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OZET

KLOROPLAST SSR (cpSSR) BELIRTECLERI YARDIMIYLA KIZILCAMIN
(Pinus brutia TEN.) GUNDOGMUS-ESKIBAG (AKCAGEDIK-TESPiHLI)
ORIJINLI 38 NO’LU KLONAL TOHUM BAHCESINDE POLEN
KIiRLILiGININ BELIRLENMESI

B. Banu BILGEN

Doktora Tezi, Biyoloji Anabilim Dah
Damisman: Dog¢. Dr. Nuray KAYA
Haziran 2012, 125 sayfa

Kizilgam (Pinus brutia TEN.) ekolojik ve ekonomik degerinden dolay1 Tiirkiye i¢in
onemli yerli bir orman agaci tiiriidiir. Agaglandirmalarda kullanilmak iizere genetik
yonden istiin nitelikli tohum ve fidan elde etmek amaciyla tohum bahgeleri
kurulmaktadir. Polen kirliligi P. brutia tohum bahgelerinde ciddi bir sorundur. Polen
kirliligi diizeyini tahmin etmenin en etkin ve kullanish yollarindan biri mikrosatellitler
veya basit tekrarli niikleotid dizileri (SSR) ad1 verilen genetik belirtegleri kullanmaktir.
Simdiye kadar polen kirliligi diizeyi ililkemizde sadece tek bir tohum bahgesinde
(Kizilgamin Cameli-Go6ldag1 orijinli Asar-Antalya klonal tohum bahgesinde) tahmin
edilmistir. Bu ¢alismanin amaci, Ciglik-Antalya’da kurulmus bulunan 16 yasindaki bir
P. brutia klonal tohum bahgesine tohum bahgesi disindan gelen polen kontaminasyonu
(kirliligi) oranim1 kloroplast mikrosatellit belirte¢leri (cpSSR) yardimiyla tahmin
etmektir. cpSSR analizleri, tohum bahgesinden toplanan tohumlarin megagametofit ve
embriyo dokusunda, tohum bahgesine yakin dogal kizilgam populasyonundan toplanan
tohumlarin ise megagametofit dokusu veya ibrelerinde gerceklestirildi. Analizler alti
kloroplast mikrosatellit lokusunda (Pt1254, Pt30204, Pt41093, Pt87268, Pt15169 ve
Pt71936) yapildi.

Alt1 kloroplast SSR lokusundan, Pt41093 lokusu monomorfik, diger lokuslar ise
(Pt1254, Pt30204, Pt87268, Pt15169 ve Pt71936) polimorfik olarak saptandi. Analiz
edilen orneklerde alti primer (lokus) i¢in 23 allel bulundu. Kloroplast mikrosatellit
allellerinin 36 farkli haplotip olusturdugu gézlendi. Calisilan alt1 kloroplast mikrosatellit
bolgesinin sahip oldugu farkli biiyiikliikteki allellerin kombinasyonlar1 sonucu elde
edilen haplotiplere gore 38 no’lu kizilgam tohum bahgesine ait 30 klonun genetik
kimlikleri belirlendi. Tohum bahgesindeki 30 klonda toplam 12 ¢esit haplotip gézlendi.
Tohum bahgesindeki 30 klondan rastgele secilen bes klona ait beser ramet
incelendiginde, bu bes klona ait rametlerin ait olduklar1 sanilan klonlara ait olmadiklari
tespit edildi. Tohum bahgesindeki bireyler tarafindan iiretilen embriyolarda 36 ve dogal
populasyona ait bireylerde 19 cesit haplotip gozlendi.



Tohum bahgesindeki 300 embriyoda yapilan analizler sonucunda 87 embriyonun
tohum bahgesi digindan gelen polenlerle dollenme sonucu olustugu yani 87 gametin
kontaminant oldugu belirlendi. Buna goére tohum bahgesindeki bireyler tarafindan
iiretilen embriyolarda kontaminantlarin (kirliligin) gozlenen orani (b) 0.29 olarak
bulundu. Bu deger, polen kirliliginin minimum tahminidir. Tohum bahg¢esinde tahmin
edilen ger¢ek polen kontaminasyonu (m) ise 0.393 (%39.3) olarak hesaplandi. Polen
kontaminasyonunun bu diizeyde olmasi sonucunda tohum bahgesi tohumlarindan
saglanacak genetik kazancin (beklenen genetik kazang) %20 oraninda azalacagi
belirlendi.

ANAHTAR KELIMELER: Pinus brutia, polen kirliligi, tohum bahgesi, gen gocii,
kloroplast mikrosatellit belirtecleri
JURI: Dog. Dr. Nuray KAYA (Danisman)
Prof. Dr. Kéani ISIK
Prof. Dr. Nacit ONUS
Prof. Dr. Musa GENC
Prof. Dr. Cigdem SAVASKAN
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ABSTRACT

DETERMINATION OF POLLEN CONTAMINATION IN A CLONAL SEED
ORCHARD OF Pinus brutia TEN. IN ANTALYA WITH CHLOROPLAST SSR
(cpSSR) MARKERS

B. Banu BILGEN

Ph. D. Thesis in Biology
Adyviser: Assoc. Prof. Dr. Nuray KAYA
June 2012, 125 Pages

Turkish red pine (Pinus brutia TEN.), because of its ecological and economic value,
is one of the most important native forest tree species in Turkey. Seed orchards are
established in order to obtain genetically high quality seeds and seedlings for
reforestation and afforestation purposes. Pollen contamination is a serious problem in
Pinus brutia seed orchards. Microsatellites, also known as simple sequence repeats
(SSRs), are one of the most effective and useful ways of estimate pollen contamination
level. So far, pollen contamination level has been estimated in only one seed orchard (P.
brutia seed orchard in Asar-Antalya) in Turkey. The aim of this study is to estimate
pollen contamination level in a 16 year-old P. brutia clonal seed orchard, located in
Ciglik, Antalya, with the help of chloroplast microsatellite markers (cpSSRs).
Microsatellite analysis was performed on both maternal and embryo tissues of seeds
collected from Turkish red pine seed orchard and megagametophyte tissues of seeds or
needles collected from close natural P. brutia population. Six c¢pSSR loci (Pt1254,
Pt30204, Pt41093, Pt87268, Pt15169 and Pt71936) were analyzed.

Six chloroplast SSR loci were analyzed. All, except Pt41093, were found to be
polymorphic. A total of 23 alleles were determined for the analyzed six loci. The
chloroplast microsatellite alleles were combined in 36 different haplotypes. According
to haplotypes, that will be composed of the combination of alleles found at each cpSSR
locus, genetic identity of each of the 30 clones in P. brutia seed orchard were
determined. Twelve different haplotypes were observed in clones of the seed orchard.
Studied ramets of randomly selected five clones in the seed orchard were not belong to
the clones that they are supposed to be. Thirty-six different haplotypes were observed in
embryos that are produced by the seed orchard clones, they were whereas 19 in natural
Turkish red pine population.

Eighty-seven embryos among the 300 analyzed had no compatible male parent
within the seed orchard and their real male parents were considered to be located
outside the seed orchard. Observed contamination (b) from external pollen sources was
estimated as 0.29. This is minimum estimation of pollen contamination. Microsatellite-

il



based paternity analysis revealed that the contamination rate (m) is 0.393 (39.3%). This
level of pollen contamination is expected to reduce predicted genetic gain in the seed
orchard crop by 20%.

KEY WORDS: Pinus brutia, pollen contamination, seed orchard, gene flow,
chloroplast microsatellite markers
COMMITTEE: Assoc. Prof. Dr. Nuray KAYA (Adviser)
Prof. Dr. Kéani ISIK
Prof. Dr. Naci ONUS
Prof. Dr. Musa GENC
Prof. Dr. Cigdem SAVASKAN
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ONSOZ

Diinyada ve Tiirkiye'de niifus hizla artmakta, sanayi gelismekte, yerlesim alanlari
genislemekte ve hayat standard1 gittik¢e ylikselmektedir. Bunlara paralel olarak orman
alanlarinin topluma sundugu ekolojik hizmetlere ve odun hammaddesine olan talep de
hizla artmaktadir. Kizilgam, Tirkiye’de yayilis gosteren bes ¢am tiiriinden (Pinus
brutia, Pinus sylvestris, Pinus nigra, Pinus pinea ve Pinus halepensis) biridir. Bu
hizmetleri sunan yerli orman agaci tiirlerinden biri olan kizilgam, ekolojik ve ekonomik
degerinden dolay1 Tiirkiye i¢cin 6dnemli bir orman agac tiiriidiir. Bu nedenle, “Tiirkiye
Milli Agac Islah1 ve Tohum Uretimi Programi (1994-2003)” kapsaminda 6ncelik verilen
tiirlerin basinda gelir. Tiirkiye’de Akdeniz, Ege ve Marmara boélgelerinin kiytya bakan
yamagclarinda, nadiren de Bati Karadeniz boélgesinin Akdeniz iklimi goriilen bazi
kiyilarinda dogal yayilis gosteren kizilgam odunu; kagit endiistrisi, ingaat malzemesi,
tarim aletleri, deniz tasitlarimin  yapimi gibi bircok alanda yaygin olarak

kullanilmaktadir.

Tohum bahgeleri, yeni kurulan ormanlarin genetik yapisini istenilen yonde
degistirmede ve dogadaki populasyonlar1 amacimiza gore evcillestirmede biiyiik 6neme
sahiptir. Ciinkli tohum bahgeleri ormancilik ve agaclandirma ¢alismalart i¢in gerekli
olan, yeterli miktarda ve kaliteli tohum toplanmasini giivence altina alan tohum
kaynaklaridir. Tohum bahgelerinin amacina uygun yonde isletilebilmesi i¢in birgok
konuda yeni bilgilere ihtiyag duyulmaktadir. T.C. Orman ve Su Isleri Bakanhg
tarafindan iilkemizin degisik bolgelerinde, degisik orman agaclari i¢in 2010 yilina kadar
172 adet tohum bahgesi kurulmustur. Bu 172 adet tohum bahgesinden 68 adeti kizilgam
tiriine aittir. Antalya’da yalnizca kizilgam tiiriine ait 12 adet tohum bahgesi
bulunmaktadir. Tohum bahgesi disindaki agaclardan gelip tohum bahgesindeki seckin
klonlar1 dolleyen polenlerin olusturdugu polen kontaminasyonu veya polen kirliligi,
tohum bahgesinde istenmeyen genotipte tohumlarin olusmasina ve bu tohumlarla
kurulan ormanlarin genetik bakimdan diistik kaliteli olmasina neden olmaktadir. Bu
calismada, Giindogmus-Eskibag (Akcagedik-Tespihli) orijinli olan ve Antalya-Ciglik
koyli yakininda kurulmus olan 38 no’lu kizilcam klonal tohum bahgesinde polen

kontaminasyonu oranini tahmin etmek amaclanmistir. Bu ¢alismanin, kizilgamin



genetik 1slah1 ve gen kaynaklarinin korunmasi konusunda halen yapilan ve yapilmasi
planlanan ¢alismalara, ayrica kizilgam ile yapilacak agaclandirma caligmalarina yararh

olmasini ve benzer yondeki diger arastirmalara 11k tutmasini dilerim.

Bu tez calismasinin planlanmasinda, yiiriitiilmesinde ve laboratuvar ¢aligmalarinda
yardimlarin1 ve destegini esirgemeyen, Ogrencisi olmaktan biiylik gurur duydugum,
degerli hocam ve Akademik Damigsmanim Dog. Dr. Nuray KAYA’ya (Ak. Un., Fen
Fak., Biyoloji Boliimii); tezin son seklini almasinda yapict elestirileri ve Onerileriyle
degerli katkilarini esirgemeyen Tez izleme Komitesi Uyeleri Prof. Dr. Kani ISIK (Ak.
Un., Fen Fak., Biyoloji Boliimii) ve Prof. Dr. Kenan TURGUT’a (Ak. Un., Ziraat Fak.,
Tarla Bitkileri Béliimii), Tez Smav Jiiri Uyeleri Prof. Dr. A. Naci ONUS’a (Ak. Un.,
Ziraat Fak., Bahge Bitkileri Béliimii), Prof. Dr. Musa GENC’e (Siileyman Demirel Uni.,
Orman Fak., Orman Miihendisligi Bolimii) ve Prof. Dr. Cigdem SAVASKAN’a
(Siileyman Demirel Uni., Fen Edebiyat Fak., Biyoloji Boliimii) tesekkiirlerimi sunarim.
Tez galigmasinin laboratuvar agsamalari sirasinda yardimlarini gordiigtim Yrd. Dog. Dr.
Tolga YILDIRIM’a (Ak. Un., Fen Fak., Biyoloji Béliimii), birbirimizin arazi ve
laboratuvar c¢aligmalarina titizlilikle yardim ederek, ‘aragtirmact’ olma niteliginin bazi
boliimlerini birbirimizden 68rendigimiz, ayni donem lisansiistii 6grenci arkadaslarimdan
Dr. Yusuf KURTa (Ak. Un., Fen Fak., Biyoloji Boliimii) ve Dr. Sezgi SEREF GUN’e
(Ak. Un., Fen Fak., Biyoloji Béliimii), yine arazi ¢alismalar sirasinda drnek toplamada
yardimlarimi gordiigiim Ogr. Gor. Tlker CINBILGEL e (Ak. Un., Akseki M.Y.O.) ve Dr.
Esref DEMIR’e (Ak. Un., Fen Fak., Biyoloji B&liimii) ¢ok tesekkiir ederim. Ayrica, bu
tez projesini 2008.03.0121.005 proje numarasi ile destekleyen Akdeniz Universitesi
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BILGEN’e ¢ok tesekkiir ederim.

vi



ICINDEKILER

OZET oottt ettt ettt i
ABSTRACT ...ttt et e e e sate e e sateesaeeeeane 111
ONSOZ .ottt v
ICINDEKILER ...ttt vii
SIMGELER VE KISALTMALAR DIZINIL.......cccotiininiiiniineiecneecieceneseeeeenennne ix
SEKILLER DIZINI.......oiiuiiiiiieieieeeeeeeeeee e Xiii
CIZELGELER DIZINI ..ot XV
L GIRIS ettt 1
1.1. Kizilgam (Pinus brutia Ten.)’in Sistematikteki Yeri, Dogal Yayilisi ve
EKONOMIK ONEMI ......ocecvviecececeeieeeeeeecee et ne e neneeee 3
1.2. Tohum Bahgesi Nedir?.........coooiiiiiiiiiiiicieiie e 5
1.3. Tohum Bahgelerine Neden Thtiyag Duyulur?...........cccooevevevevveeeeeeeeeeeeeennens 6
1.4. Tohum Bahgelerinin Temel OzelliKIeT..........c.ovoveuiieeeeeeeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeene 9
1.5. Gen Akimi, Eslesme Sistemi ve Polen Kirliligi (Kontaminasyonu)................... 13
1.6. Mikrosatellitler (Basit Dizi Tekrarlar) ve Kullanimlari.............ccooeeevveenneennen.. 18
1.7. CaliSMANIN ATNACT ....eeiuviiieiieeeiieeeieeeeiteeeeteeeeeteeeeeteeeeaeeesssaeessseeesaseessseesseeesnseeas 25
2. MATERYAL VE METOT ..ottt 26
2.1. Tohum Bahgesinin OZellTKIETi.............oveveveueeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 26
2.2. Analizler i¢in Kozalak ve ibre Orneklerinin Toplanmast ...............ccccovvverernnnne. 28
2.3. Kozalaklardan Tohumlarin Cikartlmasi...........ccccceeveieviieicieeeciieeciee e 30
2.4. Ibre Orneklerinin Kurutulmast ve Hazirlanmast...............co.ccooveverueverenevrnerecnnnn 32
2.5. DNA Izolasyonlarinin Yapilmast...........cccoceeeeveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeeseeeeeeeeeeseeeeennns 33
2.6. DNA Miktarinin ve Kalitesinin Belirlenmesi ...........cccceeveeniieniiiniinnieniiee 37

2.7. Kloroplast Mikrosatellit (cpSSR) Primerlerinin Belirlenmesi ve Polimeraz

Zincir Reaksiyonu (PCR) ......ccuiiiiiiiiiiiiciicceeee et 39

2.8. Verilerin Degerlendirilme YOntemler ..........ccccvveerieeeriieeiiie e 43

3. BULGULAR ...ttt sttt st enseesa e seenaeeneenes 47
3.1. Kloroplast Mikrosatellit (cpSSR) Primerlerine ait Allellerin ve Haplotiplerin

BelITl@NIMES......eeueeeiieiieeeeee ettt 47

3.2. Tohum Bahgesinde Bulunan Klonlarin Genetik Kimliklerinin Tespiti............... 52

Vil



3.3. Tohum Bahgesindeki Klonlar (Rametler) Tarafindan Uretilen Embriyolarin

Genetik KimliKIErinin TeSPIth ..ccuveeeevieeriieeiiieeiiie et e eaee e eevee e 56

3.4. Dogal Populasyona ait Agacglarin Genetik Kimliklerinin Tespiti ........c..cccoeueee. 58

3.5. Gen Frekanslar1 ve Genetik CesitliliK ..........ooovviieiiiiiiiiiiiiiieeeeecee e, 59

3.6. Tohum Bahgesinde Polen Kirliliginin (Kontaminasyonunun) Tespiti................ 63

4. TARTISMA ..ottt sttt 67

4.1. Haplotip ve Allel CeSItIIIZi ....oooviriiiiiiiiieiiee e 67

4.2. Klonlarin Genotipik Kimliklerinin Te$hisi .........cccoceeviriieniininiinieniiicnieeenee, 71
4.3. Tohum Bahgesinin ve Dogal Populasyonun Genetik Cesitliliginin

BelIr@NIMESI...c..eeuiiiiiiieiiii et 74

4.4. Polen Kirliligi (Kontaminasyonu) Orani...........ccccceceevereeneenenieneenenneeneenneenne 79

5. SONUQC ..ttt ettt et sb e bt ettt sae b nae 86

0. KAYNAKLAR ..ottt ettt ae e 93

T EKLER ..ottt 112

EK-1: Giindogmus-Eskibag (Ak¢agedik-Tespihli) orijinli 38 no’lu kizilgam

tohum bahgesi krokisi-klonlarin ve klonlara ait rametlerin yerlesim plani... 112

EK-2: Kullanilan ¢dzeltilerin igerigi ve hazirlanislart ...........cccoeoveeeevieniiniiiniennn, 120
EK-3: Tanimlamalar............cooeiiiieiiiieeieeeeeeeee ettt e s eeree e 122
OZGECMIS

viil



SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

Simgeler
A Adenin
C Sitozin
dk Dakika
g Gram
G Guanin
ha  Hektar (10 000 m?)
km  Kilometre
L Litre

Molarite
m Metre
m’ Metrekiip
mg  Miligram (107 g)
ml  Mililitre (10° Lt)
pl - Mikrolitre (10°Lt)
uM  Mikromolar (10° M)
ng Mikrogram (10 g)
mm  Milimetre
mM  Milimolar (10™ M)
n Tekrar sayisi
ng Nanogram (10” g)
rpm  Dakikadaki devir sayisi
T Timin
U Unite (enzim birimi)
Volt Voltaj
% Yiizde
© Derece
°C Santigrat derece

Dakika

Saniye

X



Kisaltmalar

AFLP

Ak. Un.
AMOVA

Bkz.
cpSSR

dH,0
DNA
dNTP
D.P
D,

EDTA

FAM
Fsr

GPS
Gsr
HCI
HEX
H,0,

Arttirilmis fragmentlerin uzunluk polimorfizmi (Amplified Fragment
Length Polymorphism)

Akdeniz Universitesi

Molekiiler varyans analizi

Kontaminantlarin gézlenen orani

Baz ¢ifti

Bakiniz

Kloroplast basit dizi tekrarlari

Bir yabanci polen taneciginin belirlenebilir bir ¢ok-lokuslu belirteci
tasima olasilig1

Distile su

Deoksi riboniikleik asit

Deoksi Niikleotid Tri Fosfat

Dogal Populasyon

Goldstein vd (1995)’in bireyler arasindaki genetik uzaklik degeri
Embriyo

Etilen diamin tetra asetikasit

Frekans

6-carboxyfluorescein

Tim populasyonlarin gametlerine oranla her bir populasyon igindeki
rastgele gametler arasindaki korelasyon (Populasyonlar arasindaki
genetik farklilasmanin derecesini gosterir).

