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OZET
Yiiksek Lisans Tezi

Origanum sipyleum L."UN FARKLI POPULASYONLARINDA GENETIK
VARYASYONUN MOLEKULER DUZEYDE TESPIT EDILMESI

Volkan KALENDER
Afyon Kocatepe Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali
Danisman: Yrd.Dog¢.Dr. Mehmet TEMEL

Tiirkiye endemigi olan Origanum sipyleum L. (Lamiaceae)’un 9 farkl
populasyonu 10 RAPD primeri ile taranmis ve elde edilen 84 lokustan 78’inin
polimorfik oldugu tespit edilmistir. Ortalama polimorfik lokus oram %92.86’dr.
Bu yiiksek genetik cesitliligin bir gostergesidir. Beklenen heterozigotluk degeri
genel ortalamasi (0.23), gozlenen ortalama heterozigotluk degeri (0.31), biitiin
populasyonlar ve lokuslar icin ortalama allel sayis1 (1.92) ve etkili allel sayisi
(1.53) belirlenen diger genetik cesitlilik parametrelerindendir. Beklendigi gibi
etkili allel sayisimin gozlenen allel sayisindan diisiikk oldugu goézlenmistir.
Cografik mesafe olarak birbirine yakin olan populasyonlarin genetik benzerlik
acisindan birbirlerine yakin olduklan gozlenmistir. Genetik iliski dendograminin
3 ana kola aynildig1 ve her bir ana kolun bir fitocografik bolgeyi temsil ettigi

saptanmustir.

Sonug olarak, Origanum sipyleum populasyonlan arasindaki genetik varyasyonu
tanimlamada RAPD tekniginin basarili bir sekilde kullanilabilecegi belirlenmistir.
2006, 54 sayfa

Anahtar Kelimeler: Origanum sipyleum L., Endemik tiir, RAPD, Lamiaceae, Genetik

varyasyon



ABSTRACT
Ms.Sc

DETERMINATION OF VARIATION IN MOLECULAR LEVEL
OF Origanum sipyleum L. AMONG THE DIFFERENT POPULATIONS

Volkan KALENDER
Afyon Kocatepe University
Graduate School of Natural & Applied Science
Department of Biology

Supervisor: Assist. Prof. Mehmet TEMEL

Origanum sipyleum L. (Lamiaceae) endemic to the Turkey collected from 9
different populations were examined by using 10 random amplified polymorphic
DNA (RAPD) markers and 78 loci out of 84 loci showed polymorphisms. The
ratio of polymorphic loci was 92.86%. This is high levels of genetic variation.
Mean value of expected heterozygosity (0.23), mean value of observed
heterozygosity (0.31), mean allele frequencies for all populations and loci (1.92),
and effective allele frequencies were 1.53. It was found that null allele frequencies
was smaller than mean allele frequencies to have. The populations close to each
other geographically had been observed low into genetic variability. A
dendrogram of genetic relationship had divided 3 major clusters and each one of

them had represented one of three phytogeographical regions of Turkey.
As a result of this study, it was determined that RAPD thecniques can be used
succesfully in identifying genetic variations amongst populations of Origanum

sipyleum.

2006, 178 pages
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1. GIRiS

Tiirkiye, cografik konum itibariyle Asya ve Avrupa arasinda bir koprii
konumundadir. Cesitli iklimsel faktorlerin etkisi, topografik ve jeolojik yapisi, ¢ok
degisik toprak tiplerinin bulunmasi iilkemizin cok zengin bir floraya sahip
olmasina neden olmustur. Tiirkiye iran-Turan, Akdeniz ve Avrupa-Sibirya gibi ii¢
ayrn fitocografik bolgenin kesistigi bir yerde bulunmaktadir. Anadolu’ya dogudan
[ran-Turan, giineyden Akdeniz ve kuzeyden Avrupa-Sibirya elementleri sokularak
populasyonlar olusturmalari bu zenginligin baslica nedenidir. Tiirkiye ayrica
cesitli ekolojik etmenler, makro ve mikroklimalar nedeniyle ¢ok sayida cinsin gen
merkezi durumunda olup, bununla ilgili olarak endemik taksonlar bakimindan da
¢ok zengin bir iilkedir (Davis 1982). Florasinda 163 familyaya iliskin 1225 cins
ve 9000 tiir bulunan ve bunlardan 3000 tiirii endemik nitelikte olan Tiirkiye’ nin;
203 familyaya ait 2.500’4i endemik 12.000 tiire sahip tim Avrupa ilkeleri ile
karsilastirildiginda bitkisel gen kaynaklar1 bakimindan ne kadar zengin bir iilke
konumunda oldugu kolaylikla anlasilir. Bu nedenle, genetik materyalin korunmasi
ve kullanimina iligkin ¢alismalarin Tiirkiye i¢in ayri bir onemi vardir (T. C. Cevre

Bakanlig1 1999, Internet verileri Ankara).

Diinyada 41 tiiriiyle temsil edilen Origanum cinsi, Tiirkiye florasinda ise 23 tiir ve
5 tiiralt1 takson ile temsil edilmektedir ve bunlardan 15 tiir Tiirkiye igin
endemiktir. Tiirkiye bircok bitki tiiriinde oldugu gibi Origanum L. cinsine ait ¢ok

sayida tiiriin diinyadaki en 6nemli gen merkezi konumundadir (Duman vd. 1995).

Tiirkiye icin endemik bir bitki tiirii olan Origanum sipyleum, IUCN tarafindan
1994°te olusturulan “Red Data Book” kategorisine gore LR kategorisinde yer
almaktadir. Origanum sipyleum populasyonlarinin en az bes farkli lokalitede
varlig1 bilindigi icin LR (Lower Risk) kategorisinde degerlendirilmektedir. Bazi
etken maddelerinin fazlalig1 nedeniyle tibbi amaclar dogrultusunda yaygin olarak

kullanilmas1 (Baytop 1994), yasadigi habitatlarin (yasama ortamlarinin)



parcalara boliinmesi veya habitat kaybi, asin tiikketim, toprak, su ve hava
kirliligi, yabanci tiirlerin istilasi, endiistriyel tarim ve ormanciliktaki
gelismeler ve bolgesel iklim degisimlerinin, Tiirkiye i¢in endemik olan
Origanum sipyleum turiinii yakin gelecekte tehlike altina sokma riski

bulunmaktadir (Isik vd. 1997).

Origanum L. cinsine ait ¢ok sayida bitki tiirli ugucu ve aromatik yaglar ve benzeri
sekonder metabolitler nedeniyle c¢esitli alanlarda ekonomik ©neme sahip
bitkilerdir. Ayrica, solunum sistemi uyaricisi, yara ve gastrik iilser tedavisi, karin
agrisi, soguk alginligi, antiromatizmal etki, bas agrisi, kanser ve tiimor tedavisi
gibi bir¢ok tibbi Ozellikleri nedeni ile iizerinde ¢ok ¢alisilmis bitkilerdir (Tabata
vd. 1988, Boydag 1996). Ayn1 zamanda Origanum L. cinsine ait bitki tiirlerinin
etnobotanik acidan halk tibbinda da yaygin olarak kullanildigi bilinmektedir
(Baytop 1984).

Diiz kaslar iizerine gevsetici etkisi oldugu bilinen karvakrol etken maddesi
Origanum tirlerinde yiiksek oranda (%74-80) bulunmaktadir. Terapotik
indeksinin de oldukca genis olmasi nedeniyle midevi, agr kesici ve sakinlestirici
olarak da tedavide kullanilabilecegi rapor edilmistir (Cingi vd. 1991). Ornegin,
Orta ve Bat1 Anadolu’da halk arasinda Bayir¢ay1 ya da Giiveyotu olarak bilinen,
yiikksek oranda karvakrol, timol ve p-simen icerdigi saptanmis olan Origanum
sipyleum’un, mide agris1 ve Oksiiriik tedavisinde sik¢a kullanildigi bilinmektedir

(Baser ve ark. 1992).

Gecmiste tiirlerde var olan genetik varyasyon, tipik olarak morfolojik, fizyolojik
ve biyokimyasal Ozellikler kullanmilarak klasik yoOntemlerle degerlendirilmeye
calistlmistir. Ancak morfolojik markorler ¢ok uzun zamandir bilinmelerine
ragmen, sayilarinin az olusu ve bu markorlerin cevreden etkilenebilmeleri nedeni
ile genetik varyasyonu belirlemede yeterli olmamistir (Yildirrm ve Kandemir
2001). Biyokimyasal parametrelerden birisi olan izoenzim analizi pratik ve bilgi
verici olmasina ragmen diisiikk polimorfizim gosterdigi icin genetik varyasyonu

belirlemede cok fazla etkin olamadigindan kullanimi smirhi kalmistir. Ciinkii



varyasyonun, izoenzim seviyesinde olmamasi ya da disiik seviyede
belirlenmesinden dolay1 bazen bitkilerde sinirli degerlerde bulunabilmektedirler
(Crawford vd. 1994). Bu da arastirmacilar1 DNA analiz tekniklerine

yonlendirmistir.

Son zamanlarda, morfolojik ve fenolojik varyasyonun asil nedeni olan genetik
varyasyonu tespit etmek i¢in, son derece hassas DNA temelli teknikler
gelistirilmistir. Mikrosatellit ya da SSR (simple sequence repeat), RAPD
(randomly amplified polymorphic DNA) ve AFLP (amplified fragment lenght
polymorphism) teknikleri tiir i¢i populasyon seviyesinde genetik varyasyon
calismalarn i¢in molekiiler markorler iiretmede kullanilmaktadirlar (Wolfe ve

Liston 1998).

RAPD ilk defa 1990’da rastgele secilmis primerlerin kullanildigi ve Polimeraz
Zincir Reaksiyonu’nu (PCR: Polymerase Chain Reaction) temel alan bir teknik
olarak ortaya ¢cikmistir (Williams vd. 1990). RAPD yo6nteminin temel prensibi tek
bir (9-10 bp) oligoniikleotidin (primer) ilgili olan tiire ait genomik DNA’ya diisiik
baglanma sicakliginda tesadiifi olarak baglanarak PCR ile ¢ogalma yapmasidir.
Teknigin devaminda elde edilen ¢ogalma iiriinii radyoaktif olmayan standart jel
elektroforezinde yiiriitiiliir ve cogalma iiriinleri bantlar halinde gozlemlenerek
incelenir. Bantlarin varhigi veya yokluguyla sonuglar degerlendirilmektedir
(Welsh ve McClelland 1990, Williams vd. 1990). RAPD teknigi 6zellikle, bitki
tirlerinin genetik akrabaliklarinin belirlenmesi, sistematik tiir problemlerinin
¢oOziilmesi, hibritlerin belirlenmesi, populasyonlar arasi ve populasyon ici genetik
cesitliligin belirlenmesi gibi pek c¢ok uygulamada basariyla kullanilmaktadir
(Ozaydm 2004). RAPD metodu ¢ok sayida markoriin meydana gelmesini saglar.
Uygulamisi  basittir.  Radyoaktivite veya DNA hibridizasyonuna gerek
duyulmamaktadir. Yiiksek miktarda DNA’ya ya da DNA sekansi hakkinda 6n
bilgiye ihtiya¢ yoktur. Bitki tiirlerinin populasyon yapist ve genetik cesitliligini
belirlemede bu markérlerin kullanilmasi son yillarda, 6zellikle endemik ve tehlike

altindaki tiirler icin oldukg¢a artmistir (Rosetto vd. 1995).



