlenen
tohumlar, icinde ¢icek topragdi (torf) bulunan saksilara ekildi. Kok ucu 1 mm’yi
gecen tohumlar cimlenmis olarak kabul edildi. Yapraklar 1-2 aylik stire sonunda

DNA izolasyonu igin yeterli olgunluga ulasti.
Yapraklarin 6gatilmesi

DNA izolasyonu icin kullanilacak olan yapraklar temiz bir makasla kesilerek
dogrudan sivi azotla sojutulmus havana konuldu. Uzerine bir miktar daha sivi azot
eklendikten sonra yapraklar 6gutilerek toz haline getirildi. Uzerine kod numarasi
yazilmis olan plastik tip, kapag acilarak sivi azot icerisine batirildi. TUp yeterince
sogudugunda toz halindeki yapraklar hizli bir sekilde tipe alindi. Bu sekilde
o6guttlap tipe konulmus olan civitotu yapraklari hi¢ bekletmeden -20 °C’ta derin

dondurucuda muhafaza edildi.
DNA izolasyonu

DNA izolasyonu Kidwell ve ark. (1984)’nin protokoline godre yapildi. DNA
izolasyon ¢ozeltisi hazirlandiktan sonra, -20 °C’taki yaprak tozlarinin bulundugu
tlpler igi buz dolu kuvete yerlestirildi. Tuplerin her birine 5 mL (yaklasik 5 mg
yaprak i¢in) DNA izolasyon cozeltisi eklenip, donmus olan yaprak tozlarinin
¢ozunmesi icin iyice calkalandi. Tupler spora vyerlestirilip 65°C’ta karistiricili
inkibatorde (GFL 3031) yan yatirilarak 1,5 saat inkibasyona birakildi. Santrifiyj
makinesi (Kubota 5500) +4°C’a ayarlandi. inkiibasyon islemi tamamlandiktan sonra
tiplere 5 mL kloroform-izoamil (24:1) alkol eklendi. Tuplerin kapaklari sikica

kapatildiktan sonra Uzerine bir baska spor yerlestirilip paket lastigi ile birbirine
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tutturuldu. Tupler yavas yavas ters yuz edilerek 15 dakika calkalandi. Calkalama
islemi DNA ipliklerinin kirilmamasi i¢in nazik bir sekilde yapildi. Esit agirlikh
tipler karsilikli gelecek sekilde santrifiije (Kubota 5500) yerlestirildi. Ornekler +4
°C’ta, 3000 rpm’de 15 dakika santriftj edildi.

Tupler icindeki fazlar birbirine karismadan dikkatli bir sekilde spora yerlestirildi.
Temiz 50 mL’lik kapakh plastik tiplerin Gstiine kod numaralari yazilip, i¢cine 5 mL
izopropil alkol konularak dnceden hazirlandi. Santrifijden alinan tuplerin Uzerindeki
berrak sivi kisim plastik pastér pipeti yardimiyla alinip, izopropil alkol bulunan
tuplerin Uzerine eklendi. Birka¢ dakika iginde DNA ipliklerinin yogunlasarak
cokeldigi gozlendi. DNA’nin kirilmadan tipten kolaylikla disari ¢ikarilabilmesi igin
tipler izopropil alkol icinde -20 °C’ta, 10 dakika bekletildi (10 dakikadan 1 geceye
kadar bekletilebilir).

DNA cam pastor pipeti yardimiyla kirilmadan disari c¢ikarihp her tipun icindeki
izopropil alkol bosaltildi ayni tiiptin igine 5 mL alkol (%70) eklendi ve DNA tekrar
tapteki alkoliin icine konuldu. Ayni islemler her tlpe uygulandiktan sonra ttpler +4

°C’ta bir gece bekletildi.

Ertesi giin buzdolabinda +4 °C’ta bir gece bekletilen tlpler disari ¢ikarildi ve DNA
cam pastor pipeti ile kirllmadan avlanarak, temiz ve yumusak bir kagit pecgetenin
Ustine konuldu ve nazikge Uzerine bastirilip yuvarlanarak fazla sivinin kagit
tarafindan emilimi saglandi. DNA daha 6nceden hazirlanmis olan 2 ~L’lik temiz
ependorf tiplere konuldu ve 10-30 dakika oda sicakliginda agik havada kurumaya
birakildi. Bu sekilde alkol tamamen uzaklastiktan sonra ependorf tlplere 200 ~L
IXTE c¢Ozeltisi eklendi. DNA’nin miktarina bagh olarak 1xTE c¢ozeltisinden daha
fazla da eklenebilir. Tupler bir sporun icine yerlestirildikten sonra 65 °C sicaklikta
bulunan karistirici inktibatorde 30 dakika inkibasyona birakilarak iyice ¢cozinmeleri
saglandi. Tamamen ¢o6zlnen tipler +4 °C’ta buzdolabinda muhafaza edildi (3-6 ay).

Tamamen ¢6ziinmemis olan tUpler oda sicakliginda birkag¢ guin daha birakildi.
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DNA hinyogunlugunun ve kalitesinin belirlenmesi

DNA’nin yodunlugunun ve kalitesinin belirlenmesi icin 9%00,8’lik agaroz jel
hazirlandi. 6 XLB c¢o6zeltisi saf su veya 1XTE cozeltisi kullanilarak alti kez
seyreltilmis olan boyadan 18 ~L, DNA’dan 2~L karisim hazirlanip vortekslendi.
Vortekslenen tuplere birkag saniye kisa santrifij (Sigma 1-14) yapildi. Jel kalibi
elektroforez (Thermo EC340) tankina yerlestirildi ve tank 0,5 X TBE cozeltisi ile
jelin Uzerini ortecek seviyeye kadar dolduruldu. Jelin ilk ¢ kuyucuguna ve son g
kuyucuguna yogunlugu bilinen XDNA’dan (50 ng/~L) 20 /L, diger kuyucuklara ise
20 AL civitotu DNA’larindan (seyreltilmis) yuklendi. Elektroforez islemi 50 mA,
100 V ’ta 30 dakika surede gerceklestirildi. Daha sonra UV 151§1 altinda jelin fotografi
jel goruntuleme sistemi ile cekildi. Bu sekilde DNA’larin miktarlari ve Kkalitesi

belirlendi (Resim 3.2).

. 0,
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Resim 3.2. izole edilip seyreltilmis olan I. glauca DNA o6rneklerinin %0,8’lik
agaroz jelde UV 1191 altindaki gorunttst  (Vilber Lourmat jel
goruntuleme sistemi, Cukurova Universitesi, Adana).
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AFLP uygulama asamalari

AFLP analizi Vos ve ark.’nin (1995) protokoliine gére Cukurova Universitesi, Ziraat
Faklltesi, Tarla Bitkileri  Bolumid, Molekiler  Genetik  Laboratuarinda
gerceklestirildi. Bu calismada kullanilan primer ve adaptorlerin dizilerini gosteren

liste Cizelge 3.4’de verildi.
Kesme/birlestirme (restriction/ligation) reaksiyonu

Kesme birlestirme reaksiyon karisimi icerisine birim basina 1,1 |iL T4 DNA ligaz
buffer (10X), 11 |iL NaCl (0,5 M), 0,55 [iL (1 mg/~L) BSA (Si§ir Serum
Albumini), 1 |iL (5 pmol) EcoRI adaptér, 1L (50 pmol) Msel adaptér, 0,5 |iL (10
~AL) EcoRI enzim, 0,1 |iL (10 ~/L) Msel enzim ve 0,2 |iL (5~/~L) T4 DNA ligaz
enzimi eklendi. Hazirlanan karisim o6rnek haznelerine (plate) her birine 5,55 [iL
olacak sekilde dagitildi. 5,5 |iL (50 ng) genomik DNA 06rnek haznelerine eklendi.
Ornek hazneleri vorteks ve kisa santrifiij (Sigma 1-14) islemlerinden sonra 37 °C’ta

6 saat inklibasyona (Techne TC-412) birakildi.

Cizelge 3.4. Bu calismada kullanilan primer ve adaptorlerin dizileri (U¢ adet EcoRl
ileri primer, yedi adet Msel geri primer kullaniimistir)

Primer/adaptor adi Baz dizilimi
Adaptorler EcoRI adaptor-1 5’-CTC GTA GAC TGC GTA CC-3’
3’-CAT CTG ACG CAT GG-5’
Msel adaptor-1 5’-GAC GAT GAG TCC TGA G-3’

3’-TA CTC AGG ACT C-5’
-GAC TGC GTA CCAATT CA-3’
-GAT GAG TCC TGA GTA AA-3’
-GAC TGC GTA CCAATT CAA G-3’
-GAC TGC GTA CCAATT CAC C-3’
-GAC TGC GTA CCAATT CAGA-3’
-GAT GAG TCC TGA GTAAC-3’
-GAT GAG TCC TGA GTAAG-3’
-GAT GAG TCC TGA GTAAT-3’
-GAT GAG TCC TGA GTA CA-3’
-GAT GAG TCC TGA GTA CT-3’
-GAT GAG TCC TGA GTA GC-3’
-GAT GAG TCC TGA GTA GG-3’

Onsegici EcoRI+A (E01)
primerler Msel+A (M01)
EcoRI+AAG (E33)
EcoRI+ACC (E36)
EcoRI+AGA (E39)
Msel+AAC (M32)
Msel+AAG (M33)
Msel+AAT (M34)
Msel+ACA (M35)
Segcici primerler Msel+ACT (M38)
Msel+AGC (M40)
Msel+AGG (M41)

g1 o1 o1oror o1 ool ool ool

Kesme/birlestirme reaksiyonu sonuclarini goriintilemek amaciyla 5 |iL Grtn alinip, 2
[iIL boya eklenerek %1,5’lik agaroz jelde kosturuldu ve UV 1si1§1 altinda fotografi

cekildi (Resim 3.3). Baska bir tipe kesme/birlestirme reaksiyonu drtnlerinden 5 |iL
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alindi ve Uzerine 94,5 |iL TE Buffer (1XTE) eklendi (20 kez seyreltilmis oldu).

Seyreltilmis Urin dnsecici ¢cogaltim (pre-selective PCR)’da kullanildi.

Resim 3.3. %1,5’lik agaroz jelde kosan, kesme/birlestirme reaksiyonu utrinlerinin
UV 15191 altindaki goruntist (Vilber Lourmat jel gérinttleme sistemi,
Cukurova Universitesi, Adana).

Onsecici cogaltim (Preselective amplification)

Onsecici c¢ogaltim 3’ ucunda bir tane fazla nukleotit tasiyan EcoRl ve Msel
adaptorlerine homolog primerler kullanilarak yapildi. Bdylece ilgili kalip DNA’nin
miktar1 ve 6zgulligi arttirildi. On secici PCR reaksiyonu icin 2~L (10X) PCR
buffer, 1,6 |iL (2mM) MgCl2, 1,2 |iL (2,5 mM) dNTP, 1 |iL (5 pmol) EcoRI primer,
1 |iL (5 pmol) Msel primer, 0,2 |iL (1 ~/”~L) Taq polimeraz enzim, 9 |iL ddH20
karisimi hazirlandi. Kesme/birlestirme reaksiyonu Uriintiinden 4 |iL eklenerek toplam
hacim 20 [iL’ye ayarlandi. Onsegici cogaltim dongu kosullari Cizelge 3.5’de verildi.

Onsegici reaksiyon sonucunun gorintilenmesi icin 10 |iL 6rnek temiz bir tipe alindi.
Uzerine 3 |iL boya eklenerek %1,5’lik agaroz jelde kosturulup UV 1si§i altinda
goruntulendi (Resim 3.4). Cogaltma reaksiyonun basarili bir sekilde gerceklestigini
gordukten sonra kalan 10 |iL dnsecici PCR Urtinine 190 |iL TE buffer eklenerek 20

kez seyreltildi. Seyreltilen 6nsegici PCR drtnleri -20 °C’ta muhafaza edildi.
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Cizelge 3.5. Onsegici ¢ogaltim dongi kosullari (Techne TC-412)

PCR asamelari Sicaklik  Stre Donguiler
1 Baslangi¢ denatlirasyon 72°C 2dk
2  Denatiirasyon 2 © 30 sn
=0
3 Annealing ° 30 sn
oo 0O
4 Uzama safhasi MO 2dk 20 kez 2. Basamaga
Git
5  Son uzama safhasi O° 30 dk
6  Son bekleme o° -
@]

Resim 3.4. EO1 ve MO1 primer kombinasyonlari kullanilarak yapilan 6nsecici PCR
drdnlerinin UV 15131 altindaki gérintisu (Vilber Lourmat jel géruntileme
sistemi, Cukurova Universitesi, Adana).

Secici ¢cogaltim (selective amplification)

Secici ¢ogaltim, FAM ve VIC floresan boyalarla isaretli ¢ segici nukleotit tasiyan 4
adet £coR|1 primer ve ¢ secici nukleotit tasiyan isaretsiz Msel primerleri ile yapilan
8 primer kombinasyonu ile gerceklestirildi. Bu c¢alismada kullanilan primer

kombinasyonlarinin adlari Cizelge 3.6°da gosterildi.
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Cizelge 3.6. Bu galismada kullanilan FAM ve VIC floresan boyalarla isaretli EcoRI
ve isaretsiz Msel primer kombinasyonlari

Primer kombinasyonlari Floresan boya cesidi
E39-M40 FAM
E36-M34 FAM
E39-M41 FAM
E36-M32 FAM
E33-M38 VIC
E36-M33 VIC
E33-M40 VIC
E36-M35 VIC

Secici ¢ogaltim reaksiyonu icin 6rnek basina 2~L PCR (10X) buffer, 1,6 ~L (25
mM) MgCl2, 1,2 ~L dNTP, 0,1 ~L (5 pmol) £'coRI+3 primeri, 0,1 ~L (5pmol) Msel
primeri, 0,2 ~L (1 ~/”L) Taq polimeraz, 10,8 ~L ddH20 karisimi hazirlandi.
Seyreltilmis 6n secici ¢ogaltim Grindnden 471 eklenerek karisim 20 ~L’ye

tamamlandi. Secici ¢ogaltim déngu kosullari Cizelge 3.7'de verildi.

Cizelge 3.7. Segici ¢ogaltim dongu kosullari (Techne TC-412)

SN PCRasamalar Sicaklik Stre Dongler
1 Baslangi¢ denatiirasyon 94 °C 2 dk
2  Denatlirasyon 94 °C 45 sn
3 Annealing 66 °C 45 sn 56 °C'a kadar 1° azalarak
4 Uzama safhasi 72 °C 2 dk — 10 kez 2. Basamaga git
5  Denatlrasyon 94 °C 45 sn
6 Annealing 56 °C 45 sn
7 Uzama safhasi 72 °C 2 dk 10 kez 5. Basamagda git
8  Son uzama safhasi 60 °C 30 dk
9  Son bekleme 4 °C -

AFLP analizinde kapiller elektroforez kosullari ve kullanilanprimerler

Kapiller elektroforez islemi AB13130xI [(Applied Biosytems inc., Foster City, Calif,
(ABI)] genetik analizor cihazi kullanilarak yapildi. PCR islemi sonrasi, her bir 6rnek
icin 1 ~L secici ¢cogaltim Grtnd ahinip 9,8 ~L Hi-Di formamit ve 0,2 ~L L1Z-500 size
standart ile birlikte kuyucuklara yiiklendi. 95 °C'ta 5 dk bekletilerek denattire edildi.
Denatliirasyon sonrasi 5 dk buzda bekletilerek DNA'nin kalici denatire ve tek

iplikcik haline gelmesi saglandi. Tek iplikli hale getirilen Urlnler ABI cihazina
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yuklendi (Resim 3.5). Bu ¢alismada kullanilan kimyasal malzemelerin listesi EkK-1’de
cozeltilerin hazirlanisi EK-2’de verildi.