Kontaminasyon olmadiginda beklenen genetik kazang degeri
Kontaminasyon olmasi halinde, beklenen genetik kazanctaki azalma
Net genetik kazang degeri

Kiiresel konum belirleme cihazi

Genetik farklilasma katsayisi

Hidrojen Klortiir

Hexachloro-6-carboxyfluo

Hidrojen Peroksit



OATIAM

OGM

P

P.

PCR
PIC
Primer F
Primer R
Pt

PVP

RAPD

Nei’nin tarafsiz haplotip cesitlilik katsayisi
Populasyon-ici genetik cesitlilik
Toplam genetik cesitlilik

Potasyum asetat

Shannon sabiti

DNA Merdiveni (DNA Ladder)
Polen kontaminasyonu tahmini degeri
Megagametofit

Magnezyum Kloriir

Murashige ve Skoog besiyeri

Meslek Yiiksek Okulu

Gozlenen allel sayis1

Sodyum asetat

Sodyum kloriir

Etkili klon sayis1

Etkili allel say1s1

Numara

T.C. Orman ve Su Isleri Bakanligi Orman Agaglar1 ve Tohumlari Islah
Arastirma Miidiirligi

Orman Genel Miidiirliigii

Olasilik degeri

Pinus

Polimeraz zincir reaksiyonu
Polimorfik bilgi igerigi

Forward (ileri) primer

Reverse (geri) primer

Pinus thunbergii Parl.
Polivinilpirolidon

Quercus

Rastgele arttirilmis polimorfik DNA (Random Amplified Polymorphic
DNA)
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RFLP

RNA

SDS
SE ()
sp.
subsp.
SMM
SSRs
STR

Taq Poly.

TBE
T.C.
Tm
Var.
vb.
vd

Restriksiyon enzimleri ile kesilmis fragmentlerin uzunluk polimorfizmi
(Restriction Fragment Length Polymorphism)

Riboniikleik asit

Kendi-kendine déllenme orani (Selfing)

Sodyum dodesil siilfat

Standart hata (Standart Error)

Species (Tiir)

Alttiir

Basamakli mutasyon modeli

Basit dizi tekrarlar1 (Simple Sequence Repeats)

Kisa bitisik tekrar (Short Tandem Repeat)

Kendinden-bagka bireylerle dollenme orani

Thermus aquaticus bakterisinden elde edilen ve yiiksek sicakliklara (90-
95 °C ) dayanikli DNA polimeraz enzimi

Tris-Borat-EDTA Tamponu

Tiirkiye Cumbhuriyeti

DNA’nin erime sicakligi

Varyete

Ve benzeri

Ve digerleri
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1. GIRIS

Rio de Janeiro’da 1992 yilinda yapilan Birlesmis Milletler Cevre ve Kalkinma
Zirvesi'nde kabul edilen ve Biyolojik Cesitlilik Sozlesmesi’nde kullanilan biyolojik
cesitlilik tanim goyledir: "yasayan organizmalarim, o organizmalarm yasadiklar1 ekolojik
ortamlarin ve o organizma ve ortamlarin destekledigi ekolojik siireglerin ¢esitliligidir"
(Anonim 1992). Biyolojik zenginlik, bir iilkede yayilis gdsteren tiim bitki ve hayvan
tiirlerini, Ozelikle tarimda, ormancilikta, hayvancilikta, tipta, eczacilikta ve sanayi
alaninda hem ekonomik hem de kullanim agisindan ¢ok dnemli yere sahip tiirleri igerir.
Fakat hizh niifus artisi, plansiz kentlesme, sanayilesme, orman yanginlari, hava kirliligi,
tarmm arazisi elde etme, kiiresel 1stnma, erozyon, dogal kaynaklarimizin yanlhs ve bilingsiz
kullanimi gibi nedenlerden dolayr canl tiirlerinin yayihs alanlar1 tehlikeye girmekte, gen
havuzlarmin yapist degismekte, evrimsel potansiyelleri kaybolmakta ve biyolojik
zenginliklerimiz hizla tilkenmektedir. Bunlarm sonucunda biyolojik ¢esitliligimiz zarar
gormektedir. Biyolojik gesitliligin korunmasi, 6zellikle zengin biyogesitlilige sahip orman
ekosistemlerinin korunmasi, ekolojik, estetik ve ekonomik agidan oldugu kadar, tehlike

altindaki tiirlerin yok olmasinin engellenmesi agisindan da birincil 6nem tagimaktadir.

Ormanlarimiz kendi kendini yenileyebilen biyolojik zenginliklerimizdendir. Orman
ckosistemleri ¢ok kisa mesafelerde degisiklik gosterebilen farkli doga birimleridir.
Tirkiye’deki orman ekosistemlerinin bulundugu daglik bolgelerde 6zellikle iklim, toprak
ve biyolojik kaynakh c¢evre etmenleri kisa mesafelerde ve daha sik bir bigimde
degismektedir. Aym tiire ait ve komsu olan populasyonlarin i¢inde bulunduklar1 farkh
cevre etmenleri ve farkl secilim basincindan dolayr gen havuzlari ve gen kombinasyonlari
birbirinden farkhdir. Bundan dolayi, kisa mesafelerde yasayan birbirinden farkli uyum
degerleri olan farkli wklar ve alt wrklar meydana gelebilir. Bu kisa mesafelerde bulunan
farkli rklar veya alt wrklarin varhgi yerli ve yabanci pek ¢ok agag tiiriinde sonuglandirilan
arastirmalarla ortaya konulmustur (Bradshaw 1972, Hamann vd 1998, Isik 1999a,b,
Ohsawa ve Ide 2008).



Tiirkiye’de 2000-2009 yillarini i¢ine alan 10 yillik siirede yaklagik 110.000 hektar
orman alan1 yanarak yok olmustur. Ozellikle 2000 ve 2008 yillarmda (sirastyla 26.353 ha
ve 29.749 ha), yanan orman alam en fazla diizeydedir. Ayrica, Tiirkiye’de bu 10 yilhik
donemde toplam 20.908 adet orman yangimi meydana gelmistir (Anonim 2009). Orman
yanginlar1 sonucu zarar gormiis alanlarin yeniden agaglandiriimasi igin kullanilacak tiiriin
se¢imi onemlidir. Gliney ve Bat1 Anadolu bolgelerimizde genis alanlarin agaglandirilmasi
amaciyla, kizilgam tohum ve/veya fidanlar1 kullanilmaktadir. Yurdumuzda yillik ortalama
42 bin hektar alan (yillik toplam agaglandirma alanlarmm %37’si) kizilgam ile
agaclandirilmaktadir (Isik ve Kara 1997). Orman yangmlar1 sonucu tahrip olan alanlarin
yeniden agaclandirilmasi igin  agaglandirmalarda kullamilacak aga¢ tiirtine ait
populasyonlarm genetik yapisinin bilinmesi ve genetik tabani genis olan ve hizh gelisen
orman agaci tiirleri ile d6l ve/veya orijin denemeleri kurulup bunlardan bilgi iiretilmesi ve

yogun 1slah ¢aligmalar1 yapilmasi gerekmektedir (Isik 1999a).

Canli dogal kaynaklarm siirdiiriilebilirlik ilkeleri ¢ercevesinde kullanilabilmesi igin
ilgili canli tiiriiniin genetik ¢esitliliginin arastirilmasi ve bilinmesi gerekir (Conkle 1980,
Conkle vd 1988). Ormanlarin siirdiiriilebilir bir sekilde yonetilmesi gen seviyesinden
ekosistem seviyesine kadar her basamakta yapilacak ¢alismalarla miimkiindir. Orman
agaclarmda verimliligi arttirmak i¢in hizli gelisen, biyotik ve abiyotik etkenlere karsi
dirence sahip genotiplerin belirlenmesi ve 1slah1 gerekmektedir. Genetik ¢esitlilik genetik
islah programlarmm olusturulmasi i¢in temel kaynaktir. Islah c¢alismalarinin istenilen
amaca ulagmasi i¢in ylksek genetik cesitlilige sahip olan tiirlerin belirlenmesi
gerekmektedir. Yeni ormanlarin kurulmasinda morfolojik verilere dayali olarak veya
molekiiler diizeyde genetik cesitliligi belirlenmis dogal orman populasyonlari, tohum
mescereleri, tohum plantasyonlar1 ya da tohum bahgeleri kullanilmaktadir. Agaglandirma
icin tohum kaynagi cok dnemlidir. Agaglandirmada kullanilacak tohumlarin iistiin genetik
ozelliklere sahip olmasi bu tohumlarla kurulacak ormanlardan beklenen genetik kazancin
yiiksek olmasini saglayabilir. Bu amagcla dncelikle en ¢ok tohum bahgelerinden elde edilen
tohumlar aga¢landirmalarda kullanilmaktadir. Ormancilik ve agaglandirma c¢alismalarinda
kullanilmak tizere gerek duyulan iistiin 6zellikli tiir ve wrklar1 elde edebilmek i¢in, genetik

bakimdan {istiin olan bireyler secilip bir araya getirilerek tohum bahgelerinin kurulmasi



biiyilk 6nem tagmmaktadir. Tiirkiye’de agaglandirma g¢alismalarinda ve agag 1slahinda

oncelikli tiirlerden en basta geleni de kizilgam (Pinus brutia) tiirtidiir.

1.1 Kiuzilgam (Pinus brutia Ten.)’in Sistematikteki Yeri, Dogal Yayihs1 ve

Ekonomik Onemi

Pinus brutia TEN. (kizilgam), Tenore tarafindan ilk olarak Italya’da tammlanmustir
(Nahal 1983). Kizilgam Gymnospermae subesi, Coniferae smifi, Pinaceace familyasi ve
Pinus cinsine ait bir tiirdiir. Kizilgam Ingilizce kaynaklarda ‘Calabrian pine’, ‘Brutian
pine’ veya ozellikle ana yayihs alanmin Tirkiye’de bulunmasi nedeniyle son zamanlarda
‘Turkish red pine’ olarak adlandiriimaktadir (Kasaphgil 1978, Frankis 1993, Fady vd
2003, Boydak 2004, Boydak vd 2006).

Tiirkiye’de yayilis gosteren bes ¢am tiiriinden (Pinus brutia, Pinus sylvestris, Pinus
nigra, Pinus pinea, Pinus halepensis) biri olan kizilgam, ekolojik ve ekonomik
degerinden dolay1 Tiirkiye icin 6nemli orman agaclarindandir. Kizilgam “Tiirkiye Milli
Agag Islah1 ve Tohum Uretimi Programi (1994-2003)” kapsaminda &ncelik verilen tiirler
arasma almmustir (Oztiirk ve Siklar 2000, Boydak vd 2006). Kizilgam dogal yayihs
alaninda farkl yetisme ortamlarma uyum saglamms, hizhi biiyliyen ve yiiksek genetik
cesitlilige sahip bir tiirdiir (Isik vd 1987). Kizilgam, kalkerli topraktan dolomit’e ve hatta
volkanik topraklara kadar uzanan degisik toprak tiplerinde yetismektedir. Akdeniz
havzasi yazlar1 sicak ve kurak, kislar1 ik ve yagish olmasi ile karakterize edilmektedir.
Kizilgam genellikle Akdeniz tipi iklim goriilen, yillik ortalama sicakligi 12 °C (Marmara
bolgesi) ile 20 °C (Akdeniz bolgesi) arasinda olan, yillik ortalama yagis miktar1 400 mm
ve 2000 mm olan bolgelerde goriilmektedir (Boydak 2004). Kizilgam Tiirkiye’de
ozellikle Akdeniz, Ege ve Marmara bolgelerinin kiytya bakan yamaglarinda, nadiren de
Bat1 Karadeniz bolgesinin Akdeniz iklim 6zellikleri gosteren bazi kiyilarmda dogal yayilis
gostermektedir. Tirkiye disinda ise; Yunanistan’da (Girit, Rodos, Sisam ve bazi Ege
adalarinda), Kibris’da, Suriye’de, Liibnan’da ve Kuzey Irak’da yayilis gostermektedir
(Sekil 1.1). Bunun yam swra Akdeniz iklimi goriilen, Fransa, Kuzey Afiika, Israil,



Avustralya, Kaliforniya ve Meksika gibi bolgelerde de bulundugu bildirilmistir (Selik
1958, Panetsos 1981, Kara vd 1997, Kandemir vd 2004, Boydak vd 2006).

Sekil 1.1 Kizilgamin dogal yayilis alanlar1 (Fady vd 2003)

Kizilgamin taksonomisinde Pinus brutia Ten., P. brutia Ten. subsp. brutia, P. brutia
Ten. subsp. stankewiczii, P. brutia Ten. subsp. pityusa ve P. brutia Ten. subsp. elderica
olmak {izere dort alt tiire ayrilmaktadir (Boydak 2004, Boydak vd 2006, Geng 2012).
Bunlar igerisinde en genis yayilisa sahip olan subsp. brutia’dir. Ayrica subsp. brutia’nin 5
adet varyetesi (var. brutia, var. agrophiotii Papaj, var. pyramidalis Selik, var. pendula
Mere, var. densifolia Yalt. ve Boydak) bulunmaktadir. Bunlara ek olarak Mugla
yoresinde P. brutia subsp. brutia var. pendulifolia Frankis adli bir varyeteden daha
bahsedilmektedir (Boydak vd 2006, Geng 2012).

Tiirkiye’nin sahip oldugu genel ormanhk alaninm 2004 yili sonu itibariyle yaklasik
21.2 milyon hektar biiyiikliikte oldugu T.C. Orman ve Su Isleri Bakanligi, Orman Genel
Midiirliigii tarafindan tespit edilmistir. Kizilgam 5.4 milyon hektarlik alanla tilkemizin en
genis alana yayillmig agag tiirlerinden biridir (Anonim 2006). Kizilgam ormanlarinin
%A47’lik bolimii Akdeniz bolgesinde, Ozellikle kiyr kesimlerinde ve Aksu, Seyhan gibi



akarsu vadilerinde yer almaktadir. Deniz seviyesinden baglayarak 1300 m yiikseltilere
kadar orman olusturabilmektedir. Ayrica, deniz seviyesinden 1500-1600 m seviyelerine
kadar farkli ekolojik ve klimatik faktorlerin etkili oldugu yiikseltilerde yayils
gostermektedir (Barbero vd 1998, Boydak 2004, Boydak vd 2006).

P. brutia tizerinde bu giine kadar yapilan arastirma sonuglari; onun diger yerli orman
agaci tiirlerine gore daha hizh gelisen bir tiir oldugunu gostermektedir (Alemdag 1962,
Isik 1986, Erkan 1996, Boydak 2004). Ekonomik ve ekolojik agidan Tiirkiye nin en
onemli orman agaci tiirlerinden biridir (Isik vd 2000, Boydak 2004). Kizilgam genellikle
saf ormanlar olusturmaktadir. Toprak stabilizasyonu ve vahsi hayata sagladig1 habitatlar
acisindan ¢ok degerli bir agag tiiriidiir (Boydak 2004). Ayrica, 0dununun kullanim alani
da diger yerli tiirlerimize gore daha fazladir. Kizilgam odunu, uygun lif boyutlarma sahip
olmasi nedeniyle kagit endiistrisinde ve ingaat malzemesi, tarim aletleri, deniz tasitlarnmn
yapmu gibi bircok alanda kullanilmaktadir (Erten ve Onal 1987). Bu kullanim alanlar
arasmnda tel, ¢it ve maden diregi, yat/tekne, ambalaj sandig1, seliilloz ve kagit, regine ve
degisik bir cok kimyasal maddeler sayilabilir. Kizilgamin {ilkemizde genis yayilis alanina
sahip olmasi, hizli gelismesi, odun ve govde kalite Ozelliklerinin iyi olmasi, bu tiiriin
genetik 1slahinm yapilmasi i¢in tesvik edici olmaktadir (Isik vd 1999, Anonim 2006,
Boydak vd 2006).

1.2 Tohum Bahgesi Nedir?

Tohum bahgeleri, ormancilik ve agaclandirma caligmalarinda kullanilmak iizere
genetik yonden istiin nitelikli tohum ve fidan elde etmek amaciyla kurulmaktadir (Zobel
ve McElwee 1964, Zobel ve Talbert 1984, Stewart 1994, Buiteveld vd 2001, Zhuowen
2002). Tohum bahgesi, segilmis klonlar ve kusaklardan (generasyonlarin) olusan, kolay
ve bol orman agaci tohumu iiretmek igin 6zel igletmeye tabi tutulan, bahge disindan gelen
polen akigmm azaltildig1r veya yok edildigi bahgelere denir. Bu nedenle, dogal orman
populasyonlarindan genotipik olarak istiin olduklar1 varsayillan agaclar ana¢ olarak
kullanilarak tohum bahgeleri kurulmaktadir (Zobel ve Talbert 1984). Baska bir ifadeyle,

tohum bahgeleri, genetik olarak iistiin agaclardan olusan ve genetik agidan istenmeyen



polen kaynaklarindan izole edilmis, sik, bol, kolay, genetik ve fizyolojik degeri yiiksek
tohum elde edilen, 6zel bakim ve isletmeye tabi tutulan plantasyonlardir (Zobel vd 1958,
Urgeng 1982, Zobel ve McElwee 1964, El-Kassaby vd 1989, Di-Giovanni ve Kevan
1991, Kang vd 2004).

Tohum bahgeleri temelde 4 6nemli amaca ulasabilmek i¢in kurulur. Bunlar;

a) Ustiin genetik Ozelikleri tasiyan agaclarin olusmasmi saglayacak genetik ve
fizyolojik degeri yiiksek tohumlar1 elde etmek,

b) Ustiin genetik &zellikleri sayesinde belirli bolgelere adapte olabilen agaclar elde
etmek,

c) Istenilen genetik 6zellikteki agaglarin olusmasini saglayan genetik bakimdan iistiin
nitelikli tohumlar1 daha ¢ok miktarda ve daha ekonomik olarak elde etmek,

d) Ustiin genetik dzellikleri fazla olan tiir veya wrklara ait olan bireylerin korunmasimni

saglamaktir.

Orman populasyonlarinin genetik yapisini istenilen yonde degistirmek ve dogadaki
populasyonlar1 amacimiza gore evcillestirmek konusunda, tohum bahgeleri agag
1islah¢ismm elinde ¢ok Oonemli bir aractir. Tohum bahgeleri agaglandirma ¢alismalari i¢in
gerekli olan yeterli miktardaki Kkaliteli tohum toplanmasim giivence altina alan
kaynaklardir. Bu sekilde, istedigimiz genleri tasiyan bireyler tohum bahgesinde bir araya
getirilir ve bunlar arasma arzu edilmeyen genlerin karismasi da engellenerek 6zel bir gen
havuzu olusturulur. Bunlardan iiretilen tohumlarla istedigimiz Ozellikleri tasiyan yeni

nesiller yetistirilebilir.

1.3 Tohum Bahgelerine Neden ihtiya¢c Duyulur?

Dogal orman agaglarinin iistiin genetiksel 6zelliklerinden faydalanarak yeni ormanlar
kurmak, bu ormanlardan elde edilecek birim alandaki odun hammaddesi verimini kalite ve
miktar olarak arttirmak ve bu ormanlarin gesitli dogal afetlere, bocek, mantar gibi
biyolojik zararhlara karsi daha dayanikli olmalarim saglamak aga¢ i1slahmm temel

amagclaridir. Agaclandirma alanma adaptasyon, biliylime hizi, zararhlara karsi direng,



hacim iiretimi ve odun kalitesi gibi 6zellikler agisindan tohum kaynagi ¢ok Onemlidir.
Diinyada ve Tiirkiye’de niifus hizh bir sekilde artmakta, sanayi gelismekte, yerlesim
alanlar1 genislemekte ve hayat standardi gittikge yiikselmektedir. Bu degisimlere paralel
olarak ekolojik hizmetlere (su kaynaklarmin ve biyogesitliligin korunmasi, erozyonun
Onlenmesi vb.) ve odun hammaddesine olan talep de hizla artmaktadir. Ayrica, dogal
orman alanlarimiz, yanhs ve bilingsiz kullanim sonucu hizla azalmakta ve ormanlarimiz,

tilkemizin odun hammaddesi ihtiyacini karsilayamayacak bir diizeye inmis bulunmaktadir.