Tiirlere ait genetik cesitliliginin ve yapinin bilinmesi, gen kaynaklarinin etkili
korunmasi agisindan 6nem tasimaktadir (Millar ve Marshall 1991). Ciinkii genetik
cesitlilik calismalari, korumaya alinacak populasyonlarin se¢iminde yol
gostericidir. Bu tiir calismalarin eksikligi, gerek 1slah ¢alismalarinda gerekse gen
kaynaklarim koruma caligmalarinda etkin bir yontem ve program belirlemeyi

giiclestirmektedir (Leding 1998).

Insan niifusunun ve ihtiyaclarinmn siirekli artmasi nedeniyle, tahrip edilen dogal
kaynaklarimizin genetik yapisi gittikce daralmaktadir. Bundan dolayi, genetik
cesitliligin  korunmas1 agisindan; cesitliligin nedenleri, cografik degiskenlerle

iliskisi ve tiir icindeki dagilim1 onem kazanmaktadir (Mouna 1990).

Koruma altina alma ¢alismalarinin baslica amaci, ekolojik olarak 6nemli tiirlerin
yasayan populasyonlarinda, genetik varyasyon ve evrimsel gelisimin korunmasini
saglamak, dolayisiyla bu tiirlerin potansiyel olarak tiikenisini engellemektir (Soule

ve Simberloff 1986).

Genetik varyasyonun kaybi, hem kisa hem uzun vadede tiiriin cevresel
degisimlere ve demografik dalgalanmalara karsi miicadelesini ve dolayisiyla
yasamini siirdiirme yetenegini azaltacagi ve o tiiriin ortadan kalkmasma yol
acabilecegi vurgulanmistir (Ellstrand ve Elam 1993, Milligran vd. 1994). Aslinda,
tiir icindeki yiliksek ya da diisiik seviyedeki genetik varyasyonu hangi etmenlerin
meydana getirdigi belirsiz olmakla birlikte, en azindan siirekli olarak genetik
varyasyon seviyesinin devaminin saglanmasi, taksonun uzun ddénem korunmasi

icin gerekli goriilmektedir (Tansley ve Brown 2000).

Idealde, endemik bir tiiriin korunmasina yonelik alinacak idari kararlarda, bu
tiriin hayatin1 devam ettirmesini etkileyen, genetik varyasyon da olmak {iizere
diger faktorlerin ve canlinin biyolojisinin bilinmesi gereklidir. Ciinkii tiir i¢indeki
genetik varyasyon; evrimsel giicler, tiiriin tireme sekli gibi ¢ok farkli ve karmagik
faktorlerin ve bunlarin etkilesimlerinin sonucu olarak ortaya c¢iktigindan bilgi

tiretmeden karmagik ve dinamik bir kaynagi yonetmek, biyolojik bir kaynaktan



optimum bir sekilde ve devamlilik prensipleri i¢inde yararlanmak olanaksizdir

(Velioglu vd. 2002).

Literatiir arastirmasi sonucu, Origanum sipyleum tizerine daha 6nceden yapilmis
RAPD calismasinin olmadig1 goriilmiistiir. Origanum sipyleum dogada endemik
olarak bulunan, sekonder metabolitler agisindan oldukca zengin ve ekonomik
Onem tasiyan, drog olarak yararlanilan, etnobotanik agidan halk tibbinda yaygin
olarak kullanilan bir bitkidir. Ayrica, asir1 otlatmalara maruz kalan ve yasadigi
habitatlar1 yikima ugratilan ve bu gibi olaylar neticesinde populasyonlar siirekli
tahribata ugrayan bu ve bu cesit endemik bitki tiirlerinin miktarlari, yayilis
alanlar1, genetik karakterizasyonu ve populasyonlar arasindaki genetik varyasyonu
tespit edilmelidir. Bu ¢aligmada, Tiirkiye’nin 9 farkli lokalitesinden toplanmis
endemik bir tiir olan Origanum sipyleum’un genetik varyasyonunun, gen akisinin,
heterozigotlugunun ve polimorfizm oranlarinin RAPD teknigi kullanilarak

belirlenmesi hedeflenmistir.



2. LITERATUR ARASTIRMASI

2.1. Origanum sipyleum’un EKolojik olarak incelenmesi

Ozdemir vd. (1988), Origanum sipyleum’un kalkerli kayalar ve yamaclarda, cam
ormanlar1 altinda, maki i¢lerinde ve steplerde, zaman zaman organik maddelerce
zengin ve 100-1500 metre yiikseklige kadar yayilis gosterdigi, izerinde yayilis
gosterdigi topraklarin fiziksel Ozellikleri bakimindan notr, tinli-kumlu, kireg
bakimindan fakir, tuzsuz topraklar oldugu, kimyasal 6zellikleri acisindan ise tiiriin
azotlu, organik madde bakimindan cok zengin, fosforca zengin ve potasyum

bakimindan yetersiz topraklarda yetistigini belirtmislerdir.

Temel (2000), Origanum sipyleum’un yetistigi topraklarin ortalama olarak su ile
doymusluk oraninin %52.45 olarak olciildigiinii; pH degerinin ortalama olarak
7.11 oldugunu; fosfor ve potasyum icerikleri bakimindan zengin, orta derece
humuslu topraklari; Kalsiyuam Karbonat (CaCO;) bakimindan orta derece kirecli
topraklari; biinye sinifi olarak ise kumlu-tinli, tinli-kumlu ve tinli topraklan tercih

ettigini belirtmistir.

O. sipyleum tizerine yapilan bagka bir calismada ise bu bitkinin killi-tinli veya
tinl biinyeli, kire¢ bakimindan zengin, notr veya az alkali, orta derece tuzlu,
organik maddece ¢cok humuslu, azot bakimindan ¢ok zengin, potasyumca fakir ve
fosfor bakimindan zengin topraklar iizerinde yetistigi belirtilmistir (Yiicel ve

Oztiirk 1998).

2.2. Origanum sipyleum’un Ekonomik Onemi

Origanum tiirlerinin birgogu icerdikleri ugucu yag nedeniyle baharat bitkisi
olarak, halk tibbinda gastrointestinal hastaliklarin tedavisinde, bitkisel droglarin
yapiminda, sabun, deterjan, esans, kozmetik ve parfiimeri endiistrisinde, taze
siirgiinleri salata olarak, bitkilerin kurutulup cicekli dal ve yapraklar ciger salamu,

sucuk ve peynir tiretiminde kullanilmaktadir. Ayrica icerdikleri ugucu yaglarin



sos, konserve, et ve diger yiyecek maddelerine aroma vermek icin bazi ickilerin

tiretiminde de kullanmldig: bildirilmektedir (Baser 1994, Tiimen 1995).

Baz1 Origanum tiirleri Tiirkiye’de ihracat amaciyla en c¢ok toplanan bitkiler
arasinda yer almaktadir. Halk arasinda bitkinin kurutulmus cicek ve yaprakli
dallar1 kekik olarak kullanilmaktadir. Endemik olan Origanum sipyleum’un ticari

ismi ise “Yabani Orman Simsiri” olarak bilinir (Ozhatay 1997).

Origanum tiirleri koku ve tatlarindan dolay1 aromatik bitkiler arasinda yer alirlar.
Halk arasinda cay olarak ve cesitli hastaliklarin tedavisinde kullanilirlar.
Origanum tiirlerinin ugucu yaglarmin kimyasal bilesenlerinin analizi {izerine
bir¢ok calisma yapilmistir (Bager 1994, Tiimen 1995). Bu calismalar sonucu, tiim
ucucu yaglarin yaklasik %70’ini olusturan karvakrol, p-simen ve linalol gibi ii¢
terpen bileseninin bulundugu saptanmistir (Tiimen 1995). Benzer bir ¢alismay1
Baser vd. (1992), Origanum sipyleum’un ugucu yaglarinin arastirilmasi iizerine
yapmislar ve 48 cesit ucucu yag bileseni saptamiglardir. Bu bilesenlerden en fazla

oranda karvakrol, timol ve p-simen’in bulundugunu tespit etmislerdir.

2.3. Genetik Markorler

Genom analizi i¢in isaret vazifesi goren genetik markorler, bir kromozomdaki
spesifik bolgelerdir. Genetik markorler esasinda morfolojik ve molekiiler

markdrler olarak iki gesittir (Lefebvre vd. 1995).

Morfolojik markorler, kalitimi 6zellesmis biyokimyasal ya da molekiiler teknikler
olmaksizin gorsel olarak gozlemlenebilir. Tek bir lokus tarafindan kontrol edilen
morfolojik ozellikler, genetik markor olarak kullanilabilirler. Cevresel faktorlerin
disinda boyle markirlarin ifadesi epistatik (bir karakterin ortaya c¢ikmasindan
sorumlu olan farkli genler arasinda baskilayici etkilerin olmast durumu) ve
pleiotropik (bir genin birden fazla fenotipik karakter iizerindeki etkisi)
etkilesimler tarafindan dahi degistirilebilir. Morfolojik markérlerin sayist ¢ok

sinirlidir. Onlarin alelleri birbirlerini dominant-resesif bir tavirda etkiler ve



boylece onu homozigot bireylerden, heterozigot bireyleri ayirt etmeyi miimkiin
kilar. Ayrica morfolojik markorler ¢evre faktoriinden etkilendikleri icin bitkinin

biitiin gelisme devrelerinde kontrol edilememektedirler (Stuber 1992).

DNA seviyesinde polimorfizmi agiklayan markorler DNA markorleri olarak
bilinir iken, protein seviyesinde polimorfizmi agiklayan markdrler biyokimyasal
markorler olarak bilinirler. Biyokimyasal markorler, alelleri saptamak igin
elektroforez tarafindan ayrilabilen, gen ekspresyonun bir sonucu olarak tiremis
proteinlerdir. En sik kullanilan protein markorler ayni enzimlerin degisken
formlart olan izoenzimleridir. Kodominant markorler olarak protein markorler,
gen sekansinda ve islevdeki farkliliklar1 aciklarlar. Bununla birlikte onlarin

kullanimi, sinirl sayida olmalar1 nedeniyle azdir (Staub 1982).

