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Papaver cinsi icerdigi alkaloidler bakimindan biiylik 6nem tasimaktadir. Bu cins altinda
siiflandirilan Oxytona seksiyonu tiirleri ise bagimlilik yapmayan ve tedavi amach
kullanilan alkaloidleri igermeleri yonii ile daha ayr1 bir 6neme sahiptir. Bu c¢alismanin
amact; lilkemizdeki Oxytona seksiyonunun Papaver bracteatum, P. orientale ve P. pseudo-
orientale’ tiirlerine ait 53 populasyonu temsil eden tek bitkide morfolojik, molekiiler ve
kimyasal incelemeler yapmaktir.

Morfolojik ve kimyasal olarak 20 karakter incelenmis ve tiirler arasindaki akrabalik
iliskileri hiyerarsik kiimeleme analizi ile belirlenmistir. Buna gore; bitkiler 2 ana grupta
toplanmiglar ve en yakin bitkiler P. bracteatum’a ait PB99 ile PB100 nolu o6rnekler
olmustur.

Molekiiler ¢alismalarda RAPD teknigi ile 10 baz’dan olusan 15 farkli primer dizinimleri
kullanilmistir. POPGENE32 ve MEGA3 istatistik programlar1 kullanilarak amplifikasyon
iriinleri analiz edilmistir. Amplifikasyon sonucu elde edilen 96 banttan 81’ inin (%84.3)
polimorfik oldugu belirlenmistir. En yakin genetik mesafe 0.054 ile P. bracteatum’ a ait
PB5 ve PB7 ornekler arasinda goriiliirken , en uzak olarak 0.58 ile P. orientele’ ye ait
PO181 ve 185 nolu 6rnekler arasinda tespit edilmistir.

Kimyasal caligmalarda ise bitkilere ait tebain igerikleri HPLC yontemiyle belirlenmistir. 21

bitkide 0 (veya eser) ve % 2.5 arasinda tebain igerigi bulunurken 32 bitki 6rneginde ise hig
tebain bulunamamustir.

2004, 174 sayfa

ANAHTAR KELIMELER: Oxytona, Papaver bracteatum, P. orientale, P. pseudo-
orientale, PCR, RAPD teknigi, HPLC analizi
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ANALYSIS OF GENETIC VARIATION AMONG TURKISH OXYTONA
SECTION SPECIES OF PAPAVER GENUS
USING RAPD MARKERS
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Genus Papaver is of great significance due to its alkaloid content. The Oxytona section
species classified under this genus have a particular importance since they contain non-
edictive alkaloid used in medical treatments. The aim of this study was to analyze the
morphological, molecular and chemical characteristics of 53 line plant selections from 3
different species of Oxytona section.

Twenty morphological and chemical characters were analyzed and relationship among the
species defined by hierarchical cluster. As a result, all the plants were classified into two
main groups as line PB99 and PB100 of P. bracteatum were found to be the closest
relatives.

Using the RAPD molecular marker technique, the 10-based 15 different primers were
studied. By utilizing the POPGENE32 and MEGA3 statistics programs, the amplification
products were analyzed based on the absence or presence of the bands on the lanes. All the
amplified products generated 96 bands, of which 81 (84.3%) were polymorphic. While the
closest genetic distance (0.054) was detected between the line PB5 and PB7 of P.
bracteatum the farthest genetic distance (0.58) was observed between the line PO181 and
PO185 of P. orientale.

The thebaine content of the plants was also determined via HPLC analysis. The 21 plants
contained thebaine alcholoid ranging from O (trace amount) to 2.5% and no thebaine
alcholoid was detected for remaining 32 lines.

2004, 174 pages

Key Words: Oxytona, Papaver bracteatum, P. orientale, P. pseudo-orientale, PCR, RAPD
technique, HPLC analysis.
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1. GIRIS

Biyoloji alanindaki gelismeler molekiiler biyolojide dev adim kabul edilen
DNA’nin yapisinin agiklanmasindan sonra biiylik bir hiz kazanmistir. Saiki vd
(1985) mevcut yontemleri gelistirerek ve duyarliliklarini artirarak, DNA’nin aslina
sadik kalarak in vitro ¢ogaltma esasina dayali bir teknik olan PCR (Polimeraz
Zincir Reaksiyonu)’ 1 gelistirmeleri bir ¢igir agmis, molekiiler ve biyokimyasal
alanda bitkisel ve hayvansal organizmalarin gercek orijinleri olan filogenetik
(akrabalik iliskisi) siniflandirmalar1 yapilmaya baslanmistir. Ayrica Taq (Thermus
aquaticus) DNA polimerazin ¢aligmalara katilmasi ile de hizli ¢cogaltma teknigi
gelistirilmistir. Bu gelismeler sayesinde canlilarin DNA dizin haritalarinin
cikarilmasi, diger canlilarla benzerlik ve farkliliklarinin tespit edilmesine yonelik
calismalar hiz kazanmistir. Gelisen bu teknikler sayesinde genom iizerinde bulunan
ve karakterleri kodlayan genler belirlenmeye baslanmistir. Belirlenen bu genlerden
onemli olanlar 1slah ¢alismalar1 ile gelistirilmesi arzu edilen bireylere aktarilmaya

calisilmaktadir.

DNA'nin yapisinin ortaya ¢ikarilmasi ile baslayan ve 20. yiizyila damgasini vuran
"Gen Devrimi" pek c¢ok disiplinde oldugu gibi tarimsal alanda da ¢ok onemli
yararlar saglamigtir. Bakteri genetigi, genetik transformasyon, molekiiler 1slah ve
molekiiler markor tekniklerinin bircok bitkiye uygulanabilirligi gen devrimi
doneminin en onemli asamalarindandir. Son yillarda Agrobacterium tumefaciens
aracilig1 ile pek c¢ok kiiltiir bitkisine gen aktarimi basarilmistir (Khawar 2001,
Uranbey 2002). Giinlimiizde bitki tiirlerinin tanimlanmasinda ve genetik
varyasyonun arastirilmasinda molekiiler markorler yaygin olarak kullanilmaktadir.
Son 20 yil icerisinde hizla gelisen molekiiler markor teknolojisi, c¢esitlerin
birbirleri arasindaki genetik farkliligin belirlenmesi, kromozom haritalamalari, gen
kaynaklarinin karakterize edilmesi, evrimsel gelisim analizi ve transformasyonda
basar1 diizeyinin belirlenmesinde yeni yontemler ortaya koymustur. Bu yontemler
klasik yOntemlere gore biiylik avantajlar saglamaktadir. Morfolojik ve
biyokimyasal markdrlerin uygulamadaki yetersizlikleri molekiiler markorlerin

uygulanmasiyla ortadan kalkmistir. Molekiiler teknikler, diger tekniklere gére daha



fazla avantajlara sahip olup, ¢evre faktorlerinden etkilenmezler ve polimorfizm
oranlar1 yiiksektir. Ayni1 zamanda pleotropik (bir genin birden fazla fenotipik
karakter iizerindeki etkisi) ve epistatik (bir karakterin ortaya ¢ikmasindan sorumlu
olan farkli genler arasinda baskilayici etkilerin olmasi durumu) etki gostermeyip
son derece stabildirler (Soller ve Beckmann 1983, Tanksley 1983, Avise 1994,
Bretting ve Widrlechner 1995).

Bitki germplasminin genetik uzakligina dair bilgiler, spesifik bir germplasm
kaynagindaki genetik iliskinin belirlenmesi ile populasyonlarin tanimlanmasi
acisindan 6nemli bir basvuru kaynagi olacaktir. Islah programinin baslangicinda
genotipler arasindaki genetik iliskiye dair bilgiler, fenotipik bilgiyi tamamlayici
olarak 1slah populasyonlarinin gelistirilmesinde kullanilabilmektedir (Santalla vd
1998). Genotipler arasindaki genetik benzerlik ya da farkliliklar, yeni genetik
kombinasyonlar olusturulurken materyal olarak 1slah¢inin neyi kullanacagi

konusunda karar vermesine yardimci olabilir (Hallden vd 1994).

Fenotipik ozelliklere gore yapilan morfolojik-agronomik gruplamalar ¢evreden
etkilenen az sayida karaktere dayandigindan dolay1 gercekte uzak iliskili iki grup
oldukg¢a yakin akraba olarak goriilebilir. Ayrica bu karakterler birbirine oldukga

yakin genotipler arasinda sinirli sayida polimorfizm gosterirler (Sengicek 2000).

Bireyler veya populasyonlar arasindaki varyasyon morfolojik 06zelliklere ve
biyokimyasal parametrelere (izoenzim analizi ve tohum depo proteinleri)
dayandirilarak da belirlenebilmektedir (Jain vd 1983). Bitki genetik haritalarinin
olusturulmasinda kullanilan markor sistemlerinden biri olan fenotipik markdrler,
yaprak veya ¢icek morfolojisini etkileyen 6zellikler ile bitki boyu ve pigment
biyosentezi gibi bir¢ok 6zelliklerdir. Fenotipik markorlere dayali genetik haritalar

"klasik haritalar" olarak isimlendirilmektedir (Koornneef 1990).

Biyokimyasal parametrelerden olan enzim markorleri pratik ve bilgi verici

olmasina ragmen diislik polimorfizm gosterdigi i¢in kullanim1 sinirlidir. Isshiki ve



Umezaki (1997), kiltiirii yapilan 68 susam varyetesindeki genetik varyasyonu
belirlemek amaci ile 7 tane enzim sistemini kullanmis, sadece bir enzim sisteminin
(IDH; izoenzimsitrat dehidrogenaz) varyasyonu aciga c¢ikarmada yardimci
oldugunu ve izoenzim markdrii ile ¢ok diisik oranda varyasyonun
belirlenebildigini ag¢iklamislardir. Buna benzer baska bir c¢alismada ise koca
dari’da (Sorghum bicolor) genetik varyasyonun belirlenmesi i¢in izoenzim
markorleri  kullanilmig, tiim genom boyunca genetik varyasyonun agiga
cikarilmasinda etkili olmadigi goriilmiistiir (Aldrich 1992). Sinirli sayidaki
izoenzim,  genotipler = arasindaki  polimorfizmi  ¢ok  diisiik  oranda

belirleyebilmektedir.

PCR ile spesifik DNA parcaciklarinin ¢ogaltilmasi saglanarak DNA polimorfizmi
belirlenebilmektedir. Protein veya DNA markorlerine dayanan haritalar "molekiiler
haritalar" olarak adlandirilmaktadir. Bir¢ok tarla bitkisinde genetik uzaklik,
molekiiler, kimyasal ve morfolojik 6zellikler kullanilarak belirlenebilmektedir.
Organizmalar arasindaki genetik varyasyonun daha iyi anlasilabilmesi icin, bu
araglarin tamamina ihtiya¢ duyulmaktadir. DNA dizinindeki polimorfizmin
belirlenebilmesi i¢in son yillarda RFLP (kesilmis parca uzunluklar1 polimorfizmi),
AFLP (cogaltilmis par¢a uzunlugu polimorfizmi), SSR (basit dizin tekrarlar1) ve
RAPD (rastgele ¢ogaltilmis polimorfik DNA) gibi molekiiler markor teknikleri
gelistirilmistir. Tesadiifi olarak bazi primerlerin kullanilmasi ile elde edilen
markorler, Rastgele Cogaltilmis Polimorfik DNA’lar (RAPDs) olarak
isimlendirilmektedir. Bu markorlerde herhangi bir spesifik DNA dizin bilgisine ya
da spesifik primerlerin sentezine ihtiya¢ yoktur. Fragmentler PCR'da primer olarak
kullanilan rasgele ve ¢cok kisa DNA pargaciklarindan ¢ogaltilmaktadirlar. Boylece
farkli bir lokusu temsil eden her bir PCR iirlinii ile DNA diizeyindeki farklilik
tahmin edilebilmektedir (Reiter vd 1993). Ancak, yine de farkli genotiplerden
gelen parcaciklarin genetik akrabali§i ve genom orijini hakkinda bazi siipheler
vardir. Cilinkii RAPD'ler aynt zamanda dominant genetik markorler olarak
davranirlar yani, dominant RAPD markdrleri ile bir DNA segmentinin heterozigot
veya homozigot bir lokusdan mi1 ¢ogaldigini ayirt etmek miimkiin degildir. Ko-

dominant (heterozigot) RAPD markérleri, ayni lokusdan c¢ogalmis farklh



biiyiikliikte DNA segmentleri olup, ¢ok az sayida belirlenebilmektedir. Ornegin;
Nicotiana crassa’nin genetik haritas1 yapilirken 88 RAPD markdriiniin 84 tanesi
dominant, sadece 4 tanesinin ise ko-dominant oldugu tespit edilmistir (Williams vd
1990). Her parcacik farkli acilim analizi ile haritalanmazsa ¢ogaltilan parcacigin
genom lokasyonu bilinemez. RAPD markorlerinin bu 6zellikleri bazi germplasm
gruplar1 icindeki genetik akrabaligir belirlemek agisindan etkilidir (Thormann ve
Osborn 1992). Dominant markorler, kendilenmis homozigot ebeveynlerin
kullanilmast durumunda genetik haritalama i¢in uygundur. RAPD markdrleri
genetik haritalamada, bitki ve hayvan 1slah1 uygulamalarinda, populasyon genetigi
calismalarinda ve genetik farklili§i belirlemede kullanilmaktadir. Ayrica DNA
parmakizi analizlerinde, kromozom-spesifik DNA pargaciklarinin  hizhi
belirlenmesi ve polimorfizm bakimindan etkili bir yontemdir (Newbury ve Ford-

Lloyd 1993).

RAPD markdérleri kullanilarak genetik haritalamanin pek ¢ok avantaji vardir. Bu
yontemde biiyiik varyeteli tiirlerde genomik analiz i¢in genel bir primer seti
kulanilir. Baz1 molekiiler tekniklerde oldugu gibi klonlanmis DNA problarinin
izolasyonu ve hibridizasyon gibi on hazirliklara bu teknikte ihtiya¢ yoktur
(Williams 1990). RAPD teknigi, basit olmasinin yaninda ¢ok sayida bitki tiirtinde
uygulanabilmesi nedeni ile yaygin olarak kullanilmaya baslanmistir. Ornegin;
bugday (Dweikat vd 1997, Akar 2002, Dilbirligi 2003), soya (Maughan vd 1996,
Doldi vd 1997), misir, pamuk, kirmizi ii¢giill (McDonald vd 1994), patates
(Demede vd 1996), kiraz (Stockinger vd 1996) ve susam (Sencigek 2000) RAPD

tekniginin basar1 ile kullanildig: tiirlerden bazilaridir.

Tiirkiye ¢ok sayida bitki tiirliniin gen merkezi durumundadir. Bitkilerin ¢esitliligi
bakimindan diinyanin en zengin iilkelerinden birisidir. Bunun en 6nemli nedeni
ise; iklim farkliliklari, topografik ¢esitlilikler, jeolojik cesitlilikler, deniz, gol,
akarsu gibi degisik su ortami ¢esitlilikleri, yiikseklik farkliliklar1 ve ekolojik
farkliliklardir (Atalay 1994, Celik 2003). Ornegin diinyada Papaver cinsine ait
yaklasik 110 tiiriin (Kapoor 1997) 39 tanesinin ililkemizde bulundugu bildirilmistir
(Davis 1965-1988, Se¢gmen vd 1995). Bu cinse ait tiirlerde yapilacak olan genetik



karakterizasyon, 1slah ¢aligsmalarina basamak olusturmasi ve ayn1 zamanda genetik

materyalin degerlendirilmesi agisindan son derece 6nem tagimaktadir.

Bu tez c¢aligmasinin amaci da, Tiirkiye’nin farkli bolgelerinden toplanmis olan
Papaver cinsi Oxytona seksiyonu igersinde yer alan 3 tiir (Papaver bracteatum, P.
pseudo-orientale ve P. orientale) ve bu tiirlere ait 53 farkli populasyonda genetik
farklilik ve benzerliklerin RAPD teknigi kullanilarak belirlenmesidir. Ulkemizde
morfolojik ve farmokolojik olarak en ¢ok arastirilan tiirlerden biri olan Papaver
somniferum da dahil olmak {lizere, Papaver cinsinde familya diizeyinde bile
molekiiler bir ¢aligmaya rastlanmamistir. Bu calisma, Papaveraceae familyasina
ait tiirlerde molekiiler diizeyde iilkemizde ilk calisma olmasi yonii ile birgcok
degerlere sahip olacaktir. Oxyfona seksiyonunda yer alan tibbi agidan son derece
degerli bazi Papaver tiirlerinin genetik karakterizasyonu yeni ¢esitlerin 1slahina

yardimc1 olacaktir.

Ihra¢ edilen ve diinyada yasal yolla alkaloit ihtiyacinin karsilanmasinda ve bu
pazarda rekabet giiciimiiziin olabilmesi i¢cin morfin, kodein ve tebain gibi tibbi
Ozellik igeren maddelerin oraninin yiiksek oldugu tiirlerin ya da populasyonlarin
tanitilarak genis ekim alanlarina ulasmasi ve daha fazla gelir elde edilecek 1slah
caligmalarinin  yapilmasina Onciilik edeceginden dolayr o6nemli oldugu

kanisindayiz.



2. KAYNAK OZETLERI ve KURAMSAL TEMELLER

2.1. Papaveraceae Familyasinin Genel Ozellikleri

Tirkiye floras1 ile ilgili c¢ok sayidaki arastirmacinin c¢esitli yayinlar
bulunmaktadir. Bunlar arasinda ilk ve en kapsamli ¢alisma Boisseir tarafindan
1867-1888 yillarinda yapilmistir. Boisseir’in “’Flora Orientalis’” adl1 eseri 6 ciltten
olusmaktadir (Boissier 1867-1888). Ulkemiz floras: ile ilgili ikinci ve en &nemli
kaynak olan °’ Flora of Turkey and the East Aegean Islands’’ adl1 10 ciltlik eser P.
H. Davis editorliigiinde 100 y1l sonra ortaya konmustur (Davis 1965-1988). “’Flora

2

of Turkey’” adli eserin olusturulmasi ve yayinlanmasinda dokuzu Tiirk degisik
milletlerden ylizden fazla botanik¢inin katkis1 olmustur. Son yillarda Tiirk
botanikg¢ileri yogun calismalar sonucu Tiirkiye Florasinin 11. cildini hazirlayarak

bilim diinyasina sunmuslardir (Giiner vd 2000).

Flora yazimi esnasinda sinirli zaman ve sinirli materyal ile ¢alisildigindan dolay:
bazi cins ve seksiyonlardaki eksiklikler belirtilmis, ancak ¢dziim getirilememistir.
Bu durumda olan cins ve seksiyonlar tespit edilerek daha ayrintili bir sekilde

calisilmasi gerekmektedir.

Etrafinda bulunan iilkelerin bir¢cogundan daha zengin bir flora cesitliligini ihtiva
etmesine ragmen hala flora i¢in yeni takson ilaveleri devam etmektedir. Tiirkiye
Florast’nin bitiminden sonra artan flora ve vejetasyon calismalar1 ile bitki Ortiisii
hakkindaki bilgiler biiyiikk oranda tamamlanmistir. Ancak floradaki eksikliklerin
giderilmesi daha ¢ok revizyon c¢aligmalar1 ile miimkiin olacagi belirtilmektedir (Akgiil

2004).

Papaveraceae familyasina ait tiirler genellikle Kuzey Yarikiirenin iliman ve
subtropik bolgelerinde yayilis gostermektedir. Bu familyada 28 cins ve yaklasik
250 tiir vardir. Ulkemizde bu familyaya ait 5 cins bulunmaktadir (Se¢men vd

1995).



Genellikle tek veya c¢ok yillik otsu bitkiler olup, bazen aga¢ veya cali
seklindedirler. Genel olarak tabanda odunumsu olan bu bitkiler, saydam veya
renkli siit borular1 tasimaktadir. Yapraklar alternat bazen karsilikli, stipulasiz (Ek
6) olup genellikle ¢ok parcalidir. Sepaller 2 veya 3 adet olup serbestirler. Sepaller
genellikle diigliciidiir.  Petaller 4 veya 6 adet, serbest veya tabanda hafifce
birlesmis, genellikle tomurcuk icinde burusuktur. Korolla aktinamorf veya
zigomorftur. Stamenler ¢ok sayidan 4-6 ya kadar degismekte olup, birkag¢ dairede
dizilmistir. Ovaryum iist durumlu, tek lokuluslu (bazen yalanci bir bdlme ile
ayrilmis 2 lokuluslu) ve 2-20 karpellidir. Meyve bir kapsiil, nuks, lomentum veya
silikva seklindedir. Tohumlar birden ¢ok sayiya (1-o) kadar olabilir (Davis 1965-
1988, Se¢men vd 1995).

2.1.1. Papaver cinsinin genel 6zellikleri

Tirkiye Papaver tirleri bakimindan oldukg¢a zengin sayilmaktadir. Boissier' in
Flora Orientalis'inde 11'i ¢ok yillik, 12'si tek yillik olmak tizere 23 Papaver
tlirliniin yetistigi bildirilmistir (Boissier 1867-1888). Daha sonra 1905'de Fedde'nin
yaptig1 Papaveraceae familyas1t monografisinde Tiirkiye'de 21 ¢ok yillik ve 17 tek
yillik olmak tizere 38 Papaver tiiriiniin bulundugu bildirilmektedir (Fedde 1909).
Davis Flora of Turkey' de 19 tek yillik ve 20 ¢ok yillik (2 alttlir ve 7 varyete)
olmak tlizere toplam 39 Papaver tiiriiniin bulundugunu belirtmektedir (Cullen 1965,
Davis 1988, Kapoor 1997). Bunlardan 10 tiir, 2 alttiir ve 4 varyete Tiirkiye i¢in
endemiktir. Papaver cinsi igersindeki tiirler sistematik olarak 9 seksiyon altinda
toplanmaktadir. Bu 9 seksiyondan 3’ i c¢ok yillik, 4> i tek yillik toplam 7
seksiyona ait tiirler iilkemizde bulunmaktadir. 2 seksiyona ait tiirler ise Tiirkiye’ de

bulunmamaktadir.

Papaver L. cinsinin diinya iizerinde 110 kadar tiiri vardir (Kapoor 1997).
Yapraklar tliysii loplu veya tiiysii parcalidir. Cicekler tek veya rasemus veya
panikula durumunda olup gosterislidir. Sepaller 2 veya 3 adet, serbest ve
diisiiciidiir. Petaller 4 nadiren 6, tomurcuk i¢cinde burusuk ve genellikle diisiiciidiir.

Stamenler ¢ok sayida, flamentler tek veya parcalidir. Ovaryum tek gozlii ve ¢ok



bolmeli, fakat bolmeler merkeze kadar inmez. Stigma 4-20 1s51nl1 ¢ok kollu, tabla

seklinde ve ovaryum iizerinde bir disk seklindedir. Meyve bu tablanin altindaki
deliklerle agilan (operkulat) bir kapsula seklindedir (Fedde 1909, Davis 1965 ve
1988, Se¢cmen vd 1995).

Papaver cinsine ait tiirlerin toplandig1 9 seksiyon

Sect.
Sect.
Sect.
Sect.
Sect.
Sect.
Sect.
Sect.

Sect.

I Argemonorhoeades Fedde (Syn. Argemonidium Spach)
I Carinatae Fedde

I Horride Elk.

IV Oxytona Bernh. (Syn. Macrantha EIk.)

V' Mecones Bernh.

VI Miltantha Bernh,

VII Orthorhoeades Fedde (Syn. Papaver)

VI Pilosa Prantl

IX Scapiflora Rchb.

III ve IX nolu seksiyonlarda yer alan tiirler Tiirkiye'de bulunmamaktadir (Cullen 1965,
Goldblatt 1974).

Tiirkiye' de bulunan tek yillik Papaver tiirlerini icine alan seksiyonlar

Sect. Papaver L. (Syn. Orthorhoeades Fedde)

Sect. Carinatae Fedde

Sect. Mecones Bernh

Sect. Argemonidium Spach (Syn. Argemonorhoeades Fedde)

Tiirkiye' de bulunan ¢ok yillik Papaver tiirlerini icine alan seksiyonlar

Sect. Oxytona Bernh. (Syn. Macrantha EIk.)

Sect. Pilosa Prantl.
Sect. Miltantha Bernh.



2.1.1.1. Oxytona seksiyonun genel 6zellikleri (Syn: Macrantha)

Oxytona Bernh., Linnaea 8:843. 1833. Macrantha Elk. Tant. Monog, Papaver 13.1839.

Tournefort (1718) 1701’de dogu Anadoluyu gezmis ve “’oriental hashas’’ 1 ilk kez
botanik¢ilere sunmustur. Bu gezide giliniimiizde P. pseudo-orientale olarak bilinen ve
Erzurum ve civarinda bulunan tiiri tanitmigtir. Bu bitki avrupada ilk kez Tournefort
tarafindan tanimlanmistir. Commelin (1706), Linnaueus (1748) ve 18. yy baslarinda
bazi1 botanikgiler ilk defa bu bitkiyi Tournefort’un Avrupa’ya getirdigini kabul
etmektedirler. Sloane kolleksiyonu, Bank herbaryumdaki Miller’in kolleksiyonu ve
Linnaeus’un kendine ait Linnaean herbaryumdaki Ornekleri P. orientale bitkisinin
Tournefort tarafindan getirildigini ispat etmektedir. Buradan anlasildigina gore
Tournefort degisik tiirlerin tohumlarmi tamidigr kisilerden alip kendi yazilarinda
aciklamistir. Daha sonra P. orientale ve P. pseudo-orientale tohumlarini Avrupa ya
gotiirmiistiir. Bu seksiyondaki tiirler ¢cok yillik kalict kazik kokli otsu bitkilerdir.
Her yil rozet olusturur. Taban yapraklarin petiolii (yaprak sap1) uzundur. Yapraklar ¢cok
sayida, tabanda rozet seklinde diizenlidir. Taban yapraklar: petiollii, pinnatifit veya
pinnatisekttir. Segmentler diizensiz disli olup akuminattir. Tiim yaprak c¢ok hiicreli
sert beyaz tiiylerle kaplhidir. Yapraklar ve ¢igek saplari hemen hemen her sene ayni
zamanda agilmaktadir. Once yapraklar gelisip sonra cicek sap1 uzamaktadir. Govde
toprak seviyesinden ¢ikmaktadir. Tek (geng bitkiler ikinci yilinda) veya ¢ok sayida
ve dallanmamis (nadir haller hari¢) dik ve sert, sik beyaz tiiylerle kaplidir. Tiiyler
govdenin iist kisminda yatik, altta ise govdeyle dik a¢1 yapacak sekilde dizilmistir.
Govdedeki yapraklar taban yapraklara benzemekte ve bitkinin iist kismina dogru
kiiciilmektedir. En iistteki yapraklar genellikle sapsizdir. Cigekler tek ve gévdenin
ucundadir. Cicekler brakteli veya braktesizdir. Kaliks otsu, 2 veya 3 parcali, yesil,
dis kismi tiiylii veya dikenimsi tiiylii olup, ekseriya diisiiciidiir. Petaller 4 veya 6, 2
halka olusturacak sekilde dizilmis, dig petaller daha genis, tomurcuk iginde
burusuk olarak yerlesmis ve enine obovat sekillidir. Petal renkleri koyu kirmizidan
(bazen turuncu) kiremit kirmizisina kadar degismektedir. Stamenler ¢ok sayida,
flamentler linear-spatulat olup tepeye dogru incelir. Anterler ince dar

diktortgenden diiz c¢izgiye (linear) kadar degisen sekilli, sar1 ile mor arasinda



degisen renklidir. Polenler kiiremsi, trikolpat (nadiren tetrakolpat)’dir. Ovaryum
obovatdir. Stigma tablas1 diizden konik sekle kadar degisir. Stigma 1sinlar1 10-25
kadar olup, yumusak tiyliidiir. Kapsiil obovat odunsu, stigma uzantilarinin
altindaki deliklerle agilir. Tohumlar ¢ok sayida ufak bobrek seklindedir. Temel
kromozom sayis1 n=7" dir (Goldblatt 1974).

Oxytona seksiyonu Papaver cinsine ait olup, ¢ok yillik tiirleri igermektedir. Yayilim
olarak orta ve dogu Tiirkiye, kuzey ve kuzey bati iran, Kafkas ve Trans Kafkas
bolgelerinde bulunmaktadir. Bu familyaya ait monograflar Fedde (1909) ve Medwedev
(1918) ile baglamis en son Goldblatt (1974) tarafindan yapilmistir.

Grossheim (1950), tarafindan Popov’un ¢alistigi bolgeden 5 tiir ¢ikartilip 3 tiir; P.
bracteatum, P. pausifoliatum ve P. orientale ile P. intermedium DC ve P. lasiothrix’i
tanimlanmistir. P. intermedium DC ve P. lasiothrix bugiin de P. orientale’nin varyetesi

olarak kabul edildigi bildirilmektedir.

Golldblatt (1974)’e gore Fedde 4 tiir ve 3 varyete tespit etmistir. Bunlar; P. orientale
var. proliferum ve P. bracteatum var. monopetalumun mostrosities oldugu
bilinmektedir. Geri kalan 5 takson P. orientale, P. bracteatum ve onun varyeteleri P.
pseudo-orientale, P. lasiothrix, ve P. pausifoliatum’ dur. Ama bu tiire ait birkag
bolgesel inceleme vardir ve o incelemelerin Fedde ve Medwedev sistemleriyle
karsilastirma yapilinca farklar ¢ok agik olarak ortaya ¢ikmaktadir. Popov (1937) ‘SSCB
flora of USSR’ de 5 takson bildirmistir. Bu taksonlarin hepsi de Fedde’nin takson
olarak kabul etmis oldugu tiirlerdir. Onlara monstrosities dahil degildir. P. bracteatum
var. pseudo-orientale’yi P. intermedium DC. olarak vermistir. Bu smiflandirmanin
dogru olmayip, hatali ve yanlis oldugunu belirtmektedir. Cullen (1965) Tiirkiye
florasinda 5 takson tanimlamigtir. Bunlardan 4’ii Fedde’nin verdigi gibidir. Ancak
Cullen P. orientale’yi 2 varyeteye bolmistiir. Birincisi; var. parviflorum Busch (1905),
digeri P. pseudo-orientale (P. intermedium DC)’ye ait bitkileri hem P. bracteatum
hemde P. orientale igine koymustur. Cullen in Iran Florasinda ki (1966) ifadesi de buna
benzer fakat ne P. pausifoliatum ve ne de P. orientale var. parviflorum’un Iran’da olup

olmadig1 bildirilmemistir. P. pseudo-orientale (P. intermedium DC.) en tartisilacak
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konudur. Belli seviyede dogru isimlendirmede karmasiklik vardir. Bunu bazen tiir bazen
P. orientale veya P. bracteatum’un bir varyetesi ya da P. bracteatum igine
koymuslardir. Ikinci tartisilacak konu P. orientale’ye yakin akrabalik gosteren P.
pausifoliatum’dur. Bunu bir tiir olarak, bir varyete olarak kabul ya da tamamen ihmal
etmektedirler. P. orientale var. pausifoliatum bazen de tanimlanmaktadir. Ama genel
olarak P. pausifoliatum un esanlamlis1 (sinonim) olarak kabul edilmektedir ve dogrusu
nomenklatiire gore sinonimi olmahdir. Burada P. pausifoliatum P. orientale’ye aittir ve

taksonomik muamelelerde onun altina konuldugu bildirilmektedir.

Philipson vd (1981), Oxytona seksiyonunda yer alan tiirler iizerinde yaptigi bir
calismada Tiirkiye' de P. orientale ve P. pseudo-orientale tiirlerinin yetistigi, P.
bracteatum olarak bilinen tiiriin ise P. pseudo-orientale tirliniin bir 1irk1 oldugu

ileri siiriilmustiir.

Senol (1988), Tiirkiye' de yetisen Oxytona seksiyonundaki tiirler ile ilgili olarak
yaptig1 arazi c¢alismalar1 ve alkaloitleri tizerindeki arastirmalarda P. bracteatum
olarak bilinen tiiriin P. pseudo-orientale tiriinden gerek morfolojik ve gerekse
kimyasal bakimdan 6nemli farklar gosterdigi, daha onceki yayinlara dayanarak
belirtilmis oldugundan P. bracteatum tiiriiniin P. pseudo-orientale tiiriiniin igine
alinmasinin uygun olmadig1 goriisii benimsenerek calismalarinda P. bracteatum

tlirlinii ayr1 bir tiir olarak ele almistir.

I1k defa 1909 da Fedde tarafindan yapilan monografda, bu seksiyonda 4 tiir oldugu
bildirilmistir. Daha sonra muhtelif botanik¢iler Fedde'nin kabul ettigi Oxytona
seksiyonunun 4 olan tiir sayisint bazan azaltmiglar, bazan da arttirmislardir.
Fedde'nin ve daha sonraki botanik¢ilerin Oxytona seksiyonuna dahil ettikleri tiirler

kronolojik olarak asagida verilmistir.

Fedde'ye gore (Pflanzenr. 40 (IV. 104): 366 (Fedde 1909)
1. P. orientale L,
2. P. bracteatum L. var. bracteatum

var. pseudo-orientale Fedde
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3. P. lasiothrix Fedde
4. P. paucifoliatum (Trautv.) Fedde

Medwedev’e gore (Bull. Mus. Cauc. 11: 204, 1918) (Medwedev 1918),
1. P. orientale L.

2. P. pseudo-orientale (Fedde) Medw.

3. P. bracteatum Lindl.

Popov’a gore (Flora of U.S.S.R., 1937). (Komarov 1970).
1. P. brecteatum Lindl.

2. P. lasiothrix Fedde

3. P .intermedium DC.

4. P. orientale L.

5. P. paucifoliatum (Trautv.) Fedde

Grossheim’e gore (Flora Caucasus, 1950).
1. P. bracteatum Lindl.
2. P. orientale L. var. orientale
var. intermedium DC. (P. pseudo-orientale (Fedde) Medw.).
3. P. paucifoliatum (Trautv.) Fedde

Cullen'e gore (Flora of Turkey, 1965) (Cullen 1965).
. P. bracteatum Lindl.
2. P. orientale L. var. orientale
var. parviflorum Busch.
3. P. lasiothrix Fedde
4. P. paucifoliatum (Trautv. ) Fedde

Bu seksiyon iizerinda ¢caliyma yapan botanikci Peter Goldblatt'a gore (Annals of
Missouri Botanical Garden, 1974).

1. P. bracteatum Lindl.

2. P. orientale Fedde
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3. P. pseudo-orientale (Fedde) Medw,

Oxytona seksiyonuna ait bitkilerin tiir tespitinde kullanilan teshis anahtari
1. Cigekler brakteli

2. Cigekler koyu kirmizi; brakteler 3-8; Kaliks tiiylii olup, kaliks tiiyleri tabanda
ticgen seklinde ve diK........ccceeevieriiiiiiiieciiecece e 1. P. bracteatum

2. Cigekler turuncu (turuncu kirmizi); brakteler 1-4 arasinda, kaliks tliyleri ince,

................................................................................................ 3. P. pseudo-orientale

1. Cigekler braktesiz

3. Kaolin (govde) yapraklar ¢icek sapinin yukarisinda bulunmaz. Tomurcuk egik,
petaller genellikle lekesiz yada acik mor ile beyaz arast lekeli..........cocoviieninnncnnne.
................................................................................................ 2. P. orientale

3. Kaolin yapraklar gévdenin iistten 2/3 sine kadar uzanir. Tomurcuklar dik, nadiren
egik, petaller genellikle dikdortgen seklinde, siyah lekeli, nadiren lekesiz ...............

................................................................................................ 3. P. pseudo-orientale

Papaver bracteatum Lindl., Coll. Bot., t. 23 (1821)
Syn : P. lasiothrix Fedde.

P. bracteatum 1818’de Avrupa’ya Fischer tarafindan Kraliyet Botanik Bahgesi
(Imperial Botanical Garden)’ne muhtemelen Kafkaslardan tohum kolleksiyonu ile

gotiiriiliip, Batt Avrupa’ya dagitilmis ve Lindley tarafindan 1821°de tanitilmastir.

Oxytona seksiyonunun en biiyiik bitkisidir. Ayni lokalitede her zaman var olan énemli
taksonomik oOzellikleri ile uniformdur. Bir metreye kadar boylanabilir. 15 kadar ¢igek
acan govdesi vardir. Yapraklar 45 cm kadar uzayabilir. Pinnatisect olup, orta damara
kadar derin bir yarikla sonlanabilir. Yaprak kenarlar1 diizensiz dentat ya da bidentatdir.
Govde ¢ok tiyli, tiiyler asag1 dogru yonde olup, yatik degildir. Kaolin (gévde) yaprak
sayist 5—7 adettir. En list yaprak govdenin 2/3’lin den daha yukardadir. Cigek brakteleri
3-8 kadar olabilir. Brakteler 1.5-3 cm uzunlugunda olup, kenarlar1 diizensiz dentat ya da

diiz tarak seklindedir. Gelisme siiresince tomurcuk dik ve oval olup, agmadan once
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oblongdur. Kaliks genel olarak 3 pagali, iizerindeki tiiyler kalin ve yatik, 5 mm kadar
uzunlukta olup, licgen tabanhdir. Biiyilk koyu kirmizi petallerin Slgiileri sezondan
sezona ve yerden yere degisebilir. Petaller 6 nadiren 4-8 adet koyu kirmizi renktedir.
Petallerin {izerinde bulunan koyu renkli uzun ve genis lekeler tabana kadar
uzanmaktadir. Flamentler 1.5 cm’ye kadar uzayabilmektedir. Anterler linear, 3-5.5 mm
uzunlugunda koyu mor renktedir. Polenler 24-27 pum capindadir. Ovaryum 1.2-2 cm
yiiksekliginde olup ovaldir. Kapsiiller yaklasik olarak 3 cm genisliginde 4 cm
yiiksekligindedir. Kapsiil tizerinde bulunan disk diiz, konkav ya da konikaldir. Disk
tizerindeki 151n sayist 12-24 arasindadir. Somatik kromozom sayist 2n = 14’diir

(Goldblatt 1974).

Habitat: 1700-2500 m arasinda agik, yar1 kuru yamaclarda, nadiren golgeli derelerde,
sel yataklart ya da sulama bendlerinin ¢evresinde ¢ok yogun Astragalus, Thymus,

dikenli bitkiler ve Ferula tiirleri ile beraber bulunurlar (Cullen 1965, Golldblatt 1974).

Yayihisi: Erzurum Kop dagi. Bayburt Askale aras1 2050-2100 m. Kars, Kayseri Erciyes
dagi, Sivas, Ulas, Erzincan Karadag 1960 m. Van, Catak, Agri, Biiyilk Agr1 dagi,
Nigde, Pertek 2000 m (Cullen 1965, Golldblatt 1974).

Papaver orientale L., Sp. P1. 508 (2753). Ic. Bot. Mag., 2: t. 57 (1794).

Syn: P. paucifoliatum (Trautv) Fedde; P. orientale var. paucifoliatum Trautv.; P.

orientale. var. parviflora Busch.

Kuzey bati Iran ve kuzey dogu Tiirkiye de yayilis gdsteren ince narin bitkidir. P.
orientale 1800 m’nin genelde {izerinde bulunmasina ragmen bazan altinda da Tiirkiye
ve Iran’da bulunabilmektedir. P. bracteatum’a gore daha nemli ve sulu alanlarda, agik
dag egimlerinde ve gilinesi az alan kuytularda bulunmaktadir. Genel olarak kuytu
alanlardaki bitkiler diger alanlardakilere oranla daha iri yapilidir. P. orientale genellikle
Haziran’dan once ¢igeklenmez ve yiiksek rakimlarda Agustos sonuna kadar ¢iceklenme

devam eder.
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P. orientale’de bitki boyu P. bracteatum ve P. pseudo-orientale’den daha kisadir.
Yapraklar ve cigek saplari hemen hemen her sene ayn1 zamanda acilmaktadir. Once
yapraklar gelisip sonra ¢icek sap1t uzamaktadir. Her sap ¢ikisda basit ve yogun beyaz
tilylerle kaplidir. Her sapta tek cicek bulunmaktadir. Yukaridaki yapaklarda petiol
kiictiktlir. Yapraklarin yerlesimi taxonomik Ozelliklerde bir 6nem tasimaktadir. Bu
seksiyona ait yapraklarda biraz varyasyon olup, P. orientale’ye ait yapraklarin kenar
disleri daha kiigiik ve dardir. Kenar disleri farkli derinliklerdedir. P. orientale’de en
iistteki yapraklar birbirine yakin olup, govdenin orta alaninda bulunmaktadir. Bu
ozelligi ile bitkinin P. pseudo-orientale’den ayrilmasi icin yeterli ¢icek ozellikleri
olmadig1 durumlarda dahi teshis yapilabilmektedir. Cigcek tomurcuklarinin gelisimleri
0zel ve kaliks tiiylidiir. P. orientale’de tomurcuklar gelisme siiresince egik ve ¢icek
acmadan Once sap diklesmektedir. Tomurcuk oval genel olarak uca dogru
incelmektedir. P. orientale petalleri kiremit kirmizisi olup bazilarinin {izerinde beyaz ya
da sar1 mavi lekeler bulunmaktadir. Bu tip P. orientale’ler Tiirkiye’'nin kuzeyinde
yaygin olarak bulunmaktadir. Kaliks ve petallerin sayis1 P. orientale’de azdir. Ancak bu
durum dis sartlardan etkilenmektedir. Somatik kromozom sayisi 2n = 28’dir (Golldblatt
1974).

Habitat: Tiirkiye’ de 1800 m’nin genelde iizerinde bulunmasina ragmen bazan altinda
da bulunabilmektedir. P. bracteatum’a gore daha nemli ve sulu alanlarda, agik dag

egimlerinde ve giinesi az alan kuytularda bulunmaktadir (Cullen 1965, Golldblatt 1974).

Yayilisi: Orta ve Dogu Anadolu, Agri, Erzurum, Erzincan, Kars, Kayseri, Sivas,

Tunceli ve Van ¢evresi (Cullen 1965, Golldblatt 1974).

Papaver pseudo-orientale (Fedde) Medw.

Syn: P. intermedium DC.; P. bracteatum var. pseudo-orinale Fedde.

Genel olarak Iran ve Tiirkiye’nin nemli yerlerinde bulunmaktadir. Literatiirde yaygin
oldugu bildirilmektedir. Bu tiir arazide kendini belirgin bir sekilde gostermektedir.
Bitkide diger iki tiire kiyasla degisiklik vardir. Bunlar; dik tomurcuk, ince narin

yayilmis kaliks tiiyleri, koyu kiremit kirmizis1 petaller, koyu siyahimsi lekeler ve
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brakteli ¢iceklerdir. 1600-2200 m arasinda nemli yerlerde bulunmaktadir. Genel olarak
akarsu kenarlarinda, tabandan su ¢eken 1slak zeminlerde ya da bol miktarda yesil olan
bolgelerde bulunmaktadir. Kurak bdlgelerde bitki boyu kiigiilmektedir. Kuzey Bati Iran
ve Bati Tiirkiye de bol miktarda bulunmaktadir. Cigeklenme 15 Haziran’dan Temmuz
sonuna kadar devam etmektedir.

Bitkiler orta biiyiikliikte olup 40-60 cm nadiren 80 cm boydadir. Taban yapraklar 45 cm
ye kadar uzun derin pinnatisekt olup, tabanda birlesir ve kenarlar1 diizensiz dentatdir.
Govde tiiyli, tiiyler asag1 dogru yatik nadiren yayilmistir. Govde (kaolin) yapraklar 5-
6, adet ve govdenin 1/3’lin den daha yukariya yerlesmistir. Floral brakteler var ya da
yok, kiiciik 1-4 adet, kenarlar diizensiz dentat ya da biitiinlesmistir. Tomurcuk gelisme
doneminde dik, genellikle oval. Ana kokten en fazla 10 ¢igek gelismektedir. Kaliks 2 ya
da 3 pargali, tiiyler ince ve subpatentdir. Petaller 4-6 adet, koyu kiremit kirmizisi,
tabana kadar dikdortgen seklinde koyu siyahimsi lekeler vardir. Flamentler 1,3 cm ye
kadar uzunluktadir. Anterler linear 2.0-3.5 mm uzunlugunda, koyu mordur. Polenler
27.8-30.1 um ¢apindadir. Ovaryum 1.5-1.8 cm uzunlugunda olup ovoiddir. Disk biraz
konveks olup, sitigmatik 1simlar 9-19 adettir. Kapsiiller diiz disk ile birlikte 2.5 cm
kadardir. Somatik kromozom numarasi 2n=42"dir (Golldblatt 1974).

Habitat: 1600-2200 m yiikseklikte nemli yerlerde, nemli kayalar arasinda ya da kii¢iik
akarsu kenarlarinda rastgele dagilmis ve P. orientale ve P. bracteatum gibi kalabalik

seklinde olmayan populasyonlardir (Golldblatt 1974).

Yayihisi: Coruh, Erzincan, Erzurum, Mus, Agri, van, Nigde, Hakkari g¢evresinde

dagilim gostermektedir (Golldblatt 1974).

2.2. Morfolojik Markorler

Nyman ve Bruhn (1979)’a goére Papaver somniferum ve Papaver setigerum
kolayca taninabilmektedir. P. orientale ve P. pseudo-orientale’yi P.
bracteatum’dan ayirmak Ozellikle vejetatif donemde c¢ok zordur. P. pseudo-
orientale ve P. orientale siis bitkisi olarak yetistirilmekte ve c¢igekleri pembe,

kirmiz1 ve dik pedisellidir. Histolojik 6zellikler yani ¢igek rengi, petallerdeki siyah
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lekeler ve yaprak oOzellikleri ilizerine arastirmalar yapmislardir. Ayrica ilag
sanayisinde P.bracteatumun afyon hashasi (P. somniferum) igin iyi bir alternatif

olabilecegi 6ne siiriilmiistiir.

Digby ve Kempton (1987), bir ¢oklu degisken analizi uygulamalarinda, her birey
tizerinde ¢ok sayida degisken Olgiimii yapilmistir. Aragtirmacinin bu degiskenlerin
hepsini kullanip kullanmayacagini belirlemek zorunda oldugunu bildirmislerdir.
Ciinkii arastirmacinin elindeki ¢alisma i¢in hangi bulgularin énemli oldugundan
emin olmamast veya diizenleyecegi anketin pahali ve zor olmasindan dolay1 bu
gibi durumlarda biitlin veri setinin analizi ile ilgili ii¢c ana sorun oldugunu
bildirmisdir;

1. Bazi degiskenler istenilen amacin tamamen disinda olabilir ve diger verilerin
gercek etkilerini Ortebilir.

2. Cok degisken olunca istenilen diizeyde giivenilir parametre tahminleri elde
etmek i¢in gerekli ornek biiylikligl gercekei biiylikliikten ytliksek olma ihtimali
vardir.