Diinyadaki hizh niifus artis1 ve sanayilesme, dogal kaynaklar tizerinde yogun baskilar
olusturmakta ve bu olumsuzluktan ormanlar ciddi sekilde etkilenmektedir. Diinya
niifusunun 2023 yilina kadar ortalama %2 artacagi, orman alanlarmnin tahribinin siirecegi,
endiistriyel odun hammaddesi a¢igmin 800-900 milyon m? olacagr 6ngoriilmektedir
(Anonim 2007). Tirkiye’deki mevcut orman alanlar iginde iiretim yapilabilir alan 9.6
milyon ha, bu alanlardaki yillik artim ise 26.8 milyon m?® tiir. Ulkemizde 13 milyon m*’ii
endiistriyel odun ve 9 milyon m*ii yakacak odun olmak iizere toplam 26-27 milyon m?
odun tiiketilmektedir. Toplam odun hammaddesi arzinin 16-17 milyon m*’ii Orman Genel
Miidiirliigii tarafindan, 4.5-5 milyon m*’ii 6zel sektor tarafindan, 2-2.5 milyon m*’ii ise
ithalat yolu ile saglanmistir. Endiistriyel odunun %60-65’1, yakacak odunun ise yaklasik
%851 devlet ormanlarindan elde edilmektedir (Anonim 2007). Niifusumuzun, 2020 yilina
gelindiginde 104 milyona ulasacagi tahmin edilmektedir. Odun hammaddesi {iretiminin
2020 yilmda 22.5 milyon m® talebinin ise 40.3 milyon myil diizeyinde olacagi
belirtilmektedir. Bu durumda 2020 yilinda odun hammaddeleri a¢ig1 yaklasik 17.8 milyon
m*/yil olacaktir (Anonim 2001a).

Ulkemizdeki meveut odun hammaddesi agigmi ve gelecek yillarda artacak olan talep
acigmi kapatmak, en azindan biraz azaltmak igin orman alanlar1 genetik bakimdan istiin
ozellikli (yliksek verimli ve hizhi biyiiyen) tiir ve wklar ile agaclandiriimahdir.
Agaglandirmada 1slah edilmis tohum kullanilmasi birim alandaki odun hammaddesi verimi
arttrmada 6nemli dlgiide etkiye sahiptir. Agaglandirmada kullanilacak tohumlar tohum
mescerelerinden, tohum plantasyonlarindan ya da tohum bahgelerinden elde edilmektedir.

Agaclandirma ¢aligmalarma yonelik olarak yapilacak islah programlarmda devaml bir



genetik kazang saglanmak isteniliyorsa tohum tiretimi yapilir, fakat devamh olarak tohum
ihtiyacim kargilayacak tohum bahgelerinin kurulusuna kadar en yaygmn olarak kullanilan
gecici tohum kaynaklar1 tohum mescereleridir (Tungtaner 2007). Tohum elde edilen

tohum kaynaklarindan en biiyiik kazanci tohum bahgeleri saglamaktadir.

Tarm ve ormancilik ile ilgili kaynaklarda, tohum bahgelerine ve vejetatif tiretme
calismalarma sik¢a rastlanmaktadir. ilk tohum bahgeleri kurma diisiincesi Almanya’da
Berlin Akademisi Miidiirii olan Friedrich August Ludwing von Burgsdorf’'un 1787
yilinda yazdig1 "Yerli ve Yabanci Mese Tiirleri" adli eserinde rastlanmistir. Yazar bu
eserinde her yil belirli belirsiz yerlerden tohum toplanmasi yerine, bu is i¢in ayrilmis ve
0zel bakima tabi tutulmus mese ormanlarindan tohum toplanmasi gerektigini 6nermistir.
Daha sonralar1 gesitli yazarlar klonal tohum bahceleri kurma diisiincesi iizerinde yazilar
yazmiglardir. Asihi fidanlar ile tohum bahgesi kurulmasi ise, ilk defa 1934 yilinda
Danimarka’da Syrach Larsen tarafindan gergeklestirilmistir (Simsek 1993). Orman agaci
tiirleri icinde ilk tohum bahgesi 1931 yilinda iskogya’da Larix eurolepis fidanlar: ile
kurulmustur. Ilk ¢cam tohum bahgesi ise 1949 yilinda Pinus sylvestris (sarigam) ile
Isve¢’te kurulmustur. Ulkemizde ise ilk tohum bahgeleri, 1964 yihnda Istanbul-Belgrad
Ormanmda karacam ve saricam tiirleri ile Istanbul Universitesi Orman Fakiiltesi

Silvikiiltiir ve Agaglandirma Anabilim Dali tarafindan kurulmustur (Tungtaner 2007).

T.C. Orman ve Su Isleri Bakanlig: tarafindan iilkemizin degisik bolgelerinde, degisik
orman agagclari igin 2010 yilina kadar 172 adet tohum bahgesi kurulmustur (Bkz. Cizelge
1.1). Bu 172 adet tohum bahgesinden 68 adeti kizilgam, 55 adeti karagam ve 21 adeti ise
saricam tiiriine aittir (OATIAM, 2010). Ulkemizdeki tohum bahgelerinin tamami birinci
kusak fenotipik tohum bahgesidir. Kizilgam da 6 adet dol denemelerinin ilk sonuglarina
gore kurulmus tohum bahgeleri mevcuttur. D6l denemesinin ilerleyen sonuglarina gére bu
tohum bahgelerinin genetik tohum bahgesine doniistiiriilmesi planlanmaktadir (Alan et al.
2007). Ayrica c¢ogunlukla Akdeniz bolgesinde olmak iizere iilkemizin degisik
bolgelerinde kizilgama ait 82 tohum mesceresi, 57 gen koruma ormani ve 5 klon parki

mevcuttur (OATIAM, 2010).



Cizelge 1.1 T.C. Orman ve Su Isleri Bakanlig: tarafindan iilkemizde tesis edilmis tohum
bahgeleri (2010 yili itibariyle)

AGAC TURU ADEDI | ALANI (ha)
FISTIKCAMI (Pinus pinea) 4 47.2
HALEPCAMI (Pinus halepensis) 2 8.2
KARAGCAM (Pinus nigra) 55 446.2
KIZILAGAC (Alnus glutinosa) 1 5
KIZILCAM (Pinus brutia) 68 479.1
LADIN (Picea orientalis) 9 31.1
SARICAM (Pinus sylvestris) 21 109.4
SEDIR (Cedrus libani) 10 58.8
SIGLA (Liquidambar orientalis) 1 2.2
UVEZ (Sorbus torminalis) 1 1.7

TOPLAM 172 1188.9

1.4 Tohum Bahgelerinin Temel Ozellikleri

Tohum bahgelerinin temel olarak 2 ¢esidi vardir. Bunlardan birincisi vejetatif bahge
veya klonal tohum bahgesi, digeri ise tohum plantasyonu veya asisiz tohum bahgesidir.
Klonal tohum bahgeleri as1 kalemi, celik veya doku kiiltiirii gibi vejetatif materyal ile
kurulurken, tohum plantasyonlari tohumdan yetistirilen fidanlarm bir desen dahilinde

dikilmesi ile kurulur (Tungtaner 2007).



Tohum bahgeleri olusturmak igin:

a) Fenotipik seleksiyona (goriiniis Ozelliklerinin se¢imine) dayanilarak, istenilen
karakterler bakimindan arzu edilen 6zellikte agaglar segilir. Bu agaglara "plus
agac" denir. Plus agaglar 6zellikle boy artisi yiikksek; govde kalitesi, tepe formu ve
dogal budanmasi iyi ve bogumlarinda az sayida dal olan agaglar i¢inden segilir.
Plus agaglardan alman vejetatif materyal klonlar1 temsil etmektedir (Kang vd
2001b, Tungtaner 2007).

b) Bu plus agaglardan alinan cgelikler, ya da bu agaglarn agik veya kontrollii
tozlasma {rlinii olan tohumlarindan elde edilen fidanlar kullanilarak tohum
bahgeleri kurulur. Alman celikler ya koklendirilerek ya da iilkemizde yaygm bir
sekilde yapildig1 gibi siradan fidanlara agilanarak tohum bahgelerine aktarilir. Bu
sekilde kurulan tohum bahgeleri "birinci kusak™ tohum bahgeleri admni alir.

Bunlarm arasinda, genetik yonden degerli olmayan bireyler de bulunabilir.

¢) Birinci kusak tohum bahgelerindeki plus agaglar dol denemeleri veya klonal

testlere tabi tutulur ve bu yolla her birinin genotipik degerleri saptanir.

d) Genotipik degerleri saptanan plus agaglar ikinci bir segime tabi tutulurlar. Genetik
bakimdan istenmeyen Ozellikleri tastyan klonlar ve bireyler programdan elenir.
Geri kalanlarm genetik iistiinliigli ispat edilmistir. Bunlarin her biri "elit agac"

adim alrr.

e) Bu elit agaglardan vejetatif olarak {iretilen fidanlarla kurulan tohum bahgelerine
ise “elit aga¢ tohum bahgeleri”, "ikinci kusak tohum bahgeleri” veya “ileri
generasyon tohum bahgeleri” denir. Genetik kazancin en yiiksek oldugu tohum
bahgeleri elit aga¢ tohum bahgeleridir. Bu tohum bahgelerinden elde edilecek
genetik kazancmn %30-40’a cikabilecegi ileri siirlilmektedir (Isik 1991).

Potansiyel olarak genetik kazanglar1 yiiksek tohum kaynaklar1 olan tohum bahgeleri,

erken tohum verimi, sik, bol ve kolay tohum toplayabilme imkanlar1 bakimmdan da

onemlidir. Tohum bahgelerinde tohum olusumu dogal ormanlara gore daha erken baslar
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ve daha sik periyotlar ile devam eder (Simsek 1993). Tohum bahgelerinden genetik ve
fizyolojik kalitesi yiiksek tohumun, kisa zamanda, bol ve ucuz olarak elde etmek icin
tohum bahgesinin yeri ve kurulus sekli 6nemlidir (Tungtaner 2007). Tohum bahgelerinin
kurulmasi zaman, para, beceri ve konu ile ilgili birimlerin isbirligini gerektirir. Ayrica
tohum bahgesinin kurulmasi sirasinda, bahgenin kurulacagi yerin se¢imi, dizayni,
fidanlarm dikim aralig1 ve dikim sekli, bitkilerin korunmasi ve tohumun hasat edilmesi
gibi bircok faktoriin de dikkate alinmasi zorunludur. Kisacast bir tohum bahgesinin
kurulmasi, bakim ve isletilmesi zaman, para ve yetismis is giicii gerektirir. Ustelik bu
tohum bahgelerinden elde edilen tohumlarm, genetik bakimdan giivenilir olmas1 oldukga
onemlidir (Di-Giovanni ve Kevan 1991). Genellikle tohum bahgeleri tiiriin yayiliginin en
giiney smir1 yakininda veya yayilisinin daha alt zonlarinda tesis edilir. Boylece sicakligin
artmast sonucu tohum verimi de artmaktadir. Tohum bahgesi kurulacak bolgenin toprak
yapisi ve iklim kosullar tiiriin yetisme sartlarma uygun olmalidir. Tohum bahgelerindeki
Klonlara ait fidanlar genis dikim arahig: ile dikilmelidir. Boylece bol miktarda 1sik alan
agaclarin tepe taci iyi gelismekte ve tohum iretimi fazla olmaktadir. Ayrica tohum

bahgelerinden elde edilen tohumlarm ¢imlenme kabiliyeti de yiiksektir (Urgeng 1982).

Tohum bahgelerinin kurulmasinda kullanilacak klon sayisi genetik ¢esitliligin
saglanmasinda onemli yere sahiptir. Kullanilacak klon sayis1 fazla olursa genetik gesitlilik
yiiksek olabilir. Eger az sayida klon kullanilirsa 6rneklemenin etkisinden dolayr kaynak
populasyondaki nadir alleller kaybedilebilir ve bu genetik ¢esitliligin azalmasina neden
olabilir (Bilir vd 2004). Tohum bahgelerinde bulunmasi gereken klon sayisi genellikle 20
ile 50 klon arasinda degisir. Birinci kusak tohum bahgelerinin kurulmasinda ortalama 30
klon kullanilmaktadir (Anonim 2001b). Ayrica tohum bahgesinin sahip oldugu klon
sayisinin yani sira bahgedeki her bir klona ait ramet sayis1 da tohum bahgelerinin islevleri
acisindan Onemli yere sahiptir. Ciinkii her bir klona ait ramet sayisindaki farklihklar
bahcedeki klonlar tarafindan disi ¢icek, erkek cicek ve gamet iiretimine esit olmayan
katkiya neden olabilmektedir (Kang vd 2001b). Klonlara ait ramet sayisi, klonlarm tohum
iirliniindeki gen havuzuna katilim orani ve iiriin miktar1 bakimindan 6énemlidir. Tohumda

yliksek oranda gen ¢esitliligi elde etmek i¢in her bir klona ait esit sayida veya miimkiin
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oldugunca birbirine yakin sayida ramet kullanilarak tohum bahgelerinin kurulmasi tercih

edilmelidir.

Tohum bahgeleri c¢evrelerinde bulunan aymi tiiriin istenmeyen polenleri ile
dollenmelerini engelleyecek, bu polenlerden izole edilecek sekilde kurulmaktadir. Tohum
bahgeleri tiirlin dogal populasyonlarindaki agaclardan gelen polenlerle déllenmesinin
engellenebilmesi ve istenmeyen polen kaynaklarindan izole olmasi i¢in komsu agaglardan
en az 300-400 m uzak bir yerde kurulmahdir (Simsek 1993). Geleneksel orman agaci
1islah programlari, agaclandirmalarda kullanilmak iizere 1slah edilmis tohum iiretimi igin,
tipik olarak ac¢ik tozlasan tohum bahgelerine bagimhidir. Seleksiyon sonucu elde edilecek
genetik kazang hesaplamalar1 da, tohum bahgesi disindaki bireylerden polen karigm
olmadigi ve tam panmiksis (tohum bahgesi igindeki bireylerin birbirleriyle rastgele
eslesmesi) oldugu varsayimmlariyla, ideal agik tozlasan tohum bahgelerine dayali olarak
yapilir. Tohum bahgelerinden yiiksek oranda genetik kazancin garantilenmesi i¢in tam
panmiksis ve biitiin klonlarn tohum iiretimine esit katkis1 gerekmektedir (Stoehr vd
1998, Kang vd 2001a, Funda vd 2009). Eger tohum bahgelerinde panmiktik sekilde
ireme yoksa beklenen genetik kazancin bir kismu kaybolacaktir. Ag¢ik tozlasma olan
tohum bahgelerinde, genetik kazancin beklenen diizeyde olmasi i¢in su kosullar

gergeklesmelidir:

1) Tohum bahgesi, tohum bahgesini ¢evreleyen dogal populasyonlardan yani
istenmeyen polen kaynaklarindan tamamuyla izole olmal,

2) Tohum bahgesi yeterli derecede biiyiikliige ve bahgedeki klonlar miimkiin oldugu
kadar esit sayida ramete sahip olmali,

3) Klonlar disi ve erkek ¢igekler bakimindan esit tiretim yapmal,

4) Polenlerin sagilma dénemi ile disi ¢igeklerin polen kabul donemi ¢akismali,

5) Biitiin klonlar birbiriyle ¢aprazlandiginda esit eslesme uyumuna sahip olmal,

6) Kendi kendine dollenme veya yakin akrabalar arasi bir eslesme sonucu birey
olugsmamalidir veya bunlarin orani ¢ok az olmalidir (Fast vd 1986, El-Kassaby vd
1989, Kang vd 2001a, Tungtaner 2007).
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Tohum bahgesi diginda bulunan bireylerden polen kirliligi (kontaminasyonu) ve kendi
kendine dollenme olay1 tohum bahgelerinde tozlagma ile ilgili potansiyel sorunlar olarak
bilinir. Tozlagsmayla ilgili sorun olursa yukaridaki kosullardan biri veya bir kag¢1 olumsuz
yonde etkilenebilir. Tohum bahgelerinde eslesme sisteminin belirlenmesi ve polen kirliligi
(kontaminasyonu) oraninin tahmin edilmesi iizerine yapilan g¢alismalar giin gegtikce
artmaktadir (Adams ve Birkes 1989). Polen kirliliginin dogru bir sekilde tahmin edilmesi,
tohum bahgesinde genetik kazancin belirlenmesi, polen kirliligini azaltmak i¢in tohum
bahgesi yOnetim stratejilerinin - gelistirilmesi ve tohum bahgelerinin  etkinliginin

degerlendirilmesi i¢in biiyiik 6nem tasimaktadir (Torimaru vd 2009).

1.5 Gen akim, Eslesme Sistemi ve Polen Kirliligi (Kontaminasyonu)

Bireylerin veya bireylere ait gametlerin hareketi sonucunda populasyonlar arasinda
genetik materyalin transferine gen akim (gen gocii) denir. Diger bir deyisle, gen akimi,
bir populasyonun gen havuzundan diger bir populasyonun gen havuzuna allel transferidir.
Bitki populasyonlarinda gen akimm iki sekilde meydana gelir. Birincisinde, doéllenme
oncesinde bir populasyona farkli bir populasyondan polen gégii olur. Sonugta disaridan
gelen polenlerin alic1 populasyondaki disi ¢i¢ekleri dollemesi ile alic1 populasyonda tohum
meydana gelir. Ikincisinde ise dollenme sonrasinda, verici populasyondaki tohumlarm
alic1 populasyonun bulundugu alana yayilip yetismesi ve bunlardan olusan polenlerin yerli

bireyleri dollemesi meydana gelir (Ennos 1994).

Bitki populasyonlarinda, yeni bir bireyi olusturmak icin disi ve erkek bireye ait
gametlerin bir araya gelme sekillerine eslesme sistemi denir. Orman agaci
populasyonlarinda eslesme sistemi iKi sekilde goriiliir. Birincisi kendi-kendine déllenme
(selfing), digeri ise kendinden-baska-bireylerle dollenmedir (outcrossing). Eger bir bireyin
disi cigegi ayni bireyin (ya da ayni klona ait bagka bir rametin) poleni tarafindan dollenir
ise bu olaya kendi-kendine dollenme denir. Tohum bahgelerinde kendinden-baska-
bireylerle dollenme iki sekilde meydana gelebilir. Birincisi tohum bahgesindeki disi

cigeklerin yine tohum bahgesindeki diger klonlara ait polenlerle déllenmesi, ikincisi ise
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tohum bahgesindeki disi c¢igeklerin tohum bahgesi yakiminda bulunan dogal
populasyonlardaki bireylere ait polenlerle dollenmesidir (Kaya 2005).

Eslesme sistemi, populasyon igindeki genetik yapiyr ve soy-igi liremenin diizeyini
etkilediginden dolay1, bitki populasyonlarmm genetik yapisinin 6nemli bir belirleyicisidir
(Neale ve Adams 1985). Eslesme sistemi populasyonlarin seleksiyon ve genetik
stirtiklenme sonucunda genetik olarak alt gruplara ayrilma derecesini de etkiler (Adams
ve Birkes 1989). Dogal populasyonlardaki eslesme seklinin bilinmesi, dogal
populasyonlardan toplanan tohumlarm genetik yapisinin degerlendirilmesi bakimmdan
onemlidir (Adams 1992). Tohum bahgelerinde eslesme sisteminin bilinmesi ise, tohum
bahgesinin igletilmesi igin 6nem tasir. Dogal populasyonlardaki bireylerden gelen yabanci
polenlerin (gen gogii) tohum bahgesindeki bireyleri dolleme orani ile bahge igindeki
bireylerin birbirlerini dolleme orani, tohum bahgesinde eslesme sisteminin temel
belirleyicileridir. Tohum bahgesinin eslesme sistemini belirlemek i¢in elde edilen bu
bilgiler, 1slah edilmemis yabanct polen kaynaklarmdan gelen polen kirliligini
(kontaminasyonunu) sinirlandirmak ve tohum bahgesi i¢indeki bireyler arasindaki eslesme
oranmi yiikseltmek i¢in kullanilir (Adams ve Birkes 1991). Tohum bahgelerinin, hem
genetik olarak kaliteli, hem de bahgedeki klonlarmn genetik ¢esitliligini yansitan tohumlar
tiretmesi beklenir. Bu beklentinin gergeklesip gergeklesemeyecegini belirlemek i¢in tohum
bahgesinde eslesme sisteminin {i¢ 6nemli 6gesi olan, bahge igindeki klonlarin kendi-
kendine d6llenme orani, bahge disindaki dogal agaglardan gelen polenler nedeniyle olusan

tohumlarin orani, bahge i¢indeki farkli klonlarin birbirlerini délleme oranmi kullanilir.