DNA markorler polimorfizmi nasil agikladiklarina baghi olarak iki katogoride
siniflandinilabilir:  Hibridizasyon temelli polimorfizmler ve PCR-temelli

polimorfizmler.

2.3.1. Hibridizasyon Temelli Polimorfizmler

Hibridizasyon temelli polimorfizmler; RFLPs (restriction fragment length
polymorphisms) ve VNTR (variable number tandem repeats)’lar1 kapsar (Weising
1998). VNTR, lokus durumundaki polimorfizm tekrarlarin sayisindaki farklilik
nedeniyledir. RFLPs ise, traslokasyonlar, delesyonlar, inversiyonlar ya da nokta

mutasyonlar gibi olaylar nedeniyle meydana gelirler.

DNA markorleri icgerisinde ilk kesfedilen RFLP markorlerinin  kullanildigt
calismalarda, restriksiyon enzimleri ile kesilmis olan genomik DNA’lar, bu
markorler ile hibridize edilerek kullamilmistir. Kesim bolgelerindeki  bir
niikleotidin bile sebep oldugu mutasyonlardan dolayr bireyler arasinda
restriksiyon ~ fragmentlerin ~ uzunlugundaki ~ varyasyon  bu  teknikle
saptanabilmektedir. Southern hibridizasyon metoduna dayali bu teknikte,

radyoaktif igsaretli DNA markorleri ile restriksiyon fragmentlerinin hibridizasyonu



sonucu polimorfizm elde edilmektedir (Jones vd. 1997). DNA fragmentleri
logaritmik olarak go¢ ettikleri icin biiyiik fragmentlerdeki degisimleri tespit
etmek, kiiciik fragmentlerdeki benzer boyut degisimlerini tespit etmekten daha
zordur. RFLP analizi icin ¢ok fazla miktarda DNA ve ayrica radyoizotop
kullanim1 gerektirmektedir (Dowling vd. 1996). Ayn1 boydaki DNA fragmentleri
arasinda tek bir baz ¢iftinde meydana gelen degisiklik sonucu olusan polimorfizmi
saptama yetenegine sahip olan Denatiirasyon Gradiyent Jel Elektroforezi
(DGGE), RFLP analizi i¢in alternatif bir yontemdir (Lerman 1986). DGGE’de
DNA fragmentleri, artan konsantrasyonlu poliakrilamid jel ihtiva eden denatiirent

gradiyenti icerisinde elektroforez edilirler.

2.3.2. PCR Temelli Polimorfizmler

PCR (Polymerase Chain Reaction) teknigi ile yiiksek 1sida tek iplik formuna
denatiire olmus DNA molekiillerine ait belirli bolgelerin, 1siya dayanikli
polimeraz enzimleri sayesinde milyonlarca kopyasinin olusturulmasit miimkiin
olmustur (Halden vd. 1994). PCR reaksiyonunun ii¢ basamagi (kalip DNA
ipliginin denatiirasyonu, primer baglanmasi, enzimatik uzama) primerler
tarafindan belirtilen bolgelerin yiiksek seviyede amplifikasyonunu saglamak i¢in
birka¢ kez tekrar edilir. PCR bilesenleri; DNA kalib1, primer, dNTP, MgCl, ve
yiiksek sicakliklarda aktif olabilen Thermus aquaticus bakterisinden izole edilen
Taq polimeraz enzimi ve ona uygun bir tampon c¢ozeltidir. PCR protokolii
tekrarlanan 30-40 dongiiden meydana gelmektedir. Hedeflenen DNA dizisi
yaklagik 2" sayida ¢ogalmaktadir ve n; dongii sayisim ifade etmektedir (Saiki
1988).

PCR bazli polimorfizmler, fragment ayrilmasi ve saptanmast metoduna, PCR
kosullarimin zorluguna, kullanilan primer tipine bagli olarak, spesifik ya da
rastgele olabilir. RAPD (Rastgele c¢ogaltilmis polimorfik DNA=Random
amplified polymorphic DNA), SSR (simple sequence repeat amplification or
microsatellites; basit sekans tekrarlar1), AFLP (Amplified fragment length

polymorphism; cogaltilmis fragment uzunluk polimorfizmi), DAF (DNA



amplification fingerprint = DNA c¢ogaltilmis parmak izi), SSCP (single-stranded
conformation polymorphism; tek iplik konformasyon polimorfizmi) ve SA (DNA
sekans analizi) PCR’a dayali DNA fingerprint metotlarinin sadece bir kismim

olusturmaktadir.

RAPD ilk defa 1990°da rastgele secilmis primerlerin kullanildigi ve PCR’1 temel
alan bir teknik olarak ortaya ¢ikmistir. RAPD yodnteminin temel prensibi; ilgili
olan tiire ait genomik DNA {izerinde rastgele se¢ilmis, tek bir 9-10 bp
oligoniikleotidin, diisiik baglanma sicakliginda tesadiifi olarak baglanarak PCR ile
cogalma yapmasidir. Teknigin kullanilmasiyla elde edilen c¢ogalma {iriinii
radyoaktif olmayan standart jel elektroforezinde yiiriitiiliir ve ¢ogalma iriinleri
bantlar halinde gozlemlenerek incelenir. Bantlarin varligi veya yokluguyla
sonuclar degerlendirilebilir (Weising 1992). RAPD, genetik varyasyonun tespiti
icin yaygin olarak kullanilan bir PCR teknigidir (Williams vd. 1990). RAPD
teknigi ozellikle populasyon ¢alismalari i¢in faydalidir (Williams vd. 1990, Parker
vd. 1998,). RAPD teknigi, alloenzim ve minisatellitlerde oldugu gibi secilmis
fragmentler yerine biitiin genomu inceler. bundan dolayr RAPD klonal ve genetik
kimlikler hakkinda tarafsiz tahminler saglar. Ayrica iyilestirme stratejileri ve
tireme programlarinin gelistirilmesinde onlara yardimci olur (Stewart ve Porter
1995). RAPD teknigi, teknoloji, is giicii ve maliyette diisiik gereksinimlere sahip
olup, genis kapsamli uygulamalarindan dolayr molekiiler ekolojide biiyiik
avantajlara sahiptir. Ayrica radyoaktif madde kullanim zorunlulugu yoktur ve

sadece az miktarlarda DNA ya gereksinim duyar (Fischer vd. 2000).

SSR polimorfizmi genom analizi i¢in etkili diger bir aragtir. Burada 6zel bir basit
sekans tekrarina terminal olarak baglanmis spesifik primer, karsilikli gelmis ayni
tip iki basit sekans tekrar1 arasindaki DNA’y1 amplifiye i¢in kullamilir (Zietkiewcz
vd. 1994). Mikrosatellitler, cogu bitki tiiriindeki genetik varyasyon c¢alismalari
icin ¢ok iyi markor olustururlar. Yiiksek polimorfizm gostermeleri, bol miktarda
bulunmalar ve kodominant markor olmalarindan dolayi, tiirler arasindaki genetik

varyasyonu degerlendirmek acisindan olduk¢a uygundurlar (Gupta vd. 1996).
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AFLP genomik DNA parmak izi igin gelistirilmis bir tekniktir. Bu teknikle,
rastgele secilen primer sekanslarina benzer uglar ile sadece fragmentler
cogaltilmaktadir. Bir AFLP reaksiyonunda olusturulan bantlarin  sayisi
amplifikasyon primerinin degisken parcasindaki bazlarin sayisiyla tespit
edilmektedir (Vos vd. 1995). Ayrica bu teknik, PCR amplifikasyonu ve
restriksiyon enzim kesim islemlerinin bir kombinasyonu olup bu iki teknigin
avantajlarina sahiptir. AFLP analizi oldukg¢a yiiksek kararliligt ve hassasligi
dolayisiyla genetik varyasyon calismalari icin uygun bir teknik oldugu

diistiniilmektedir (Mueller ve Wolfenbarger 1999).

DAF, RAPD teknolojisindeki yeni gelismeler sonucu ortaya c¢ikarilmis bir
tekniktir. DAF uygulama protokoli acisindan RAPD ile benzerlikler
gostermektedir (Kolchinsky vd. 1993). DAF’1 RAPD’den ayiran farkliliklar;
protokolde kullanmilan primerler, primer baglanma dereceleri ve teknigin
giivenirlilik oranmidir (Prabhu ve Gresshoff 1994). Genomik DNA’nin kisa
parcalarim cogaltmak ve cogaltilmis DNA fiiriinleri olusturmak igin, rastgele
secilmis kisa (yaklasik 5 baz cifti) oligoniikleotid primerlere baglanan 1siya
dayanikli DNA polimeraz kullanir. Bu iiriinlerin poliakrilamid jel elektroforezi ve
giimiis boyama ile analizi miimkiindiir. Ayrica DAF yontemi hizli ve genetik

karakterizasyon icin duyarh bir tekniktir (Caetano-Anolles vd. 1991).

SSCP (Single-Stranded Conformation Polymorphism) analizi denatiire olmayan
sartlar altindaki spesifik sekans bazli ikincil yapilara sahip tek iplik DNA
molekiilii prensibine dayanmaktadir. Bir veya birka¢ baz farkliligr ile molekiiller,
farkli jel hareketleriyle sonu¢lanan konformasyonlar olusturabilirler (Jordan vd.
1998). Metot uygulama acisindan cabuk ve basittir. Bu teknik c¢esitlilik
calismalarinda kodominant nDNA fragmentlerinin ve DNA polimorfizminin
tanimlanmasi icin biilyiik bir potansiyele sahiptir (Bodénés vd. 1996). Bununla
birlikte genetik hipotezi dogrulamak i¢in segregasyon oranlarini test etmek
gerekmektedir. Ayrica yontem hem sekans kompozisyonu hem de sekans igin

duyarhidir (Jordan vd. 1998).
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SA, diger molekiiler metotlardaki gibi indirekt degil dogrudan niikleotid
varyasyon bilgisi saglamaktadir. Bu metot, DNA sekans bilgisi istememesiyle
bircok taksonun sekansini miimkiin kilan iiniversal sekans primerler gerektirir ve
caligmalar sirasinda hizhh ve kolayca karsilagtirilabilen c¢ok kaliteli bilgiler
saglamaktadir (Baldwin 1992, Demesure vd. 1995). Bununla birlikte bu metot,
genel cesitlilik ¢alismalan i¢in pahalidir, yogun emek gerektirir ve lokuslar bir

kez goriintiilenebilir.