Resim 3.5. (@) Hi-Di formamit ve LIZ-500 Resim 3.5. (b) karisimin haznelere dagitiimasi
size  standart  kansiminin

hazirlanmasi

Resim 3.5. (c) Omeklerin haznelere Resim 3.5. (d) kisa santrifijj islemi
dagitiimasi
Resim 3.5. (€) denattirasyon Resim 35. (f) ABI cihazina 6rneklerin
yuklenmesi

Resim 3.5. Kapiller elektroforez islemi sirasinda I. glauca alttiirlerinin dokuz popilasyonuna ait 67
ornegin seyreltilmis secici ¢ogaltim Grtinlerinin haznelere yiklenmesi, denatlire edilmesi

ve ABI cihazina yiklenmesi asamalan. (Elgin Gorgiilii, Cukurova Universitesi Ziraat
Fakiltesi Biyoteknoloji ABD Merkez Laboratuvar, 2012)
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Elektroforez islemi sonunda ¢ogaltim Grunleri, AFLP Kesitlerinin varhgr (1) ya da
yoklugu (0) seklinde GeneMapper 4.0 bilgisayar paket programi kullanilarak
skorlandi. Standart AFLP yénteminde VIC Floresan boya ile isaretli E36-M35
primer kombinasyonu ile Sivas populasyonuna (Isatis glauca subp. sivasica) ait dort
ornegin secici PCR cogaltiminin kapiller elektroforezi sonucu olusan bantlarin
piklerine ait elektroforegram Resim 3.6°da verildi. Elde edilen veriler GDA (Genetic

Data Analysis) paket programi ile analiz edildi.

Resim 3.6. Standart AFLP yodnteminde VIC Floresan boya ile isaretli E36-M35
primer kombinasyonu ile Sivas populasyonuna (lsatis glauca subp.
sivasica) ait dort 6rnegin segici PCR ¢ogaltiminin kapiller elektroforezi
sonucu olusan bantlarin piklerine ait elektroforegram (Oklar 55. lokusa
ait polimorfik bantlari gostermektedir).

Istatistiksel veri analizi

I. glauca ornek gruplarinda morfolojik ve genetik calismalardan elde edilen verilere
istatistiksel analiz uygulandi. Genetik cesitlilik icin AFLP ile elde edilen veriler ilk
once populasyon genetigi analizlerinde kullanilan Genetik Veri Analizi (GDA:
Genetic Data Analysis) yazilim paket programi kullanilarak analiz edildi. Analizde
populasyon ici ve popullasyonlar arasi genetik cesitliligi degerlendirmek igin cesitli

parametreler kullanildi.
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Calisilan populasyonlardaki, tim lokuslara ait polimorfik lokus orani (P), her bir
lokustaki ortalama alel sayisi (A), her bir polimorfik lokustaki ortalama alel sayisi

(Ap) ve genetik cesitlilik (He) degerleri hesaplandi.

Ornek gruplarinin gen havuzlarinda ortak paylastiklari alel sayisi azaldikca genetik
farkhlasma dizeyleri de artmaktadir. Dogal populasyon formlarinin genetik
yapilarinin tespit edilmesi populasyon genetiginin énemli konularindan biridir ve
sonuglarinin uygulandigi ¢esitli alanlar vardir. Bunlar evrimsel biyoloji, koruma,
forensik, bitki ve hayvan islahi alanlardir. Popllasyon genetik yapisinin
arastirilmasinda siklikla kullanilan yéntem FST (Wright, 1951) idi. Wright F
istatistiklerini (inbreeding coefficient) kendilesme katsayisi olarak kullandi ve
birlesen iki gamet arasindaki korelasyon olarak tanimladi. O dénemde izoenzim ve
diger molekuler markerler olmadigindan Wright her bir lokusu bialelik yani iki alelli
kabul etti. FSTyi hesaplamayl da iki alelli lokuslar Uzerine kurdu. Ancak
gunimizdeki marker yontemleri ¢ok alelli oldugundan bu yéntem tercih edilmiyor.
Onun yerine Nei (1973) Gst, Weir ve Cockerham (1984) Op veya Jost (2008) D
kullanilmaktadir. Bu c¢alismada populasyonlar arasinda genetik farklilasma (Op)

degerleri Weir ve Cockerham (1984)’a gore hesaplandi.

Korelasyon iki veya daha fazla degisken arasindaki iliskiyi ve bunun 6nemlilik
derecesini saptamaya yonelik yapilan istatistiksel bir yontemdir. Bilimsel
calismalarin  sonuglarinin  degerlendirilmesinde  siklikla  kullanthr.  En  ¢ok
kullanilanlar Pearson korelasyon Kkatsayisi (rB ve Spearman korelasyon (rho)
katsayilaridir. iki degisken arasinda korelasyon saptanirken bunlardan biri bagimli
digeri bagimsiz degisken olarak belirlenir. Korelasyon katsayisi bagimli degisken ile
bagimsiz degisken arasindaki iliski dizeyini hesaplayan ve yonunu gosteren sayisal
bir degerdir. Korelasyon katsayisi r ile gosterilir ve degeri -1,0 ile +1,0 arasinda
degisir. Bu calismada genetik cesitlilik degerleri (He, P, A ve Ap) ile iklimsel
(sicakhk, yagis ve nispi nem) ve cografik veriler (ylkseklik, enlem ve boylam)

arasindaki iliski Pearson’un korelasyon katsayisi (rP hesaplandi.

Temel bilesenler analizi (TBA) (PCA: Principal Component Analysis) orijinal p
degiskeninin varyans yapisini daha az sayida ve bu degiskenlerin dogrusal bilesenleri

olan yeni degiskenlerle ifade etme yontemidir. Aralarinda korelasyon bulunan p
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sayida degiskenin acikladigi yapiyi, aralarinda korelasyon bulunmayan ve sayica
orijinal degisken sayisindan daha az sayida (p>k) orijinal degiskenlerin dogrusal
bilesenleri olan degiskenlerle ifade etme ydntemine temel bilesenler analizi denir.
Veri matriksinde yer alan p degiskeninin dogrusal bilesenlerini bulmak icin
kovaryans matriksinin ya da korelasyon matriksinin 6z degerleri (Eigen) ve 0z
vektorleri kullanilir. incelenen popilasyonlarin sahip olduklari genetik yapilara ve
cevresel bilesenlere gore uzaysal dagiliminin gérintilenmesinde kullanilan alternatif
bir yontemdir. Pearson korelasyon matriksine gore degisken olarak He, A, Ap
sicakhk, yagis, rizgar, yukseklik, enlem ve boylam verileri kullanilarak TBA yapildi.
Temel koordinatlar analizi (TKA) (PCoA: Principle Coordinate Analysis) siklikla
filogenetik veya genetik uzaklik degerlerine gore drnek gruplarini karsilastirmak icin
kullanihir. Temel bilesenler analizi ile ayni esde@er olarak gorulse de iki analiz sekli
birbirinden farklidir. Temel bilesenler degiskenler arasindaki iliskiyi arastirir ve bu
iliskiye gore kiimelemeye gider. Dedisken sayisi ¢cok oldugunda tercih edilmelidir.
Temel koordinatlar ise klasik boyutlandirma veya agirlik hesaplama yontemidir.
TKA cok boyutlu metrik 6lcekli metotlar kullanir. Bunun icin 6rnekler arasindaki
uzakhk (distance)/benzemezlik (dissimilarity) matriks degerlerini kullanarak
ornekleri grafik ekseni Uzerinde yerlestirir. Grafik eksenlerinde iki 6rnek arasindaki
uzaklik da isaretlenmis olur. TKA yonteminin TBA yontemine gore daha guglu bir
yontem oldugu bazi arastirmacilar tarafindan ifade edilmektedir (Chae ve Warde,
2006). Bu calismada populasyonlar arasindaki benzemezlik matriks degerlerinden
yararlanarak TBA hesaplandi ve populasyonlarin grafik ekseni {zerinde

uzakliklarina gére cografik dagihmlari gérintilendi.

Regresyon analizi aralarinda sebep sonu¢ iliskisi bulunan iki veya daha fazla
degisken arasindaki iliskiyi belirlemek ve bu iliskiyi kullanarak o konu ile ilgili
tahminlerde ya da kestirimlerde bulunmak amaciyla kullanilan bir yontemdir.
Regresyon analizi tek degiskenli ve cok degiskenli uygulanabilir. Tek degiskenlide
bir bagimli degisken ile bir bagimsiz degisken arasindaki iliski arastirilir. Cok
degiskenli regresyon analizinde ise bir bagimsiz degisken ile birden fazla bagimsiz
degisken arasindaki iliski arastirilir. Regresyon karesi degeri iliskinin duzeyini
belirleyen sayisal dederdir. Bu calismada genetik verilerin degerleri (A, Ap ve He) ile

eko-cografik faktorler (sicakhk, yagis, nispi nem, yukseklik, enlem ve boylam)
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arasindaki sebep sonuc iliskisi arastirildi. Genetik veriler bagimh eko-cografik
faktorler bagimsiz degisken kabul edildi. Once tekli regresyon analizi yapildi ancak

6nemli bir sonug elde edilmedi. Daha sonra ¢oklu regresyon analizi uygulandi.

Organizmalar arasinda onlarin filogenetik iliskilerini veya genetik benzerliklerinin
derecesini gosteren aga¢ dallarina benzer sekle dendrogram denir. Disey eksende
gosterilen degerler zamani gosterir veya goreceli gelisme (ilerleme) duzeyini

gosterir.

Bu calismada Nei’nin (1978) genetik uzaklik ve genetik identi hesaplarina gore
Ortalama Agirliksiz Ciftli-Gruplama (Unweighted Pair-Group Average UPGMA)
yontemi kullanilarak bir dendogram elde edildi. Morfolojik karakterlerin analizine
gore Euclidean uzakhgi kullanilarak UPGMA yéntemine goére de bir dendogram

olusturuldu.

Bu calismada tum istatistiksel analizler XLSTAT versiyon (2012) kullanilarak Yrd.
Dog. Dr. Ozlem OZBEK tarafindan yapildi.
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4. ARASTIRMA SONUCLARI VE TARTISMA:

4.1. 1. glauca Aucher ex Boiss. Alttirlerinin Teshisi:

Calismada 2010-2011 yillarinda toplanan érnekler kullanildi. 2010 érneklerinin ¢ogu
dogru tur teshisi saglayacak meyve olgunlugunda toplanmadidi icin morfolojik ve
molekiler calismalar 2011 6érnekleri Uzerinde yapildi. Popilasyon olusturmak icin
yeterli 6rnek sayisi elde edilememekle beraber 2010 drnekleri de Prof. Dr. Sinasi
Yildirimh ve Elgin Gorgull tarafindan gorsel olarak 2011 érnekleri ile karsilastirilip

analiz edildi.

Resim 4.1. 2010 ve 2011 vyillarinda Ankara/Ayas lokasyonundan toplanan Isatis
glauca oOrnekleri. I. glauca subsp. galatica tip 6rnegine en yakin
morfoloji gosteren ornek (a), subsp. galatica’da farkli bir meyve
morfolojisi (b), subsp. sivasica tip 6rnegini andiran meyveler ve ayni
zamanda polimorfizm 06rnegi (c), subsp. iconia tip 6rnegini andiran
meyveler (d) (Gérgult, 2011)
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2010 ve 2011 yillarinda yapilan arazi ¢calismasinda Ankara/Ayas lokasyonunda tipik
I. glauca subsp. galatica drneklerine rastlandi [Resim 4.1 (a)]. Subspecies galatica
tip 6rneginde (Yildirimh, 1988) meyve sekli oblong olarak belirlenmis olmasina
ragmen toplanan orneklerde meyve morfolojisi oldukca yuksek cesitlilik gosterdi
[Resim 4.1 (b)]. Ornegin bu lokasyona ait bazi 6rnekler sasirtici bir sekilde subsp.
sivasica tip ornegini hatirlatti [Resim 4.1 (c)]. Ayni sekilde 2011 yilinda toplanan
bazi 6rnekler de subsp. iconia tip Ornegini hatirlatti [Resim 4.1 (d)]. Subspecies
iconia ve subsp. sivasica, subsp. galaticahin varyasyonlari olabilir. Ayni bireye ait
meyvelerde bile meyve sekli ve meyve boyutu bakimindan belirgin sekilde birinden
digerine farkhlik gézlemlendi. Polimorfizim ve dimorfizm 6zelligi en ¢ok bu alttirde
kendini gosterdi. Diger alttirler, atalari sayilabilecek subsp. galatica'dan farklilasmis

olabilir. Bu da gerceklestirilecek molekuler calismalarimizla aydinlatilacaktir.

Ankara/Polath lokasyonundan 2011 yilinda toplanan ornekler subsp. galatica'dan
subsp. glauca'ya gecis formu olarak degerlendirildi. Bu lokasyondan toplanan
ornekler genel olarak subsp. galatica'daki gibi iri ve ovat-oblong meyve sekli

gosterirken, lokulusun ttylld olmasi ile subsp. glauca'yl animsatti (Resim 4.2).

(@ (b)

Resim 4.2. 2011 yihinda Ankara/Polatli lokasyonundan toplanan Isatis glauca
ornekleri. Ovat meyve sekli (a) ve oblong meyve sekli (b) ile subsp.
galatica lokulusun tuyli olusu ile subsp. glauca arasi gecis formu teskil
eden meyveler (Goérgull, 2011)
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Ankara/Golbasi lokasyonundan toplanan Orneklerde subsp. glauca’nin yanisira
subsp. glauca-galatica gecis formu teskil eden bireyler tespit edildi. Bunlar ayri

popilasyon olarak degerlendirildi (Resim 4.3).

(@) (b) (©)

Resim 4.3. 2010 ve 2011 yillarinda Ankara/Goélbasi lokasyonundan toplanan Isatis
glauca ornekleri. Tipik subsp. glauca 6rnegi (a); dar oblong meyve sekli
ile subsp. glauca, lokulusun tiystiz olmasi ile subsp. galatica gecis
formu (b), ve oblong meyve sekli ile subsp. galatica, lokulusun tiyli
olmasi ile subsp. glauca gegis formu (c) teskil eden meyveler (Gorguld,
2011)

2011 yilinda Ankara/Beytepe lokasyonundan toplanan drnekler subsp. glauca olarak
teshis edildi. Bununla birlikte bu lokasyondan toplanan 6rneklerde de hem subsp.

glauca hem de subsp. galatica 6zelligi gdsteren bireyler tespit edildi (Resim 4.4).

Bu calismada yalnizca Ankara/incek lokasyonunda subsp. exauriculata tip ornegine
benzeyen drnekler elde edildi (Resim 4.5). Ankara ¢evresindeki diger lokasyonlarda
da subsp. exauriculata olarak teshis edilebilecek bireylere rastlandi, ancak bunlar
populasyon kabul edilebilecek sayida degildi. Subspecies exauriculata, subsp. glauca
ile ayni meyve morfolojisine sahiptir. Subsp. exauriculattfda gdvde yapraklari
kulakgiksizdir ya da kulakgik cok kucuktur (Bkz. Resim 3.1)
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(a) (b)
Resim 4.4. 2011 yilinda Ankara/Beytepe lokasyonundan toplanan lIsatis glauca
ornekleri. Meyve sekli ve tuyli lokulus ile tipik subsp. glauca 6rnegi

(a); tiylu lokulus ile subsp. glauca, ovat meyve sekli ile subsp.
galatica gecis formu (b) (Goérgilu, 2011)

Resim 4.5. 2011 yilinda Ankara/incek lokasyonundan toplanan Isatis glauca
ornekleri (Gorgulu, 2011)

Konya lokasyonundan toplanan ornekler Ankara/Ayas ile kiyaslandiginda meyve

boyutu kucuk olarak tespit edildi (Resim 4.6). Bu durum iklim kosullarindan
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kaynaklanityor olabilir. Sicaklik arttikca meyve boyutu da gdreceli olarak kiglliyor
olabilir. Bu lokasyonda ¢ogunlukla tipik obovat sekilli meyvelere rastlandi. 2010
yilinda yapilan arazi calismasinda tek bir bireyde subsp. sivasica’yl, yine tek bir
bireyde subsp. iconia tip 6rnedini andiran meyveler tespit edildi. 2011 yilinda
yapilan arazi calismasinda da subsp. iconia tip 6rnedi tanimina uygun morfoloji
g6steren tek bir birey tespit edildi. Bu durum subsp. iconia'nin, subsp. galatica

icerisine dahil olabilecegini disundirdi.