3. Cok degiskenin var olmasi problemde ¢ok sayida parametreye yol acar. Bu da

ornekleme degiskenliginden dolay1 daha ¢ok karmasikliga neden olabilir.

Bu yiizden ¢ogu problemlerde, analizde kullanilacak en i1yi degiskenlerin 6nceden
secilmesinin gerektigini ve bdyle bir se¢imin ¢oklu degisken analizi problemlerini
azalttigin1 aciklamiglardir. Arastirmacilar, hiyerarsik kiimeleme yontemlerinin
standart gosteriminin dendogram oldugunu, dendogramda sagdan sola gittik¢e
kiimelerin daha kii¢iik kiimelere boliindiigilinii ve yatay eksenin kiimelerin birlestigi

benzerligi gosterdigini bildirmislerdir.

Ozhatay vd (1989), Oxytona seksiyonuna ait Tiitkiye de yetisen tiirlerinin
kromozom, alkaloit ve morfolojik karakterlere gore degerlendirmesini yaptiklari
calismada; Tirkiye de P. orientale ve P. pseudo-orientale tiirlerinin olup, P.
bracteatum tiiriiniin bulunmadigini bildirmisler. P. bracteatum olarak bilinen tiirlerin P.
pseudo-orientale  oldugunu ve bunlarin da kendi aralarinda 3 gruba ayrildigini

belirtmektedirler.
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Ojala vd (1990), P. bracteatum, P. orientale ve P. pseudo-orientale tiirleri arasinda
gerceklesen melezlerdeki tohumlarin verimliliginin acgik tozlagmayla elde edilen
tohumlarin verimliligi ile hemen hemen esit oldugunu savunarak Oxyfona seksiyonunda
kendine uyusmazlik nedeni ile kendilendikleri zaman c¢ok az sayida tohum elde
edildigini belirlemiglerdir. Ayrica bu g¢alismada tiim hibritlerde morfoloji, alkaloit
analizi ve mayotik eslesme konularini ele almiglardir. Sonuglara dayanarak farkli bir
genom evrimi modelini &nermislerdir. Onerdikleri genomik yapt daha cok P.
bracteatum (AA), P. orientale (AA BiB)) ve P. pseudo-orientale (AA BB, B;B))
seklindedir. B; ve B, genomlarinin birbirleri ile eslesebilirligini belirlemisler. Ancak
eslesmede kendi cinslerini tercih ettiklerini de vurgulamislardir. Bu agiklama hem
melezlerde mayoz boliinme esnasinda kromozomlarin eslesme davranisini hem de
seyrek olsa bile multivalentlerin nasil olustugunu da daha anlagilir bir temele
oturtmaktadir. Bir yandan P. orientale’ de otosentetik eslesme, diger yandan da triploit
ve tetraploid melezlerdeki multivalentlerin olusmasi, A ve B gemonlarinin
kromozomlar1 arasinda seyrek eslesmenin olabilirligini gosterdigini belirtmektedirler.
Bu modelin P. pseudo-orientale’ nin morfolojik agidan ara bir form oldugu gercegine
de destek verdigini savunmaktadirlar. (P. orientale X P. pseudo-orientale) sonucunda
elde edilen Melezde morfoloji acisindan ana-baba bitkilere olduk¢a yakin olmasini da

bu modelin kabul goériilmesinde 6nemli bir etken olarak degerlendirmislerdir.

Perry ve Mcintosh (1991), germplasm koleksiyonunun artis1 ve devamliliginin
olduk¢a onemli oldugunu bildirmislerdir. 78 iilkeden Hordeum vulgare, Triticum
turgidum, Carthamus tinctorius ve Oryza sativa' nin 2250 bireyinde yapilan
calismada fenotipik farklilik tanimlanmistir. 17 morfolojik 6zellik kullanilarak

irklar i¢inde ve arasinda varyasyon belirlenmistir.

Singh vd (1991), 306 yerel Phaseolus vulgaris arasindaki genetik farkliligi
morfolojik ve agronomik karakterleri kullanarak belirlemislerdir. Bu degiskenler
coklu degisken analizi kullanarak analiz edilmistir. Arastirmacilar, Oncelikle
normalite analizi yapmislardir. Yaptiklar1 analiz sonucu tiim degiskenler yaklasik
bir normalite vermistir. Ancak hipokotil ve c¢igek rengi, bliyiime sekli, tohum

parlakligi, ilk ¢icege kadar olan bogum sayisi, mozaik viriisiine, yaprak biti,
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bakteriyel hastalik, anthraknoza ve kdseli yaprak beneklerine reaksiyon gibi kesikli
degiskenler normaliteden ayr1 tutulmuslardir. Analiz, normalite yapilan
degiskenlerle yapilmistir. Ancak numara verilerek degerlendirmesi yapilan kalitatif
degiskenler ve kantitatif degiskenlerin birlikte kullanilarak yapilan kiimeleme

analizinde de herhangi bir farklilik bulunamamistir.

Weber ve Wricke (1994)’ e gore fenotipe bakilarak en kolay tanimlanabilen
markorler genellikle olgun bitki doneminde alinabilmektedir. Bu nedenle bu
markorleri tespit edebilmek icin ¢ok fazla populasyonlar yetistirilmelidir. Birgok
durumda albinizm, ciicelik gibi mutant negatif karakterleri ydneten genlerin
kullanilmas1 gerekebilir ve bu da iyi uyum saglamis 1slah materyali i¢in bir

dezavantajdir.

Bretting ve Widrlechner (1995)’ e gore morfolojik markorler en eski ve en
yaygin kullanilan genetik markorlerdir. En 6nemli avantajlar1 ucuz olmalari, hizl
ve basit bir sekilde tanimlanabilmeleridir. Hatta herbaryum materyali ve o6li

dokularda bile tanimlanabilir oldugunu belirtmislerdir.

Ganesh ve Thangavelu (1995)° e gore gesitlerin gelistirilmesi i¢in kullanilan saf
hat seleksiyonu yami sira, verim artiginda bir degismenin saglanmasi igin
basvurulan heterosis 1slahi kendine ve yabanci dollenen bitkilerde hibritlerin
gelisimi i¢cin Onemlidir. Genellikle farkli cografik orijinli genotiplerden olusan

hibritler benzer orijinli hibritlerden daha yiiksek verimli olmaktadir.

Royo vd (1995), 18 iilkeden elde ettikleri 299 bugday cesidinde calismislardir.
Arastirmada 23 farkli gézlem alinarak gesitlere ait veriler temel bilesenler analizi
ve kiimeleme analizi ile degerlendirilmistir. Veriler 6nce standardize edilmis ve
daha sonra temel bilesenler analizi uygulanacak veriler arasindaki varyabilite tayin
edilmistir. Daha sonra UPGMC (Unweighted pair-group method of centroid)
kullanilarak kiimeleme analizi yapilmistir. Hem kiimeleme hem de temel bilesenler

analizi gruplar arasindaki farkliligi belirlemede etkili olmustur.
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Staub vd (1996)’ e¢ gore morfolojik markdrler; sayilarinin az olmasi, cevre
faktorlerinden etkilenmesi, epistatik ve pleotropik etkilere maruz kalmasi,
genellikle ressessif olmalari ve bir¢ogunun mutasyonlar sonucu olusmasi gibi

olumsuz 6zellikleri nedeniyle kullaniliglar1 sinirli olmaktadir.

Tathdil (1996), gozlem veya Ol¢iim yoluyla elde edilen 6zelliklerin analizinin
klasik istatistik teknikleri ile yapilamadigini, degisken adi verilen bu 6zelliklerin
analizinde ¢ok degiskenli analiz (multivaryete analizi) tekniklerinin gelistirildigini
belirtmistir. Cok degiskenli analiz adi1 verilen bu tekniklerin amacinin, bilimsel
calismalarin say1 ile ifade edilen sonuglarinin 6zetlenmesi, yorumlanmasi ve karar
verilirken kullanilmasinin saglanmasi oldugunu belirtmistir. Ayrica arastirmacinin
gecerli ve giivenilir sonucglar elde etmek icin ele aldigi1 konuyu tiim yonleri ile
degerlendirmek zorunda olmasi nedeni ile c¢ok degiskenli veri ve bunlarin

analizinin gerektigini agiklamigtir.

Ahmad vd (1997), korolla rengi, govdedeki antosiyanin, stipul sekli, cicek rengi
gibi morfolojik markdrleri kullanarak Lens cinsindeki tiirleri siniflandirmislardir.
Lens cinsine ait 22 drnekte morfolojik karakterlerle genetik iliskiler arastirilmis ve
Lens culinaris ssp. orientalis, Lens nigricans ve Lens odemensis’in ayni grupta
toplandig1 fakat Lens ervoides ve Lens culinaris ssp. culinaris’in ayri ayri

gruplarda toplandigi belirtilmistir.

Harch vd (1997), farkli iilkelerden toplanan yerfistigini morfolojik 6zellikleri
acisindan degerlendirmislerdir. Arastirmacilar verilerin ortalama ve varyans
analizlerinden sonra 9 kantitatif degiskenin normallik testlerini yapmiglardir.
Kantitatif verilerin ortalamalar1 0 ve varyanslari 1 olarak standardize edilmistir.
Standardizasyonun 0zellikle kantitatif verilere dayanan ¢ok degiskenli analizlerde
oldukca 6nemli oldugunu belirtmislerdir. Daha sonra temel bilesenler analizi ve

kiimeleme i¢in hiyerarsik kiimeleme metodu kullanmiglardir.
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Loi vd (1997), italya, Ispanya, Fransa, Fas ve Yunanistan'dan toplanan 29
Biscerula  pelecinus L. populasyonunu 15 morfolojik  ozelligi ile
degerlendirmisglerdir. Calisma sonunda multivaryete analizlerinin germplasmin
degerlendirilmesinde faydali oldugu ve Biscerula' nin degerlendirilmesinde de

cografik orijini ayn1 olan populasyonlar benzer gruplarda yer almistir.

Shoyama vd (1998), Japonya da morfin iiretiminde kullanilan Papaver
somniferum ve Papaver setigerum gibi Papaver tirlerinin hashas kanunu ile
kontrol altina alindigini bildirmislerdir. Papaver somniferum ve Papaver setigerum
kolayca taninabilmektedir. P. orientale ve P. pseudo-orientale’yi P.
bracteatum’dan ayirmak oOzellikle vejetatif donemde ¢ok zordur. P. pseudo-
orientale ve P. orientale siis bitkisi olarak yetistirilmekte ve cigekleri pembe,
kirmizi ve dik pedisellidir. Cicek rengi, petallerdeki siyah lekeler ve yaprak
Ozellikleri arastirilmistir. Golblatt (1974) P. bracteatum, P. orientale ve P. pseudo-
orientale’ yi morfolojik goriiniim ve kromozom sayisi ile 3 gruba ayirmistir. Yakin
zamanda her 3 tiirlin de hibriti bulundugundan P. bracteatum ve hibritlerinin kanun
dis1 yetistirilmesi Japonya’da yayginlasmaktadir. Bu yiizden Papaver tiirlerinin
kemotaksonomik ve morfolojik siniflandirmasinin = zor oldugunu ifade

etmektedirler.

Escribano vd (1998), 66 Amerikan orijinli yerel fasulye ¢esidinde 14 kantitatif ve
5 kalitatif degisken kullanarak kiimeleme analizi ile 11 gruba ayirmislardir. Bu
sonuglara gore Meso ve Andean Amerikan gruplarindan, Andean Amerikan

cesitleri 8 gruba ve Meso Amerikan ¢esitleri ise 3 gruba ayrilmistir.

Tiirker ve Tiirker (1999), veri tablolar1 olusturulurken degiskenler {lizerinde
yapilan Ol¢iimler, degisik Olcli birimlerinde olabildigini belirtmislerdir. Bu
nedenle, degiskenler arasindaki uzakliklarin hesabinda yanlis yorumlamay1 ortadan

kaldiracak basit bir doniigtimle, veriler standartlagtirilabilir.

Akar (2002), morfolojik karakterlerin giiniimiizde de kullanilan ¢ok yararli bir

yontem oldugunu belirtmistir. Ancak, incelenen 6zelliklerin ¢evre kosullarindan
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etkilenmeleri, her tiir i¢in morfolojik varyasyonun yeterli diizeyde olmayisi,
calisilan karakterlerin bir lokusla sinirlayict olusu ve bazi karakterlerin ortaya
cikmasi i¢in generatif doneme kadar beklenmesi bu yontemi genetik varyasyonu

ortaya koymada ¢ogu kez basarisiz kildigini belirtmektedir.

Carolan vd (2002), P. bracteatum, P. orientale ve P. pseudo-orientale tiirlerini
morfolojik, sitolojik ve fitokimyasal o6zellikleri ile ayirt edilebilmektedir. Fakat
bunlar arasindaki fakliliklarin her zaman net olmadigini ve tiirler arasindaki
degisikliklerin birbirine ge¢is yapabildigini belirtmektedir. Yani interspesifik
hibridizasyon olmaktadir. Fenotipik benzerliklerden dolay:1 hiicre kiiltiirlerinde
kullanilan bitkilerde yanlis teshis ¢ok yaygin olmaktadir. Bu seksiyon ig¢indeki

tiirlerin teshisi problemli olup ¢ok sayida siis ve bahge cesitleri olusturulmustur.

Deniz (2003), baz1 Papaver tiirlerinde ¢igek tozlarinin in vitro ¢imlenmesini etkileyen
faktorler {lizerine arastirmalar yapmustir. Calismada Papaver orientale, P. pseudo-
orientale, P. bracteatum ve P. somniferum tiirlerine ait cigek tozlarmin in vitro
c¢imlenme ve gelisimini etkileyen abiyotik faktorleri belirlemek amaciyla yiiriitmis
olup, farkli siikroz, borik asit, potasyum nitrat, magnezyum siilfat, kalsiyum nitrat ve
PEG dozlarmi test etmistir. Papaver tiirlerinin ¢imlenme orani, ¢im borusu olusturma
orant ve ¢im borusu uzunlugu bakimindan kullanilan besin ortamlarina tepkisinde
onemli farkliliklar oldugunu belirtmektedir. Ortam konsantrasyonlar1 igersinde en
yiiksek ¢icek tozu ¢imlenme orani %85, ¢im borusu olusturma oran1 %34 ve ¢im borusu

uzunlugu 169 um olarak P. pseudo-orientale tiiriinden elde edildigini bildirmektedir.

Arslan (2003) ve Krausch (2003)’1n bildirdiklerine gore ilk kez Tournefort’un
1700’1t yillarda Giimiishane ve Erzurum civarindan topladigi  Oxyfona
seksiyonu’na ait Ornekler Paris’de yetistirilerek Hollanda ve diger Avrupa

ilkelerine dagitilmistir.
Rezaei Osalou (2004), yapmis oldugu calismada Dogu Anadolu bolgesinden Agri,

Hakkari ve Van bolgelerinden toplanan 66 farkli populasyon kullanilmistir. Aragtirmact

Oxytona seksiyonuna ait tiirlerde sitolojik incelemelerde bulunmustur. Inceleme
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sonucunda her populasyonun kromozom sayisina gore tiiriinii belirlemistir. Buna gore
arastirma sonucunda biiyiik bir ¢ogunlukla oOrneklerde 42 kromozom ve sadece 1
ornekte 28 kromozom bulunmustur. Karisik veya tek olarak inceledikleri 6rneklerde

Papaver bracteatum’a (2n=14) rastlayamadiklarini belirtmistir.

Morfolojik markorlerin yararlar:

e Genellikle dominanttirlar. Dominant bir geni resesif genden ayirmada
kullanilir.

e Say1 bakimindan ¢ok azdirlar. Herbir ¢aprazlamada birka¢ tane bulunur.

e Herbir lokusta 2 allel bulunur.

e Analizleri ¢ok kolaydir.

e Haritalama populasyonunda yapilacak bir gozlemle kolayca belirlenirler.
Ornegin; genetik haritalamada kullanilan bazi morfolojik markérler

arasinda, arpa’da govde mumlulugu, kil¢igin kaba veya diiz olmasi,

""rachila” tiiyliiliigl gibi (Kleinhofs vd 1993, Yildirim ve Kandemir 2001).

Morfolojik markorlerin sakincalari:

e Heterozigotlar: belirleyemezler.

e Mutasyonlarla olugsmus olabilir.

o (Cevresel faktorlerden etkilenirler.

e Epistatik veya pleiotropik etkilere maruz kalirlar.
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2.3. Biyokimyasal Markorler (Enzim veya Protein Markorleri)

Morfolojik karakterlerin ¢evreden etkilenmelerini ortadan kaldirmak ig¢in
gelistirilen protein markorleri, dogrudan gen {iriinleri olduklari i¢in ¢ok O6nemli
tistlinliiklere sahiptirler. Egbaskin (ko-dominant) markor oluslari ve birim basina
maliyetlerinin diisiik olmasi1 kullanim alanlarin1 artirmistir. Ancak {izerinde
calisilacak lokus sayisinin azligi ve varyasyon oraninin diisiik olusu bu teknigin

kullanimini sinirlamaktadir.

Tanksley (1983)’ e gore enzim markorleri gen iiriini olduklari i¢in DNA
markorlerine gore sayica azdir, dokulara ve gelisme donemlerine gore degiskenlik

gosterirler ve ¢cevre faktorlerinden etkilenmelerinden dolay1 kullanimlar: sinirlidir.

Tanksley ve Orton (1983)° a gore enzim markdrleri bitki tiirlerinin
tanimlanmasinda uzun yillardan bu yana sik¢a kullanilmaktadir. Ornegin, Rick vd.
(1974), domateslerde izoenzim ¢alismalarina 1973 yilinda baslamislar ve
Lycopersicon esculantum ile Andean c¢esitleri arasindaki genetik benzerligi
arastirmada izoenzim metodunu kullanmiglardir. Bu ¢esitler arasinda ve L.
cerasiforme ve L. pimpinellifolium arasinda da Ge" allelinin yaygm oldugunu

belirtmislerdir.

Bachmann (1993)’ a gore oOnceki ¢alismalar bitki enzimlerinin ¢ok degisik
formlarda oldugunu ortaya koymustur. Izoenzimler genellikle esbaskin allele sahip
tek genle yonetilir ve lokus/allel modelleriyle acgiklanabilirler. Izoenzim
analizlerinde bitkilerin ¢esitli organ ve dokular1 kullanilabilmekte olup, analiz
yontemleri ¢ok karigik degildir. 1zoenzimlere ilaveten tohum depo proteinleri de
bircok tiirde tanimlamalarda kullanilmistir. Tohum depo proteinlerinin
kullanilmasinin 6nemi; tohumun saklanmasinin kolay olmasi, tohumun toplam
proteininden elektroforez yapilmasi ve izoenzimlerden kolay olmasindan
kaynaklanmaktadir. Enzimler ile DNA markdrleri arasindaki farklardan birisi DNA

markorlerinin sayica ¢ok fazla olmasidir. Teorik olarak DNA markoérleri genomun
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timiinii kaplamaktadir. Bir baska deyisle, genom iizerinde kodlama yapan,
kodlama yapmayan, tek kopya veya DNA dizi tekrarlarinin da bulundugu
bolgelerin hepsinde DNA polimorfizmi meydana gelebilir. Oysa enzimi kodlayan
lokuslar genom boyunca rastgele dagilim gostermemektedirler. Diger bir ifadeyle,
alloenzim markorleri genel olarak genlerin kodlama yapan dizilerindeki
farkliliklarla ve fonksiyonel enzim gruplariyla simirlidir. Bu nedenle de tiim

genomu kaplamazlar.

Bretting ve Widrlechner (1995)’ e gore bazi izoenzimler ndtr olmadiklarindan
elektroforezde sadece amino asit dizisinde bulunan gergek farkliligin sadece bir
kismini tespit ederler. Genetik c¢esitlilik ¢caligsmalarinda ayni enzimatik aktiviteye
ve elektroforetik yiiriime oranina sahip izoenzimlerin homolog olduklari

varsayllmasina ragmen amino asit analizi yapilmadan bu varsayim gecerli olamaz.

Spooner vd (1996), Solanum tuberosum ve S. palustre’ye ait 15 bireyde ve S.
fernandezianum’un 4 bireyinde genetik uzakliklarin belirlenmesi i¢gin RAPD,
RFLP, kloroplast DNA’s1 ve izozim analizi yaparak degerlendirmislerdir. Ug tiir
arasinda izozim, RFLP ve RAPD sonuclar1 genel olarak uyumlu bulunmustur.
Kloroplast DNA’s1 ise S. tuberosum ve S. palustre’nin S. fernandezianum’dan daha
fazla birbirlerine benzediklerini gostermistir. Tiirler arasinda benzerlik ise
izozimlerle daha diisiik olmus ve bunu sirasi ile RAPD ve en yiiksek RFLP olarak
izlemistir. Tiirler i¢cinde ise RFLP en diisik ve RAPD en yiiksek varyasyon

gostermistir.

Staub vd (1996)’ nin bildirdigne gore enzim markorleri genlerin irettikleri
proteinlerdir. 1zoenzimler farkli olarak vyiiklenmis protein molekiilleridir.
Elektroforez teknigi kullanilarak kolayca ayrilabilirler. Enzimler 6zel
biyokimyasal reaksiyonlar1 katalizlerler. Belirli enzimlerin substrat ve kofaktorleri
eklenerek jel iizerinde goriilmesi saglanir ve enzimatik reaksiyonlarin iriinleri
renkli olarak tretilir. Renkli iirtinler jel lizerinde goriiliir bantlar olusturur. Bu
bantlar genetik temellere sahiptir ve kodominant markdr olarak genetik bilgi

saglar. Bununla birlikte morfolojik karakterlere gore ¢ok daha yaygin
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kullanilmakla birlikte izoenzim lokuslarinin azligi ve bazi enzim sistemlerinin

cevre kosullarindan etkileniyor olmasi kullanimlarini sinirlamaktadir.

Golembievski vd (1997), Agrostis stolonifera gesitlerini belirlemek i¢in izozim
elektroforez metodunu kullanmislardir. izozim elektroforezde sinirli sayida izozim
icermesinden dolay1 olduk¢a yakin genotipler arasinda ¢ok az polimofizm
belirlenmistir. Her izozim analizi i¢in taze bitki Orneklerinin kullanilmasi
gerektigi, ayrica izozim analizi i¢in kullanilan proteinin RAPD i¢in gereken

DNA’dan daha stabil oldugunu belirtmistir.

Erisen (1998), Giineydogu Anadolu’da 5 farkli lokasyondan toplanan yabani
bugday (Tiriticum sp. ve Aegilops sp. ) tiirlerine ait populasyonlarla yapmis oldugu
izoelektrik fokuslama, A-page ve SDS-page analizleri sonucunda populasyon

iginde ve populasyonlar arasinda zengin varyasyonlarin oldugunu tesbit etmistir.

Crawford (2000)’ a gore biyokimyasal markorlerin ilk grubunu enzimler
olusturmakta olup, enzimlerde izoenzimler ve alloenzimler olarak iki grupta
toplanabilmektedir. Izoenzim farkli bir lokus tarafindan kodlanan bir enzimin
farkli molekiiler formlar1 olarak tanimlanabilir. Alloenzimler ise ayni lokustaki
farkli alleller tarafindan kodlanan bir enzimin farkli molekiiler formlaridir.
[zoenzimler bitkilerde 1960’larda kullanilmaya baslanmistir. izoenzim verileri
poliploidiyi arastirmada c¢ok degerli olup, poliploidlerin orijinini ve evrimini
arastirmada tesvik edici bir rol oynamistir. Enzimlerin ¢ok 1iyi bilinen
sinirliliklarina ragmen onlarin  kullanimlart hem genetik diizeyde hem de
organizma diizeyinde olmakla birlikte, sistematik ve evrim ile ilgili sorular
tizerinde yogunlagsmistir. Azalan ilgiye ragmen, enzim elektroforezi bitki

sistematigine onemli bir etki yapmistir ve bu alandaki 6nemini korumaktadir.

Kumlay vd (2000), protein ve DNA polimorfizmine dayanan molekiiler teknikler,

seleksiyonda etkili olan markoérlerin kullanilabilmesini sagladigint belirterek bu
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teknoloji sayesinde, yeni ¢esitlere gidilmeden bitkinin genetik olarak

modifikasyonu miimkiin olabildigini belirtmektedirler.

Yildirom ve Kandemir (2001), enzim markorleri kendi iginde alloenzim ve
izoenzim (izozim) olarak iki ana grup altinda incelenmektedir. Alloenzim, birbirinden
ayirt edilebilen allelleri bulunan enzimleri ifade etmektedir. Alloenzimler ayni genin
farkli allelleri tarafindan meydana getirilmektedir. Ancak pratikte bu kavram igin
yanlislikla izoenzim tabiri kullanilmaktadir. izoenzim, farkli genler tarafindan iiretilen,
ancak birbirine ¢ok benzeyen enzimleri ifade etmektedir. Bu kavram kargasasi
literatiirde ¢ok yaygin olarak bulunmakta ve birbirleriyle yer degistirilerek
kullanilmaktadir. Alloenzim veya izoenzimlerin birbirinden ayirt edilmeleri i¢in de

elektroforez teknigi kullanilmaktadir.

Enzim Markorlerinin Avantajlari:

e Kodominant markorlerdir.

e Analizleri ¢cabuk, ucuz ve giivenilirdir.

e (Cevreden ve diger lokuslardan etkilenmezler.

o Morfolojik markorlerden sayica fazladirlar (<10) .

Enzim Markorlerinin Dezavantajlari:

e Sayilar1 ¢ok azdir.

e Bazi izoenzimlerin ancak 6zel dokularda ve belli bir gelisme peryodunda

gozlemlenebilmesidir. Ornegin: Esteraz ve peroksidazlarda oldugu gibi.

e (ok azda olsa bazen epistatik etki gosterirler.
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Biyokimyasal markodrlere ek olarak spektrofotometrik ve yiiksek basingli sivi
kromatografisi (HPLC) gibi yontemlerle alkaloit analizlerinin verileri Papaver
cinsi i¢in olduk¢a Onemlidir. Ciinkii oxytona seksiyonu alkaloitlerce zengindir.
Ancak en fazla arastirilan tiirii P. bracteatum’ dur. 11k kez, Iran' da yetisen tiirde
yiksek oranda tebain elde edilmistir. Daha sonra Tiirkiye'de yetisen tiirde de aras-

tirmalar yapilmistir. Bunlar;

Sariyar (1977), P. bracteatum’un Tirkiye orijinli olanlarinda major alkaloit
salutaridin ve tebain olup, neopin, norsalutaridin, salutaridin N-oksid, tebain N-

oksid gibi alkaloitler tespit etmistir.

Phillipson vd (1981), Papaver orientale ve P. pseudo-orientale tirlerine ait Tiirkiye
orijinli materyaller iizerinde yapmis olduklari alkaloit arastirmalarina gore bu tiirler
daha ¢ok Kuzeydogu Anadolu bolgesinde bulunmaktadir. Tiirlere gére major alkaloit
tespiti sonucunda P. orientale tiiriine ait bitkilerde genellikle oripavin ve bir bitkide ise
mekambridin tespit edilirken, P. pseudo-orientale tiriine ait bitkilerde salutaridin,
izotebain ve alpigenin belirlenmistir. Diger yandan aymi arastiricilar incelenen tiirler
icersinden bazi P. orientale’ ye ait bitkiler de ve inceledikleri P. pseudo-orientale

tiiriiniin tamamina yakininda tebainin varligindan s6z etmektedirler.

Palavitch ve Levy (1983), Papaver bracteatum Lindl. tiirlinde tebain verimini etkileyen
kiiltiirel ve genetik faktorler tizerinde ¢alismislardir. P. bracteatum’un Lindl. genellikle
ekiminden sonraki, ikinci gelisme yilinda c¢igeklenen ¢ok yillik bir tiir oldugu
vurgulanmistir. Bu ¢alismada, erken sonbahar ekimi veya se¢ilmis bir hattin dogrudan
dikimi ile ilk gelisme yilinda yiiksek c¢iceklenme oranmin (% 96) saglanabilecegi
vurgulanmistir. Ekim zamanimin gecikmesi halinde; ilk yilda elde edilen ¢igeklenme
orant ve kapsiil verimlerinin diistiigii belirtilmistir. Sonbahar ekimlerinin kdklerden
tebain iiretimi i¢in kullanilabilecegi, bitki sikligimin yogun olmasi durumunda 2 g/m’
tebain elde edilebilecegi ifade edilmistir. Kapsiillerden elde edilen tebain oraninin
koklerden elde edilene gore ¢cok daha diisiik oldugu ve kapsiillerden gelisme doneminin
ilk yilinda 0.69 g/m?, ikinci yilinda 0.7 g/m” tebain elde edilebilecegi vurgulanmustir.

Bitki sikliginin artmasi durumunda, elde edilen bitki basina kapsiil sayist ve agirliginin
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azaldigi, ancak birim alandan elde edilen tebain verimini 6nemli derecede etkilemedigi
belirlenmistir. Tiirlerdeki mevcut kendine uyusmazlik sisteminden ve tebain igeriginin
olduk¢a yiiksek kaliimindan yararlanilarak, yiiksek verimli hibrit cesitlerin

gelistirilebilecegi de bu calisma da ifade edilmistir.

Mc Nicholas ve Martin (1984), P.bracteatum un kapsiilleri ve kokii 6nemli miktarda
tebain icerdigni belirtmislerdir. Bu alkaloit kodein’in yapiminda, iistelik morfinin rakibi

sayilan alkaloitlerin sentezinde dogal bir dnmadde olarak kullanilmaktadir.

Senol (1988), tarafindan yapilan bir c¢alismada Tiirkiye'de Munzur daglarinda
yetisen Papaver bracteatum ile Goyniik/Toklular (Bingdl)’da yetisen P. fugax
kapsiillerinde tebain, Tutak/Bozdag (Agr1) ve Aktuzla-Malazgirt’te yetisen, P.
cylindricum tiiriinlin kapsiillerinde ise narkotin miktar tayini yapmistir. Tirkiye
kokenli P. bracteatum Xkapsiillerinin tasigidi tebain miktarini, iran kokenli P.
bracteatum Xkapsiillerindeki tebain miktar ile karsilastirmak amaci ile bu iki
O0rnegin ayni sartlarda tebain miktar tayini yapmistir. Tiirk kokenli (Munzur dag)
P. bracteatum kapsiillerindeki tebain miktar1 % 1.43, Iran Kokenli (Arya II)
olaninda ise % 4.11 olarak gerceklesmistir. Tebain ile birlikte salutaridin
alkaloitinin Tiirk kokenli P. bracteatum kapsiillerinde bulunmasinin ekstraksiyon
icin bir engel teskil etmedigi goriisiinde olduklarini bildirmistir. Zira
salutaridinden tebain elde edildigi bilindiginden bu alkaloitin de kodein sentezinde
kullanilmas1 miimkiindiir. ikincisi ise salutaridin fenolik yapisi ile tebainden
ayrilmakta ve bu da ekstraksiyonda bu alkaloitin ortamdan kolaylikla
uzaklastirilmasini saglamaktadir. P. fugax tirliniin kapsiillerinde tebainin % 0.76
oraninda bulunmas tiiriin bu alkaloitin elde edilmesinde kullanilabilecegini, ancak
P. bracteatum tiiriinden sonra diisliniilebilecegini belirtmistir. Ancak tiirde sadece
tebainin ana alkaloit olarak bulunmas1 bu tiire {istiinliik saglayabilir. Ayrica her iki
tiirtin kiltir denemelerinin de yapilmasi gerektigi goriisiinii belirtmektedir. P.
bracteatum tiiriinii Iran orjinli ve Tiirkiye orijinli olarak ikiye ayirmis olup alkaloit
kompozisyonunun farkliligint bildirmistir. Buna gore Iran orijinli P. bracteatum’da
bulunan major alkaloit tebain olup, alpinigenin, alpinin, braktamin, braktein,

kodein, koptisin, koripalin, epialpinin, floripavidin, 1,4 B-hidroksikodein, 1,4 B-
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hidroksikodeinon, izotebain, mekambridin, neopin, N-metikoridaldin, o-
metilkoripallin, o-metilflavinantin, orientalidin, oripavin, oksisanguinarin,
protopin, papaverrubin B, D, E, salutaridin, tebain, tebaine N-oksid, tebain
metohidroksid, tebaol gibi alkaloitler bulunmustur (Santavy 1970-1979, Preininger
1986, Thenuns vd 1987). Tiirkiye kokenli P. bracteatum tirinde ise; neopin,
salutaridin, norsalutaridin, salutaridin N-oxid, tebain, tebain N-oxid (Sariyar 1977)

gibi alkaloitler tespit edilmistir.

Palevitch and Levy ( 1990), bir tebain kaynagi olarak P. bracteatum’ un 1slah1 {izerine
caligmalar yiriitmiislerdir. Morfinin yoklugu ve yiiksek tebain igermesi sebebiyle
P.bracteatum bagimlilik yapmayan ilaclar ile kodein iiretiminde ham madde kaynagi
olmasi agisindan bir 6neme sahip oldugu belirtilmistir. Yasa dis1 morfin ve eroin {iretimi
icin olduk¢a karmasik oldugu diisiiniilen kimyasal islemlerin aksine, tebainin, nispeten
basit kimyasal islemlerle kodeine doniistiiriilebildigi vurgulanmistir. Arastiricilar
Israil’de bu yabani tiirlerin; modern kiiltiirel uygulama ve 1slah teknikleri ile
gelistirilmesi i¢in bir dizi ¢alismalar yiiriitmiislerdir. iran’m iki farkli bolgesinden temin
edilen yabani populasyonlar igerisinde tebain igerigi bakimindan genis bir varyasyon
oldugunu tespit etmislerdir. Tebain veriminin diisiik kaliim gdosterdigi, bu yiizden
diisiik seleksiyon tepkisine sahip oldugu vurgulanmistir. Ancak kapsiillerin tebain
iceriginin yiiksek bir seleksiyon tepkisine sahip oldugu belirlenmistir. Kolkisin ile
tetraploidlestirilen bitkilerde kapsiildeki tebain igeriginin dnemli derecede arttig1 ancak,
bu bitkilerin kapsiil sayisinin diisiik olmasi sebebiyle toplam tebain veriminde az da olsa
bir azalmanin oldugu belirtilmistir. Kislar1 soguk gecen bolgelerde yapilan seleksiyonla,
erken yapilan dikim ve yetistiricilik sonucu; bu ¢ok yillik bitkilerin yliksek cigeklenme
oranina sahip olduklar1 ortaya konulmustur. Yapraktan GAj; uygulamasinin da
ciceklenmeyi arttirdig1 belirtilmistir. Ozellikle de ge¢ cigeklenen klonlarda GA;
uygulamasinin ¢iceklenmeyi arttirdigi saptanmistir. Tebain igerigini etkilemeksizin bitki
basina tebain veriminin; kapsiil sayisindaki ve biyolojik verimdeki artma sebebiyle artis
gosterdigi vurgulanmistir. Ayrica koklerde tebain igeriginin ¢igceklenme basinda en

yliksek oldugu da belirtilmistir.
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Arslan (1991), Papaver bracteatum hatlarinin kapsiilleri iizerinde yapmis oldugu
calismada tebain oranmin varyasyon gosterdigini ifade etmistir. 1987 yilinda 88
Papaver bracteatum hattindan elde edilen kapsiillerde ortalama tebain orani %1.54
(0.17-3.35) iken, 1988 yillinda deneme sonucunda 74 bitki ve bu hatlara ait 206 bitkide
ortalama tebain oran1 %1.82 (0.69-3.36) olarak tesbit etmistir.

Levy and Milo (1991), yaptiklar1 calismada P. bracteatum ve P. pseudo-orientale
tirleri ile birlikte bu tiirlerin arasinda olusturulan hibrit bitkiler, alkaloit profili ve
morfolojik degerler agisindan dikkate alinmistir. Cogu karakter konusunda hexaploit
olan P. pseudo—orientale’nin baskin oldugu belirtilmistir. Bu ¢alismanin amacinin
major alkaloitlerin kalittiminin agiklanmasi oldugunu belirtmislerdir. Major alkaloit P.
bracteatum’da tebain ve P. pseudo—orientale’de izotebain olarak tespit edilmistir.

Ayrica bu alkaloitlerin biyosentetik sirlar1 ve tiirlerin 1slah1 da tartigilmistir.

Shoyama vd (1998), HPLC ile arastirilmis o6rneklerde kantitatif tebain analizi
yapmuslardir. P. bracteatum kuru sakizinda (latex) % 40 tebain bulunmustur.
Onceki c¢alismalarda P. bracteatum’ da % 26-45 tebain oldugu goriilmiistiir
(Sharghi 1967, Lalezari 1973, Nyman vd 1979). P. pseudo-orientale belirtilen
limitin altinda goriilmistiir. F1 hibritlerde % 8-11 arasinda tebain bulunmustur.
Diger taraftan bir 6nceki makalesinde Nyman vd (1979) kuru yaprak 6rneklerinde
0.02-0.37 tebain oldugunu bildirmistir. Latex ile karsilastirinca tebain igerigi
1/1000 dir. Bundan dolay1 Oxytona seksiyonuna ait Papaver tiirleri tebain miktari
ile teshis edilebildigini bildirmisler. ELISA ve HPLC ile alkaloit tayini, kromozom
sayisi, RAPD analizleri ve morfolojik ozellikler Papaver tiirlerinin

tanimlanmasinda giivenli bir sekilde kullanilabilir.

Carolan (2002), Oxytona seksiyonuna ait tiirlerdeki/hatlardaki alkaloit analizi;
tebain, izotebain, oripavin ve salutaridin referans standart R¢ degerleri sirayla 0.54,
0.57, 0.42 ve 0.46 bulunmustur. /n vitro gelisen ve rejenere olan bitkilerde en fazla
alkaloit miktar1 (R¢ 0.57) olarak izotebain tesbit etdilmesinin yaninda bir¢cok

bilinmeyen alkaloit bulunmustur. Ornegin Papaver bracteatum 22. 30 ve 31 ile P.
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pseudo-orientale’nin 36. ve 40. hatlarinda dominant alkaloit izotebain (Rf 0.57 )
olarak bulunmus olup, ayni tiir ve hatlarda tebainenin de (R¢ 0.54) bulundugunu
bildirmistir. Ancak P.orientale’nin 35. hattinda oripavin (Rf 0.42 ) dominant

alkaloit olarak bulunmustur.

Sariyar (2002), P. orientale tiriinde major alkaloitin oripavin oldugunu, ancak
mecambridin, isotebain, salutaridin, oripavin, tebain, mecambridin, orientalidin,
alpinin gibi alkaloitlerde bulundugunu bildirmistir. P. pseudo-orientale’de major
alkaloit olarak izotebain, mecambridin ve orientalidin olup, alpinigenin, alpinin,
bracteolin, papaveroksin, papaveroksinolin, papaveroksidin, salutaridin gibi
alkaloitleri bulmustur. P. bracteatum’da ise tebain ve salutaridin major alkaloit
olarak belirlenmis olup, tebain-N-oksid, izotebain, oripavin gibi alkaloitler
bulunmustur. Bu calismada P. pseudo-orientale’de ilk olarak macrantalin,
makrantaldehid, makrantoridin, narkotindiol, papaveroksin, papaveroksinolin,
papaveroksidin ve P. bracteatum’da salutaridin-N-oksid alkaloiti belirlenmis

oldugunu bildirmektedir.

2.4. DNA Markorleri

En basit hiicre diyebilecegimiz canlilar bile karmasik bir yapiya sahip olup, cesitli
molekiillerden olusmaktadir. Bu nedenle, oncelikle ilgilenilen molekiil grubunu
hiicredeki diger kistm ve molekiillerden ayirmak ve daha sonra da, yapilacak
calismalarin durumuna gore saflastirma isleminin yapilmasi gerekmektedir. Molekiiler
biyolojideki arastirmalar, biiyiik 6l¢iide, saflastirilmis molekiillerle yapilan calismalara

dayanmaktadir.

Niikleik asit temeline dayali genetik markorlerin genom analizlerinde kullanimi
1slahcilar i¢in ihtiya¢ duyulan bir alandir. Bu markdrler kullanilarak genetik
varyasyon arastirilabilir. Ornegin birbirine ¢ok yakin olan Kkiiltiir cesitleri
ayrilabilir ve tanimlanabilir. Tirlerin taksonomik tanimlamasi yapilip, filogenetik

akrabaliklar1 bulunabilir (Lowe vd 1996). Soyagaci analizleri, baglanti
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haritalamalar1 ve seleksiyon programlarinda kullanilabilir. DNA polimorfizmi,
klasik morfolojik veya biyokimyasal markorlerden daha fazladir. Bu markorler
kullanilarak caprazlamalar1 olduk¢a zor olan tiirlerin kromozom haritalamalari

yapilabilir. Molekiiler markdrlerin buna benzer pek ¢cok avantaji vardir.

Dogadaki yabani varyetelerin toplanmasi ve molekiiler diizeyde tanimlanmasi
ekonomik degeri olan ¢esitlere yeni ve iistiin 6zellikler kazandirilmasi agisindan
onemlidir (Bothmer vd 1991). Bu varyetelerin genitér olarak kullanimi ve
molekiiler yontemlerle istenilen tiplerin sec¢imi klasik 1slah yodntemlerindeki

glicliiklerin asilmasina yardime1 olmaktadir.

Biitiin bir genomun analiz edilebilecegi DNA'y1 elde etmek i¢in az miktarda bitki
dokusu yeterli olmaktadirlar. Bitkiden alinan herhangi bir kissm DNA izolasyonu
i¢in kullanilabilir (Botstein vd 1980). DNA markorleri stabildirler, tiim dokularda
ortaya ¢ikabilirler, ekolojik kosullardan etkilenmezler (Williams vd 1990).
Epistatik ve pleiotropik etkilere hassas degildirler, kodominant ya da dominant

ozellikte olabilirler, kalitimi1 basit ilkelere sahiptir.

Tiim yliksek yapili organizmalarin (6karyotlar) genomlarindaki bir veya daha fazla
Ozelligin karakterizasyonu DNA bantlarinin ortaya koyulmasi ile olur. Farkli
biiyiikliikte ve farkli sayidaki DNA bantlarinin analizi her birey i¢in spesifiktir. Bu

bantlarin ortaya koyulmasi ile her birey i¢in DNA parmakizi elde edilmis olur.

DNA profillerinin ¢ikarilmasi ve spesifik DNA parmakizlerinin elde edilmesi su

sekilde siralanabilir;

e Bitkisel materyalin temini,

e Bitkisel materyalden DNA izolasyonu,
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e Kullanilacak yonteme gore, genetik materyalin ¢ogaltilmasi (PCR),

e Bireyler arasindaki polimorfizimin farkli molekiiler markor teknikleri ile

belirlenmesi (RAPD, RFLP, SSR, AFLP, SCAR, SSCP...),

e DNA bant profillerinin spesifik bir programda analiz edilmesi

RAPD-PCR metodu PCR’a dayali dnemli metodlardan birisi olup, tesadiifi bir
dizilime sahip 10 bazlik primerleri kullanarak in vitro sartlarda enzimatik yollarla

DNA’nin ¢ogaltilmasi esasina dayanir.

Melchinger (1990)’ ¢ gore onemli agronomik 6zelliklerin fenotipik seleksiyonu,
1slah ¢alismalarinda zaman alan bir yontemdir. Morfolojik markdérler yardimiyla
seleksiyon gibi geleneksel yontemlerde; markdrlerin azligi, pleiotropik ve epistatik
etkilerin bulunmasi ve c¢evre kosullarinin degisken olmasi gibi sorunlarla karsi
karsiya kalinmaktadir. Molekiiler markdrler yardimiyla seleksiyon ise, bu tiir
sorunlardan kaginmak ya da ¢dézmek igin bir potansiyeldir. iki ebeveynin
melezlemesinden olusturulan bitki populasyonlarindan yararlanilarak yiiriitiilen
caligmalarda, istenilen genlerle iliskili markdrler tespit edilerek bunlari islah
calismalarinda erken seleksiyon kriteri olarak kullanmak veya bu markoérlerden

haraketle ilgili genlerin klonlanmasini saglamak amag¢lanmaktadir.

Michelmore vd (1991), markdrler yardimi ile seleksiyonda basari saglamak igin
gene bagli olan 6zelligin tanimlanmasinin gerektigini belirtmektedir. Bunun ig¢in
1slah¢inin ilgili gen i¢in "ayrilmis-segregating" populasyonun olusturulmasina
ihtiya¢ vardir. Hedeflenen gen ile markorler arasinda iliski Bulk Segregant

Analizleri (BSA) ile de tanimlanabilir.

Knapp (1994), ayrica markodrler yardimiyla seleksiyon (MAS), kantitatif

ozelliklerin seleksiyonu ve kalitim mekanizmasinin arasitirilmasinda, molekiiler
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baglant1 haritalarinin olusturulmasinda ve tamamlanmasinda da potaniyel olarak

karsimiza ¢iktigini belirtmektedir.

Wilson ve Walker (1994)° DNA c¢ok kolay bir sekilde kirilabilmektedir. Bu
kirilmalarin sebepleri arasinda DNaz’lar ve izolasyon sirasinda uygulanan fiziksel gii¢
olabilmektedir. DNA izolasyonu sirasinda dokular1 ezmek i¢in sivi  azot
kullanilmadigindan dolay1 dokularin pargalanmasiyla aktif hale gecen DNaz’lar

DNA ’nin kirilmasina neden olabilmektedir.

Boskovi¢c ve Tobutt (1996), molekiiler markor teknolojileri, bitki 1slah1 ve gen
kaynaklarinin korunmasi konusunda ¢alisanlara pek c¢ok tiirde yeni ufuklar agtigini
bildirmektedir. Bununla beraber bu teknolojilerin ¢ok yiiksek maliyetlerde olmasi
tim dilinyada bazi tiirler i¢in ortak projeler yapilarak istenilen hedeflere
ulasilmasini kolaylastirmistir (Beaver ve Lezzoni 1993). Markdrler yardimi ile
seleksiyon (MAS), QTL analizleri (Beckman ve Soller 1986), karsilastirmali
haritalama (Powell vd 1996), gen izolasyon stratejileri (Vos vd 1995), gen
kaynaklarinin karakterizasyonu, filogenetik analizler ve kiiltiir c¢esitlerinin
tanimlanmasi1 gibi analizlerde kullanilan molekiiler markorler, cizelge 2.1° de
kategorize edilmistir. Her markor sistemi icin Onemli olabilecek o6zellikler

karsilastirmali olarak belirtilmistir.
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Cizelge 2.1. Farkli markor sistemlerinin karsilastirilmasi.
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2.4.1. Hibridizasyona dayali DNA (RFLP) markorleri

DNA molekiiliiniin iki zincirinin birbirinin tamamlayicisi olmas1 6zelligi nedeniyle
DNA/DNA veya DNA/RNA arasinda melez molekiiller olusturulmasi temeline
dayanan bu yoOntem, istenilen DNA parcalarinin genomdaki yerlerinin
belirlenmesini sagladig1 gibi bu pargalarin niikleotid dizilerinin arastirilmasinda da
kullanilmaktadir. Ayrica homoloji derecesine bakilarak farkli organizma gruplarina
ait genlerin ya da DNA pargalarinin niikleotid dizisi benzerlikleri arastirilarak, bu

organizmalarin yakinlik dereceleri molekiiler diizeyde tespit edilebilmektedir.