2.4. DNA Markorleri ile Bitkilerde Yapilan Genetik Varyasyon Calismalar

Fisher vd. (2000), Bir gol kiyis1 bitkisi olan Ranunculus reptans bitkisinin
Avrupa’min prealpin bolgesindeki populasyonlarinin biiyiikliigii ve sayisinin,
goliin su seviyesinin azalmasindan dolay1 azaldigini belirtmigler ve bu tiiriin
degisik biiyiikliikteki 17 populasyonu arasindaki ve i¢indeki genetik varyasyonu
RAPD teknigi kullanarak tespit etmislerdir. Yaptiklar1 arastirma sonucu, biiyiik
populasyonlarin kiigciilk populasyonlara gore daha fazla genetik varyasyon
gosterdigini saptamislardir. Ayrica populasyonlar arasi gen akisimin ¢ok sinirl
oldugunu ve genetik siiriiklenme sonucu 6zellikle kii¢iik populasyonlarda genetik
farkliligin azaldigin1 belirtmislerdir. Bu veriler dogrultusunda onlem olarak,
genetik cesitliligin korunmasi i¢in ufak ve biiyiik boyutlardaki populasyonlarin

devam etmesi ve ufak populasyon boyutlarinin artmasi gerekliligi vurgulanmistir.

Esselman vd. (2000), Juan Fernandez adalarma 6zgii endemik bir genus olan
Dendroseris (Asteraceae: Lactuceae) tiirleri arasindaki ve icindeki genetik
farklilig1 tespit etmek i¢in RAPD markoérleri kullanmislardir. Tiir icindeki RAPD
bant farkliligi 0,022-0,003 arasinda siralanirken, total farklilifin %901 tiirler
arasinda gozlenmistir. Elde edilen RAPD sonuglart 6nceki allozyme caligsmalari
ile karsilagtinlmigstir. Bazi tiirler icin RAPD farkliig ile allozym’in iliski
seviyesinin benzer oldugu bulunurken, tiim tiirler acisindan 6nemli bir korelasyon
olmadigi gozlemlenmistir. RAPD bantlarindan gelistirilen benzerlik iligkisi ile
morfoloji, cpDNA ve ITS’den elde edilen sonuglarin birbirlerine benzer

olduklarini bulmuslardir.
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Ayres vd. (1999), Sierra Nevada bolgesinde endemik bir tiir olan Wyethia
reticulata’nin populasyon biiyiikliigiinii, genetik varyasyonunu ve genetik yapisini
arastirmak icin RAPD teknigini kullanmislardir. Yapilan bu c¢alisma sonucunda
sinirh gen akisinin, ufak populasyonlar icindeki genetik siiriikklenmenin ve genis
kolonilerin eseysel iireme baskinliginin, bu tiirlerde populasyonlarin genetik
farkliligina yol acgtigi bulunmustur. Ayrica populasyon disi ciftlesmeler ve
kolonilerin uzun Omiirlii olmasi1 faktorleriyle genetik farkliligin siirdiiriildiigii

gozlemlemiglerdir.

Tansley ve Brown (2000), nadir ve endemik bir tiir olan Leucadendron elimense
(Proteceae)’'nin 3 nadir alt tiiriiniin genetik varyasyonunu RAPD teknigini
kullanarak ol¢miislerdir. Kiiciik populasyon boyutlarina ve kisitlanmis yayilma
alanlarina ragmen tiiriin ¢alisilan populasyonlarinda genetik varyasyonun yiiksek
seviyelerde oldugunu goézlemlemislerdir. Yapilan molekiiler varyans analizleri
sonucu en fazla genetik varyasyonun populasyonlar arasindaki bireyler arasinda
oldugu saptanmistir. Bu sonuglara dayanarak, bu bitki gurubunun kiigiik
rezervlerde minimum idari ¢caba ve oldukca az parasal harcamalarla korunma

altina alinabilecegi Onerilmistir.

Martin ve Bermejo (2000), Giiney ispanyada bulunan endemik ve tehlike altinda
olan Rosmarinus tomentosus bitkisi lizerinde calismislar ve bu tiir icindeki genetik
varyasyonun degerlendirilmesi i¢in RAPD teknigini kullanmislardir. Elde edilen
veriler AMOVA istatistiksel programi ile analiz edilmistir. Sonuclar, tiiriin
populasyonlarinin genetik yapist ve populasyonlar arasi genetik uzakliklar

hakkinda bilgi vermistir.

Sales vd. (2001), Baleric adalarina 6zgii endemik bir tiir olan Digitalis minor’un
17 populasyonundan 162 bireydeki genetik farkliligt RAPD teknigi kullanilarak
arastirilmistir. Elde edilen matriks verilerinin degerlendirilmesi icin AMOVA

istatistiksel programi kullanilmistir. Analiz sonucu populasyonlar arasindaki
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varyasyonun diisiik degerlerde oldugu ve adalar arasinda da genetik farkliligin

onemli bir gekilde boliimlenmedigi gozlenmistir.

Jordano ve Godoy (2000), Prunus mahalep (Rosaceae)’un 7 populasyonu
arasindaki genetik varyasyonu arastirmak i¢in RAPD teknigini kullanmislardir.
Cografik uzaklik ve yiikselti farkliliklarmin yaklastk 100 km?‘lik bir alana
yayillmis olarak bulunan bu 7 populasyonun genetik yapisina nasil bir etkide
bulunabilecegi arastirilmistir. Hem cografik hem de yiikselti farkliliginin bu
bitkinin meyve ve cicek olusumunda etken faktorler oldugu ve boylece bu tiiriin

populasyonlart arasinda izolasyona sebep oldugu bildirilmistir.

Gounaris vd. (2001), Crete adasindaki hibrit varsayilan Origanum x intercedens
ile onun ebeveyn genotipleri olan Origanum onites ve Origanum vulgare nin
genetik akrabaliklan ve esansiyel yaglarinin karsilagtirilmasi iizerine bir ¢alisma
yapmiglardir. Rastgele toplanan ornekler, esansiyel yag bilesenlerinin analizi ve
RAPD teknigi ile parmak izi olusturulmasi i¢in kullanilmistir. RAPD tekniginin
ister tek basina, ister esansiyel yag bilesenleriyle birlikte kullanilmasiyla, dogal
populasyonlardaki hibrit bitkilerin ve atasal iki taksonun genetik teshisi icin

giivenilir bir ara¢ oldugunu saptamiglardir.

Skoula vd. (1998), Crete adasindaki bulunan Salvia fruticosa’nin farkli kolonileri
arasindaki genetik farkliligin, RAPD markirlar1 kullanilarak degerlendirilmesi ve
esansiyel yag iceriklerinin karsilasgtirilmasi iizerine bir ¢alisma yapmislardir. 3
farkli populasyonu temsil eden 48 koloni, RAPD markirlar1 kullanilarak genetik
profilleri ve esansiyel yag icerikleri analiz edilmistir. Yapilan arastirmada bu
tiriin genetik farkliliginin hesaplanmasi ve bunun esansiyel yag profilleri ile

iliskisinin tespit edilmesi hedeflenmistir.

Velioglu vd. (2002), Tiirkiye’deki dogal karacam (Pinus nigra) populasyonlarinda
bulunan genetik cesitliligin ne kadarinin ormancilik etkinlikleriyle yeni tesis
edilen veya edilecek karacam ormanlarina aktarilabildiginin molekiiler belirtegler

yardimiyla arastirilmasi iizerine bir calisma gerceklestirmislerdir. Bu caligmada,
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her populasyondan 25’er agacgtan acgik tozlagma iiriinii tohum toplanmistir ve
tohumlarin megagametofit dokularindan elde edilen DNA’lar 11 RAPD
primeriyle taranmistir. F istatistigi sonuclarina gore toplam genetik cesitliligin
%94’ populasyonlar igerisinde, kalan %6’sinin populasyonlar arasinda oldugu
gdzlenmistir. Sonug olarak ¢aligilan karagcam tohum kaynaklarinda yiiksek genetik

cesitlilik tespit edilmistir.

Tan vd. (2005), genis yayilim gosteren bir Mangrove (Hindistansakizagaci) tiirii
olan Ceriops decantra’min populasyon i¢i ve populasyonlar arast genetik
cesitliligin tespit edilmesi icin ISSR (inter- simple sequence repeat) teknigini
kullanmiglardir. 10 dogal populasyondan toplanan ornekler, tiir seviyesinde
yiiksek genetik varyasyon gostermislerdir. Populasyonlar cografik bolgelere gore
guruplandirildiginda  toplam varyasyonun %87’sini bolgeler arasit farklilik,
%4’tinli populasyonlar arasi varyasyon ve %9’unu ise populasyon icindeki
bireyler arasi varyasyon olusturmustur. Bu ¢aligma sonucu genetik yap1 hakkinda
elde edilen bilgiler bu tiiriin korunmas1 ve yonetim anlayisi icin bir bilgi birikimi

olusturmaktadir.

Wang vd. (1996), Amentotaxus formosana tiriiniin dar yayilim gosteren
populasyonlarindaki genetik varyasyonun arastirilmasi i¢in izoenzim analizi ve
RAPD yontemini kullanmislardir. Iki populasyon arasinda, kullanilan izoenzimler
bakimindan genetik uzaklik olmadigr bulunmustur. Kullanilan 20 primer
bakimindan yiiksek oranda monomorfik RAPD fragmentleri olustugu
gozlenmistir. Bu iki populasyon arasinda yiikksek benzerlik (0,994) oldugu
bulunmustur. RAPD markérler, izoenzim analizi ile elde edilen diisiik genetik

varyasyon seviyesini dogrulamistir.

Swensen vd. (1995), tehlike altindaki endemik bir tiir olan Malacothamnus
Jasciculatus var nesioticus’un genetik ¢esitliligini belirlemek i¢in ribozomal DNA
analizi, RAPD ve Izoenzim analizini kullanmuslardir. Amplifiye olmus DNA
profillerinin analizi ve elektroforetik datalar, bu varyetenin tiir icindeki diger

varyetelerden belirgin bir bicimde farkli oldugunu ortaya koymustur. Ribozomal
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DNA analizi ile bu varyetenin bir populasyonu i¢inde birbirleriyle yakindan
iligkili i¢ genotipin varligi ortaya koyulurken, izoenzim analizi ve RAPD analizi
ile populasyonlarin bireyleri arasinda yakin iligkili ii¢ genotipin varligi tespit
edilememistir. Bu sonuclarin, tiiriin uzun donem koruma altina alinmasi

calismalarinda bir alt yap1 olusturacagi vurgulanmaktadir.