\ 1 1
/
e N w J*
& n a st 8 g |
(a) (b)
(c) (d)

Resim 4.6. 2010 ve 2011 yilinda Konya lokasyonundan toplanan Isatis glauca
ornekleri. Tipik subsp. galatica (a), subsp. iconia tip drnedine benzeyen
(b) ve ayni zamanda polimorfizim gdsteren meyveler (c) ve subsp.
sivasica tip 6rnegine benzeyen meyveler (Gorgili, 2011)

2011 yilinda Eskisehir lokasyonundan toplanan &rnekler subsp. galatica meyve

morfolojisine benzer meyve morfolojisi gosterdi (Resim 4.7).



Resim 4.7. 2011 yilinda Eskisehir lokasyonundan toplanan Isatis glauca ornekleri
(Gorgulu, 2011)
2010 ve 2011 wyillarinda Sivas lokasyonundan toplanan Ornekler tipik kordat
(ylreksi) sekli ve degisik renklenme bicimi ve bazi meyvelerde goriilen ondillenme
ozelligi ile ilk bakista digerlerinden ayri bir poplilasyon olabilece§ini distndirdi
(Resim 4.8). Ancak Ankara/Ayas [Resim 4.1 (c)] ve Konya [Resim 4.6 (d)]
lokasyonlarindan toplanan d&rnekler arasinda subsp. sivasica’ya c¢ok benzeyen
bireyler tespit edildi. Ayni sekilde Sivas lokasyonundan toplanan drneklerin bazilari
da subsp. iconia tip 6rnegine oldukca yakin morfoloji gésterdi. Bu durum bu
orneklerin heniiz tirlesmedigini ve subsp. sivasica’nin subsp. galatica'ya ait bir
varyete olabilecegini dustindirdid. Bu bireyler ondillenme 6zelligi sayesinde bu
kadar uzak bdlgelere tasinmis olabilir. Bu tdrin yol boyu bitkisi olmasi da

tohumlarinin uzak mesafelere tasinmasini kolaylastirir.



(e) ()

Resim 4.8. 2010 ve 2011 yillarinda Sivas lokasyonundan toplanan Isatis glauca
ornekleri. Bir bireyden digerine farklilik gosteren kendine ézgli meyve
desenleri ve kordat meyve sekli ile subsp. sivasica tip 6rnegine
benzeyen meyveler (a) ve (b), yuvarlak meyve morfolojisi ile subsp.
iconia tip 6rnegine benzeyen meyveler (c) ve (d), subsp. iconia tip
ornegine benzeyen ve ondillenme gdsteren meyveler (e) ve (f)
(Gorgula, 2011)

Sonug olarak Ankara gevresindeki lokasyonlarda morfolojik cesitlilik ve alttirler
arasinda gecis ¢ok yuksek oranda gorildi. Ankara, I. glauca’m gen merkezi olabilir.

Merkezden uzaklastikca morfolojik karakterler de daha belirgin hal almakla birlikte

alttiirler arasinda kesin bir sinir gizilemedi.
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Meyve renklenmesi herhangi bir ture 06zgi olarak gorilmedi ve tir igerisinde
sireklilik gdstermedi. Meyvelerdeki ve bitki gdvdesindeki renklenmelerin nedeni
topragin kayag¢ yapisindan kaynaklaniyor olabilir. I. glauca ozellikle Kiregli ve
serpantinli topraklari tercih eden bir bitkidir. i¢ Anadolu bélgesinde bol miktarda
bulunan bor minerali de bu renklenmenin nedeni olabilir. Isatis tiirleri ile yapilacak
olan morfolojik karakterizasyon calismalarinda bitkilerin toplandi§i lokasyonlardaki

toprak yapisinin da incelenerek degerlendirilmesi gerekmektedir.
4.2. Morfolojik Analiz Sonuclari:

Fenotipin ifadesi filogenetik gecmis ve lokal c¢evreye adaptasyonun dranddar
(MacLeod ve Forey, 2002). Popillasyonlar arasindaki morfolojik cesitlilik ve
cografik dagihim da ayni zamanda tir ve alttlrlerin olusumunda 6n kosuldur (Losos
ve Glor, 2003). iklimin etkilerini, cografik tarihi ve yeni taksonlari olusturan
evrimsel dinamikleri géstermek igin fito-cografik analizler kullanilabilir (Avise ve
ark., 1987; Templeton ve ark., 1995; Arbogast ve Kenagy 2001: Ellison ve ark.,
2004).

Cizelge 4.1. Dokuz Isatis glauca popiilasyonunda bitki uzunlugu ve bitki basina
disen dal sayisi (Kisaltmalar: PK Popilasyon kodu, N1 Morfometrik
Olcimlerde kullanilan 6rnek sayisi, Min-Max Minimum- Maksimum,
Ort Ortalama, SS Standart sapma, ve VK Varyasyon katsayisi)

DS BU
PK N . VK Min-
Min - Maks Ort+ SS Ort+ SS VK (%)
(%) Maks
AA 10 14 - 34 20,60 £ 5,32 0,26 68-111 92,10 + 15,30 0,17
124,60 +
AB 10 9-27 17,40 £ 583 0,34 88-155 0,18
22,74
E 7 12 - 25 19,14 £ 4,14 0,22 78-124 93,29 + 15,28 0,16
'i‘G 10 9-24 18,50 £ 4,35 0,24 59-123 92,50 + 19,01 0,21
AG
» 10 13 - 25 16,80 £ 3,99 0,24 72-119 84,00 + 13,44 0,16

Al 9 11 - 32 18,67 + 6,65 0,36 74-134 91,44 + 17,39 0,19

K 10 10 - 35 23,00 £ 6,94 0,30 68-98 82,30 + 10,10 0,12

AP 10 8-24 13,40 + 4,81 0,36 69-111 86,80 + 11,43 0,13
15,90 +

- - +
S 10 2 -33 13.62 0,86 41-103 81,80 + 17,27 0,21
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Morfolojik karakterler arasinda DS, bitiin populasyonlar icinde en yuksek cesitlilik
katsayisini gosterdi. DS (Cizelge 4.1) bitki basina 2-33 oraniyla en yiuksek varyasyon
katsayisi (%86) S popllasyonunda g6zlenirken, bitki basina 12-25 oraniyla en dustk
varyasyon katsayist (%22) E popllasyonunda gézlendi. Bunun nedenin 6rneklerin
toplandi§i Eskisehir’in iklim verileri ile iliskili oldugu distnilmektedir. Iklimsel
verilere bakildiginda (Cizelge 3.2) S populasyonu en yiiksek senelik ortalama yagis
miktarina (YA= 40,14 mm) sahip bulundu ve senelik ortalama nispi nemi
(NM=%061,91) nispeten yiksek bulundu. Ayni zamanda S populasyonu bu
calismadaki popilasyonlar arasinda en fazla yiikseklik degerine (YU= 1,420 m)
sahip olarak belirlendi (Cizelge 3.1). Meyve ve tohumlari tutan dallar bitkinin
genetik mirasint yeni nesillere aktarmada rol alir. Bitki basina daha fazla dal sayisi
daha fazla meyve demektir (Kizil, 2006). Cevresel kosullar sert ve de§isken hale
geldiginde bitkiler degisen kosullara cevap vermek icin DS gibi degisken morfolojik
karakter gelisimini tesvik ederek cesitlilie sahip olurlar. Diger yandan Pearson
korelasyon analizine gore (Cizelge 4.2) DS ile NM, YA, EN ve BO (sirasiyla rP= -
0,090; p= 0,008, rP= -0,110; p = 0,001; rP = 0,097 p = 0,008 p<%l o6nemlilik
derecesinde) arasinda negatif korelasyon gorulirken, DS ile BO (rp = 0,169;p = 0,00

p<%1 onemlilik derecesinde) arasinda pozitif korelasyon goruldi.

Daha 6nce Kizil (2006) tarafindan yapilmis bir calismada bazi yabani ve kiltire
edilmis Isatis tirleri arasinda en degisken morfolojik karakter bitki uzunlugu olarak
rapor edilmesine ragmen bu calismada bitki uzunlugu en fazla degiskenlik gdsteren
karakter olarak bulunmadi. Bunun nedeni muhtemelen bu calismada sadece I. glauca
alttirlerine ait 6rnekler c¢alisiimis olmasidir. BU, 68-98 cm orani ile en disik
varyasyon katsayisini (%12) K populasyonunda gdésterirken, 59-123 ve 41-103 cm
oranlari ile en yuksek varyasyon katsayisint (her ikisi icin de %21) AGl ve S
populasyonunda gosterdi (Cizelge 4.1). Pearson korelasyon analizine gore (Cizelge
4.2) BU, SI, YA, EN ve BO ( sirasiyla rp = -0,103 p = 0,002, rp = -0,185p = 0,00, rp
= -0,201 p = 0,00 ve rP=-0,232; p = 0,00 p<%1 6nemlilik derecesinde) ile negatif
korelasyon gosterirken, NM ve YU (sirasiyla rP= 0,154; p = 0,00 ve rP= 0,241;p =
0,00 p<%1 oOnemlilik derecesinde) ile pozitif korelasyon gdosterdi. Eko-cografik
kosullar bitki uzunlugunu etkiliyor olabilir. Olumsuz c¢evresel kosullar bitki

uzunlugunu degisken durumlara karsi adapte edecek sekilde cesitlendiriyor.
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Calismada ayni zamanda BU ve DS (rP = 0,261; p = 0,008 p<%1l o6nemlilik
derecesinde) arasinda pozitif korelasyon oldugu tespit edildi. Y iksek bitki uzunlugu,

bitki basina daha fazla alan ve daha fazla dal sayisi demektir.

Cizelge 4.2. Ortalama morfolojik degerler ve eko-cografik faktorler arasindaki
Pearson korelasyon katsayilari (S1 Sicaklik, NM Nispi nem, YA
Yagis, YU Yikseklik, EN Enlem, BO Boylam, DS Dal sayisi, BU
Bitki uzunlugu, GBC Gdévde bazal cap,GMC Gdévde median ¢cap, GAC
Godvde apikal ¢cap, MU Meyve uzunlugu, MG meyve genisligi, MSU
Meyve sap uzunlugu, rp Pearson korelasyon katsayisi)

Sl NM YA YU EN BO
DS rp 0,037 -0,090** -0,110** -0,035 -0,097** 0,169**
p 0,282 0,008 0,001 0,312 0,004 0,000
rp -0,103** 0,154** -0,185** 0,241** -0,201** -0,232**
BU p 0,002 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
rp 0,156** 0,031 0,043 -0,175** 0,204** -0,030**
° p 0,000 0,365 0,211 0,000 0,000 0,380
- o rp 0,128** 0,052 -0,106** -0,218** 0,210** 0,019
p 0,000 0,125 0,002 0,000 0,000 0,580
GAC rp -0,020 0,099** -0,191** -0,139** 0,119** 0,014
p 0,561 0,004 0,000 0,000 0,000 0,682
rp -0,572** 0,062** -0,395** 0,096** 0,326** -0,561**
MY p 0,000 0,070 0,000 0,005 0,000 0,000
rp 0,270** 0,263** 0,524** 0,262** -0,405** 0,226**
Me p 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
MSU rp -0,164** 0,150** -0,111** 0,123** 0,028 -0,191**
p 0,000 0,000 0,001 0,000 0,405 0,000

Bu calismada Pearson korelasyon analizine g6ére meyvenin tim morfolojik
karakterleri ile eko-cografik faktorler arasinda korelasyon olmasina ragmen gdévdenin
morfolojik karakterleri ile karsilastirildiginda c¢cok degiskenlik gdstermektedirler.
Pearson korelasyon analizine gére MU, YU ve EN (sirasiyla rP= 0,096;p = 0,005 ve
re = 0,326; p= 0,00 p<%1l Onemlilik derecesinde) arasinda pozitif korelasyon
gosterirken SI, YA ve BO (sirasiylarP=-0,572; p = 0,00, rP= -0,395; p= 0,00 ve rP=
-0,561; p = 0,00 p<%1 Onemlilik derecesinde) arasinda negatif korelasyon gosterdi

(Gizelge 4.2).

Hornung-Leoni ve Sosa (2006) tarafindan yapilan bir calismada birtakim cografik

bolgelerdeki bazi angiosperm gruplari icin yukseklik ve bitki boyu arasinda
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korelasyon rapor edildi. Yukseklik arttikga farkli taksonlar icin bitki boyutlari da
artmaktadir. Ornedin Venezuela Ant daglarindaki Espeletia (Asteraceae)da
yukseklik arttikga uzun bitki formlarinin kisa bitki formlari ile yer degistirdi§i ifade
edilmektedir. Benzer bir durum da ylksek rakimlarda devasa bireyler olusturan
Lobelia (Lobeliaceae) ve Senecio (Asteraceae) gibi taksonlarin bulundugu Afroalpin
florasinda meydana geliyor (Mabberley, 1972; Hornung-Leoni ve Sosa, 2006). Bu
durum bu calismada elde edilen sonuclarla da uyumluluk gésterdi. . glauca

populasyonlarinda yuksek rakimlarda uzun bitki boyu gézlendi.

Uciincii degisken karakter olan GBC 5,89-10,13 cm oraniyla en diisiik varyasyon
katsayisint (%19) AG2 popilasyonunda gdsterirken, 6,35-17,72 cm oraniyla en
yiksek varyasyon katsayisini (%44) E popilasyonunda gdsterdi (Cizelge 4.3). GBC
bitkiyi topraga baglayan, kéke oldukca yakin bir kismidir. Dolayisiyla GBC'in gicli
olmasi kokin de gucli olmasini saglar ve bu da bitkiyi riizgar erozyon gibi ¢evresel

etkenlere karsi gigli kilar.