Niikleik asit hibridizasyonu, DNA'nin kromozomda yerlesim bi¢gimini bozmadan in
situ yapilabildigi gibi daha ¢ok jel elektroforezinde ayirimi yapilmis DNA ya da
RNA'nin bir filtreye aktarilmasi ("Southern" veya "Northern blotting") ve daha
sonra herhangi bir sekilde isaretlenmis tamamlayici bir niikleik asit pargasi (prob)

kullanimiyla saglanmaktadir.

Kesilmis pargalarin uzunluk polimorfizmi denilen ve c¢esitli sekillerde kesici
enzimler (restriksiyon enzimleri) ile kesilerek etiketlenmis DNA pargalarinin
(prob) arastiritlan DNA Ornegindeki benzer veya ayni dizilisdeki DNA
hibridizasyonuna dayali bir sistemdir. Kesilen DNA parcaciklarinin jel
elektroforez yontemi ile kosturularak ayristirilmasini ve bu parcaciklarin
membrana emdirilmesi (blotting) sonucunda prob DNA hibridizasyonu olaylarini

igermektedir.

RFLP (kesilmis parcalarin uzunluk polimorfizmi) teknigi kesim enzimlerinin tanidigi
bolgedeki tek niikleik asit baz degisikligini dahi tanir. Tanima yerlerinin baz dizilis
degisikligi farkli genotipler rasindaki polimorfizmin sebebi olabilir. Ancak bu
polimorfizm daha yaygin olarak kesici enzimlerinin tanidigi iki kesim bolgesi
arasinda par¢a eklenmesi (insertion) veya ¢ikarilmasindan (deletion)

kaynaklanmaktadir.
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Botstein vd (1980)’¢ gore RFLP markorleri genomik DNA'nin restriksiyon
enzimleri kullanilarak spesifik bolgelerden kesilmesini saglar ve ¢cok sayida DNA
band1 elde edilebilir. Southern blot yapilarak DNA bantlar1 elde edildikten sonra
elektroforezde ayrilarak nitroselliiloz ve naylon membrana transfer edilir. DNA
filtre edilerek sabitlestirilir ve radyoaktif olarak etiketlenmis probe DNA ile

hibridize olmaya hazir hale getirilmis olur.

Tanksley vd (1989), molekiiler tekniklerden ilki Botestein ve arkadaslar
tarafindan (1980) ortaya konan ve hibridizasyona dayali olan kesilen parcgalarin
uzunluk polimorfizmi (RFLP) teknigidir. RFLP’ler tiirlerin tanimlanmasi, genetik
haritalama, markoér yardimiyla seleksiyon gibi molekiiler biyoloji konularinda

yaygin olarak kullanilmistir.

Bretting ve Widrlechner (1995), RFLP tekniginin; DNA amplifikasyonuna dayal
molekiiler tekniklere gore pahali olmasi (Rafalski ve Tingey 1993),
radyoaktiviteye ihtiya¢ duymasi, zaman alic1 ve fazla miktarda DNA gerektirmesi

ve uygulamasinin zor olmas1 gibi dezavantajlarinin oldugu belirtilmektedir.

Bark ve Havey (1995)’e gore RFLP markorleri kodominant markorlerdir. Herbir
lokusta ¢ok sayida allel vardir. Sayilar1 morfolojik ve enzim markorlerinden ¢oktur
(genellikle <100). Bu markorlere dayali haritalarda yaygin olarak biiylik bosluklar
goriilebilir (Walton 1993). Ancak buna ragmen sik¢a kullanilmaktadir. Ozellikle
kiltir bitkilerinde genetik ¢esitlilik tespitinde, yabani tiirler ve populasyonlarda ve

Allium (soganlar) tiirlerinde kullanilmaktadir.

RFLP analizlerinin baz1 avantajlar1 ve dezavantajlar1 vardir. Bunlar;

RFLP tekniginin avantajlari:

o Tiirler, cinsler hatta familyalar arasinda transferi miimkiindiir. Bu

Ozeliklerinden dolay1 bir bitki tiirinde RFLP markdrii birkez haritalanirsa
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akraba olan bir¢ok bitki sistemi i¢in o haritalama bolgesinde potansiyel bir
markdr bulunuyor demektir. Bu olay bir¢ok tahil {iriinlinde rutin hale gelmis

durumdadir.

e @Giivenilirdir. Farkli laboratuvarlarda ve farkli arastiricilar tarafindan ayni

sonuclara ulasilabilmektedir.

e RFLP markorleri kodominant o6zellikte olduklar1 i¢in heterozigotlarin

belirlenmesinde ve karakterizasyonlarinda kullanilmaktadirlar.

e Orta diizeyde polimorfizim gdstermektedirler.

RFLP tekniginin dezavantajlari:

e Analizleri pahali, fazla zaman alic1 ve ¢ok fazla is giicli gerektirmektedir.

e (Cogu durumlarda yaygin olarak radyoaktif etiketleme yOntemi

kullanilmaktadir.

e Yiiksek kalitede DNA’ya ihtiya¢ vardir (10-20 uM).

e Az kopye edilen dizilislerin  genomlarda  belli = noktalarda
kiimelenmelerinden dolayr RFLP markorleri genom {izerinde rastgele
dagilim gostermezler. Buda haritalamay1 olumsuz yonde etkilemektedir.
Ciinkii haritalarda biiyiik bosluklar goriilebilir (Watson vd 1992, Yildirim
ve Kandemir 2001).
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2.4.2. PCR’ a dayali DNA markorleri

PCR (Polimeraz zincir reaksiyonlari) Hiicrede normal sartlar altinda
gerceklesebilen dogal DNA replikasyonunun laboratuvar sartlarinda 6zel cihazlar
""termocycler’” yardimi ile gerceklesmesi olayina denir. Burada niikleik asit
dizilerinin kalip DNA’ ya gore ¢ogaltilmas1 gerceklestirilir. Ancak, bu esleme ve
cogaltim c¢ok hizli bir sekilde ve g¢abuk oldugundan az miktardaki bir DNA
par¢asindan ¢ok fazla miktarda (2" sayida, n=dongii sayis1) DNA olusturulmaktadir
(Sekil 2.1 ve Cizelge 2.3).

1. Adin Denaturasyon

100 ; I T [ T I T l T | T T T l T
0 L
- 3. Adimn Polimerizasyon
80
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E | 13
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50 2. Adim Baglanma
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20 b | _ R g
Bir dongu
- =
20 i | i ] L 1 1 ] i | i 1 " 1 "
a 2 4 faman(dak) 8 10 12 14 16

Sekil 2. 1. PCR’ 1n ¢alisma prensibi (http//orion.ufgrs.br.depbiot. uyarlanmistir)
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Sekil 2. 2. Cift zincirli bir DNA iplikciginden PCR sonucu olusan toplam DNA miktar1
(http//orion.ufgrs.br.depbiot. uyarlanmistir)

Cizelge 2.2. PCR amplifikasyonu sonucu elde edilen DNA molekiilii miktari
(Watson vd 1992)

Dongii | Elde Edilen DNA Dongii Elde Edilen DNA Dongii Elde Edilen DNA
NO Molekiilii Sayist NO Molekiilii Say1st NO Molekiilii Say1si

1 2 |11 2048 | 21 2.97152
2 4112 4096 | 22 4. 94304
3 8113 8192 | 23 8.388608
4 16 | 14 16384 | 24 16.777.216
5 32 | 15 32768 | 25 33.544.432
6 64 | 16 65536 | 26 67.108.864
7 128 | 17 131072 | 27 134.217.728
8 256 | 18 262144 | 28 268.435.456
9 512 | 19 524288 | 29 536.870.912
10 1024 | 20 1.048576 | 30 1.073.741.824

Botstein vd (1980), a goére Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) tekniginin ortaya
koyulmasi ile RAPD (Random/Amplified Polymorfic DNA), SSR (Simple
Sequence Repeat), AFLP (Amplified Fragment Length Polimorphism) markor

sistemleri de gelistirilmistir.

PCR, Kary Mullis (K. B. Mullis, U.S. patent 4 683 195, Temmuz, 1987) tarafindan

gelistirilmis olup, molekiiler biyolojinin hizli bir sekilde gelismesinde katalizor
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olmustur (Steffan ve Atlas, 1991). PCR metodu adli tiptan ekolojiye ve DNA
diagnostik ¢alismalarindan temel arastirmalara kadar her alanda uygulanma firsati
bulmustur. PCR tekniginin hizli bir sekilde kabul gérmesinin sebebi onun basitligi,
kolaylig1 ve hizindan dolayidir (Kumar 1989). PCR’1n ¢alisma prensibi ise ¢ok az
miktardaki (genellikle ng diizeyindeki) kalip DNA’da istenen bolgelerin in vitro
kosullarda enzimatik yollarla milyonlarca kez ¢ogaltilip, jelde yiiriitiildiikten sonra
boyanarak goriintiilenmesi seklindedir. PCR tekniginin uygulanmasi thermocycler
iginde in vitro kosullarda gerceklestirilmekte olup, gerekli reaksiyon karisimi kalip
DNA’y1, niikleotid karistmin1 (dNTPs), bir ya da iki tane oligoniikleotid primeri,
DNA polimeraz enzimini, tampon ¢oOzeltisini ve MgCl, igerir. Calismada
kullanilacak kalip DNA incelenecek organizmalardan cesitli yontemlerle elde
edilir. Primerler kalip DNA da c¢ogaltilmak istenen bolgeye Ozeldirler ve PCR
primerleri genellikle 10-33 adet baz igermektedirler. PCR tekniginde giiniimiizde
en yaygin olarak kullanilan polimeraz enzimi Taq polimerazlardir. Bu enzim
optimum 72°C sicaklikta calismakta olup, 94°C gibi yiliksek sicakliga da
dayaniklidir.

Genomik DNA'nin kisa oligoniikleotid primerler kullanilarak amplifikasyonu,
amplifikasyon protokolii ve reaksiyon kosullarina kars1 duyarlidir. Hedef DNA'nin
konsantrasyonu, oligoniikleotid primer, Mg, DNA polimeraz miktarlari, DNA
kalitesi ile "yapigsma-annealing" sicakligi gibi termalcycler parametreleri DNA
amplifikasyonunu etkiler. Bundan dolayr kritik parametreler molekiiler
tekniklerden herhangi birisinin ¢alismalarina baslamadan O©nce optimize

edilmelidir

PCR' 1n ¢alisma prensibi ard arda tekrarlanan {i¢ basamaktan olusur;

e (ogaltilacak DNA’nin yiiksek sicakliklarda denatiirasyonu ve bu islem

sonucunda tek sarmalli poliniikleotid zincirinin olusturulmasi,

e Kullanilan primerlerin olusturulan bu tek zincirli DNA molekiiliinde hedef
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bolgelere baglanmasi,

e DNA polimeraz enzimi kullanilarak primerlerin DNA  zincirini

tamamlayacak sekilde uzatilarak tekrar ¢ift zincirli DNA olusturulmasidir.

PCR tekniginde yapilan bu ii¢ basamak bir dongiiyii olusturur ve dongii sayist 25-

60 kez tekrarlanir.

PCR tekniginin kullanim alanlari

Tan1 veTeshis

e Genetik Yapis1 Degistirilen Bitki veya Mikroorganizmalarin Tespiti

e Molekiiler Klonlama (DNA Klonlamasi1)

e DNA Baz Dizilislerinin Belirlenmesi

e Genetik Akrabalik Tesbiti ve Adli Tip Vakalarinin Tesbiti

Polimeraz enzimleri

[k termostabil DNA polimeraz sicak su kaynaklarinda yasayan Thermus
aquaticus’dan izole edilerek saflastirilan Taq polimerazdir. Bu enzim 110 kD
agirliginda olup, 95 °C daki yar1 omrii yaklasik 40 dakika kadardir. G + C’ lerce
zengin bazlara sahip hedef DNA’lar amplifikasyonda daha etkili olmaktadir. Bu
enzim ayn1 zamanda genis bir Mg™ iyon konsantrasyonunda (2-10 mM) aktiftir.
Boyle bir durum, ayni reaksiyon tiiplinde 2 veya daha fazla ve farkli hedef DNA
sekanslarinda ayni reaksiyon ortaminda amplifikasyonu saglamaktadir (Multipleks

PCR).
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Son yillarda bir¢ok termostabil enzim izole edilmis ve denenerek basarili sonuglar
alinmistir. Bunlar arasinda Thermococcus litoralis’den Vent polimeraz, Thermus
thermophilus’dan Tht polimeraz ve Pyrococcus furious’dan da Pfu polimeraz
enzimleri elde edilmistir (Cizelge 2.3). Bu {i¢ termostabil enzimin birbirinden ve
Taq polimerazdan bazi dstiinliikkleri bulunmaktadir. Soyleki; Taq polimerazin
3’—>5° ekzoniikleaz aktivitesi bulunmamaktadir. Bu nedenle DNA’nin
amplifikasyonu sirasinda yanlis bazlarin siraya girmesi halinde (her 1000 bazda bir
baz) bunlar1 taniyarak ¢ikaramamakta, bdylece sentez devam etmekte ve uygun
olmayan bir polimerizasyon gerceklesmektedir. Bazlarin bu yanlis dizilmesi
problemi ortama katilan baz sayisinin ve MgCl, iyon konsantrasyonunun
azaltilmasi ile giderilmeye c¢alisilmistir. Vent polimeraz’in 3°—5° ekzonilikleaz
aktivitesi ve yanlisliklar1 diizeltme 6zelligi bulunmakta olup, ortamda fazla dANTP
ve MgCl, iyonlart bulunmasi durumunda Taq polimeraz’dan daha iyi sonug

vermektedir.

Cizelge 2.3. Polimeraz Enzimleri ve Kaynaklar1 (http//orion.ufgrs.br.depbiot.)

DNA Polimeraz Dogal veya Rekombinant |Kaynak

Taq Dogal Thermus aquaticus
Amplitaq® Rekombinant T. aquaticus

ér;%?gf ;‘lragmen H® Rekombinant T. aquaticus

Hot Tub™ Dogal Thermus flavis
Pyrostase™ Dogal T. flavis

Vent™ Rekombinant Thermococcus litoralis
Deep Vent™ Rekombinant Pyrococcus GB-D

Tth Rekombinant Thermus thermophilus
Pfu Dogal Pyrococcus furiosus
ULTma™ Rekombinant Thermotoga maritima

TM: Ticari Marka R: Kayitl ve Tescilli Marka

Arn (1999), termostabil DNA polimeraz enziminin PCR' da kullanilmaya baglanmasi
arastirma ve klinik laboratuvarlarinda rutin olarak yapilan deneylere teknolojik
olarak biiyiik bir avantaj sagladigim1 belirtmektedir. Onceleri kullanilan

Escherichia coli’nin DNA polimeraz I enziminin Klenow fragmenti sicakliga
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dayanikli olmadigi ig¢in, her PCR dongiisiinde denatiirasyon asamasindan sonra
yeniden enzim ekleme zorunlulugu duyulmaktaydi. Ancak giinlimiizde kullanilan
termostabil DNA polimerazlarla bu sorun ortadan kalktigindan enzimin

amplifikasyonun baslangicinda tiiplere konulmasi yeterli olmaktadir.

2.4.2.1. RAPD (Rastgele oligoniikleotid primerleri ile cogaltilmis polimorfik
DNA’lar)

6-10 niikleotid uznlugundaki baslatici (primer) DNA’lar kullanilarak genom
tizerinde rastgele bolgelerin DNA amplifikasyonu gergeklestirilir. Bir primer
kullanilir. Ancak, bunlar her iki iplikte de 5'—>3’ yoniinde calisir. Dolayisiyla
kullanilan primerin DNA {izerinde birbirine yakin iki bolgeye yapisabildigi genom

bolgelerinin amplifikasyonu yapilir.

PCR (polimeraz zincir reaksiyonlar1)'in kesfi ile DNA polimorfizimini arastiran
yeni markdr sistemleri ortaya koyulmustur. Bunlardan biri olan RAPD markorleri
Williams vd (1990) ve Welsh ve Mc Clelland (1990) tarafindan; basit, kisa
oligoniikleotid primerler kullanilarak genomik DNA'nin tesadiifi olarak dagilmisg
segmentlerle amplifikasyonu olarak tanimlanmaktadir. Amplifikasyon {irtinleri
agaroz veya poliakrilamid jel elektroforezde ayrilabilir ve etidyum bromid ya da
glimiis nitrat boyamasi1 ile goriintiilenebilmektedir. RAPD teknigi markor
teknolojisinde uygulanmasindaki kolaylik, sentetik oligoniikleotidlerin ¢ok fazla
sayida bulunmasi ve kolay olmasi, RFLP'nin tersine diisiik miktarda ve diisiik
kalitede DNA' ya gereksinim duyulmasi gibi nedenlerden otiirii tercih edilen

markorlerdir.

Devos ve Gale (1992), diger PCR esashi teknikler gibi RAPD teknigi de haritalama
ve karakterizasyon ¢alismalarinda daha az zamana, ¢aligmaya ve gidere gereksinim
duyulmas1 nedeniyle daha ¢ok tercih edildigini bildirmektedir. Ozellikle RAPD
yontemi ¢ok az bir DNA pargacigina gereksinim duymalarindan 6tiirii bir¢ok bitki

tiiriinde beklenilen diizeyde sonuglar vermistir.
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Dweikat vd (1993), tahil tiirlerine ait ¢esitlerin pedigri analizlerinin RAPD-DGGE
ile incelenmesine yonelik bir arastirmada; Denature Gradient Jel Elektroforezin
(DGGE) RAPD analiziyle kombine edilmesi sonucunda ¢ok yakin ¢esitler arasinda
bile tekrarlanabilir DNA polimorfizminin elde edilebilecegini, bir ya da iki
primerle ekmeklik bugdaylar1 sertlerden; iki sirali arpalari, 6 siralilardan ayirt
edebilmisler ve DGGE-RAPD tekniginin DNA’ daki polimorfizmi belirlemek i¢in
RFLP, Agaroz-RAPD ya da poliakrilamid-RAPD yontemlerinden daha giivenilir

sonug¢ verdigini ileri stirmiiglerdir.

Kubota vd (1993), RAPD analizi Papaver cinsi oxytona seksiyonu tiirleri ve fl
hibritlerini kolay teshis i¢in Japonya da yayginlagmakta oldugunu ve kanun disi

yetistirilmis Papaver tiirlerini tanimada kullanildigini bildirmektedir.

Barriga vd (1994), RAPD’in genetik belirleyici olarak kullanabilmesi amaciyla
yaptiklar1 calismada genomik DNA’dan sec¢ilmis primerler ve optimize edilen
reaksiyon kosullarinda tekrarlanabilir amplifikasyon iiriinleri elde ettiklerini, bunu
etkileyen faktorlerin ise DNA, Mg ve polimerizasyon yogunluguna ek olarak

yapisma (annealing) ve polimerizasyon siiresi dongiileri oldugu belirtilmislerdir.

Hallden vd (1994), Hevea sp. klonlar1 arasinda morfolojik varyasyonlar ¢ok farkl
olmadig1 i¢in morfolojik ozelliklere dayali fenotip belirlenmesindeki zorlugun

RAPD markorleri ile giderildigini belirtmislerdir.

Lavi vd (1994), RAPD markoérleri zaman ve maliyet yoniinden olumlu olmasina
ragmen, dominant markdr olmalar1 nedeni ile yorumlanmasinin zorlugu, kompleks
olmas1 ve tekrarlanamamasi, hatta bazi durumlarda tekrarlanan biiyiikk bantlarin
kullanildigr durumlarda bile varyasyonun genetik ya da degisik mikroorganizma
kokenli kontaminasyon veya amplifikasyon sirasinda meydana gelen bir sorundan
m1 kaynaklandiginin tespit edilememesi bu markorlerin olumsuz ydnleri oldugunu

bildirmislerdir.
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McDonald vd (1994), misir, pamuk, soya fasulyesi, bugday ve kirmizi iiggiiliin
tanelerinden ekstre ettikleri DNA’lardan RAPD yontemiyle DNA {iriinlerini elde
ettiklerini ve bu yoOntemin yetismekte olan bitkinin dokusuna gereksinim
duyulmadan yapilan, ucuz, basit ve hizli bir yontem oldugunu ve diger tiirlere de

uygulanabilecegini kanitlamiglardir.

Karp ve Edwards (1995), RAPD markoérleri; genetik baglanti haritalarinin
olusturulmasi, gen isaretleme, ¢esit tanimlamasi, yerel cesitler arasi genetik
cesitlilik ve filogenetik arastirmalarda kullanildigi gibi, RFLP teknigiyle
karsilastirildiginda daha yiliksek diizeyde polimorfizm belirlenmesinden dolay1
ozellikle tiir 1i¢i genetik c¢esitlilik ¢alismalarinda ¢ok yaygin olarak

kullanilmaktadir.

Mouzeyar vd (1995), RFLP ve RAPD markorleri yardimi ile aygigceginde mildiyd
hastaligina dayanikliligi temsil eden P/1 lokusuna bagli markorleri bulk segregant
analizi (BSA) ile belirlemislerdir. Mildiy6 hastaligina dayanikli ve hassas hatlar
arasindan yapilan melezlemeden elde edilen F, dollerinden 135 bitkide 2 RFLP ve
1 RAPD mark®ériiniin P/1 lokusu ile baglantili oldugunu bildirmislerdir.

Vos vd (1995)° nin bildirdigine gore daha sonra RAPD-PCR metodun
prensiplerinden yararlanilarak AFLP, SSR gibi bir ¢ok molekiiler metotlar ortaya
konmustur. AFLP ve SSR tekniklerinin {iretilebilirlikleri ve polimorfizm diizeyi
RAPD-PCR metoduna gore daha yiiksektir. RAPD-PCR metodunun, genetik
varyasyonun arastiritlmasinda, bitkilerin genetik haritalarin ¢ikarilmasinda ve
markor yardimiyla seleksiyonda yogun olarak kullanilmasinin nedeni, metodun
diger molekiiler metotlara goére daha ucuz, daha az DNA gerektirmesi ve

otomasyona uygun oldugunu bildirmisler.

Weising vd (1995), yapmis olduklar1 ¢alismada RAPD-PCR yonteminde DNA’nin
temiz olmasi 6nemli olup, az miktardaki parcalanmasi PCR {iriin profilinin degismesine
sebep olmaktadir. DNA’da meydana gelecek yiiksek miktarda pargalanma ise

amplifikasyonun yapilamamasina yani PCR iiriiniiniin olusmamasina neden olmaktadir.
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Demede vd (1996), RAPD markoérlerini kullanarak 28 patetes genotipinin genetik
farkliligin1 arastirmiglardir. 12 primer araciligi ile 158 DNA fragmenti amplifiye
olmustur. Bu fragmentler 490-3200 bp biyiikligiindedir. Bu c¢alismada 158

amplifikasyon {iriiniinden 30 tanesinin polimorfik oldugu tesbit edilmistir.

Maughan vd (1996), molekiiler markdrleri kullanarak soyada tohum agirligini
kontrol eden kantitatif 6zellik lokuslarinin (QTL) tanimlanmasi, tohum agirliginin
genetik temelinin karakterize edilmesinin, soyanin boriilce ve yesil boriilce ile
tohum agirligin1 kontrol eden genleri paylasip paylasmadigini belirlemek amaci ile
RAPD, RFLP ve SSR gibi markdr tekniklerini kullanarak 91 polimorfik genetik
markor ile analiz yaparak, soyanin boriilce ile tohum agirligi genini paylastigi

belirtmislerdir.

Stockinger vd (1996), markorler yardimiyla seleksiyonda genelde fazla sayida
bireyle calisildigi icin PCR'a dayali markoérler tercih edildigini belirtmektedirler.
Yaptiklar1 calismada, Emperor Francis kiraz ¢esidinin mikrosporlarindan elde
edilmis olan kallus kiiltiirlerinden kismi baglant1 haritalar1 olusturulmustur. Kallus
kiiltiirleri ile 2 alloenzim ve toplam 79 adet RAPD primeri kullanilarak 90 RAPD
markor elde etmislerdir. Bu c¢alisma sonucunda 10 baglanti (linkage) grubu

tizerinde 89 markor haritalanmistir.

Doldi vd (1997), Orta Avrupa’da yetisen 18 soya genotipinde protein igerigi
yliksek genotiplerin se¢imi i¢in genetik farkliligt RAPD ve mikrosatellit (SSR)
teknikleri kullanarak arastirmislar. Burada elde edilen sonu¢da RAPD ve SSR’in

ikisi birlikte kullanilinca ¢ok giivenilir sonuglar alindig1 gézlemlenmistir.

Dweikat vd (1997), DNA tabanli markorlerle sec¢imin artik uygulanabilir
oldugunu, RAPD markoérlerinin bugday 1slahinda tek ya da ¢ok genli sap arilarina

dayaniklilik genlerinin se¢iminde ¢ok dnemli bir strateji oldugunu bildirmislerdir.
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Menkir vd (1997), kiltiri yapilan 190 Sorghum bicolor ¢esidinde taksonomik
iliskiyi ve genetik farkliligi belirlemek icin RAPD markorleri kulanmislardir.
Kiiltiiri yapilan genotipler arasinda yiliksek oranda varyasyon belirlenmistir.
Calismada kullanilan 82 primerden 53 tanesi 220 RAPD bandi olusturmustur.

Polimorfizm orani1 %74 olarak bulunmustur.

Parani vd (1997), S. alatum’ da ki Phyllody hastaligina dayanikliligini S.
indicum’a aktarmak icin yaptiklar1t melezleme sonucu elde ettikleri hibritleri test

etmek amaci ile protein, izozim ve RAPD markorlerini kullanmislardir.

Eser (1998), Aegilops speltoides ve Aegilops mutica’dan kiillemeye dayaniklilik
i¢in aktarilan genlerin mayotik davraniglarini sitolojik ve molokiiler belirleyicilerle
(RAPD ve izozimler) izlemistir. Bunun i¢in yaptigi ¢alismada, RAPD analizi
sonuclarina gore A. speltoides’e 6zgii 8§ ve A. mutica’ya 0zgii ise 6 bandin
belirlendigini ve bunlarin kiillemeye dayaniklilik i¢in potansiyel belirleyiciler

olabilecegini ileri slirmiistiir.

Shoyama vd (1998), Papaver cinsine ait; Papaver somniferum, P. setigerum, P.
bracteatum ve P. pseudo-orientale tirleri ile P. bracteatum ve P. pseudo-orientale
tiirlerinin hibritlerini parmak izi karakteri olarak RAPD analizi ile incelemislerdir.
F1 hibritlerin genetik olarak ana-baba bitki karakterinin ortasinda oldugu tesbit
edilmistir. 18 primer kullanarak 14 DNA o6rneginden 120 bant elde edilerek RAPD
parmak izi gosterilmistir. Degisik primerler kullanilarak ebeveynler ve hibritler
arasindaki genetik mesafe hesaplanmigtir. Nei ve Li yontemleriyle her tiir
arasindaki mesafe matrisi hesaplanarak gosterilmistir. Her iki ana-baba arasinda
genetik mesafe 0.427 ancak F1 hibrit ve ana-baba arasindaki mesafe 0.338 ve
0.215 olarak belirlenmistir. Bundan dolay1 F1’lerin ana-baba arasinda oldugu
belirlenmistir. Elde edilen dendogram Papaver setigerum ve P. somniferum’u diger

tiir ve hibritlerden ayirmaktadir.
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Cao vd (1999), RAPD tekniginin yanhls siniflandirilmis orneklerinin yeniden
siniflandirilmasinda kullanilabilirligini arastirdiklar1 c¢alismada; RAPD analizi
sonuclart dogrultusunda elde edilen benzerlik katsayisini kullanalarak yapilan
dendogramlara gore 5 T. diccocum benzeri, 1 T. timophevi benzeri ve 6 T.
monoccocum benzeri Orneklerin ayirt edildigini agiklamislardir. Bu sonuglarin
sitolojik calismalarla da dogrulandigini, arastirma sonuglarina gore RAPD
analizinin genetik materyalin siniflandirilmas1 ve bazi tiirlerin belirlenmesinde

kullanilabilecegini bildirmektedirler.

Sencicek (2000), susamda fenotipik olarak farkli olan 52 populasyon arasindaki
morfolojik ve genetik farklilig1 tespit i¢cin 13 farkli morfolojik karakter kullanarak
38 populasyona kadar indirmis olup, bunlar1 da RAPD markdrleri kullanarak
degerlendirmistir. Morfolojik markdrler ile olusturulan dendogram RAPD
markorleri ile olusturulan dendogramla karsilastirilinca RAPD markorlerinin daha

glivenilir sonuglar verdigini bildirmistir.

Dilbirligi (2003), molekiiler teknikleri kullanarak bugday kromozomlar iizerinde
hastalik genlerini fiziksel ve genetik olarak haritalamistir. Bugday bitkisinde
mevcut bilinen 269 hastalik geni bulunmustur. RAPD, AFLP, STS, SSR ve RFLP
markorleri kullanarak genetik olarak haritalamigtir. 110 hastalik geni DNA
parmakizi ve biyoinformatik metotlar yardimiyla klonlamis ve haritadaki yerlerini

fiziksel olarak belirlemistir.

Budak vd (2004), tohum ve vejetatif Buchloe dactyloides (manda ¢imi) biyotipleri
ile yaptiklar1 ¢alismada; 30 farkli primer kullanarak biyotipler arasindaki
farkliliklar1 SSR, ISSR, SRAP ve RAPD yontemi ile belirlemislerdir. Buna gore;
ortalama genetik benzerlik SSR’ da 0.52, ISSR’de 0.51, SRAP’ de 0.62 ve RAPD’
de 0.57 olarak tespit edilmistir. Ayrica bu (ISSRs, SSRs, RAPDs ve SRAPs) 4
farkli markor teknigide kendi aralarinda karsilastirilirken RAPD ve SRAP
indekslerinde yliksek korelasyon r: 0.73, RAPD ve SSR arasinda r: 0.24 ve ISSR
ve SSR arasinda r: 0.63 olarak bulundugunu belirtmislerdir. Bu verilerin yakin

akraba cesitlerde genetik benzerligi ifade etmede giivenle kullanilabilecegini
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bildirmislerdir.

RAPD analizlerinin baz1 avantajlar1 ve dezavantajlar1 vardir. Bunlar;

RAPD tekniginin avantajlari:

e (Cabuk sonug¢ vermesi, ucuz olmasi ve az is gilicii gerektirmesi,

e Az miktarda DNA’nin yeterli olmasi ve

e Polimorfizm oraninin yiiksek olmasindan dolayr otomasyona uygunluk

gostermesidir.

RAPD tekniginin dezavantajlar:

e Giivenilirligin sinirli olmasi,

e Farkli laboratuvarlarda farkli sonuglar hatta bir ""termocycler’” cihazindan

digerine farkli sonu¢ vermesi,

e Dominant markér vermesi ve bu yolla elde edilen markdrlerin diger

haritalara transfer edilemeyisi gelmektedir.

2.4.2.2. AFLP (¢ogaltilmis parca uzunlugu polimorfizmi)

Restriksiyon enzimleri ile kesilmis DNA fragmentlarinin seg¢ici amplifikasyonu
temeline dayanir. Coklu bantlar, tesadiifi bolgelerde DNA markorleri igeren

amplifikasyon reaksiyonunda olusturulur. DNA analizleri, her 6érnekten 50 ile 100
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bant elde edilecek sekilde sonuglanir. AFLP analizleri ile heterozigot ve homozigot

bireyler arasindaki farklilik tespit edilebilmektedir.

Russel vd (1997), kiiltiirii yapilan 18 arpada genetik varyasyonu belirlemek i¢in
RFLP, AFLP, RAPD ve SSR gibi molekiiler teknikler kullanmiglardir. Bu dort
markor tipininde polimorfizmi belirlemede farkli etkilerinin oldugu tesbit
edilmistir. AFLP ve RFLP’ nin sonuglar1 birbirlerine benzerlik gostermesine

ragmen SSR diisiik, RAPD ise daha diisiik sonu¢ vermistir.

Yee vd (1999), Vigna angularis’ de yaptiklar1 c¢alismada iki farkli gen
havuzundaki bireylerin genetik benzerligini tesbit icin AFLP ve RAPD markor
sistemlerini kullanmiglardir. 58 birey arasinda 214 AFLP ve 57 RAPD banti
genetik farkliligi belirlemistir. RAPD primerleri ile ortalama 3.2 polimorfik bant
belirlenirken, AFLP primerleri ile reaksiyon basina ortalama 11.3 polimorfik bant
tesbit edilmistir. AFLP degerleri RAPD degerlerinden daha onemli ve kesin

sonuglar vermistir.

Ergiil (2000)’ e gore AFLP teknigi RAPD tekniginin dezavantajlarin1 gidermek
tizere gelistirilmistir. Bu teknikte DNA o6nce birisi 6, digeri 4 taban tasiyan iki
kesim enzimi tarafindan kesilir. Kesilen pargalarin ucuna niikleotid dizilisi bilinen
sentetik DNA’lar eklenir. Bu sentetik DNA’nin niikleotid dizilisini de tasiyan
baslatict DNA’larin kullanimi1 ile kismen spesifik olan DNA c¢ogaltilir. Bu
cogaltma islemi iki asamada gerceklesir. I: Her iki u¢gdan DNA kesim enzimlerinin
tanidig1 diziden sonraki ilk niikleotide goére segici ¢ogaltimin yapildigt 6n iiretim.
ITI: Asil iiretimde On iiretimden elde edilen parcalarin kullanimi ile kesim enzimi
tanima yerinden sonraki 2. ve 3. niikleotidler i¢in secici Uretim yapilir. Biitiin
baslaticilar sentetik ug¢larin niikleotid dizisini de tasidigi igin iiretim oldukga
spesifik sartlarda gerceklesmis olur. Uretilen parcaciklar bir baz uzunlugunun
farkin1 dahi ayirt edebilen poliakrilamid jelde yiriitilerek farklilik gosteren

parcaciklar tesbit edilmis olur.
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AFLP teknigi asamalar1 kisaca asagidaki gibi siralanabilir (Ergiil 2000).

e DNA'nin restriksiyon enzimleri ile kesilmesi (EcoRI / Mse I) ve biyotinle
isaretlenmis 2 adaptor kullanilarak restriksiyon fragmentlarinin uygun bir

DNA ligaz ile birlesmesi,

e Birlestirilen bu adaptorlere uygun primer ile restriksiyon fragmentlerinin

preamplifikasyonu,

e Bu fragmentlerin 6zel olusturulan ve radyoaktif isaretlenmis primerlerle
gergek amplifikasyonu ve poliakrilamid jel elektroforez (PAGE) de

kosturulmasi.

Hodkinson vd (2000)’ e gore AFLP parmak izleri genomik DNA y1 pargalayarak
kesilmis bolgeleri amplifiye edecek sekilde yapilmaktadir. Elde edilen parmak
izleri tekrarlanabilir ve genomda degisik lokuslarda yaygin informatik markorler

saglanmakta oldugu belirtilmistir.

Carolan (2002), Papaver cinsi Oxytona seksiyonuna ait tiirlerden Papaver
bracteatum’ a ait in vitro kiltiir hatlarinda gelisen ve olgunlagmis bitkilerden
gelisen kallus kiiltirlerinde AFLP ile genetik varyasyonu bulmaya calismistir.
Rejenere bitkiler morfolojik ve fitokimyasal olarak ana bitkilerden degisiklik
gostermislerdir. Papaver bracteatum’ da bulunan dominant alkaloitlerden tebain,
olgunlagsmis hatlardan gelisen bitkilerin kapsiillerinde bulunamamistir. Bundan
dolay1 genetik uniform yap1 bozulmustur. Onun yerine Papaver pseudo-orientale’
de bulunan izotebain bulunmustur. AFLP teknigi ile oxytona seksiyonu soyagaci
iliskisinde 3 tiir olarak ayirdedilmektedir. Fakat in vitro ¢alisilan bitkiler Papaver
pseudo-orientale’ ye benzemektedir. Fitokimyasal ve kromozom sayisi ¢aligmalari
tohumlarin hibrit oldugunu gostermekte olup, in vitro ¢aligmalarin somaklonal
varyasyon olmayip genetik iiniform kaybi tohumdan kaynaklanmaktadir. AFLP

parmakizi analizi metod olarak oxytona’ ya ait tiirleri ayirmak ve alloploidiyi
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bulmak i¢in kolaylik sagladigini bildirmistir. AFLP tahillarda ve diger bitkilerde
klonal varyasyonu bulmak i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir (Mackill vd 1996;
Paul vd 1997; Waugh vd 1997; Hodkinson vd 2002). Phyllostachys gibi birgok
yliksek bitkide kullanilmis (Hodkinson vd 2000) olup, Oxytona seksiyonuna ait
Papaver tiirlerinde ilk kez kullandiklarini belirtmektedir. AFLP de kullanilan iki
primer kombinasyonu ile 254 polimorfik markér elde edilmis olup, 146 s1
polimorfizm gostermistir. AFLP analizinden NJ den elde edilmis olup genetik
benzerlik gosteren hatlar belirtilmistir. Oxytona seksiyonuna ait 3 tiirde 3 grup
gorilmiistiir (Papaver bracteatum, Papaver orientale ve Papaver pseudo-
orientale). In vitro gelisen bitkiler Papaver pseudo-orientale hatlar1 ile benzerlik
gostermistir. Primerlerin her setinden (grubundan) olusan dendogram her iki

primerden olusan dendogram ile benzerlik gostermistir.

AFLP tekniginin avantajlari:

e RAPD’den yavas RFLP’den hizlidir.

e Masraf, is giicii ve giivenirlik agisindan RAPD ve RFLP arasindadir.

e (Cok sayida ayni anda etkili bir sekilde tarama yapmasi nedeni ile parmak

izi analizine ¢ok uygundur.

e Sayilar1 RAPD ve RFLP’den daha fazladur.

e Genomik DNA’nin bilinmesine gerek yoktur.

e Polimorfizm orani ¢ok yiiksektir.

e Bu 6zelliklerinden dolay1 otomasyona uygundur.
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AFLP tekniginin dezavantajlari:

e (Cogunlukla dominant markor verirler. Ancak son zamanlarda kodominant

markdrde verdigi bildirilmistir.

e Farkli genetik haritalar arasinda transferleri giictiir.

2.4.2.3. STS (dizini etiketlenmis alanlar)

STS teknigi RFLP giivenilirligini ve PCR kolayligin1 biraraya getiren bir tekniktir.
Niikleotid dizilisi bilinen az kopyali RFLP problarindan yeterli uzunlukta (16-24
niikleotid) baslatict DNA’lar gelistirilmektedir. Baglatict DNA’lar ile genomik
DNA iizerinde ¢ok spesifik sartlarda DNA {iretimi yapilmasi ile RFLP probunun

temsil ettigi lokus ¢cogaltilmaktadir.

Farkli genotiplerden iiretilen DNA’larin 4 niikleotid tasiyan bir seri kesim enzimi
ile kesilmesi sonucu iiretilen parcalarin i¢indeki tek niikleotid degisikligi bile

tanimlanabilmektedir.

STS tekniginin vantajlari:

e (Cogunlukla kodominant 6zellikte markor iiretmektedirler.

e Kullanimi RFLP’ye gore ¢cok daha kolay, ucuz ve hizlidir.

e RAPD gibi az miktarda DNA yeterlidir.

e Baglatict DNA’larin iyi secilmesi sart1 ile farkli haritalar arasinda transferi

mumkindir.
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e Teknik otomasyona uygundur.

STS tekniginin dezavantajlari:

e {lgili RFLP probunun niikleik asit dizilisinin bilinmesini ve buna gére bir

cift baslatict DNA gelistirilmesini gerektirmesidir.

e Polimorfizm orani orta diizeydedir.

2.4.2.4. SSR ve mikrosatellitler (basit dizin tekrarlar1 veya STMS)

Okaryotik genomlarda bulunan ardisik tekrarlanan 2-6 niikleotitli gruplara
mikrosatellit denir. (AT),, (GT),, (ATT), ve (GACA), gibi. Burada n ardisik

tekrar sayisidir.

SSR primerlerinin iiretiminde genel olarak 3 farkli yaklasim tercih edilmektedir.
Bunlar; 1. Genomik DNA kiitiiphanelerinin SSR  oligoniikleotidlerinin
hibridizasyonu yulu ile gozlemlenmesi, II. DNA veri bankalarinda SSR’larin
arastirtlmasi, III. Akraba bitki tiirlerinde gelistirilmis olan SSR’da spesifik

primerlerin kullanimidir.

Tekrarlanan bir dizi klonlanir ve bu tekrarlanan diziyi c¢evreleyen niikleotidler
belirlenir. Buna primerler yapilir. 11-60 bazlik tekrarlara VNTR ’lar da denir. Basit
dizi tekrarlar1 kodominant markdorler olup her bir lokusta ¢ok sayida allel bulunur.
Dizi analizi gerektirir, ancak bir ¢ok tiirlin gen bankalarinda tiirlerin belirlenen dizi

tesbitleri giin gectikge artmaktadir.

SSR ilk olarak insanlarda tanimlanmig (Litt ve Luty 1989, Weber ve May 1989)
ayni bulgular hizli bir sekilde memelilerden farelerde yapilan ¢alismalar ile bunu

izlemis (Love vd 1990) daha sonra domuzlarda (Johansson vd 1992) ve sigirlarda
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(Kemp vd 1993) yapilan ¢alismalarla devam etmistir. Bu potansiyel ile bitkilerde
birgok tiir i¢in olduk¢a 6nemli olan bu markorlerin basarili olarak izole edilmesi ve

uygulanmasi baslamistir.

Bitkiler aleminde ilk calismalar tarla bitkileri ile olmus; soya (Akkaya vd 1992,
Morgante ve Olivieri 1993), piring (Wu ve Tanksley 1993, Zhao ve Kochert 1993),
arpa (Saghai Maroof vd 1994) ve bugday (Roder vd 1995) gibi bitkiler ile oldukca
yakin zamanda SSR'larin karakterizasyonu bahce bitkileri tiirlerinde iiziim
(Thomas ve Scott 1993) ile mese (Dow vd 1995), okaliiptiis (Byrne vd 1996),

Swietenia humilis (White ve Powell 1997) gibi orman agaglarinda baglamistir.

SSR markorleri 1-4 arasinda tekrarlanan niikleotid motifleri icerir (Braaten vd
1988, Vergnoud 1989). Bu bolgeler "mikrosatellit" olarak adlandirilir (Litty ve
Luty 1989) ve PCR (Saiki vd 1988) da bireysel olarak amplifiye olurlar. (GT),
veya (CT), gibi birbiri arkasina tekrar eden 2 den 10 a kadar tekrarli olabilen

dizinlerdir.

Lui vd (1995), Paspalum vaginatum’un 46 ekotipi arasindaki polimorfizmi
belirlemek amaci ile SSR analizini kullanmiglardir. Mikrosatellit lokusunda
meydana gelen farkli bir allel tekrarlanan niikleotid sayisindaki ve tekrarlanan
bolgenin uzunlugundaki degisim farkli allellerin olusumuna neden oldugunu

bildirmektedirler.

Yamamoto vd (2001)°’ e gore her SSR lokusu o6zellikle tek bir lokusu temsil
edecek sekilde diizenlendigi i¢in analitik olarak basittir. Genom boyunca homojen
olarak dagilmistir. Bu markorler PCR' a dayali markdrler olmasi nedeniyle az
miktarda DNA' ya ihtiya¢ duyulmaktadir. Her SSR lokusu bir ¢ift primer ile
tanimlanir bu nedenle laboratuvarlar arasi primer degisimi kolaydir (Gianfi-
anceschi vd 1998). Bu primerler tiirici ve tiirleraras1 kullanilabilir. Ornegin,
Brassica (Szewc-McFadden vd 1996), Actinidia (Weising vd 1996) ve Prunus
tirlerinde (Cipriani vd 1999, Downey ve Lezzoni 2000, Cantini vd 2001)
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tiirleraras1 amplifikasyon basarili bir sekilde gerceklestirilmistir. Fakat cinslerarasi
ve familyalar arasi kullanimi ile ilgili ¢ok az referans vardir. Bu tip markorler
tiirlerin bireysel olarak genotiplerini ortaya koyarlar (Powell vd 1996). Bu nedenle

cesit tammmlamasinda 6nemli bir yere sahip olduklarini belirtmektedirler.

SSR tekniginin vantajlari:

e Oldukca polimorfiktirler. Bundan dolay1 bitkilerde yiiksek oranda bilgi

vermektedirler.

e Bitki genomunda oldukg¢a bol olup uniform bir dagilim gosterirler. Ornegin;
Bugday genomu her 704 kb’da bir (GT), grubu ve her 440 kb’da bir (GA),

grubu igerir.

SSR tekniginin dezavantajlar:

Yeni markdr gelistirilmesi i¢in genomik DNA klonlarinin  tekrarlanan
oligoniikleotid iceren problarla hibridizasyon yolu ile bulunmasi, niikleotid
dizilerinin belirlenmesi ve yanyana tekrarlanan yapilarin baslangi¢ ve bitis
yerlerinden 6zel baglatict DNA’lar gelistirilmesi gerekmektedir. Buda oldukca

fazla is glicli gerektiren pahali bir islemdir

2.4.2.5. SCAR (dizin karakterli ¢cogaltilmis bolgeler)

Bir polimorfik RFLP veya RAPD klonlanir ve dizi analizi yapilir. Bu spesifik
fragmente gore 2-24 niikleotidlik PCR primeri sentezlenir. PCR’de ¢ogaltiimig
spesifik primerleri bir kesim enzimleri ile kesilir. Sonucta DNA’daki biiytikliik

degisimi tesbit edilir.
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SCAR tekniginin avantajlari:

e Kodominant markorler olup sayilar1 fazladir.

e Her bir lokusta ¢ok sayida allel vardir.

e SCAR’lann iiretilebilirligi RAPD’den daha iyidir.

e Bu markodrler RFLP’den daha kolay ve hizli bir sekilde tespit edilebilir.

SCAR tekniginin dezavantajlari:

e RAPD bantlar1 tekrarlanan DNA dizileri ile hibridize olma ihtimalinden

dolay1 spesifik bir klonu ¢ikarmak miimkiin olmayabilir.

e Uzun zaman alir ve is¢iligi fazladir.