Schiliro vd. (2001), Pyrus tiirlerindeki genetik varyasyonu belirlemek i¢in RAPD
tekniginin kullanilmasi iizerine arastirmalar yapmislardir. Caligmada esas olarak,
standart Pyrus kiltiirleri arasindaki genetik farkliliklar1 teshis etmede farkli
RAPD kosullart uygulanmistir. Genotip-spesifik markoér degerlendirmesini
yapmak icin 10 bp uzunlugunda 30 primer ile 11 bp uzunlugunda iki primer,
ayrica 36-45°C araliginda baglanma sicakligi ve bunun yaninda iki farkli marka
Taq DNA polimeraz enzimi kullanilmistir. Sonug¢ olarak RAPD analizinin Pyrus

kiiltiirlerini ayirt etmede giivenilir ve ucuz bir teknik oldugu belirlenmistir.

Chen vd. (2005), Tibet platosuna 6zgii endemik bir tiir olan Coelonema draboides
(Brassicaceae) deki genetik varyasyonu tespit etmek icin RAPD teknigini
kullanmiglardir. Bu ¢alismada toplam 30 populasyondan 90 6rnek toplamislardir.
Kullanilan 14 RAPD primerin toplam 186 amplifiye olmus bant verdigi
gozlemlenmistir. Bu bantlardan 161 tanesinin (%87) polimorfik bant oldugu
gozlemlenmisti. AMOVA analizi sonucu populasyonlar icindeki bireyler
arasindaki genetik varyasyonun %84.2 oraninda, populasyonlar arasinda ise bu
oranin %15.8 oldugu tespit edilmistir. Sonug olarak RAPD tekniginin endemik ve
nadir tiirlerin populasyonlar1 arasindaki genetik varyasyonu tespit etmede faydali
bir teknik oldugu vurgulanmistir. Ayrica bu tiirdeki genetik varyasyonun yiiksek
degerlerde olmasinin, degisken ¢evre kosullarina daha kolay adapte olabileceginin

bir gostergesi oldugu belirtilmistir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Bitki Materyali

Bu arastirmada farkli populasyonlardan taze olarak toplanan Origanum sipyleum
ornekleri materyal olarak secilmistir. Taze olarak toplanan bu Orneklere ait

lokaliteler Cizelge 3.1°de verilmistir.

Cizelge 3.1 Kullanilan bitki materyali ve lokaliteleri

Bitki Materyal Toplandig: Lokalite
materyali sira no Bolge
O. sipyleum 1 [zmir Efes, Meryemana 2. km
” 2 Aydin Yatagan Cine yolu, Kavaklidere mevkii,
2. km

” 3 Manisa Manisa, Spil Dag1

” 4 Mugla Mugla-Kale yolu 30. km

” 5 Balikesir Balikesir, Bigadic, Bademli Koyii

” 6 Usak Gediz Usak karayolu 30. km

” 7 Bolu Tarakli Golpazari karayolu 10. km

” 8 Ankara Ankara, Celtik¢i Koyii

” 9 Kiitahya Kiitahya, Camlica Tepesi

Sekil 3.1. Origanum sipyleum orneklerinin toplandig: lokaliteler
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3.2. Metot
3.2.1. DNA izolasyonu

Bu calismada kullanilan genomik DNA, Khanuja ve ark. (1999) tarafindan
onerilen CTAB-DNA izolasyon metodunun modifiye edilmesi ile ekstrakte edildi.
Toplam 0,1 g olarak tartilan yapraklar, icerisine sivi azot konmus steril havanda
ezilerek toz haline getirildi. Bu asama hiicre duvarinin mekaniksel ve fiziksel
olarak parcalanmas islemini icerir. Iyice 6giitiilmiis-donmus haldeki bitki 6rnegi
onceden sogutulmus bir spatula ile 1,5 mL’lik steril bir eppendorf tiipe transfer
edildi. Daha sonrasinda her tiipe daha 6nceden 60 C°de 6n 1sitmaya tabi tutulmus
600 uL ekstraksiyon tamponu (Cizelge 3.2.) eklendi ve dikkatlice ters yiiz
edilerek karistinldi. Daha sonra ornekler 60 C° de su banyosunda 1-2 saat
bekletildi ve bu siire zarfinda her 5 dakikada bir 6rnekler yine ters diiz edilerek
karistirildi. Bu asamada ise DNA izolasyon tamponunda bulunan EDTA, NaCl,
CTAB gibi kimyasal maddelerle hiicre zarmin kimyasal olarak zayiflatilip
par¢alanmasi amaglanmaktadir. Inkiibasyon sonrasi oda sicakhiginda 10000
rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Daha sonra 6rneklerin s1ivi kismi (siipernatant)
dikkatlice steril bir eppendorfa dokiilerek alindi. Transfer isleminden sonra tiiplere
600 uL  Kloroform : Izoamilalkol (24:1) (Cizelge 3.2.) ilave edildi ve yaklasik 15
dk ters yiiz edilerek hafifce karistirildi. Bu islemi takiben ornekler, 8000 rpm’ de
10 dk oda sicakliginda santrifiijlendi. Buradaki amag¢, CTAB-protein/polisakkarid
komplekslerinin uzaklagtirllmasidir. Bu islem sonunda tiiplerde, en {istte
siipernatantta ¢oziinmiis halde DNA, ortada hiicresel proteinlerden olusan beyaz
katman ve en altta kloroform olmak iizere ii¢ katman vardir. Santrifiij sonrasi
mikro-pipet yardimiyla dikkatlice stipernatant (iist faz) cekilerek steril bir
eppendorf tiipe aktarildi. Kloroform:izoamil alkol ekstraksiyonu her 6rnek i¢in iki
defa tekrarlandi. Steril bir eppendorfa aktarilan siipernatanta, 5 M stok NaCl
(Cizelge 3.2.) cozeltisinden son konsantrasyon 1,5 M olacak sekilde NaCl eklendi
ve hafifce karistirildi (vorteksleme yapilmadan). Daha sonra soguk izopropanol
son hacim % 60 olacak sekilde 6rnege eklendi. Izopropanol DNA nin ortamdaki
diger molekiillerden ayrilmasini sagladi. izopropanol eklendikten sonra tiipler

hafif bir sekilde ters-diiz edildi. Bu asamada tel tel iplik¢ik halinde ve beyaz renkli
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bir kiitle kiimelenmesi gozlendi. Daha sonra karisim oda sicakliginda 1 saat
bekletildi. Bu siire sonunda tiipler 3000 rpm’de 3 dk ve 5000 rpm’de 3 dk
santrifiij edildi. Bu farkli rpm’deki santrifiijleme DNA’nin santrifiij tiipii dibine
yigilmasin1 saglandi. Santrifiijleme islemi sonrasinda elde edilen siipernatant
dokiildii ve sonra pellet % 80 etanol ile yikandi. Yikama soliisyonu dokiildiikten
sonra, ependorf tiipler agz1 acik kalacak sekilde oda sicaklifinda kisa bir siire
kurumaya birakildi. Son asama olarak etanolii uzaklastirilan pellet DNA, 200 pL
TE tampon c¢ozelti (Cizelge 3.2.) i¢inde ¢6ziildii. RNA’y1 uzaklastirmak i¢in her
100 UL DNA soliisyonuna karsilik 1uL RNaz A kullanildi ve 15 dakika 37 C*de
bekletildi. DNA’lar daha sonra —20 C° de saklandi.

DNA saflifi, Ajs0/Azgp orami hesaplanarak tespit edildi. DNA ornekleri TE
tamponunda ¢oziildiigii i¢in ¢calismada kor olarak TE tamponu kullanildi. 100 ve
150 ul DNA ornekleri TE tampon ile 3 ml’ye tamamlandi ve 260 ve 280 nm’de
spektrofotometre cihazinda ol¢iimleri yapildi. Cift zincirli DNA miktarinin tayini

spektrofotometrede (Jenway 6305) yapildi ve asagidaki formiile gore hesaplands;

DNA (ug/ml) = Aygp x Sulandirma Orani1 x Katsay1 (50)

Hesaplanan DNA miktarlarina gore PCR analizi icin pl’de 5 ng olacak sekilde

tim DNA’lar TE tamponu ile seyreltildi.

19



Cizelge 3.2. DNA izolasyonunda Kullanilan Soliisyonlar

Solusyon Adi Icerigi Konsantrasyonu
EDTA 25 mM
Tris-HCl 100 mM
NaCl 1.5 NaCl
Ekstraksiyon Tamponu
CTAB %2.5 (Wlv)
B-merkapto etanol 9%0.2
PVP %1
. Kloroform
Kloroform:Izoamilalkol . 24:1 (v/v)
[zoamilalkol
Sodyum
NaCl 5M
Klor
Tris-HCl 10 mM
TE Tamponu
EDTA 1 mM
3.3. RAPD Analizi

10 farkli populasyonu temsil eden Origanum sipyleum Orneklerinin
yapraklarindan Cizelge 3.2°deki soliisyonlarin kullanilmasi ile izole edilen
genomik DNA’lar, RAPD yontemi ile rastgele secilmis 10 bazlik 10 farkli
primerin kullanilmasiyla DNA’nmin rastgele bolgeleri cogaltilarak Orneklerin

genomik parmak izleri ¢ikartilmis ve incelenmistir.

3.3.1. Primerler
Bu calismada kullanilan 10 niikleotid uzunlugundaki 10 farkli primer

Qiagen ™ den temin edilmistir. Ana stoklar, -20°C’de saklanmistir. RAPD-PCR

calismasinda kullanilan primerler ve niikleotid dizileri Cizelge 3.3’te verilmistir.
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Cizelge 3.3. RAPD-PCR reaksiyonlarinda kullanilan primerler ve sekanslari

Primer Ad1 % G+C Primer Dizisi
OPAO1 70 CAGGCCCTTC
OPA07 60 GAAACGGGTG
OPAO0S8 60 GTGACGTAGG
OPA09 70 GGGTAACGCC
OPA10 60 GTGATCGCAG
OPAI11 60 CAATCGCCGT
OPA17 60 GACCGCTTGT
OPA18 60 AGGTGACCGT
OPA19 60 CAAACGTCGG
OPA20 60 GTTGCGATCC

3.3.2 Enzim

PCR’da kullanilan bilesenlerden birisi olan enzim, Thermus aquaticus ad1 verilen
termofilik bir bakteriden izole edilmektedir ve 1siya dayanikli bir enzimdir. Bu
calismada kullanilan Taq DNA polimeraz enzimi Sigma™den temin edilmistir.

Bu enzim -20 °C’de muhafaza edilmistir.

3.3.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

PCR’da 200 pl'lik mikro tiipler kullanildi. Reaksiyon hacmi 25 pl’dir.
Cizelge 3.4. deki bilesenler sirasiyla tiiplere konuldu.
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Cizelge 3.4. RAPD analizinde kullanilan bilesenler

PCR Reaksiyon Bilesenleri Miktarlan

PCR Tampon (MgCL,; ihtiva eden) 2,5l
Primer 1l
dNTP Karisimu Sul
Genomik DNA (30 ng) 6 ul

Bidistile Su 10.3 ul

Taq DNA polimeraz (1U) 0.2 ul
Toplam Hacim 25 ul

RAPD i¢in Termalsayklirda (FTGENE2U) program ayarlandi (Cizelge 3.5.). PCR

tiriinii, sirasiyla tabloda yer alan islemlere tabi tutuldu.