Orman agaglarinin dogal populasyonlarinda birbirine yakin olan agaglar genellikle
birbirlerinin akrabasidir. Cilinkii ormanda tek bir agagtan etrafa sagilan tohumlarin veya
polenlerin ¢ogu sinirli mesafelere tasmir ve populasyondaki yakin bireyler arasinda
genetik akrabalik artar. Bunun sonucunda dogal populasyonlarda yakin akrabalar
arasinda eslesmeler meydana gelir. Bu akrabalar (ebeveyn ve ogul dol, tam kardesler ve
yarim kardesler) arasindaki eslesmeler sonucu orman agaci tiirlerinin dogal
populasyonlarinda onemli derecede soy-i¢i lireme olugabilir ve bu soy-i¢i lireme de

eslesme sisteminin bir pargasidir (Fast vd 1986). Her bir kusakta kendi-kendine déllenme
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(selfing) (s) ve kendinden-baska-bireylerle dollenme (outcrossing) (t=1-s) sonucu olusan
bireylerin oran1 eslesme sistemini tanimlamak i¢in en yaygin olarak kullanilan

parametrelerdir.

Gen akmunin, populasyonlarm genetik yapisinin sekillenmesinde, mutasyon, genetik
stiriiklenme ve seleksiyon kadar 6nemli bir yeri vardir. Orman agaclari1 populasyonlarinda
polen hareketi, populasyonlar arasindaki ve igindeki genetik gesitliligi etkilemektedir.
Populasyonlar arasindaki ve igindeki genetik cesitliligin dagilimi ve etkili populasyon
biiyiikliigli, soy-i¢i tiremenin (inbreeding) diizeyini etkilemektedir. Ayrica populasyonun
kiiciik olmas1 ve soy-i¢i iireme, genetik siiriiklenme yolu ile populasyon ici cesitliligi
azaltmaktadir. Soy-i¢i liremenin seviyesini sadece lireme sisteminin dogasi degil aym
zamanda polen ve tohum dagiliminin sekli, populasyonlar arasindaki gen akim ve farklh
tireme basarist da etkiler (Adams ve Birkes 1991, Burczyk ve Prat 1997, Burczyk vd
2004a, Sharma ve Khanduri 2007).

Kendi-kendine dolleme (selfing) tohum bahgelerinde en muhtemel soy-igi iireme
seklidir (Fast vd 1986). Kendi-kendine ddllenme sonucu olusan tohumlarm orani
onemlidir. Cilinkii kendi-kendine dollenme, olusan ogul dollerin yasama kabiliyetinin
diisiik olmasma ve tohum sayisinin azalmasma yol acar. Cogu orman agaglarmin dogal
populasyonlarmda kendi-kendine dollenmeyi takiben hem yasayabilir nitelikteki
tohumlarin oranmm diisiik olmas1 hem de az sayida tohum olusmasi beklenir (Erickson ve
Adams 1990, Adams vd 1992). Tohum bahgelerinde ise (6zellikle klonal tohum
bahgelerinde) aynmi klonun rametleri arasmdaki eslesmeler sonucu etkin kendileme
nedeniyle, kendi-kendine déllenme oraninin dogal populasyonlara gore daha yiiksek
olmasi beklenir. Bununla birlikte tohum bahgesindeki klonlarmn sayismnin yiiksek (6rnegin
>25) olmasi ve ayrica aym klonun rametleri arasindaki fiziksel mesafenin bahgede
planlama ve dikim yapilirken yeteri kadar aralikli olmasi, kendileme {irlinii tohumlarin
oranint azaltmaktadir. Bu sekilde iyi planlanan klonal tohum bahgelerinde kendinden-
baska-bireylerle dollenerek olusmus tohum oranmin genel olarak yiiksek oldugu

bulunmustur.
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Igne yaprakh orman agaci tiirleri acik tozlasan tiirlerdir ve bu nedenle olduk¢a zengin
bir genetik ¢esitlilik gosterirler (Furnier ve Adams 1986). Bununla birlikte orman agact
tiirlerinde, eslesme sisteminin degisken oldugu bulunmustur. Kendinden-baska-bireylerle
dollenme orani (outcrossing) tiirler arasinda, tiir icindeki populasyonlar arasinda,
populasyonlar i¢indeki bireyler arasinda ve hatta incelenen lokuslar arasinda bile
degismektedir. Bu degisim hem genetik kaynakli olabilir hem de populasyonun
yogunlugu, populasyonun yasi, yabanci veya lokal polenlerin varhgi gibi ekolojik

etkilerden kaynaklanir (Burczyk 1998).

Tohum bahgesindeki bir klona ait bir bireyin (rametin) disi ¢igeklerinin ayni tohum
bahgesindeki farkli bir klona ait bir bireyin erkek c¢iceklerinden yayilan polenlerle
dollenmesi arzu edilir. Tohum bahgesi digindaki diisiik genetik 6zellikli agaclardan gelen
polenlerin tistiin 6zellikli agaglardan olusan tohum bahgesindeki disi ¢icekleri déllemesine
polen kirliligi (kontaminasyonu) denir. Polen yoluyla genetik kirlenme sonucunda, tohum
bahgesine, tohum bahgesi kaynakli olmayan polenlerin karigmasi yiiziinden istenmeyen
genotipteki tohumlar olusabilmekte ve bu tohumlarla kurulan ormanlar genetik bakimdan
diistik kaliteli olmaktadir (Wheeler ve Jech 1986). Ayrica polen Kirliligi her ne kadar
genetik ¢esitlilige katki saglasa da seleksiyon sonucu tohum bahgesinden elde edilecek
genetik kazanci azaltmaktadrr (Kang vd 2001a, Fernandes vd 2008). Eger bir tohum
bahgesi istenmeyen Ozellik gosteren (daha diistik kaliteli) populasyonlara yakimn ise veya
tohum bahgesi ayni tiire ait ormanlarm baskin oldugu bolgeye kurulmus ise ¢iceklenme
zamaninda havadaki polen yogunlugunun fazla olmasindan dolay1 polen kirliligi oran1 ¢ok
daha yiiksek olacaktir (Sniezko 1981, Greenwood ve Rucker 1985, Pakkanen vd 2000).
Ayrica iki kaynagmm gen havuzlari farkhlasir ve dolayisiyla gen frekanslarindaki fark

artarsa polen kirliliginin sonuglar1 beklenenden daha siddetli olacaktir (Sniezko 1981).

Yapilan ¢aligmalar orman agaci tiirlerinin tohum bahgelerinde genetik kirlenme
diizeyinin genellikle %5 ile %90 arasinda degisen degerlerde oldugunu gdstermistir
(Wheeler ve Jech 1986, El-Kassaby vd 1989, Di-Giovanni ve Kevan 1991, Caron ve
Leblanc 1992, Harju ve Nikkanen 1996, Adams vd 1997, Pakkanen vd 2000, Buiteveld
vd 2001, Burczyk vd 2004b, Hansen ve Kjaer 2006, Kaya vd 2006, Fernandes vd 2008,
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Torimaru vd 2009, Feng vd 2010). Ornegin, Harju ve Nikkanen (1996) bir P. sylvestris
tohum bahgesinde, tohum bahgesinin en yakin sarigam populasyonuna 2 km uzakta
olmasina ragmen, polen kirliligi oranmm %48 olarak bildirmistir. Pakkanen vd (2000)
tarafindan Picea abies tohum bahgesinde yapilan ¢alismada polen kontaminasyonu %70
olarak belirlenmistir. Hansen ve Kjaer (2006) tarafindan Abies nordmanniana klonal
tohum bahgesinde maksimum polen kontaminasyonu %4.3 olarak bildirilmistir. Kaya vd
(2006) tarafindan Antalya-Asar P. brutia tohum bahgesinde yapilan g¢alismada polen
kirliligi %385 olarak saptanmistir. Polen kirliligi hakkinda yapilan ¢alismalardan elde
edilen bilgiler, islah populasyonlarmm kontrolii ve etkili gen koruma stratejilerinin

gelistirilmesi i¢in 6nem tagimaktadir (Adams ve Birkes 1991, Burczyk 1996).

Tohum bahgesi ile dogal populasyonlar veya genetik agidan istenmeyen 6zelliklere
sahip (daha diisik kaliteli) populasyonlar arasindaki mesafe, tohum bahgesinin
biiyiikliigli, bahcedeki rametler tarafindan iretilen polen miktar1 ve yakmn dogal
populasyonlardaki c¢igeklenme ile tohum bahgesindeki ¢igeklenmenin zamanlarindaki
cakigsmalar polen Kirliligi oranini etkileyen faktorler arasindadir (Di-Giovanni vd 1996).
Tohum bahgelerinde polen kirliligi (kontaminasyonu) orammm belirlemek igin; polen
tuzaklarmin kurulmasi, tohum bahgesindeki bireylerin olusturdugu erkek ciceklerin
kesilmesi (emaskiilasyon) yonteminin uygulanmasi ve genetik belirteglerin kullanilmasi
gibi farkl yollar kullanilmaktadir. Polen tuzaklar1 ve emaskiilasyon yontemlerinin genetik
belirteglere gore bazi dezavantajlar1 vardir. Emaskiilasyon yontemi, polen Kkirliliginin
belirlenmesinde kullanilmasina ragmen, kirlilik oraninin belirlenmesinde tam olarak yeterli
degildir; ayrica pahali ve zaman alici bir yontemdir. Polen tuzaklarmm kurulmasi ise
emaskiilasyon yontemine gore biraz daha ucuzdur. Polen tuzaklari toplam kontaminasyon
oranini  belirlemede kullamhshdir, fakat kontaminasyonun nereden kaynaklandigi
hakkinda tam bir bilgi vermez (Lowe ve Wheeler 1993). Bu nedenle polen gogii ve
genetik kirliligin derecesinin belirlenmesinde genetik belirtecler son yillarda daha yaygin
olarak kullanilmaktadir (Pakkanen vd 2000, Buiteveld vd 2001, Goto vd 2002, Burczyk
vd 2004b, Hansen ve Kjaer 2006, Kaya vd 2006, Fernandes vd 2008, Torimaru vd 2009,
Feng vd 2010).
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Bitki tiirlerinin dogal populasyonlar1 ve tohum bahgelerinde eslesme sisteminin
incelenmesinde de genetik belirtegler yaygin olarak kullanilmaktadir (Greenwood ve
Rucker 1985, Lowe ve Wheeler 1993). Baslangicta bu amagla monoterpenler
kullanilmigtir. Daha sonralar1 kullanilmaya baglanan elektroforetik metotlar, polen
kontaminasyonunu ve eslesme sistemini belirlemek igin daha ¢ok tercih edilmistir.
Elektroforetik bir yontem olan izoenzimler sayesinde polen kontaminasyonu ve eslesme
sisteminin dogrudan belirlenebilmesi 1980’lerin basinda miimkiin hale gelmistir (Smith ve
Adams 1983, Friedman ve Adams 1985, Wheeler ve Jech 1986). Tohum bahgesi
klonlarinda belirlenebilir egsiz/6zgli  izoenzim genotiplerinin az sayida olmasi,
izoenzimlerin rutin arastirmalarda kullanilmasini kisitlamaktadir (Stoehr ve Newton
2002). DNA diizeyinde yapilan bir analizin, olaylar dizisinin diger basamaklarindaki
etkilerden armmis halde bireyin genotipi hakkinda daha saglikli bilgiler vereceginden
dolay1 DNA tabanli molekiiler belirtegler polen kontaminasyonu ve eslesme sisteminin
belirlenmesi igin yaygin olarak kullanilmaktadir (Ennos 1994, Ouborg vd 1999, Varshney
vd 2005, Altun 2006). Ayrica tohum bahgelerindeki klonlara ait rametlerin genetik
kimliklerinin ~ belirlenmesinde ~ molekiiler  belirteglerin,  6zellikle  kloroplast

mikrosatellitlerinin, dnemli rolii bulunmaktadir (Dzialuk ve Burczyk 2004).

1.6 Mikrosatellitler (Basit Dizi Tekrarlar1) ve Kullanimlari

Gilintimiizde populasyon genetigi ¢alismalarinda bilim adamlar1 tarafindan cesitli
molekiiler genetik belirteglerinin gelistirilmesi sonucu, morfolojik ve protein (izoenzim)
belirtegleri yerine DNA tabanh genetik belirtegler (RFLP, PCR-RFLP, AFLP, RAPD,
SSR, STR gibi) kullanilmaktadir. Genetik ¢esitliligin, eslesme sisteminin ve polen
kontaminasyonunun belirlenmesi i¢in DNA diizeyinde yapilan ¢alismalarda kullanilan en
hizli ve etkili metotlardan birisi mikrosatellitlerin veya basit dizi tekrarlarinin (SSRs)
cesitliligini kullanmaktir. Mikrosatellitler polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) tabanl
genetik belirtecler olup arastirllan gen-i¢i ve/veya genler-aras1 bolgelerdeki tekrar
sayisindaki farkhliklarm belirlenmesine dayanmaktadir. Mikrosatellit polimorfizminin
belirlenmesinde, caligilan tekrarli bdlgenin veya lokusun yan boélgelerine (flanking)

komplementer primerler kullamlarak PCR ile c¢ogaltiir ve elde edilen pargalar
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(fragmentler) elektroforetik olarak analiz edilir (Anzidei vd 1999, Scotti vd 1999,
Bandelj vd 2004, Varshney vd 2005).

Yiiksek dereceli organizmalarin genomlarmda bulunan basit tekrarli diziler; satellit
DNAlar, minisatellitler ve mikrosatellitler olmak tizere 3 ¢esittedir. Mikrosatellitler bu
basit tekrarli dizilerin en kiigiik smifidir. Mikrosatellitler, protein kodlayan veya
kodlamayan herhangi bir genom bolgesinde bulunabilen (genellikle kodlanmayan
bolgelerde), 1-6 niikleotidin tekrarlanmasi ile olusan genom i¢inde dagiimis kisa DNA
dizileridir. Mikrosatellitler hem 6karyotik hem de prokaryotik genomlarda yaygin olarak
bulunur (Toth vd 2000, Semagn vd 2006). Tekrarlanan dizin genellikle (CA),, (TG)n,
(AG),, (CAG),, (TAT),, (AAT), tekrarlaridir. Burada, ‘n’ toplam tekrar sayismi ifade
eder ve toplam tekrarlanan dizin sayisi en az ondur. Mikrosatellit tekrarlari
TATATATATATATATA 6rneginde oldugu gibi herhangi bir farkli baz ile boliinmemis
yani milkemmel, TATATATACTATATA o0Orneginde oldugu gibi diger bir bazin araya
girmesi sonucu kusurlu veya TATATACGTGTATATATATA oOrnegindeki gibi
tekrarlayan dizide bagka bir kisa dizinin varligi sonucu boliinmiis olabilmektedir. Bunun
yaninda bilesik mikrosatellitler (6rnegin, TATATATATAGTGTGTGTGT) iki farkli
tekrarlayan dizi igermektedirler. Ayrica, bu 3 tip arasinda her tiirlii kombinasyon
goriilebilir (Hancock 1998, Navascues ve Emerson 2005, Oliveira 2006, Semagn vd
2006). Bitki genomlarinda daha sik goriilen mikrosatellitler genellikle (AT), ve (GT),
diniikleotit tekrarlar1 iken, hayvanlarda (AC), tekrarlari daha yaygmdir. Triniikleotit
dizinlerde ise (TAT), tekrarlar1 ¢ok sik goriilmektedir. Mikrosatellitlerin bazi tipleri belirli
bir tiir ve/veya grup i¢in yaygm ve 0zgiin olmasina karsm analiz edilen biitiin organizma
genomlarinda mikrosatellitlere rastlanmustir. Mikrosatellitlerin genomda nétr (yansiz)
etkileri olabildigi gibi belirli tiirlerde dnemli gorevleri de olabilmektedir (Hancock 1998,
Varshney 2005, Oliveira vd 2006). Mikrosatellitler genellikle seleksiyon ve gevre baskisi
tarafindan direkt olarak etkilenmezler (Scotti vd 1999).

Mikrosatellitler baslangigta insan tiirii igin dizayn edilmis olsa da zamanla bitki ve

hayvan tiirleri ile yapilan molekiiler arastirmalarda giiclii bir ara¢ olmustur.

Mikrosatellitler birgok canh ¢esidinin genetik haritalarnin olusturulmasinda, genetik
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cesitliligin belirlenmesinde, genetik hastaliklarin belirlenmesinde, populasyon genetigi
calismalarinda, baglanti (linkaj) analizlerinde, parmak izi analizlerinde, genotipleme ve
ebeveyn tayininde sik¢a kullanilmaktadir. Ayrica gen akimi sekillerinin ve genetik
stiriiklenmenin oraninin belirlenmesinde de yararh bilgiler saglamaktadir (Echt ve May-
Marquardt 1997, Balding 1998, Carrington vd 1998, Dow ve Ashley 1998, Shibata
1998, Stoehr vd 1998, Anzidei vd 1999, Robinson ve Harris 1999, Scotti vd 1999,
Buiteveld vd 2001, Balloux ve Lugon-Moulin 2002, Heywood ve Iriondo 2003, Bandelj
vd 2004, Slavov vd 2004, Varshney vd 2005, Oliveira vd 2006).

Mikrosatellitler 6karyotik genomda ¢ekirdek, mitokondri ve kloroplast olmak {izere
¢ farkli yerde bulunmaktadir. Kloroplast mikrosatellitleri sahip olduklar1 bazi
ozelliklerden dolayr ¢ekirdek mikrosatellitlerinden farklilik gosterirler. Kloroplastlar
yavru dollere tek ebeveyn tarafindan kahtlamirlar. Bagka bir deyisle, bazi taksonlarda
sadece anne (maternal), bazi taksonlarda da baba (paternal) tarafindan kaltlanirlar.
Ornegin, kloroplastlar yavru déllere angiospermlerde anne, Konifer tiirlerinde baba
tarafindan aktarilir. Boylece, kloroplast basit dizi tekrarlar1 (cpSSR) kullanilarak
koniferlerde babaya ait soy hatt1 hakkinda bilgi elde edilebilir (Ennos 1994, Anzidei vd
1999, Goto vd 2002, Ribeiro vd 2002, Stoehr ve Newton 2002, Cuenca vd 2003,
Navascues ve Emerson 2005, Semerikova ve Semerikov 2007). Kloroplast genomu
haploiddir ve rekombinasyon ge¢irmez. Bu nedenle biitiin kloroplast lokuslari
baglantihdir ve tek bir lokus olarak ele alinir. Haplotip olarak belirlenen basit dizi
tekrarlari, her bir cpSSR lokusunda bulunan allellerin kombinasyonu seklinde ifade
edilmektedir (Ribeiro vd 2002, Stoehr ve Newton 2002, Austerlitz vd 2004, Navascues
ve Emerson 2005, Terrab vd 2006).