2.4.2.6. SSCP (tek parcali kontrol edilen polimorfizm)

SSCP tek zincirli DNA’nin molekiil i¢i etkilisimi sonucu her zincirin farkli formda
katlanip kivrilmasiyla degisik konformasyonlarin olusmasina ve poliakrilamid
jelde farkli hizda hareket etmesi iizerine kurulmus bir yontemdir. Mutasyon igeren
DNA molekiilii tek baz bile farkli olsa normal dizide degisik bir yap1
olusturacagindan farkli yerlerde bandlasma gézlenmektedir. Normal ve incelenen

ornek arasinda fark olmasi mutasyonun varligini géstermektedir.

Nokta mutasyonlarinin DNA dizi analizi ile kesin olarak teshis edilebilmesine ragmen
taranacak DNA fragmenti biiyiidiik¢e teshis siiresi ve analiz maliyeti artmaktadir. Bunu
onlemek amaciyla mutasyon igceren gen, kisa DNA pargaciklart (200 bp) halinde

amplifiye edilip SSCP yontemiyle taranarak mutasyonun bulundugu fragment belirlenir.
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Boylece, biiyiik bir genin tiimiinii analiz etmek yerine sadece mutasyon igeren parcanin
incelenme siirecini kisalttigi gibi maliyeti de azaltmaktadir. Burada asil amag

mutasyonun bulundugu bolgeyi belirlemektir.

Seifert vd (1997), tir diizeyinden daha alt seviyede SSCP yoOnteminin

kullanilabilecegini bildirmistir.

Banke vd (1997), Aspergillus ve Penisillum tiirlerinin tiir alt1 diizeyde teshisinde SSCP

ya da heterodubleks analiz metodlarini kullanmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Arastirma yerinin iklim ve toprak ozellikleri

Arastirma, Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarla Bitkileri Boliimii deneme
tarlasinda yiirlitiilmiistiir. Deneme tarlasinin toprak analizleri Toprak ve Giibre

Arastirma Enstitiisii Miidiirliigli’ nde yapilmistir.

Denemenin kuruldugu 2000-01, 2001-02 ve 2002-03 bitki yetistirme donemi boyunca
kaydedilen deneme yerine ait iklim faktorleri; aylik toplam yagis (mm), aylik ortalama
sicaklik ('C) ve aylik ortalama nispi nem (%) degerleri ile uzun yillar ortalama degerleri

Metoroloji Genel Miidiirliigiinden temin edilmistir.

3.1.2. Bitki materyali

Calisma materyali iki ana gruptan olusmaktadir. Birincisi; ¢ogunlukla Dogu
Anadolu Bolgesinde A8, A9, BS, B6, B7, B8, B9, B10 ve C5 karelerinde bulunan
Oxytona seksiyonuna ait tiirler farkli lokalitelerden toplanarak Ankara Universitesi
Ziraat Fakiiltesi Tarla Bitkileri Bolimii deneme tarlasina ekimi yapilan
orneklerden olusmustur. Materyallerden 24’ ii ad1 gecen karelerden toplanan 192
farkl1 lokalite icersinden tek bitkiler segilerek saglanmustir. Ikincisi ise; Ankara
Universitesi 6gretim elemanlariim 1972-73 yillarinda Petter Goldblatt ile birlikte
Tiirkiye’nin gesitli yorelerinden toplayarak Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi
Tarla Bitkileri Boliimii deneme tarlasina ekimi yapilan ve halen yetistirilen 264
bitkiden 29 tek bitki secilerek alinmistir. Toplanan materyallerin lokaliteleri

Cizelge 3.1 ve Sekil 3.1’ de verilmistir.
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Cizelge 3.1. Calismada kullanilan bitkiler ve toplama lokaliteleri

Sira No | Kiitiik (Protokol) Toplanan Bolge
No
1 PB1 A.U.Z.F. Deneme Tarlasi Rakim 858 m
2 PB2 A.U.Z.F. Deneme Tarlasi
3 PB3 A.U.Z.F. Deneme Tarlasi
4 PB4 A.U.Z.F. Deneme Tarlasi
5 PB5 A.U.Z.F. Deneme Tarlasi
6 PB7 A.U.Z.F. Deneme Tarlasi
7 PB9 A.U.Z.F. Deneme Tarlasi
8 PB10 A.U.Z.F. Deneme Tarlasi
9 PB99 A.U.Z.F. Deneme Tarlasi
10 PB100 A.U.Z.F. Deneme Tarlasi
11 PB101 A.U.Z.F. Deneme Tarlasi
12 PB246 A.U.Z.F. Deneme Tarlasi
13 PB248 A.U.Z.F. Deneme Tarlasi
14 PP60 A.U.Z.F. Deneme Tarlasi
15 PP70 A.U.Z.F. Deneme Tarlasi
16 PP121 A.U.Z.F. Deneme Tarlasi
17 PP122 A.U.Z.F. Deneme Tarlasi
18 PP141 A.U.Z.F. Deneme Tarlasi
19 PP147 A.U.Z.F. Deneme Tarlasi
20 PP249 A.U.Z.F. Deneme Tarlasi
21 PP251 A.U.Z.F. Deneme Tarlasi
22 PO73 A.U.Z.F. Deneme Tarlasi
23 PO74 A.U.Z.F. Deneme Tarlasi
24 PO169 A.U.Z.F. Deneme Tarlasi
25 PO170 A.U.Z.F. Deneme Tarlasi
26 PO180 A.U.Z.F. Deneme Tarlasi
27 PO181 A.U.Z.F. Deneme Tarlasi
28 PO240 A.U.Z.F. Deneme Tarlasi
29 PO244 A.U.Z.F. Deneme Tarlasi
30 1 Kars, Akyaka, Kayakoprii-Demirkent Koyii, Karscay: Rakim 1568 m
31 3 Kars, Arpacay, Tasdere koyi, Cirisli1 ~ Rakim 1951 m
32 12 Kars, Sarikamig, Yagbasan 1 Rakim 2044 m
33 19 Kars, Sarikamig-Horasan, Soganli 10  Rakim 2220 m
34 22 Kars, Merkez, Melik Koy A3 Rakim 1739 m
35 47 Agri, Tutak, Hamur 7 Rakim 1887 m
36 59 Kars, Sarikamig, Yagbasan 3 Rakim 2044 m
37 83 Erzurum, Tortum-Narman, Kiregli 6 Rakim 2229 m
38 84 Erzurum, Tortum-Narman, Kireg¢li 7
39 121 Erzurum, Merkez, Palandoken B3 Rakim 2177 m
40 124 Erzurum, Merkez, Palanddoken C2
41 136 Erzurum, Pasinler, Hamam Deresi 1 Rakim 1849 m
42 139 Erzurum, Pasinler, Hamam Deresi 4
43 144 Erzurum, Pasinler, Hamam Deresi 9
44 147 Erzurum, Pasinler, Hamam Deresi 12
45 148 Erzurum, Pasinler, Hamam Deresi 13
46 149 Erzurum, Horasan-Eleskirt, Sarican 1 ~ Rakim 2216 m
47 155 Erzurum, Horasan-Eleskirt, Sarican 7
48 157 Erzurum, Horasan-Elegkirt, Sarican 8
49 159 Agri1, Tutak-Hamur, Hamur 1 Rakim 1817 m
50 163 Agri1, Tutak-Hamur, Hamur 4
51 169 Mus, Bulanik, Hayat Yaylas1 2 Rakim 1746 m
52 178 Mus, Bulanik, Hayat Yaylas1 4
53 185 Mus, Bulanik, Hayat Yaylasi 11

PB: Papaver bracteatum, PP:

Papaver pseudo-orientale ve PO: Papaver orientale

62




| 1 | 2 | 3 | . L L 1 | 8 | 9

.
g T
‘1.

ey

.-"umﬁ!t‘/:-"‘-|srn
|

I ESMISEHIR

foMaNss

ey |
IR |

BURDUR
L
ANTALYA

Sekil 3. 1. Calismada kullanilan bitkiler ve toplama lokalitelerinin harita tizerinde
goruntisu

3.2. Yontem

3.2.1. Morfolojik ve kimyasal karakterler

Calismada  kullanilan  bitki ~ materyallerinin =~ morfolojik  karakterlerinin
belirlenmesinde Tiirkiye florasi (Davis 1965-1988) ve bu konuda yazilmis olan
kaynaklar (Goldblatt 1974, Bernath 1998) dikkate alinmistir. Tespit edilen en
belirgin karakterler genel olarak sunlardir; bitki boyu, yaprak boyu, ¢igek sapinin
kaginc1 yapraktan gelistigi, tomurcuk goriinlimii, brakte varligi, sepal sayisi,
ciceklenme zamani, petal sayisi, petal rengi, petal eni, petal boyu, petalde leke
varligi, lekenin eni, lekenin boyu, kapsiil boyu, kapsiil eni, kapsiildeki 151n sayist,
tepecik sekli, tepecik iizerinde alkaloit sizmasi ve tebain alkaloitinin olup olmadigi

gibi ozelliklerdir.

Bu o6zellikler bazi bitki orneklerinde tespit edilebilirken bir kisminda iklim
sartlarindan dolayr 2000-2001 doneminde bitki c¢ikist olmadigir igin tespit
edilememistir. Bitkilerde tarla ¢ikis1 eksik olmasi ve bu konuda Sangwan vd

(2000)’ nin yapmis olduklar1 ¢calisma dogrultusunda direk tohumlarin kullanilmasi
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disiiniilerek DNA izolasyonu yapilmistir. Bitkinin yabanci tozlasma potansiyelinin
yiiksekliginden dolay1r bu yontemden vazgecilmistir. Daha sonra 2001-2002
doneminde ise bu ve benzeri iklime bagli faktorler dikkate alinarak alternatif

tiretim sekli olan kasalarda yetistirme ile bu dezavantajlar giderilmistir.

Bitkiler yaklasik olarak % 30-40 civarinda yabanci tozlasma gosterdiklerinden
dolay1 tamami tek bitki tohumlarindan yetistirilerek elde edilmistir. Dolayisiyla
tarla sartlarina bagli olan calismamizda 2001-2002 de biitiin olumsuz sartlar
ortadan kaldirilmis olup, calisma materyalleri yeniden gdzden gegirilmistir. Buna
gore; Papaver bracteatum tiriinden 13, P. pseudo-orientale tiriinden 8§, P.
orientale tiiriinden 8 ve Dogu Anadolu Bolgesinden toplanan tiir teshisi
yapilmamis olan bitkilerden de farkli bolgelerden (lokalite) 24 farkli breylerden
olusan populasyonda (Cizelge 3.1) morfolojik ve molekiiler ¢calismalar yapilmistir.
Morfolojik incelemede asagida belirtilen karakterlerin 6l¢iim ve gozlemleri 2002-
2003 doneminde yapilmistir (kullanilan latince terimlerin agiklamalar1 Ek 6 da

verilmistir).

Bitki boyu (cm): Bitki boyu toprak seviyesinden kapsiil tepesine kadar olan kisim
olarak belirlenmis olup metre ile 6l¢lilmiistiir. Bitki ¢ok yillik olmasindan dolay1
ikinci yildan itibaren bir bitkide birden fazla gdvde bulunabilmektedir. Hepsinin

Ol¢iilmesi sonucu bitki boyu belirlenmistir.

Yaprak boyu (cm): Yaprak 6l¢limii tabanda bulunan ve ilk ¢ikis gdsteren rozet

yapraklarin gelismesinden olusan ana yapraklarda yapilmistir.

Cicek sapimin kac¢inc1 yapraktan gelistigi (adet): Cicek sap1 lizerinde bulunan
yapraklar sayilarak her yapragin bulundugu yer (bogum) tespit edilerek
belirlenmistir. Son yaprak bitki sapinin ¢iktig1 yer olarak kaydedilmistir. Ancak
kapsiiliin dibinde bitisik olarak bulunan kaolin yapraklar sayilmamistir. Bunun
nedeni ise kaolin yapraklar seksiyonda ki biitiin tiirlerde bulunmadig: i¢in dikkate

alinmamustir.
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Tomurcuk goriiniisii: Tomurcuklar ¢igcek agmadan birkag giin 6nceki goriintimleri

ile kaydedilmistir.

Brakte sayis1 (adet): Tomurcugun dibinde kaolin yapraklardan kii¢iik, kaliksle
kaolin (govde) yapraklar arasinda bulunan pulsu yapraklarin sayilmasi ile

belirlenmistir.

Kaliks (sepal) sayis1 (adet): Tomurcukta petallerin lizerinde koruyucu olarak

bulunan yesil renkli ¢anak yapraklarin sayilmasi ile tespit edilmistir.

Ciceklenme zamani: Ciceklenme zamani, tomurcuklarin ag¢ilmasindan hemen

sonra petallerin burusukluklar1 diizlesirken tespit edilip kaydedilmistir.

Petal sayis1 (adet): Petal sayisi, inceledigimiz bitkilerin ¢igeklerindeki korolla

(petaller) parcalar1 sayilarak tespit edilmistir.

Petal rengi: Petal rengi, inceledigimiz bitkilerin ¢iceklerinde renk tonu

farkliliklar1 normal gozle tespit edilerek kaydedilmistir.

Petal eni (cm): Petallerin eni bir cetvel yardimiyla olgiilerek belirlenmistir.

Petal boyu (cm): Petallerin boyu bir cetvel yardimiyla 6lgiilerek belirlenmistir.

Petal leke sekli: Petal leke sekli, bitkilerde lekenin petal iizerindeki konumu (yok
veya var, var olanlar; ortada veya tabana kadar) gorsel olarak belirlenmis ve

kaydedilmistir.

Petal leke eni (cm): Petal {izerinde leke varsa bu lekelerin eni bir cetvel yardimi

ile olgiilerek kaydedilmistir.
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Petal leke boyu (cm): Petal {izerinde leke varsa bu lekelerin boyu bir cetvel

yardimui ile dlgiilerek kaydedilmistir.

Kapsiilde lateks (siit) sizmasi: Kapsiilde alkaloit sizmasinin varligi petaller
dokiildiikten sonra belirginlesmeye baglamaktadir. Kapsiil iizerindeki stigmatik
1sinlarin arasinda ve iizerinde nokta seklinde lekeler lateks sizmasi olarak kabul

edilerek kaydedilmistir.

Kapsiil eni (mm): Kuru olan Kapsiiliin en genis kism1 kumpasla dl¢iilerek bitkide
var olan biitiin kapsiiller sayilmis ve her bitki icin ortalama deger tespit edilerek

kaydedilmistir.

Kapsiil boyu (mm): Sapin sona erdigi bogum ile stigmanin en iist noktasi arasi
kumpasla dl¢iilmiistiir. Bitkide var olan biitiin kuru kapsiiller 6l¢iilmiis ve her bitki

i¢in ortalama deger tespit edilerek kaydedilmistir.

Kapsiil 151n sayis1 (adet): Papaver cinsine ait bitkilerde stigmatik 1sinlarin her biri
kapsiil igindeki plesantaya karsilik gelir. Kapsiilde plesanta sayisini belirlemek i¢in
tepecikde bulunan 1sin sayisi tespit edilmistir. Her bir bitkide var olan kuru

kapsiilerdeki 1sinlar sayilarak ortalamalari alinmis ve kaydedilmistir.

Kapsiil tepecik sekli: Tepecik sekli her bitkide normal ¢iplak gozle yapilmis olup,
gerekli notlar alinarak kaydedilmistir. Buna gore kuru kapsiil tepesi; diiz, dis
biikey, i¢ biikey, ortasi hafif sivri, ortasi sivri u¢lar1 yukar1 ve uglar1 yukari i¢i diiz

seklinde gruplandirilmistir.

Tebain alkaloitinin varhg1 (%): Kimyasal bir 6zellik olan alkaloit igerigi; kuru
kapsiillerin tamaminin ogiitiilmesi ile elde edilen toz materyalden TMO (Toprak
Mahsulleri Ofisi) Bolvadin  Alkaloit fabrikasinda HPLC yontemi ile tespit

edilmisgtir.
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HPLC yontemi ile oxytona seksiyonuna ait bitkilerde tebain miktar tayini

1. 0.5 mm biiylikliigiinde 6giitiilmiis numuneden 200 mg hassas olarak tartilmistir.

2. %S lik asetik asitle 1sitilarak bir gece oda sicakliginda bekletilmistir.

3. Pamuklu kolundan gegcirilerek %5 lik asetik asitle 50 ml ye tamamlanmstir.
Tamamlanan numune renkli seselere doldurulmustur.

4. 50 ml ye tamamlanan ekstraktan 10 ml alinip ve amonyak ile pH 9’a

getirilmistir.

pH 9’ a ayarlanan ekstraktan 10 ml kloroforma ¢ekilmistir (1:1).

Kloroform faz1 TLC ye spotlanmustir.

Numuneden 20 pl, 1:1 lik standartdan 1 pl spotlanmustir.

© =N »n

Once morfin banyosuna konmus (metilen klorid 84, metanol: 14 %10 luk
Amonyak 2) kurutulduktan sonra yabanci alkaloit banyosuna konmustur
(Benzen 80: Etanol 20: Amonyak 0.3).

9. 15 cm yiiksekliige gelince yabanci alkaloit banyosundan ¢ikarilir ve %60 lik
konsatre siilfliriik asit puskiirtilmiistiir. Eger TLC iizerinde sar1 spot lekeleri
olusmus ise tebain var demektir.

10. Daha sonra TLC 15 dakikaligma 105 °C deki etiive konmustur. Etiivden
c¢ikarildiktan sonra;

e Morfin mor menekse renk
e Narkotin kahverengi mor menekse renk
e Codein kirmizimsi mavi renk
e Tebain agik mor menekse renk
e Papaverin gri renk
e Narkotin (Noskapin) mat kirmizi renk vermektedir.
11. Tebain oldugu tespit edilen numuneler (artan 40 ml numunelerden) HPLC de

analiz yapilmstir.

HPLC 1050
8.2 g NaAc 2 It saf suda coziildiikten sonra adi siizge¢ kagidindan siiziilmektedir.
Glasial asetik asit ile pH 3.6 ya ayarlanmistir. 1760 ml alinir ve bunun {izerine ; 180 ml

Asetonitril, 60 ml Etanol ve 60 ml THF konarak miktar tayini yapilmistir.
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Kolon: 300 mm x 3.9 mm Bundapak C18
Akis : 1.5 ml/dk
Standart: 0.1 mg/ml

3.2.2. istatistik degerlendirmeleri

Calismada kullanilan 53 bitki 6rneginde 20 farkli morfolojik ve kimyasal 6zellik
incelenmistir. Incelenen 6zelliklerin farklilik veya yakinligini ortaya koymak
amaciyla hiyerarsik kiimeleme analizi programi: (SPSS 11.0 for windows)

kullanilarak istatistik analizler yapilmistir.

3.2.3. RAPD markorleri

3.2.3.1. Materyalin elde edilmesi

Dogal floradan toplanan bitki érnekleri Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarla
Bitkileri Boliimii deneme tarlasina ekilmistir. Morfolojik goézlemler ig¢in
gelismeleri takip edilmis olup, gelisen bitkilerden 15 Nisan tarihinde uygun
sartlarda (Sekil 3.2), gen¢ yapraklar DNA izolasyonu i¢in kiigiik posetlere alinarak
buz kaplari ile laboratuvara tasinmistir. Daha sonra sivi nitrojene (-196.6 C)

daldirilip -80 'C de muhafaza edilmistir.
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Sekil 3. 2. DNA izolasyonunda kullanilan bitkinin rozet (taban) yapraklarindan 6rnek
yaprak alimi1

3.2.3.2. DNA'nin izolasyonu ve saflastirllmasi

Bu islemde DNA'min kimyasal ve fiziksel etkilere maruz birakilmas: ile diger
molekiillerden ayrilmasi saglanmaktadir. DNA bulunduran biyolojik materyalin
kimyasal bir degisiklige ugramasina firsat vermeden siv1 nitrojen (siv1 azot) ile fiziksel
olarak ogiitme islemi gerceklestirilmektedir (Sekil 3.3). DNA kimyasal olarak
¢Oktiiriilebilir ve bu islem i¢in en ¢ok kullanilan kimyasal madde etanoldur. Ayrica
¢Okelmeyi artirict izopropanol gibi bazi kimyasallar da bu islemde yer almaktadir.
Fiziksel uygulamada ise santrifiij kullanilmistir. Santrifiij donme hizi, ayrilmasi istenen
molekiiliin agirhigina gore degiskenlik gostermektedir. Calismada kullanilan tiim
¢oOzeltilerin igerigi Ek 1’ de verilmistir. Calismada kullanilan bitkilerden iki sekilde
DNA izole edilmistir;

Tohumdan DNA izolasyonu

DNA, tohumdan modifiye yontemler kullanilarak izole edilmistir.
1. Tohumlar (0.10 g) mikrosantrifiij tliplerine yerlestirilerek tizerlerine 400 pl
ekstraksiyon tamponu (Ek 1) eklenerek 30 dk bekletilmistir.
2. Tohumlar ezildikten sonra 400 pl daha ekstraksiyon tamponu ve 80 ul %2’lik
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SDS eklenerek iyice karistirilmistir.

3. 65 'C’de 30 dk bekletilmistir.

4. Ornekler 0 'C’de 15000 rpm’de 15 dk santrifijje edilip, istte kalan kisim
(slipernatant) alinmistir.

5. Siipernatanta 500 pul 5 M potasyum asetat eklenerek karigtirililip 30 dk buz
iistiinde bekletilmistir.

6. 15000 rpm’de 10 dk santrifiij edildikten sonra siipernatant yeni tiiplere
alinarak iizerine 1:1 oraninda kloroform izoamilalkol (24:1) soliisyonu
eklenip karistirilmistir.

7. 15000 rpm’de 10 dk santrifiij edildikten sonra siipernatant yeni tiiplere transfer
edilmistir.

8. Uzerine 500 pl etanol (%96) ve 250 pul 0,3 M Sodyum asetat solusyonu ilave
edildikten sonra 20-40 dk —20 "C’de bekletilmistir.

9. Sonra 6rnekler 15000 rpm’de 15 dk santrifiij edilerek siipernatant atilmis ve
cokelti 400 pl buzda sogutulup, %70 etanol ile yikandiktan sonra 15000
rpm’de 2 dk santrifiij edilmistir.

10. Vakumda kurutulan 6rnekler 50 ul TE (Ek 1) i¢inde ¢oziilmiistiir.

11. Elde edilen DNA’larin saflik konsantrasyonlar1 Slgiilerek +4 "C’de veya -20
"C’de saklanmustur.

izole edilen DNA’da RNA bulasiklig1 oldugu durumlarda RN,, A eklenerek protokolde

6. maddeden sonraki kisim tekrar edilmistir.
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Sekil 3. 3. Taze yapraklarin sivi nitrojen icersinde fiziksel olarak 6giitiilmesi

Geng ve taze yapraklardan DNA izolasyonu

Geng ve taze yapraklardan DNA izolasyonu i¢in Sangwan vd (2000) nin modifiye

ettikleri CTAB (cetil three metil amonyum bromid) yontemi uygulanmaistir.

1. Sivi nitrojenle toz haline getirilen yapraklarin tizerine 2 x CTAB (Ekl)
tampondan (3 buffer: 1 yaprak olacak sekilde) ekleyerek sicak su
banyosunda 65 'C’de 30 dak hafifce alt-iist ederek bekletilmistir.

2. Daha sonra tiipler 10.000 rpm devirde 15 dk santrifiij edilerek siipernatant

yeni tiiplere alinmigtir.

3. Siipernatant miktarinca kloroform: izoamilalkol (24:1) eklenerek 4000 rpm

devirde 10 dk santrifiij edildikten sonra siipernatant yeni tiiplere alinmistir.

4. 3. maddedeki islem 1/10 hacimli 55C %10 CTAB soliisyonu ile

tekrarlanmistir.
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10.

11.

12.

Stipernatantin 1.5 hacmi kadar CTAB (Ek 1) yogunlastirict iizerine
dokiilerek yavasca karistirilmistir. Olusan DNA’lar 4000 rpm devirde 5 dk

santrifiij edilerek slipernatant atilmistir.

Dipte olusan DNA’ lar 100 pl %80 etanol ile yikanarak saflagtirilmistir
(eger DNA kirli ise yikama islemi birden fazla tekrarlanabilmektedir).

Alkol vakumla ugurularak pellet STE (Ek 1) de ¢Oziilmiistiir.

1 miktar DNA, 2 miktar etanol ve 1/10 hacim 3 M sodyum asetat soliisyonu

ilave edilmistir.

25-50 pl pellet LTE (Ek 1) de ¢oziilerek 100 mg/ml 1-2ul DNA’s1z RN,, A
ile 35 'C de 30 dk inkiibe edilmistir.

Kloroform izoamilalkol (24:1) ve 1/10 hacim 3 M sodyum asetat ile

ekstraksiyon yapilmistir.

DNA miktarimin iki kati %90’ lik etanol eklenerek yogunlastirma ve

temizleme islemi gergeklestirilmistir.

Daha sonra pellet vakumda kurutularak alkol uzaklastirilmigtir.
Yogunlagtirilmis DNA 50 pl LTE de ¢oziilerek RAPD reaksiyonlarinda
kullanilmak iizere istenilen konsantrasyonda seyreltilebilmeleri i¢in DNA
yogunluklart 6l¢lilmek lizere +4 ‘C ve -20 'C de saklanarak hazir hale

getirilmistir.
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3.2.3.3. DNA konsantrasyonu

DNA' nin miktar ve saflig1, spektrofotometrede 260 ve 280 nm dalga boylarinda elde
edilen degerlerden belirlenmigstir. 1 optik dansite (OD) ¢ift iplikli DNA i¢in 50
pg/ml, tek iplikli DNA veya RNA ic¢in 40 pg/ml ve oligoniikleotidler i¢in 20
ng/ml' ye karsilik gelmektedir. Bu ¢alismada izole edilen DNA ¢ift iplikli oldugundan

miktar tayininde asagidaki formiilden yararlanilmistir:

DNA (pg/ml)=260 nm'deki OD (Absorbans degeri) x sulandirma orani x 50

DNA miktar1 ve temizligi Eppendorf  marka spektrofotometre
(BIOPHOTOMETER) de &l¢iilmiistiir. DNA miktar1 RAPD reaksiyonlar1 i¢in 50

ng’a seyreltilmistir.

3.2.3.4. MgCl, konsantrasyonu

Hazir halde gelen ve igersinde 25 mM MgCI, bulunan stoktan ¢alismada;l1.5, 2.5,
3.5, 4.5 ve 6.0 pl seklinde MgCl, kullanilmistir.

3.2.3.5. Primer secimi ve konsantrasyonu

Oligoniikleotid primerler, primer sentezi yapan laboratuarlardan elde
edilmektedir. Gen ¢ogaltilmas1 dahil PCR' in bir¢ok uygulamalari i¢in kalip DNA' ya
tamamen tamamlayict olan primerlere ihtiya¢ vardir. Primer tasarimi yapilirken
cogaltilmasi istenen DNA dizisinin iki ucundaki dizisi bilinen kisimlar dikkate alinir.
Bu boélgelere tamamlayici olan primerler tasarlanir. Primer tasarimi yapmak i¢in
bilgisayar programlar1 da gelistirilmis olmakla beraber, ¢ogu zaman arastiricilar
ilgilendikleri genleri ya da DNA parcalarin1 ¢ogaltmak i¢in kendileri primer tasarimi
yapmak durumundadirlar. Tasarim yapilirken miimkiin oldugunca dort bazin esit

sayida kullanimina dikkat edilmektedir. Sonucu olumsuz etkileyici istenmeyen
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olusumlar1 en aza indirgemek i¢in Onem verilmesi gereken bazi noktalar vardir.
Bunlar;

e Primerlerin polipiirin, polipirimidin ya da tekrarli bolgeler icermemesi,

e Primer ¢iftlerinin 3' u¢larinin birbirine ya da primer i¢indeki bir bdlgeye

tamamlayici olmamasidir.

Calismada 45 adet primer kullanilmistir (Cizelge 3.2). Bu primerlerin konsantrasyonun
belirlenmesi i¢in yapilan ¢alismalarda stok solusyondan her pl’sinde 10 pmol 10
mer’lik primerden 200 nM olacak sekilde ayarlanmistir. Bu stok solusyondan 1,

1.5 ve 2 pul kullanilarak bant olusumlar1 gézlenmistir.

Ayrica primerlerin Tm degerlerinin hesaplanmasi gerekmektedir. Tm degerlerinin
hesaplanmasi i¢in kullanilan cesitli formiiller vardir. Bu ¢aligmada asagidaki formiil

kullanilmastir.

[(A+T lerin sayis1) x 2 'C + (G+C lerin say1s1) x 4 C]
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Cizelge 3.2. RAPD analizinde kullanilan primerler, baz dizilisleri, GC (%) oranlar1

ve Tm 1silar1 ('C)

% GC Oranlan Tm Sicakhiklar:
Primer ismi Primer Dizini (5°..3%) (OC)
1 RAPDI1 CGC AGT ACTC 60.0 294
2 RAPD2 GTC CTA CTC G 60.0 29.7
3 RAPD3 CTA CAC AGG C 60.0 23.9
4 RAPD4 GTG CTT AGC G 60.0 27.3
5 RAPD5 GTC CTC AAC G 60.0 28.1
6 RAPD6 CTA CTACCGC 60.0 23.4
7 RAPD7 CAGCACCCAC 70.0 314
8 RAPDS CAG GCCCTTC 70.0 33.5
9 RAPD9 CTG ATC GTA C 50.0 28.9
10 RAPDI10 TCC TCA CTA G 50.0 349
11 MAL1 CCAGCATCAG 60.0 29.5
12 MA2 TGA TGC TGT C 50.0 27.5
13 MA3 GGA AGT CCA C 60.0 28.5
14 MA4 GTC CAC ACG G 70.0 34.5
15 MAS CCG GCATAGA 60.0 31.1
16 MA6 GCG GTG ACT A 60.0 31.8
17 MA7 CCA GTACTCC 60.0 31.8
18 OPA 01 CAG GCCCTTC 70.0 33.5
19 OPA 02 TAG CGA GCT G 60.0 32.0
20 OPA 03 AGT CAGCCAC 60.0 32.0
21 OPA 04 AAT CGG GCT G 60.0 32.0
22 OPAO7 GAA ACGGGTG 60.0 32.0
23 OPF 04 AGG GGT CTT G 60.0 32.0
24 OPF 05 CCG AATTCCC 60.0 32.0
25 OPF 06 GGG AATTCG G 60.0 34.0
26 OPF 08 GGG ATATCG G 60.0 32.0
27 BC 374 GGT CAACCCT 60.0 32.0
28 P 443 GGC GTG ATA G 60.0 32.0
29 UBC 238 CTC TCC AGC A 60.0 32.0
30 B 379 GGG CTAGGGT 70.0 34.0
31 BC 340 GAG AGG CACC 70.0 34.0
32 OPB 06 TGC TCT GCC C 70.0 34.0
33 OPB 07 GGT GAC GCA G 70.0 34.0
34 OPB 09 TGG GGG ACT C 70.0 34.0
35 OPB 10 CTG CTG GGA C 70.0 34.0
36 OPC 07 GTC CCG ACG A 70.0 34.0
37 OPC O8 TGG ACC GGT G 70.0 34.0
38 OPC 09 CTC ACC GTCC 70.0 34.0
39 OD 8 GTG TGC CCC A 70.0 34.0
40 P-437 CGG ATC GAC A 60.0 32.0
41 OPO-02 ACG TAG CGT C 60.0 32.0
42 OPO-04 AAG TCC GCT C 60.0 32.0
43 OPO-19 GGT GCACGT T 60.0 32.0
44 P-123 GGG ATT CGA C 60.0 32.0
45 P-166 GTG ACGGACT 60.0 32.0
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Primerlerin Tm sicakliklarinin optimizasyonu Biometra Tgradient (TG) cihazi
kullanilarak gerceklestirilmistir (Sekil 3.4). Burada Tm sicakliginmn -5 ve +5 C

araliklar1 denenerek en ideal yapisma (annealing) sicakliklari tespit edilmistir.

Sekil 3. 4. Calismada kullanilan Biometra T gradient marka PCR cihazlar1

3.2.3.6. ANTP konsantrasyonu

Deoksiriboniikleotid trifosfatlar (dATP, dGTP, dTTP, dCTP) yiiksek saflikta ya tek tek
ya da dortli karisim halinde ticari olarak saglanmaktadir. Optimum dNTP
konsantrasyonu;

e MgCl,konsantrasyonuna,

e Reaksiyon kosullarina,

e Primer konsantrasyonuna,

e (Cogaltilmis {iriinlin boyuna ve

e PCR dongii sayisina baghdir.

Yapilacak PCR i¢in en uygun dNTP konsantrasyonu deneysel olarak
belirlenmektedir. Calismada pl’sinde 200 pM dNTPs olacak sekilde ayarlanan stok

solusyondan 1 ve 2 ul ¢ekilerek denemeler yapilmistir.

3.2.3.7. Taq DNA polimeraz konsantrasyonu

Calismada Taqg DNA polimeraz (promega) (5U/ul)’dan 0.5, 1 ve 1.5 iinite enzim

kullanilmistir.
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3.2.3.8. 10 x Taq DNA polimeraz tamponu

Calismada kullanilan 10 x buffer, Taq Polimeraz enzimi ile birlikte gelmis olup,

her tiip icin 2.5 pl olacak sekilde kullanilmisgtir.

3.2.3.9. PCR kosullarinin optimizasyonu

PCR dongiisii ve siiresi optimize edilmek amaci ile Shoyama vd (1998)’nin

kullandig1 asagidaki dongii parametreleri kullanilmistir;

e 94°C ---15 saniye

e 32°C---30 saniye 60 dongii

e 72°C ---60 saniye

PR @ — bekleme sicakligi

Genomik DNA'nin kisa oligoniikleotid primerler kullanilarak amplifikasyonu,
amplifikasyon protokolii ve reaksiyon kosullarina kars1 duyarlidir. Hedef DNA'nin
konsantrasyonu, primer, Mg, DNA polimeraz miktar, DNA Kkalitesi ile
"yapisma-annealing"  sicakligi  gibi  termalcycler  parametreleri DNA
amplifikasyonunu etkiler. Bundan dolay1 kritik parametreler RAPD c¢alismalari i¢in

baslamadan 6nce optimize edilmistir.

3.2.4. Agaroz jel elektroforezi ve fotograflama

10 x TBE tampondan seyreltilerek yapilan 1 x TBE tamponu i¢inde kaynatilan

agaroz oda sicakliginda sogutularak jel tepsisine dokiilmiistiir. 200 ml jel tepsiye

77



dokmeden once 14 pl etidyum bromiid eklenerek karigtirilmistir. 200 ml’lik jel
tepsilerine iki adet 28’lik tarak kullanilmistir. PCR iiriinlerini jelde yiiriitmek icin
20 pl ornek i¢in 4 pl yiikkleme tamponu (loading buffer) ilave edilip yiikleme
yapilmistir. PCR iriinleri % 1.8’lik agaroz (3:1 Sea Kem LE: Nuisieve) jelinde

elektroforeze tabi tutulmustur. 90 Volt akim verilerek 2-2.5 saat yiiriitilmistiir.

Yiiriitme tamamlandiktan sonra DNA bantlar1 UV translimiinatérii altinda
gozlenerek RAPD profillerinin fotograflanmas1 ile sonuc¢larin alinmasi
saglanmistir. Fotograf c¢ekimleri goriintiileme sisteminde (UVP Laboratory

Products) ger¢eklestirilmistir.

RAPD bantlariin biiyiikliiklerini belirlemek i¢in 16 fragment igeren ‘Directload Wide
Range’ DNA markorii kullanilmistir (Sekil 3.5). Bu fragmentler 50-10.000 baz cifti
arasindadir. Bu markor jelde yiiriitiildiglinde yukaridan asagiya dogru sirasiyla; 10.000,
8000, 6000, 4000, 3000, 2000, 1500, 1400, 1000, 750, 500, 400, 300, 200, 100 ve 50
baz (bp) cifti verecek sekilde fragmentlere ayrilmaktadir. Amplifikasyon sonucu olusan
RAPD bantlarinin biiyiiklikleri DNA markorlerindeki bantlarin  biiyiiklikleri ile

kiyaslanarak yapilmistir.
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Sekil 3. 5. RAPD bant profillerini belirlemede kullanilan‘Directload Wide Range’ DNA
markori (Sigma)
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3.2.5. RAPD polimorfizmi ve genetik mesafenin hesaplanmasi

RAPD bantlar1 1 ve 0 olarak kayit edilmis olup, ‘1’ bantin varligim1 ‘0’ ise bantin
yoklugunu gostermektedir. Materyaller arasindaki genetik mesafe POPGENE32
versiyon 1.32 (Population Genetic Analysis) ve MEGA versiyon 3.0 (Kumar vd 2004)
(Molecular Evolutionary Genetics Analysis) programlar1 ile analiz edilmistir.
Programdaki genetik benzerlik ve genetik mesafe Nei (1972, 1979) formiiliine
dayandirilmaktadir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Morfolojik Gozlemler I¢in Yapilan Calismalar

4.1.1. Arastirma alaninin toprak o6zellikleri

Arastirma, Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarla Bitkileri Boliimii deneme
tarlasinda yiirtitiilmiistiir. Deneme tarlasinin toprak analizleri T.C. Basbakanlik Koy
Hizmetleri Genel Miidiirliigii Toprak ve Giibre Arastirma Enstitlisii Midiirliigii'nde

yapilmis ve sonuglar1 Cizelge 4.1’ de gosterilmistir.

Tarla topraginin su ile doymusluk oram1 % 55-60 arasinda olup, toplam tuz orani %
0.063-0.076 arasindadir. Deneme tarlasi tekstiir bakimindan killi-tinli bir yapiya
sahiptir. pH degeri ¢ok hafif alkalidir. Organik madde % 1 civarinda olup, bitkilere
yarayisl besin maddeleri bakimindan yeterli oldugu goriilen tarla topraginda, tuzluluk

sorunu bulunmamaktadir.

Cizelge 4.1. Deneme tarlasinin toprak analizi

Toprak Ozellikleri Toprak orneginin alindig: derinlik (cm)
0-20 20-40
pH 7,33 7,26
CaCO3 % 9,00 10,0
Organik Madde % 1,14 1,02
Toplam Tuz % 0,063 0,076
Kum % 39,99 35,31
Kil % 22,18 24,35
Silt % 37,83 40,24
Bitkilere P,0s kg/da 5,3 4.5
Yarayish | K;O kg/da 140 122

80



4.1.2. Arastirma alaninin iklim o6zellikleri

Denemenin kuruldugu 2000-01, 2001-02 ve 2002-03 bitki yetistirme donemi boyunca
kaydedilen deneme yerine ait iklim faktorleri; aylik toplam yagis (mm), aylik ortalama
sicaklik ('C) ve aylik ortalama nispi nem (%) degerleri ile uzun yillar ortalama degerleri

Cizelge 4.2° de verilmistir.

Cizelge 4.2° de goriildiigi gibi denemenin yapildig: yillarda 6zellikle ortalama yagis ve
sicaklik degerlerinde uzun yillar ortalamalarina gore oldukca diizensiz degerlerin
oldugu goriilmektedir. Yagis bakimindan 2001-02 doneminde tiim yil belirgin
diizensizlikler goriiliirken, 2000-01 ve 2002-03 donemlerinde 6&zellikle bahar
donemindeki diizensizlikler dikkati gekmektedir. Yine 2001-02 doneminde kis aylarinin
oldukga soguk gectigi goriilmektedir. Bu donemdeki asir1 soguklardan dolay1 bitkiler
zarar gormistiir. Bu zarar1 giderebilmek i¢in bir sonraki donemde kasalara ekimler

yapilarak telafi yollarina gidilmistir.

Cizelge 4.2. Deneme tarlasinin yetistirme donemlerinde kaydedilen toplam yagis,
ortalama sicaklik ve ortalama nispi nem degerleri ile uzun yillar
ortalama degerleri

Iklim Faktorleri
Yagis Sicahik Nispi Nem
mm C %
Aylar Yetistirme Donemleri * | Yetistirme Donemleri | Yetistirme Donemleri
* *
Uzun Uzun Uzun

1. 5 3 Yillar 1 7 3 Yillar 1 7 3 Yillar

Eyliil | 4,5 13,0 | 54,7 | 6,8 18,9 | 20,8 | 18,3 | 20,4 | 55,6 | 46,2 | 649 | 46,4
Ekim | 20,5 | 1,0 22,7 1290 | 122|132 | 133 | 149 | 658 | 47,5 66,7 | 59,1
Kasim | 7,4 64,8 | 19,0 | 49,6 87| 69| 80 5,7 162,0(723 726 | 72,1
Arabk | 31,0 | 116,9 | 16,2 | 33,2 221 25| -0,8 0,9 | 81,1 | 794 | 74,6 | 78,0
Ocak | 6,8 29,8 | 42,0 | 33,1 30| 38| 54 0,7 17241772 733 | 76,5
Subat | 43,0 | 11,8 | 54,6 | 38,1 41| 50| -03 0,7 1699 (608 | 71,8 73,1
Mart | 328 [ 230 |86 |245 |11,5] 8,6 | 3.2 6,4 | 59,6 | 58,3 | 62,5| 63,0
Nisan | 27,3 | 101,1 | 70,3 | 39,8 | 12,6 | 10,4 | 10,3 | 12,6 | 61,1 | 66,1 | 62,4 | 57,8
Mayis | 110,0 | 38,7 | 18,0 | 479 | 14,8 16,7 | 19,0 | 16,1 | 63,2 | 50,2 | 52,9 | 56,6
Haziran | 0,0 290 10,0 |205 |21,9]208]|226| 20,1 ]|40,2]53,4]46,6]| 50,5
Temmuz | 2,5 353 [3,0 |88 26,3 | 24,8 | 23,5 | 23,5 42,8 56,7 |49,5| 459
Agustos | 193 | 6,6 8,8 16,3 24,7 1225|243 | 234|464 |59,1 | 48,1 | 46,5
*Yetistirme donemleri: 1. donem: 2000-01, 2. dénem: 2001-02, 3. donem: 2002-03.
Uzun yillar: 1926-1998 arasindaki yillara ait ortalama degerlerdir.

81



4.2. Morfolojik ve Kimyasal Karakterler

4.2.1. Papaver bracteatum’un morfolojik ve kimyasal karakterler bakimindan

incelenmesi

Papaver bracteatum ile ilgili morfolojik ve kimyasal dl¢timler ve gozlemler Sekil

4.1 ve Cizelge 4.3° de verilmistir.

Bitki boyu (cm): Olgiimii yapilan 13 bitkide bitki boyu ortalama 96 cm olarak

tespit edilmistir. Bitkilerin boylar1 ise 70-102 cm arasinda dagilim gdstermistir.

Yaprak boyu (cm): Olgiimii yapilan bitkilerde yaprak boyu ortalama 61.5 cm

olarak belirlenmistir. Yapraklarin boylari ise 45-65 cm arasinda degismistir.