Cizelge 3.5. RAPD analiz programi

Sicakhk Siire Islem Déngii Sayisi

94°C 2 dk Denatiirasyon -

94°C 1 dk Denatiirasyon

36°C 1 dk Annealing

44 Dongii

72°C 1 dk Polimerizasyon

72°C 8 dk Son uzatma basamagi -

4°C 5dk Stabilizasyon -

3.3.4. Agaroz Jel Elektroforezi

PCR iiriinlerinin kullanilan primerler vasitasiyla cogalip ¢cogalmadigimi saptamak

icin % 0.8’lik deneme jeli hazirlandi. Ayrica kullanilan primerlerle ¢ogaldigi

goriilen RAPD bantlarin1 ayirmak i¢in ise %1.5’lik agaroz jel hazirlandi. %1.5’lik

agaroz jel hazirlamak icin 1.5 gr agaroz tartildi ve 100 ml TBE buffer eklendi.
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Daha sonra karisim mikro dalga firinda yaklasik olarak 5 dakika bekletilerek
eritildi. Tamponun sicakliginin 50-55°C’ye diismesi beklendi ve sonrasinda sivi
haldeki tampon elekroforez jel tankina dokiildii. Yaklasik olarak 30 dakika sonra
donan jel, 150 ml TBE tampon igerisinde 10 mg/ml stok etidyum bromiir boyama
cozeltisinden 7.5 pl eklenerek 15 dakika siireyle boyandi. Boyama islemi
bitiminde jeller 15 dakika bidistile su ile yikandi. Son olarak jeller UV
goriintiilleme cihazina konularak PCR sonucu olusan bantlar Finepix S7000 marka

dijital fotograf makinesi ile fotograflandu.

Cizelge 3.6. Agaroz jel elektroforezinde kullanilan maddeler

Kullanilan Kimyasal Adi Icerigi Konsantrasyonu
Tris-HCL 107.8 gr
Tris-Borikasit-EDTA
Borik Asit 55 gr
Tamponu (10X)
EDTA (0.5 M) 7.4 gr
Bromfenol 0.05 gr
Bromfenol Mavisi (20 ml) Sukroz 8 gr
Distile Su 11.95 ml
Etidyum bromiir 0.1gr
Etidyum bromiir (10mg/ml)
Distile su 10 ml

3.3.5 istatistiksel Analiz

Jel fotograflarindan yararlanilarak markor sonug tablolar1 hazirlandi. Tablolar
tizerinde markoriin varligr “1”, yoklugu “0” ile gosterildi. Bantlarin molekiiler
boyutlart UVI TEC UVI PHOTO. MW Electrophoresis Gel Analysis yazilimi
kullanilarak tespit edildi. Veriler tamamlandiktan sonra, istatistiksel analiz
programlarinda degerlendirilmek iizere elektronik ortama aktarildi. Etkili allel
sayist (A.) ve gozlenen (A) allel sayisi, beklenen heterozigotluk (H.) ve gozlenen
heterozigotluk (H,), Shannon sabiti (I) ve Polimorfik lokus oranlar1 (P),
populasyonlar arasindaki benzerlik oranlar1 POPGENE-Microsoft Window-based

for Population Genetics Anaysis, Version 1.31 programi kullanilarak hesaplandi.
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4. BULGULAR

4.1. DNA izolasyonu ve Miktar Tayini

Bu calismada uygulanan DNA izolasyon metodu, Khanuja vd. (1999) tarafindan
onerilen CTAB-DNA izolasyon metodunun basarili bir sekilde modifiye edilmis
halidir. izole edilen DNA’larin miktar tayinleri, Jenway 6305 spektrofotometre
cihazi kullanmlarak Olciilmiistiir. Daha sonra PCR’da kullanilacak olan DNA
miktarlarina uygun olarak, izole edilen DNA’lar uygun oranlarda sulandirilmistir.

Caligma sonucu izole edilen genomik DNA fotograflart Sekil 4.1°de verilmistir.

Sekil 4.1.0riganum sipyleum’un 9 farkli populasyonuna ait genomik DNA
ornekleri.
1) izmir, 2) Aydin, 3) Manisa, 4) Mugla, 5) Balikesir, 6) Usak, 7) Golpazari, 8) Ankara,
9) Kiitahya
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4.2. PCR Kosullarimin Optimizasyonu

PCR analizinde kullanilan DNA miktari, primer miktari, Taq polimeraz enzim
miktart ve PCR dongii sartlarinda optimizasyonlar yapilmistir. Yapilan
optimizasyon islemleri sonucu; DNA miktart 30 ng, primer miktar1 12 ng, enzim
miktar1 1 iinite oldugunda en iyi amplifikasyonun saglandigi gézlenmistir. PCR
dongii sartlarinda yapilan degisiklikler sonucu, 94°C’de 2 dakika ilk
denatiirasyon, sonrasinda 94°C’de 1 dakika denatiirasyon, 36°C’de 1 dakika
annealing ve 72°C’de 1 dakika polimerizasyon islemlerini iceren 44 déngiiliik bir

agsamanmin ve son olarak 72°C’de 8 dakikalik bir son uzatma isleminin en iyi

amplifikasyonu sagladig gozlenmistir.

4.3. Origanum sipyleum’un 9 Farkli Populasyonunda RAPD Analizi

Bu ¢alismada Operon teknolojisi ile iiretilmis 16 farkli primer (OPA 01, OPA 02,
OPA 06, OPA 07, OPA 08, OPA 09, OPA 10, OPA 11, OPA 12, OPA 14, OPA
15, OPA 16, OPA 17, OPA 18, OPA 19, OPA 20) kullanilarak polimeraz zincir
reaksiyonu ile RAPD analizi yapildi. Kullanilan 16 primerin 6 primeri (OPA 02,
OPA 06, OPA 12, OPA 14, OPA 15, OPA 16) ile amplifikasyon saglanamamastir.
Calisma sonucunda farkli bant profilleri elde edilmis olup, elde edilen jel
fotograflar1 Sekil 4.2-4.11°’de verilmistir. Calisma sonucunda elde edilen bant
profillerinin Jel Analiz programi (UVI TEC UVI PHOTO. MYV) ile

degerlendirilmesi sonucu elde edilen veriler Ekler boliimiinde verilmistir.
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4.3.1. Origanum sipyleum’un Elektroforez Sonuclari

Sekil 4.2. OPA 01 Primeri ile elde edilen Origanum sipyleum’un 9 farkli
populasyonundaki RAPD sonuglart.

M: Markor, K: Kontrol, 1) {zmir, 2) Aydin, 3) Manisa, 4) Mugla, 5) Balikesir, 6) Usak,
7) Golpazari, 8) Ankara, 9) Kiitahya

Sekil 4.3. OPA 07 Primeri ile elde edilen Origanum sipyleum’un 9 farklh
populasyonundaki RAPD sonuglart.
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M: Markor, K: Kontrol, 1) fzmir, 2) Aydin, 3) Manisa, 4) Mugla, 5) Balikesir, 6) Usak,
7) Golpazari, 8) Ankara, 9) Kiitahya

Sekil 4.4. OPA 08 Primeri ile elde edilen Origanum sipyleum’un 9 farkli
populasyonundaki RAPD sonuglart.

M: Markor, K: Kontrol, 1) Izmir, 2) Aydin, 3) Manisa, 4) Mugla, 5) Balikesir, 6) Usak,
7) Golpazari, 8) Ankara, 9) Kiitahya

Sekil 4.5. OPA 09 Primeri ile elde edilen Origanum sipyleum’un 9 farklh
populasyonundaki RAPD sonuglart.
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M: Markor, K: Kontrol, 1) zmir, 2) Aydin, 3) Manisa, 4) Mugla, 5) Balikesir, 6) Usak,
7) Golpazari, 8) Ankara, 9) Kiitahya

Sekil 4.6. OPA 10 Primeri ile elde edilen Origanum sipyleum’un 9 farkli
populasyonundaki RAPD sonuglart.

M: Markér, K: Kontrol, 1) Izmir, 2) Aydin, 3) Manisa, 4) Mugla, 5) Balikesir, 6) Usak,
7) Golpazari, 8) Ankara, 9) Kiitahya

Sekil 4.7. OPA 11 Primeri ile elde edilen Origanum sipyleus’un 9 farklh
populasyonundaki RAPD sonuglart.
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M: Markor, K: Kontrol, 1) zmir, 2) Aydin, 3) Manisa, 4) Mugla, 5) Balikesir, 6) Usak,
7) Golpazari, 8) Ankara, 9) Kiitahya

Sekil 4.8. OPA 17 Primeri ile elde edilen Origanum sipyleum’un 9 farkli
populasyonundaki RAPD sonuglart.

M: Markér, K: Kontrol, 1) Izmir, 2) Aydin, 3) Manisa, 4) Mugla, 5) Balikesir, 6) Usak,
7) Golpazari, 8) Ankara, 9) Kiitahya

Sekil 4.9. OPA 18 Primeri ile elde edilen Origanum sipyleum’un 9 farkh
populasyonundaki RAPD sonuglart.
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M: Markor, K: Kontrol, 1) zmir, 2) Aydin, 3) Manisa, 4) Mugla, 5) Balikesir, 6) Usak,
7) Golpazari, 8) Ankara, 9) Kiitahya

Sekil 4.10. OPA 19 Primeri ile elde edilen Origanum sipyleum’un 9 farklh
populasyonundaki RAPD sonuglart.

M: Markor, K: Kontrol, 1) izmir, 2) Aydin, 3) Manisa, 4) Mugla, 5) Balikesir, 6) Usak,
7) Golpazari, 8) Ankara, 9) Kiitahya

Sekil 4.11. OPA 20 Primeri ile elde edilen Origanum sipyleum’un 9 farklh
populasyonundaki RAPD sonuglart.
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M: Markor, K: Kontrol, 1) zmir, 2) Aydin, 3) Manisa, 4) Mugla, 5) Balikesir, 6) Usak,
7) Golpazari, 8) Ankara, 9) Kiitahya
OPA 01 primeri ile yapilan ¢alismadan toplam 11 farkli markor elde edildi. Bu

markorlerin boyutlarimin 2.25-0.80 kb arasinda degistigi gozlendi. 2.25 kb’lik
markor biitlin bireylerde ortak olarak gozlenirken, diger markdorlerin polimorfik
oldugu gozlendi. Ayrica 1.02 kb’lik markor sadece 7 nolu bireyde, 0.8 kb’lik

markdr ise sadece 2 nolu bireyde gozlenmistir (Ek 1, Sekil 4.2).