Cizelge 4.3. Dokuz Isatis glauca poptilasyonunda govde bazal ¢ap (GBGC) ve govde
median ¢cap (GMGC) degerleri (Kisaltmalar i¢in Bkz. Cizelge 4.1)

GBC GMC

PKYNT Min - Maks Ort+ SS VK (%)  Min-Maks Ort+ SS VK (%)
AA 10 491-1134 752+ 182 0,24 418 -87 593 + 1,27 0,21
AB 10 167-149 7,96 + 3,31 042  342-1092  530+216 041
E 7 635-1772  9,20+4,00 0,44 5,04 - 9,92 6,50 + 1,60 0,25
AGL 10 6,99-1524 10,24+ 2,58 025  446-1183  751+226 0,30
AG2 10 5,89 - 10,13 8,20 + 1,55 0,19 3,07 - 843 5,75 + 2,02 0,35
Al 9  5-115 8,51 + 2,07 0,24 477 -83 6,13 + 1,32 0,22
K 10 396-933 6,89 + 1,52 0,22 2,61 -7,77 5,16 + 1,49 0,29
AP 10 402-1005 7,31+ 185 0,25 2,95 -6,9 432+ 118 0,27
S 10 428-1314  865+321 0,37 1,86 - 9,42 5,19 + 2,65 0,51

GMGC, 4,18-8,7 cm orani ile en disik varyasyon katsayisint (%21) popillasyon
AA'da gosterirken, 1,86-9,42 cm orani ile en yiksek varyasyon katsayisini (%41)
popllasyon S'de gosterdi (Cizelge 4.3). Pearson korelasyon analizine gore (Cizelge
4.2) GMC, YA ve YU (sirastylarp=-0,106;p = 0,002 ve rp=-0,218;p = 0,00 p<%1
onemlilik derecesinde) ile negatif korelasyon gdsterirken SI ve EN (sirasiyla rP= -

0,106; p = 0,002 ve rP= -0,218; p = 0,00 p<%1 o6nemlilik derecesinde) ile pozitif
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korelasyon gosterdi. S popllasyonu en yiiksek rakim (1420 m) ve yagisa (yilhk
ortalama 40,14 mm) sahip olarak tespit edildi. Diger yandan nispeten distk sicakliga
(yirlhk ortalama 22,63 °C) sahip olarak tespit edildi. Civit otu bodur bir bitkidir ve
kirilgan gdvde va dallara sahiptir. Yuksek rakimlarda sicaklik daha disik ve hava
¢cogu zaman rizgarh olur. Diger yandan yiksek yagis miktari bitkinin kék ve
dallarinda nemlenmeye neden olur. Bu da bitkinin govde ve dallarinda kirilma ya da
parazitlere maruz kalma gibi fiziksel hasarlara yol agabilir. Sonug olarak bitki zorlu

cevresel kosullara karsi morfolojik degisikliklerle cevap verir.

Pearson korelasyon analizine gore (Cizelge 4.2) GBGC, Sl ve EN (sirasiyla rP =
0,156; p = 0,00 ve rP = 0,204; p = 0,00 p<%1 onemlilik derecesinde) ile pozitif
korelasyon gosterirken YU (rP = -0,175; p = 0,00 p<%1 6nemlilik derecesinde) ile
negatif korelasyon gdosterdi. Yuksek rakimlarda ylzeydeki verimli toprak tabakasi
azalir ve sonug¢ olarak bu da bitkinin topraga saglam bir sekilde baglanmasini
olumsuz etkiler. GBC ile YU arasinda negatif korelasyon olmasina ragmen yalnizca
tek bir gcevresel faktére gdre karar verilemez. Morfolojik cesitlilikte diger cevresel

faktorlerin yani sira toprak yapisi da etkili oluyor olabilir.

GAC 1,52-2,33 cm orantyla en disik varyasyon Kkatsayisint (%12) Al
popllasyonunda goOsterirken 1,2-2,65 cm ve 1,38-3,66 cm orani ile en yilksek
varyasyon Kkatsayisini (her biri icin %32) AGl ve E popillasyonunda gosterdi
(Cizelge 4.4). Pearson korelasyon analizine gore GAGC, NM ve EN (sirasiyla rP =
0,099; p = 0,004 ve rP= 0,119; p = 0,00 p<%1 o6nemlilik derecesinde) ile pozitif
korelasyon gosterirken YA ve YU ( sirastyla rP= -0,191;p = 0,00 ve rP=-0,139;p =
0,00 p<%1 o6nemlilik derecesinde) ile negatif korelasyon gosterdi (Cizelge 4.2).
Bitkinin u¢ kismi apikal meristemi iceren bliyume konisini icerir. Bitkinin bu kismi
cevresel kosullara 6zellikle neme karsit oldukca duyarhidir. Nemdeki dusis apikal
kismin kurumasina ve dolayisiyla diger kisimlarin da kurumasina neden olur. Bu
nedenle bitki blytrken apikal kismi taze tutmak i¢in havanin nemli olmasina ihtiyag
duyabilir. Ancak AG1l, E ve S popilasyonlart bitkileri negatif etkileyen yiiksek
rakima ve yilksek yagis miktarina sahiptir. Dolayisiyla bu tir lokasyonlardaki

bitkilerin bu karakterler bakimindan daha fazla gesitlilige sahip olmalari dogaldir.
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Cizelge 4.4. Dokuz Isatis glauca popiilasyonunda gévde apikal cap (GAC) ile meyve
uzunlugu (MU) iliskisi (Kisaltmalar igin bkz. Cizelge 4.1)

GAC MU

N1 Min-Maks Ort+SS VK  Min-Maks O+ SS VK

AA 10 139-2,92 191% _ 030 12,67-21,03 1453 £253 0,17
AB 10 116-271 178+ 053 0,30 14,77 -21,56 17,34 2,12 0,12

pk

E 7 1,2 - 2,65 1,60+ 051 0,32 13,78 - 18,89 1549+ 187 0,12
AG1 10 138-366 2,19+0,71 0,32 12,64 -19,19 * 0,14
DI o
AG2 10 1,09-2,69 155=% 0,31 14,84 - 18,82 17,45+ 1,34 0,08
Al 9 152-233 194 = 0,12 12,74 - 21,64 *3,01 0,17
™o <KW
K 10 1,27-232 168 = 0,17 9,41 -1736 1354 *221 0,16
Ap 10 1,09-225 155+ 0,23 18,9 - 29,1 22,35 £ 3,18 0,14

S 10 139-292 191+057 030 10,25-1483 12,07%* 139 0,12

MU, 12,67-21,03 cm ve 12,74 - 21,64 cm oraniyla en yiksek varyasyon katsayisini
(%17) AA ve Al populasyonlarinda gosterirken, 14,84 - 18,82 cm oraniyla en dustk
varyasyon katsayisini (%8) AG2 popllasyonunda gdsterdi (Cizelge 4.4). Pearson
korelasyon analizine gére MU ile YU ve EN arasinda (sirastyla rP=0,096;p = 0,005
ve rP=0,326;p= 0,00 p<%1 dnemlillik derecesinde) pozitif korelasyon gézlenirken,
MU ve SI, YA ve BO arasinda (sirasiyla rp = -0,572; p = 0,00, rp = -0,395; p= 0,00
ve rP= -0,561; p = 0,00 p<%1 6nemlilik derecesinde) negatif korelasyon gd6zlendi

(Cielge 4.2).

MG, 7,16-15-57 cm oraniyla en ylksek varyasyon Kkatsayisint (%24) S
populasyonunda gdsterirken, 6,25-7,44 cm oraniyla en dusik varyasyon katsayisini
(%7) E populasyonunda gosterdi (Cizelge 4.5). Pearson korelasyon analizine gore
MG ile SI, NM, YA, YU ve BO (sirastyla rp=0,270; p= 0,00, rp = 0,263; p= 0,00, rp
= 0,524; p= 0,00, rp= 0,262; p= 0,00 ve rp= 0,226; p = 0,00 p<%1 o&nemlilik
derecesinde) arasinda pozitif korelasyon goézlenirken, MG ve EN (rp= -0,405; p=
0,00 p<%1 oOnemlilik derecesinde) arasinda negatif korelasyon goézlendi (Cizelge

4.2).
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Cizelge 4.5. Dokuz Isatis glauca populasyonunda meyve genisligi (MG) ve meyve
sap uzunlugu (MSU) iliskisi (Kisaltmalar icin Bkz. Cizelge 4.1)

MG MSU
PK N  Min- Maks Ort+ SS VK N Min - Maks VK
AA 10 6,15 - 10,79 8,89 + 1,60 0,18 6,92 - 11,28 8,70+ 1,38 0,16
AB 10 55 -7,23 6,50 £ 0,59 0,09 6,28 - 9,21 7,96 + 1,01 0,13
E 7 6,25 - 7,44 6,67 + 0,46 0,07 7,61 - 9,28 8,50 + 0,63 0,07
AGl1 10 4,91 -6,52 5,92 £+ 0,67 0,11 6,6 - 9,13 7,98 + 0,87 0,11
AG2 10 5,8 - 8,07 7,01 = 0,63 0,09 6,59 - 10,46 8,64+ 1,35 0,16
Al 9 4,65 - 6,78 5,85 £0,67 0,11 7,05 -9,11 7,75 + 0,64 0,08
K 10 5,59 - 8,67 7,04 + 1,04 0,15 592 -1105 7,68+ 140 0,18
AP 10 5,74 - 10,29 7,90 + 1,62 0,20 6,68 -10,47 8,86+ 1,33 0,15
S 10 7,16 - 15,57 10,25+ 2,41 0,24 6,48 - 9,46 7,84 £0,88 0,11
MSU 5,92-11,05 cm orant ile en ylksek wvaryasyon Kkatsayisini (%18) K

populasyonunda goésterirken 7,61-9,28 cm orani ile en disik varyasyon katsayisini
(%7) E populasyonunda godsterdi (Cizelge 4.5). Pearson korelasyon analizine gdre
MSU ile NM ve YU (sirasiyla rP= 0,150; p = 0,00 ve rP= 0,123; p= 0,00 p<%1
6nemlilik derecesinde) arasinda pozitif korelasyon goézlenirken, MSU ile SI, YA ve
BO (sirasiyla rP= -0,164; p = 0,005, rP= -0,111; p= 0,001 ve rP=-0,191;p = 0,00
p<%1 onemlilik derecesinde) arasinda negatif korelasyon gézlendi (Cizelge 4.2).
Meyve sapl meyveyi dala baglar. Yiksek sicaklik meyve sapini daha kuru ve kolayca
kirilabilir hale getirir. Siddetli yagis da ayni sonucu dogurabilir. Dolayisiyla meyve
sap! cevre kosullarina karsi iyi adapte olabilmek igin varyasyon gelistirmis olabilir.
Yiksek sicaklik ortalamasi

(yilhk 24,38 °C) K populasyonunun bu karakter

bakimindan neden yliksek cesitlilik gésterdigini aciklayabilir.

Bitki morfolojisinde cografik varyasyonlar bireysel olarak bir tiriin biyocografik

tarihinde, populasyonlar arasinda evrimlesme, genetik c¢esitlilik ve yerel cevre
kosullarina gosterdigi tepkilerdeki fenotipik varyasyonun bir fonksiyonudur (Ellison
ve ark., 2004). Yaprak sekli gibi karakterler genetik olarak zorlanirlar, (Thompson
1991; Schlichting ve Pigliucci 1998: Ellison ve ark., 2004) ayni zamanda icinde

yetistikleri ¢evresel kosullar tarafindan buyik 6l¢lide etkilenebilirler.

Bu calismada disiik meyve uzunlugu degerleri stresin etkisini gostermektedir.

Meyveler teshiste kullanildigi icin I. glauca alttirlerinin 6nemli bir parcasidir.
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Dolayisiyla meyve sekli tzerine abiyotik etkilerin ihmal edilebilecedi sonucuna
varilamaz. Kuraklik, tohumu korumak icin meyve genisligini azaltip meyveyi kalin
hale getirmis olabilir. Muhtemelen bu durum c¢evreye karsi bir adaptasyondur.
Y Gkseklige ve sicakliga yanit olarak meyveler de yapraklar gibi boyut

degistirebilirler (Niinemets ve ark., 2006).

Bu calismada morfolojik karakterler, birbirleri Gzerine etkilerini gdéstermek igin
Pearson korelasyon analizine gore iliskilendirildiler (Cizelge 4.6). Morfolojik
karakterler icinde DS ile GBC, GMC ve GAC (sirasiyla rP = 0,418; p= 0,00, rP =
0,667;p = 0,00 ve rP= 0,255; p= 0,00 p<%5 6nemlilik derecesinde) arasinda énemli
duzeyde pozitif korelasyon tespit edildi. Bitki gdvdesi dallari tasir. Dolayisiyla
govdenin farkli kisimlarinin capi bitkiyi rizgar ve yagmur gibi gevresel etkenlere
karsi direncli kilar. Fazla dal sayisi ayni zamanda ¢ok sayida meyve ve tohumu
tasimay1 destekler (Kizil, 2006). Sonuc olarak dogal populasyonlarda ¢cok sayida
tohum nesli devam ettirmek icin bir adaptasyon olabilir. Diger yandan GAC ile GBC
ve GMC (sirasiyla rP = 0,553; p = 0,00 ve rP = 557; p = 0,00 p<%5 odnemlilik
derecesinde) arasinda yiksek dizeyde pozitif korelasyon gozlendi, LO ile M$S ve
MU (sirasiyla rP = -0,467; p = 0,00 ve rP = -0,462; p= 0,00 p<%5 o6nemlilik

derecesinde) arasinda negatif korelasyon gézlendi.

Bitkiyle iliskili morfolojik karakterler taksonlarin potansiyel farkliliklarini bulmak
icin karsilastirildi. Bitkilerin yapisi ve seklinde belirgin sekilde morfolojik cesitlilik
oldugu gozlemlendi. Varyasyonlar gelisme ddénemlerinde, cevresel etkiler ve
organlarin gelisimsel pozisyonlarindan etkilenmektedir. Bitki gelisimi, bitki
fizyolojisi ve bitki anatomisi analizini iceren bir sirectir. Cevre, bitkinin blyume ve
olgunlasma sireci Uzerinde etkilidir. Evrim devam ettikce daha ¢ok bitki formlari
arastirtlacak ve insanlara faydalari goéruntilenecektir. Bitki morfolojisine gore

belirlenebilmeleri i¢in kayit altina alinacaklardr (Ellison ve ark., 2004).
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Cizelge 4.6 Dokuz Isatis glauca popilasyonunda morfolojik karakterler arasindaki iliskiyi gésteren Pearson korelasyon analizi degerleri

B B & G & W Ms MU M MS MS IO M 0 M

D) B !

BU g 0,261%* 1

GB(; E 0,6&*)* 02096J 1

GG E) 0,6663* 0,272%* 0,796%* 1

GAC B 0,20563* 0,1663* o,sds(af)* oss(zD 1

MU B -0,197** 0,16** odwe* @ 06&% 1

NG E) -0, 225** -0, 253** »0,(1121** -0,242%% -0, 195** -(a)(snzé 1

w B G o oM o ) R

S N R N N S R S

oo BOGB GH W W 8 @b B W W

MAS E) 6@ - d&* -0 o(ﬁ -&[:Jl% -obs&*)* QO% 0, 194** o,%Sﬁi* -0,64035* %ﬁﬁ_ 1

o bW W 6w W 5 W e Y W

o poB W Wi W My i " W W dr ‘i
Pl B om B B oW oW oW B oW oMo ow
© p T o dd  0es 0% oD 0D oW B QO d® 0b 018 0B

N 860 860 860 860 860 860 860 860 860 860 860 860 859 860 860
771 * A<TLIK



51

Bir organizmanin fenotipi onun genotipinin ¢evreyle birlikte ifade edilmesidir. Bu
calismada eko-cografik faktdrlerin morfolojik c¢esitlilije etkisini tespit etmek
amaciyla ¢oklu regresyon (GCR) uygulandi (Gizelge 4.7). CR analizi sonuglari YU,
EN, BO, SI, NM ve YA kombinasyonunun morfolojik karakterlerin varyasyonu
Uzerine dikate deger oranda etkisi oldugunu go6sterdi. CR analizine gbre eko-cografik
faktorlerin (YU, EN, BO, SI, NM ve YA) etkileri birlikte degerlendirildiginde
morfolojik karakterlerin (DS, BU, GBC, GMC, GAC, MU, MG) varyasyonu
uzerinde onemli etkilere sahiptirler. Regresyon (R2) katsayisi degerleri sirasiyla
%97,8, %81,10, %64,8,%71, %94,5, %90,7, %66,6. CR sonuclari eko-cografik
faktorlerin ic Anadolu bolgesi |. glauca popiilasyonlari iizerine dikkate de§er oranda

etkilerinin oldugunu gdésterdi.