Cicek sapinmin kacinci yapraktan gelistigi (adet): Ortalama bogum 7.23 olarak

tespit edilmistir. Bogum sayisinin 6-9 arasinda oldugu belirlenmistir.
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Sekil 4. 1. Papaver bracteatum tiiriinde goriilen morfolojik asamalar: a) Bitkinin birinci

yil rozet yapraklarin goriiniisti, b) Cok yillik rozet ve erken donem goriiniisi,
¢) Genel goriiniis, d) tomurcuk ve kaolin yapraklarin goriiniisii, e) Cigek ve
kapsiiliin goriiniist, f) Petal, erkek ve disi organlarin goriintisii
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Cizelge 4.3. Calismada kullanilan bitkilere ait morfolojik ve kimyasal karakterler

Bitki Bitki boyu | Yaprak boyu | Cicek sap. Tomurcuk Brakte Sepal

strast/ (cm) (cm) kaginci goriiniisi durumu sayist

ozellikler yapraktan ve sayisl

gelistigi

1 |PBI 100 65 8 Dik 4-6 3
2 |PB2 100 65 8 Dik 4-6 3
3 |PB3 85 50 8-9 Dik 4-6 3
4 | PB4 100 63 7-8 Dik 4-6 3
5 |PBS 95 65 7-8 Dik 4-6 3
6 |PB7 100 55 7-8 Dik 4-5 3
7 | PB9 95 55 6-7 Dik 5 3
8 |PBIO 100 63 7 Dik 6-8 3
9 |PBY99 85 65 7 Dik 4-6 3
10 | PB100 85 65 7 Dik 4-6 3
11 | PBI0I 101 60 6-7 Dik 4-5 3
12 | PB246 100 63 6-7 Dik 4-5 3
13 | PB248 102 65 6-7 Dik 2-4 3
14 | PP60 50 25 4-5 Yan dik Yok 2
15 |PP70 65 60 6 Dik 3 3
16 |PP121 95 60 7-8 Dik 3-4 2
17 | PP122 85 52 7-8 Dik 3 2
18 |PP141 75 65 6-7 Dik 3-4 3
19 | PP147 55 42 5-6 Dik 3-4 2
20 | PP249 60 30 4-6 Dik 3 2
21 | PP251 92 55 5 Dik 2-3 3
22 |PO73 30 35 6 Dik Yok 2
23 | PO74 50 35 4-6 Dik Yok 2-3
24 | PO169 55 45 7 Dik Yok 2
25 |PO170 55 40 4-6 Egik Yok 2-3
26 | PO180 62 40 4-6 Egik Yok 2-3
27 | PO181 55 45 4-6 Egik Yok 2
28 | PO240 75 35 4-6 Egik Yok 2-3
29 | PO244 70 40 4-6 Dik Yok 2-3
30 |1 48 32 3 Egik Yok 2
31 |3 80 35 5-6 Egik Yok 2
32 |12 45 25 4-6 Yan dik Yok 2
33 |19 55 28 2-6 Dik Yok 2
34 (22 55 17 4-6 Egik Yok 3
35 |47 65 27 4 Dik Yok 2
36 |59 42 18 5-7 Dik Yok 2
37 |83 12 15
38 [ &4 13 10 3-4 Dik Yok 2-3
39 [121 50 32 3 Yar dik Yok 3
40 | 124 55 30 3-4 Yar dik Yok 2
41 | 136 45 23 4 Yar dik Yok 2
42 139 25 20 5 Egik Yok 2
43 | 144 50 26 4-5 Egik Yok 2
44 | 147 55 33 3 Dik Yok 2-3
45 | 148 65 31 5-6 Dik Nadirenl 2-3
46 | 149 65 31 5-6 Dik Nadirenl 2-3
47 | 155 65 35 5-7 Dik Nadirenl 3
48 | 157 60 22 4-6 Yan dik Yok 2-3
49 159 40 18 4 Egik Yok 2
50 [163 55 30 3-5 Dik Yok 2
51 [169 55 30 6 Dik Yok 2
52 [ 178 60 30 5 Egik Yok 2
53 | 185 15 12
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Cizelge 4.3. (devam)

Bitki Cigeklenme Petal Petal rengi Petal eni | Petal boyu | Petal leke sekli Petal leke
sirast/ zamani say1s1 (cm) (cm) eni
ozellikler (cm)
1 PB1 17.5.03 6 Koyu kirmizi 7 8.4 Tabana kadar 2-3
2 PB2 17.5.03 6 Koyu kirmizi 7 8.5 Tabana kadar 2-3
3 PB3 17.5.03 6 Koyu kirmizi 6-7 8.5 Ortada 0.3
4 PB4 17.5.03 6 Koyu kirmizi 67 5-6 Ortada kiigiik 0.5
5 PB5 17.5.03 6 Koyu kirmizi 7 5-6 Ortada kiigiik 0.5
6 PB7 16.5.03 6 Koyu kirmizi 6.5-7.5 72 Ortada 0.6-0.9
7 PB9 16.5.03 6 Koyu kirmizi 6 5-7 Tabana kadar 1.7-2.3
8 PB10 17.5.03 6 Koyu kirmizi 6.5 5.5-6.7 Tabana kadar 2-2.2
9 PB99 16.5.03 6 Koyu kirmizi 6-6.5 6 Tabana kadar 1-1.5
10 PB100 16.5.03 6 Koyu kirmizi 6-6.5 6 Tabana kadar 1-1.5
11 PB101 16.5.03 6 Kiremit kirmizisi 6 6 Ortada 1.5-1.7
12 PB246 16.5.03 6 Koyu kirmizi 67 67 Ortada 1.6-2
13 PB248 16.5.03 6 Koyu kirmizi 67 6 Tabana kadar 2-2.4
14 PP60 18.5.03 4 K. Kir. kirmizisi 5-6 55 Ortada 1-1.5
15 PP70 17.0.03 4 K. Kir. kirmizisi 10-11 7.5-8 Ortada 2-2.4
16 PPI121 15.5.03 4 K. Kir. kirmizisi 67 6 Ortada 0.7-1.4
17 PP122 18.5.03 4 K. Kir. kirmizisi 5.5-6 7 Ortada 0.8-1.2
18 PP141 16.5.03 6 K. Kir. kirmizisi 6-6.5 6.5 Ortada 1-1.1
19 PP147 15.5.03 6 K. Kir. kirmizisi 6-7.5 7 Ortada 3-3.2
20 PP249 24.5.03 4-6 K. Kir. kirmizisi 6.5-8 7 Ortada 0.4-0.5
21 PP251 24.5.03 6 K. Kir. kirmizis1 | 7.6-8.8 8.5-9 Tabana kadar 3-34
22 PO73 30.5.03 6 Kiremit kirmizisi 6.5-7 5.5-6 Yok
23 PO74 30.5.03 6 Kiremit kirmizisi 67 5.8-6.5 Yok
24 PO169 29.5.03 6 Kiremit kirmizisi 6.5-7 6.5-7 Tabana kadar 1.2-1.5
25 PO170 29.5.03 4-6 | Kiremit kirmizisi 6-8 5-6 Yok
26 PO180 28.5.03 4-6 | Kiremit kirmizis1 | 6.5-7.8 54-6.2 Yok
27 PO181 26.5.03 6 K. Kir. kirmizisi 6-8 5-6 Ortada 3-3.5
28 P0O240 27.5.03 4-6 | Kiremit kirmizisi 5-7 4-6 Yok
29 P0O244 26.5.03 4-6 | Kiremit kirmizisi 5-7 4-6 Yok
30 1 18.5.03 4 K. Kir. kirmizisi 12 6-8 Ortada 3.7
31 3 15.5.03 4 Kiremit kirmizisi 8 4-6.5 Ortada 1.7
32 12 16.5.03 4 K. Kir. kirmizisi 8-8.4 4.5-6 Ortada 34
33 19 16.5.03 4 K. Kir. kirmizisi 9.5 5-7 Ortada 3.2
34 22 14.5.03 4 Kiremit kirmizis1 | 6.5-10 5.3 Ortada 1-14
35 47 18.5.03 4 Kiremit kirmizisi 6.5-8 4-6.5 Ortada 1-2
36 59 19.5.03 4 Kiremit kirmizist 7-8.5 7 Ortada 1.2-1.8
37 83 Cigeklenmedi
38 84 16.5.03 4 Kiremit kirmizisi 4-5 2.8-3.5 Ortada 0.8-1
39 121 16.5.03 4 Kiremit kirmizisi 6-7 5.5-6 Ortada 1.2
40 124 17.5.03 4 Kiremit kirmizisi 6-8 7 Ortada 1.1-14
41 136 15.5.03 4 Kiremit kirmizisi 8 6 Ortada 1.5-1.8
42 139 15.5.03 4 Kiremit kirmizis1 | 6.4-7.2 5.7-6.5 Ortada 0.6-1
43 144 19.5.03 4 Kiremit kirmizisi 7-8 6 Ortada 0.1-0.3
44 147 21.5.03 4 Kiremit kirmizisi 10-11 7.5 Ortada 1.4-1.6
45 148 19.5.03 Kiremit kirmizisi 8-10 7 Ortada 2
46 149 19.5.03 4-5 | Kiremit kirmizisi 8-11 7.5 Ortada 2-2.3
47 155 15.5.03 4-6 | Kiremit kirmizisi 7-1.5 6.4-6.8 Ortada 1.8-2.2
48 157 21.5.03 4-6 | Kiremit kirmizisi 7-9 6-8 Ortada 1.8-2.2
49 159 25.5.03 4 Kiremit kirmizisi 8-10 6-7.5 Ortada 2-2.2
50 163 19.5.03 4 Kiremit kirmizisi 9-11 6 Ortada 2-2.2
51 169 17.5.03 4 Kiremit kirmizisi 10-12 7.5 Ortada 1.5-2
52 178 20.5.03 4 Kiremit kirmizisi 8-10 7-8 Yok
53 185 Cigeklenmedi
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Cizelge 4.3. (devam)

Bitki Petleke | Kapsiilde | Kapsiil | Kapsiil | Kapsiil | Kapsiil tepecik sekli | Tebain

sirasi/ boyu Lateks eni boyu Ismn (%)

ozellikler (cm) sizmasi (mm) | (mm) | sayisi
1 |PBI 3.2 Nadiren 19,88 | 34,74 17,4 Ortasi hafif sivri 1.5
2 |PB2 32 Nadiren 20,06 | 26,19 16,8 Diiz 1.6
3 |PB3 0.2 Nadiren 17,12 | 27,48 17,9 | Ortasi sivri uglari yukari 0.8
4 | PB4 0.4 Yok 22,01 39,81 16,7 Ucglar yukar i¢i diiz 0.6
5 |PB5 0.3 Yok 17,83 | 27,38 16,9 Diiz 2.1
6 |PB7 1.3-1.5 Nadiren 20,89 | 34,75 17,8 Diiz 0.8
7 |PB9 3 Yok 17,56 | 31,71 16,2 Diiz 1.3
8 |PBI0 2.8 yok 18,20 | 32,15 14,3 Diiz 1.4
9 | PB99 2.7-3 Nadiren 23,21 27,23 15,0 Uglari yukari igi diiz 2.4
10 | PB100 2.7-3 Nadiren 20,81 | 30,05 16,2 Diiz 2.5
11 |PBI01 1.7-2 Nadiren 20,83 | 25,71 16,8 Diiz -
12 | PB246 1.5-2.3 Yok 19,40 | 31,58 13,0 Diiz 1.6
13 | PB248 2.6-2.9 Yok 20,08 | 27,47 14,6 Diiz 1.6
14 | PP60 1.4-1.7 Nadiren 10,67 | 23,70 10,4 Diiz -
15 | PP70 1.5-1.7 Nadiren 17,28 | 31,11 11,2 Diiz -
16 |PP121 1-1.5 Nadiren 19,43 | 31,08 16,2 Diiz N
17 | PP122 1.2-1.5 Nadiren 18,74 | 24,63 13,8 Diiz -
18 |PP141 0.4-0.6 Var 13,03 | 22,12 15,0 Ortasi hafif sivri 0.09
19 |PP147 2-2.5 Var 21,53 | 23,99 14,6 Dis biikey -
20 |PP249 0.5-0.7 Yok 13,97 | 26,09 10,8 Dis biikkey 1.5
21 | PP251 5-5.4 Yok 18,80 | 24,04 14,0 Diiz 0.2
22 | PO73 Yok 12,52 | 23,87 10,6 I¢ biikey -
23 | PO74 Yok 10,69 | 19,95 11,0 Diiz -
24 | PO169 2.3-2.5 13,48 | 21,50 10,0 Diiz -
25 | PO170 Yok 13,48 | 21,50 10,0 I biikey -
26 | PO180 Yok 14,20 17,60 12,3 Diiz eser
27 | PO181 2.5-3 Yok 19,20 | 26,92 13,6 Uglar yukari ici diiz -
28 | PO240 Yok 9,71 16,92 11,0 Diiz -
29 | PO244 Yok 1494 | 16,96 13,5 I¢ biikey -
30 |1 22 Yok 17,86 | 32,52 14,0 Diiz -
31 |3 1.2 Yok 1931 26,96 13,2 Diiz -
32 |12 1.8 Yok 13,54 | 21,77 9,6 Uglar yukari ici diiz 0.02
33 |19 2.2 Yok 1892 31,76 10,4 Uglart yukari ici diiz -
34 |22 04 Yok 12,24 | 19,50 9,4 Uglari yukari igi diiz 0.06
35 |47 0.5 Yok 1824 | 22,64 11,4 Uglar yukar i¢i diiz -
36 |59 0.5-0.9 Yok 15,07 | 28,88 9,5 Uglar1 yukari i¢i diiz -
37 |83 C.lenmedi 0.01
38 |84 0.3-0.6 yok Uglari yukari i¢i diiz 0.01
39 |121 0.8-1 Yok . . . Uglari yukari igi diiz 0.4
40 | 124 1 Yok 17,91 28,38 12,0 Uglar1 yukar i¢i diiz -
41 | 136 1.1-1.4 Var 14,12 | 24,20 12,0 Uglar1 yukari i¢i diiz -
42 1139 .05-0.6 Yok 11,07 19,50 8,5 Uglar yukari ici diiz -
43 | 144 0.1 Yok 13,87 | 28,17 10,2 Uglari yukart i¢i diiz -
44 | 147 0.8-1.2 Var 1991 25,80 13,0 Uglar1 yukart i¢i diiz -
45 [148 1-1.5 Var . . . -
46 | 149 1.3-1.5 Var 19,95 28,13 10,6 Uglar1 yukari i¢i diiz -
47 | 155 0.8-1.2 Var 20,95 | 34,68 13,6 Uglar yukari ici diiz -
48 | 157 1.4-1.8 Var 18,06 | 24,86 12,6 Uglar1 yukart i¢i diiz -
49 159 1.4-1.9 Yok 18,98 | 25,37 12,0 Uglar1 yukar i¢i diiz -
50 |163 2.2-2.5 Yok 19,53 28,7 13,0 Uglar yukar i¢i diiz -
51 | 169 1-1.2 Yok 18,55 22,69 11,0 Uglar1 yukari i¢i diiz -
52 | 178 Yok 18,31 25,0 9,5 Uglar yukari ici diiz -
53 185 C.lenmedi -
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Tomurcuk goriiniisii: Tomurcuklar ¢igcek agmadan birkag giin 6nceki goriintimleri

ile kaydedilmistir. Tomurcuklar tamamen dik goriintimlidiir.

Brakte sayis1 (adet): Ortalama brakte sayis1 4.80 olarak belirlenmigtir. Sayimi
yapilan braktelerden bir bitkide 2 ve 8 adet brakte sayilirken, genel olarak 4-6 adet
olarak tespit edilmistir (Sekil 4.2).

Sepal sayis1 (adet): Sepal sayisi, P. bracteatum tiiriine ait bitkilerin hepsinde 3

adet olarak tespit edilmistir.

Ciceklenme zamani: Cigeklenme zamani, Mayis ay1 icersinde genelde 3. haftanin

baslarinda 16-17 mayis giinlerinde ger¢eklesmistir.

Petal sayis1 (adet): Petal sayisi, inceledigimiz bitkilerin hepsinde 6 adet olarak

tespit edilmistir.

Petal rengi: Petal rengi, inceledigimiz 13 adet bitkiden 12' sinde koyu kirmiz1 iken

1 tanesinde koyu kiremit kirmizis1 (PB101) renkte goriilmiistiir.

Petal eni (cm): Ortalama petal eni 6.53 cm olarak belirlenirken, 6l¢limii yapilan

petallerin eni 6-7.5 cm araliklarinda tespit edilmistir.

Petal boyu (cm): Ortalama petal boyu 6.67 cm olarak belirlenirken, 6l¢iimii
yapilan petallerin boylarinda ki degisim 5-8.5 cm araliklarinda oldugu tespit

edilmistir.

Petal leke sekli: Petal leke sekli, incelenen 13 bitkiden 7 tanesinde tabana kadar, 4

tanesinde ortada ve 2 tanesinde ortada kiiciik seklinde tespit edilmistir.
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Sekil 4. 2. Govde yaprak ve braktelerin genel goriiniisii. a) Papaver bracteatum tiiriine
ait govde (kaolin) yapraklarinin giiriiniisii, b) Papaver bracteatum tiirline ait
braktelerin goriiniisii, ¢) Papaver pseudo-orientale tiiriine ait govde

yapraklarin giirliniisii, d) Papaver pseudo-orientale tiiriine ait braktelerin
gorinusi.
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Petal leke eni (cm): Petalde leke eni ortalama 1.46 cm olarak belirlenmistir.

Incelenen tiim bitkilerdeki leke eni 0.3-4 cm arasinda degismistir.

Petal leke boyu (cm): Petal leke boyu ortalama 2.03 cm olarak tespit edilmistir.

Incelenen tiim bitkilerdeki leke boyu ise 0.2-2.9 cm arasinda degismistir.

Kapsiilde lateks sizmasi: Kapsiilde alkaloit sizmasi, 7 bitkide nadiren var

olmasina ragmen, 6 bitkide tespit edilememistir.

Kapsiil eni (mm): Kapsiiliin en genis kismi1 kumpasla dl¢iilerek ortalama 19.83
mm olarak tespit edilmistir. Genel olarak incelenen 13 bitkide de 17.56-23.21 mm

araliklarinda oldugu tespit edilmistir.

Kapsiil boyu (mm): Kapsiiliin boyu ortalama 30.48 mm olarak tespit edilmistir.
Genel olarak incelenen 13 bitkide de 25.71-39.81 mm araliklarinda oldugu tespit

edilmistir.

Kapsiil 151n sayis1 (adet): Ortalama 1s1n sayist 16.12 adet olarak belirlenmistir.

Buna gore kapsiilde 151n sayis1 14.3-17.9 adet arasinda oldugu tespit edilmistir.

Kapsiil tepecik sekli: Tepecik sekli incelenen 13 bitki icersinden 9 bitkide diiz olarak
belirlenmistir. Iki bitkide uglar1 yukari igi diiz, bir bitkide ortas1 hafif sivri ve yine bir
bitkide ortas1 sivri uglar1 yukar1 seklinde belirlenmistir (Sekil 4.3).

Tebain alkaloitinin varhigr (%): Papaver bracteatum’da ana alkaloit olarak
buluna tebain alkaloiti bir bitki hari¢ diger bitkilerde tespit edilirken ortalama

%1.47 (0.6-2.5) olarak tespit edilmistir.
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Sekil 4. 3. Oxytona seksiyonuna ait tiirlerin kapsiil goriiniisleri. a) Papaver bracteatum
tiiriine ait kapsiiliin genel goriiniisii, b) Ustten gériiniis, c) Tepe genisligi 2.6 cm
olan kuru kapsiil gorlintisii, d) P. pseudo-orientale tiiriine ait brakte ve govde
yaprag1 bulunduran kapsiil genel goriiniisii, e) Ustten goriiniis, f) Tepe genisligi
2.9 cm olan kuru kapsiil gorliniisii, g) P. pseudo-orientale tiiriine ait brakte
bulunduran kapsiil genel goriiniisii, h) Ustten goriiniis, 1)Tepe genisligi 2.6 cm
olan kuru kapsiil goriiniisii, 1) P. pseudo-orientale tiiriine ait govde yapragi ve
brakte bulundurmayan kapsiiliin genel gériiniisii, j) Ustten gériiniis, k) Tepe
genisligi 1.8 cm olan kuru kapsiil goriiniisii, 1) P. orientale tiiriine ait kapsiil
genel goriiniisii, m) Ustten gdriiniis, n) Tepe genisligi 1.5 cm olan kuru kapsiil
goruntsu.
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4.2.2. Papaver pseudo-orientale’nin morfolojik ve kimyasal karakterler

bakimindan incelenmesi

Papaver pseudo-orientale ile ilgili morfolojik ve kimyasal 6l¢iimler ve goézlemler

Sekil 4.2, Sekil 4.4, Sekil 4.5 ve Cizelge 4.3’ de verilmistir.

Bitki boyu (cm): Ol¢iimii yapilan 8 bitkide bitki boyu ortalama 72.12 cm olarak

tespit edilmistir. Bitkilerin boylar1 ise 50-95 cm arasinda oldugu goriilmiistiir.

Yaprak boyu (ecm): Olgiimii yapilan bitkilerde yaprak boyu ortalama 48.62 c¢cm

olarak belirlenmistir. Yapraklarin boylari ise 23-65 cm arasinda degismistir.

Cicek sapinin kagincr yapraktan gelistigi (adet): Ortalama bogum 5.93 olarak

tespit edilmistir. Bogum sayis1 4-8 arasinda oldugu belirlenmistir.

Tomurcuk goriiniisii: Tomurcuklar ¢icek agmadan birkag giin dnceki goriintimleri

ile kaydedilmistir. Tomurcuklardan bir tanesi yar1 dik digerleri dik goriintimliidiir

(Sekil 4.4ve Sekil 4.5).

Brakte sayis1 (adet):. Ortalama brakte sayis1 2.75 olarak belirlenmistir. Sayimi
yapilan brakteler genel olarak 2-4 adet olarak tespit edilmistir (Sekil 4.2).

Sepal sayis1 (adet): Sepal sayisi, ortalama 2.37 olarak tespit edilmistir. Genel
olarak sayimi yapilan bitkilerde kaliks sayis1 2-3 adet olarak tespit edilmistir.

Ciceklenme zamani: Cigceklenme zamani, mayis ay1 igersinde 3 ve 4. haftada 15-

24 mayis giinlerinde ger¢eklesmistir.
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Sekil 4. 4. Papaver pseudo-orientale tiiriiniin braktesiz ¢igekli orneklerinde goriilen
morfolojik asamalar: a) Bitkinin birinci y1l goriiniisti, b) Cok yillik rozet ve
erken donem genel goriiniis, ¢) Genel goriiniis, d) Tomurcuk goriiniisii, e)
Cigek ve tomurcuklarin goriiniisii, f) Petal, erkek organ ve disi organin
goruntsgu.
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Petal sayis1 (adet): Petal sayisi, inceledigimiz 8 bitki petal sayisi yoniinden 3
gruba ayrilmistir. Birinci grupta 4 bitkide 4 adet, ikinci grupta 1 bitkide 4-6 adet,
liclincili grupta ise 3 bitkide 6 adet olarak ii¢ farkli grup tespit edilmistir.

Petal rengi: Petal rengi, inceledigimiz bitkilerde koyu kiremit kirmizi renkte

gOrilmiistiir.

Petal eni (cm): Ortalama petal eni 7.08 cm olarak belirlenirken, 6l¢iimii yapilan

petallerin eni 5-11cm arasinda tespit edilmistir.

Petal boyu (cm): Ortalama petal boyu 6.93 cm olarak belirlenirken, Ol¢iimii

yapilan petallerin boylarinda ki degisim 5.5-9 cm arasinda degismistir.

Petal leke sekli: Petal leke sekli, incelenen bitkilerin bir tanesinde tabana kadar,

digerlerinde ortada olarak tespit edilmistir.

Petal leke eni (cm): Petal de leke eni ortalama 1.65 cm olarak belirlenmistir.

Incelenen tiim bitkilerde ki leke eni ise 0.4-3.4 cm arasinda degismistir.

Petal leke boyu (cm): Petal leke boyu ortalama 1.81 cm olarak tespit edilmistir.

Incelenen tiim bitkilerde ki leke boyu ise 0.4-5.4 cm arasinda degismistir.

Kapsiilde lateks sizmasi: Kapsiilde alkaloit sizmasi, 2 bitkide ¢ok net belirli

olarak var iken 4 bitkide nadiren var, 2 bitkide de olmadig1 goriilmiistiir.

Kapsiil eni (mm): Kapsiiliin en genis kismi1 kumpasla Sl¢iilerek ortalama 16.86
mm olarak tespit edilmistir. Incelenen 8 bitkide ise 10.67-18.80 mm araliklarinda

oldugu tespit edilmistir.
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f.

Sekil 4.5. Papaver pseudo-orientale tiiriinde brakteli ve kaolin yaprakli c¢iceklerde
goriilen morfolojik asamalar: a) Bitkinin tomurcuklarinin altinda braktelerin
goriintisli, b) Brakte ve gdvde yaprakli bitkinin genel goriiniisii, ¢ ve d)
Brakteli tomurcuk ve kapsiil gorlinlisii, e) Brakte ve govde yaprakl
tomurcuklarin genel goriiniigii, f) Petal, erkek organ ve disi organin
gorinusi.
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Kapsiil boyu (mm): Kapsiiliin boyu ortalama 25.84 mm olarak tespit edilmistir.

Incelenen 8 bitkide ise 22.12-31.11 mm arasinda degismistir.

Kapsiil 151n sayis1 (adet): Ortalama 151n sayis1 13.25 adet olarak belirlenmis; tiim

kapsiillerde ise 10.04-16.2 adet arasinda degismistir.

Kapsiil tepecik sekli: Tepecik sekli incelenen 8 bitkiden 5 tanesinin diiz,2
tanesinin dig biikey, 1 tanesinin de ortasi hafif sivri sekilli oldugu belirlenmistir

(Sekil 4.3).

Tebain alkaloitinin varhgi (%): Papaver pseudo-orientale’de ii¢ bitkide %0.09,
%0.2 ve %I1.5 tebain alkaloiti tespit edilmis olup, digerlerinde tebain

bulunamamistir.

4.2.3. Papaver orientale’nin morfolojik ve kimyasal karakterler bakimindan

incelenmesi

Papaver orientale ile ilgili morfolojik 6l¢iimler ve gozlemler Sekil 4.6 ve Cizelge

4.3’ de verilmistir.

Bitki boyu (cm): Ol¢iimii yapilan 8 bitkide bitki boyu ortalama 56.5 cm olarak

tespit edilmistir. Bitkilerin boylar1 ise 25-75cm arasinda oldugu goriilmiistiir.

Yaprak boyu (ecm): Olgiimii yapilan bitkilerde yaprak boyu ortalama 39.37 c¢cm

olarak belirlenmistir. Yapraklarin boylar1 ise 25-45 cm arasinda degismistir.

Cicek sapinin kacinci yapraktan gelistigi (adet): Bogum sayis1 4-7 adet arasinda

degismis; ortalama 6.62 adet olarak bulunmustur.
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Tomurcuk goriiniisii: Tomurcuklar ¢igcek agmadan birkag giin 6nceki goriintimleri
ile kaydedilmistir. Tomurcuklardan 4 tanesi dik, diger 4 tanesi ise egik

gorliniimliidiir (Sekil 4.6).

Brakte sayis1 (adet): incelenen bitkilerin hi¢birinde brakte goriilmemistir.

Sepal sayis1 (adet): Sepal sayisi, ortalama 2.31 olarak tespit edilmistir. Sayimi1

yapilan bitkilerde kaliks sayis1 ise 2-3 adet arasinda degismistir.

Ciceklenme zamani: Ciceklenme zamani, mayis ay1 igersinde 4. haftada 26-30

mayis gilinlerinde gerceklesmistir.

Petal sayis1 (adet): Petal sayisi, inceledigimiz bitkilerde 4-6 ve 6 adet olarak iki
farkli grup tespit edilmistir.

Petal rengi: Petal rengi, inceledigimiz bitkilerden bir tanesi koyu kiremit kirmizi

renkte olup digerleri kiremit kirmizisi renkte goriilmiistiir.

Petal eni (cm): Ortalama petal eni 6.64 cm olarak belirlenirken, 6l¢limii yapilan

petallerin eni ise 5-7.8 arasinda degismistir.

Petal boyu (cm): Ortalama petal boyu 5.66 cm olarak belirlenirken, 6lgiimii

yapilan petallerin boylar1 ise 4-7 cm arasinda degismistir.

Petal leke sekli: Petal leke sekli, incelenen bitkilerin bir tanesinde tabana kadar,

yine bir tanesinde ortada, digerleri lekesiz olarak tespit edilmistir.

Petal leke eni (cm): Petallerinde leke goriilen bitkilerde petal leke eni 1.2-3.5 cm

arasinda degismis; ortalama 2.3 cm olarak belirlenmistir.
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Sekil 4. 6. Papaver orientale tiiriinde goriilen morfolojik asamalar: a) Bitkinin birinci
yil goriiniisli, b) Cok yillik rozet ve erken donem genel goriiniis, ¢) Genel
goriinlis, d) Tomurcuk goriiniisii, e) Cicek ve kapsiil goriiniisti, f) Petal,
erkek organ ve disi organin goriiniisii.
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Petal leke boyu (cm): Petallerinde leke goriilen bitkilerde Petal leke boyu
ortalama 2.6 cm olarak tespit edilmistir. Incelenen bitkilerdeki leke boyu ise 2.3-3

cm arasinda degismistir.

Kapsiilde lateks sizmasi: inceledigimiz bitkilerin higbirisinde kapsiilde alkaloit

sizmasi tespit edilememistir.

Kapsiil eni (mm): Kapsiiliin eni ortalama 13.52 mm olarak tespit edilmistir.

Incelenen 8 bitkide de kapsiil eni 9.71-19.20 mm arasinda degismistir.

Kapsiil boyu (mm): Kapsiiliin boyu ortalama 20.65 mm olarak tespit edilmistir.

Incelenen 8 bitkide ise 16.92-26.92 mm arasinda degismistir.

Kapsiil 151n sayis1 (adet): Kapsiilde 1s1n sayis1 10.0-13.6 adet arasinda degismis;

ortalama 1s1n sayis1 11.5 adet olmustur.

Kapsiil tepecik sekli: Tepecik sekli incelenen 8 bitkiden 4 tanesinin diiz, 3
tanesinin i¢ biikey, 1 tanesinin de uglar1 yukari i¢i diiz sekilli oldugu belirlenmistir

(Sekil 4.3).

Tebain alkaloitinin varhig1 (%): Papaver orientale’de bir bitkide eser miktarda

tebain alkaloiti tespit edilmis olup, digerlerinde tebain bulunamamaistir.

4.2.4. Dogu Anadolu bdlgesinden toplanan materyallerin morfolojik

karakterler bakimindan incelenmesi

Morfolojik karakterler bakimindan ele alinan sonuglar Cizelge 4.3 de verilmistir.

Bitki boyu (cm): Ol¢iimii yapilan 24 bitkide bitki boyu ortalama 39.84 cm olarak

tespit edilmistir. Bitkilerin boylar1 ise 12-80 cm arasinda degismistir.
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Yaprak boyu (em): Olgiimii yapilan bitkilerde yaprak boyu ortalama 18.37 cm

olarak belirlenmistir. Yapraklarin boylari ise 8-35 cm arasinda degismistir.

Cicek sapmmn kagincr yapraktan gelistigi (adet): Ortalama bogum 3.44 olarak

tespit edilmistir. Bogum sayisinin 3-6 arasinda degismistir.

Tomurcuk goriiniisii: Tomurcuklardan 10 tanesi dik, 5 tanesi yari dik, 7 tanesi
egik goriiniimliidiir. iki bitkide cigeklenme gergeklesmemis oldugundan tespit

edilememistir.

Brakte sayis1 (adet): Ug bitkide nadiren brakte varlig1 gdzlenmekle birlikte diger
bitkilerde yoktur.

Sepal sayis1 (adet): Sepal sayisi, ortalama 1.72 olarak tespit edilmistir. Olciilen

bitkilerde sepal sayis1 ise 2-3 adet arasinda degismistir.

Ciceklenme zamani: Cigeklenme zamani, mayis ay1 icersinde 2. ve 3. haftada 14—

25 mayis giinlerinde ger¢eklesmistir.

Petal sayis1 (adet): Petal sayis1 inceledigimiz bitkilerin 19°u 4, 2’si 4-6 ve 1’1 de

4-5 adet olmak iizere ii¢ farkli grupta toplanmistir.

Petal rengi: Petal rengi, inceledigimiz bitkilerden ii¢ tanesi koyu kiremit kirmizi

renkte olup, digerleri kiremit kirmizisi renkte goriilmiistiir.

Petal eni (cm): Ortalama petal eni 8.30 cm olarak belirlenirken, 6l¢iimii yapilan

petallerin eni ise 6—12 arasinda degismistir.

Petal boyu (cm): Ortalama petal boyu 6.28 cm olarak belirlenirken, 6lgiimi

yapilan petallerin boylarinda ki degisim 2.8-8 cm arasinda olmustur.
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Petal leke sekli: Petal Ieke sekli, incelenen bitkilerden 178 nolu bir 6rnekte

bulunmazken, digerlerinde ortada olarak tespit edilmistir.

Petal leke eni (cm): Petal de Ieke eni ortalama 1.73 cm olarak belirlenmistir.

Incelenen bitkilerdeki leke eni ise 0.1-3.7 cm arasinda degismistir.

Petal leke boyu (cm): Petal leke boyu ortalama 1.1 cm olarak tespit edilmistir.

Incelenen bitkilerdeki leke boyu ise 0.1-2.4 cm arasinda degismistir.

Kapsiilde lateks sizmasi: Inceledigimiz 24 bitki icerisinde 6 bitkide kapsiilde

alkaloit sizmas1 tespit edilmistir.

Kapsiil eni (mm): Kapsiiliin en genis kismi1 kumpasla dl¢iilerek ortalama 17.17
mm olarak tespit edilmistir. Incelenen 8 bitkide de 11.07-20.95 mm araliklarinda

oldugu tespit edilmistir.

Kapsiil boyu (mm): Kapsiiliin boyu ortalama 26.29 mm olarak tespit edilmistir.

Genel olarak incelenen 8 bitkide de 19.50-34.68 mm arasinda degismistir.

Kapsiil 151n sayis1 (adet): Ortalama 1s1n sayist 11.34 adet olarak belirlenmistir.

Kapsiilde 1s1n sayis1 8.5-14.0 adet arasinda degismistir.

Kapsiil tepecik sekli: Tepecik sekli genel olarak uglar1 yukari i¢i diiz seklinde

belirlenmis olmasina ragmen, iki bitkide tam diiz olarak belirlenmistir.

Tebain alkaloitinin varhgr (%): Tebain analizi toplama bdlgelerinden ilk
getirilen kapsiillerde yapilmistir. Tiir tespiti tam olarak yapilmamis Dogu Anadolu
materyalinde 5 bitkide ortalama % 0.1 oraninda (0.01-0.4) tebain alkaloiti tespit

edilmis olup, digerlerinde tebain bulunamamastir.
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4.2.5. Morfolojik ve kimyasal verilerin istatistiksel degerlere ¢evrilmesi

Incelenen bitkiler morfolojik olarak 20 farkl1 karakter yoniiyle ele alinmistir. Ele alinan
karakterlerin istatistiksel anlamda yorumlanabilmesi i¢in her karakteri kendi icersinde
gruplara ayirarak numaralandirma yapilmistir (Ek 2). Buna gore; bitki boyu 9, yaprak
boyu 6, ¢i¢ek sapinin kaginci nodda oldugu 6, tomurcuk goriiniimii 3, brakte durumu
ve sayis1 6, sepal sayisi 3, cigeklenme zamam 4, petal sayis1 3, petal rengi 3, petal
eni 6, petal boyu 5, petalde leke varlig1 2, lekenin eni 8, lekenin boyu 8, kapsiil boyu
7, kapsiil eni 5, kapsiildeki 1s1n sayist 5, tepecik sekli 6, tepecik iizerinde alkaloit
sizmast 3 ve tebain alkaloiti 7 alt grup seklinde degerlendirilmistir (Cizelge 4.4).
Hiyerarsik kiimeleme analizi (SPSS 11.0) programinda olusturulan benzerlik

indeksinde en yakin bireyler 1, en uzak bireyler ise 0 ile ifade edilmistir (Ek 3).
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Cizelge 4.4. Karakterlerin istatistik degerleri

Karakter ad1 Karakter Karakter Karakter adi Karakter Karakter
arahklarn degerleri arahklan degerleri
Bitki boyu 90 ve iizeri 9 Petal leke eni 3 cm ve lizeri 8
(&) 80-90 8 (G 253 7
70-80 7 2-2.5 6
60-70 6 1.5-2 5
50-60 5 1-1.5 4
40-50 4 0.5-1 3
30-40 3 0.3-0.5 2
20-30 2 0.3 den kiigiik 1
20 den kiigiik 1 Petal leke boyu 3 c¢m ve Uzeri 8
Yaprak boyu 60 ve tzeri 6 (cm) 253 7
(cm) 50-60 5 225 6
40-50 4 1.5-2 5
30-40 3 1-1.5 4
20-30 2 0.5-1 3
20 den kiigiik 1 0.3-0.5 2
Cicek sapinin 8 ve tizeri 6 0.3 den kiigiik 1
kacinci
yapraktan 7,7-8 5 Kapsiilde Lateks Var 3
gelistigi 6, 6-7 4 SanE Nadiren var 2
S, 4-6, 5-6, 3 Yok 1
4,4-5 2 Diiz 6
3 1 Uglari yukart dogru 5
i¢i diiz
Tomurcuk Egik 3 Ortast sivri uglar 4
goriiniigii yukari dogru
Yar dik 2 Kapsijl tepecik Ortasi hafif sivri 3
Dik 1 sekli Drs bitkey 2
Brakte 6 ve lizeri 6 IQ biikey 1
durumu ve 4-5,4-6, 5 5 Kapsiil eni (mm) 21 ve iizeri 5
say1s1
3-4 4 18-21 4
2-3 3 15-18 3
Nadiren 1 2 12-15 2
Yok 1 12 ve asagisi 1
Sepal sayisi 3 3 Kapsiil boyu 32 ve tizeri 7
23 2 (fms) 2932 6
2 1 26-29 5
Cigeklenme 24.5.03 den sonra 4 23-26 4
zamant 20-24 3 20-23 3
18-20 2 17-20 2
17 ve dnce 1 17 ve asagisi 1
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Cizelge 4.4. (devam)

Karakter ad1 Karakter Karakter Karakter Karakter Karakter
araliklari degerleri adi araliklari degerleri
Petal sayist 6 3 Petal leke sekli Tabana kadar 4
4--5,4-6 2 Ortada (1cm den 3
biiyiik)
4 1 Ortada (1 cm den 2
kiigiik)
Petal rengi Koyu kirmizi 3 yok 1
Koyu kiremit 2 Kapsiilde 151 16 ve iizeri 5
kirmizisi say1s

Kiremit kirmizisi 1 14-16 4
Petal eni (cm) 10 ve tizeri 6 12-14 3
9-10 5 10-12 2
8-9 4 10 ve asagis1 1
7-8 3 Alkaloit durumu | Tebain 2.0 ve lizeri 7
6-7 2 Tebain 1.5-2.0 6
6 dan kiigiik 1 Tebain 1.0-1.5 5
Petal boyu 8 ve lizeri 5 Tebain 0.5-1.0 4
(om) 7-8 4 Tebain 0.01-0.5 3
5-7,6,6-7 3 Tebain eser 2
5-6 2 Tebain yok 1

4-6 1

4.2.6. istatistik sonuclarinin degerlendirilmesi

Populasyonlarin morfolojik karakterlerinin hiyerarsik kiimeleme analiz (SPSS 11.0)

programinda benzerlik diizeylerine gore yapilan analiz (Ek 3) sonucu olusan

dendogramdan (Sekil 4.7) yararlanalarak 2 farkli ana grubun olustugu gériilmektedir;

I. Ana Grup: 2 alt gruptan olusmaktadir.

1. Alt Grup: Ankara Universitesi Tarla Bitkileri Boliimii deneme tarlasinda bulunan

ve daha onceden P. Pseudo-orientale olarak bilinen PP147 kayit numarali bitki

olusturmaktadir.

2. Alt Grup: 2 gruptan olusmaktadir. 1. Grupta kendi arasinda 2 kola ayrilmaktadir.
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P0180 U0x{<«
P0240 JOr =0
PO74 003w =030830%

P0O170 0808388« ELR N

P0244 08333830 r & &
PP249 0330808x3033030r &
PO73 43383 @

144 0333330833833 830

178 34338r &

124 03300%x0x IR
136 03833 & & &
139 8330833030 & &

59 033083308 a8 & &
a7 03308330838 =330 =0y

PP60 4883388008088 &

84 08033 x330080080« &

121 388330 ol 30y & &

12 0803300030080 ol &

22 4883300 w & &

148 4883333800083 33080080r &

147 88 8x0 233830308830

149 088w =0y & &

157 03808330 o000 & &

155 038838330 & & &

19 0x3 08« adld83300y & &

163 (97 RN & & &

169 08833 =ly & & @ &

1 088333 =lw R4 &
159 88833 & & 3
3 0348333380 r & &

P0169 4833330808083 38x340000p &
P0O181 4348333338888 0w &
PP121 0300x30300080 0« 2333003033333 000800¢
PP122 03880w =4 & <

PB5 J30x0 ERURURIANY & s

PB7 088w =20y =4 & & &

PB4 03883 =0880 & & &

PB3 83380380 & & & o
PP141 4383330800088 & & &

PB1 J30x33300¢ o & &

PB2 3380r & RN & &
PB99 O xd < ol & o o &
PB100 b =20y & & & & & o
PB101 438 =033 & & & & o
PB10 Uxly & oy & & o &
PB246 Jp =0r & & o =338303808330008080r &
PB248 338 0r & el @ &

PB9 4883380803888 & & &
PP70 4883330800808 0x0r & &
PP251 4883330800880 & &
PP147 4883333800888 33808080r &

83 003080x30030083080308083080833808338083308330830883088308833883080838r
185 338330 w

Sekil 4.7. Oxytona seksiyonuna ait Papaver tiirlerinde morfolojik ve kimyasal
karakterlerin hiyerarsik kiimeleme analizi sonucu yapilan dendograma.

1. Kol Ankara Universitesi Tarla Bitkileri Béliimii deneme tarlasinda bulunan
ve daha onceden P. Pseudo-orientale olarak bilinen; PP70 ve PP251 kayit

numarali bitkilerden olusmaktadir.

2. Kol yine Ankara Universitesi Tarla Bitkileri Boliimii deneme tarlasinda

bulunan ve daha 6nceden Papaver bracteatum olarak bilinen; PB1, PB2, PB9,
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PB10, PB99, PB100, PB101, PB246 ve PB248 kayit numarali bitkilerden

olusmaktadir.

2. Grup kendi arasinda 3 kola ayrilmaktadir.
1. Kol Ankara Universitesi Tarla Bitkileri Béliimii deneme tarlasinda bulunan
ve daha onceden P. Pseudo-orientale olarak bilinen; PP141 kayit numarali

bitkiden olusmaktadir.

2. Kol Ankara Universitesi Tarla Bitkileri Boliimii deneme tarlasinda bulunan
ve daha onceden P. bracteatum olarak bilinen; PB3, PB4, PB5 ve PB7 kayit

numarali bitkilerden olusmaktadir.

3. Kol ise Ankara Universitesi Tarla Bitkileri Boliimii deneme tarlasinda
bulunan ve daha 6nceden P. Pseudo-orientale olarak bilinen; PP121 ve PP122

kayit numarali bitkilerden olugsmaktadir.

II.  Ana Grup: 2 alt gruptan olugmaktadir.

1. Alt Grup: Kendi arasinda 2 koldan olugsmaktadir.
1. Kol Ankara Universitesi Tarla Bitkileri Boliimii deneme tarlasinda bulunan
ve daha onceden P. orientale olarak bilinen; PO169 ve PO181 kayit numarali
bitkilerden olusmaktadir.
2. Kol ise Dogu Anadolu materyallerinin bulundugu; 1, 3, 19, 147, 149, 155,
157, 159, 163 ve 169 kayit numarali bitkilerden olusmaktadir.

2. Alt Grup: Kendi arasinda 2 gruptan olusmaktadir. 1 grup kendi arasinda 2

koldan olusmaktadir.

1. Kol Dogu Anadolu materyallerinin bulundugu 148 kayit numaral bitkiden

olusmaktadir.

2. Kol ise Dogu Anadolu materyallerinin bulundugu; 12, 22, 84 ve 121 kayit
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numarali bitkilerden olusmaktadir.

2. Grup aralarinda 3 kola ayrilmaktadir.

1. Kol Ankara Universitesi Tarla Bitkileri Boliimii deneme tarlasinda
bulunan ve daha onceden Papaver orientale olarak bilinen; PO60 kayit
numarali bitki ile Dogu Anadolu materyallerinin bulundugu; 47, 59, 84, 124

ve 136 kayit numarali bitkilerden olugsmaktadir.

2. Kol Dogu Anadolu materyallerinin bulundugu; 157 ve 178 kayit numarali
bitkilerden olusmaktadir.

3. Kol Ankara Universitesi Tarla Bitkileri Boliimii deneme tarlasinda
bulunan ve daha onceden P. orientale olarak bilinen; PO73, PO74, PO170,

PO180, PO240, PO244 kayit numaral bitkiler ile daha énceden P. Pseudo-

orientale olarak bilinen PP249 kayit numarali bitkiden olusmaktadir.

Morfolojik olarak bitki boyu ve yaprak boyu hari¢ diger karakterlerin tespit edilemedigi
83 ve 185 kayit numarali Dogu Anadolu materyallerinin bulundugu iki bitki dendogram

sonucu olusan gruplamalar igersine alinmamustir.

4.3. RAPD Tekniginin Optimizasyonu

4.3.1. DNA konsantrasyonu optimizasyonu

106



En basit hiicre diyebilecegimiz canlilar bile karmasik bir yapiya sahip olup ¢ok sayida
molekiilden olugmaktadir. Bu nedenle, oOncelikle ilgilenilen molekiil grubunu
hiicredeki diger kisimlardan ve molekiillerden ayirmak ve daha sonra da yapilacak
calismalarin durumuna gore saflastirma islemi yapilmasi gerekmektedir. Molekiiler
biyolojideki arastirmalar, biiylik 6l¢iide saflastirilmis molekiillerle yapilan ¢alismalara
dayanmaktadir. Molekiillerin izolasyonu amaciyla gergeklestirilen islemlere

ekstraksiyon (¢ikarma-ayirma) denmektedir (Temizkan 1999).

DNA hiicrede serbest halde bulunan bir molekiil degildir. Baz1 proteinler (histonlar
ve histon olmayan proteinler) DNA ile bir kompleks halinde bulunmaktadir.
DNA’nin izolasyonu, degisik organizma gruplarinda hatta ayni organizma grubu
icerisinde farkliliklar gdstermis olsa da temelde 3 asamadan olusmaktadir (Olgun
1999).

e Hiicre duvarinin parcalanmasi

e DNA - protein kompleksinin ¢oziilmesi

e DNA' nin ortamdaki diger molekiillerden ayrilmasi

Degisik organizmalardaki yapisal farkliliklar cesitli izolasyon yontemlerinin
kullanilmasini gerektirmektedir. Izolasyonun basarisi, ¢ogu kez iizerinde calisilan
organizmanin Uretilmesi, yetistirilmesi ve g¢ogaltilmasit asamalar1 ile de iligkisi
vardir. Bundan dolay1 6zellikle bitkilerde erken donemdeki geng¢ yapraklar izolasyon

i¢in uygun bulunmustur.

Hiicre duvarinin pargalanmasinda ilk asama duvarin zayiflatilmasidir. Bu islem ya
fiziksel olarak dondurup-¢6zme seklinde ya da lizozim, EDTA gibi kimyasal
maddeler uygulayarak yapilmaktadir. Tam parcalama isleminde ise iyonik (SDS) veya
iyonik olmayan (Triton X-100) deterjanlar kullanilmaktadir. Bu islemler sirasinda
kimyasallarin uygulama siireleri her organizmaya gore degiskenlik gosterebildiginden

dolayi farkli protokoller gelistirilmektedir.
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DNA-protein kompleksinin ¢dziilmesinde kullanilan yontem genelde denatiirasyona
dayanmaktadir. Bu amagla ¢ogunlukla fenol/kloroform ekstraksiyon islemi kullanilir.
Fenol/kloroformla proteinler ve DNA fragmentleri denatiire edilerek ortamdan

uzaklastirilmalart saglanmaktadir.

Niikleotidlerin heterosiklik halkalar1 260 nm dalga boyundaki 15181 maksimum
emme Ozelligi tasidigindan, bu dalga boyundaki emme derecesi niikleik asitlerin
miktarinin bir O6lcilisiidiir. Buna gore, DNA miktar1 145-1700 pg/ml arasinda
sonuglanmis olup, saflig1 i¢in ise Aze0/280, A260/230 ve A320 ye bakilarak belirlenmistir
(Sekil 4. 8 ve Cizelge 4.5). Bir optik dansite (OD) ¢ift iplikli DNA i¢in 50 pg/ml,
tek iplikli DNA veya RNA i¢in 40 pg/ml ve oligoniikleotidler i¢in 20 ug/ml'ye
karsilik gelmektedir. Calismada izole ettigimiz DNA ¢ift iplikli oldugundan miktar

tayininde asagidaki formiilden yararlanilmistir:

DNA (pg/ml)=260 nm'deki OD (absorbans degeri) x sulandiran orani x katsay1 50

DNA  miktari ve temizligi Eppendorf  marka spektrofotometre
(BIOPHOTOMETER) de 6l¢iilmiistiir. DNA miktar1 RAPD reaksiyonlari i¢in 50

ng’a seyreltilmistir.