OPA 07 primeri ile yapilan calismadan toplam 14 farkli markor elde edildi. Bu
markorlerin boyutlarinin 1.95-0.56 kb arasinda degistigi gozlendi. Polimorfik
oldugu gozlenen markdrlerden 1.08 kb, 0.88 kb ve 0.59 kb’lik markorler sadece 7
nolu bireyde, 0.82 kb’lik markdr sadece 3 nolu bireyde, 0.56 kb’lik markor ise
sadece 8 nolu bireyde gozlenmistir (Ek 2, Sekil 4.3).

OPA 08 primeri ile yapilan calismadan toplam 12 farkli markor elde edildi. Bu
markorlerin boyutlarinin 1.71-0.56 kb arasinda degistigi gozlendi. Ayrica 0.68
kb’lik markor biitiin bireylerde ortak olarak gozlenirken, polimorfik oldugu
gozlenen diger markorlerden 0.90 kb’lik markor sadece 7 nolu bireyde

gozlenmistir (Ek 3, Sekil 4.4).

OPA 09 primeri ile yapilan calismadan toplam 5 farkli markor elde edildi. Bu
markorlerin boyutlarinin 1.80-0.80 kb arasinda degistigi gozlendi. Ayrica 1.47
kb’lik markor biitiin bireylerde ortak olarak gozlenirken, polimorfik oldugu
gozlenen diger markdrlerden 0.95-0.80 kb’lik markér sadece 7 nolu bireyde

gozlenmistir (Ek 4, Sekil 4.5).

OPA 10 primeri ile yapilan ¢alismadan toplam 7 farkli markor elde edildi. Bu
markorlerin  boyutlarinin  2.00-0.61 kb arasinda degistigi gozlendi. Bireyler
arasinda ortak markoriin olmadigr gozlenmistir. Polimorfik oldugu gézlenen
markorlerden 2.00 kb’lik vel.46 kb’lik markorler sadece 3 nolu bireyde
gozlenirken, 0.82 kb’lik markor ise sadece 1 nolu bireyde gozlenmistir (Ek 5,

Sekil 4.6).
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OPA 11 primeri ile yapilan calismadan toplam 4 farkli markor elde edildi. Bu
markorlerin  boyutlarinin  1.87-0.60 kb arasinda degistigi gozlendi. Bireyler
arasinda ortak markoriin olmadig gozlenmistir. Ayrica 0.96 kb’lik markor biitiin
bireylerde ortak olarak gozlenirken, polimorfik oldugu go6zlenen diger
markorlerden 0.60 kb’lik markor sadece 7 nolu bireyde gozlenmistir (Ek 6, Sekil
4.7).

OPA 17 primeri ile yapilan ¢alismadan toplam 9 farkli markor elde edildi. Bu
markorlerin  boyutlarmin 2.20-0.75 kb arasinda degistigi gozlendi. Bireyler
arasinda ortak markoriin olmadigr gozlenmistir. Polimorfik oldugu gézlenen
markorlerden 2.20 kb’lik markor sadece 2 nolu bireyde gozlenirken, 1.91 kb, 1.11
kb ve 0.91 kb’lik markdrler sadece 7 nolu bireyde, 0.83 kb’lik markér ise sadece 8
nolu bireyde gozlenmistir (Ek 7, Sekil 4.8).

OPA 18 primeri ile yapilan calismadan toplam 8 farkli markor elde edildi. Bu
markorlerin boyutlarinin 1.85-0.56 kb arasinda degistigi gozlendi. Ayrica 1.58
kb’lik markor biitiin bireylerde ortak olarak goézlenmistir. Polimorfik oldugu
gozlenen diger markorlerden 1.85 kb, 0.86 kb ve 0.76 kb’lik markorler sadece 7
nolu bireyde gozlenirken, 0.80 kb’lik markoér ise sadece 2 nolu bireyde

gozlenmistir (Ek 8, Sekil 4.9).

OPA 19 primeri ile yapilan calismadan toplam 10 farkli markor elde edildi. Bu
markorlerin  boyutlarinin  2.65-0.56 kb arasinda degistigi gozlendi. Bireyler
arasinda ortak markoriin olmadigr gozlenmistir. Polimorfik oldugu gézlenen
markorlerden 2.42 kb ve 0.56 kb’lik markorler sadece 7 nolu bireyde gozlenirken,

2.17 kb’lik markor ise sadece 2 nolu bireyde gozlenmistir (Ek 9, Sekil 4.10).

OPA 20 primeri ile yapilan calismadan toplam 4 farkli markor elde edildi. Bu
markorlerin boyutlarinin 1.68-0.81 kb arasinda degistigi gozlendi. Ayrica 1.59
kb’lik markor biitiin bireylerde ortak olarak gozlenmistir. Ayrica sadece tek bir

bireyde gozlenen markor bulunamamistir (Ek 10, Sekil 4.11).
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Sonug olarak calisilan 10 primerde elde edilen veriler incelendiginde, analizde
kullanilan 84 lokusun 78’inin polimorfik RAPD banti oldugu gozlenmistir. OPA
01, OPA 08, OPA 09, OPA 11, OPA 18 ve OPA 20 primerlerinin hepsi birer tane

monomorfik lokus vermek {izere, toplam 6 monomorfik lokus saptanmustir.

Populasyonlarin genetik cesitliligini belirlemede gozlenen allel sayisi, etkili allel
sayisi, beklenen ve gozlenen heterozigotluk ve polimorfik lokus orami gibi

kriterler kullanilmistir (Cizelge 4.1).

Genetik cesitliligin bilesenlerinden birisi olan ortalama gozlenen allel sayisi (A)
1.92+0.259, etkili allel sayis1 (A.) ise 1.53+0.302°dir (Cizelge 4.1). Bu ¢aligmada

etkili allel sayis1 beklendigi gibi gézlenen allel sayisindan diisiik bulunmustur.

Gozlenen ortalama heterozigotluk (H,) tiim populasyonlar icin ortalama deger
0.3140.019 olarak hesaplanirken, beklenen heterozigotluk (He) icin ise ortalama
deger 0.23+0.015 olarak hesaplanmistir (Cizelge 4.1). Bu calismada gozlenen
ortalama heterozigotluk degeri beklendigi gibi beklenen heterozigotluk

degerinden yiiksek oldugu bulunmustur.
Ortalama polimorfik lokus orani (0.99 kriterinde) %92.86 olarak hesaplanmistir

(Cizelge 4.1). Bu ¢alismada elde edilen ortalama polimorfik lokus orani (%92.86),
yiiksek genetik c¢esitliligin de bir gostergesidir.
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Cizelge 4.1. Calisilan Populasyonlara Ait Gozlenen Ortalama Allel Sayist (A), Ortalama Etkili Allel Sayis1 (Ae), Polimorfik Lokus Orant
(P), Gozlenen Heteozigotluk (H,) Ve Beklenen Heterozigotluk (H.) Ile Standart Hatalart.

Pop.
Populasyonlar Sayisi Na (A) Ne (Ae) Ho He H %P
0. sipyleum 9 1.92+0.259 | 1.53+0.302 | 0.31+0.019 | 0.23+0.015 | 0.31+0.140 92.86

Not: H : Nei'nin (1972) genetik farklilik orani, Ho: G6zlenen Heterozigotluk, He: Beklenen Heterozigotluk, Na: Gozlenen allel sayisi,
Ne: Beklenen allel sayisi, P: Ortalama polimofik lokus orani.
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RAPD analiz jel fotograflarindan yararlanilarak elde edilen ‘1’ ve ‘‘0’’ matriks

tablosu verileri ile POP GEN bilgisayar programi kullanilarak, bireyler arasindaki

benzerlik oranlar1 hesaplanmis (Cizelge 4.2) ve dendogram hazirlanmistir (Sekil

4.12).

Cizelge 4.2. Populasyon bireyleri arasindaki benzerlik oranlar

Pop. v 3 4 5 6 7 8 9
No

1 #REx - (),7262  0.7857 0.6905 0.7262 0.6548 0.5000 0.5952 0.6310
2 #kxx (06071 0.7738 0.6190 0.6190 0.4167 0.5119 0.5952
3 *xxk - (0,6667 0.6786 0.6310 0.4286 0.5952 0.6071
4 #REk (07262 0.6548 0.4524 0.5000 0.6548
5 #kkk().8810 0.5595 0.7500 0.8571
6 #Rxx (05119 0.7262 0.9524
7 FkEE 0.5238 0.4881
8 FRxx (. 7500
9 skekckek

Not: Cizelgenin iist kism1 populasyonlar aras1 genetik benzerligi gostermektedir.
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+-————= S
! e S pop3
+-————= &
! ! - pop2
! e 3
! - popd
e 7
! ! - pops
I I e 3
! ! ! ! +-————= poph
--8 Hmmmmm 3 Hmm 1
I ! o= popd
I I
! e popd
I
+------—-————— pop?
L. Orjin I1. Orjin Uzunluk
8 7 10.278352
7 b 4.43313
b & 4.,43052
& popl 15.99715
& pop3 15.99715
b 3 8.36956
3 popZ 12.05810
3 popd 12.05810
7 4 9.939401
4 2 7.19495
2 pops 772683
2 1 4.,02143
1 pophk 3.70540
1 popl 3.70540
4 popd 14.92178
8 pop”? 35.19432

Sekil 4.12. Origanum sipyleum’un farkli populasyonlar1 arasindaki benzerlikleri
gosteren dendogram
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5. TARTISMA VE SONUC

5.1. DNA izolasyon Metodunun Belirlenmesi

Porebski vd. (1997) yaptigi calismada, bir¢ok bitki tiiriinde, ozellikle tibbi ve
aromatik bitkilerde giiclii bir oksitleyici ajan olarak is gbren esansiyal yaglar ve
fenolik bilesiklerin, ekstrakte edilen DNA’nin miktarinda ve safliginda azalmalara
yol agtigimi belirtmistir. Zaten Origanum sipyleum’un yapisinda da yiiksek
miktarlarda esansiyel yag bilesenleri bulundugu bilinmektedir (Baser vd. 1992).
Bizim yaptigimiz DNA izolasyon calismalarinda da PVP ve yiiksek
konsantrasyonlu NaCL kullanilmadiginda DNA izolasyonunun verimli olmadigi
gozlenmistir. Bu nedenle yiiksek miktarlarda esansiyal yag ve sekonder metabolit
iceren bitkilerden DNA izolasyonu i¢in uygun olan Khanuja vd. (1999) metodu
kullanilmigtir. Ayrica polifenollerin uzaklastirilmasina yardimei olmak icin PVP,
yiiksek seviyedeki polisakkarit varligindan dogan problemleri ortadan kaldirmak

icin ise yiiksek konsantrasyonlu NaCl kullanilmistir.