Cizelge 4.7. Isatis glauca popiilasyonlarinin regresyon analizi (Kisaltmalar: Bagimli
degisken BD, Bagimsiz degdisken BZD, Regresyon Kkatsayisi R2
standart hata Std. Hata)

BD R2 Std. Hata BZD
DS 0,978 0,895 YU, EN, BO, SI, NM, YA
BU 0,810 11,426 YU, EN, BO, SI, NM, YA
GBC 0,684 1,144 YU, EN, BO, SI, NM, YA
GMC 0,710 1,032 YU, EN, BO, SI, NM, YA
GAC 0,567 0,324 YU, EN, BO, SI, NM, YA
MU 0,945 1,391 YU, EN, BO, SI, NM, YA
MG 0,907 0,900 YU, EN, BO, SI, NM, YA
MSU 0,666 0,532 YU, EN, BO, SI, NM, YA

Morfolojik c¢esitliligin uzaysal dagilimini gorintilemek icin yapilan TBA ile
morfolojik varyasyonun % 92’sini gosteren bes temel bilesen olusturdu (Cizelge 4.8).
MU, MG, YU, BO ve YA kombinasyonundan olusan ilk bilesen varyasyonun
%29,73’uni gosterirken GBC, GMC, GAC ve MSU kombinasyonundan olusan
ikinci bilesen varyasyonun %27,16°sin1 goésterdi. DS ve NM kombinasyonundan
olusan t¢lincu bilesen varyasyonun % 14,76’sin1 acikladi. Bununla birlikte EN ve BU

kombinasyonundan olusan dérdinciu ve besinci bilesenler sirasiyla varyasyonun
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%12,47’sini ve %7,88’ini acikladi. Temel bilesenler faktorlerine degiskenlerin katki

oranlari Cizelge 4.9°da verildi.

Cizelge 4.8. Morfolojik karakterlerin bilgisayar dlctimleri ile TBA tarafindan elde
edilen Eigen degeri , cesitlilik (%) kumulatif (katlanmis) ¢esitlilik (%)
degerleri (Kisaltmalar: Bilesen B)

Bl B2 B3 B4 B5
Eigen degeri 4,163 3,803 2,066 1,746 1,103
Varyasyon (%) 29.734 27,164 14,756 12,471 7,881

Kimulatif varyasyon %  29.734 56,898 71,654 84,125 92,006

Cizelge 4.9. Temel bilesenler faktdrlerine degiskenlerin katki oranlari (Koyu renkle
gosterilen degerler degiskenin en fazla katkisinin oldugu bileseni ifade
etmektedir (Kisaltmalar: Faktor F).

Dejisken F1 F2 F3 F4 F5

DS 0,031 0,172 0,581 0,046 0,157
BU 0,147 0,019 0,222 0,149 0,409
GBC 0,114 0,380 0,123 0,208 0,019
GMC 0,270 0,517 0,002 0,123 0,044
GAC 0,288 0,322 0,081 0,083 0,006
MU 0,455 0,217 0,155 0,032 0,041
MG 0,657 0,170 0,016 0,079 0,061
MSU 0,139 0,445 0,092 0,039 0,231
Sl 0,001 0,649 0,183 0,058 0,001
NM 0,258 0,207 0,476 0,039 0,005
YA 0,520 0,288 0,024 0,029 0,012
YU 0,475 0,330 0,017 0,120 0,009
EN 0,003 0,077 0,003 0,708 0,064
BO 0,805 0,011 0,089 0,033 0,045

Popillasyonlarin morfolojik ve eko-cografik veriler arasindaki Pearson korelasyonu
temelli (tek kuyruk) temel bilesenler analizine (Sekil 4.1) gére dagiliminin
yapilmasina ragmen bu popllasyonlarin dagilimi orijinal cografik dagilhimlariyla
uyumluluk gésterdi. Gélbasi 1 (AG1), Golbasi 2 (AG2) ve incek (Al) popiilasyonlari
birbirlerine yakin gruplanma gosterirken Ayas (AA), Beytepe (AB), Polath (AP) ve
Eskisehir (AE) populasyonlari da kendi aralarinda yakin bir sekilde gruplanma
gosterdiler. Konya (K) ve Sivas (S) popililasyonu cografik olarak diger

populasyonlara ve birbirlerine uzak iliskili bulundu.



TEMEL B ILESENLERAVLIZE (BELESENLER C1 ve C2: 56.90%C)

P K L okasvon Adi
POLATLI AA Ankara/Ayas
AB Ankara'B eytepe
-~ EsKisBEliYi-FI;EP-E CAYAS AGI Ankara/Golbas!
AG2 Ankara G 6lbasi
el ) ) Al Ankara/incek
9] GOLBASI I «KONYA SiVAS AP Ankara/Polath
i NCEK* E £ skisehir
K Konya
GOLBASI 2 s Sivas

*PK: Popilasyon kodu
C1 (%29,73)

Sekil 4.1. Temel bilesenler analizine gére populasyonlarin uzaysal dagilimi

Benzemezlik matriksine godre heaplanan TKA’ya gére populasyonlarin F1 ve F2
eksenlerine gore dagihmi Sekil 4.2°de verildi. Grafige gore Goélbasi 2 (AG2), incek
(Al), Ayas (AA) ve Eskisehir (E) popllasyonlari birbirlerine yakin dagilim
gosterirken, Golbasi 1 (AG1), Beytepe (AB), Konya (K), Polath (AP) ve Sivas (S)
birbirlerine ve diger poptlasyonlara uzak bir dagilim go6sterdi. Dokuz I. glauca
poptlasyonunun yedi morfolojik karaktere gore elde edilen benzemezlik matriksi ile
hesaplanan TKA tarafindan elde edilen Eigen degeri, varyasyon (%) ve kumdlatif

varyasyon (%) Cizelge 4.10°da verildi.

Temel Koordinatlar Analizi (FIXF2 Eksenleri)

PK Lokasvon
5 AA Ankaral/Ayas
AB Ankara Beytepe
0 AG1 Ankara/Gélbasi
AG2 Ankara/Goélbasi
/ 5 Avas MR Al  Ankara/incek
BEYTEPE 1IESKISEHIR GOI.BASI2 SiVAS AP Ankara/Polath
_______ - 2% 20 5 HO 5 IXC*EK s -»-ir*- 5 E Eskisehir
5 " iGOLBASI1 K Konya
S Sivas

4 POLATLI

*PK: Populasyon kodu
-15

Fi

Sekil 4.2. Benzemezlik matriksine gére hesaplanan TKA’ya g6re populasyonlarin F1
ve F2 eksenlerinde uzaysal dagilimi
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Cizelge 4.10. Dokuz Isatis glauca popiilasyonunun yedi morfolojik karakterinden
elde edilen benzemezlik matriksi ile hesaplanan TKA tarafindan elde
edilen Eigen degeri, cesitlilik (%) ve kumulatif cesitlilik (%)
(Kisaltmalar: Faktor F)

F1 F2
Eigen degeri 1382,358 103,261
Varyasyon (%) 88,965 6,646

Kimulatif varyasyon (%) 88,965 95,611

Oklit (Eucledean) mesafesi ve UPGMA metoduna gére hiyerarsik kime analizi
yapildr ve bir dendrogram olusturuldu (Sekil 4.3). Dendrogramda populasyonlar iki
temel kiime olusturdu. ilk temel grupta AB (l. glauca subsp. glauca) popiilasyonu
diger popillasyonlardan ayri bir kiime olusturdu. Bu durum &rneklerin toplandigi
alanin hava kirliligine neden olan kagit fabrikasina c¢ok yakin olmasindan
kaynaklaniyor olabilir. Bu morfolojisinde farklilia neden olarak Kirleticiler AB
populasyonunun diger populasyonlardan ayri olarak kiimelenmesine neden olmus
olabilir. ikinci temel kiime kendi icinde TKA sonuglari ile uyumlu alt gruplara
ayrildi. Birinci alt grupta AG1 (I. glauca subsp. glauca) populasyonu ve AP (l.
glauca subsp. glalatica) populasyonu, ikinci alt grupta AA (l. glauca subsp.
galatica), Al (I. glauca subsp. exauriculata), AG2 (I. glauca subsp. galatica ) ve E
(I. glauca subsp. glalatica) populasyonlari, tgiinct alt grupta K (I. glauca subsp.
galatica) ve S (l. glauca subsp. sivasica) popiilasyonlari birlikte kiimelendiler. Kiime
analizine gore TKA sonuclart ve Al popilasyonunun morfolojik karakter

degerlendirmeleri I. glauca subsp. glauca’nin bir varyetesi olarak gosterdi.



Sekil 4.3. i¢ Anadolu bolgesinden toplanan dokuz Isatis glauca populasyonu
arasindaki  filogenetik iliskiyi morfolojik verilerin benzemezlik
matriksine gore olusturularak gdésteren dendrogram

4.3. AFLP Analizi Sonuglari:

Calismada 1. glauca altturlerine ait dokuz populasyonu olusturan toplam 67
aksesyonda genetik cesitlilik sekiz primer kombinasyonu kullanilarak AFLP yéntemi
analizi gerceklestirildi. Primer kombinsyonlari toplam 805 AFLP Kkesiti uretti.
Bunlarin 793’0 (%98,5) polimorfik ve 12’si (%1,5) monomorfiktir. I. glauca
alttirlerine ait ornek gruplarinin AFLP analizi sonucu elde edilen polimorfik ve
monomorfik lokuslari Ek-3 ve Ek-4’de verildi. Lokus dizeyinde genetik cesitlilik

verileri Ek-5’de verildi.

Genetik veri analiz sonuglarina gére dokuz popilasyon icinde incelenen ortalama
ornek sayisi 7,03’tur (Cizelge 4.11). Ortalama polimorfik lokus orani, ortalama alel
sayist, her bir polimorfik lokus icin ortalama alel sayisi ve ortalama genetik cesitlilik
degerleri sirasiyla P= 0,59, A= 1,59, Ap= 2 ve He= 0.23"tlir. En yiiksek polimorfik
lokus orani, alel sayisi ve genetik cesitlilik degeri sirasiyla P= 0,68, A= 1,68, Ap= 2
ve He= 0,26 olarak K popilasyonunda gozlendi. Buna karsin en diistik polimorfik
lokus orani ve alel sayisi sirasiyla P= 0,50, A= 1,50, Ap= 2 olmak lzere Al
popiilasyonunda go6zlenirken en distuk genetik cesitlilik degeri olarak He= 0,20 S
populasyonunda goézlendi. Alel sayist ve polimorfik lokus oraninin Al
populasyonunda en az olmasinin nedeni 6rnek sayisi ile iliskili olabilir. Ayni sekilde

S popiulasyonunda da disuk olmalarina karsin 6rnek sayisi Al popilasyonuna goére
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daha fazla oldugundan en az olarak gdzlenmemis olabilir. Buna karsin en disik
genetik cesitlilik degeri S populasyonunun eko-cografik kosullarinin diger
lokasyonlara goére daha zor kosullar olmasi ile ilgili olabilir. Clnk( eko-cografik
kosullarin genetik cesitlilik tGzerindeki 6nemli etkileri ¢oklu regresyon analizleri

boliminde daha detayl sekilde agiklandi.

Cizelge 4.11. Ornek gruplari diizeyinde genetik cesitlilik verileri (PK Populasyon
kodu, N2 AFLP analizlerinde kullanilan 6rnek sayisi, P Her bir lokus
icin polimorfik alel sayisi, Ap Her bir polimorfik lokustaki ortalama alel
sayist, A Her bir lokustaki ortalama alel sayisi, He Genetik gesitlilik)

PK N2 P A AP He
AA 8,00 0,60 160 2,00 0,22
AB 743 060 160 2,00 0,22
AG1 782 058 158 2,00 021
AG?2 7,82 0,61 1,61 200 0,23
Al 507 050 150 2,00 0,22
AP 6,44 060 1,60 2,00 0,23
E 482 0,56 156 2,00 0,25
K 844 068 168 200 0,26
S 7,40 054 154 2,00 0,20
Ortalama 7,03 0,59 159 2,00 0,23

AFLP analizi ile elde edilen tim lokuslardaki F-istatistik degerlerine gore
populasyonlar arasindaki ortalama genetik farklilasma, populasyon degeri 0P= 0,24
olarak hesaplandi. Buna go6re genetik cesitliligin %76'st popilasyon iginde
g6zlenirken, %24'0 popllasyonlar arasinda goézlendi. Populasyonlar arasi

farklilasmanin oldukca yiiksek oldugu tespit edildi.

Genetik uzaklik (GU) bitin populasyonlar karsilastirilarak benzer ve farkli alel
saytlarina gore Nei (1978)’nin formuld ile hesaplandi ( Cizelge 4.12). Populasyonlar
arasindaki genetik uzaklik birbirlerine goére belirgin farklhilik gdsterdi. En yuksek
genetik uzakhk degeri (GU= 0,244) AA ve S populasonlari arasinda g6zlenirken, en
disik genetik uzaklhik degeri (GU= 0,043) AG2 ve AG1 popilasyonlari arasinda

gorildi. Muhtemelen gen merkezi olan Ankara'dan uzaklastikga morfolojik
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farkhiliklar daha belirgin hale geliyor, dolayisiyla genetik uzaklik da belirgin hale

geliyor. Bu durum morfolojik degerlendirme sonuglari ile de drtismektedir.

Cizelge 4.12. Nei (1978)’e g6re populasyonlar arasinda hesaplanan genetik uzaklik

degerleri
PK AA AB AGl1 AG2 Al AP E K
AA
AB 0,196

AG1 0,218 0,081
AG?2 0,201 0,077 0,043

Al 0,203 0,095 0,087 0,084
AP 0,195 0,065 0,080 0,074 0,089
E 0,171 0,154 0,124 0,130 0,140 0,146
0,166 0,155 0,163 0,144 0,160 0,148 0,114
S 0,244 0,193 0,220 0,196 0,221 0,187 0,237 0,239

Kime analizi hesaplamak igin Nei (1978)’nin genetik uzaklik ve genetik identi
degerlerine gére UPGMA metodu kullanilarak bir dendrogram olusturuldu (Sekil
4.4). Dendrograma gére ornek gruplari iki ana gruba ayrildi. ilk ana grupta S (I.
glauca subsp. sivasica) populasyonu digerlerinden ayri kiimelendi. ikinci ana grup
da kendi iginde ii¢ alt gruba ayrildi. ikinci ana gruptaki birinci alt grupta AA (l.
glauca subsp. galatica) populasyonu digerlerinden ayrilirken ikinci alt grup AB (l.
glauca subsp. glauca), AP (I. glauca subsp. galatica), AG1 (I. glauca subsp.
glauca), AG2 (I. glauca subsp. galatica) ve Al (I. glauca subsp. glauca)
popiilasyonlarindan olusurken tigtincii alt grup E (Isatis glauca subsp. galatica) ve K
(Isatis glauca subsp. galatica) populasyonlarindan olustu. Morfolojik verilerle
olusturulan dendrogramda AB (l. glauca subsp. glauca) popiilasyonu diger

populasyonlardan ayri bir kiime olusturuyordu.
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Sekil 4.4. AFLP analizleri sonuglariyla Nei (1978)’nin genetik uzakligina gore
hesaplanarak UPGMA ydéntemiyle olusturulan ve dokuz Isatis glauca
populasyonu arasindaki akrabalik iliskilerini gosteren dendrogram.