Mikrosatellit belirtegleri diger belirtecler ile karsilastirildiginda (izoenzimler, AFLP,
RAPD, RFLP, STR vb.) polimorfizmin yiiksek derecede oldugu, yani allel ¢esitliliginin
fazla oldugu goriilir. Bu sadece bitki populasyon genetigindeki gen akimi ve ebeveyn
tayini gibi ¢alismalarda degil aym zamanda dogal bitki populasyonlar: ile ilgili yapilan
farkh ¢ahiymalarda da mikrosatellitlerin avantajh olmasmi saglar. Ayrica, genetik cesitlilik

diizeyinin disiik oldugu canl tiirleri i¢in de mikrosatellitler rahatlikla kullanilabilirler.
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Mikrosatellitlerin  genomda daginik olarak bulunmasi, mikrosatellit analizlerinin
tekrarlanabilirlik diizeyinin ¢ok yiiksek olmasi ve analizler i¢in az miktarda (1.5-50 ng)
DNA Orneginin yeterli olmasi mikrosatellitlerin  giivenli  belirtegler oldugunun
gostergesidir (Scotti vd 1999, Oliveira vd 2006, Semagn vd 2006). Mikrosatellitler
kodominant olarak kalitlanirlar, yani mikrosatellitler sayesinde genetik caprazlamalar
gerektirmeksizin homozigot ve heterozigot genotipler kolaylikla birbirlerinden ayirt
edilebilmektedir (Gillet 1999, Robinson ve Harris 1999, Scotti vd 1999, Bandelj vd
2004). Mikrosatellit analizleri swrasinda farkli PCR driinleri karistirilarak ayni jele
yiiklenebilir veya ayni anda birka¢ mikrosatellit belirteci kullanilarak multipleks PCR
kurulabilir. Boylece, zaman, isgiicii ve maddi acidan biiyiik kazang¢ saglanir. Bu
ozelliklerinin yan sira, bir tiir igin bulunan ve/veya tasarlanan belirteclerin yakm tiirler
icin de kullanilabilmesi en biiyiik avantajlarindan biridir (Anzidei vd 1999, Echt vd 1999,
Robinson ve Harris 1999, Scotti vd 1999, Oliveira vd 2006). Mikrosatellit lokuslarindaki
mutasyon orani canl tirlerine gére degisiklik (10°-10° niikleotid/lokus/nesil)
gostermektedir. Ayni canli tiirtindeki ve/veya ayn1 genomdaki diger lokuslara gére daha
yiiksektir (Eisen 1999, Hancock 1998, Estoup ve Cornuet 1998, Amos 1998, Li vd
2002, Ribeiro vd 2002, Oliveira vd 2006). Mikrosatellit lokuslarindaki yiiksek mutasyon
oranmn1 ve dolayisiyla mikrosatellit dizilerindeki varyasyonlar1 (tekrar sayisindaki
degisimlerin) agiklayan temelde iki mutasyonel siire¢ vardir; (1) "Slipped-strand
mispairing (SSM)" (kaymus iplikle eslesme hatasi) ve (2) DNA zincirleri arasindaki esit
olmayan rekombinasyon (unequal recombination). "Slipped-strand mispairing (SSM)"
DNA basit dizi tekrarlarmim (mikrosatellitlerin) evrimini ve kokenini agiklayan DNA
sentezi sirasnda meydana gelen mutasyonel bir siirectir. “Slipped-strand mispairing
(SSM)™ ile mikrosatellit dizisinde, DNA sentezi sirasinda bir veya daha fazla sayida
tekrar bolgesinin kazanilmasi (insersiyon) veya kaybedilmesi (delesyon) ile varyasyonlar
meydana gelir (Eisen 1999, Li vd 2002, Semagn vd 2006).

Mikrosatellit analizlerinin bazi dezavantajlari da bulunmaktadir. SSR analizleri
sirasinda "null” allellere rastlanilmasi bu dezavantajlardan biridir. Bu alleller amplifiye
olmaz, bu nedenle jelde goriinmezler. Bunun sonucunda ise heterozigotlarin eksik

degerlendirilmesine neden olabilirler. Ancak, bu durum siklikla rastlamlan bir durum
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degildir (Robinson ve Harris 1999, Scotti vd 1999, Varshey vd 2005). SSR
analizlerindeki bir diger énemli sorun da mono- ve di-niikleotid tekrarlarin analizinde
amplifikasyon sirasinda DNA polimerazin yanlshkla farkli biiyiiklikklerdeki {triinler
vermesidir. Bu iirlinler ¢ogunlukla istenilen veya ¢alisilan bolge iiriiniinden daha az yogun
olmakta ve g6z ardi edilmektedir. Bununla birlikte, heterozigot bireylere ait farkl
iiriinlerde (istenilen ve yanlishkla ¢ogaltilan) cakisma olursa istenilen bolge liriiniiniin
ayristirilmast zorlagmaktadir. Daha once ¢ahisilmis ve bant biiyiikliigli bilinen i¢ standart
kullanilmas1 bu problemi ¢oziilebilir (Robinson ve Harris 1999, Scotti vd 1999, Oliveira
vd 2006).

Mikrosatellit bolgelerinin belirlenmesi, izolasyonu, dizi analizleri ve belirteglerin
denenmesi, zaman ve uzmanhk gerektiren pahali bir iglemdir. Yeni primerlerin elde
edilmesinin en etkili yontemlerini sOyle siralayabiliriz: a) kaynaklarin taranarak uygun
primerlerin tespit edilmesi, b) veri bankalarindaki dizilerden yararlanarak yeni primerlerin
dizayn edilmesi ve c) primer gelistiren alaninda uzman bir arastirma laboratuvari ile
birlikte ¢ahsiimasidir (Scotti vd 1999, Varshney vd 2005). Ornegin; Vendramin vd
(1996) tarafindan P. thunbergii Parl. kloroplast genomundan elde edilen 20 gift primer
kullanilarak, bu tiire yakin bircok agag tiirlinde farkli amaglarla molekiiler genetik
analizleri yapilmustir (Bucci vd 1998, Echt vd 1998, Cuenca vd 2003, Gomez vd 2005,
Hansen vd 2005, Hohn vd 2005, Navascues vd 2006, Naydenov vd 2005a, Naydenov vd
2005b, Naydenov vd 2006, Terrab vd 2006, Vaxevanidou vd 2006, Bucci vd 2007,
Myers vd 2007, Fady vd 2008, Kaya vd 2008, Navascues vd 2008, Dzialuk vd 2009,
Gaspar vd 2009, Scalfi vd 2009, Heuertz vd 2010, Soto vd 2010).

Kloroplast mikrosatellit belirtegleri (CpSSR) genetik parmak izi ve gen akimmin
analizinde kullanighdir. Eslesme sisteminin ve babalik tayini ile polen dagilimmin
belirlenmesi i¢in anne agacm ve anne agacin farkhh tohumlarmm (ogul déllerinin)
genotipinin ve hatta onlar1 ¢evreleyen polen kaynaklarinin (babanmn) genetik yapisinin
bilinmesi gerekir. Bu amagla yliksek derecede polimorfizm gdsteren genetik belirteglerin

secilmesi Onemlidir (Austerlitz vd 2004). Eger uygun genetik belirte¢c secilmis ise

22



polenlerin populasyon i¢inden (lokal) mi yoksa populasyon disindan (yabanci) mi, hangi

polen kaynagindan hangi oranda geldigi belirlenebilir (Ennos 1994).

Eslesme sistemi ve polen kirliliginin belirlenmesinde 6ncelikle kendi kendine dollenme
yoluyla olugan canli bireylerin oraninmn belirlenmesi gerekir. Tek bir lokus bakimmdan ve
birden fazla lokusa dayali olarak belirlenen ogul do6l genotipleri kullamilarak birgok
eslesme sistemi tahmin yontemi gelistirilmistir. Fakat bunlarin hepsi ayni basit modele
dayanarak yapilir. Bu model "karisik eslesme modeli" dir. Bu model, eslesmeyi iki
bilegsene ayirir: Rastgele eslesme ve kendi kendine déllenme (Helgason ve Ennos 1991).
Karisik eslesme modeli su varsaymlar {izerine kurulur: a) Her eslesme olay: rastgele
kendinden-baska-bireylerle dollenme (t) veya kendi-kendine dollenme (s=1-t) sonucudur
ve biitliin embriyolar esit uyuma sahiptir, b) Polen havuzundaki allellerin frekansi anne
ebeveyn bitkilerin tiimiinlinkiyle benzerdir, ¢) Bir kendinden-baska-bireylerle déllenmenin
meydana gelme olasiigi anne ebeveyn genotipinden bagimsizdir. Sonuglar genellikle
tahmin edilen kendinden-baska-bireylerle dollenme oram (t) terimiyle bildirilir.
Yukaridaki modele dayanarak, kendinden-bagka-bireylerle dollenme (outcrossing)
sonucu olugmus bireylerin oranmni hesaplamak i¢in Shaw vd (1981) tarafindan tanimlanan
cok-lokusa dayanan tahmin kullanilir. Cok-lokusa dayanan tahmin yontemi, kendinden-
bagka-bireylerle dollenme oranmm tahminini yapmak i¢cin birden fazla lokusdan elde
edilen bilgileri kombine etmektedir. Bir tohum bahgesinde ¢ok sayida klon olmasi
(6rnegin >25) ve bahgenin deseninin olusturulmasmda ayni klonun rametlerinin belirli
araliklarla yerlestirilmesi, genel olarak kendileme {iriinii tohumlarin oranini azaltmada
etkili olmaktadir. Ortalama olarak klonal tohum bahgelerinde kendinden-baska-bireylerle
dollenme sonucu olusmus tohumlarin bireylerin oranmin yiiksek oldugu (> %90)

bulunmustur (Adams ve Birkes 1989).

Kloroplast mikrosatellit analizleri ile belirli bir tohum bahgesinde polen kirliligi
(kontaminasyonu) diizeyinin belirlenmesinde, tohum bahgesindeki her bir klonun
Kloroplast mikrosatellit (cpSSR) lokuslar1 bakimindan haplotip kimliklerini, ayrica tohum
bahgesi disindaki dogal populasyondaki bireylerin haplotip kimliklerini ve haplotiplerin

frekanslarin1  belirlemek Onemlidir. Anne-baba bireylerin (ebeveynlerin) genotipleri
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saptandiktan sonra tohum bahgesindeki bireyler lizerinde olusan belirli sayida tohumun
embriyolarmin ¢alisilan biitiin lokuslar bakimindan genotipleri belirlenir ve ebeveynlerin
genotipleri ile karsilastirilir. Burada amag bir tohumun tamamen tohum bahgesi i¢gindeki
bireylerin gametlerinin ddllenmesiyle iiretilip {retilmedigini belirlemektir. Eger bir
tohumun embriyosunun genotipinde tohum bahgesi icinde bulunmayan bir allel tespit
edilmis ise o zaman bu tohum agik¢a bir yabanci polen (yabanci baba, kontaminasyon)

iirltintidiir. Bu bilgiye dayanarak genetik kirliligin minimum tahmini yapilir.

Gergek Kirlilik (kontaminasyon) oranmi belirleyebilmek igin, calisilan lokuslar
bakimindan, tohum bahgesi gen havuzundaki allellerin frekanslariyla yakin dogal
populasyonlarm gen havuzundaki allellerin frekanslarmm karsilastirilmas: gerekir. Ciinkii
tohum bahgesi disindaki dogal populasyonun gen havuzundaki allellerin bazilar1 tohum
bahgesi gen havuzunda da olabilir. Yani tohum bahgesi disindan gelen bir allel, disaridan
gelmemis olsa bile, ortak bir tiire ait olduklar1 i¢in tohum bahgesi i¢indeki bireylerin
genotipinde de bulunabilir. Fakat ayni allelin tohum bahgesi gen havuzunda ve tohum
bahgesi disindaki komsu populasyonlarin gen havuzunda frekansi farkh olabilir. Bu
durumda tohum bahgesi gen havuzuna tohum bahgesi disindan gelen bir polen ile farkh
bir allelin girisi s6z konusu olmayabilir, fakat disaridan gelen polenin tasidigi allel o allelin
tohum bahgesi gen havuzundaki frekansinmi degistirdiginden bu da bir genetik Kirlilik
(kontaminasyon) olarak degerlendirilir. Tohum bahgesinden elde edilen tohumlarda
tohum bahgesinde bulunmayan farkh bir allele rastlanirsa ve ayrica hem tohum bahgesi
gen havuzu hem de yakin dogal populasyonun gen havuzundaki ortak allellerin
frekansidaki farkliliklar bilinirse gergek Kirlilik (kontaminasyon) diizeyi tahmin edilebilir.
Bu nedenle birgok tohum bahgesinde gercek kirlilik diizeyinin, tahmin edilen minimum

kirlilik diizeyinin muhtemelen iki kat1 oldugu ileri siiriilmektedir (Harju ve Muona 1989).

Polen kirliligi (kontaminasyonu) ve eslesme sekillerinin incelenebilmesi i¢in igne
yapraklhl (konifer) agag tiirleri model organizma olarak kabul edilirler. Ciinkii cesitli
belirteglerle yapilan (izoenzim, RAPD, mikrosatellit belirtegleri vb.) ¢alismalarda

koniferlerin yiiksek diizeyde genetik ¢esitlilik gosterdigi belirlenmistir. Ayrica embriyoya
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katkida bulunan anasal ve babasal gametlerin genotipleri ayri ayr1 saptanabilmesi bu tiir

calismalar igin 6nemli yere sahiptir (Burczyk 1996).

1.7 Calismanin Amaci

Bu calisma ile Cighk-Antalya mevkiinde kurulmus bulunan Giindogmus-Eskibag

(Akgagedik-Tespihli) orijinli 38 no’lu kizilgam klonal tohum bahgesinde ve bu tohum

bahgesinin yakin ¢evresinde yer alan dogal kizilgam populasyonunda kloroplast basit dizi

tekrarlart (cpSSR) primerleri kullanilarak, DNA diizeyinde analizler yapilmistir.

Calhismada;

1)

2)

3)

4)

5)

Kizilgam (P. brutia Ten.) tiirline ait populasyonlarda populasyon genetigi ile ilgili
calismalarda kullanilabilecek, DNA diizeyindeki varyasyonlar1 gosteren kloroplast

SSR (cpSSR) belirteglerini belirlemek ve optimize etmek,

38 no’lu kizilgam klonal tohum bahgesindeki klonlardan ve bu tohum bahgesinin
yakin ¢evresinde yer alan dogal populasyondan toplanacak 6rneklerde cpSSR

belirteglerinin polimorfizm diizeyini belirlemek,

Calismaya konu olan tohum bahgesindeki her bir klonun optimize edilebilen her

bir primer ¢ifti icin CpSSR haplotip kimliklerini belirlemek,

Tohum bahgesi disindaki dogal populasyondaki bireylerin DNA’lar1 iizerinde
yapilan cpSSR analizleri ile haplotipleri ve haplotiplerin frekanslarimi belirlemek,

bdylece dogal populasyonun polen gen havuzu hakkinda bilgi edinmek,
Kloroplast SSR (cpSSR) belirteglerini kullanarak adi gegen kizilgam tohum

bahgesinde komsu populasyondan gelen polenlerle gerceklesen dollenme oranimi

(polen kirliligi diizeyini) tahmin etmek amaglanmustir.
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2. MATERYAL VE METOT

2.1 Tohum Bahcesinin Ozellikleri

Arastirma icin segilen 38 no’lu tohum bahgesi, Antalya Orman Isletme Miidiirliigii,
Diizlercami Sefligine bagh, Ciglik-Antalya mevkiinde yer alan, Antalya’da kizilgam
tiiriine ait olan 12 tohum bahgesinden birisidir (Sekil 2.1, Sekil 2.2). Bu tohum bahgesi
T.C. Orman ve Su Isleri Bakanligmnin Orman Agaglar1 ve Tohumlar1 Islah Arastirma
Miidiirligi (OATIAM) tarafindan Subat 1992 yilinda kurulmustur. Tohum bahgesinin
orijini, Antalya il sinirlar1 iginde, 132.1 ha’lik alana sahip ve denizden 1000 m
yiikseklikte yer alan Giindogmus-Eskibag (Akc¢agedik-Tespihli) tohum mesceresidir.
Baska bir deyisle, tohum bahgesini olusturan klonlarin as1 celikleri Giindogmus-
Eskibag’daki (kuzey enlemi 36° 44’ 13" ve dogu boylami 32° 08" 00”) dogal
populasyonda belirlenen plus agaglardan alinmistir. Belirli karakterler bakimindan (boy,
gbovde c¢api, odun kalitesi gibi) bu populasyonda iyi goriiniislii (fenotipi iyi) olan 30 ayr1
agactan (ortet) as1 kalemleri alinmistir. Ayni ortetten alinan as1 kalemleri genotip olarak

tipatip aynidir ve bunlar kendi aralarinda belirli bir klonu olustururlar.

Tohum bahgesinin kurulus yeri Antalya Orman Isletme Miidiirliigii, Diizlercami
Sefligi olup, kiiresel konum belirleme (GPS) aleti ile yapilan 6l¢timlere gore 37° 01’ 30"
kuzey enlemi ile 30° 32" 54" dogu boylami arasinda yer almaktadir. Tohum bahgesinin
kus ucusu denize uzaklig1 yaklasik 20 km ve denizden yiiksekligi yaklagik 320 metredir.
Tohum bahgesi 17.8 ha’lik bir alan iizerinde, toplam 30 klon ve bu klonlara ait toplam
2790 rametle (asili birey) 8 m x 8 m dikim aralig1 ile kurulmustur (OATIAM 2010).
Ancak giliniimiizde bu tohum bahgesinde, tohum bahgesinin tesisinden (1992 yili)
calismanin baslangic yilina kadar gecen silirede (2008) bazi klonlara ait rametlerin
O0lmesi ve kacak kesimler sonucu, 30 klona ait 2163 ramet bulunmaktadir. Tohum
bahgesinin kuzey batisindan baslayarak kuzeyi boyunca bir yol uzanmaktadir. Tohum
bahgesinin kuzey ve kuzey batisinda yaklasik 170 m uzaklikta Pinus brutia dogal
populasyonu yer almaktadir (Sekil 2.2).
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Sekil 2.1 Kizilgam tohum bahgesinin kuruldugu alan (Ciglik) ve bahgedeki klonlarin
getirildigi orijinin yeri (Glindogmus-Eskibag) (Giin 2010)

Sekil 2.2 Kizilgam tohum bahgesinin uydudan alinan goriintiisii [Klonlara ait her bir
aga¢ (rametler), resmin ortasindaki sira ve silitunlarda birer nokta halinde
goriilmektedir, tohum bahgesinin kuzeyindeki yerlesim alani, Ciglik
koytdir.] (Google Earth 2010)
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2.2 Analizler i¢cin Kozalak ve Ibre Orneklerinin Toplanmasi

Tohum bahgesinde orneklemenin yapilabilmesi i¢in ilk olarak, tohum bahgesinde
yasayan agaclar saptandi ve kroki iizerinde isaretlendi. Sonra, ¢calisma alaninin yerlesim
plan1 hazirland1 (EK-1). Calismada, tohum bahgesindeki 30 klonun 25 tanesinden birer
adet olmak tizere toplam 25 agac¢ (ramet) se¢ildi. Otuz klonun geri kalan 5 klonu igin ise
her birinden 5 ramet olmak {izere (aym1 klona sahip oldugu varsayilan rametlerin,
gercekten ayni klondan olup olmadigini ve herhangi bir etiketleme hatasi olup
olmadiginit belirlemek i¢in) toplam 25 aga¢ alindi. Boylece, tim tohum bahgesinden
toplam 50 agac rastlantisal olarak secildi. Her birinden 5’er ramet alinan klonlar 9282,
9289, 9290, 9294, 9295 numarali klonlardir. Tohum bahgesi icerisinden secilen

agaclarin konumlari, EK-1’deki tohum bahgesine ait kroki tizerinde ayrica gosterildi.