260 ve 280 nm'deki degerler arasindaki oran (260/280 OD) niikleik asitlerin temizligi
hakkinda da fikir vermektedir. Bu oran iyi saflagtirilmis DNA'da yaklasik 1.8 ile 2.00
arasinda olmaktadir. Eger ortamda fenol veya protein bulunuyorsa oran bu degerlerden
distik olarak gergeklesmektedir (Olgun ve Topal 1999). 260 ve 230 nm’deki
degerler arasindaki oran (260/230 OD) ise 2.00 dan biiyiik olmalidir. Aszjp ise
DNA’nin safliginin bir gostergesi olarak sifira yakin olmalidir (Hillis ve Moritz,
1990). Calismada elde edilen degerler Cizelge 4.5 de verilmistir. Buna gore Azeo/280
degerleri yoniinden 1.8 ile 2.00 arasinda 30, 1.8 den kiiciik 18 ve 2.00 den bliylik 5
ornek tespit edilmistir. En kiiclik deger PP141 nolu 6rnekte 1.50 iken, en biiyiik
deger 84 nolu 6rnekte 2.30 olarak gerceklesmistir. Azg0/230 degerleri yoniinden 2.00
den biiyiik 24 oOrnek tespit edilmis olup, 84 nolu Ornekte en yiiksek deger 3.10
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olarak bulunmustur. 2.00 den kii¢iik 29 6rnek tespit edilmis olup 1 nolu 6rnekte en
disiik deger 0.95 olarak bulunmustur. Azz¢ degerlerine bakildiginda ise PB3, 47,
59 ve 84 nolu 4 6rnekte 0.000 iken diger drneklerde 0.001-0.048 arasinda degisim

gostermistir.

DNA amplifikasyon kosullarinin optimizasyonunda DNA miktarinin degistirilmesi
elde ettigimiz bant sayisina, netligine ya da smear olup olmamasinda etkili
olmustur. Yaptigimiz calisgmada PCR’da kullanilan 0.2 lik ince cidarli reaksiyon
tiiplerinde 10-200 ng genomik DNA kullanilmis olup, en iyi sonug¢lar 100 ng (100
ng/25 pl) da alinmistir (Cizelge 4.6).

—
—
o
=

—

Sekil 4. 8. Calismada kullanilan genomik DNA’larin agaroz (%]1) jeldeki goriintiisii

Cizelge 4.5. Calismada kullanilan bitkilere ait protokol numaralar1 ile birlikte

DNA miktar ve saflik degerleri

No | Kiitiik No DNA Miktar1 pg/ml Ase0280 Ass01230 Az
1 PB1 1010 1.92 2.20 0.004
2 PB2 1150 1.91 2.15 0.002
3 PB3 1290 1.90 2.05 0.000
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4 PB4 758 1.75 1.88 0.022
5 PB5 910 1.92 2.03 0.004
6 PB7 505 1.60 2.29 0.030
7 PB9 385 1.70 1.28 0.026
8 PB10 490 1.92 2.00 0.001
9 PB99 860 1.83 1.89 0.019
10 PB100 925 1.70 1.65 0.032
11 PB101 1570 1.80 2.09 0.025
12 PB246 485 1.60 1.24 0.032
13 PB248 535 1.60 1.35 0.032
14 PP60 680 1.93 2.10 0.003
15 PP70 1700 1.89 2.02 0.020
16 PP121 770 1.80 1.70 0.015
17 PP122 760 1.91 2.17 0.005
18 PP141 600 1.50 1.20 0.045
19 PP147 975 1.85 1.75 0.012
20 PP249 1150 1.93 2.20 0.004
21 PP251 850 1.79 1.58 0.020
22 PO73 835 1.60 1.38 0.048
23 PO74 770 1.80 1.60 0.018
24 PO169 1580 1.85 1.95 0.021
25 PO170 460 1.79 1.75 0.018
26 PO180 700 1.60 1.30 0.042
27 PO181 1350 1.75 1.74 0.038
28 P0O240 745 1.60 1.34 0.037
29 PO244 720 1.90 2.10 0.001
30 1 150 1.92 0.95 0.014
31 3 360 1.82 1.75 0.010
32 12 296 1.71 1.97 0.014
33 19 520 1.75 2.16 0.018
34 22 440 1.74 1.97 0.015
35 47 660 1.99 247 0.000
36 59 410 2.03 2.10 0.000
37 83 825 1.94 2.03 0.002
38 84 175 2.30 3.10 0.000
39 121 145 2.18 2.17 0.003
40 124 150 2.05 2.25 0.004
41 136 160 2.10 2.39 0.004
42 139 210 1.87 1.90 0.006
43 144 230 1.97 2.00 0.005
44 147 295 1.99 2.05 0.002
45 148 690 1.91 2.18 0.008
46 149 200 2.10 2.08 0.006
47 155 690 1.80 1.98 0.017
48 157 380 1.82 1.90 0.017
49 159 510 1.82 1.79 0.019
50 163 450 1.80 1.75 0.019
51 169 340 1.80 1.70 0.020
52 178 200 1.79 1.50 0.021
53 185 215 1.74 1.31 0.025

Cizelge 4.6. PCR amplifikasyonu i¢in dongii parametrelerinin optimizasyonu

PCR icin Test Test edilen Sonuclar
reaksiyon karisimi edilen reaksiyon
reaksiyon biriminin
birimi Konsantrasyonu
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MgCl, (1.5, 2.5, DNA 10 ng Amplifikasyon yok

3.5,4.5 ve 6 ul) 20 ng Amplifikasyon yok

Primer (1 ve 2 pl) 30 ng Amplifikasyon yok

dNTP (1 ve 2 pl) 40 ng Amplifikasyon ¢ok az

Taq pol. (0.5, 1 ve 100 ng Amplifikasyon iyi

1.5 ul) 150 ng Belirgin olmayan bantlar

10 x buffer 2.5 pl 200 ng Belirgin olmayan bantlar

ve smear olusumu

2 ul DNA MgCl, 1.5 ul Amplifikasyon yok

Primer (1pl) 2.5 ul Amplifikasyon cok az

dNTP (2 pl) 3.5l Amplifikasyon iyi

Taq pol. (1 ul) 4.5 ul Amplifikasyon iyi

10 x buffer 2.5 pul 6 pul Amplifikasyon iyi ancak
smear bant olusumu

MgCl,(1.5,2.5,3.5 dNTP 1 ul Bant olusumu silik

4.5, 6 ul) 2ul Amplifikasyon iyi

Primer (1, 2 pl)

dNTP (1,2 ul)

Taq pol. (0.5, 1, 1.5

ul)

10 x buffer 2.5 ul

MgCl,(1.5,2.5,3.5 Primer Amplifikasyon iyi

4.5, 6 ul) 1 ul Amplifikasyon 1yi

dNTP (1,2 pl) 1,5 ul Silik bant olusumu

Taq pol. (0.5, 1, 1.5 2wl

ul)

10 x buffer 2.5 ul

MgCl, (1.5, 2.5, Taq 05U Amplifikasyon yok

3.5,4.5,6 ul) polimeraz 1 U Amplifikasyon iyi

Primer (1, 2 pl) 1.5U Amplifikasyon iyi

dNTP (1,2 pl)

Taq pol. (0.5, 1, 1.5

pl)

10 x buffer 2.5 pl

2 ul DNA 10 x buffer 2 ul Amplifikasyon yok

Primer (1pl) 25 ul Amplifikasyon iyi

dNTP (2 ul) 3.5l Amplifikasyon var

Taq pol. (1 ul)

MgCl, (3,5)

4.3.2. MgCl, konsantrasyonun optimizasyonu
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MgCl,' iin reaksiyon karisimindaki son konsantrasyonu degisebilmekle birlikte
genellikle 0.5-5.0 mM'lik degerler arasinda calismaktadir. Mg™ iyonlar1 NTP'ler ile
¢cOziinebilir kompleksler olustururlar. Polimeraz aktivitesini uyarirlar ve cift iplikli
DNA'nin Tm degerini artirirlar. Ayrica primer/kalip etkilesimini saglamaktadirlar. Bu
nedenle MgCl,' iin PCR' 1n 6zgiilliigli ve iirtin verimi tizerinde ¢ok dnemli bir etkisi
vardir. Genellikle optimum MgCl, konsantrasyonu olarak 1.0-1.5 mM'lik degerler
tercih edilmektedir. Diisik Mg™* konsantrasyonu, iiriin olusumunda azalmaya, yiiksek
Mg "? konsantrasyonu ise spesifik olmayan iiriin birikimine yol agmaktadir. MgCl,
iceren tamponlar kullaniliyorsa, ayrica MgCl, kullanimina gerek yoktur. Eger tampon
MgCl, igermiyorsa, hazir olarak elde edilen 25 mM konsantrasyondaki MgCl,
soliisyonu Art (1999)° nin ifade ettigi gibi ayrica sulandirma yapmadan final
konsantrasyonu 2.5 mM olacak sekilde uygun miktarda reaksiyon karigimina

eklenmektedir.

MgCl, konsantrasyonu amplifikasyon {iriinlerinin sayisini  ve parlakligini
etkilemistir. Diisiik konsantrasyonlu MgCl, bantlarin silik ve kismen az sayida
olusumuna etki ederken, yiiksek konsantrasyonlu MgCl, spesifik olmayan (non-

spesifik) bantlarin goriilmesine neden olmustur.

Calismada MgCl, 1.5, 2.5, 3.5, 4.5 ve 6.0 pl seklinde kullanilmis olup, en iyi
sonuglar 3.5 ve 4.5 ul’lik konsantrasyonlarda alinmis ve 3.5 ul’lik konsantrasyon

kullanilmistir (Cizelge 4.6).

4.3.3. Primer konsantrasyonu optimizasyonu

Primer se¢imleri daha Onceden Oncelikli olarak Papaver tiirlerinde ¢alisilmisg
olanlar1 daha sonra da genel olarak yaygin olan primer setleri tercih edilmistir.
Primer konsantrasyonun belirlenmesi i¢in yapilan c¢alismalarda stok solusyondan
her pl’sinde 10 mer’lik primerden 200 ng olacak sekilde ayarlanmistir. Bu stok
solusyondan 1, 1.5 ve 2 pl kullanilarak bant olusumlar1 gdzlenmistir (Cizelge 4.6).

En iyi sonu¢ 1 ve 1.5 pl de alinmis olup, 1 pl (1 pl/ 25 ul) kullanilmigtir.
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Primerlerin Tm sicakliklarinin da optimizasyonu Biometra Tgradient (TG) PCR
cihaz1 kullanilarak ger¢eklestirilmistir. Burada Tm sicakliginin +5 ve -5 °C
araliklar1 denenerek en ideal yapisma (annealing) sicakligir tesbit edilmistir
(Cizelge 4.7). Yapisma sicakligi baslatict DNA olan primerin kalip DNA’ ya

yapismasi i¢in gerekli olan sicakligi ifade etmektedir.

Cizelge 4.7. Calismada kullanilan primerler ve optimize edilen sicakliklari

Cahisilan Primerler %GC Optimize
oranlari Edilen
Sicakhk
Degerleri (°C)

1 OPA-03 60 32
5’-AGTCAGCCAC-3’

2 OPA-04 60 32
5’-AATCGGGCTG-3’

3 OPA-07 60 32
5’-GAAACGGGTG-3’

4 OPF-04 60 32
5’-GGTGATCAGG-3’

5 OPF-05 60 32
5’-CCGAATTCCC-3’

6 OPF-06 60 32
5’-GGGAATTCGG-3’

7 OPF-08 60 32
5’-GGGATATCGG-3’

8 OPO-02 60 32
5’-ACGTAGCGTC-3’

9 OPO-04 60 32
5’-AAGTCCGCTC-3’

10 OPO-19 60 32
5’-GGTGCACGTT-3’

11 UBC-238 60 32
5’-CTCTCCAGCA-3’

12 P-123 60 32
5’-GGGATTCGAC-3’

13 P-166 60 32
5’-GTGACGGACT-3’

32 P-437 60 32
5’-CGGATCGACA-3’

15 P-443 60 32
5- GGC GTGATAG-3

4.3.4. ANTP konsantrasyonun optimizasyonu
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Calismada dATP, dGTP, dCTP ve dTTP'den olusan dNTP karisimindan
(Promega) pl’sinde 200 uM dNTPs olacak sekilde ayarlanan stok solusyondan 1
ve 2 pl cekilerek denemeler yapilmis olup, en iyi sonu¢ 2 ul dNTPs kullanilarak
yapilan c¢alismalardan alinmigtir. 1 pl  dNTPs kullandigimizda silik bantlar
olusmustur (Cizelge 4.6).

4.3.5. Taq DNA polimeraz konsantrasyonun optimizasyonu

Calismada Taq DNA plimeraz (Promega) (5U/pl)’dan 0.5, 1 ve 1.5 iinite enzim
test edilmis olup, en iyi sonug 1 ve 1.5 U enzim kullanilarak yapilan ¢alismalardan
alinmistir. Benzer sonuglar alinmasindan dolay1 1 U enzim tercih edilmistir. 0.5 U
Taq DNA plimeraz kullandigimizda amplifikasyon tespit edilememistir (Cizelge
4.6).

4.3.6. 10x Taq Tamponu konsantrasyonun optimizasyonu

Calismada kullanilan 10X buffer Taq Polimeraz enzimi (Ek 1) ile birlikte
gelmistir. Reaksiyonda 10x bufferdan 25 ul her tiip i¢in 2, 2.5 ve 3.5 ul olacak
sekilde kullanilmistir. En iyi sonuglar 2.5 pl kullanilarak yapilan ¢alismalardan

alinmistir. 2 pl tampon kullandigimizda amplifikasyon olmamistir (Cizelge 4.6).

4.3.7. PCR Kkosullarinin optimizasyonu

Matematiksel olarak amplifikasyon (2" - 2n) X formiilii ile ifade edilebilir, n = Dongii
sayis1, 2n = Birinci ve ikinci dongii sonucunda olusan boylar1 bilinmeyen {iriinler.

X = Orijinal kalibin kopya sayis1

Potansiyel olarak her dongiiniin % 100 verimle gerceklestigi varsayilirsa,

6rnegin ¢alismamizda kullandigimiz 60 déngii sonucu 2% kat iiriin meydana gelir.

PCR'n temel bilesenleri, kalip olarak kullanilan DNA molekiilii, Taqg DNA polimeraz
enzimi, primerler, dANTP karisimi, Taq DNA polimeraz tamponu ve MgCl,' diir.
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Termostabil DNA polimerazlar ve farkli sicaklik derecelerini istenilen siireler igin
otomatik olarak ayarlayabilen PCR aletlerinin (thermalcycler) kullanima sunulmasi,
PCR'!n verimi ve kullaniminda 6nemli gelismelere yol agmistir. Verimli bir PCR
i¢in;

1. Denatiirasyon,
Primerin baglanmasi,
Primerin uzamasi,

Dongti sayis1 ve

w»ok» N

PCR makinesinin sicaklik inis ve ¢ikis stireleri onemlidir.

PCR dongiisii ve siiresi optimize edilmek amaci ile Shoyama vd (1998)’nin
kullandig1 Cizelge 4. 8 de ki dongii parametreleri kullanilmistir. Genomik DNA'nin
kisa oligoniikleotid primerler kullanilarak amplifikasyonu, amplifikasyon
protokolii ve reaksiyon kosullarina kars1 duyarlidir. Hedef DNA'nin
konsantrasyonu, primer, Mg, DNA polimeraz miktarlar, DNA Kkalitesi ile
"yapisma-annealing"  sicakligi  gibi  termalcycler  parametreleri DNA
amplifikasyonunu etkilemektedir. Bundan dolayr kritik parametreler RAPD
calismalarina baslamadan 6nce optimize edilmistir. Buna goére; 94 0C ---15 saniye,
32 °C ---30 saniye ve 72 °C ---60 saniye seklinde 60 déngiiye tamamlanmistir. 60
doéngii sununda 72 °C ---8 dakika bekletilerek sentezi tamamlanamayan
amplifikasyon {riinlerinin sentezi tamamlamasi1 amac¢lanmistir. Cihazdaki islemin
bitiminden sonra bekleme sicakligi olarak da 4 °C tercih edilmistir. Denenen bu
parametreler sonucunda uygun amplifikasyon {riinleri elde edilmis olup,

caligmalarda bu kosullar kullanilmistir (Cizelge 4.8).

Cizelge 4.8. Optimize edilen reaksiyon karigimlar ve PCR kosullari
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Reaksiyon 25 pl Reaksiyon PCR Dongii
parametreleri Ortaminda Bulunan Parametreleri
Miktar
Genomik DNA 100 ng (100 ng/25 pl= 4 ng)
10X Taq 2.5l 94 °C ---15 saniye
0 .

Tamponu 32 OC ---30 Samye} ?0 .

72 "C ---60 saniye_J dongii
MgCl, 3.5 ul

72 °C -----8 dk
dNTP 400 uM

i " /R G — bekleme

Primer 200 ng (200 ng/25 pl= 8 ng) | sicaklig
Taq Polimeraz 1 Unite (0.3 pul)
ddH,O 13.7 pl

4.3.8. Agaroz jel elektroforezi

Agaroz, bir kirmizi alg tiiri olan Agar agar’dan izole edilen dogrusal bir
polisakkarittir. Agaroz sicak suda ¢dziinlir ve sogutuldugu zaman polimerde
karsiliklt hidrojen baglarinin olusumu ile jel yapist olusur. Bu olusum geri

doniisimlidiir (Maniatis vd 1989).

Ticari olarak iiretilen agarozlarin saflik dereceleri farkli olabildiginden dolayr DNA'nin
goc hizin1 etkimektedir. Agaroz konsantrasyonu % 0.5-2 arasinda degistirilerek jelin
por ¢api ayarlanabilmektedir. Boylece, kiiclik DNA fragmentleri icin yiiksek, biiytik
DNA fragmentleri icin diisiikk agaroz konsantrasyonu kullanilarak DNA'nin jelde en

uygun sekilde yilirimesi saglanabilmektedir.

DNA molekiillerinin analizinde c¢ok g¢esitli yontemler kullanilmakla beraber tiim
laboratuvarlarda rutin olarak yararlanilan en basit yoOntemlerden biri jel
elektroforezidir. Yontemin avantajlar1 basit ve hizli olmasi, ayrica diger yontemlerle
yeterli diizeyde ayrilamayan DNA fragmentlerinin ayrilabilmesini saglamasidir. UV
15181 altinda fluoresan etki gdsteren etidyum bromiid (EB) boyasinin kullanima ile, ¢ok
diisik konsantrasyonlarda (1-10 ng) olsa bile, DNA'min jel {iizerindeki yerini
belirlemek miimkiindiir (Olgun ve Topal 1999).
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DNA'nin elektroforetik analizinin temeli, bu molekiiliin elektriksel bir alanda, jel
tizerindeki gocline dayanmaktadir. Bu go¢ hizi molekiillerin biyiikliigiine,
yapisina, jelde kullanilan maddenin konsantrasyonuna, iyonik kuvvete ve

uygulanan akima bagli olarak degigsmektedir (Sombrook vd 1989).

DNA'nin jelde goriiniir hale gelebilmesi etidyum bromiidiin DNA baglar1 arasina
baglanarak 300 veya 360 nm'de 15181 absorblamasi sonucu fliioresan etki gostermesi
ile gerceklesmektedir. Bu etki DNA konsantrasyonuna bagli olarak kuvvetli veya

zayif olabilir.

4.4. RAPD Polimorfizmi ve Genetik Mesafenin Tespiti

RAPD bandlar1 1 ve 0 olarak kayit edilmis olup, ‘1’ bandin varligim1 ‘0’ ise bandin
yoklugunu gostermektedir (Ek 4) . Materyaller arasindaki genetik mesafe POPGENE32
versiyon 1.32 (Population Genetic Analysis) ve MEGA3 (Molecular Evolutionary
Genetics Analysis) programlari ile analiz edilmistir. Programdaki genetik benzerlik ve

genetik mesafe Nei (1972, 1979) formiiliine dayanmaktadir.

Calismada test edilen 45 primerden (Cizelge 3.2) 15 tanesi (Cizelge 4.7) Oxytona
seksiyonuna ait tiirlerde calismistir. Calisan 15 primerin ortalama polimorfizm orani
yiiksek seviyede olup, % 85.42° dir (Cizelge 4.9). Calismada kullanilan 15 primerden
14 tanesi polimorfik sonu¢ vermistir. En yiliksek polimorfizm oranini ise OPF-08,
OPO-19, P-123, P-443 ve UBC-238 primerlerinde goriilmiis olup, tamamen polimorfik

bantlar tiretmislerdir.

Calismada kullanilan primerler ve polimorfik bant olusumu
OPAO03 primeri: 5’-AGTCAGCCAC-3’ dizisine sahip olan OPAO03 primeri 1300-450 bp
(baz ¢ifti) araliginda bantlasma gostermistir. En fazla olusan bant sayist 5 olup,

bantlardan 2 tanesi monomorfik, diger bantlar polimorfiktir (Sekil 4.9).

Cizelge 4.9. RAPD sonucu olusan bantlar ve polimorfizm oranlari

Primer Ad1 Toplam Bant Polimorfik Bant | Polimorfizm oram
Sayis1 Sayis1 (%)
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OPA-03 5 3 60
OPA-04 5 4 80
OPA-07 6 4 66.6
OPF-04 10 7 70
OPF-05 3 2 66.6
OPF-06 9 7 77.7
OPF-08 7 7 100
OPO-02 8 7 87.5
OPO-04 5 4 80
OPO-19 8 8 100
P-123 6 6 100
P-166 1 - -
P-437 11 10 90
P-443 5 5 100
UBC-238 7 7 100
Toplam 96 81 85.42

OPA04 primeri: 5’-AATCGGCTG-3’ dizisine sahip olan OPA04 primeri 750-300 bp
(baz ¢ifti) araliginda bantlasma gostermistir. En fazla olusan bant sayist 5 olup,

bantlardan 1 tanesi monomorfik, diger bantlar polimorfiktir (Sekil 4.10).

OPAO7 primeri: 5>-GAAACGGGTG-3’ dizisine sahip olan OPAO7 primeri 1400-300
bp (baz ¢ifti) aralifinda bantlasma gdstermistir. En fazla olusan bant sayisi 6 olup,

bantlardan 2 tanesi monomorfik, diger bantlar polimorfiktir (Sekil 4.11).

OPF04 primeri: 5’-GGTGATCAGG-3’ dizisine sahip olan OPF04 primeri 1300-450 bp
(baz cifti) araliginda bantlagma gostermistir. En fazla olusan bant sayisi 10 olup,

bantlardan 3 tanesi monomorfik, diger bantlar polimorfiktir (Sekil 4.12).
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Sekil 4. 9. Oxytona seksiyonuna ait tiirlerde kullanilan OPAO3 primerine ait RAPD bant profilleri.

Sekil 4. 10. Oxytona seksiyonuna ait tiirlerde kullanilan OPA04 primerine ait RAPD bant profilleri.
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Sekil 4. 11. Oxytona seksiyonuna ait tiirlerde kullanilan OPA07 primerine ait RAPD bant profilleri.

Sekil 4. 12. Oxytona seksiyonuna ait tiirlerde kullanilan OPF04 primerine ait RAPD bant profilleri.

OPF05 primeri: 5’-CCGAATTCCC-3’ dizisine sahip olan OPF05 primeri 600-400 bp
(baz cifti) araliginda bantlasma gostermistir. En fazla olusan bant sayist 3 olup,

bantlardan 1 tanesi monomorfik, diger bantlar polimorfiktir (Sekil 4.13).
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OPFO06 primeri: 5’-GGGAATTCGG-3’ dizisine sahip olan OPF06 primeri 1300-300 bp
(baz ¢ifti) araliginda bantlasma gostermistir. En fazla olusan bant sayist 9 olup,

bantlardan 2 tanesi monomorfik, diger bantlar polimorfiktir (Sekil 4.14).

OPF08 primeri: 5’-GGGATATCGG-3’ dizisine sahip olan OPFO08 primeri 1700-300 bp
(baz cifti) araliginda bantlasma gostermistir. En fazla olusan bant sayis1 7 olup, biitiin

bantlar polimorfik olarak tespit edilmistir (Sekil 4.15).

OPOO02 primeri: 5°-ACGTAGCGTC-3" dizisine sahip olan OPO02 primeri 1300-300
bp (baz ¢ifti) aralifinda bantlasma gdstermistir. En fazla olusan bant sayisi 8 olup,

bantlardan 1 tanesi monomorfik, diger bantlar polimorfiktir (Sekil 4.16).

OPO04 primeri: 5°>-AAGTCCGCTC-3’ dizisine sahip olan OPO04 primeri 1000-475 bp
(baz ¢ifti) araliginda bantlasma gostermistir. En fazla olusan bant sayist 5 olup,

bantlardan 1 tanesi monomorfik, diger bantlar polimorfiktir (Sekil 4.17).

OPO19 primeri: 5°>-GGTGCACGTT-3" dizisine sahip olan OPO19 primeri 1000-400 bp
(baz ¢ifti) araliginda bantlasma gostermistir. En fazla olusan bant sayis1 8 olup, biitiin

bantlar polimorfik olarak tespit edilmistir (Sekil 4.18).

P123 primeri: 5>-GGGATTCGAC-3’ dizisine sahip olan P123 primeri 1000-400 bp (baz
cifti) araliginda bantlagsma gostermistir. En fazla olusan bant sayis1 6 olup, biitiin bantlar

polimorfik olarak tespit edilmistir (Sekil 4.19).
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Sekil 4. 13. Oxytona seksiyonuna ait tiirlerde kullanilan OPF0S primerine ait RAPD bant profilleri.

Sekil 4.14. Oxytona seksiyonuna ait tiirlerde kullanilan OPF06 primerine ait RAPD bant profilleri.
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Sekil 4. 15. Oxytona seksiyonuna ait tiirlerde kullanilan OPF08 primerine ait RAPD bant profilleri.

Sekil 4. 16. Oxytona seksiyonuna ait tiirlerde kullanilan OPO02 primerine ait RAPD bant profilleri.
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Sekil 4. 17. Oxytona seksiyonuna ait tiirlerde kullanilan OPO04 primerine ait RAPD bant profilleri.

Sekil 4. 18. Oxytona seksiyonuna ait tiirlerde kullanilan OPO19 primerine ait RAPD bant profilleri.
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Sekil 4. 19. Oxytona seksiyonuna ait tiirlerde kullanilan P123 primerine ait RAPD bant profilleri.

Sekil 4. 20. Oxytona seksiyonuna ait tiirlerde kullanilan P166 primerine ait RAPD bant profilleri.

P166 primeri: 5>-GTGACGGACT-3’ dizisine sahip olan P166 primeri 1100 bp (baz ¢ifti)
seviyesinde bantlasma gostermistir. Bir tane monomorfik bant tespit edilmistir (Sekil

4.20).
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P437 primeri: 5’>-CGGATCGACA-3’ dizisine sahip olan P437 primeri 1000-450 bp (baz
cifti) araliginda bantlagma gostermistir. En fazla olusan bant sayisi 11 olup, bantlardan

1 tanesi monomorfik, diger bantlar polimorfiktir (Sekil 4.21).

P443 primeri: 5°- GGC GTG ATA G -3’ dizisine sahip olan P443 primeri 1400-300 bp
(baz ¢ifti) araliginda bantlasma gostermistir. En fazla olusan bant sayis1 5 olup, biitiin

bantlar polimorfik olarak tespit edilmistir (Sekil 4.22).

UBC238 primeri: 5°-CTCTCCAGCA-3’ dizisine sahip olan UBC238 primeri 1400-300
bp (baz ¢ifti) aralifinda bantlasma gdstermistir. En fazla olusan bant sayisi 5 olup,

biitiin bantlar polimorfik olarak tespit edilmistir (Sekil 4.23).
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Sekil 4. 21. Oxytona seksiyonuna ait tiirlerde kullanilan P437 primerine ait RAPD bant profilleri.

Sekil 4. 22. Oxytona seksiyonuna ait tiirlerde kullanilan P443 primerine ait RAPD bant profilleri.
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Sekil 4. 23. Oxytona seksiyonuna ait tiirlerde kullanilan UBC238 primerine ait RAPD bant
profilleri.

Calismada POPGENE32 versiyon 1.32 ve MEGA3 istatistik programlar: ile genetik
benzerlik ve uzaklik matrisinden (Ek 4) yararlanarak elde edilen dendogramda
polimorfizm oran1 %85.42 olarak tespit edilmistir. Birbirine en yakin genetik mesafe
0.0535 ile Papaver bracteatum’a ait PBS nolu 6rnek ve PB7 arasinda iken, en uzak

genetik mesafe 0.5754 ile P. orientele’ ait PO181 nolu 6rnek ve 185 nolu 6rnek
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arasinda tespit edilmistir. Incelenen populasyonlar genel olarak iki ana grup altinda

toplanmaktadir (Sekil 4.24). Bunlar;

A. 1. Grup: 2 alt gruptan olugsmaktadir.

L. Alt grup: 136 ve 144 kayit numarali Dogu Anadolu materyallerinin
bulundugu iki bitkiden olusmaktadir.

II. Alt grup kendi arasinda 2 koldan olugmaktadir.

L. Kol: Ankara Universitesi Tarla Bitkileri Béliimii deneme tarlasinda bulunan
ve daha Onceden Papaver orientale olarak bilinen PO240 kayit numaral
bitki ile Dogu Anadolu materyallerinin bulundugu 19 kayit numaral
bitkiden olusmaktadir.

II. Kol: Dogu Anadolu materyallerinin bulundugu 3, 22, 47, 59, 83, 84, 121,
124, 148, 149, 155, 157, 159, 163, 169, 178, 185 kayit numarali bitkiden
olusmaktadir.

B. II. Grup: 2 alt gruptan olugmaktadir.

L. Alt grup: 12, 139 ve 147 kayit numarali dogu anadolu materyallerinin
bulundugu 3 bitkiden olugsmaktadir.

II. Alt grup: 2 alt koldan olugsmaktadir.

I Kol: Ankara Universitesi Tarla Bitkileri Boliimii deneme tarlasinda bulunan
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Sekil 4. 24. Oxytona seksiyonuna ait tiirlerde RAPD analizi sonucu olusan dendogram
(Neighbor-Joining (NJ) Nei 1972 ve 1979 gore)



ve daha onceden Papaver orientale olarak bilinen PO244 kayit numarali bitkiden
olusmaktadir.

II. Kol: 2 alt koldan olusmaktadir.

L. Alt kol: Ankara Universitesi Tarla Bitkileri Boliimii deneme tarlasinda
bulunan ve daha onceden Papaver bracteatum olarak bilinen PB1, PB2,
PB3, PB4, PBS, PB7, PB9, PB10, PB99, PB100, PB246 ve PB248 kayit
numarali bitkiler ile dogu anadolu materyallerinden olan 1 kayit numaral
bitkiden olusmaktadir.

II. Alt kol: Ankara Universitesi Tarla Bitkileri Boliimii deneme tarlasinda
bulunan ve daha dnceden Papaver bracteatum olarak bilinen PB101, P.
orientale olarak bilinen PO73, PO74, PO169, PO170, PO180, PO181 ve P.
pseudo-orientale olarak bilinen PP60, PP70, PP121, PP122, PP141, PP147,
PP249 ve PP251 kayit numarali bitkilerden olugsmaktadir.
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5. TARTISMA VE SONUC

5.1. Morfolojik Calismalar

Oxytona seksiyonuna ait biitiin tiirler ¢ok yillik olup, her yil rozet olustururlar. Pinnat ve
disli yaprakli bir yapidadirlar. Ana yapraklarin yaprak sapi (petiol) uzun olup, tim
yapraklar1 ¢ok hiicreli beyaz tiiylerle kaphdir. Yapraklar ve ¢icek saplart hemen hemen
her sene aym zamanda gelismektedir. Once yapraklar gelisme gostermekte ve daha
sonra ¢icek sap1 uzamaktadir. Cigek sapida yapraklar gibi ¢ikista basit ve yogun beyaz
tiylerle kaphidir. Her sapta tek c¢igek ve bircok kaolin yaprak bulunmaktadir.
Yapraklarin yerlesimi Goldblatt (1974)’ e gore Taxonomik olarak onemlidir. Yapraklar
P. bracteatum ve P. pseudo-orientale’ de yukarilara, ya da ¢icek sapinin {igte birden
(1/3) daha iistlerde bulunabilmektedir. Ancak bizim ¢alismamizda bu dikkate
almmamistir. Cigekten hemen Onceki yapraklar kaolin (govde) yapraklar olarak
kaydedilmistir. Cigekten hemen onceki bu kaolin yaprak P. bracteatum tiiriinde vardir.
P. pseudo-orientale tiirline ait bitkilerde ise durum farkidir. Bazi bitkilerde bu yapraklar
bulunurken, bazilarinda yoktur. Bu durum literatiir bilgileri ile tamamen uygunluk
icersindedir (Goldblatt 1974). P. orientale de ise kapsiile yakin olarak bulunan govde

yapraklar1 olarak bilinen kaolin yapraklar bulunmamaktadir.

P. bracteatum Oxytona seksiyonun temsilcisi olup, morfolojik 6zellikleri en biiyiik olan
tirdiir. Brakte sayis1 2 (PB248) ile 8 arasinda degismekte olup, biiyiik koyu kirmizi
cigekli ve biitlin makroskobik o6zellikler belirgindir. Bu durum Goldblatt (1974)’ 1n
brakte sayisin1 3-8 arasinda bulunur ifadesi ile uygunluk gostermektedir. P. pseudo-
orientale olarak inceledigimiz 8 bitkiden bir tanesinde (PP60) brakte bulunmazken,
diger yedi bitkide 2-4 arasinda degisen brakteler tespit edilmistir. Bu durum Goldblatt
(1974), Philipson vd (1981), Davis (1988) ve Mihalik (1998) tarafindan da ifade
edilmistir. Eger brakteler teshis i¢in kullanilacaksa bazen P. pseudo-orientale ile P.
bracteatum karistirilabilmektedir. Cilinkii ~ P. bracteatum ve P. pseudo-orientale
tiirlerinin her ikisinde de brakteler bulunabilmektedir. Her ikisinde de brakteler kaliks
disinda tomurcuklara yakin yerlerde bitisik durumdadir. Bundan dolay1 ¢alismada P.

pseudo-orientale’ yi 3 farkli kapsiil-brakte yapisiyla belirleyerek yapisal farkliliga
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dikkat ¢ekilmistir. P. orientale de brakte bulunmamaktadir. Dogu Anadolu boélgesinden
toplanan bitkilerde ise 3 bitkide (148, 149 ve 155) nadiren bulunmakta ve digerlerinde
bulunmamaktadir. Ciceklenme doneminde brakteler diismez. Braktelerin diismemesi
kuru kapsiillerde braktelerin varligindan dolay1 yanlis teshislere yol agmakta olup, tiiriin
ismine dogrulugu daha sonraki ¢alismalarda sorunlar olusturmaktadir. Cilinkii bir¢ok
arastirmaci brakte varligina bakarak P. bracteatum diye topladigi bitkinin gercekte P.
bracteatum mu yoksa P. pseudo-orientale mi oldugunu kontrol edememektedir. Carolan
vd (2002) nin yapmis oldugu ¢alismada P. bracteatum diye aldiklar1 tohumlarin in vitro
rejenerasyonu sonrast yapilan alkaloit analizinde tamamen P. pseudo-orientale
alkaloitleri olarak belirlediklerini, bunu da tohum orijinine mi yoksa rejenerasyonda
meydana gelen varyasyonlardan mui kaynaklandiginin  bilinemedigini  ifade

etmektedirler.

P. bracteatum’ da kaliks tiiyleri sik ve iistten basik bir sekilde goriiliirken, diger tiirlerde
bu derece de net bir goriiniim yoktur. Seyrek ve dik goriiniimlii olabilirler. Ozellikle P.
pseudo-orientale de varyasyon vardir. Tomurcuklar P. bracteatum’ de dik, P.
orientale’de egik ve P. pseudo-orientale de ise durum yine dik, egik ve yar1 dik (PP60)
seklinde varyasyon gostermektedir. P. pseudo-orientale’ de Goldblatt (1974) e gore dik
ve egik olabilirken, Philipson vd (1981), Ozhatay vd (1989) ve Mihalik (1998) a gore
dik goriiniimliidiir. A¢maya yakin zamanda P. bracteatum tomurcuklar1 oblong olarak

goriiliir. Diger tiirlerde tomurcuk genellikle ovaldir.

Normal olarak gelisen ¢iceklerde sepal sayisi 2 ile 3 arasinda degismekte olup (Cizelge
4.1), P. bracteatum’ da 3, P. pseudo-orientale de 2-3 ve P. orientale’de yine 2-3
arasinda degismektedir. Tespit etmis oldugumuz sepal sayisi; Goldblatt (1974)’ e gore
P. bracteatum’ da genelde 3, P. pseudo-orientale’ de 2-3; Philipson vd (1981)’ nin P.
orientale’ de 2, P. pseudo-orientale’ de 2-3; Cullen (1988) P. pseudo-orientale’ de 2-3

ifadeleri ile uygunluk gostermektedir.
Petaller 4-6 olarak bulunmaktadir. P. bracteatum’da 6, P. pseudo-orientale ve P.

orientale’de 4-6 arasinda degismektedir. Sepal ve petallerin sayis1 goriildiigii gibi P.

bracteatum’da fazla olup, diger iki tiirden farklilik arzetmektedir. Ancak bu durumun
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dis sartlardan etkilendigi Goldblatt (1974) tarafindan ifade edilmektedir. Seksiyona ait
tiirleri teshis i¢in en 1yi donem petallerin bitki {izerinde bulundugu vejetatif donemdir.
Ciinkii cicek rengi ve lekeler bitkiyi dogru teshis etmek icin gerekli olan tanimlayici
ozelliklerin en fazla bulundugu dénemdir. Birgok arastirmaci bu durumu bu sekliyle net
ifade etmemis olsa bile tilirler aras1 sorunlu olabilecek sonuglarin belirlenebilmesinde
vejetatif  Ozelliklerin ~ hepsinin  gézlemlenmesinin ~ 6nemini  kismen de olsa
vurgulamaktadirlar (Goldblatt 1974, Philipson vd 1981, Davis 1988 ve Mihalik 1998).
Diger taraftan Ozhatay vd (1989) bu &zellikleri degerlendirirken varyasyonu tiirler arasi
farklilikta degilde sadece P. pseudo-orientale igersinde ele almiglardir. Bizim
calismamiz dogrultusunda bu yaklasimin dogru olmadigi kanaati olusmustur. Cilinkii her
tiriin ¢icek renklerinde ve petal lekelerinde degisiklik vardir. P. bracteatum’da ki
petaller koyu kirmizi ve lizerinde siyaha yakin lekeler tabana kadar uzamakta yada
ortada bulunmaktadir. P. pseudo-orientale nin petalleri kiremit kirmizisi ya da koyu
kiremit kirmizisidir. P. pseudo-orientale’ de lekeler ¢ok varyasyon gostermektedir.
Petaller iizerinde dikddrtgen seklindeki leke ortada bulunmaktadir. incelenen bitkilerden
bir tanesinde tabana kadar leke tespit edilmistir. Goldblatt (1974) bazi sartlarda P.
pseudo-orientale petallerinde lekeler bulunmadigini belirtirken, Cullen (1965-1988) ve
Philipson vd (1981) P. orientale’lerde bile lekelerin bulunabilecegini bilirtmektedirler.
Bu durumda bitkileri tayin etmek icin diger 6zelliklerini gérmek onem tagimaktadir.
Inceledigimiz P. orientale tiiriine ait bitkilerin bir tanesinde ortada yine bir tanesinde
tabana kadar lekenin varligi tespit edilmistir. Bu durumda Cullen (1965-1988) ve
Philipson vd (1981) ni dogrulamaktadir. Ya da P. orientale olarak inceledigimiz bu
bitkiler gergekte P. orientale degildir. Petalleri kiremit kirmizist olup bazilarinin
tizerinde soluk ya da sart mavi lekelerin bulunabilecegi P. orientale’ler Tirkiye’nin
kuzeyinde yaygin olarak dagilim gdsterdigi Goldblatt (1974) tarafindan bildirilmektedir.
Ancak Rezaei-Osalou (2004) c¢alismasinda Tiirkiye’nin kuzey dogu bdlgelerinden 66

lokalite igersinden bir lokalitede 28 kromozomlu P. orientale tiiriinii kaydetmistir.

Ovaryum biiyiikliigl, stigma 151n sayisi ve kapsiil tepe sekli tiir teshisinde dnemlidir.
Bu ozellikler degismekte olup, P. bracteatum’ da kapsiil boyu 39.81 mm ye kadar
uzarken stigmatik 151n sayisi da en fazla 17 ye kadar ¢ikmaktadir. P. pseudo-orientale’

de kapsiil boyu 31.11 mm ve stigmatik 151n sayis1 en yiiksek 16 olarak tespit edilmistir.
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P. orientale’ de ise kapsiil boyu 26.92 mm ve stigmatik 151n sayis1 en yiiksek 13 olarak
tespit edilmistir. Buna gore P. bracteatum’ daki ovaryum en biiyilik olup 1s1n sayisi en
fazla iken, P. pseudo-orientale’deki ovaryum ve 1sinlar diger iki tiirlin arasinda, sayisi
en az ve en kii¢iik olan P. orientale’ dir. Kapsiil biiyiiylince 6l¢iim degisiklikleri devam
etmektedir. Segcmen vd (1995)’ nin Papaver cinsindeki stigmatik 1sin sayisini 4-20
arasinda, Philipson vd (1981) ise P. pseudo-orientale ve P. orientale tlrlerinde 10-25
arasinda olabilecegini ifade etmektedirler. Incelemis oldugumuz bitkilerde kapsiil tepe
sekli olarak ele aldigimiz stigmatik 1sinlar P. bracteatum’ da 4, P. pseudo-orientale ve
P. orientale ise 3 farkli varyasyon gostermistir. Goldblatt (1974)’ a gore P. bracteatum’
da sekil bozulmakta olup, disk genel olarak ya konik ya da konkav seklini almaktadir.

Kapsiil sertlesmekte olup, olgunlasinca odunlagmaktadir.

Oxytona seksiyonundaki tiirlerde ismine dogruluk tam olarak netlesemediginden
arastirma yapan ekipler arasinda farkli goriisler oldugu gibi farkli yillarda arastirma
yapan ayni gruplarda dahi farkli ifadeler vardir. Bunlar arasinda Oztekin vd (1985),
Ojala ve Rousi (1986), Milo vd (1986,1988, 1989 ve 1990), Ozhatay vd (1989), Ojala
vd (1990) ve Levy ve Milo (1991) sayilabilir. Bunun sebebi kanaatimizce kromozom
sayis1 fazla olmasi ve genetik potansiyeli daha yiiksek olmasindan dolay1 P. pseudo-

orientale tliriiniin ¢ok genis bir varyasyon gdstermesi olabilir.

Calismada kullandigimiz 3 tiir bitkiye ait 20 farkli morfolojik karaktere dayali
olarak ilk kez bir istatistik programi kullanilarak tiir teshisine daha detayli
¢oziimler getirilmeye ¢alisilmistir. SPSS 11.0 paket programina gore yapilan
benzerlik matrisinde 1 benzerlik, 0 farklilik diizeyi olarak ifade edilmistir. PB99
nolu O6rnek ile PB100 nolu 6rnek arasindaki genetik yakinlik en fazla olup 0.958
olarak bulunmustur. Yine genetik olarak akrabalig1 en yakin ikinci grup 0.950° lik
seviyesiyle PB10 nolu 6rnek ile PB246 nolu 6rnek arasinda gergeklesmistir. P.
bracteatum’ a ait bitkilerde en uzak genetik mesafe PB3 nolu 6rnek ile PB9 nolu
ornek arasinda 0.501 olarak gerceklesmistir. Buna gore daha Onceden P.
bracteatum olarak tespit edilen bitkiler birbirine diger tiirlerden daha yakin
bulunmustur. P. pseudo-orientale olarak tespit edilen bitkilerde bir¢ok karisiklik

mevcuttur. Bunlardan PP147 nolu 6rnek ¢ok genel olarak 1. grupla ayrilirken,
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PP249 nolu 6rnek en dar anlamda P. orientale ile grup olusturmustur. PP60 nolu
Oornek ise Dogu Anadoludan toplanan 6rneklerle grup olusturmustur. Diger yandan
P. pseudo-orientale olarak incelemeye alinan bitkiler ikiden fazlasi bir araya
gelerek gruplasamamistir. Genetik akrabalik olarak birbirine en yakin P. pseudo-
orientale’ ye ait bitkilerden PP121 nolu 6rnek ile PP122 nolu 6rnek 0.887 genetik
mesafe ile en yakin bulunurken, 0.319 genetik mesafe ile PP60 nolu ornek ile
PP141 nolu 6rnek en uzak akraba olarak tespit edilmistir. Buradan da anlasilacagi
lizere P. pseudo-orientale’ de varyasyon ¢ok genistir. P. orientale olarak tespit
edilen tiirler cogunlukla kendi aralarinda grup olusturmuslardir. Ancak PO169 ve
POI181 nolu iki 6rnek Dogu Anadolu ornekleri ile grup olusturmustur. Genetik
olarak birbirine en yakin P. orientale’ ye ait bitkilerden PO180 nolu 6rnek ile
PO240 nolu o6rnek 0.943 genetik mesafe ile en yakin bulunurken, 0.417 genetik
mesafe ile PO160 nolu o6rnek ile PO170 nolu o6rnek en uzak akraba tespit
edilmistir. Dogu Anadoludan toplanan oOrneklerde genelde iki grupta
toplanmiglardir. Bu durum tiir bazinda birbirlerine yakin olduklar1 anlamina
gelmektedir. Genetik akrabalik olarak birbirine en yakin Dogu Anadoludan
toplanan orneklere ait bitkilerden 19 nolu 6rnek ile 163 nolu 6rnek 0.907 genetik
mesafe ile en yakin bulunurken, 0.071 genetik mesafe ile 59 nolu 6rnek ile 84
nolu 6rnek en uzak akraba olarak tespit edilmistir. 83 ve 185 nolu 6rnekler dikkete
alinmamuistir. Sonug olarak; morfolojik olarak kaydedilen degerler artirildik¢a daha
da olumlu sonuglar alinacaktir. Ciinkii varligi kismen farkedilen ancak
adlandirilamayan bir¢ok morfolojik 6zellik kayit altina alinip titiz calismalar

yaparak daha kesin sonuglara ulasilabilir.

5.2. Alkaloit Calismalari

Calismada kullanmig oldugumuz HPLC yontemi ile sadece tebain alkaloitine bakilmig
olmasindan dolay1 belki iyi bir se¢im yapmus olabiliriz. Ancak diger alkaloitlere gore bir
kiyaslama yapilamadigindan yorumlar sadece tebain alkaloiti ile sinirli kalmigtir. Buna
ragmen; P. bracteatum olarak yetistirilen ve c¢aligmada kullanilan 13 bitkiden 12
tanesinde kuru kapsiillerde %0.6-2.5 arasinda tebain bulunmustur. PB101 nolu bitkide

ise tebain bulunamamistir. Bu durum diger verilerle birlikte degerlendirilince bu
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bitkinin tlir isimlendirilmesindeki ismine dogrulugunu tartisilir hale getirebilir. Arslan
(1991)’ in galismas1 ayni deneme tarlasinda ve ayni orjinli bitkilerin kullanilmis olmasi
yoniiyle bizim ¢alismamizi daha fazla ilgilendiren bir durumdadir. Buna gore ortalama
tebain oran1 yillara gore degismekle birlikte %1.54-1.82 arasinda olup, tek bitki bazinda
da en fazla %4.32 olarak tespit edilmistir. Bu degerler bizim g¢alismamizda tespit
ettigimiz degerlere yakin bulunmustur. P. bracteatum’ un izotebain, oviparin,
braktavin ve degisik alkaloitler icerdigi belirtmektedir (Kiselev ve Konovalova 1948).
Diger arastirmacilar ayni tiirlerde tebain oldugunu diger alkaloitlerin 6rnegin; Alkaloit E
(Bohm 1967) ve alpinigenin (Lalezari 1973; Shafiee ve Nasseri-Nouri 1973)’in ¢ok az
bulundugunu bildirmislerdir (Neubauer ve Mothes 1963; Bohm 1965; Sharghi ve
Lalezari 1967). Sariyar (2002) major alkaloit olarak salutaridin ve tebain oldugunu,
Carolan vd (2002) ise tebain, izotebain, oripavin ve salutaridin varhigindan

bahsetmektedir.