Genetik veriler ve eko-cografik faktdrler arasindaki iliskinin analizi igin yapilan

Pearson korelasyon katsayisi verilerine gore aralarinda énemli bir iliski olmadigi

tespit edildi (Cizelge 4.13).
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Cizelge 4.13. Genetik veriler ve eko-cografik faktdrler arasindaki iliskinin analizi
icin yapilan Pearson korelasyon katsayisi verileri (N2 AFLP
analizlerinde kullanilan 6rnek sayisi, P Her bir lokus icin polimorfik
alel sayisi, Ap Her bir polimorfik lokustaki ortalama alel sayisi, A Her
bir lokustaki ortalama alel sayisi, He Genetik cesitlilik, Sl Sicaklik,
NM Nispi nem, YA Yagis, YU Yiikseklik, EN Enlem, BO boylam, rP
Pearson korelasyon katsayist)

Degiskenler N2 P A He

Sl -0,134 0,215 0,215 0,255
rp 0,730 0,578 0,578 0,507
NM -0,362 -0,369 -0,369 -0,066
p 0,339 0,329 0,329 0,865
YA 0,627 0,167 0,167 -0,236
9] 0,070 0,668 0,668 0,540
YU 0,158 -0,440 -0,440 -0,572
p 0,685 0,236 0,236 0,107
EN -0,068 -0,412 -0,412 -0,584
p 0,863 0,270 0,270 0,099
BO 0,248 -0,273 -0,273 -0,595
p 0,521 0,478 0,478 0,091

Calismada Eko-cografik faktorlerin genetik verilerin varyasyonundaki etkilerini
incelemek icin regresyon analizi yapildi (Cizelge 4.14). Analiz sonuclarina gére SlI,
NM, YA, YU, EN ve BO bilesenlerinden olusan kombinasyonunun He, A ve P
Uzerine énemli etkilerinin oldugu tespit edildi. Bu faktorlerin etki degerleri sirasiyla
%74,9, %74,9 ve %92,8 olarak hesaplandi. Eko-cografik faktdrlerin timinln birlikte
I. glauca altiirlerinin genetik yapisini énemli élcude etkiledigi belirlendi. Bu durum

morfolojik varyasonla ilgili elde edilen verilerle de uyumluluk gésterdi.

Cizelge 4.14. Eko-cografik faktorlerin genetik verilerin varyasyonundaki etkilerinin
regresyon analizi ile gdosterilmesi (Kisaltmalar: BD: Bagimh degisken,
R2: regresyon Kkatsayisi, BZD: Bagimsiz degisken, He Genetik
cesitlilik, A Her bir lokustaki ortalama alel sayist).

BD R2 BZD
He 0,749 SI,NM, YA, YU, EN, BO
A 0,749 SI,NM, YA, YU, EN, BO

p 0,928 SI,NM, YA, YU, EN, BO
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Cizelge 4.15. TBA Eigen degerleri, varyasyon (%) ve kiimdlatif varyasyon

F1 F2 F3
Eigen degeri 3,715 2,945 1,903
Varyasyon (%) 37,146 29,447 19,025

Kimulatif varyasyon (%) 37,146 66,593 85,618

Genetik gesitliligin uzaysal dagilimini belirlemek amaciyla yapilan TBA'ya gore (¢
temel bilesen elde edildi. Temel bilesenler analizi Eigen degerleri, varyasyon (%) ve
kimulatif varyasyon degerleri Cizelge 4.15'te verildi. P, A, He YU ve BO
kombinasyonundan olusan ilk temel bilesen gesitliligin %37,14'Unu acgiklarken N2
ve YA kombinasyonundan olusan ikinci temel bilesen gesitliligin %29,44'Und
acikladi. Ap, SI, NM ve EN kombinasyonundan olusan {c¢lnciu temel bilesen
cesitliligin %19,02'sini gosterdi. Temel bilesenlere katkisi olan degiskenlerin matriks

degerleri Cizelge 4.16'da verildi.

GCizelge 4.16. Temel bilesenlere katkisi olan de§iskenlerin matriks deger tablosu

Degisken
F1 F2 F3

N2 0,077 0,737 0,011
P 0,754 0,224 0,000
A 0,754 0,224 0,000
Ap 0,087 0,040 0,329
He 0,657 0,027 0,088
Sl 0,210 0,088 0,637
NM 0,088 0,145 0,642
YA 0,073 0,806 0,028
YU 0,584 0,279 0,000
EN 0,150 0,067 0,443
BO 0,369 0,349 0,053

Temel bilesenler analizine gdre populasyonlarin uzaysal dagihim grafigi (Sekil 4.5)
olusturuldu. Bu grafikte Goélbasi 1 (AG1), Gdlbasi 2 (AG2), Ayas (AA) ve Beytepe
(AB) poptlasyonlari birbirlerine yakin dagilim gdsterirken Konya (K), Sivas (S),
Eskisehir (E) ve Polath (AP) popilasyonlari belirgin bir sekilde digerlerine uzak

dagilim gosterdi.
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Benzemezlik matriks degerleri kullanilarak hesaplanan temel koordinant analizine
gore popllasyonlarin uzaysal dagihim grafigi olusturuldu (Sekil 4.6). Analiz
sonuglarina gére Konya (K), Eskisehir (E), Ayas (AA), Beytepe (AB), incek (Al),
Gdlbasi 1(AG1l) ve Golbasi 2 (AG2) popillasyonlari birbirlerine yakin dagilim
gOsterirken Sivas (S) ve Polathh (AP) populasyonlari belirgin sekilde digerlerinden
ayrildi. Benzemezlik matrisi ile hesaplanan TKA tarafindan elde edilen Eigen degeri,

cesitlilik (%) ve kimulatif ¢esitlilik (%) Cizelge 4.17°de verildi.

(FEve F2: 66,59 %) eksenleri
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Sekil 4.5. TBA’ya gore populasyonlarin uzaysal dagihim grafigi
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Sekil 4.6. TKA’ya gdre populasyonlarin uzaysal dagihim grafigi



Cizelge 4.17. TKA faktorlerinin Eigen degeri, varyasyon (%) ve
varyasyon (%) degerleri

F1 F2
Eigen degeri 223185,815 59,515
Varyasyon (%) 99,960 0,027

Kimilatif varyasyon % 99,960 99,987
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5. SONUC VE ONERILER

Isatis glauca Aucher ex Boiss. alttirlerinin sistematik siniflandirmasi oldukga zordur.
Bu cahisma ile I. glauca altturleri arasindaki morfolojik ve genetik cesitliliginin
karaketerizasyonu ilk kez rapor edildi. Bu bir baslangic niteligindedir ve sonuglar ig
Anadolu boélgesindeki yalnizca |. glauca alttirlerinin  morfolojik ve genetik
karakterizasyonunu  go6stermektedir. Dolayisiyla Tirkiye’deki diger Isatis
alttlirlerinin bulundugu tirleri de calismak gerekecektir. Bu yolla Tirkiye’deki lokal
cevresel kosullarin degisimi ile morfolojik karakterlerin nasil olustugu ve etkilendigi
konusunda tespitler yapilabilir. Diger yandan kloroplast (6r. ndhF geni) ve nukleus
(6r. 1TS)’un hizli degisen DNA bdlgeleri ile ilgili yapilan molekiler calismalar bir
¢ok taksonun olaganisti dizi benzerlikleri ve ¢ok farkli meyve morfolojileri ve
embriyo pozisyonlarini gosterdiklerini ortaya cikardi (Warwick ve Black 1994;
Crespo ve ark., 2000; Beilstein ve ark., 2006; Mummenhoff ve ark., 2005: Al-
shehbaz ve ark., 2006). Dolayisiyla Isatis gibi problemli cinslerin dogal ve dogru
siniflandirmasint yapabilmek i¢in morfolojik karakterizasyon calismalart molekuler
verilerle karsilastiriimalidir. Pearson korelasyonu, ¢oklu regresyon analizi ve TBA
sonuglari eko-cografik faktoérlerin morfolojik karakter cesitliligi Gzerine 6nemli
Olcide etkisinin oldugunu gosterdi. Bu calismada daha onceki calismalarda da
gosterildigi gibi (Thompson, 1991; Schlichting ve Pigliucci, 1998; Ellison ve ark.,
2004; Niinemets ve ark., 2006) sicaklik, nem, yikseklik, enlem ve boylam gibi

cevresel faktorlerin morfolojik karakterleri etkiledigi gdsterildi.

Ayni zamanda TKA sonuglari cografik ve iklimsel olarak benzer yerlerde morfolojik
karakterlerin mekana adaptasyon gibi benzer fenotipler olarak ifade edildigini
gosterdi. |. glauca populasyonlari arasindaki morfolojik karakterizasyona gore
yiuksek dizeyde cesitlilik ortaya cikarilmasina ragmen filogenetik iliski hakkinda
bilgi vermek icin bu c¢alisma yalnizca bir 6n calisma niteligindedir. Molektler
calismalar morfolojik dl¢imleri ve analizleri yapilan bitki materyalleri ile yurituldi.
Bu sayede ayni bitki materyali dzerinde molekiiler analiz ve morfolojik

karakterizasyon sonuclari karsilastirildi ve birbirleri ile drtisen sonuclar elde edildi.
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Bu calismada Sivas, Konya, Eskisehir, Polatli/Ankara, Beytepe/Ankara,
Ayas/Ankara, Golbasi/Ankara ve incek/Ankara lokasyonlarindan toplanan 9 I
glauca popilasyonu tzerinde AFLP yontemi kullanilarak genetik karakterizasyon
yapildi. Sonuglar I. glauca'nin oldukga yiksek dizeyde genetik gesitlilik gosterdigini
ortaya ¢ikardi. AFLP parmak izi teknigi I. glauca altturlerini oldukga basarili bir
sekilde gruplara ayirdi. Bu gruplar igerisinde Sivas (I. glauca subsp. sivasica)
digerlerinden bagimsiz bir grup olarak ayrildi. Beytepe (I. glauca subsp. glauca),
Polath (I. glauca subsp. glauca), Golbasi (I. glauca subsp. glauca, I. glauca subsp.
galatica), incek (l. glauca subsp. exauriculata), Eskisehir (I. glauca subsp. galatica),
Konya (l. glauca subsp. galatica) popiilasyonlarinin birbirine daha yakin oldugu
gozlenirken Ayas (I. glauca subsp. galatica ) popilasyonunun diger populasyonlara

daha uzak oldugu gdzlendi.

Bu morfolojik ve molekiiler galismalar sonucunda I. glauca turiiniin subsp. galatica,
subsp. sivasica ve subsp. glauca alttirlerinin varligi kesinlesmis ancak subsp.
iconia’nin az 6rnedi bulundugundan kesin bir sonuca varilamamis; eldeki verilere

gore subsp. exauriculata’nin simdilik subsp. glauca icinde yer aldigi anlasiimistir.

Populasyon genetigi ve genetik cesitlilik calismalarinda AFLP teknigi cok sayida
lokus dretmesi, hizli ve giivenilir sonuglar vermesi acisindan etkili bir teknik oldugu

bu calisma ile de tekrarlanmis oldu.

Arazi calismalari esnasinda popilasyon biyuklikleri oldukca kiigliik olarak tespit
edildi. Poptlasyonlarin kigiilk olmasi I. glauca alttirlerini genetik darbogaza
sirukleyebilir. Habitat olarak 06zellikle yol kenarlari, tarla kenarlari gibi alanlari
tercih eden I. glauca alttiirleri (6zellikle subsp. galatica) yol genisletme calismalari
nedeniyle yakin zaman icinde neslinin tikenmesi tehlikesi ile karsi karsiya

kalacaktir. Bu nedenle gerekli tedbirlerin alinmasi gerekmektedir.

Gunumizde gerek tekstil, gerekse kozmetik kullaniminda dogal ve organik Grlinler
tercih edilmektedir. Dogal boyacilikta ve tipta kullanimi ile Ginlii Isatis tirlerinden .
glauca'da alttir dizeyinde boyarmadde igerigi ve tibbi faydalari yonunden
degerlendirilmelidir. Yapilan galismalar I. glauca’nin da potansiyel indigo Ureticisi

oldugunu ve medikal olarak da kullanilabilecegini gdsterdi (Gilbert ve ark., 2002;
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Akar, 2006). I glauca Tirkiyede dogal olarak yetisen ve Turkiye’ye endemik bir
bitkidir. Bugday, arpa, pirin¢ gibi modern tarim drlnlerinin yetistirilmedigi alanlarda
I. glauca’nin alternatif tarim bitkisi olarak tarimsal alanda desteklenmesiyle tilke
ekonomisine de katki saglanabilir. Bu sekilde tekstil endistrisinde dogal boyalara
karsi artan talebin karsilanmasi saglanabilir. Sonug olarak kalite ve yiliksek verim,
hastaliklara ve cevre sartlarina karsi dayaniklilikla ilgili genleri tasiyan genotiplerin
segilmesi ve bu genlerin islah programlariyla kaltir formlarina aktarilarak standart
varyetelerin gelistirilmesi icin civit otu tlrlerinin morfolojik, fizyolojik, sitolojik ve

genetik cesitliligi hakkinda daha fazla ¢calismanin yapilmasi gereklidir.
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Ek-1

Cizelge E.1. Kullanilan malzeme ve kimyasallarin listesi

ADI MOLEKUL FORMULU FIRMA
ADAPTORLER  ECOR) adapttr-1 5 CECGO"R_?_\% ,ISGC g@g&g Dr.Zeydanl, Turkiye
IViel adaptor-1 5-GAC GAT GAG TCCTGAG-3’
3-TACTC AGGACT G5’
P|"qi iCi EcoRI+A(E01) 5-GAC TGC GTACCAATT CA-3’ Dr.Zeydanli, Tirkiye
Meel+A (MD1) 5-GAT GAG TCC TGAGTAAAZ’
SEQIC EOR+AAG(ER)  5-GACTGCGTACCAATTCAAG3”  Dr.Zeydanli, Tirkiye
PRIVERLER
EcoRHACC(E36)  5-GAC TGCGTACCAATTCACC-3
EcORHAGA(E39)  5-GAC TGCGTACCAATT CAGA3
MVbel+AAC (M32) 5-GAT GAG TCC TGAGTAAC3’
Meel+AAG (MB3)  5-GAT GAGTCC TGAGTAAG3
Meel+AAT (MB4)  5'GAT GAGTCC TGAGTAAT-3'
Meel+ACA(MBS)  5-GAT GAG TCC TGAGTACA-’
Veel+ACT (VB9) 5-GAT GAG TCC TGAGTACT-3’
Msel+AGC (VW)  5-GAT GAG TCCTGAGTAGC-3
Msel+AGG (MA)  5-GAT GAG TCCTGAGTAGG3’
ENZIMLER Taq polimeraz Fermentas-EPO701
Eco Rl erzim 5-GMATTC3 Fermentas-ER0271
3-CTTAAGS’
Ve | enzim 5-TAAAS’ Fermentas-FD2174
3-AATLT-5’
TADNA ligaz enzim Fermantas-EL 0011
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Cizelge E.1. Devami

DIGER

ADI
Agarozjel

BSA (Bovire serum
albumin)

Kloroform

Izoamil alkol
izopropil alkol
Sodyumkdorir
Hidrojen klortr
MagnezyumKlortir
Trizma bese

EDTA

Ethanol

XDNA

T. DNA ligaz buffer
dNTP

Hi-di formamit
LIZ-500 size standart

MOLEKUL FORMULU

OHH:0
CHOHOHICH
NeCl

HO

MyCl.
NHQG20H3
Cs Hs NO: Na

GHOH

FIRMA
Sigme-A%539

Fermantas-B14

Merck-1888
UNH1105
UNIL219
Sigme-S7653
Merc-UNL789
Fermants-R0971
Sigme-T1503
Sigme-EDS
Merck-UNL170
Fermentas-SV0281
Fermantas-B69
Fermantas-R0251

Invitrogen-4311320
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Kullanilan ¢ozeltilerin hazirlanisi
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Cizelge Ek 2.1. 100 mL DNA izolasyon c¢dzeltisinin hazirlanisinda kullanilan

cbzeltiler Pearson korelasyon katsayisi

Cozelti A: DNA izolasyon ¢ozeltisi (200 mL)

Kimyasal Miktar Molarite
Sorbitotal 12,75 g 0,35M
1M Tris-HCI (pH 7,5) 20 mL 01 M
0,5M EDTA 2mL 5mM
dH20 150 mL

Cozelti B: Cekirdek zarinin parcalanmasi igin kullanilan ¢ozelti (200 mL)
Kimyasal Miktar Molarite
Tris-HCI (pH 7.,5) 40 mL 0,2M
05 M EDTA 2mL 0,05 M
5 M NacCl 80 mL 2 M
CTAB 49 %2

Cozelti C: % 5 N-Lauroyl Sarcosine (Sodyum tuzlari) ¢ozeltisi(200 mL)
Kimyasal Miktar Molarite
N-Lauroyl Sarcosine 10 gr
dH20 100 mL

DNA izolasyon ¢dzeltisinin hazirlanist (240 mL):
1. a, b, c ¢ozeltileri 1:1:0.4 oranlarinda karistirilir.

a. Hazirlanacak olan DNA izolasyon ¢dzeltisinin toplam hacminin

% 1’inin agirhgr kadar PVP tartilir ve bir cam beherin
¢cozeltisine (100 mL) eklenerek ve ¢dzduralir.

icinde b

b. 150 mg/50mL oraninda natriumdisulfit troken tartilip baska bir cam
beherin icinde a c¢ozeltisine (100 mL) ilave edilir ve tamamen

cozdurdlur (100 mL igin m= 720 mg).
a ve b ¢ozeltileri birbirine karistirthr.

d. 240 mL toplam hacimli DNA izolasyon c¢dzeltisi icin 40 mL c
¢bzeltisi birbirine karistirilan a ve b c¢ozeltisinin Gzerine eklenir ve

karisimin iyice karismasi saglanir. sicakligi 65 C'ta
cozeltilerle karistirihir.
2. DNA izolasyon ¢6zeltisinin sicakligi 65 °C’a muhafaza edilmelidir.