Polen kirliligi oranini tahmin edebilmek i¢in tohum bahgesinden rastlantisal olarak
secilen 30 klona ait toplam 50 agactan Nisan 2008’de tohum tasiyan iki yasim
tamamlamis kozalaklar toplandi. Kozalaklar toplanirken her bir agacin alt, orta ve {ist
kismindan ve her yoniinden en az birer kozalak toplanmasina dikkat edilerek, her bir
agac i¢in yaklasik 15-20 kozalak alindi. Her bir ana¢ agactan toplanan kozalaklar ayri
ayr1 torbalara konuldu ve torbalarin iizerine agacin kimligini belirten bir etiket
yapistirildi (Kaya 2001). Boylece tiim tohum bahgesinde sectigimiz 50 adet bireyden
toplam yaklasik 1000 kozalak toplandi. Ayrica, Mayis 2008’de tohum bahgesine en
yakin dogal populasyona ait (tohum bahgesine uzakligir yaklasitk 170 m) 47 agac,
rastlantisal olarak aralarinda en az 30 m mesafe olacak sekilde secildi. Bu 47 agaca ait
kozalak ve ibre ornekleri toplandi (Sekil 2.3). Dogal populasyona ait her bir agacin
kozalaklar1 ve ibreleri ayr1 ayri torbalara konuldu ve torbalarin {izerine agacin kimligini
belirten bir etiket yapistirildi (Sekil 2.4). Her bir agagtan toplanan ibreler DNA

izolasyonlar1 yapilincaya kadar -20 °C’de sakland.
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Sekil 2.3 Dogal kizilgam populasyonunda ibre ve kozalak toplanmasi (Foto: Banu
Bilgen, May1s 2008)

Sekil 2.4 Dogal kizilgam populasyonunda ibre toplanmasi ve etiketli torbalara
konulmasi (Foto: Banu Bilgen, Mayi1s 2008)

29



2.3 Kozalaklardan Tohumlarin Cikarilmasi

Tohum bahgesinden ve en yakin dogal populasyondan toplanan kozalaklar
laboratuvara getirildikten sonra, acilan kozalaklardan ¢ikan tohumlarin riizgar v.b.
etkilerle karismamasi i¢in, her agaca ait kozalaklar, ayr1 ayr1 etiketlenmis file seklindeki
torbalara konuldu [Fileler kozalaklar acilip tohum serbest kaldiginda tohumlar
dokiilmeyecek ve file icinde kalacak sekilde gozeneklere sahiptir] (Kaya 2001). Fileler,
binanin catisinda diiz bir zemine, aralarinda yaklasik bir metre mesafe olacak sekilde
yerlestirildi (Sekil 2.5). Kozalaklarin agilmasini hizlandirmak ig¢in fileler sabah ve
aksamtistii olmak tizere giinde 2 kez yagmurlama 1slatildi. Boylece dogal kosullarda,
giines sicakligr altinda kozalaklarin daha kisa siirede acilmasi saglandi. Kozalaklar her
giin kontrol edildi. Fileler elle sallanarak agilan kozalaklardan serbest kalan tohumlar;
tohumlarin kimlikleri (Populasyon adi, Ana¢ kodu, Ramet kodu) ile etiketli torbalara
aktarildi (Sekil 2.6). Cikarilan tohumlar kanatlarindan temizlendi ve yine kimliklerini
belirten etiketli torbalara konuldu (Sekil 2.7). Tohumlar DNA izolasyonlar1 yapilincaya
kadar +4°C’de saklandi.

Sekil 2.5 Kozalaklarin etiketli file torbalar iginde giineste kurutulmas: (Foto: Banu
Bilgen, Nisan 2008)
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Sekil 2.7 Cikarilan tohumlarin kanatlarindan temizlenmesi ve etiketli torbalara
konulmasi (Foto: Banu Bilgen, Haziran 2008)
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2.4 ibre Orneklerinin Kurutulmasi ve Hazirlanmasi

Dogal populasyona ait ibre ornekleri 6nce silika jelde kurutuldu. Silika jel nemi
cekme Ozelligine sahip graniil yapida bir maddedir ve nemin ¢ekilmesi sonucu renk
degistirmektedir. Silika jel ile kurutma yonteminde, ornekler once kagit poset igine,
kagit poset de daha genis bir kilitli plastik poset i¢cine konuldu. Plastik posetin igine
silika jel konulup o6rnekteki nemin ¢ekilmesi ve silika jelin renk degistirmesi beklendi
(Sekil 2.8). Kullanilan silika jelin rengi baslangigta mavi olup nemli ortamlarda igine
nem cektikten sonra rengi pembeye donlismektedir (Weintraub 2002). Silika jel
degistirme islemi 5 kez tekrarland1. Orneklerin silika jel ile kurutulma siireleri 6rnegin
miktarina, silika jelin kalitesine ve miktarina bagl olarak degigsmektedir. Kizilgam ibre
orneklerinden ortalama 30 gram (g) materyalin kurutulmasi i¢in dort-bes giinde bir
silika jel degistirilerek yaklasik bir ay i¢inde kuru bitki materyali elde edildi. Kuru bitki
materyali silika jel iceren posette oda sicakliginda aylarca hatta yillarca rahatlikla
saklanabilmektedir (Sekil 2.8). Kurutulan ibre 6rnekleri, DNA izolasyonu yapilmadan
once porselen havan igerisinde sivi azot yardimi ile toz haline gelinceye kadar ezildi
(Sekil 2.9). Toz haline getirilmis ibre ornekleri kimlikleri etiketli 2 ml tiiplere konuldu
ve DNA izolasyonlar1 yapilincaya kadar bitki genetigi laboratuarinda derin

dondurucuda (-20 °C’de) saklandu.

Sekil 2.8 Silika jeli degistirilmis bir 6rnek (mavi silika jelli, solda) ile silika jelinin
degistirilme zamani gelmis olan bir 6rnek (pembe silika jelli, sagda) (Foto:
Yusuf Kurt, Subat 2009)
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Sekil 2.9 Silika jel ile kurutulmus (solda) ve s1vi azotla toz haline getirilmis ibre 6rnegi
(sagda) (Foto: Banu Bilgen, Aralik 2009)

2.5 DNA Izolasyonlarimin Yapilmasi

Bu c¢alismada, tohum bahgesindeki 30 klondan toplam 50 agactan (rametten)
toplanan tohumlarin haploid megagametofitik (endosperm) dokusundan ve embriyo
dokusundan DNA izolasyonu yapildi. Tohum bahgesi icerisindeki her bir klona ait her
bir bireyden (rametten) haploid megagametofit dokudan ve 10 tohumun embriyo
dokusundan (toplam 300 embriyo), tohum bahgesi disindan toplanan 47 agactan ise,
tohumlarin megagametofitik (endosperm) dokusundan veya kozalak toplanamayan

agaclarin ibrelerinden DNA izole edildi.

Tohumlarin megagametofitik ve embriyo dokularina ait DNA izolasyonlarina
baslanmadan 6nce, embriyolar1 elde etmek amaciyla her bir klona ait bireyin tohumlari
cimlendirildi. Tohumlar 6nce %1°lik H,O, (Hidrojen peroksit) icerisinde 30 dakika
bekletildi; sonra da birbirine degmeyecek sekilde, icerisine Whatman kagidi konmus,
klon numarasi ile etiketlenmis steril petri kaplaria dizildi. Nemliligi saglamak ig¢in
petri kaplarinin igerisine bir miktar distile su ilave edildi ve gerek duyuldukga distile su
ilavesi yapildi. Petri kaplar1 giinliik 12 saat aydinlatma ve 24°C sicakliktaki iklim
odasina yerlestirildi (Kara 1996, Krugman vd 1974). Yaklasik 8-10 giinde tohumlar
cimlenmeye basladi. Calismamizda yeterli olacak DNA miktarin1 elde etmek igin

¢imlenen tohumlardan yaklasik 1-2 cm embriyoya sahip olanlar DNA izolasyonunda

33



kullanilmak {izere secildi. Cimlenen tohumlarin testasi bir bistiiri yardimiyla
uzaklastirildi. Tohumun megagametofit ve embriyo dokusu yine bir bistiiri yardimiyla
birbirinden ayrildi. Her bir tohuma ait megagametofit ve embriyo dokusu klon numarasi
ile etiketlenmis 2 ml’lik tiiplere ayr1 ayr1 konuldu. Cesitli nedenlerle (besi dokunun az
olmasi, kontaminasyon problemi vb.) ¢cimlenme ylizdesi ¢ok diisiik olan klonlara ait
tohumlar in vitro olarak ¢imlendirildi. Bu agaglara ait tohumlar 6ncelikle %100’Lik
camagsir suyunda 20 dakika bekletildi; daha sonra 5’er dakika steril distile su ile yikandi.
Steril edilen tohumlarin testalar1 bir bistliri yardimiyla steril kabin i¢inde ayrildi.
Testalar1 uzaklastirilmis tohumlar yar1 kuvvetli Murashige ve Skoog (MS) besiyeri
iceren petrilere yerlestirildi ve petri kaplart giinlik 12 saat aydinlatma ve 24°C
sicakliktaki iklim odasina yerlestirildi (Murashige ve Skoog 1962). Yaklasik 5-6 giinde
tohumlar ¢imlenmeye basladi (Sekil 2.10). Her bir tohuma ait embriyo dokusu klon
numarasi ile etiketlenmis 2 ml’lik tiiplere ayr1 ayr1 konuldu. Hazirlanan megagametofit
ve embriyo doku Ornekleri DNA izolasyonlar1 yapilincaya kadar bitki genetigi

laboratuvarinda derin dondurucuda (-20 °C’de) saklandi.

Sekil 2.10 Yar1 kuvvetli Murashige ve Skoog (MS) besiyerinde ¢imlendirilen tohumlar
(Foto: Banu Bilgen, Subat 2010)
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DNA izolasyonunda farkli metotlar bazi modifikasyonlarla denendi (Dellaporta vd
1983, Doyle ve Doyle 1990, Ostrowska vd 1998, Ozel 2001, Icgen 2002, Crowley vd
2003, Ceuca vd 2008, Kaya vd 2008, Palomera-Avalos vd 2008). Ayrica Nucleospin
Plant (Genomik DNA from plant Kit) DNA izolasyon kiti ve Vivantis GF-1 Plant DNA

Ekstraksiyon Kiti denendi. Bu denemeler sonucunda, DNA miktari, DNA kalitesi ve

saflig1 acisindan cpSSR calismasi i¢in en uygun DNA, Dellaporta vd (1983)’den

modifiye edilmis metot kullanilarak elde edildi. Bu nedenle DNA izolasyonlarinda bu

metot kullanildi.

DNA izolasyonlarinda kullanilan yontemin basamaklar1 sdyle 6zetlenebilir:

1)

2)

3)

4)

S)

6)

7)

8)
9)

2 ml tiiplerde bulunan ve onceden ayri ayr1 hazirladigimiz megagametofit,
embriyo ve sivi azotla ezilmis halde saklanan ibre 6rnekleri -20 °C’den alindi.
Her bir 6rnek 200 ul 65 °C’de isitilmis Oziitleme tamponu ile cam baget
kullanilarak ezildi.

Daha sonra her bir tiipe 800 pl oziitleme tamponu eklendi, megagametofit,
embriyo ve ibre drneklerinin iyice ezilmesi saglandi (son hacim 1000 pl).

Her bir tlipe %1’lik Polivinilpirolidon (PVP) eklendi ve karistirildi.

130 pl %10’luk Sodyum dodesil siilfat (SDS) eklendi ve karistirildi.

Ormekler 65 °C su banyosunda 45 dakika bekletildi ve ara sira nazikge
karistirild.

Ornekler su banyosundan alindiktan sonra iizerine 350 pul soguk 5 M Potasyum
asetat (KAc) eklendi ve nazikge karistirildi.

Daha sonra 6rnekler buzlu kap igerisinde +4 °C’de 30 dakika bekletildi.
+4°C’den alinan tiipler 13000 rpm’de +4 °C’de 25 dakika santrifiij edildi [Eger

tistteki s1v1 kisim (supernatant) kirli ise yeni tiipe alind1 ve basamak tekrarlandi].

10) Santrifiij isleminden sonra iistteki s1v1 kisim (supernatant) temiz 1.5 ml tiiplere

aktarildi.

11) Uzerine 0.8 ml soguk Isopropanol (Izopropil alkol) eklendi ve nazikge

karistirildi.

12) Tiipler +4°C’de bir gece veya -20 °C’de 2 saat bekletildi.
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13) Daha sonra +4°C’de 13000 rpm’de 15 dakika santrifiij edildi ve tstteki sivi
kisim dokiildi.

14) Kalan isopropanolii iyice uzaklastirmak icin kisa siireli santrifiij edildi.

15) Tipler ters ¢evrilerek kurutma kagidi tizerine konuldu ve bir siire bekletilerek
pelletin (DNA ¢dkeltisinin) kurumasi saglandi.

16) 100 pl 50 mM Tris/10 mM EDTA ¢ozeltisi eklendi.

17) Pelletin iyice ¢Oziilmesi i¢in 37°C’de 30 dakika bekletildi.

18) Her bir tiipe 11 pl 3 M Sodyum asetat (NaAc) eklendi ve karistirildi.

19) Daha sonra 100 pl isopropanol eklendi ve nazikge karistirildi.

20) -20°C’de 30 dakika bekletildi.

21) +4°C’de 13000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi ve tistteki s1v1 kisim dokiildii.

22) Kalan isopropanoliin iyice uzaklastirilmasi saglandi.

23) Tiipler ters gevrilerek kurutma kagidi iizerine konuldu ve bir siire bekletilerek
pelletin kurumasi sagland.

24) Pellete 1 ml soguk %70’lik Etil alkol eklendi.

25) +4°C’de 13000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi, tstteki s1iv1 kisim uzaklastirildi.

26) Tiipler ters gevrilerek kurutma kagidi iizerine konuldu ve bir siire bekletilerek
pelletin kurumasi ve etil alkoliin iyice uzaklastirilmasi saglandi.

27) Pellete 100 pl saklama tamponu eklendi.

28) Pelletin ¢oziinmesini saglamak igin 30 dakika 37°C’de bekletildi.

29) Her bir ornek, 2.5 pul DNA ve 0.5 pl yilikleme boyasi (loading dye) ile
karistirilarak %1°lik agaroz jellerinde 1X TBE (Tris-Borat-EDTA) tamponunda
80 Voltta 15 dakika yiiriitiildii.

30) Elektroforez isleminden sonra jeller 5 pg/ml’lik Etidyum bromid (EtBr)
soltisyonu ile 20 dakika boyandi ve DNR Mini BIS Pro Bio-Imaging Systems jel
goriintiileme cihazi ile goriintiilendi (Sekil 2.11).

31) Elde edilen DNA’lar -20 °C’de sakland.

Kullanilan ¢ozeltilerin igerigi ve hazirlaniglart EK-2’de ayrintili olarak belirtilmistir.
DNA izolasyonundaki 0Oziitleme tamponunun bilesenlerinden 2-merkaptoetanol,
antioksidan olarak gorev yapar ve polifenollerin oksidasyonunu engeller; NaCl,

polisakkaritleri uzaklastirmada rol oynamaktadir. EDTA, hiicrede bulunan DNazlarin
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calismasinda kofaktor olarak gérev yapan Mg”™ ve Ca®" gibi bivalent metal iyonlarin
baglayarak DNazlarin DNA’ya zarar vermesini engeller. Tris-HCI, hiicre zarinin dig
kisminda bulunan lipopolisakkaritlerle etkileserek hiicre zarinin gegirgenligine yardime1
olur. PVP, fenolik bilesiklerle kompleks hidrojen baglar1 olusturur ve bu bilesiklerin
santrifiij esnasinda DNA’dan ayrilmasini saglar. SDS, zar lipidlerini uzaklastirarak
hiicre zarinin parcalanmasini saglayan bir deterjandir. Potasyum asetat ve Sodyum
asetat ise DNA’ya baglh olan hiicresel veya histon proteinlerini uzaklastirmak igin
kullanilir. isopropanol, DNA nin ¢okelmesini saglar, ciinkii soguk isopropanol veya
etanol gibi alkollerde DNA ¢6ziinmez ve bir araya gelerek santrifiij sonucunda pelleti
(DNA c¢okeltisi) olusturur. Saklama tamponu bilesenlerinden RNaz ise RNA’nin

parcalanarak uzaklastirilmasinda rol oynamaktadir (Semagn vd 2006).

68 Nolu Klon ve D.P 27 ve 46 Nolu Agaclar

E1 E2.E3, ‘B4 ESE.EGLETHES SECREIORELTMI M2 27 46

r_
ﬁ -_.‘-,_-r-—lH‘-l—I—-H_‘""-"

Sekil 2.11 DNA’larin %]1°lik agaroz jeldeki goriintiileri (L: DNA Merdiveni (Ladder),
E: Embriyo, M: Megagametofit, D.P: Dogal Populasyon)

2.6 DNA Miktarinin ve Kalitesinin Belirlenmesi
Elde edilen DNA 6rneklerinin miktar1 ve kalitesi (UV 15181 altinda 260nm/280nm ve
260nm/230nm absorbans oranlart) NanoDrop 1000 Spectrophotometer V3.7 cihaz ile

Olctildii (Cizelge 2.1 ve Sekil 2.12). DNA’nin miktar1 ve kalitesi, spektrofotometrede
260 ve 280 nm dalga boylarinda elde edilen degerler ile belirlenir. DNA’nin temizligi
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icin Ansonso Ve Aazsonzo  degerleri onemlidir. Ciinkii DNA 260, protein 280 ve
karbonhidratlar da 230 nm dalga boylarinda en yiiksek degeri vermektedir. Temiz bir
DNA’da Ajsons0 degeri 1.80 ile 2.00 arasinda; Ajeon3zo orani ise 2.00’den biiylik
olmalidir. Tohum bahgesindeki her bir klona ait en iyi DNA miktarina ve kalitesine
sahip 10 adet embriyo ve 1 adet megagametofit, dogal populasyona ait her bir agagtan 1
adet megagametofit veya ibre ornegi secildi ve DNA’lar1 polimeraz zincir reaksiyonu

(PCR) islemi i¢in 50 ng/ul olacak sekilde seyreltildi.

Cizelge 2.1 Elde edilen DNA o6rneklerinin miktar ve kalite 6l¢iim sonuglari (Minimum
ve maksimum degerler)

Kullanilan Ornek — Elde edilen DNA DNA Kkalitesi
doku miktar: (ng/pl) A260/280 Aa60/230
Megagametofi
g gt 223 103.8 - 536.1 1.97-2.17 | 1.45-2.15
Embriyo 544 220 —-1363.8 1.89-2.16 | 1.73-2.40
Ibre 6 266.4 -1156.3 1.81-195 | 1.30-1.47
File Configuration Data Repons  Help
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ample Information
g:;; | Sample ID G7e4 A
. User D Default
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2 Cursor abs, 13,240
2 1400 H0raw KR
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. x|
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Sekil 2.12 NanoDrop 1000 Spectrophotometer V3.7 ile miktar ve kalitesi 6l¢iilmiis bir
DNA 6rnegi
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2.7 Kloroplast Mikrosatellit (cpSSR) Primerlerinin Belirlenmesi ve Polimeraz

Zincir Reaksiyonu (PCR)

Elde ettigimiz DNA ornekleri iizerinde Vendramin vd (1996) tarafindan Pinus
thunbergii Parl. genomundan gelistirilen 20 ¢ift cpSSR primerleri P. brutia DNA’lar1
tizerinde denendi (Cizelge 2.2). Pinus nigra, Pinus uncinata, Pinus sylvestris, Pinus
canariensis, Pinus pinaster, Pinus thunbergii, Picea abies, Pseudotsuga menziesii ve
Abies tiirleri ile yapilan farkli ¢aligmalardaki Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)
kosullar1 da dikkate alinarak en uygun PCR kosullar1 belirlendi (Vendramin vd 1996,
Dzialuk ve Burczyk 2004, Vaxevanidou vd 2006, Afzal-Rafii ve Dodd 2007, Kaya vd
2008, Dzialuk vd 2009). PCR optimizasyonu i¢in degisik DNA miktar1 (20ng, 30ng,
40ng, 50ng ve 100ng), primer (0.2uM, 0.4uM, 0.5uM ve 0.6uM), MgCl, (2.5mM,
3mM ve 4mM) ve Taq DNA polimeraz (1U ve 1.5U) konsantrasyonlart denendi.
Optimum reaksiyon kosullar1 Cizelge 2.3’de verilmistir. Ayrica, ¢calisma i¢in belirlenen
cpSSR primerleri kullanilarak kizilgamdaki ¢cpSSR lokuslarint ¢ogaltmak igin uygun
olan PCR dongiileri Cizelge 2.4’de verilmistir.