P. pseudo-orientale olarak yetistirilen ve calismada kullanilan 8 bitki igersinden 3
bitkide %0.09, 0.2 ve 1.5 diizeyinde tebaine ratlanmis olmasi tebain alkaloitinin
Oxytona seksiyonu i¢in tiir teshisinde ayirag¢ olarak kullanilmasimin yanlis sonuglara
gotiirebilecegi kanaatini giiclendirmektedir. Ozhatay vd (1989) P. pseudo-orientale’yi 3
gruba ayirarak incelemisler ve birinci grupta major alkaloit salutaridin, tebain,
makrantalin ve papveroksin, ikinci grupta salutaridin ve mekambridin, {iglincli grupta
ise izotebain tespit etmislerdir. Levy ve Milo (1991)’ nun calismasinda ise alkaloit
profili degerlendirmelerinde P. bracteatum’un yetiskin kapsiil ve koklerinde sadece
tebain tespit edilirken, P. pseudo—orientale’de ise daha genis spectrum olusturarak
major alkaloit izotebain ve daha kiiclik miktarlarda tebain, oripavin ve salutaridin tespit
edilmistir. Shoyama vd (1998)’ in ifadesine gore calismada kullandiklar1 P. pseudo—
orientale tliriinii ait bitkilerde tebain bulunamamistir. P. pseudo—orientale’ ye ait
bitkilerde tebain olmayip P. bracteatum ile olusturulan melezlerde tebain varligi genetik
olarak P. bracteatum’ dan gelen genlerden kaynaklandigini ifade etmektedirler. Sariyar
(2002) 1n calismasinda ise major alkaloit izotebain, mekambridin ve orientalidin iken
hi¢ tebain tespit edemediklerini belirtmeleri nemli bulunmustur. Ciinkii kismen benzer

lokalitelerden toplanan orneklerde ve ¢alismamizda Dogu Anadolu materyali olarak
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verdigimiz 24 ornek icersinden 5 Ornekte 9%0.01-0.4 arasinda tebain varligi bizim tiir

teshisi yapmamizi zorlastirmistir.

P. orientale olarak yetistirilen ve calismada kullanilan 8 bitkiden 1 (PO180) tanesinde
eser miktarda tebain bulunmustur. Diger bitkilerde tebaine rastlanmamistir. Dogu
Anadolu boélgesinden toplanan 24 bitkide ise; 12, 22, 83, 84 ve 121 nolu 5 bitkide
%0.01-0.4 arasinda tebain tespit edilmis olup, digerlerinde tebain bulunamamistir. P.
orientale’ nin taninmasinda biraz karigiklik oldugu 6nceki aragtirmacilar tarafindan
rapor edilmistir (Dawson ve James 1956, Kleinschimidt 1961) ve dominant alkaloit
olarak izotebain ile iz (eser miktar) miktarda tebain bulduklarini bildirmislerdir.
Nemekova vd (1966)’ nin calismalar1 bunu desteklemektedir. Ancak Ping Cheng (1972)
P. orientale’de izotebain ile orientalidinin var oldugunu ifade etmektedir. Konovalova
vd (1935) P. orientale’de izotebain olmadigin1 ve Kafkas gegis bolgesinde bulunan
bitkilerde oripavin ile tebainin esit miktarda oldunu bildirmektedirler. Stermitz ve
Rapoport (1961) oripavin ve tebainin varligini belirtmektedirler. Sariyar (2002)
calismasinda ise major alkaloit olarak oripavin ve mekambridin belirlerken bir drnekte
de tebain varligindan s6z etmektedir. Carolan vd (2002) major alkaloit olarak P.
bracteatum’ da tebain, P. orientale’ de oripavin ve P. pseudo—orientale’ de izotebain
tespit etmislerdir. Su ana kadar bulunan literatiirler P. bracteatum, P. orientale ve P.

pseudo—orientale’ de kimyasal heterojenitenin fazla oldugunu gostermektedir.

5.3. Molekiiler Calismalar

5.3.1. DNA'nin izolasyonu ve saflastiriimasi

Calismada uygulanan tohumdan DNA izolasyon yontemi sonucu elde edilen DNA’ lar
kullanilmamstir. Cilinkii bitkilerdeki yabanci tozlasmanin yiiksek seviyelerde olmasi
bizi taze yapraklardan DNA izolasyonuna ydneltmistir. Ancak Sangwan vd (2000)
Papaver cinsine ait olan bitki tiirlerine 2x CTAB yontemini tohum Orneklerine

uygulayarak basarili sonuglar aldiklarini belirtmektedirler.
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Taze yapraklar sivi azot ile toz haline getirilerek, 2x CTAB yontemi Sangwan vd
(2000)’ nin modifiye ettigi sekilde kullanilmistir. Buna gore elde edilen DNA’ lar
olduk¢a temiz ve kirilma olmadan basariyla izole edilmistir. izolasyon sonucunda
145-1700 pg/ml arasinda DNA elde edilmistir. DNA c¢ok kolay bir sekilde
kirilabildiginden dolayi, Wilson ve Walker (1994)’1in belirttigi gibi DNA’da meydana
gelen kirilmalarin sebepleri arasinda DN,,’lar ve izolasyon sirasinda uygulanan fiziksel
giic olabilmektedir. DNA izolasyonu sirasinda dokular1 ezmek igin sivi azot
kullanilmadigindan dolay1 dokularin pargalanmasiyla aktif hale gecen DN,,’ lar DNA’
nin kirtlmasina neden olabilmektedir. Ayn1 yontemi kullanan Carolan vd (2002) elde
edilen DNA’ lar tekrar konsert PCR temizleme siitunlar ile 70-250 ng/ul olarak

belirlemislerdir. Bu ikinci temizlemeyi AFLP yontemi i¢in kullanmislardir.

260 ve 280 nm'deki degerler arasindaki oran (260/280 OD) niikleik asitlerin saflig1
hakkinda da fikir vermektedir. Bu oran iyi saflastirilmig DNA'da yaklasik 1.8” dir. Eger
ortamda fenol veya protein bulunuyorsa Olgun ve Topal (1999) ifade ettigi gibi oran
bu degerlerden diisiik olarak gergeklesmektedir. Bu degerlere dikkat edilerek
calisma yapilmis olup, DNA miktarlar1 145-1700 pg/ml arasinda sonug¢lanmistir.
DNA’ nin temizligi i¢in ise Azeo/280, A260/230 ve Az20 ‘ye bakilmistir. Clinkii DNA
260 nm dalga boyunda, protein 280 nm dalga boyunda ve karbonhidratlarda 230
nm dalga boyunda pik yapmaktadir. Temiz bir DNA’ da Hillis ve Moritz (1990)’ in
ifade ettigi gibi Ajzeg/280 oranit 1.8 ile 2.00 arasinda; A260/230 orani ise 2.00 den
bliyiik; Azpg ise sifira yakin olmalidir. Buna gore Ajeo/280 degerleri yoniinden 1.8 ile
2.00 arasinda 30, 1.8 den kiiciik 1.8 ve 2.00 dan biiyiik 5 6rnek tespit edilmistir. En
kiiciik deger PP141 nolu 6rnekte 1.50 iken, en biiyiik deger 84 nolu 6rnekte 2.30
olarak gerceklesmistir. Ajgo/230 degerleri yoniinden 2.00 dan biiyiik 24 6rnek tespit
edilmis olup, 84 nolu drnekte en yiiksek deger 3.10 olarak bulunurmustur. 2.00 dan
kiiciik 29 ornek tespit edilmis olup, 1 nolu 6rnekte en diisiik deger 0.95 olarak
bulunmustur. Aszz¢ degerlerine bakildiginda ise PB3 ve 47 nolu 2 6rnekte 0.000
iken diger oOrneklerde 0.001-0.048 arasinda degisim gostermistir. Degerler
incelendiginde elde edilen DNA’larin RAPD calismalar1 i¢in yeterince temiz
oldugu goézlenmistir. Ergiil (2000) izolasyon sonucu elde edilen DNA miktarinin ve

saflik degerlerinin PCR uygulamalarinda 6nemli oldugunu belirtmekte olup, DNA
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miktarinin 75-1140 pg/ml, temizliginin ise (Aze0/280) 1.8-2.0 arasinda oldugunu
kaydetmistir. Sencicek (2000) Delleporta yOntemini basariyla kullanarak DNA
miktariin 1760-1820 pg/ml oldugunu ifade etmektedir. Aka Kacgar (2001) yine
Delleporta yontemini basariyla kullanarak DNA miktarinin 80-1045 pg/ml arasinda
oldugunu temizliginin ise (Azeo280) 2.0 civarinda oldugunu belirtmistir. Bu tez
calismasinda kullanilan 6rneklerden elde edilen DNA miktar ve saflik degerleri

yukarda verilen literatiirlerle uyum ig¢ersinde olmustur.

5.3.2. RAPD tekniginin ve PCR kosullarinin optimizasyonu

In vitro sartlarda DNA ¢ogaltilmasinin ¢esitli nedenleri arasinda baslicalari; 6zgiin
bir DNA par¢asindan bol miktarda elde edilmesi, Erlich (1990, 1991), Ar1 (1999)
ve Arda (2000)’ nin ifade ettigi gibi molekiiler analizinin yapilmasi1 ve genetik
mithendisligi amaglar1 dogrultusunda kullanilmasidir. PCR ile istenilen genlerin ya
da DNA dizilerinin jenerasyonlara bagli replikasyonu, hizlandirilmis bir sekilde
gerceklestirilir. Aynen dogal hiicre boliinmesinde oldugu gibi, PCR replikasyon
siirecini taklit ederek yaklasik 30 jenerasyon sonra seg¢ilmis bir DNA dizisinin

milyarlarca katin1 kopyalamaktadir.

Baglangi¢ denatiirasyonu i¢in genomik DNA gibi kompleks kaliplarin denatiire olmasini
saglamak tizere yiiksek sicakliklar (95-100 °C) kullanilir. Ancak PCR sirasinda genellikle
etkin denatiirasyon sicakligimin 92-95 °C oldugu tespit edilmistir. Denatiirasyondan
sonra primerlerin baglanmasi1 asamasindaki Tm/baglanma sicakli§i oraninin tespit
edilmesi, PCR reaksiyonunun gergeklesebilmesi agisindan biiyiik bir 6nem tagimaktadir.
Bu nedenle basarili bir PCR i¢in Tm/baglanma sicakliginin dogru hesaplanmasi
gerekir. Primerlerin uzamasi asamasinda genellikle Taq DNA polimerazin
polimerizasyon aktivitesi i¢in en uygun sicaklik derecesi olan 72 °C kullanilmistir.
PCR iirlinli olan tiim molekiillerde reaksiyonun tamamlanmasini1 garanti altina almak
i¢cin son dongiiniin uzama siiresi uzun (8 dakika) tutulmustur. Bu durum Shoyama vd

(1998) ve Sangwan vd (2000) caligsmalar1 ile uyum igersindedir.
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PCR dongiisii ve siiresi optimize edilmek amaci ile Shoyama vd (1998)’nin
kullandig1 Sekil 4.8. deki dongii parametreleri kullanilmistir. Genomik DNA'nin
kisa oligoniikleotid primerler kullanilarak amplifikasyonu, amplifikasyon
protokolii ve reaksiyon kosullarina karsi duyarlidir. Hedef DNA'nin
konsantrasyonu, primer, Mg, DNA polimeraz miktarlari, DNA Kkalitesi ile
"yapisma-annealing"  sicakligi  gibi  termalcycler  parametreleri  DNA
amplifikasyonunu etkiler. Bundan dolay1 kritik parametreler RAPD calismalarina
baslamadan 6nce optimize edilmistir. Buna gore; 94 0C---15 saniye, 32 °C---30
saniye ve 72 °C---60 saniye seklinde 60 dongiiye tamamlanmistir. 60 dongii
sonunda 72 °C---8 dakika bekletilerek sentezi tamamlanamayan amplifikasyon
lrliinlerinin sentezi tamamlamasi amag¢lanmistir. Programin son asamasinda
bekleme sicakligi 4 °C olarak tercih edilmistir. Uygulanan bu parametreler
sonucunda etkili bir amplifikasyon elde edilmistir. PCR dongili parametrelerinde
Ergiil (2000) 45 dongii, Sengigek (2000) 35 dongii kullanmislardir. Ancak Papaver
tiirlerinde Shoyama vd (1998)’ 1 60 dongii ve Sangwan vd (2000)’ ise 40 dongii
kullanmig olup, calismalar1 bizim ¢alismamiz i¢in ayni cins igersinde olmasindan

dolay1 kiyaslama da diger ¢calismalara oranla daha 6nem arzetmektedir.

DNA Konsantrasyonu

Genomik DNA'nin kisa oligoniikleotid primerler kullanilarak amplifikasyonu,
amplifikasyon protokolii ve reaksiyon kosullarina kars1 duyarlidir. Hedef DNA'nin
konsantrasyonu, oligoniikleotid primer, Mg"?, DNA polimeraz miktarlari, DNA
kalitesi ile "yapisma-annealing" sicakligi diger termalcycler parametreleri DNA
amplifikasyonunu etkilemekte oldugundan dolay1 kritik parametreler RAPD
calismalarina baglamadan 6nce optimize edilmelidir. Calismada 25 pl i¢in 10-200
ng arasinda genomik DNA kullanilmistir. En iyi sonu¢ 4 ng (100 ng/25 pl) da
gerceklesmistir. Papaver tirlerinde Shoyama vd (1998) 15 ng, Sangwan vd (2000)
50 ng, liziim cesitlerinde Ergiil (2000) 200 ng, susam populasyonlarinda Sengigek
(2000) 7 ng ve kiraz cesitlerinde Aka Kacar (2001) 50 ng genomik DNA
kullanmiglardir. Yapilan literatiir calismalarina bakilacak olursa kullandigimiz

degerler 6zellikle Papaver tiirleri ile yapilan ¢aligmalara benzerlik gostermektedir.
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MgCl, konsantrasyonu

MgCl, konsantrasyonu primer yapismasina "annealing", enzim aktivitesine,
irlinlin belirginligine ve primer-dimer artifaktlarinin olusumuna etki ettigini Devos ve
Gale (1992) ile Pancholi (1995) ifade etmektedirler. MgCl, konsantrasyonu
amplifikasyon tiriinlerinin sayisin1 ve parlakliginida etkilemektedir. Diisiik MgCl,
konsantrasyonu bantlarin silik ve kismen az sayida olusumuna etki ederken,
yliiksek MgCl, konsantrasyonu spesifik olmayan (non-spesifik) bantlarin
goriilmesine neden olmaktadir. Calismada MgCl, 1.5, 2.5, 3.5, 4.5 ve 6.0 pul
seklinde kullanilmistir. 25 pl’lik PCR karisimi i¢in en iyi sonug¢ 3.5 pul (3.5 mM)
MgCl; kullaniminda elde edilmistir. Papaver tiirlerinde Shoyama vd (1998) 5 mM,
Sangwan vd (2000) 3.5 mM, iliziim c¢esitlerinde Ergiil (2000) 2.5 mM, susam
populasyonlarinda Sengi¢cek (2000) 3 mM kullanmiglardir. Zikredilen literatiir
caligmalarina bakilacak olursa kullandigimiz degerler 6zellikle Papaver tiirleri ile

yapilan ¢alismalarla uyum igersinde oldugu goriilmektedir.

Primer secimi ve konsantrasyon

Pancholi (1995) ve Weeden vd (1992)’ nin ifade ettigi gibi primer konsantrasyonu
yiiksek olmasi kalip DNA' dan bagimsiz primer-dimerlerinin ve spesifik olmayan
tiriinlerin olugmasina neden olmaktadir. Primer dimer olusumlarinin 6niine gec¢ebilmek
icin calismada primer konsantrasyonlart seyreltilerek kullanilmistir.  Seyreltme
sonucunda 200 ng’ a ayarlanan stok soliisyonlardan 1, 1.5 ve 2 pl kullanilarak bant
olusumlarina bakilmistir. En iyi sonu¢ 1 ve 1.5 pl de alinmisg olup, 1 pl
kullanilmasi tercih edilmistir (200 ng/ 25 pl= 8 ng). Primerlerin Tm sicakliklarinin
da optimizasyonu Biometra Tgradient (TG) PCR cihaz1 kullanilarak
gerceklestirilmistir. Burada Tm sicakliginin +5 ve -5 °C araliklar1 denenerek en
ideal yapisma (annealing) sicakligi tesbit edilmistir. Deneme sonucunda her
primerin iizerinde yazili olarak gelen Tm degerlerinde en iyi c¢alistiklar
gorilmiistiir. Benzer sekilde Shoyama vd (1998) Papaver tiirlerinde 18 primer
kullanarak yaptiklari ¢aligmada 0.25 pM primer ve Tm sicakliklarin1 36 °C olarak,
Sangwan vd (2000) yine Papaver tiirlerinde 400 mM primer ve 35 °C, Ergiil
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(2000) iiziim cesitlerinde 50 ng primer ve 35 °C, Sengi¢cek (2000) susam

populasyonlarinda 25 pmol primer ve 36 °C Tm sicaklig1 kullanmislardir.

dNTP konsantrasyonu

Deoksintikleotid trifosfat (INTP) konsantrasyonunun diisiik miktarda kullanim1 PCR'
n giivenilirligini artirmaktadir. Pancholi (1995) ve Go¢men (1994)’ e gore diisiik ANTP
konsantrasyonu niikleotidlerin yanlis baglanma ihtimalini diisiirmektedir. Diger taraftan
Bozday1 (2001)’ nin ifade ettigi gibi yiiksek dNTP konsantrasyonlarida (4 mM) Mg"?
iyonlarin1 baglayarak reaksiyonu inhibe edebilmektedir. Calismada dATP, dGTP,
dCTP ve dTTP'den olusan dNTP kansimindan (Promega) ul’sinde 200 uM
dNTPs olacak sekilde ayarlanan stok solusyondan 1 ve 2 pl ¢ekilerek denemeler
yapilmistir. En iyi sonug 2 ul (400 uM) dNTPs kullanilarak yapilan ¢aligsmalardan
alinmistir. Onceki ¢alismalarda Shoyama vd (1998) Papaver tiirlerinde 500 pM,
Sangwan vd (2000) yine Papaver tirlerinde 400 pM, Ergiil (2000) iiziim
cesitlerinde 5 mM, Sengicek (2000) susam populasyonlarinda 0.2 mM dNTPs

kullanmiglardir.

Taq DNA polimeraz ve Taq DNA polimeraz tamponu

PCR'da kullanilan ¢esitli tamponlar arasinda en ¢ok kullanilan1 Taq enzimlerine 6zgii
olan tampondur. Diger enzimler i¢in de benzeri tamponlar bulunmakta ve bunlar
cogunlukla satin alinan enzimle birlikte 10x konsantrasyonda saglanabilmektedir.
Calismada kullanilan 10x tampon, Taq Polimeraz enzimi ile birlikte gelmistir.

Reaksiyonda 10x tampondan her tiip i¢in 2.5 ul olacak sekilde kullanilmistir.

PCR verimini etkileyen onemli bir faktér de DNA polimeraz enzimidir. Normalde
enzim miktari, 25-30 PCR dongiisii sonucunda hedef dizi artist ve termal
denatiirasyon nedeniyle sinirlayict bir etken haline gelir. Ar1 (1999)’ nin ifade
ettigi gibi verimliligi azaltan bir diger faktor de konsantrasyonu artan hedef dizilerin
primer ile baglanma yarigidir. DNA polimeraz enzimleri, kalip iplige tamamlayici bir

DNA ipligi meydana getirmek {izere, orjinal kalip iplikteki baz bilgisini kullanarak
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dort c¢esit deoksiriboniikleotid trifosfattan uzun poliniikleotid zincirin sentezini kataliz
ederler. Bu enzimler, sentezi baglatmak i¢in kalip molekiildeki tamamlayic1 diziye
baglanan kisa DNA pargalar1 olan primerlere ihtiya¢ duyarlar. Sentezin yonii 5'
uctan 3' uca dogru olup, primerin serbest 3' hidroksil ucuna ortamdaki dNTP'lerin
niikleofilik etki yapmalariyla, fosfodiester baglarinin katalizi ve yeni DNA ipliginin

polimerizasyonu ile saglanmaktadir.

Taq DNA polimeraz konsantrasyonunun artmasi bant sayisini artirmistir. Ancak
Daha yiiksek konsantrasyonlar da kiiclik bantlar kaybolmaktadir. Calismada 0.5, 1
ve 1.5 iinite enzim kullanilmistir. En iyi sonu¢ 1 U (linite) enzim ve 2.5 pl 10x
tampon kullanilmas1 sonucunda elde edilmistir. Papaver tiirlerinde Shoyama vd
(1998) 0.32 U, Sangwan vd (2000) 0.25 U ve 2.5 pl 10x tampon, Ergiil (2000)
lizim c¢esitlerinde 1 U ve 2.5 pl 10x tampon, Sengicek (2000) susam
populasyonlarinda 1.3 Unite Taq DNA polimeraz ve 2.5 ul 10x tampon

kullanmislardir.

5.3.3. Agaroz jel elektroforezi ve fotograflama

PCR iirtinleri % 1.8’lik agaroz (3:1 Sea Kem LE: Nuisieve) jelinde elektroforeze tabi
tutulmustur. 90 Volt akim verilerek 2-2.5 saat ylriitiilmiistiir. Yiiriitme tamamlandiktan
sontra DNA bantlar1 UV transiliminatori altinda gozlenerek RAPD profillerinin
fotograflanmasi ile sonuglarin alinmasi saglanmistir. Fotograf ¢ekimleri goriintiilleme
sisteminde (UVP Laboratory Products) gerceklestirilmistir. Benzer sekilde Papaver
tiirlerinde Shoyama vd (1998) %1, Sangwan vd (2000) %]1.4, iiziim ¢esitlerinde Ergiil
(2000) %2 (%1 agaroz: %1 Nuisieve), susam populasyonlarinda Sengigek (2000) %1.8
(%0.3 diisiik ¢oziiniirliikte %1.5 yliksek ¢oziiniirliikte) agaroz kullanmiglardir.

5.3.4. RAPD polimorfizmi ve genetik mesafenin hesaplanmasi

Morfolojik ¢alismalardan elde edilen sonuclarla karsilastirildiginda molekiiler

calismalardan daha detayli veriler elde edilmistir. RAPD ¢alismalarinda 15 farkli 10
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merlik primer kullanilmistir. Bantlarin varh@ ya da yokluguna (Ek 4) gore
POPGENE32 versiyon 1.32 ve MEGAZ3 istatistik programlari ile amplifikasyon iiriinleri
analiz edilmistir. Amplifikasyon sonucu sayilan 96 bandin 81 tanesi polimorfik olarak
belirlenmistir. Buna gore; polimorfizm orant %85.42 olarak tespit edilmistir. Matris
sonucuna gore 53 populasyon arasindaki genetik ortalama uzaklik 0.3378 olarak
belirlenmistir. Bu durum incelenen populasyondaki genetik ¢esitliligin bir gostergesi
olarak ifade edilebilir. Birbirine en yakin genetik mesafe 0.0535 ile P. bracteatum’a ait
PB5 nolu 6rnek ve PB7 arasinda iken, en uzak genetik mesafe 0.5754 ile P. orientele’
ye ait PO181 nolu 6rnek ve 185 nolu Dogu Anadolu materyali arasinda tespit edilmistir.
Cok sayida primer kullanilmasi genetik haritalamanin yapilmasinda etkili olmaktadir.
Millan vd (1996) giilde 10 primerin, Demeke vd (1996) soya da 12 primerin, Rajaseger
vd (1997) Ixora gesitlerinde 6 primerin, Schontz ve Rether (1999) italyan ¢iminde 4
primerin polimorfizmi belirlemede yeterli olabilecegini belirtmislerdir. Diger taraftan Li
ve Midmore (1999)’ a gore de gesitler arasindaki varyasyon, yliksek diizeyde bulunmus
ise az sayida primerin kullanilmasinin yeterli olabilecegini ifade etmislerdir. Budak vd
(2004) RAPD c¢alismalar1 sonucu elde edilen 0.57 lik bir genetik ortalamanin sonuglari
degerlendirmede giivenle kullanilabilecegini belirtmislerdir. Shoyama vd (1998)’ nin
Papaver tiirleri arasinda yaptiklar bir calismada en yakin genetik mesafe P. setigerum
tiirleri arasinda (0.005) gerceklesirken, en uzak genetik mesafe ise P. somniferum ile P.
pseudo-orientele arasinda (0.895) gerceklesmistir. Calismada kullanilan primerlerin
yiiksek diizeyde polimorfizm gostermis olmasi sonuglarin isabetli degerlendirilmesi

adina olumlu sonuglar vermis oldugu literatiirlerle de dogrulanmustir.

Yapilan calismada iki ¢esit dendogram olusturulmustur. Bunlardan birincisi morfolojik
karakterlere gore (SPSS 11.0) hiyerarsik kiimeleme programiyla olusturulan
dendogram, digeri ise MEGA3 programiyla olsturulan dendogramdir. Bunlar arasinda
bazi ortak ve farkli gruplasmalar goriilmektedir. P. bracteatum tiiriinden PB kayit nolu
ornekler morfolojik karakterler sonucu olugan dendogramda birbirine yakin iki grupta
toplanirken, molekiiler dendogramda PB101 nolu 6rnek hari¢ daha ¢ok genel bir grup
altinda toplanmiglardir. PB101 nolu o6rnek de tebain bulunmadigi da gozoniinde
tutulursa, molekiiler dendogramdaki ayrisim daha da kuvvetlenmektedir. Bundan dolay1

PB101 nolu Ornegin gercekte P. bracteatum degil P. pseudo-orientale olarak
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kaydedilmesi gerekmektedir. Morfolojik karakterlere dayali matris de en yakin genetik
mesafe PB9 nolu 6rnek ile PB10 nolu 6rnek arasinda (0.958) gerceklesirken, molekiiler
matris (0.0535) ise PB5 nolu 6rnek ile PB7 nolu 6rnek arasinda gerceklesmistir. P.
orientele tiiriine ait orneklerden 6 tanesi (PO73, PO74, PO170, PO180,PO240 ve
PO244) morfolojik dendogramda kismen birarada iken, diger 2 tanesi (PO169 ve
PO181) farkli grupta goriilmektedir. Molekiiler dendogramda ise PO74, PO169 ve
PO170 nolu o6rnekler morfolojik dendogramdan farkli olarak ayni grup igersinde
bulunmaktadirlar. PO240 ve PO244 nolu 6rnekler morfolojik dendogramda ayni grupta
iken molekiiler dendogramda birbirinden farkli gruplara dagilmis durumdadirlar. P.
pseudo-orientele tiiriine ait 6rneklerden PP147 nolu 6rnek morfolojik dendogramda tek
olarak bir grupta iken, PP70 ve PP251 ile PP121, PP122 ve PP141 ayn bir kolda
bulunmaktadir. PP60 ve PP249 ise daha farkli kollarda yer almaktadir. Ancak molekiiler
dendogramda biitiin P. pseudo-orientele tiiriinii olusturan 6rnekler birarada denecek
kadar birbirlerine yakin kollarda bulunarak genetik olarak daha yakin bir durum
sergilemektedirler. Dogu Anadolu materyalleri ise morfolojik dendogramda 2 ana
grupta dagilim gostermektedir. Molekiiler dendogramda ¢ogunlugu bir grupta
toplanirken, diger gruplara 1, 12, 139 ve 147 nolu o6rnekler dagilmislardir. Dogu
Anadolu materyallerinin toplanmis oldugu 4 il bazinda bakilacak olursa birbirine en
yakin genetik mesafe Erzurum ili Tortum ilgesi ile Narman ilgesi arasinda bulunan
Kiregli bolgesinden toplanan 83 ve 84 nolu bitkiler arasinda 0.0984 iken, en uzak
genetik mesafe Kars ili Akkaya ilgesi Demirkent kdyii civarindan toplanan 1 nolu 6rnek
ile Erzurum ili Horasan ve Eleskirt il¢eleri arasinda sarican mevkiinden toplanan 155
nolu Ornekler arasinda 0.5570 olarak gergeklesmistir. Agri ilinden toplanan 3 bitki
orneginde en yakin genetik mesafe 159 ve 163 nolu 6rnekler arasinda 0.1335 iken, en
uzak genetik mesafe 47 ve 159 nolu 6rnekler arasinda 0.3017 olarak gergeklesmistir.
Erzurum ilinden toplanan 12 bitki 6rneginde en yakin genetik mesafe 83 ve 84 nolu
ornekler arasinda 0.0.0984 iken, en uzak genetik mesafe 147 ve 149 nolu ornekler
arasinda 0.3747 olarak ger¢eklesmistir. Kars ilinden toplanan 6 bitki érneginde en yakin
genetik mesafe 12 ve 19 nolu 6rnekler arasinda 0.2205 iken, en uzak genetik mesafe 1
ve 59 nolu 6rnekler arasinda 0.5390 olarak gergeklesmistir. Mus ilinden toplanan 3 bitki
orneginde en yakin genetik mesafe 169 ve 178 nolu 6rnekler arasinda 0.1949 iken, en

uzak genetik mesafe 169 ve 185 nolu 6rnekler arasinda 0.3747 olarak gergeklesmistir.
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Dogu Anadolu materyalleri ile Ankara iiniversitesi Ziraat Fakiiltesi Tarla Bitkileri
deneme tarlasinda yetistirilen P. bracteatum tiirii arasindaki en yakin genetik mesafe
PB4 ve 19 nolu 6rnekler ile PB100 ve 1 nolu 6rnekler arasinda 0.2877 iken, en uzak
genetik mesafe PB3 ve 47 nolu 6rnekler ile PBS ve 3 nolu 6rnekler arasinda 0.5570
olarak gerceklesmistir. Dogu Anadolu materyalleri ile P. pseudo-orientale tiri
arasindaki en yakin genetik mesafe PP251 ve 121 nolu 6rnekler arasinda 0.2603 iken,
en uzak genetik mesafe PP60 ve 84 nolu oOrnekler arasinda 0.6131 olarak
gerceklesmistir. Dogu Anadolu materyalleri ile P. orientale tiirii arasindaki en yakin
genetik mesafe PO240 ve 19 nolu ornekler arasinda 0.1455 iken, en uzak genetik
mesafe PO73 ve 185 nolu 6rnekler arasinda 0.5941 olarak gerceklesmistir. Yukardaki
ifadelerden de anlasilacagi tizere morfolojik karakterlerde farkli dagilim olmus olsa bile

molekiiler yonden kismen net diyebilecegimiz tiir ayrisimlar: sergilenmistir.

Elde edilen verilerle tez calismast kapsaminda smirli sayida incelenen bitkisel
materyalin ileride yapilacak olan calismalarda 6zellikle Papaver cinsine ait daha c¢ok
alkaloit yoniinden ekonomik 6zellikleri olan diger tiirlerin de eklenmesi ile artiriimasi

gerekmektedir.

Bu calisma ile iilkemiz dogal bitki ortiisiinde var olan yiiksek tebain igerikli Oxytona
seksiyonu bireylerinde gen potansiyelinin genetik diizeyde tanimlanmasi agisindan ilk
uygulama olarak gerceklestirilmis ve RAPD teknigi daha sonraki calismalar igin
optimize edilmistir. RAPD tekniginin genetik olarak farkli olan populasyonlarin tespit
edilmesinde giivenle kullanilabilecegi bulunmustur. Bunun yaninda bundan sonra
yapilacak olan ¢alismalar i¢in uygun DNA izolasyon yontemi ve PCR kosullar
belirlenmis olup, polimorfizm gdsteren primerler tespit edilmistir. Dolayisiyla bu
calisma, bundan sonra Oxtona seksiyonu igersinde bulunan belki de Papaver cinsine ait
tirlerde yapilacak olan 1slah, gen kaynaklarinin karakterize edilmesi ve markorler

yardimiyla seleksiyon calismalarina alt yap1 hazirlamistir.
Sonug olarak Oxyfona seksiyonunun oldukga tartismali bir yapida olmasindan dolay1

onceki ¢aligmalardan daha detayli ve genis bir ¢calisma yapilmasina gayret edilmistir. Bu

nedenle morfolojik, kimyasal ve molekiiler calismalar birlikte degerlendirilmistir. Bu
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giine kadarki ¢alismalarda tek yonli degerlendirmeler dikkate alinmistir. Bu durum ise
bir ¢ok yanlis sonucu birlikte getirmektedir. Bu calisma sonucunda elde ettigimiz
kapsamli sonuclara genel olarak bakilacak olursa molekiiler calismanin tiir icersinde ve

tiirler arasinda ismine dogrulugu belirlemede daha giivenilir oldugu ifade edilebilir.
Bu calisma Oxyfona seksiyonu lizerinde morfolojik, alkaloit ve molekiiler ¢alismalari

birlikte kapsayan ilk ¢alisma olmasi yéniinden olduk¢a dnem tasimaktadir. Ilerde

yapilacak olan daha kapsamli ¢caligmalara zemin olusturacaktir.
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EK 1. DNA izolasyonunda Kullanilan Kimyasal Cézeltiler

1.

2 x CTAB Buffer: 100 ml Tris-HCI pH (8.0), %2 CTAB g/l, 20 mM EDTA
pH (8.0), 1.4 M NaClve %1 PVPP g/l

. %1 NaCl soliisyonu

Kloroform: izoamilalkol (24: 1 litre/litre)

%10 CTAB soliisyonu

. CTAB yogunlastiric1: 50 mM Tris-HCI pH (8.0), %1 CTAB, 10 mM EDTA

pH (8.0)

Tuzlu TE Buffer (STE): 10 mM Tris-HCI pH (8.0), 1 mM EDTA pH (8.0)
ve 1 M NaCl

. Hafif TE Buffer (LTE): 1 mM Tris-HCI pH (8.0), 0.1 mM EDTA pH (8.0)

Saf alkol (Absolu etanol -%99.9)

3 M sodyum asetat

10. RNy, soliisyonu: 3.5 mg /ml (pankreatik RN,, A)

11. 50 x TAE buffer: 242 g Tris-HCI, 57.1 ml asetik asit, 100 ml 0.5 M EDTA

pH (8.0)

12.10 x TBE buffer: 121.1 g Tris-HCl, 62 g Borik asit, 40 ml 0.5 M EDTA pH

(8.0)

Ekstraksiyon Tamponu: 10 ml 1M Tris + 10 ml 0,5M EDTA + 10 ml 5M NaCl + 70
ul 1M B-merkaptoetanol + 69 ml ddH,O pH:(8.0)
TE: 10 mM Tris + ImM EDTA

165



10X PCR Buffer
Taq Polimeraz enzimi ile birlikte gelmis olup (Promega) 50 mM Tris-HCI pH
(8.0), 100 mM KCI1, 0.1 mM EDTA, | mM DTT, %50 glycerol ve % 1 TritonX-100

icermektedir.

MgCl; Solution
25 mM MgCl..

TE (Buffer): 10 mM Tris-HC1 (0.12 g) pH (8.0), 1 mM EDTA (0.037 g) pH (8.0)
100 ml (ddH,0) iki defa saflagtirilmis suda eritilerek hazirlanir.
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EK 2

| Bit. boyu | Yap.boyu | Cicek sap | Tom.gor. | Brakte | Sepals. | Cigek.z. | Petals. | Pet.rengi | Petaleni | Petal boy | Pet. lek.S | Petlek.E. | Petlek.B. | K.AlLSiz. | Kap.eni | Kap.B. | Kapls.S. | K. tep.S. | Tebain |

PBI 9,00 6,00 6,00 1,00 5,00 3,00 3,00 3,00 3,00 3,00 5,00 4,00 7,00 8,00 2,00 4,00 7,00 5,00 6,00 3,00
PB2 9,00 6,00 6,00 1,00 5,00 3,00 3,00 3,00 3,00 3,00 5,00 4,00 7,00 8,00 2,00 4,00 5,00 5,00 6,00 6,00
PB3 8,00 5,00 6,00 1,00 5,00 3,00 3,00 3,00 3,00 2,00 5,00 2,00 2,00 1,00 2,00 3,00 5,00 5,00 4,00 4,00
PB4 9,00 6,00 5,00 1,00 5,00 3,00 1,00 3,00 3,00 2,00 3,00 2,00 3,00 2,00 1,00 5,00 7,00 5,00 4,00 5,00
PB5 9,00 6,00 5,00 1,00 5,00 3,00 1,00 3,00 3,00 3,00 3,00 2,00 3,00 1,00 2,00 3,00 5,00 5,00 7,00 6,00
PB7 9,00 5,00 5,00 1,00 5,00 3,00 2,00 3,00 3,00 3,00 4,00 2,00 3,00 4,00 2,00 4,00 7,00 5,00 4,00 6,00
PB9 8,00 5,00 4,00 1,00 ,00 3,00 1,00 3,00 3,00 2,00 3,00 4,00 5,00 8,00 1,00 3,00 6,00 5,00 5,00 6,00
PB10 9,00 5,00 5,00 1,00 6,00 3,00 1,00 3,00 3,00 2,00 3,00 4,00 6,00 7,00 1,00 4,00 7,00 4,00 5,00 6,00
PB99 8,00 5,00 5,00 1,00 5,00 3,00 1,00 3,00 3,00 2,00 3,00 4,00 4,00 7,00 2,00 5,00 5,00 4,00 7,00 5,00
PB100 8,00 5,00 5,00 1,00 5,00 3,00 1,00 3,00 3,00 2,00 3,00 4,00 4,00 7,00 2,00 4,00 6,00 5,00 7,00 6,00
PB101 9,00 4,00 4,00 1,00 5,00 3,00 1,00 3,00 3,00 2,00 3,00 3,00 5,00 5,00 2,00 4,00 4,00 5,00 1,00 6,00
PB246 9,00 5,00 4,00 1,00 5,00 3,00 2,00 3,00 3,00 2,00 3,00 3,00 5,00 5,00 1,00 4,00 6,00 3,00 6,00 6,00
PB248 9,00 5,00 4,00 1,00 4,00 3,00 2,00 3,00 3,00 2,00 3,00 4,00 6,00 7,00 1,00 4,00 5,00 1,00 6,00 6,00
PP60 5,00 1,00 2,00 2,00 1,00 1,00 3,00 1,00 2,00 1,00 2,00 3,00 4,00 5,00 2,00 1,00 4,00 2,00 1,00 6,00
PP70 6,00 5,00 3,00 1,00 3,00 4,00 1,00 1,00 2,00 6,00 4,00 3,00 6,00 5,00 2,00 3,00 6,00 2,00 1,00 6,00
PP121 9,00 5,00 5,00 1,00 4,00 1,00 1,00 1,00 2,00 2,00 3,00 2,00 4,00 4,00 2,00 4,00 6,00 5,00 1,00 6,00
PP122 8,00 4,00 5,00 1,00 3,00 1,00 2,00 1,00 2,00 1,00 4,00 2,00 4,00 4,00 2,00 4,00 4,00 3,00 1,00 6,00
PP141 7,00 6,00 4,00 1,00 4,00 3,00 1,00 3,00 2,00 2,00 3,00 3,00 4,00 3,00 3,00 2,00 3,00 4,00 3,00 3,00
PP147 5,00 4,00 3,00 1,00 4,00 1,00 1,00 3,00 2,00 2,00 4,00 3,00 8,00 6,00 3,00 5,00 4,00 4,00 6,00 2,00
PP249 5,00 2,00 3,00 1,00 3,00 1,00 3,00 2,00 2,00 2,00 4,00 2,00 2,00 3,00 1,00 2,00 5,00 2,00 3,00 2,00
PP251 8,00 5,00 2,00 1,00 3,00 3,00 3,00 3,00 2,00 4,00 5,00 4,00 8,00 8,00 1,00 4,00 4,00 3,00 1,00 6,00
PO73 2,00 3,00 3,00 1,00 1,00 1,00 4,00 3,00 2,00 2,00 3,00 1,00 ,00 ,00 1,00 2,00 4,00 2,00 1,00 1,00
PO74 4,00 3,00 3,00 1,00 1,00 2,00 4,00 3,00 1,00 2,00 3,00 1,00 ,00 ,00 1,00 1,00 2,00 2,00 1,00 6,00
PO169 5,00 4,00 5,00 1,00 1,00 1,00 4,00 3,00 1,00 2,00 3,00 4,00 4,00 6,00 ,00 2,00 3,00 1,00 1,00 6,00
PO170 4,00 3,00 3,00 3,00 1,00 2,00 4,00 2,00 1,00 3,00 2,00 1,00 ,00 ,00 1,00 2,00 3,00 1,00 1,00 1,00
PO180 5,00 3,00 3,00 3,00 1,00 2,00 4,00 2,00 1,00 3,00 2,00 1,00 ,00 ,00 1,00 2,00 2,00 3,00 2,00 6,00
PO181 5,00 4,00 3,00 3,00 1,00 1,00 4,00 3,00 1,00 3,00 2,00 3,00 8,00 7,00 1,00 4,00 5,00 3,00 1,00 5,00
P0O240 6,00 3,00 3,00 3,00 1,00 2,00 4,00 2,00 1,00 2,00 2,00 1,00 ,00 ,00 1,00 1,00 1,00 2,00 1,00 6,00
P0O244 6,00 3,00 3,00 1,00 1,00 2,00 4,00 2,00 1,00 2,00 2,00 1,00 ,00 ,00 1,00 2,00 1,00 3,00 1,00 1,00
1 4,00 2,00 1,00 3,00 1,00 1,00 2,00 1,00 2,00 6,00 4,00 3,00 8,00 6,00 1,00 3,00 7,00 3,00 1,00 6,00
3 6,00 3,00 3,00 3,00 1,00 1,00 1,00 1,00 2,00 4,00 1,00 3,00 5,00 4,00 1,00 4,00 5,00 3,00 1,00 6,00
12 4,00 2,00 3,00 2,00 1,00 1,00 1,00 1,00 2,00 4,00 1,00 3,00 8,00 5,00 1,00 2,00 3,00 1,00 3,00 5,00
19 5,00 2,00 2,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 2,00 5,00 3,00 3,00 8,00 6,00 1,00 4,00 6,00 2,00 1,00 5,00
22 5,00 1,00 3,00 3,00 1,00 3,00 1,00 1,00 1,00 5,00 2,00 3,00 4,00 2,00 1,00 2,00 2,00 1,00 3,00 5,00
47 6,00 2,00 2,00 1,00 1,00 1,00 2,00 1,00 1,00 3,00 1,00 3,00 4,00 2,00 1,00 4,00 3,00 2,00 1,00 5,00
59 4,00 1,00 4,00 1,00 1,00 1,00 2,00 1,00 1,00 4,00 4,00 3,00 4,00 3,00 1,00 3,00 5,00 1,00 1,00 5,00
83 1,00 1,00 ,00 ,00 ,00 ,00 ,00 ,00 ,00 ,00 ,00 ,00 ,00 ,00 ,00 ,00 ,00 ,00 3,00 ,00
84 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 2,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 2,00 3,00 2,00 1,00 ,00 ,00 ,00 3,00 ,00
121 4,00 3,00 1,00 2,00 1,00 3,00 1,00 1,00 1,00 2,00 2,00 3,00 4,00 3,00 1,00 ,00 ,00 ,00 3,00 ,00
124 5,00 2,00 1,00 2,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 3,00 4,00 3,00 4,00 2,00 1,00 3,00 5,00 2,00 1,00 5,00
136 4,00 2,00 2,00 2,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 4,00 3,00 3,00 5,00 4,00 3,00 2,00 4,00 2,00 1,00 5,00
139 2,00 1,00 2,00 3,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 2,00 3,00 2,00 3,00 3,00 1,00 1,00 2,00 1,00 1,00 5,00
144 4,00 2,00 2,00 3,00 1,00 1,00 2,00 1,00 1,00 3,00 3,00 2,00 1,00 1,00 1,00 2,00 5,00 2,00 1,00 5,00
147 5,00 3,00 1,00 1,00 1,00 2,00 3,00 1,00 1,00 6,00 4,00 3,00 4,00 4,00 3,00 4,00 5,00 3,00 1,00 5,00
148 6,00 3,00 3,00 1,00 2,00 2,00 2,00 1,00 1,00 5,00 4,00 3,00 6,00 4,00 3,00 ,00 ,00 ,00 1,00 ,00
149 6,00 3,00 3,00 1,00 2,00 2,00 2,00 2,00 1,00 6,00 4,00 3,00 6,00 4,00 3,00 4,00 5,00 2,00 1,00 5,00
155 6,00 3,00 4,00 1,00 2,00 3,00 1,00 2,00 1,00 3,00 3,00 3,00 6,00 4,00 3,00 4,00 7,00 3,00 1,00 5,00
157 6,00 2,00 3,00 2,00 1,00 2,00 3,00 2,00 1,00 4,00 3,00 3,00 6,00 5,00 3,00 4,00 4,00 3,00 1,00 5,00
159 4,00 1,00 2,00 3,00 1,00 1,00 3,00 1,00 1,00 5,00 4,00 3,00 6,00 5,00 1,00 4,00 4,00 2,00 1,00 5,00
163 5,00 2,00 2,00 1,00 1,00 1,00 2,00 1,00 1,00 6,00 3,00 3,00 6,00 6,00 1,00 4,00 5,00 3,00 1,00 5,00
169 5,00 2,00 3,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 6,00 4,00 3,00 5,00 4,00 1,00 4,00 3,00 2,00 1,00 5,00
178 5,00 2,00 2,00 3,00 1,00 1,00 2,00 1,00 1,00 5,00 4,00 1,00 ,00 ,00 1,00 4,00 4,00 1,00 1,00 5,00

185 1,00 1,00 ,00 ,00 ,00 ,00 ,00 ,00 ,00 ,00 ,00 ,00 ,00 ,00 ,00 ,00 ,00 ,00 1,00 ,00



EK 3. Morfolojik Verilerin Analizi Sonucunda Olusan Matris
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EK 4. Popgene32 Versiyon 1.32 Paket Programinda Primerlere ait Okuma

Degerleri

(1= var, 0= yok ve .= degerlendirme yok)