Cizelge Ek 2.2. 100 mL 1X TE (Tris-EDTA) ¢ozeltisi

Kimyasal Miktar
Tris (1M) 1mL
EDTA (0.5M) 0,2 mL

dH20 98,8 mL

hazirlanan
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Cizelge Ek 2.3. 2000 mL 0,5X TBE (Tris-Borik asit-EDTA)

Kimyasal Miktar
Tris 108 g
Borik asit 55 ¢
EDTA (0,5 M; pH 8,0) 40 mL
dH20 1,797 mL

Cizelge E 2.4. 50 mL 6XLB cozeltisi (%50 gliserol /LXTE 1:1)

Kimyasal Miktar
Gliserol 25 mL
IXTE 25 mL

7
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Cizelge E.3. I. glauca alttirlerine ait 6rnek gruplarinin AFLP analizi sonucu elde
edilen polimorfik lokuslar

© 0o N o ok W DN R
Z

W N DN N DD NN DN DN DD
SO B I RBDNPLROoOb®RNBETRERPOEDL

A37
A40
Ad2
A47
A51
A52
A53
A4
A55
AS57
A59
A6l
A65
AG6
AB9
AT2
ATT7
AT79
A80
A81
A82
A84
A6
A102
A103
Al104
A107
A108
A109
Alll

SN
3L
32.
33.
34.
35.
36.
37.
38.
3.
40.
41.
42.
43.
44.
45,
46.
47.
48.
49.
50.
51
52.
53.
4.
55.
56.
57.
58.
59.
60.

L
All12
All4
Al15
All16
All7
Al19
Al121
Al22
Al24
Al25
Al126
Al132
Al135
Al136
Al138
Al143
Al46
Al48
A150
Al54
Al55
Al158
A159
A160
Al61
Al62
A168
A169
Al70
Al71

SN
61.
62.
63.
64.
65.
66.
67.
68.
69.
70.
71.
72.
73.
74.
75.
76.
7.
78.
79.
80.
81
82.
83.
84.
85.
86.
87.
88.
89.
90.

L
Al73
Al74
Al79
A182
A183
Al84
A187
A189
A190
A192
A193
Al194
A195
A196
A197
A199
A202
A204
A206
A208
A209
A210
A212
A216
A217
A218
A219
A220
A221
A222

SN
9L
92.
9s.
94,
95.
96.
97.
98.
99.

100.
101.
102.
103.
104.
105.
106.
107.
108.
109.
110.
111.
112.
113.
114.
115.
116.
117.
118.
119.
120.

A224
A225
A226
A227
A228
A229
A230
A231
A232
A233
A234
A235
A236
A237
A243
A244
A245
A246
A247
A248
A252
A257
A259
A265
A266
A267
A270
A271
A272
A275

SN

121.
122.
123.
124,
125.
126.
127.
128.
129.
130.
131
132.
133.
134.
135.
136.
137.
138.
139.
140.
141.
142.
143.
144,
145,
146.
147.
148.
149.
150.

A276
A279
A282
A283
A284
A285
A291
A292
A293
A296
A301
A305
A309
A314
A315
A320
A322
A340
B46
B47
B49
B50
B51
B52
B53
B55
B56
B57
B58
B59

SN

151.
152,
153.
154,
155.
156.
157.
158.
159.
160.
161.
162.
163.
164.
165.
166.
167.
168.
169.
170.
171
172.
173.
174,
175.
176.
177.
178.
179.
180.

B60
B62
B63
B66
B67
B68
B69
B72
B74
B75
B77
B78
B79
B80
B81
B82
B83
B84
B85
B86
B88
B89
B90
B91
B92
B93
B94
B95
B96
B97
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SN

181.
182.
183.
184.
185.
186.
187.
188.
189.
190.
191,
192,
193.
194.
195,
19.
197.
198.
199
200.
201.
202.
203.
204.
205.
206.
207.
208.
200.
210.

B98
B101
B102
B103
B104
B105
B108
B112
B113
B114
B115
B117
B118
B119
B120
B121
B122
B123
B125
B127
B128
B132
B134
B135
B136
B139
B141
B145
B146
B147

SN

211
212.
213.
214,
215.
216.
217.
218.
219.
220.
221.
222.
223.
224,
225.
226.
227.
228.
229.
230.
231
232.
233.
234.
235.
236.
237.
238.
239.
240.

B148
B149
B152
B153
B154
B155
B158
B159
B160
B161
B162
B163
B169
B171
B172
B174
B175
B177
B179
B180
B184
B185
B186
B187
B188
B190
B191
B192
B193
B194

SN

241.
242.
243.
244,
245,
246.
247.
248.
249.
250.
251.
252.
253.
254,
255.
256.
257.
258.
259.
260.
261.
262.
263.
264.
265.
266.
267.
268.
269.
270.

B202
B204
B206
B208
B211
B212
B213
B215
B216
B218
B219
B220
B221
B222
B223
B226
B227
B228
B229
B231
B232
B234
B239
B240
B242
B243
B244
B246
B247
B254

SN

271
272.
273.
274,
275.
276.
277.
278.
279.
280.
281.
282.
283.
284,
285.
286.
287.
288.
289.
290.
291.
292.
293.
294.
295,
296.
297.
298.
299.
300.

B255
B258
B259
B260
B261
B262
B263
B264
B271
B275
B276
B277
B278
B279
B280
B281
B285
B292
B293
B294
B300
B301
B304
B309
B310
B311
B313
B314
B315
B318

SN

301.
302.
303.
304
305.
306.
307.
308.
309.
310.
311
312.
313.
314
315.
316.
317.
318.
319.
320.
321.
322.
323.
324
325.
326.
327.
328.
329.
330.

B319
B320
B321
B322
B323
B324
B326
B327
B328
B329
B330
B331
B332
B333
B334
B335
B337
B338
B339
B340
B346
B354
B363
B369
B370
B377
B381
B387
B389
B392

SN

331
332.
333.
334
335.
336.
337.
338.
339.
340.
341.
342.
343.
344
345.
346.
347.
348.
349.
350.
351
352.
353.
354
355.
356.
357.
358.
359.
360.

B393
B401
C46
C49
C52
C54
C57
C59
C62
C65
C69
C73
C75
C79
C80
C81
C82
C85
C90
C95
C96
C99
C100
C103
C110
Cl114
C119
C128
C134
C136
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SN
361.
362.
363.
364.
365.
366.
367.
368.
3609.
370.
371.
372.
373.
374.
375.
376.
377.
378.
379.
380.
381.
382.
383.
384.
385.
386.
387.
388.
389.
390.

C142
C146
C159
C160
Cl74
C183
C191
C195
C197
C200
C202
C204
C209
C216
C224
C226
C234
C236
C239
C241
C242
C244
C246
C258
C263
C266
C267
C269
C270
C273

SN

391
392.
393.
394.
395.
396.
397.
398.
399.
400.
401.
402.
403.
404.
405.
406.
407.
408.
409.
410.
411.
412.
413.
414.
415.
416.
417.
418.
419.
420.

C274
C275
C278
C280
C284
C286
C295
C298
C300
C301
C310
C318
C331
C339
C341
C352
C354
C355
C390
C392
D46
D47
D48
D49
D50
D52
D53
D54
D56
D58

SN

421.
422.
423.
424,
425.
426.
427.
428.
429.
430.
431.
432.
433.
434.
435.
436.
437.
438.
439.
440.
441.
442.
443.
444,
445,
446.
447.
448.
449,
450.

D60
D63
D64
D65
D67
D68
D69
D74
D76
D77
D80
D81
D82
D83
D87
D88
D89
D90
Do1
D92
D98
D100
D101
D106
D107
D109
D110
D111
D113
D115

SN

451.
452.
453.
454.
455.
456.
457.
458.
459.
460.
461.
462.
463.
464.
465.
466.
467.
468.
469.
470.
471.
472.
473.
474.
475.
476.
477.
478.
479.
480.

D116
D118
D119
D121
D123
D124
D125
D126
D128
D129
D131
D132
D133
D134
D135
D136
D139
D142
D144
D146
D147
D148
D150
D156
D161
D162
D163
D165
D167
D168

SN

481.
482.
483.
484.
485.
486.
487.
488.
489.
490.
491.
492.
493.
494,
495,
496.
497.
498.
499,
500.
501.
502.
508.
504.
505.
506.
507.
508.
509.
510.

D169
D170
D171
D173
D176
D178
D182
D188
D189
D191
D194
D196
D201
D203
D205
D207
D213
D214
D215
D220
E45
ES0
ES1
EG3
E64
E66
E68
E74
E86
E93

SN

511
512.
513.
514.
515.
516.
517.
518.
519.
520.
521.
522.
523.
524.
525.
526.
527.
528.
529.
530.
531
532.
533.
534.
535.
536.
537.
538.
539.
540.

E94

E96

E98
E104
E106
E109
E110
Ell1l
E116
E118
E121
E123
E124
E132
E136
E148
E149
E151
E152
E154
E156
E157
E158
E159
E160
E162
El71
E172
E179
E181

80



EK-3

Cizelge E.3. Devami

SN

541.
542.
543.
544
545.
546.
547.
548.
549.
550.
551.
552.
553.
554
555.
556.
557.
558.
559.
560.
561.
562.
563.
564
565.
566.
567.
568.
569.
570.

E183
E185
E186
E189
E195
E197
E199
E200
E204
E205
E206
E207
E210
E211
E213
E214
E215
E216
E223
E234
E235
E238
E242
E243
E244
E245
E247
E248
E249
E250

SN

571
572.
573.
574
575.
576.
577.
578.
579.
580.
581.
582.
583.
584
585.
586.
587.
588.
589.
590.
591.
592.
593.
594
595.
596.
597.
598.
599.
600.

E256
E257
E258
E265
E266
E267
E270
E271
E272
E273
E274
E275
E276
E277
E278
E281
E289
E293
E296
E302
E304
E310
E311
E312
E313
E314
E315
E320
E321
E328

SN

601.
602.
603.
604.
605.
606.
607.
608.
6009.
610.
611.
612.
613.
614.
615.
616.
617.
618.
619.
620.
621.
622.
623.
624.
625.
626.
627.
628.
629.
630.

E330
E331
E334
E336
E341
E343
E344
E368
E369
E371
E377
E379
E381
E385
E392
E395
E407
E411
E417
E420
E425
E426
E439
E465
F46
F51
F67
F77
F84
Fo1

SN

631.
632.
633.
634.
635.
636.
637.
638.
639.
640.
641.
642.
643.
644.
645.
646.
647.
648.
649.
650.
651.
652.
653.
654.
655.
656.
657.
658.
659.
660.

F92
F102
F103
F106
F110
F120
F132
F135
F136
F137
F138
F139
F142
F142
F154
F178
F201
F213
F219
F461
G47
G49
G52
G53
G56
G61
G62
G63
G65
G74

SN

661.
662.
663.
664.
665.
666.
667.
668.
669.
670.
671.
672.
673.
674.
675.
676.
677.
678.
679.
680.
681.
682.
683.
684.
685.
686.
687.
688.
689.
690.

G75
G717
G79
G80
G81
G83
G96
G98
G100
G101
G102
G103
G104
G105
G106
G113
G114
G116
G117
G118
G121
G122
G123
G124
G130
G132
G133
G135
G136
G138

SN

691.
692.
693.
694.
695.
696.
697.
698.
699.
700.
701.
702.
703.
704.
705.
706.
707.
708.
700.
710.
711
712.
713.
714,
715.
716.
717.
718.
719.
720.

G140
G146
G148
G153
G160
Glel
G171
G172
G173
G176
G177
G183
G184
G186
G188
G189
G191
G196
G197
G198
G199
G202
G203
G206
G207
G208
G217
G218
G224
G225
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Cizelge E.3. Devami

SN
721.
722.
723.
724.
725.
726.
727.
728.
729.
730.
731
732.
733.
734.
735.
736.
737.
738.
739.
740.
741.
742.
743.
744.
745.
746.
747.
748.
749.
750.

G226
G230
G234
G236
G246
G253
G262
G264
G270
G272
G273
G274
G275
G282
H46
H47
H49
H50
H55
H65
H66
H71
H72
H77
H89
HI1
H97
H98
H99
H102

SN

751
752.
753.
754.
755.
756.
757.
758.
759.
760.
761.
762.
763.
764.
765.
766.
767.
768.
769.
770.
771
772.
773.
774,
775.
776.
77T
778.
779.
780.

H109
H110
H111
H113
H117
H118
H119
H120
H122
H123
H125
H130
H131
H132
H133
H141
H143
H147
H148
H150
H151
H152
H153
H154
H155
H157
H158
H159
H160
H162

SN

781.
782.
783.
784.
785.
786.
787.
788.
789.
790.
791.
792.
793.