PCR islemi i¢in karisim hazirlanirken oncelikle seyreltilmis olan DNA’dan 1 pl (50
ng/ul) tliplere konmakta ve daha sonra ise hazirlanan karisimdan (master mix) 24 pl
koyulup toplam hacim 25 pl olarak ayarlanmaktadir. DNA amplifikasyonlar1 Cizelge
2.3 ve Cizelge 2.4’de verilen kosullarda Nyxtechnik Amplitronyx 6 Thermal Cycler
with 0.2 ml Gradient Block kullanilarak saglandi. DNA amplifikasyonlarini kontrol
etmek i¢in elde edilen PCR iiriinleri (her biri i¢in 5 pl), 1 pl yiikleme boyasi (loading
dye) ile karigtirilarak %2’lik agaroz jellerinde yiiriitiildii. Jeller 1X Tris-Borat-EDTA
(TBE) tamponu bulunan ortamda 70 Voltta 2 saat yiiriitiildiikten sonra 5 pg/ml’lik
etidyum bromid solusyonu ile 20 dakika boyandi ve DNR Mini BIS Pro Bio-Imaging
Systems jel goriintiileme cihazi ile goriintiilendi. Denenen 20 cpSSR primer ¢iftinden P.
brutia i¢in optimize edilebilen 6 primer ¢ifti tohum bahgesindeki polen kirliligi

diizeyinin belirlenmesi i¢in kullanildi (Cizelge 2.2).
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Cizelge 2.2 Vendramin vd (1996) tarafindan Pinus thunbergii genomundan gelistirilen
cpSSR primerlerine ait bilgiler

Primer kodu _ Primer Dizisi (5"-3) o Tm**
[F:Forward (ileri) primer, R:Reverse (geri) primer] (°O)
wpilasa | F: 5 FAM-CAATTGGAATGAGAACAGATAGG3" | .
R: TGCGTTGCACTTCGTTATAG
bio3ss | F: AGAATAAACTGACGTAGATGCCA 8.0
R: AATTTTCAATTCCTTTCTTTCTCC
wpilsigo | Fi 5 -FAM-CTTGGATGGAATAGCAGCC-3' 58 3
R: GGAAGGGCATTAAGGTCATTA
F: CCCGTATCCAGATATACTTCCA
PR2603L | B TGGTTTGATTCATTCGTTCAT >80
30204 | F: 5 -HEX-TCATAGCGGAAGATCCTCTTT-3 520
R: CGGATTGATCCTAACCATACC
bi36asy | F: TITTGGCTTACAAAATAAAAGAG o1
R: AAATTCCTAAAGAAGGAAGAGCA
+pa1003 | F: S-HEX-TCCCGAAAATACTAAAAAAGCAS | oo
R: CTCATTGTTGAACTCATCGAGA
pusoos | F: AAGTTGGATTTTACCCAGGTG 5.0
R: GAACAAGAGGATTTTTTCTCATACA
pugrlo | F: CGAGATTGATCCGATACCAG o8 1
R: GAGAGAACTCTCGAATTTTTCG
bisigs | F: AATCTTTCTACGGAACGGAAA o
R: ATCATTTTGTGCTATGCAATGA
aris | F: CACAAAAGGATTTTTTTTCAGTG I
R: CGACGTGAGTAAGAATGGTTG
w1036 | F: 5 -HEX-TTCATTGGAAATACACTAGCCC3’ o1
R: AAAACCGTACATGAGATTCCC
F: CTTTTGTTTTTCAACAATTGCA
PI7O9S L R ACATCTATCTCCCATATCGGC 37.9
epgraes | F: 5 FAM-GCCAGGGAAAATCGTAGG-3 o1
R: AGACGATTAGACATCCAACCC
F: ATACGTATGTATCCCCTAACTGTCA
PHOOT83 | . TCAATTTTTGCCATATCCTGA >8.0
F: TTCATGTAATTCCCAGATCCA
PHO2384 | . CATTATGTGCGCGATAATTTC >7.9
F: GTTCATTCGGGATCCTTAAAA
PHO7I48 | . GTACTTTCCTTCAGCCAATCTG >8.0
F: AAAGCTTTTATTGCGGCC
PHO7STT | R ATGGCAGTTCCAAAAAAGC >80
1109567 | F: TATTATCGAACAACGAGAATAATCC g
R: TCACTGTCACTCTACAAAACCG
F: TAAGGGGACTAGAGCAGGCTA
P10048 | o TTCGATATTGAACCTTGGACA >8.3

*Polen kirliligi diizeyinin belirlenmesi i¢in kullanilan primerler
** Tm = DNA’nin erime sicaklig1
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Cizelge 2.3. Calismada kullanilan cpSSR primerleri i¢in optimize edilmis PCR kosullar1

PCR Karisimi Kullanilan Miktar 1X (nl) | Son Konsantrasyon
10X PCR Tamponu 2.5 1X
MgCl; (25 mM) 2.5 2.5mM
dNTP karisimi (10 mM) 0.5 0.2 mM
Primer F* (5 pM) 1 0.2 uM
Primer R (5 pnM) 1 0.2 uM
Taq DNA Polimeraz (5U/nl) 0.3 1.5U

DNA 1 50 ng/pul

dH,O 16.2 -

Total 25 -

* Kullanilan primer 5’ ucundan floresan boya ile isaretlidir.

Cizelge 2.4 Calismada kullanilan cpSSR primerleri i¢in optimize edilen PCR dongiileri

Basamak Sicakhik Siire Dongii sayisi
1 95°C 5dk 1
94 °C 1 dk
2 55°C 1 dk 30
72°C 1 dk
3 72°C 8 dk 1

Polen kirliliginin belirlenmesi icin seg¢ilen primer ¢iftlerinden forward primerler 5’
uclarindan FAM (6-carboxyfluorescein) veya HEX (Hexachloro-6-carboxyfluo)
florasan boya ile isaretli olarak, hizmet alim1 yoluyla Metabion International AG’ye
sentezlettirilmistir. Elde edilen PCR iirlinlerinin DNA parga (fragment) analizleri,
hizmet alimi yoluyla REFGEN Gen Arastirmalar1 ve Biyoteknoloji Ltd. Sti.’ne
yaptirildi. DNA parca (fragment) analiz sonuglari, Peak Scanner™ Software v1.0
(Applied Biosystems) programi ile tarafimizdan degerlendirildi ve her bir primerin

olusturdugu pargalarin (fragmentlerin) baz biiytikliikleri belirlendi (Sekil 2.13).
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Sekil 2.13 DNA parga analizi sonuglarinin Peak Scanner Software v1.0 programi ile
degerlendirilmesi
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2.8 Verilerin Degerlendirilme Yontemleri

Kloroplast DNA’s1 haploid genoma sahip oldugu icin her bir primer ¢iftinin
cogalttig1 bolge bir lokus, her bir primerin ¢ogalttigi farkli niikleotid uzunlugundaki
DNA pargalar bir allel olarak degerlendirildi. Bu ilkeye dayanarak, analiz edilen her bir
primer i¢in, tohum bahgesindeki klonlara ait bireylerin ve tohum bahgesi yakinindaki
dogal populasyondaki bireylerin her birinin sahip oldugu allellerin biiyiikliigi belirlendi

ve frekanslar1 ayr1 ayr1 hesaplandi.

Tohum bahgesindeki klonlara ait rametler, tohum bahg¢esindeki klonlar tarafindan
tiretilen embriyolar ve dogal populasyondan 6rneklenen bireyler olmak tizere 3 grup ele
alindi. Tohum bahgesindeki polen kirliligi diizeyini tahmin edebilmek i¢in tohum
bahgesindeki biitiin klonlarin, tohum bahgesindeki bireyler tarafindan iiretilen
embriyolarin ve dogal populasyondaki bireylerin ¢alisilan lokuslar bakimindan genetik
cesitlilik parametrelerinin belirlenmesi i¢in veriler diizenlendi. Tohum bahgesindeki 30
klonun ve dogal populasyondan 6rneklenen 47 bireyin genotipleri belirlendi. Genetik
cesitliligi belirleyebilmek i¢in her bir grupta, polimorfik lokuslar, polimorfik
lokuslardaki ortalama allel sayis1 ve allel frekanslari, etkili allel sayis1 ve Shannon sabiti
hesaplandi. Polimorfizm 6l¢iitii olarak, biitiin bireyler goz oniine alindiginda iki ve/veya
daha fazla allele sahip olan mikrosatellit bolgesi polimorfik lokus olarak degerlendirildi.
Calisilan alti kloroplast mikrosatellit bolgesi bakimindan her bir bireydeki farklh
bliytikliikteki allellerin kombinasyonlar1 haplotip olarak degerlendirildi. Her bir grubun
genetik cesitliligi, Nei (1987)’nin tarafsiz haplotip ¢esitliligi (He) hesaplanarak
belirlendi. Nei (1987)’nin tarafsiz haplotip ¢esitlilik katsayis1 asagidaki sekilde
hesaplandi;

He=n(n-1)" (1 -2

Formiilde f degeri i haplotipinin frekansini; n ise, 6rnek sayisini belirtmektedir.
Gruplar igindeki bireyler arasinda bulunan genetik mesafe, basamakli mutasyon

modeline gore hesaplandi (stepwise mutation model — SMM). Bu modelde, rekombine

olmayan kloroplast genomu tek bir lokus olarak alinir ve Goldstein vd (1995)’in genetik
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uzaklik degeri (D%p) hesaplanir. iki birey arasindaki genetik uzaklik asagidaki sekilde

hesaplanmaktadir;
K 2
D @, )= K{Z\aik —~ ajkq
k=1

Formiilde bulunan aik ve ajk terimleri i ve j bireylerinin k lokusunda sahip olduklari
allellerin blyiikligiinii gostermektedir (Goldstein vd 1995). Formiildeki K terimi ise
calistlan lokus sayismi ifade etmektedir. Ornegin, bu c¢alismada alti kloroplast

mikrosatellit bolgesine ait lokuslara bakildigi i¢in K=6 olarak alinmaktadir.

Polimorfik bilgi igerigi (PIC), bir belirtecin populasyondaki polimorfizmi
belirlemekteki degerini gostermektedir. PIC degeri bir belirtece (lokusa) ait allel
sayisina ve allelerin populasyondaki dagilimina baglhidir. Tohum bahgesindeki
klonlarda, embriyolarda ve tohum bahgesi yakinindaki dogal populasyondaki bireylerde
calisilan her bir ¢pSSR lokusu i¢in polimorfik bilgi icerigi (PIC) degeri asagidaki
formiil kullanilarak hesaplandi. Formiilde, "n" bir cpSSR lokusundaki allel sayisin1 ve

"p" bir cpSSR lokusundaki her bir allelin frekansini belirtmektedir (Botstein vd 1980).

PIC=1-() ) - iilzpfpf
i il joi

Genetik cesitlilik parametrelerinin [allel frekansi, polimorfik lokuslardaki gézlenen
allel sayis, etkili allel sayisi, Shannon sabiti, Nei’nin (1973) genetik cesitlilik katsayisi]
hesaplanmasinda  BIOSYS-2  (Black 1997), GENALEX [(version 6.3)
(http://www.anu.edu.au/BoZo/GenAlEx/)] (Peakall ve Smouse 2006) ve POPGENE
(Microsoft Window-based Freeware for Population Genetics Analysis, Version 1.32)
(Yeh vd 1999) istatistik programlarindan, haplotip zenginliginin hesaplanmasinda
CONTRIB 1.02 (Petit vd 1998) istatistik programindan, tohum bahgesinde, tohum
bahgesindeki klonlar tarafindan tiretilen embriyolarda ve dogal populasyonda gézlenen
haplotip sayisinin ve frekansinin hesaplanmasinda, basamakli mutasyon modeline gore
molekiiler ~varyans analizinde (AMOVA) ARLEQUIN [(versiyon 3.11)
(http://cmpg.unibe.ch/software/arlequin3/)] (Excoffier vd 2005) istatistik programindan
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yararlanildi. Boylece tohum bahgesinin, tohum bahgesindeki bireyler tarafindan iiretilen
embriyolarin ve dogal populasyonun gen havuzu ve genetik c¢esitliligi hakkinda bilgiler

edinildi.

Bir tohum bahgesindeki klonlarin sahip oldugu ramet sayisindaki farkliliklara dayali
olarak hesaplanan etkili klon sayist (N¢) degeri, tohum bahgesinin gen havuzunu
tanimlamada bahgedeki klon sayisindan daha fazla 6neme sahiptir. Tohum bahgesinde

etkili klon sayis1 (N¢) tahmini asagidaki formiil kullanilarak hesaplandi;

n

Formiilde, "ny" tohum bahgesindeki toplam ramet sayisini, "n;" i. klonun ramet

sayisini ve "N" tohum bahgesindeki klon sayisini belirtmektedir (Kang vd 2001b).

Polen kontaminasyonu oraninin tahmini i¢in ilgilenilen tohum bahgesindeki biitiin
klonlarin calisilan lokuslar bakimindan genotipinin ve tohum bahgesi igerisindeki
bireyler tarafindan olusturulan tohumlarin embriyolarina katkida bulunan polen
gametlerinin genotipinin bilinmesi gerekir. Ayrica tohum bahgesi civarindaki dogal
populasyonlarda, c¢alisilan lokuslarin allel frekanslarinin bilinmesi gerekir. Tohum
bahgesi icindeki bir agaca gelen polenlerin gametik ¢ok-lokuslu genotipleri, o bireyin
tohumlarinda megagametofit ve embriyo dokunun analizi ile belirlenmistir.
Megagametofit doku embriyo olusumuna katkida bulunan anasal gametin genotipini
(Stewart 1994), embriyo doku ise kloroplast DNA koniferlerde paternal (babasal)

kalitim gosterdigi icin polen gametinin genotipini yansitir.

Polen kontaminasyonu tahmini i¢in gelistirilen model tohum bahgesindeki olas1 tiim
cok-lokuslu polen genotipleriyle analiz edilen her bir embriyonun olusumuna katkida
bulunan c¢ok-lokuslu polen genotipinin karsilastirilmasina dayanir. Tohum bahgesi
tarafindan iiretilmeyen biitiin polen gametleri "belirlenebilir" kontaminantlardir (b).
Belirlenebilir kontaminantlarin orani polen kontaminasyonunun "minimum tahmini"dir.

Bunun "minimum tahmin" olmasinin nedeni, bazi kontaminantlarin muhtemel olarak
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tohum bahcgesi klonlar1 tarafindan iiretilenlerinkinden ayirt edilemeyen cok-lokuslu
genotiplere sahip olmasindandir. Gergek polen kontaminasyonu oranin1 (m),
"belirlenebilir" kontaminantlarin oranmmin (b) dogal populasyondaki bir polen
taneciginin belirlenebilir bir¢ok-lokuslu marker genotipi tasiyabilme olasiligina (d)

boliinmesiyle hesaplanir (Smith ve Adams 1983).

m=b/d

m: Gergek polen kirliligi (kontaminasyonu) orani tahmini,
b: Kontaminantlarin (kirliligin) gézlenen orani (minimum tahmin),
d: Dogal populasyondaki bir polen taneciginin belirlenebilir bir ¢ok-lokuslu belirteci

genotipi tagityabilme olasiligidir.

Tohum bahgesine disaridan (tohum bahgesi kaynakli olmayan) polen karisip
karismadigi (polen kontaminasyonu) eger karismissa ne Olglide karistiginin
belirlenmesinde Turbo Basic’de yazilan bir bilgisayar programi olan GENFLOW
(Adams ve Burczyk 1993) ve POLLEN FLOW (PFL) (Slavov 2004, Slavov vd 2005b)

istatistik paket programlar1 kullanildi.

Tohum bahgesi tarafindan iiretilen disi ¢igekler 1slah edilmemis agaglardan gelen
polenlerle doéllendigi zaman, bu disi ¢i¢eklerden olusan tohumlardan elde edilecek
genetik kazang, kontaminasyonun olmadigi durumda elde edilecek kazancin yarisi
kadar olacaktir. Polen kontaminasyonunun genetik kazang {izerine olabilecek olumsuz
etkisini, yani genetik kazanctaki azalmayir ve elde edilecek net genetik kazanci

hesaplamak i¢in, asagidaki formiil kullanilmistir (Squillace ve Long 1981).

G,=[(m x G)/2]
Gi=G - G,

Burada; "G," Kontaminasyon olmasi halinde, beklenen genetik kazangtaki

azalmayi, "G," net genetik kazanci, "G" kontaminasyon olmadiginda beklenen genetik

kazanci, "m" polen kontaminasyonu oranini belirtmektedir.
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3. BULGULAR

3.1 Kloroplast Mikrosatellit (cpSSR) Primerlerine ait Allellerin ve Haplotiplerin

Belirlenmesi

Kloroplast DNA’sinin haploid olmasindan dolay1 yapilan analizler sonucunda
calisilan her bir primer tek bir lokus, her bir primerin ¢ogalttigi farkli niikleotid
uzunlugundaki DNA pargalari tek bir allel olarak degerlendirildi. Bu ilkeye dayanarak,
analiz edilen her bir primer i¢in, tohum bahgesindeki 30 klona ait 50 agacin (rametin),
tohum bahgesindeki agacglar (rametler) tarafindan iiretilen 300 embriyonun ve tohum
bahgesine yaklasik 170 m uzaklikta ve bahgenin kuzey ve kuzey batisinda yer alan
dogal populasyondaki 47 bireyin (agacin) her birinin sahip oldugu alleller belirlendi ve
frekanslar1 ayr1 ayr1 hesaplandi (Sekil 3.1).

Calisilan alt1 kloroplast mikrosatellit (cpSSR) lokusuna (Pt1254, Pt30204, Pt87268,
Pt41093, Pt15169 ve Pt71936) ait alleller ve baz cifti (b¢) olarak bunlarin biiyiikliikleri
belirlendi. Alti cpSSR primerinden, Pt41093 primeri monomorfik, diger primerler ise
(Pt1254, Pt30204, Pt87268, Pt15169 ve Pt71936) polimorfik olarak saptandi. Analiz
edilen tohum bahgesine ve dogal populasyona ait 6rneklerde alt1 lokus i¢in toplam 23
allel belirlendi. Analizlerde kullanilan primerlerden en ¢ok allel (7) Pt1254 primerinde,
en az allel (1) ise monomorfik olan Pt41093 primerinde goriildii. Pt30204 primerinde 2
allel (136 ve 137 bg), Pt87268 primerinde 4 allel (170, 171, 172 ve 173 bg), Pt15169
primerinde 3 allel (116, 117 ve 118 bg) ve Pt71936 primerinde ise 6 allel (143, 146,
147, 148, 149 ve 150 bg) gozlendi (Sekil 3.1 ve Sekil 3.2). Analizlerde kullanilan alt1
cpSSR primerinden Pt1254 ve Pt71936 disindakilerin aralarinda 1 baz ¢iftlik (bg) fark
bulunan allellere sahip oldugu belirlendi. Pt1254 primerinde 67 ve 69 allel biiyiikliikleri
arasinda 1 baz ciftlik (b¢)’lik, Pt71936 primerinde ise, 143 ve 146 allel buyiikliikleri
arasinda 2 bg’lik boslugun oldugu gézlendi (Sekil 3.1). Yani Pt1254 primerinde 68 bg
bliytikliigiindeki allele ve Pt71936 primerinde 144 ve 145 bg biiyiikliigiindeki allellere

rastlanmadi.
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Sekil 3.1 Calismada analiz edilen alti primerin (lokusun) her birindeki allellerin, allel
bliytikliiklerine gore calisilan tiim 6rneklerdeki frekans dagilimlari
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Sekil 3.2 Pt30204 (A), Pt87268 (B) ve Pt15169 (C) no’lu primerlere ait allellerin Peak

Scanner Software v1.0 programindaki goriintiisii
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Analiz edilen her bir 6rnekte ¢alisilan alt1 primer icin elde edilen farkl biiytikliikteki
allellerin kombinasyonu haplotip olarak degerlendirildi. Buna gore, ¢alisilan tiim
orneklerde toplam 36 haplotip gbzlendi. Calisilan 6rneklerde belirlenen haplotiplerin
frekans dagilimi Sekil 3.3’de verilmistir. Gozlenen haplotipler ve her bir lokusta sahip
olduklar1 allel biyiikliikleri (bg) Cizelge 3.1°de gosterilmektedir. Haplotipler biitiin
ornekler goz oniine alindiginda goriilme siklig1 en yiiksek olandan en diisiik olana dogru

numaralandirildi.