Populasyon sayis1 = 53

Okunan toplam lokus sayis1 = 96

Lokus isimleri :

OPAO03-1 OPA03-2 OPA03-3 OPA03-4 OPA03-5

OPAO04-1 OPA04-2 OPA04-3 OPA04-4 OPA04-5

OPAO7-1 OPA07-2 OPA07-3 OPA07-4 OPA07-5 OPA(7-6

OPF04-1 OPF04-2 OPF04-3 OPF04-4 OPF04-5 OPF04-6 OPF04-7 OPF04-8 OPF04-9
OPF04-10

OPF05-1 OPF05-2 OPF05-3

OPF06-1 OPF06-2 OPF06-3 OPF06-4 OPF06-5 OPF06-6 OPF06-7 OPF06-8 OPF06-9
OPF08-1 OPF08-2 OPF08-3 OPF08-4 OPF08-5 OPF08-6 OPF08-7

OPO02-1 OPO02-2 OPO02-3 OPO02-4 OPO02-5 OPO02-6 OPO02-7 OPO02-8
OPO04-1 OPO04-2 OPO04-3 OPO04-4 OPO04-5

OPO19-1 OPO19-2 OPO19-3 OPO19-4 OPO19-5 OPO19-6 OPO19-7 OPO19-8
P123-1 PI123-2 P123-3 P123-4 P123-5 P123-6

P166-1

P437-1 P437-2 P437-3 P437-4 P437-5 P437-6 P437-7 P437-8 P437-9 P437-10 P437-11
P443-1 P443-2 P443-3 P443-4 P443-5

UBC238-1 UB(C238-2 UBC238-3 UBC238-4 UBC238-5 UBC238-6 UBC238-7

Populasyonun ismi = PB1

10101 01111 010110 1010011111 100 001001110 0001000 00001001 11110 00100110 001000 1 11111011010 11111 .......
Populasyonun ismi = PB2

1110101111 010110 1010011111 100 001001100 0001000 00001000 11100 00000110 001000 1 11011011010 11111 1000100
Populasyonun ismi = PB3

..... 01011010110 1010011111 100 101001100 0001010 01001001 11110 00100110 001000 1 11011001010 11111 1011100
Populasyonun ismi = PB4

11101 01011 010110 1010011110 110 011001100 0001010 00001001 11110 00000110 001000 1 11111001010 11111 1010100
Populasyonun ismi = PB5

11101 01011 010110 1010011111 101 111001101 0001010 00001001 11100 00000110 001000 1 11011011010 11011 1111000
Populasyonun ismi = PB7

11101 01011 010110 1010111111 100 011001101 0001010 00001001 11100 00000110 001000 1 11011011010 11011 1110100
Populasyonun ismi = PB9

11101 01011 010110 1010111111 100 011001100 0101010 00001100 11110 00000110 001000 1 11111011010 11111 1010100
Populasyonun ismi = PB10

1110101111 010110 1110011111 100 001001110 0111010 10001100 00100 00100110 001000 1 11111011010 11101 1110000
Populasyonun ismi = PB99

11101 01001 010110 1110011111 100 001001100 0001000 00001000 00110 00000110 001000 1 11011011010 ..... 1011000
Populasyonun ismi = PB100

11101 01011 010110 1010011111 101 001001100 0001000 00001101 10100 00000110 001000 1 11011011010 11111 1111100
Populasyonun ismi = PB101

11101 01001 010111 1111101111 110 001001100 0001010 01011000 00110 00010110 010000 1 01011101011 11111 1110000
Populasyonun ismi = PB246

11101 01111 010110 1110011111 100 001001101 0001010 00001001 11110 00000110 001000 1 11011011000 11101 1010100
Populasyonun ismi = PB248

11101 01011 010110 1010011111 101 001001100 0001010 00001001 00110 00000110 001000 1 11011011000 11011 1011100
Populasyonun ismi = PP60

11101 11001 100111 1111101111 100 001001100 0001000 11101100 00111 ........ 0100001 10111011000 11000 0101000
Populasyonun ismi = PP70

11101 01011 100110 1111101111 100 001001100 0001100 01101100 00110 00010101 010000 1 00111111001 01000 1111110
Populasyonun ismi = PP121

11101 01011 110110 1111001111 100 001001100 0001100 01001000 00110 00000100 010000 1 10111111000 01111 1011000
Populasyonun ismi = PP122
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..... 01011 110110 1111101111 101 001001100 0011100 11001100 00111 00010100 010000 1 10011101000 01110 1111000
Populasyonun ismi = PP141

11101 01011 010110 1111111111 110 001001100 0001000 01001000 00111 00010110 011000 1 10011111000 11111 1101100
Populasyonun ismi = PP147

01101 01011 110110 1111101111 100 001001100 0001000 11011000 00110 00010100 ...... 11011111100001111 1111000
Populasyonun ismi = PP249

0110101011 010110 1110111110 101 001001100 1001100 00001001 11110 00000100 010000 1 10011011000 01110 1011100
Populasyonun ismi = PP251

11101 01011 110110 1111111111 100 001001100 0001100 00001000 10111 00010100 010000 1 10011011000 01111 1111100
Populasyonun ismi = PO73

11101 01011 100110 1111111110 110 001001111 0001100 11001000 00110 00010101 011000 1 10111111001 11010 1101110
Populasyonun ismi = PO74

..... 01011 110110 1111101111 110 001001100 0001100 10011000 00110 00010100 110000 1 10111011000 11110 1111100
Populasyonun ismi = PO169

..... 01011110110 1111101110 110 001011100 0001100 10001000 00111 00010010 110000 1 00111010000 11111 0111000
Populasyonun ismi = PO170

11101 01011 110110 1111101110 110 001011100 0000000 01001000 00110 00010010 ...... 110011011000 01100 1111000
Populasyonun ismi = PO180

..... 11111100110 1111111110 110 001001100 0001100 00001000 00110 00010000 010000 1 00111101000 11011 1111100
Populasyonun ismi = PO181

11101 11111 000110 1111111110 110 001000100 0001100 00001000 00110 ........ 010000 1 10111100000 11100 1011000
Populasyonun ismi = PO240

11101 01111 100110 1001001111 110 001001100 0001010 00001010 00111 01010110 000100 1 10111000010 01011 1011110
Populasyonun ismi = PO244

11101 01011 100110 1101011111 100 001001100 0001011 00001011 00110 00010111 001101 1 1011111110001111 1011110
Populasyonun ismi = 1

11101 01011 000111 1000001110 101 001000100 0001000 00001111 00110 00000101 001011 1 10011011110 00100 0000101
Populasyonun ismi = 3

1110101000 111111 1101011110 110011001100 0010111 11101110 00111 01010111 000100 1 10111011100 01111 1011110
Populasyonun ismi = 12

11101 11101 111110 1101011111 110 001001100 1000011 00001111 00110 00000101 001111 1 10111000100 11111 1011100
Populasyonun ismi = 19

11101 01111 110110 1001011110 110 001111100 0011011 00001010 00110 01010101 000100 1 10111000000 11111 1011110
Populasyonun ismi = 22

1110101101 111110 1101011111 110011011100 0010010 00001110 10111 11010110 001111 1 10011011110 11111 1101010
Populasyonun ismi = 47

11101 11111 110111 1101101110 100 011011011 0010011 00001111 00110 11010110 000101 1 10111011100 01001 1011110
Populasyonun ismi = 59

11101 11111 100110 1101011111 110011011100 0110011 00001010 00111 00010110 000100 1 1011011110001101 1111110
Populasyonun ismi = 83

1110101111 100110 1101011110 110 001001100 0110011 00001010 01111 01010110 000101 1 10101100110 01111 1111110
Populasyonun ismi = 84

1110101111 100110 1101011110 110001011100 0110011 00001010 11111 00010101 000100 1 10001000110 01111 1011110
Populasyonun ismi = 121

11101 01111 100110 1101011110 110 001011100 0010010 00001110 00111 00010101 000101 1 1001101101001111 1001110
Populasyonun ismi = 124

1110101111 111110 1101011110 110011011100 0010011 00001010 00111 00110110 000111 1 1011101001001111 1011110
Populasyonun ismi = 136

1110101111 100110 1101011110 110001001110 0111010 01001110 01110 00010101 000100 1 10111111110 11111 1011110
Populasyonun ismi = 139

11101 01111 110111 1101011110 110 001001100 0010011 01101110 00110 00010100 000101 1 10011100110 11011 1011100
Populasyonun ismi = 144

1110101111 111111 1101001110 110001001111 0111011 00001010 0111000011111 0001001 10111111010 11011 1011110
Populasyonun ismi = 147

1111101111 110110 1100111110 110 001001100 0010010 01101111 01110 00000110 ....... 110111100110 11011 1011100
Populasyonun ismi = 148

11101 01011 ...... 1100011110 110011001100 0010010 01101110 00111 00010110 000100 1 00111110000 01101 1011100
Populasyonun ismi = 149

1110101011 111110 1101001110 110011011100 0010011 01001010 00111 00110100 000100 1 10001010000 11111 1011110
Populasyonun ismi = 155

1110101111 101110 1001011110 110011011110 0010111 01001010 00111 10110111 000101 1 10111010000 11011 1011100
Populasyonun ismi = 157

1110101111 110110 1101001110 110 011100110 0010011 01011110 00110 00010110 000100 1 00011110000 01101 1010100
Populasyonun ismi = 159

1110101111 110110 1001011110 110011001100 0010011 01011110 00110 ........ 000100 1 10011000000 01111 1011000
Populasyonun ismi = 163

1110101111 110110 1101001110 100 011001100 0010011 00101011 10110 ........ 0001001 10111010000 11111 1011000
Populasyonun ismi = 169

10101 11011 000110 1101001110 100 011001100 0010011 00011110 00110 ........ 000110 100011010000 11111 1011100
Populasyonun ismi = 178

11101 11001 000110 1000001110 100 001000100 ....... 0001111000110 ........ 010000 1 00011000000 01111 0111100
Populasyonun ismi = 185

11101 11000 ...... 1000001110 100 011011100 ....... 00001110 00110 00000010 001000 1 00010000000 01011 0011100
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Ek 5. Molekiiler verilerin (cluster) analizi sonucunda olusan matris

[ 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50 51 52 53]
1

2] 0.1217

3] 0.13350.1217

4] 0.14550.1100 0.0984

5] 0.1699 0.1335 0.1217 0.1335

[ 6] 0.1576 0.0984 0.1335 0.0984 0.0535

7] 0.1576 0.0984 0.1335 0.0757 0.1455 0.0870

8] 0.1823 0.1699 0.2336 0.2205 0.2205 0.2076 0.1576

9] 0.1576 0.0984 0.1335 0.1455 0.1455 0.1576 0.1335 0.1576

10] 0.1217 0.0870 0.1217 0.1335 0.0870 0.0984 0.1217 0.1699 0.0984

11] 0.3597 0.2877 0.2739 0.2603 0.3159 0.2739 0.2739 0.3017 0.1949 0.2877

[12] 0.1455 0.0870 0.1217 0.1100 0.1335 0.0984 0.1217 0.1699 0.1217 0.1335 0.2877

13] 0.1576 0.1217 0.1100 0.1217 0.0984 0.1100 0.1335 0.2076 0.0870 0.0757 0.2739 0.0984

14] 0.4868 0.4700 0.4868 0.5390 0.5039 0.4868 0.4535 0.3900 0.3597 0.4372 0.3448 0.4700 0.4212

15] 0.4055 0.4212 0.4372 0.4535 0.4535 0.4055 0.3747 0.4055 0.3448 0.3597 0.2739 0.3900 0.3448 0.2205

16] 0.2877 0.2469 0.2603 0.2739 0.3017 0.3159 0.2603 0.2877 0.1576 0.2469 0.2205 0.2469 0.2076 0.3017 0.1576

17] 0.4372 0.3900 0.3448 0.4212 0.3900 0.4055 0.3747 0.3448 0.2877 0.3017 0.2469 0.3900 0.3159 0.2739 0.1823 0.1335

[18] 0.2603 0.1949 0.2336 0.2469 0.2739 0.2336 0.2336 0.2877 0.1576 0.1949 0.1699 0.2205 0.1823 0.2739 0.2336 0.1576 0.1823

[19] 0.3747 0.3597 0.3747 0.3900 0.3900 0.3747 0.3448 0.3448 0.2603 0.3302 0.2469 0.3597 0.3159 0.3302 0.2336 0.1335 0.1823 0.1823

[20] 0.2603 0.2205 0.2336 0.2205 0.2469 0.2336 0.2336 0.3747 0.2076 0.1949 0.3597 0.1949 0.1823 0.4535 0.2877 0.1823 0.2336 0.2336 0.2877

[21] 0.2603 0.2205 0.2603 0.2739 0.2739 0.2336 0.2336 0.3159 0.1823 0.1949 0.2469 0.2205 0.2076 0.3017 0.1823 0.1100 0.1335 0.1100 0.1823 0.1335

[22] 0.3597 0.3747 0.4212 0.3747 0.4055 0.3597 0.3900 0.3900 0.3302 0.3747 0.3159 0.3747 0.3302 0.2877 0.1455 0.2205 0.2469 0.1699 0.2469 0.3017 0.2205

[23] 0.3302 0.3159 0.3302 0.3159 0.3747 0.3302 0.3017 0.3302 0.2469 0.2877 0.2336 0.3159 0.2739 0.2877 0.1949 0.1455 0.1455 0.1699 0.1455 0.2205 0.1217 0.1823

[24] 0.4055 0.3900 0.4055 0.3597 0.4212 0.4055 0.3747 0.3747 0.2877 0.3597 0.2739 0.3900 0.3448 0.3017 0.2877 0.2076 0.2076 0.2076 0.2336 0.3159 0.1823 0.2739 0.1217

[25] 0.42120.3747 0.3900 0.3747 0.4055 0.3900 0.3900 0.3900 0.2739 0.3448 0.2877 0.3448 0.3302 0.3448 0.2739 0.2205 0.2469 0.1949 0.1455 0.3017 0.2205 0.2877 0.2076 0.1949

[26] 0.3597 0.3448 0.3597 0.3159 0.4055 0.3597 0.3597 0.3900 0.3017 0.3448 0.2603 0.3448 0.3017 0.3448 0.1949 0.1949 0.2205 0.1949 0.2739 0.2739 0.1699 0.1823 0.1576 0.1699 0.2877

[27] 0.4055 0.3900 0.4055 0.3597 0.4868 0.4700 0.4055 0.3747 0.3159 0.4212 0.3302 0.3597 0.3747 0.2469 0.2877 0.2603 0.3159 0.2603 0.3747 0.3159 0.2877 0.2739 0.2739 0.2877 0.3302 0.1949

[28] 0.3159 0.3017 0.3159 0.2739 0.3597 0.3448 0.3159 0.3747 0.2877 0.3302 0.3302 0.3302 0.2603 0.3900 0.3159 0.2603 0.3448 0.2877 0.3448 0.4055 0.2603 0.3597 0.3017 0.3159 0.3597 0.2739 0.3159

[29] 0.3017 0.3159 0.3017 0.2877 0.3448 0.3302 0.3017 0.3597 0.2469 0.2877 0.3747 0.2603 0.2205 0.4372 0.2739 0.2205 0.3597 0.2469 0.2469 0.3302 0.2469 0.2877 0.3159 0.3900 0.3159 0.3159 0.3597 0.1949

[30] 0.3900 0.3159 0.3900 0.3448 0.4055 0.3900 0.3597 0.4212 0.3302 0.2877 0.5039 0.3448 0.3017 0.4700 0.4212 0.3900 0.4535 0.4212 0.4535 0.3302 0.4212 0.4700 0.4700 0.5570 0.4055 0.5390 0.4868 0.4212 0.3159

[31] 0.5390 0.5213 0.5039 0.4212 0.5570 0.5390 0.4372 0.4700 0.4055 0.4868 0.4535 0.4868 0.4372 0.3900 0.3747 0.3448 0.3747 0.3747 0.4372 0.4700 0.3448 0.3900 0.3900 0.4055 0.4212 0.4535 0.4700 0.2877 0.2469 0.5213

[32] 0.4055 0.3900 0.3747 0.3302 0.4535 0.4372 0.3747 0.4055 0.3159 0.3597 0.4535 0.3302 0.3159 0.5213 0.4700 0.3448 0.4700 0.3747 0.3747 0.4055 0.3747 0.4535 0.3900 0.4700 0.3900 0.3597 0.4055 0.2877 0.1949 0.3900 0.2877

[33] 0.3597 0.3448 0.3597 0.2877 0.4372 0.4212 0.3597 0.3900 0.3302 0.3747 0.4055 0.3448 0.3017 0.5039 0.3900 0.3017 0.3900 0.3302 0.3900 0.3900 0.3017 0.3448 0.3159 0.3302 0.3747 0.2877 0.3017 0.1455 0.2076 0.4700 0.2469 0.2205

[34] 0.4055 0.3597 0.4372 0.3900 0.3900 0.4055 0.3747 0.3747 0.3159 0.3597 0.4212 0.3900 0.4055 0.4535 0.5390 0.4372 0.4372 0.3159 0.4055 0.5390 0.3448 0.4868 0.4535 0.4372 0.3302 0.4868 0.5039 0.2877 0.3017 0.4868 0.2603 0.2603 0.3017

[35] 0.4868 0.5390 0.5570 0.4700 0.5039 0.4535 0.4535 0.4535 0.4868 0.5039 0.5390 0.4055 0.4212 0.4372 0.4212 0.4212 0.4868 0.4868 0.4535 0.4868 0.4212 0.4700 0.4700 0.4868 0.3747 0.4372 0.4535 0.3017 0.2603 0.4700 0.2739 0.3302 0.2877 0.3017

[36] 0.42120.4372 0.4868 0.4055 0.4700 0.4535 0.3900 0.3597 0.3900 0.4372 0.4372 0.3747 0.3900 0.4700 0.3597 0.3302 0.3900 0.3017 0.3900 0.4868 0.3017 0.4055 0.3747 0.3900 0.3448 0.3159 0.3900 0.2205 0.1823 0.5390 0.2469 0.3017 0.2336 0.2469 0.2336

[37] 0.4055 0.4212 0.4372 0.3597 0.4868 0.4700 0.4055 0.4055 0.4055 0.4535 0.4212 0.4212 0.4372 0.5570 0.4372 0.3747 0.4055 0.3448 0.4055 0.4700 0.3448 0.4212 0.4212 0.4055 0.3900 0.3302 0.3747 0.1576 0.1949 0.5213 0.2603 0.2877 0.1949 0.2603 0.3017 0.1455

[38] 0.42120.3747 0.3900 0.3448 0.4700 0.4535 0.3900 0.4535 0.3900 0.4372 0.4700 0.3747 0.4212 0.6131 0.4535 0.3900 0.4212 0.3900 0.4868 0.3900 0.3017 0.4372 0.4372 0.4212 0.4055 0.3747 0.4212 0.1949 0.2336 0.4700 0.2739 0.2739 0.1576 0.2739 0.3448 0.1823 0.0984

[39] 0.4055 0.3302 0.4055 0.3597 0.4535 0.4372 0.3747 0.3747 0.3159 0.3597 0.4212 0.3597 0.3448 0.4535 0.3448 0.3159 0.3448 0.2877 0.3747 0.3747 0.2603 0.3302 0.3597 0.3747 0.3017 0.3302 0.4055 0.1823 0.1949 0.3302 0.2336 0.2603 0.1699 0.1823 0.2739 0.1949 0.1823 0.1217

[40] 0.3747 0.3900 0.4055 0.3302 0.4535 0.4372 0.3747 0.3747 0.3448 0.4212 0.4535 0.3900 0.3747 0.5570 0.4700 0.3448 0.4372 0.3448 0.3747 0.4372 0.3159 0.4535 0.3900 0.3448 0.3017 0.3900 0.4055 0.1823 0.2205 0.4868 0.2076 0.2336 0.1699 0.1823 0.2469 0.1699 0.1576 0.1699 0.1335

[41] 0.3302 0.3448 0.3597 0.3159 0.4372 0.4212 0.3017 0.3017 0.3302 0.3747 0.3747 0.3448 0.3597 0.4700 0.3017 0.2739 0.3597 0.3017 0.3597 0.3900 0.3302 0.2603 0.3448 0.4212 0.4055 0.2877 0.3597 0.2205 0.1823 0.4055 0.2469 0.2739 0.1823 0.3017 0.3159 0.2076 0.1699 0.1576 0.1455 0.2469

[42] 0.4700 0.3900 0.3747 0.3597 0.4535 0.4372 0.4055 0.4055 0.3448 0.3900 0.3302 0.3900 0.3448 0.4868 0.3747 0.3159 0.3448 0.3159 0.3747 0.4372 0.3448 0.3900 0.3900 0.4372 0.3597 0.3017 0.4055 0.2336 0.2469 0.4212 0.2336 0.2076 0.1949 0.2877 0.2739 0.2739 0.1823 0.1949 0.1823 0.2076 0.1699

[43] 0.3597 0.3747 0.4212 0.3448 0.4055 0.3900 0.3597 0.3597 0.3597 0.4372 0.3747 0.3448 0.3597 0.4700 0.3900 0.3302 0.4535 0.3597 0.4212 0.4535 0.3900 0.3159 0.3747 0.4212 0.4372 0.3448 0.3900 0.2205 0.2336 0.5039 0.2739 0.3302 0.2076 0.3597 0.2603 0.2603 0.2205 0.2336 0.2469 0.2205 0.1335 0.2205

[44] 0.4055 0.3900 0.3159 0.3017 0.4212 0.3747 0.3448 0.4055 0.3747 0.3900 0.4212 0.3597 0.3448 0.5570 0.4372 0.3747 0.4055 0.3448 0.3448 0.4055 0.4372 0.4212 0.3900 0.4055 0.3302 0.3302 0.4372 0.3159 0.3017 0.4535 0.3747 0.2336 0.3302 0.3448 0.3597 0.3900 0.2603 0.3302 0.3159 0.2877 0.2469 0.1576 0.3302

[45] 0.4700 0.4212 0.4055 0.3302 0.4535 0.4372 0.3448 0.3747 0.3448 0.3900 0.3597 0.3597 0.3448 0.4212 0.3159 0.2877 0.3448 0.2877 0.3747 0.4055 0.3159 0.4212 0.3900 0.3448 0.3302 0.3597 0.4055 0.2603 0.2739 0.4535 0.1576 0.3159 0.2739 0.3159 0.3017 0.2205 0.2603 0.3017 0.2336 0.1823 0.2469 0.1823 0.2739 0.2603

[46] 0.4372 0.4212 0.3747 0.3597 0.4535 0.4372 0.4055 0.4372 0.3448 0.4212 0.3900 0.3900 0.3448 0.4868 0.4055 0.2877 0.3448 0.2877 0.3747 0.4055 0.2877 0.3900 0.3302 0.3159 0.3017 0.3900 0.4372 0.2336 0.2739 0.5213 0.2076 0.2877 0.1699 0.2603 0.3017 0.2205 0.2336 0.1699 0.1823 0.1100 0.2469 0.2076 0.2469 0.3747 0.1823

[47] 0.4372 0.4535 0.4372 0.3900 0.4868 0.4700 0.4372 0.4372 0.4372 0.4868 0.5213 0.4535 0.3747 0.4535 0.4372 0.3747 0.4700 0.3747 0.4700 0.5039 0.3747 0.3597 0.4212 0.3747 0.3900 0.3597 0.3448 0.2336 0.2739 0.5570 0.2336 0.2877 0.1949 0.2877 0.2739 0.2469 0.2603 0.2469 0.2076 0.1335 0.2469 0.2336 0.2469 0.3448 0.2336 0.1576

48] 0.5039 0.4212 0.4700 0.3900 0.5213 0.4700 0.4055 0.3747 0.4055 0.4535 0.3302 0.3597 0.4055 0.5570 0.3747 0.3159 0.3747 0.3448 0.3747 0.4700 0.3747 0.4535 0.3900 0.4055 0.3302 0.3900 0.4055 0.2877 0.3017 0.4535 0.2877 0.3448 0.2469 0.3747 0.2739 0.2469 0.2877 0.3017 0.2603 0.2336 0.2469 0.2076 0.2739 0.3448 0.1576 0.2076 0.2603

[49] 0.4700 0.4212 0.3747 0.3597 0.4535 0.4700 0.4055 0.4055 0.3747 0.4212 0.3900 0.4212 0.3747 0.4212 0.4700 0.3448 0.3747 0.3747 0.4055 0.4700 0.3747 0.4868 0.4212 0.4372 0.3597 0.4212 0.2877 0.2336 0.3017 0.5213 0.2336 0.2877 0.1699 0.2877 0.3017 0.3017 0.2603 0.2469 0.2336 0.2076 0.2739 0.2076 0.3017 0.3448 0.2336 0.2076 0.1823 0.1823
[50] 0.3747 0.3900 0.3747 0.3302 0.3900 0.4055 0.3747 0.3747 0.3448 0.3900 0.4535 0.3302 0.3448 0.3597 0.4372 0.3159 0.4372 0.4055 0.4055 0.4055 0.3448 0.4868 0.3900 0.3747 0.3900 0.4212 0.2877 0.2603 0.2469 0.5213 0.2603 0.2877 0.1949 0.2877 0.2469 0.3017 0.2877 0.2739 0.2877 0.2076 0.3017 0.2603 0.2469 0.3448 0.2603 0.2076 0.2076 0.2603 0.1335
[51] 0.4700 0.4535 0.4372 0.4212 0.4868 0.4700 0.4055 0.4372 0.3747 0.4212 0.4212 0.4212 0.3747 0.3900 0.4372 0.4055 0.4700 0.4055 0.4372 0.4700 0.4055 0.5213 0.4212 0.4372 0.4212 0.4212 0.3159 0.3159 0.3017 0.4535 0.3159 0.3159 0.2739 0.3448 0.3017 0.3302 0.3448 0.3302 0.2877 0.2603 0.3302 0.3159 0.3302 0.4372 0.2877 0.2336 0.2603 0.2336 0.1576 0.1576
[52] 0.5213 0.5039 0.4535 0.4700 0.5390 0.5213 0.4535 0.4535 0.4212 0.4372 0.4055 0.5039 0.4212 0.3747 0.4212 0.4212 0.4212 0.4535 0.5213 0.4212 0.3900 0.5390 0.4372 0.4212 0.5390 0.4055 0.3017 0.3597 0.4055 0.4372 0.4212 0.4212 0.3448 0.5213 0.4700 0.4372 0.3900 0.4055 0.4212 0.4535 0.4372 0.4535 0.4372 0.5570 0.4212 0.4212 0.3900 0.3597 0.2469 0.3302 0.1949
[53] 0.5390 0.4535 0.4372 0.3900 0.4535 0.4372 0.3747 0.4700 0.3747 0.4212 0.4868 0.4535 0.3448 0.5570 0.5039 0.4055 0.4700 0.5039 0.5754 0.4372 0.4372 0.5941 0.5213 0.4055 0.4868 0.4212 0.5754 0.3747 0.4212 0.4535 0.3448 0.3448 0.3597 0.4700 0.3900 0.3900 0.4700 0.4212 0.4372 0.3747 0.4868 0.3747 0.3900 0.4700 0.3159 0.3448 0.3747 0.3747 0.3747 0.4372 0.3747 0.2469

Sira no 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27

Kiitiik PB1 PB2 PB3 PB PB PB PB PB PB PB PB PB PB PP PP PP PP PP PP PP PP PO PO PO PO PO PO
(Protok 4 5 7 9 10 99 100 | 101 246 248 60 70 121 122 141 147 249 251 73 74 169 170 180 181
ol) No

Sira no 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50 51 52 53

Kitiik PO PO 1 3 12 19 22 47 59 33 84 121 124 136 139 144 147 148 149 155 157 159 163 169 178 185

(Protok | 240 244

ol) No




Ek 3. Morfolojik verilerin analizi sonucunda olusan matris

SOV XA U A LN~

11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53

4
741
715
816
1000
875
896
1635
815
822
814
795
865
664
156
523
785
657
719
567
1589
473
522
401
282
347
401
358
377
571
187
496
1158
347
219
418
261
147
207
207
335
119
132
309
313
144
448
646
339
094
1289
294
311
380

5
678
751
833
875
,000
924
628
752
753
816
833
816
1626
296
632
787
679
828
1506
555
480
515
568
311
393
567
275
540
1609
213
501
250
272
350
398
273
1169
284
290
330
1299
257
351
368
327
507
632
393
065
244
309
313
1399

11
764
867
707
795
833
836
739
880
883
,909
1000
873
781
499
660
797
766
814
702
493
706
381
453
448
232
408
454
436
511
330
,590
386
466
354
552
305
1083
347
349
389
405
340
253
417
386
,586
721
579
252
422
437
214
348

17
1686
803
12
657
679
791
513
661
672
704
1766
718
621
1536
1565
887

1,000
,600
1639
601
1553
450
493
487
262
436
Al4
488
489
334
484
222
357
118
499
490

-,001
074
076
441
389
394
312
429
358
,549
1550
514
328
364
42
361
352

18
789
788
811
719
828
741
611
702
815
795
814
703
621
319
1586
628
1600
,000
691
491
538
496
458
363
395
402
362
417
623
102
314
260
1197
,300
368
225
045
396
521
304
427
286
176
364
521
531
634
481
073
191
253
,103
376

24
554
1683
350
282
311
404
593
572
476
524
448
1593
714
513
368
331
487
363
339
459
1666
494
631
1000
417
475
665
1532
432
361
389
409
316
275
485
1566
012
168
301
329
287
386
281
258
328
393
298
444
422
406
386
187
291

30
449
490
172
1187
213
373
471
412
274
359
330
398
1390
1593
615
357
334
102
410
469
637
271
243
361
294
357
644
254
077

1,000
132
703
850
511
493
654
207
1289
355
794
14
647
746
1686
404
1629
1506
652
858
838
1697
1599
346

31
A64
,550
249
496
501
517
610
619
536
,589
,590
594
558
564
563
631
484
314
405
292
531
,200
21
1389
352
504
1665
435
254
732
1000
748
753
1636
709
447
252
268
369
614
591
515
660
526
281
,559
615
671
625
22
644
555
364

-,008

36
589
,599
396
261
273
479
361
A17
375
397
305
All
451
409
625
395
490
225
424
1600
546
430
383
566
409
343
518
264
229
654
447
447
611
A19
540

1,000

-,089
071
177
727
634
541
514
589
487
704
527
1596
714
650
1688
539
220

37
127
130
116
147
169
122
1189
157
179
175
1083
188
185
031

-,021
1003

-,001
045
1108
246
1082
019
014
012
1009
055
016
1003
1029
207
252
425
1280
441

-,055

-,089

1,000
673
328

-071

-060

-,037
Als
297
1296
235
295
215
234
285
375
324
429

38
354
345
327
207
284
246
289
327
A12
374
347
368
428
392
256

-016
074
1396
293
403
326
253
256
1168
384
271
227
278
274
289
268
588
295
1697
11
071
673

1,000
797
1107
278
377
AT8
386
561
401
462
483
380
272
314
311
329

41
475
,510

119
299
351
358
337
388

405
1280
327
1630

403
389
427
579
308
511

222
287
371
369

286
144
714
591
628
616
521
557
634

-,060
278
485
763

1,000
736
532
1666
1595
713
1583
760
684
1632

435
331

43
345
348
387
309
351
456
274
266
233
294
253
348
256
,500
398
318
312
176
197
1598
372
489
457
281
648
1630
1505
558
381
746
1660
1529
512
1662
373
514
Als
478
437
644
532
647
1000
681
424
1585
1509
1636
738
,596
1569
854
1159

44
574
574
426
313
368
,530
372
332
425
A19
417
389
354
420
646
404
429
364
497
,509
1652
384
360
258
406
393
490
283
398
1686
526
417
673
496
1596
589
297
386
385
647
1666
358
681
1000
657
877
708
812
739
810
753
691
267

50 sl
591,540
594,592
210 287
289 294
244 309
421 4an
486 397
484 428
440 443
441 405
422 437
460 392
462 444
426 232
595 592
A19 375
364 422
191 253
529 520
426 418
J17 669
224177
166 178
406 386
255 221
285 234
12 466
148 128
228 155
838,697
722 644
666,653
907,790
510,633
706 564
650 688
285 375
272 314
292 328
649 632
632 576
357 399
596,569
810,753
510,659
787 824
662 643
793 721
845 809
000 842
842 1,000
554,690
405 278

52 53
277 501
304 535

369 266
311 380
313 399
446 396
098 517
144 520
191,505
166,522
214 348
275 532
219 520
260 283

382 381
279 396
361 352
103 376
217 568
536 311
389 401
430,128
406 141
187 201
609 091
562,238

365 441
490 130
362 152
599 346
555 364
381 448
464 419
605 213
A40 345
539 220
324 429
311 329

300 361
639 295
435 331
557 236
854 159
691 267
450 189
638 311
418 343
598 316
AL 267
554 405
690 278

1,000 082
082 1,000



C® U R — o

000
1293
4998
6079
6915
4126
6045
3419
3040
3482
4731
3777
4698
15148
6432
7429
7968
6363
5670
10075
4613
15027
17044
11669
17719
17070
8802
18081
15270
11829
11479
14720
10194
17125
14758
12944
33773
23468
18328
13987
14190
20674
16728
9703
11561
6249
5858
7820
12983
10266
11975
17870
34273

000
5669
6592
5622
3353
5076
2646
3033
2513
3050
2808
3405
13467
5463
6460
6287
6488
6189
10982
2932
15712
14939
9728
18144
14965
8795
15876
15431
11056
10186
14065
10511
16306
14103
12937
34080
23775
18635
13980
13795
19855
16721
9696
11868
6242
6371
7425
12588
10259
11320
17475
34580

000
3265
2831
2251
8616
6925
5148
5460
4552
4460
7688
12043
8001
5503
4711
3383
7285
4792
8877
6960
8298
11060
9966
9216
11246
9591
7127
13961
11326
14637
12650
13428
11843
10392
23573
15821
13800
11091
12436
14119
10822
9103
10132
7038
6556
8384
13202
11885
11208
11465
24065

000
2158
2076
6426
3646
3216
3514
3243
2364
5770
13959
769
3589
5640
4915
7447
7664
9052
10065
11383
12341
12467
10926
10392
11647
9536
13956
7983
14071
10462
13700
10712
12268
23574
17228
14932
11328
14042
15716
11983
11025
14928
8333
5607
9842
14639
11031
11333
12503
24066

000
1438
6308
4530
4218
3306
2267
2954 2052
6128 5175
11566 11823
5495 4980
3255 3189
4952 4274
3047 5073

8169 7218

7832 7064

8342 6302

9834 10472
8833 10122
11383 11162
11493 12901
8312 9890
11100 9846

8997 10896
8780 10452
12886 10929
7461 8172

12410 14025
11014 9996

11527 13643
10505 11515
11642 10787
23306 27073
16269 19177
13656 16537
10926 10984
11276 12184
14094 15745
11039 11541
9655 8091

11500 12412
6963 5758

5367 4837

8498 7456

14429
11086
10621
12034
23810

000
5902
3631
3459
2615
2497

27565

000
3158
4058
2944
3936
3445
3796
9107
6176
6363
7511
6413
7850
9749
5327
12256
11611
7225
14652
11755
7153
12194
11976
8794
6082
9549
7172
11697
10249
10723
23099
16190
12458
9966
10677
13977
12102
9764
13379
8374
6038
7489
11550
7978
9619
15235
23595

000

1666
922

1934
961

1809
11771
5456
4755
6507
6043
6519
9903
4683
14748
14399
9117
16994
14321
8383
14663
14403
10751
7214
11482
8267
13725
11687
12203
27981
19359
15404
11911
13069
16904
14554
11558
13846
7614

5072

8731

13182
9526

10988
16796
2477 26038

000
722
1503
2106
2810
11052
5993
4629
5494
3670
4000
8663
5471
12314
13299
9520
14392
13199
8226
13820
11893
12130
7446
11119
8434
12458
10142
11343
25534
16741
13229
11229
11077
15262
13441
9178
11488
6170
4148
6726

. 000

1225
1598
2844
10347
5277
3907
5430
4312
5530
9281
5407
13276
12858
9330
15672
12771
8722
13441
12997
11108
7140
11731
8912
13172
11226
11787
26989
18196
14684
11517
11371
15779
13493
9674
12943
6850
4320
7464
13050
9534
10677
15749
27493

000
1539
3026
8846
5089
3313
3859
3025
4426
8001
4634
11398
10309
9225
13346
10055
8204
10399
9955
10694
6194
9945
8174
10860
8880
11048
23394
15137
12386
10114
9837
13185
11974
8748
10446
5759
4135
5839
11400
8536
8827
13190
23874

000

1203 .000

9088 8936

4670 4973

3746 6509

4360 5894

4848 6238

6123 6773

6645 8153

3762 3169

10109 11840
9600 11066
7125 5563

12079 13116
9730 11825
6639 6701

9826 11231
9776 11809
9399 9899

5997 6761

10082 8830
7333 7083

11383 10908
8791 8950
9899 9817
23727 24148
15755 15565
12648 11609
9717 10281 4846
11278 11172 3639
13728 13873 3698
10997 12465 5208
8918 9827 7968
11454 10207 9058 7194
5894 6135 8507 3511
4532 5725 9246 4129
6735 6951 5389 6001
10758 10347 6095 8306
7953 8276 6539 6073
9318 9050 8392 6644
12411 13609 8677 10533
24227 24648 11488 21740

000
9171
8108
5916
8888
9351
5225
10486
6545
5763
6107
6619
5297
6240
4683
6595
6792
5531
5274
6934
7189
4316
5684
12328
6933
6161

10939
9847
5548

1594
5086
5668 4880
6857 4658
8926 7608
10015 7375
9973 6846
9761 6839
11957 9587
8890 7202
8177 7739
9370 6972
8925 6921
10067 9812
5166 6408
10639 9715
7693 8020
12618 11402
7192 6180
8309 6195
20142 17714
15658 12898
13774 11559
7660 6603
8192 7237
11182 8503
9806 8605
8646 7692
11956 9203
6586 5901
5095 6256
7214 6070
11273 8730
7819 7644
8685 7194
11054 8876
19302 16874

000
5076

000
4544
6450
7758

7376

7715

8812

8677
8263

8672

8270
6007

13503

8792
10069
10396
10031
7920
9507
18808
11316
7890
8498
7300
10130
10625
8801
7269
6236
5251
6645
12456
10099
9566
12615
17976

000
6922
5987
9544
11960
9862
12632
12806
5891
13786
10806
9234
8187
9076
6180
13127
7916
8313
20880
14049
11524
7412
6447
10874
11600
7389
8914
4771
5274
5221
8091
6565
7122
12280
20060

000

8996
2103
4274
6180
4525
5843
7300
5780
3912
7508
7387
7050
6104
7511
5365
3508
10591
6328
6762
4200
6098
5053
3487
5946
6313
5466
6875
6037
5578
5577
5461
4808
11079

000
12970
11477
7111
14205
11820
6003
12696
12645
6626
7926
9921
6415
11684
9425
9775
26345
17587
12665
9008
10036
14450
12289
6280
8912
4490
6695
5429
7204
5803
7123
12397
26825

000
2240
6578
2306
4067
7795
4295
2234
11525
9739
9035
9919
9429
5551
5174
9892
6450
6928
6128
7267
5175
4886
8864
9725
9125
10794
8464
8560
8728
8784
6499
9052

10066

15289

12191

000
7890
8002
5598
4611
5956
5349
9348
5253
6722
19593
13135
9444
6403
5904
8678
7554
7324
10435
5977
7019
3436
4630
4059
7394
9723
18753

000
2400
11885
7469
8933
12288
6548
5007
7389
12110
7694
6290
6586
7302
4497
4822
10179
10387
10263
11496
7559
8979
10047
9961
6306
11270

000

3695
9051
9549
11108
7652
3827
6723
9361

5974
5714
6777
7629
5716
5638
8659
8667
9083
9976
7182
9431

8527
8781

7046
8521

3944 .000
3076
2906
4577
4356
6658
14963
10355
8107
4982
5197
7397
4373
5897
9517
5391
4990
3904
4612
3140
4098
5852
20546 16411

000
2844
2888
5352
5901

10560

5728
4501
5916
4177
5378
4593
7415
5603
6250
7053
4851
3859
3637
3560
6984
12500

000
6170
5030
4788
13767
9473
8243
4378
4721
8149
5553
4188
7107
3567
4450
4112
3088
1048
2405

04
15215

000
5786
6483
10099
4705
3316
5994
5542
5336
3313
6701
5299
6313
6765
4964
4801
5555
3876
4436
12743

2000
3547
9524

6646

5402

2953

3538

4209

5312

6304

8176

6253

7870

4894

5237

3807

4759
6009
7848

000

11939 .000
8496 2529
7349 6902
2233 10988
3216 12188
3981 6966
4823 7936
6099 16118
6991 13983
5169 18202
7484 18465
5781 17323
3919 14308
4161 13195
3753 11223
5457 10475
10263 1940

000

2016 .000
7619 5293
7346 4915
3962 3317
4742 4885
10518 8930
7681 5729
11481 9186
11491 9684
10101 7803
9054 7331
9179 7996
7867 7088
7555 7431
4469 7390

000

2003 .000
2508 2816
3531 4773
5544 5231
7812 5771
5697 4982
7604 6818
5715 4070
3688 4208
4139 4329

000

3664 .000
9905 4713
8875 7098
10130 6230 1
11730 7329
8200 5321
5789 3478
7690 4456
4187 4818 68600 4248
4344 6600 5519 1612
9312 105125290 10264 1

3909
2397
3518
2450
3237
4

000
4957

000
3399
6382
4744
6187
6280
4317

666 .000
1800
1731
4053
2858
2765

000

2929
7201
4526
4999

3644 2309

000
2817 .000
2587 1841 .000

1726 .000

3 5969 3554 5396 3547

687 7460 5845 879.
8446 16311 19958 20793

18771 15756 14643 13551 12803 .000



EK 6. Cahsmada Kullanilan Latince Terimlerin Tiirkce Karsihklar:

Alternat Almagik, almash diziliste olan. Her nodyumda bir yaprak ve
yapraklar arasinda belirli bir ag1 bulunan yaprak dizilisi.

Aktinomorf (Radyal = Isinsal) Ikiden fazla simetri diizlemi mevcuttur.

Akuminat Ug¢ kisma dogru aniden daralarak sivrilmis olan

Bidentat Ikili disli. Iri ve keskin olan dislerin eksenleri yapraga dikey
durumdadir.

Bilateral Birbirine dik iki simetri diizlemi, ¢i¢egi iki farkli simetrik parcaya
aylIrir.

Brakte Cigeklerin eksen tizerinde koltugundan ¢iktiklar1 kiigiik tagiyici
yaprak

Dentat Disli. Iri ve keskin olan dislerin eksenleri yapraga dikey
durumdadir.

Endemik Belli bir yere 6zgii, sadece o bolgelerde bulunabilen

Filament Bir stamenin iplik gibi ince yapidaki sap kismi1

Herbaryum Kurutulmus ve usullerine gore hazirlanmig bitki 6rneklerinin
muhafaza edildigi merkezler.

Kaliks Bir ¢icek yapisinda distan ige dogru 4 halka mevcuttur. Korollanin
disinda bulunan yesil renkteki 6rtii yapraklar

Kaolin yaprak | Bitkide bulunan gévde yapragi

Kapsiil Birden fazla karpelden (sinkarp ovaryum) olusurlar. Olgunlasan
meyvenin acgilmasi karpelin belirli yerlerinden olur

Karpel meyve yapragi, pistilin tohum tasiyan birimi

Konikal Huni seklinde

Konkav Icbiikey

Korolla Tag yapraklarinin tiimii.¢igek Ortiisiiniin (periant) degisik renklerde
olabilen ikinci halkasi

Linear serit seklinde, seritsi. Kars1 kenarlar1 birbirine az ¢ok paralel olan
uzun ve ince yapi veya bu sekilde olan basit yaprak

Lokulus Yumurtalik veya sporangiyum igerisindeki bosluk

Lomentum Kirillgan meyva, bogumlu meyva. Her bir béliimde bir bogum
bulunacak sekilde bogumlu olan ve bogumlardan kirilan kuru
acilmayan ve iist durumlu bir ovaryumdan olusan meyva

Loplu Yuvarlak¢a, yuvarlak sekilli parcali

Nomenklatiir | Isimlendirme

Nuks Perikarp tas gibi sertlesmistir. Karakteristik olarak tek bir tohum
icerir. Tohum yapisik degildir. Ornegin; Corylus sp.(Findik)
(Findiks1 Meyve)

Oblong Dikdortgenimsi

Obovat Ters yumurta seklinde, ters yumurtamsi. Sap1 yumurta kesitindeki
yapinin dar tarafinda bulunan basit yaprak.

Operkulat Bir sporangiyumunun peristomunu koruyan kapak ya da sapkacik

Ovaryum Pistilin genislemis olan ve yumurtay1 tagiyan bolgesi, yumurtalik

Ovoid Yumurta seklinde
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panikula bilesik salkim

Petal Korolla'nin her bir parg¢asi (bkz. Korolla)

Petiol Yaprak sap1

Pinnatifid Tiiysti bolmeli. Yaprak ayasinin orta damara dogru iicte birinden az
bir sekilde parcalanmasi

Pinnatisekt Tiiysii derin pargali. Yaprak ayasinin orta damara kadar derin
par¢alanmis olmasi.

Rasemus Uzamis ana eksen iizerindeki braktelerin koltugundan sapl

(Salkim) cicekler ¢ikar. Ornegin; Capsella bursa-pastoris (Coban ¢antasi),
Hyacinthus sp.(Simbiil).

Rozet Tabanda yogun bir sekilde toplanmig yaprak kiimesi.

Seksiyon Boliim, tiir alt1 katagoriyi ifade eder

Sepal Kaliksin her bir parcasi (bkz Korolla, Kaliks)

Silikva Iki karpelden meydana gelir. iki karpel arasinda yalanci bir bolme
ile meyve iki kisima ayrilir. Olgunlastig1 zaman 2 karpel kapak
halinde yarilarak tohumlar1 tastyan yalanci bélmeden ayrilir.
Meyvenin boyu, eninin 3 katidir. Ornegin; Cruciferae (Hardalgiller
= Turpgiller) familyasindan Brassica sp. 6rnek olarak verilebilir

Sinonim Es anlamli

Spatulat Spatula seklinde. Uca dogru diizgiin bir sekilde genisleyen kiit uglu
basit yaprak.

Stamen Cigegin polen iiretmekle gorevli yapisi iizerinde anteri tagir.

Stigma Disicik tepesinin polen tutan yeri

Stipula yapragin gévdeye baglandig: yerdeki iki adet kiiclik yaprakeik

Tetrakolpat Polenleri dort yarikli

Trikolpat Polenleri ii¢ yarikli

Zigomorf Tek simetrili ¢icekler
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