H163
H164
H168
H169
H173
H174
H177
H178
H180
H182
H184
H190
H192

82
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Cizelge E.4. . glauca alt tirlerine ait 6rnek gruplarinin AFLP analizi sonucu elde
edilen monomorfik lokuslar

()
zZ
I

A157
E47
E76
E78

E389
F48
F54
F75
F140
F169
F179
H52

© o NS gk WD
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Ek-5

Cizelge E.5. Lokus diizeyinde genetik cesitlilik verileri (Kisaltmalar: Sira numarasi
SN, lokus L, érnek sayisi n, polimorfik alel sayisi P, alel sayisi A, her
lokus igin polimorfik alel sayisi

SN L n P A aApsSN L n P A apsSN L n P A
i A37 66 i 2 2 3i. All2 66 i 2 2 6i. AL73 66 i 2
20 A 66 i 2 2 32 All4 66 i 2 2 62 Ai74 66 i 2
3 A4 66 i 2 2 33 All5 66 i 2 2 63 Ai79 66 i 2
4 A4T 66 i 2 2 34 ALl6 66 i 2 2 64 AiS2 66 i 2
5. A5l 66 i 2 2 35 All7 66 i 2 2 65 AiS3 66 i 2
6. A2 66 i 2 2 36 ALl9 66 i 2 2 66 AiS4 66 i 2
7. A3 66 i 2 2 37 Ai2i 66 i 2 2 67. AiS7T 66 i 2
S As4 66 i 2 2 35 Ai22 66 i 2 2 65 AiS9 66 i 2
o AS5 66 i 2 2 39 Ai24 66 i 2 2 69. Ai90 66 i 2
10. A57 66 i 2 2 40. Ai25 66 i 2 2 70. Ai92 66 i 2
ii. A9 66 i 2 2 4i. Ai26 66 i 2 2 7i. Ai93 66 i 2
120 A6L 66 i 2 2 42 Ai32 66 i 2 2 72 Ai9%4 66 i 2
13 A65 66 i 2 2 43 Ai35 66 i 2 2 73 Ai95 66 i 2
14 A66 66 i 2 2 44 Ai36 66 i 2 2 T4 Ai9% 66 i 2
15, A69 66 i 2 2 45 Ai3S 66 i 2 2 75 Ai97 66 i 2
6. A72 66 i 2 2 46 Ai43 66 i 2 2 76 Ai99 66 i 2
17 AT7 66 i 2 2 47. Ai46 66 i 2 2 T7. A202 66 i 2
iS. A79 66 i 2 2 45 A4S 66 i 2 2 75 A204 66 i 2
190 ASO 66 i 2 2 49 AiS0 66 i 2 2 79 A206 66 i 2
20 A8l 66 i 2 2 50. Ai54 66 i 2 2 S0. A0S 66 i 2
2. AS2 66 i 2 2 5i. AiS5 66 i 2 2 Si. A209 66 i 2
2. AS4 66 i 2 2 52 ASS 66 i 2 2 S A20 66 i 2
23. A% 66 i 2 2 53 Ai59 66 i 2 2 S3 A212 66 i 2
24, Ai02 66 i 2 2 54 Ai60 66 i 2 2 S4 A216 66 i 2
25 AiO3 66 i 2 2 55 Ai6i 66 i 2 2 S5 A27 66 i 2
2. Ai04 66 i 2 2 56 Ai62 66 i 2 2 S6 A28 66 i 2
27. Ai07 66 i 2 2 57. Ai6S 66 i 2 2 SI. A219 66 i 2
25. A0S 66 i 2 2 55 Ai69 66 i 2 2 S5 A220 66 i 2
29. Ai09 66 i 2 2 5. Ai70 66 i 2 2 S9. A2l 66 i 2
3. Aiii 66 i 2 2 60 A7l 66 i 2 2 90 A222 66 i 2



Ek-5

Cizelge E.5. Devami

SN
91
92.
93.
94.
95.
96.
97.
98.
99.

100.
101.
102.
103.
104.
105.
106.
107.
108.
109.
110.
111,
112,
113.
114.
115.
116.
117.
118.
119.
120.

L
A224
A225
A226
A227
A228
A229
A230
A231
A232
A233
A234
A235
A236
A237
A243
A244
A245
A246
A247
A248
A252
A257
A259
A265
A266
A267
A270
A271
A272
A275

N
66
66
66
66
66
66
66
66
66
66
66
66
66
66
66
66
66
66
66
66
66
66
66
66
66
66
66
66
66
66

L el e e T e T e = T = e e S e e e e e L e e e = = = = v
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>
-

N N NN DN N DN DN DN DN DN DD DN DN DN DD DNDNDDNDNDDNNDDNDDDDDNDDNDDDNDDNDDDNDDDND

SN

121.
122.
123.
124,
125,
126.
127.
128.
129,
130.
131
132.
133.
134.
135.
136.
137.
138.
139.
140.
141,
142.
143.
144,
145.
146.
147.
148.
149.
150.

A276
A279
A282
A283
A284
A285
A291
A292
A293
A296
A301
A305
A309
A314
A315
A320
A322
A340
B46
B47
B49
B50
B51
B52
B53
B55
B56
B57
B58
B59

66
66
66
66
66
66
66
66
66
66
66
66
66
66
66
66
66
66
66
66
66
66
66
66
66
66
66
66
66
66

e i e T = T e T e S e S e S e e N T T = = = T = T = T U N S v
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>
-

N N NN DN N DN DN DN DN DN DD DN DN DN DD DD DNNDDNDDDDDNDDDNDDDNDDNDDDNDDND

SN

151.
152.
153.
154.
155,
156.
157.
158.
159.
160.
161.
162.
163.
164.
165.
166.
167.
168.
169.
170.
171,
172.
173.
174.
175.
176.
177.
178.
179.
180.

B60
B62
B63
B66
B67
B68
B69
B72
B74
B75
B77
B78
B79
B8O
B81
B82
B83
B84
B85
B86
B88
B89
B90
BI1
B92
B93
B94
B95
B96
B97

66
66
66
66
66
66
66
66
66
66
66
66
66
66
66
66
66
66
66
66
66
66
66
66
66
66
66
66
66
66
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Ek-5

Cizelge E.5. Devami

SN

181.
182.
183.
184.
185.
186.
187.
188.
189.
190.
191,
192.
193.
194.
195
196.
197.
198.
199.
200.
201.
202.
203.
204.
205.
206.
207.
208.
209.
210.

L
B98
B101
B102
B103
B104
B105
B108
B112
B113
B114
B115
B117
B118
B119
B120
B121
B122
B123
B125
B127
B128
B132
B134
B135
B136
B139
B141
B145
B146
B147

N

66
66
66
66
66
66
66
66
66
66
66
66
66
66
66
66
66
66
66
66
66
66
66
66
66
66
66
66
66
66

N T e T e T T T N e e S e S e e N T e = = T = =y v

NNNNNNNI\)NNNNNNNNNNI\)NNI\)I\)I\JNI\)I\)NNI\))>

>
-

N N RN NN DN N DN DN DN DN DN DD DNDDND DN DNNDDNDDND DD DNNDDNDDDDNDDDNDDNDDNDDDNDDDND

(%2}
Z

211.
212.
213.
214,
215.
216.
217.
218.
219.
220.
221.
222.
223.
224,
225.
226.
227.
228.
229.
230.
231
232.
233.
234.
235.
236.
237.
238.
239.
240.

B148
B149
B152
B153
B154
B155
B158
B159
B160
B161
B162
B163
B169
B171
B172
B174
B175
B177
B179
B180
B184
B185
B186
B187
B188
B190
B191
B192
B193
B194

66
66
66
66
66
66
66
66
66
67
66
66
66
66
66
66
66
66
66
66
66
66
66
66
66
66
66
66
66
66

e T S e S S N L e T = = = T T T e e e e S e e S S N T L

NNNNNNNI\)NNNNNNNNNNI\)NNI\)I\)I\JNI\)I\)NNI\))>

>
-

N N NN DN N DN DN DN DN DN DD DNDDND DN DNDDNDDND DD DNDDNDDD DD DNDDNDDDNDDDND

(92}
Z

241
242.
243.
244,
245,
246.
247.
248.
249,
250.
251.
252.
253.
254.
255,
256.
257.
258.
259.
260.
261.
262.
263.
264.
265.
266.
267.
268.
269.
270.

B202
B204
B206
B208
B211
B212
B213
B215
B216
B218
B219
B220
B221
B222
B223
B226
B227
B228
B229
B231
B232
B234
B239
B240
B242
B243
B244
B246
B247
B254

66
66
66
66
66
66
66
66
66
66
66
66
66
66
66
66
66
66
66
66
66
66
66
66
66
66
66
66
66
66

N T = e = T T T T e S e e e e S N L T e = = = T = = S N S S v
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Cizelge E.5. Devami

SN

271
272.
273.
274,
275.
276.
271.
278.
279.
280.
281.
282.
283.
284.
285.
286.
287.
288.
289.
290.
291.
292.
293.
294,
295.
296.
297.
298.
299.
300.

L
B255
B258
B259
B260
B261
B262
B263
B264
B271
B275
B276
B277
B278
B279
B280
B281
B285
B292
B293
B294
B300
B301
B304
B309
B310
B311
B313
B314
B315
B318

N

66
66
66
66
66
66
66
66
66
66
66
66
66
66
66
66
66
66
66
66
66
66
66
66
66
66
66
66
66
66

L e e T e T T = T = e e S e e e e e L e e e = = = = v

NNNNNNNNNNNNNNNNNNI\)I\)I\)I\)I\)NNNI\)I\)I\)I\))>

>
-

NN NN DN N DN DN DN DN DN DD DNDDND DN DN DD DNDNDDNDNDDNNDDNDDDDDNDDDNDDDNDDNDDDNDDDND

(%2}
Z

301.
302.
303.
304
305.
306.
307.
308.
309.
310.
311
312.
313.
314
315.
316.
317.
318.
319.
320.
321.
322.
323.
324
325.
326.
327.
328.
329.
330.

B319
B320
B321
B322
B323
B324
B326
B327
B328
B329
B330
B331
B332
B333
B334
B335
B337
B338
B339
B340
B346
B354
B363
B369
B370
B377
B381
B387
B389
B392

66
66
66
66
66
66
66
66
66
66
66
66
66
66
66
66
66
66
66
66
66
66
66
66
66
66
66
66
66
66

e i e T = T T T e e e e e S e e N T T = = = T = T = T U N N v

NNNNNNNNNNNNNNNNNNI\)I\)I\)I\)I\)NNNI\)I\)I\)I\))>

>
-

NN NN DN N DN DN DN DN DN DD DN DN DN DD DNDNDDNDNDDNNDDNDDDDDNDDDNDDDNDDNDDDNDDDND

(92}
Z

331
332.
333.
334
335.
336.
337.
338.
339.
340.
341.
342.
343.
344
345.
346.
347.
348.
349.
350.
351.
352.
353.
354
355.
356.
357.
358.
359.
360.

B393
B401
C46
C49
C52
C54
C57
C59
C62
C65
C69
C73
C75
C79
C80
C81
C82
C85
C90
C95
C96
C99
C100
C103
C110
Cl14
C119
C128
C134
C136

66
66
62
62
62
62
62
62
62
62
62
62
62
62
62
62
62
62
62
62
62
62
62
62
62
62
62
62
62
62

e T S e S S e L = T = = = T T T e e e e S e S S e N N T
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Cizelge E.5. Devami

SN

361.
362.
363.
364.
365.
366.
367.
368.
369.
370.
371
372.
373.
374.
375.
376.
377.
378.
379.
380.
381.
382.
383.
384.
385.
386.
387.
388.
389.
390.

L
C142
C146
C159
C160
Cl74
C183
C191
C195
C197
C200
C202
C204
C209
C216
C224
C226
C234
C236
C239
C241
C242
C244
C246
C258
C263
C266
C267
C269
C270
C273

N
62
62
62
62
62
62
62
62
62
62
62
62
62
62
62
62
62
62
62
62
62
62
62
62
62
62
62
62
62
62

L e e T e T e = T = e e S e e e e e T i e e e = = = = v

NNNNNNNNNNNNNNNNNNI\)I\)I\)I\)I\)NNNI\)I\)I\)I\))>

>
-

NN NN DN N DN DN DN DN DN DD DN DN DN DD DD DNNDDNDDDDDNDDDNDDDNDDNDDDNDDDND

SN

301,
392,
393,
394,
305.
396.
397.
308,
399.
400.
401.
402.
403.
404.
405.
406.
407.
408.
409.
410.
411.
412.
413,
414,
415.
416.
417.
418.
419.
420.

C274
C275
C278
C280
C284
C286
C295
C298
C300
C301
C310
C318
C331
C339
C341
C352
C354
C355
C390
C392
D46
D47
D48
D49
D50
D52
D53
D54
D56
D58

62
62
62
62
62
62
62
62
62
62
62
62
62
62
62
62
62
62
62
62
62
62
62
62
62
62
62
62
62
62

e el i e T = T T T e e e S e S e e N T = = = T = T =N N v

ml\)l\)l\)l\)l\)l\)l\)l\)l\)l\)l\)l\)l\)l\)NNNNNNNNNNNNNNN)>

>
-

W NN NN N DN DN DN DN DN DD DNDDND DN DN DD DD DNDDNDDDDDNDDDNDDDNDDNDDDNDDND

SN

421,
422,
423,
424,
425.
426.
427.
428.
429,
430.
431.
432,
433,
434.
435.
436.
437.
438.
439.
440.
441,
442,
443,
444,
445.
448.
447,
448.
449.
450.

D60
D63
D64
D65
D67
D68
D69
D74
D76
D77
D80
D81
D82
D83
D87
D88
D89
D90
D91
D92
D98
D100
D101
D106
D107
D109
D110
D111
D113
D115

62
62
62
62
62
62
62
62
62
62
62
62
62
62
62
62
62
62
62
62
62
62
62
62
62
62
62
62
62
62

[ = S e S S e L T = T = = = T = T T e e e e S e S S e N N
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Cizelge E.5. Devami

SN

451.
452.
453,
454,
455.
456.
457.
458.
459.
460.
461.
462.
463.
464.
465.
466.
467.
468.
469.
470.
471,
472,
473,
474,
475.
476.
477.
478.
479.
480.

L
D116
D118
D119
D121
D123
D124
D125
D126
D128
D129
D131
D132
D133
D134
D135
D136
D139
D142
D144
D146
D147
D148
D150
D156
D161
D162
D163
D165
D167
D168

N

62
62
62
62
62
62
62
62
62
62
62
62
62
62
62
62
62
62
62
62
62
62
62
62
62
62
62
62
62
62

L e e T e T T T = e e S e S e e e L e e e = = = = v
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>
-

NN NN DN N DN DN DN DN DN DD DN DN DN DD DNDNDDNDNDDNNDDNDDDDDNDDDNDDDNDDNDDDNDDDND

SN

481.
482.
483.
484.
485.
486.
487.
488.
489.
490.
491.
492.
493.
494,
495,
496.
497.
498.
499,
500.
501.
502.
508.
504
505.
506.
507.
508.
509.
510.

D169
D170
D171
D173
D176
D178
D182
D188
D189
D191
D194
D196
D201
D203
D205
D207
D213
D214
D215
D220
E45
E50
ES1
E63
E64
E66
E68
E74
E86
E93

62
62
62
62
62
62
62
62
62
62
62
62
62
62
62
62
62
62
62
62
67
67
67
67
67
67
67
67
67
67

e i e T = T T T e e e e e S e e N T = = T = T =N N v
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>
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N N NN DN N DN DN DN DN DN DD DN DN DN DN DD DD DNNDDNDDDDDNDDDNDDDNDDNDDDNDDDND

SN

511
512.
513.
514
515.
516.
517.
518.
519.
520.
521.
522.
523.
524
525.
526.
5217.
528.
529.
530.
511
512.
513.
514
515.
516.
517.
518.
519.
520.

E94
E96
E98
E104
E106
E109
E110
Ell1l
E116
E118
E121
E123
E124
E132
E136
E148
E149
E151
E152
E154
E94
E96
E98
E104
E106
E109
E110
Ell1l
E116
E118

67
67
67
67
67
67
67
67
67
67
67
67
67
67
67
67
67
67
67
67
67
67
67
67
67
67
67
67
67
67

[ = S e S S e L T T = = = T T T e e e e S S S S S N T
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Cizelge E.5. Devami

SN

531
532.
533.
534
535.
536.
537.
538.
539.
540.
541
542.
543.
544
545.
546.
547.
548.
549.
550.
551.
552.
553.
554
555.
556.
557.
558.
559.
560.

L
E156
E157
E158
E159
E160
E162
El71
E172
E179
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