5.2. RAPD Markor Sonuclarmin Degerlendirilmesi

Origanum sipyleum’un 9 farkli populasyonu 10 RAPD primeri ile taranmis ve
elde edilen 84 lokustan 78’inin polimorfik oldugu tespit edilmistir. Ortalama
polimorfik lokus oran1 %92.86’dir; bu da yiiksek genetik cesitliligin bir
gostergesidir. Ayrica diger genetik cesitlilik parametreleri degerlendirildiginde;
beklenen heterozigotluk degeri genel ortalamast 0.23, gozlenen ortalama
heterozigotluk degerinin ise 0.31 oldugu, genetik cesitliligin diger bilesenlerinden
olan ortalama allel sayisinin (A) biitiin populasyonlar ve lokuslar icin 1.92 oldugu,
etkili allel sayisinin (A.) ise 1.53 oldugu saptanmistir. Bu calismada, etkili allel
sayisinin beklendigi gibi gozlenen allel sayisindan diisiik oldugu da bulunmustur.
Bu bulgulara bakilarak populasyonlar arasindaki genetik cesitliligin yiiksek

oldugu anlagilmaktadir.
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Fisher vd. (2000)’nin yaptiklan ¢aligmada, dogal ortamda yasayan bircok bitki
tiriiniin populasyonlar1 arasi1 gen akig seviyesinin normalde diisiik oldugu ve
bunun sonucu olarak, populasyonlar arasinda genetik agidan farklar meydana
gelebilecegi vurgulanmistir. Ayrica populasyonlar arasi gen akiginin, polen ya da
tohum vasitasiyla, yani gogmen genlerle aktarildiginda meydana gelebilecegi ve
taginan bu polenlerin, populasyonun genetik farkliligini yansitacagi iizerinde
durulmustur. Ayrica populasyonlar arasi cografik mesafe azaldikca, populasyonlar
arasindaki gen akisinin da arttigi sonucuna varilmigtir. Bizim yaptigimiz calisma
sonucu elde ettigimiz dendogram da incelendiginde, cografik mesafe olarak
birbirine yakin olan populasyonlarin genetik benzerlik acisindan da birbirlerine
yakin olduklarim1 gostermektedir. Bu bulgular, literatiirdeki diger genetik
varyasyon calisma sonuglart ile ortak bir noktada bulugmaktadir.Yani cografik

mesafe, tiir seviyesinde genetik cesitlilikle pozitif olarak iliskilendirilebilir.

Atalay (1994)’1n yaptig1 calismalar sonucu verdigi bilgilere gore, flora bolgeleri
bir iklim tipinin hiikiim siirdiigii genis ve diiz sahalar1 kapsamaktadir. Iklim ve
toprak faktorleri birlikte bitki ve hayvanlarin yerlesmesini ve bunlarin yasamini
kontrol altina almaktadir. iklim bolgeleri kendilerine 6zgii bitkilerin ortaya
cikmasim1 ve yetigsmesini saglamaktadir. Boylece belli dogal sartlar, 6zgiin
populasyonlarin ortaya ¢ikmasim saglamaktadir. Bizim c¢alisma materyali olarak
kullandigimiz bitkiler de, toplanma lokaliteleri olarak Tiirkiye’nin 3 farkli
fitocografik bolgesinden ornekler icermektedir. Yaptigimiz ¢alisma sonucu elde
ettigimiz dendogram incelendiginde de, dendogramin 3 ana kola ayrildig1 ve her
bir ana kolun ayr1 bir fitocografik bolgeyi temsil ettigi gézlenmistir. Dendograma
gore Avrupa-Sibirya fitocografik bolgesini 7 numarali lokalitenin, Akdeniz
fitocografik bolgesini 1,2,3 ve 4 numarali lokalitelerin, Iran-Turan fitocografik
bolgesini ise 5,6,8 ve 9 numarali lokaliteler temsil ettigi goriilmiistiir (Cizelge 3.1,
Sekil 3.1, 5.1). Ayrica bu lokalitelerin dendogramin 3 ana kolu icerisinde kendi
aralarinda birbirlerine yakinlik derecelerine gore gruplandiklart goriilmektedir
(Sekil 4.12). Bu sonuclara bakarak, ayni tiire ait farkli populasyonlarda genetik
varyasyonun cesitli seviyelerde goriilmesinde cografik ve ekolojik faktorlerin de

onemli bir rolii oldugu kanisina varabiliriz. Zaten Ellstrand ve Elam (1993)’1n
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yaptig1 calisma da bu kanmyr dogrular niteliktedir. Bu calismaya gore; genetik
siiriikklenme, soy ici lireme ve aymi zamanda gen akisi gibi potansiyel genetik
riskler ile cesitli ekolojik faktorler, bitki populasyonlar1 arasindaki genetik
varyasyonu belirleyen 6nemli faktorlerdir. Yani populasyonlar arasindaki bu
genetik farklilifa populasyonlar arasi gen akisinin azligi, genetik siirikklenme ve
soy ici tiremedeki artis sebep olmus olabilir. Ayrica Origanum sipyleum’un hem
ciceklenme hem de meyve donemleri 1-2 ay ile smirli olup, bu potansiyel,
cografik acidan da bu tiirlin yakin populasyonlarin da bile iireme izolasyonunun

meydana gelmesine sebep olmus olabilir.

Mitton ve Grant (1984) ve Bosh vd. (1996)’nin yaptiklar1 calismalar sonucu,
ozellikle endemik ve tehlike altindaki bitki tiirlerinin populasyonlarii tehdit eden
riskler cogunlukla degisen ekolojik faktorler ve genetik varyasyonun azalmasini
saglayan potansiyel genetik riskler olabilecegi kanisina varilmistir. Ciinkii ¢esitli
calismalarda genetik acidan homojen olan bir bitkinin, olumsuz demografik ortam
ve cevreden kaynaklanan bolgesel yok olmalara daha fazla miisait oldugu
belirtilmistir. Fakat Tansley ve Brown (2000)’un calismasinda da belirttigi gibi
eger endemik bir bitkinin populasyonlar1 arasi genetik varyasyon yiiksek
degerlerde ise, o bitki minimum idari ¢caba ve oldukg¢a az parasal harcamalarla
koruma altina alina bilinir. Bizim yaptigimiz c¢alismada da, Origanum
sipyleum’un genetik varyasyonunun oldukca yiiksek oldugu zaten bulunmustur.
1§te bu noktada, endemik ve tehlike altindaki tiirlerin korunmasina yonelik

kararlarda genetik varyasyonun hesaplanmasinin 6nemi ag¢iga ¢ikmaktadir.
Sonug olarak bu ¢alismada, Origanum sipyleum’un genis bir genetik varyasyon

gosterdigi belirlenmis ve RAPD tekniginin bu tiir icin genetik varyasyon

hesaplanmasinda basaril1 bir sekilde uygulanabilecegi ortaya konmustur.
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Sekil 5.1 Tiirkiye nin Fitocografik bolgeleri (Tath 2002).
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EKLER

Ek 1. OPA 01 Primeri ile elde edilen RAPD markor sonuglart

OPA 01

1

(kb)
2.25
1.96
1.80
1.69
1.47
1.31
1.23
1.07
1.02
0.96
0.80

Ek 2. OPA 07 Primeri ile elde edilen RAPD markor sonuglart

OPA 07

2

1

(kb)
1.95
1.75
1.60
1.43
1.24
0.83
1.08
1.04
0.88
0.82
0.71
0.66
0.59
0.56
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Ek 3. OPA 08 Primeri ile elde edilen RAPD markor sonuglart

OPA 08

1

(kb)
1.71
1.56
1.42
1.27
1.18
1.10
1.01
0.90
0.81
0.68
0.64
0.56

Ek 4. OPA 09 Primeri ile elde edilen RAPD markoér sonuglari

OPA 09

1

(kb)

1.80
1.47
1.31
0.95
0.80

Ek 5. OPA 10 Primeri ile elde edilen RAPD markor sonuglart

OPA 10

1

(kb)
2.00

1.46
1.23
0.91

0.82
0.70
0.61
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Ek 6. OPA 11 Primeri ile elde edilen RAPD markor sonuglart

OPA 11
(kb) 1 2 3 4 5 6 7 8 9
1.87 1 1 0 0 1 1 1 1 1
1.60 0 0 0 0 0 1 1 1 1
0.96 1 1 1 1 1 1 1 1 1
0.60 0 0 0 0 0 0 1 0 0

Ek 7. OPA 17 Primeri ile elde edilen RAPD markor sonuglart

OPA 17
(kb) 1 2 3 4 5 6 7 8 9
2.20 0 1 0 0 0 0 0 0 0
1.91 0 0 0 0 0 0 1 0 0
1.61 1 1 1 1 1 0 1 1 0
1.25 1 1 1 1 1 1 0 0 1
1.11 0 0 0 0 0 0 1 0 0
0.98 0 1 0 0 0 0 1 0 0
0.91 0 0 0 0 0 0 1 0 0
0.83 0 0 0 0 0 0 0 1 0
0.75 1 1 1 1 0 1 0 0 1

Ek 8. OPA 18 Primeri ile elde edilen RAPD markor sonuglart

OPA 18
(kb) 1 2 3 4 5 6 7 8 9
1.85 0 0 0 0 0 0 1 0 0
1.58 1 1 1 1 1 1 1 1 1
1.46 0 1 1 1 0 1 0 0 1
1.18 0 1 0 0 0 1 0 1 1
0.86 0 0 0 0 0 0 1 0 0
0.80 0 1 0 0 0 0 0 0 0
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0.76 0 0 0 0 1 0 0
0.56 1 1 1 1 1 1 1 0 0
Ek 9. OPA 19 Primeri ile elde edilen RAPD markor sonuglart
OPA 19
(kb) 1 2 3 4 5 6 7 8 9
2.65 1 1 1 0 1 1 0 1 1
2.42 0 0 0 0 0 0 1 0 0
2.17 0 1 0 0 0 0 0 0 0
1.54 1 1 1 1 0 0 1 0 0
1.36 0 0 0 0 1 1 1 1 1
1.20 0 1 0 1 0 0 0 0 0
1.13 0 0 0 0 0 1 0 0 1
0.91 1 1 1 0 0 0 1 0 0
0.61 0 0 0 1 0 0 0 0 1
0.56 0 0 0 0 0 0 1 0 0
Ek 10. OPA 20 Primeri ile elde edilen RAPD markor sonuglari
OPA 20
(kb) 1 2 3 4 5 6 7 8 9
1.68 0 0 0 0 1 1 1 1 1
1.59 1 1 1 1 1 1 1 1 1
1.36 0 0 0 0 0 0 1 1 1
0.81 0 0 0 0 1 1 1 1 1
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