Belirlenen Haplotiplerin Frekans Dagihimlan
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Sekil 3.3 Caligmada belirlenen haplotiplerin frekans dagilimlari

Gozlenen haplotiplerden dokuz tanesinin (H1, H2, H3, H4, HS, H7, H8, H13 ve
H16) hem dogal populasyona ait orneklenen agaclarda hem tohum bahgesindeki
klonlara ait Orneklenen rametlerde ve bu klonlar (rametler) tarafindan {iretilen
embriyolarda ortak olarak bulundugu saptandi (Sekil 3.4). On haplotip (H6, H9, H10,
HI11, H12, H14, H19, H22, H23 ve H25), dogal populasyondan 6rneklenen agaglarda ve
tohum bahgesindeki klonlar (rametler) tarafindan iiretilen embriyolarda ortak olarak
belirlendi. H17, H18 ve H20 no’lu haplotipler ise tohum bahgesindeki klonlarda ve bu
klonlar (rametler) tarafindan tiretilen embriyolarda ortaktir. Yani, bu ii¢ haplotip dogal
populasyona ait bireylerde goriilmemistir. Sadece tohum bahgesindeki klonlar

tarafindan tiretilen embriyolarda belirlenen haplotip sayisi ise 14’ tiir (Sekil 3.4).
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Cizelge 3.1 P. brutia tohum bahgesine (38 no’lu) ve tohum bahgesinin yakin ¢evresinde
yer alan dogal populasyona ait ¢alisilan 6rneklerde alt1 ayr1 lokus (primer)
icin gozlenen 36 haplotip ve bu haplotiplerin baz ¢ifti olarak sahip olduklari

allel biiyiikliikleri
Lokus ve/veya primerler
Haplotip | Pt1254 | Pt30204 | Pt87268 | Pt41093 | Pt15169 | Pt71936
H1 71 136 171 72 117 147
H2 71 136 170 72 117 147
H3 71 136 172 72 116 149
H4 72 136 172 72 117 147
HS 71 136 171 72 118 147
H6 71 136 171 72 117 146
H7 70 136 171 72 118 147
HS8 71 136 172 72 117 148
H9 67 136 171 72 117 143
H10 72 136 171 72 117 147
H11 65 136 170 72 117 147
H12 72 136 170 72 117 147
H13 71 137 172 72 117 147
H14 71 136 170 72 117 146
H15 72 136 172 72 117 150
H16 65 136 173 72 117 148
H17 71 136 171 72 117 148
H18 70 136 171 72 117 148
H19 66 136 171 72 117 143
H20 72 136 172 72 117 149
H21 71 136 172 72 117 147
H22 71 136 172 72 116 150
H23 71 136 170 72 118 147
H24 70 136 171 72 117 147
H25 67 136 170 72 117 143
H26 72 136 172 72 116 150
H27 70 136 172 72 117 148
H28 72 137 172 72 117 149
H29 69 136 170 72 117 148
H30 72 136 172 72 116 149
H31 66 136 171 72 117 147
H32 71 137 170 72 117 147
H33 72 136 173 72 117 150
H34 72 136 173 72 117 149
H35 71 136 173 72 116 148
H36 72 136 173 72 118 147
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Dogal populasyona
ait agaclar

H11
H14 H19
H22 H23

Tohum bahcesindeki klonlar ohum bahcesindeki klonlar
(rametler) tarafindan iiretilen (rametler)

embriyolar

Sekil 3.4 Calismada belirlenen haplotiplerin tohum bahgesindeki klonlar (rametler),
dogal populasyona ait agaclar ve tohum bahgesindeki klonlar (rametler)
tarafindan tiretilen embriyolar arasindaki dagilimi

3.2 Tohum Bahc¢esinde Bulunan Klonlarin Genetik Kimliklerinin Tespiti

Tohum bahgesinde bulunan 30 klona ait 50 ramette toplam 12 c¢esit haplotip
gozlendi. Tohum bahgesindeki her bir klonun sahip oldugu haplotip kimlikleri Cizelge
3.2 ve Cizelge 3.3’de, tohum bahgesinde gozlenen haplotiplerin frekanslar1 Cizelge
3.4’de gosterilmektedir. Tohum bahgesindeki bazi klonlarin ¢alisilan cpSSR primerleri
bakimindan birbiriyle aym genetik kimlige sahip oldugu belirlendi. Ornegin; 9266,
9269, 9272, 9273, 9275, 9278, 9280, 9285, 9290-1, 9290-2, 9290-3, 9293, 9295-4 ve
9295-5 no’lu klonlarda en yaygin haplotiplerden birisi olan H2 haplotipi (f = 0.28)
goriildii. 9267, 9277, 9282-1, 9282-2, 9289-2, 9289-3, 9289-4, 9291, 9292 ve 9295-3
no’lu klonlarin ise H3 haplotipine sahip oldugu belirlendi. Tohum bahgesinde en sik
gbzlenen haplotipler H2, H3 ve HS8 haplotipleridir. Tohum bahgesindeki klonlarin
%28’1 H2, %20’s1 H3, %18’1 de H8 haplotip kimligine sahiptir. Tohum bahgesinde en
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az gozlenen haplotipler ise H5, H7, H16, H17, H18 ve H20 haplotipleridir. HS5, H16,
H17, H18 ve H20 no’lu haplotipler birer klon ile temsil edilmektedir. Tohum
bahgesindeki klonlarda (rametlerde) gozlenen haplotiplerin bahgedeki dagilimi Sekil
3.5’de gosterilmektedir.

Tohum bahgesindeki her bir klon 43’den (9267 ve 9268 no’lu klonlar) 93’e (9295
no’lu klon) degisen sayilarda bireylere (rametlere) sahiptir. Tohum bahgesinde yer alan
30 klonun her birine ait ramet sayilar1 kullanilarak, tohum bahgesinde etkili klon sayis1
(N¢) 29 olarak hesaplandi. Calismada, tohum bahgesindeki 30 klonun 25 tanesinden
birer adet olmak {izere toplam 25 rametin genetik kimligi belirlendi (Cizelge 3.2). Otuz
klonun geri kalan 5 klonu i¢in ise her birinden beser ramet olmak {izere toplam 25 agag
rastlantisal olarak secildi. Tohum bahgesinden secilen 5 klonun her birinden 6rneklenen
5 ramet tizerinde cpSSR analizleri yapilarak genotipleri karsilastirildi. Her birinden 5’er
ramet alinan klonlar 9282, 9289, 9290, 9294 ve 9295 numaral1 klonlardir. Amag, bir
klonun genotipini belirlerken ayn1 zamanda calisilan bes rametin gergekten ayni klona
ait olup olmadigin1 ve klonlarda herhangi bir etiketleme hatas1 olup olmadigini tespit
etmektir. Analizler sonucu elde edilen bulgular, bu bes klona ait rametlerin
genotiplerinin ¢alisilan cpSSR  primerleri bakimindan birbiri ile eslesmedigini
gostermektedir (Cizelge 3.3). Ornegin, 9282 no’lu klonun 1. ve 2. rameti H3 no’lu
haplotipi gosterirken, 3. rameti H20 no’lu haplotipi, 4. ve 5. rameti H8 no’lu haplotipi
gostermektedir. 9282 no’lu klonun H20 genotipine sahip olan 3. rametinin tohum
bahgesindeki hicbir klonun genotipiyle eslesmedigi belirlendi. Yani H20 haplotipi
sadece 9282 no’lu klonun 3. rametinde gozlendi. 9289 no’lu klonun ise 1. rameti H13
no’lu haplotipi, 2., 3. ve 4. rameti H3 no’lu haplotipi gosterirken 5. rameti H8 no’lu
haplotipi gostermektedir. 9290 no’lu klonun 1., 2., ve 3. rameti H2 haplotipini, 4. ve 5.
rameti H13 haplotipini gdstermektedir. 9294 ve 9295 no’lu klonlarin rametlerinde de
benzer durumlarin oldugu goriilmektedir. 9294 no’lu klonun 1. ve 2. rameti H7
haplotipini, 3. ve 4. rameti H4 haplotipini, 5. rameti ise H1 haplotipini gostermektedir.
Ayrica 9294 no’lu klona ait 2 rametin (H7 genotipine sahip) tohum bahgesindeki hi¢bir
klonun genotipiyle eslesmedigi belirlendi (Cizelge 3.2 ve Cizelge 3.3). 9295 no’lu

klonun 1. ve 2. rameti H1 haplotipini, 3. rameti H3 haplotipini, 4. ve 5. rameti ise H2
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haplotipini gostermektedir. Bu bulgular adi gecen rametlerin tohum bahgesinin kurulus

asamasinda veya oncesinde yanlis etiketlenmis olabilecegini gdstermektedir.

Cizelge 3.2 Tohum bahgesinden birer adet ramet olarak Orneklenen 25 klona ait

haplotip kimlikleri
Tohum Bahcesindeki Klonlarin Haplotip No
Numaralan
9266, 9269, 9272, 9273, 9275, 9278, Ty
9280, 9285, 9293
9267,92717, 9291, 9292 H3
9271, 9281 H4
9276 HS5
9270, 9279, 9283, 9286, 9287, 9288 HS8
9274 H16
9268 H17
9284 H18

Cizelge 3.3 Tohum bahgesinden beser adet ramet olarak drneklenen 5 klona ait haplotip

kimlikleri (Klonlarin muhtemel haplotip kimlikleri koyu renkte
gosterilmektedir.)
Tohum Bahcesindeki Ilgili Klona ait Rametlerin Haplotip No
Klonlarin Numaralar Numaralar
9282-1, 9282-2 H3
9282 9282-3 H20
9282-4, 9282-5 HS8
9289-1 HI13
9289 9289-2, 9289-3, 9289-4 H3
9289-5 HS8
9290 9290-1, 9290-2, 9290-3 H2
9290-4, 9290-5 H13
9294-1, 9294-2 H7
9294 9294-3,9294-4 H4
9294-5 HI
9295-1, 9295-2 H1
9295 9295-3 H3
9295-4, 9295-5 H2
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Sekil 3.5 Caligilan P. brutia klonal tohum bahgesindeki klonlarin haplotip kimliklerinin dagiliminin sematik olarak goster



Cizelge 3.4 Tohum bahgesindeki klonlara ait haplotiplerin frekanslari

Sira No | Haplotip No | Haplotip Sayisi = 2=
1 H1 3 0.06 0.0036
2 H2 14 0.28 0.0784
3 H3 10 0.20 0.0400
4 H4 4 0.08 0.0064
5 H5 1 0.02 0.0004
6 H7 2 0.04 0.0016
7 HS8 9 0.18 0.0324
8 HI13 3 0.06 0.0036
9 H16 1 0.02 0.0004
10 H17 1 0.02 0.0004
11 HI18 1 0.02 0.0004
12 H20 1 0.02 0.0004

Toplam 12 50 1 0.1680

* f = Frekans, f = Frekansin karesi

3.3 Tohum Bahgesindeki Klonlar (Rametler) Tarafindan Uretilen Embriyolarin
Genetik Kimliklerinin Tespiti

Tohum bahgesindeki bireyler tarafindan {iiretilen embriyolarda toplam 36 cesit
haplotip gozlendi. G6zlenen haplotipler ve frekanslar1 Cizelge 3.5’de gosterilmektedir.
Embriyolarda en yaygin gozlenen haplotipler, H1, H2, H3, H4 ve HS5 no’lu
haplotiplerdir. Bu bes haplotip embriyolarda gozlenen haplotiplerin %55.7’sini
olusturmaktadir. Ayrica bu bes haplotip, tohum bahgesindeki klonlarda ve dogal
populasyondaki bireylerde de gézlenen ortak haplotiplerdendir. On dort haplotip sadece
tohum bahgesindeki bireyler tarafindan {iretilen embriyolarda belirlendi, tohum
bahgesindeki klonlarda ve dogal populasyondan 6rneklenen agaglarda bu 14 haplotipten
herhangi birini tasiyan bireylere rastlanmadi. Bu haplotiplerden H27, H28, H29, H30,
H31, H32, H33, H34, H35 ve H36 no’lu haplotipler sadece birer embriyoda gézlenen
frekansi en diisiik haplotiplerdir. H6, H9, H10, H11, H12, H14, H19, H22, H23 ve H25
no’lu haplotipler hem embriyolarda hem de dogal populasyona ait bireylerde gozlendi.
Yani bu haplotipleri tasiyan embriyolarin dogal populasyondaki bireyler tarafindan
tiretilen polenlerle dollenme sonucu olustugu anlagilmaktadir. H17, H18 ve H20 no’lu
haplotipleri tagsiyan embriyolar ise tohum bahgesindeki klonlara ait bireyler tarafindan

tiretilen polenlerle d6llenme sonucu olugmustur.
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Cizelge 3.5 Tohum bahgesindeki bireyler tarafindan iiretilen embriyolara ait haplotipler
ve frekanslari

Sira No | Haplotip No | Haplotip Sayis1 f* £
1 HI 44 0.1467 0.0215111
H2 40 0.1333 0.0177778
3 H3 37 0.1233 0.0152111
4 H4 22 0.0733 0.0053778
5 HS5 24 0.0800 0.0064000
6 H6 20 0.0667 0.0044444
7 H7 18 0.0600 0.0036000
8 HS8 10 0.0333 0.0011111
9 H9 12 0.0400 0.0016000
10 HI10 9 0.0300 0.0009000
11 H11 6 0.0200 0.0004000
12 HI2 7 0.0233 0.0005444
13 HI13 3 0.0100 0.0001000
14 H14 5 0.0167 0.0002778
15 H15 6 0.0200 0.0004000
16 HI16 4 0.0133 0.0001778
17 HI17 5 0.0167 0.0002778
18 H18 4 0.0133 0.0001778
19 H19 3 0.0100 0.0001000
20 H20 2 0.0067 0.0000448
21 H21 2 0.0067 0.0000448
22 H22 1 0.0033 0.0000108
23 H23 1 0.0033 0.0000108
24 H24 2 0.0067 0.0000448
25 H25 1 0.0033 0.0000108
26 H26 2 0.0067 0.0000448
27 H27 1 0.0033 0.0000108
28 H28 1 0.0033 0.0000108
29 H29 1 0.0033 0.0000108
30 H30 1 0.0033 0.0000108
31 H31 1 0.0033 0.0000108
32 H32 1 0.0033 0.0000108
33 H33 1 0.0033 0.0000108
34 H34 1 0.0033 0.0000108
35 H35 1 0.0033 0.0000108
36 H36 1 0.0033 0.0000108
Toplam 36 300 1 0.0807111

* f = Frekans, f = Frekansin karesi
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3.4 Dogal Populasyona ait Agaclarin Genetik Kimliklerinin Tespiti

Tohum bahgesinin yakininda yer alan dogal kizilgam populasyonuna ait 47 birey
orneklendi. Dogal populasyona ait 6rneklenen 47 agactan 16’s1 daginik bir sekilde
tohum bahgesinin dort tarafinda bulunmakta ve tohum bahgesine olan uzakliklar1t 6 m
ile 110 m arasinda degismektedir. Diger 31 agag ise tohum bahgesinin kuzey ve kuzey
batisinda yaklasik 170 m uzaklikta yer almaktadir (Bkz. Sekil 2.2). Dogal populasyona
ait bireylerde toplam 19 cesit haplotip gozlendi. Bu 19 farkli haplotipin %52.6’s1 sadece
dogal populasyona ait bireylerde gozlenirken, %43.4’{i tohum bahg¢esindeki klonlara ait
bireylerde de gozlendi. Dogal populasyona ait bireylerin sahip oldugu haplotipler ve
frekanslar1 Cizelge 3.6’da gosterilmektedir. Dogal populasyonda en yaygin gézlenen
haplotipler H1, H3 ve H4 no’lu (toplam f = 0.47), en az gbézlenen haplotipler ise HS,
H7,HS, H9, H12, H16, H22, H23 ve H25 no’lu haplotiplerdir (£<0.03).

Cizelge 3.6 Dogal populasyona ait bireylerde gozlenen haplotipler ve frekanslari

Sira No | Haplotip No | Haplotip Sayisi f* £2

1 HI 10 0.2128 0.0452694
H2 2 0.0426 0.0018108

3 H3 5 0.1064 0.0113173
4 H4 7 0.1489 0.0221820
5 H5 1 0.0213 0.0004527
6 Hé6 3 0.0638 0.0040742
7 H7 1 0.0213 0.0004527
8 HS8 1 0.0213 0.0004527
9 H9 1 0.0213 0.0004527
10 HI10 2 0.0426 0.0018108
11 HI11 3 0.0638 0.0040742
12 H12 1 0.0213 0.0004527
13 H13 2 0.0426 0.0018108
14 H14 2 0.0426 0.0018108
15 HI16 1 0.0213 0.0004527
16 H19 2 0.0426 0.0018108
17 H22 1 0.0213 0.0004527
18 H23 1 0.0213 0.0004527
19 H25 1 0.0213 0.0004527
Toplam 19 47 1 0.1000453

* { = Frekans, > = Frekansin karesi
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3.5 Gen Frekanslar: ve Genetik Cesitlilik

Tohum bahgesine ait klonlar, tohum bahgesindeki klonlar tarafindan iiretilen
embriyolar ve dogal populasyona ait agaglarda 6 farkli lokus c¢alisild1 ve bu lokuslarda
toplam 23 allel belirlendi. Her bir lokustaki gozlenen allel biiyiikliikleri ve frekanslar
Cizelge 3.7°de gosterilmektedir. Pt1254 lokusuna ait 4. (69 bg) allel sadece tohum
bahgesi tarafindan {iretilen embriyolarda gozlendi. Sadece embriyolarda ve dogal
populasyonda gozlenen Pt1254 lokusuna ait 2. (66 bg) ve 3. (67 bg) alleller ile Pt71936
lokusuna ait 1. (143 bg), 2. (146 bg) ve 6. (150 bg) alleller tohum bahgesine ait
klonlarda (rametlerde) gozlenmedi. Calisilan lokuslara ait diger alleller ise tohum
bahgesindeki klonlarda, tohum bahg¢esindeki klonlar tarafindan iiretilen embriyolarda ve
dogal populasyonda saptandi. Her bir lokus i¢in ¢alisilan biitiin 6rneklerde en yaygin
goriilen alleller; Pt1254 lokusu icin 6. allel (71 bg), Pt30204 lokusu i¢in 1. allel (136
beg), Pt87268 lokusunda 2. ve 3. alleller (171 bg ve 172 bg), Pt15169 lokusunda 2. allel
(117 bg) ve Pt71936 lokusu igin 3. allel (147 bg¢)’dir (Bkz. Sekil 3.1).

Tohum bahgesindeki klonlar (rametler) ve dogal populasyona ait agaglar ¢alisilan
lokuslarin allel frekanslar1 bakimindan birbirinden istatistiki olarak farkli bulunmustur
(P< 0.05). Ozellikle Pt1254 (P = 0.000997), Pt87268 (P = 0.003476) ve Pt71936 (P =
0.000059) lokuslar1 tohum bahgesindeki klonlar (rametler) ve dogal populasyon
arasindaki farkliligin asil kaynagidir. Ayrica dogal populasyonda Pt1254 ve Pt71936
lokuslarinin, tohum bahgesi ana¢ gen havuzunda bulunmayan allellere sahip oldugu
tespit edilmistir. Analizler sonucunda bu allellere tohum bahgesindeki klonlar tarafindan

iiretilen embriyolarda da rastlanmustir.

Tohum bahgesindeki klonlarin, tohum bahgesindeki klonlar tarafindan {iretilen
embriyolarin ve dogal populasyona ait agaclarin genetik c¢esitliligine ait bilgiler ve
polimorfik bilgi igerigi (PIC) (Botstein vd 1980) Cizelge 3.8’de sunulmustur. Nei’nin
(1973) genetik c¢esitlilik katsayis1 (h) tohum bahgesinde 0.340 + 0.102, tohum
bahgesindeki klonlar tarafindan {iretilen embriyolarda 0.378 + 0.117 ve dogal
populasyonda 0.369 + 0.114 olarak hesaplandi. Ortalama allel sayis1 (N,) 2.83 ile 3.83
arasinda, etkili allel sayis1 (N.) ise 1.72 ile 1.89 arasinda degismektedir. Biitiin 6rnekler
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ele alindiginda ortalama N, 1.825 + 0.164 olarak bulundu. Shannon sabiti (I), tohum
bahgesi klonlar1 i¢in 0.61, embriyolar i¢in 0.74, dogal populasyon i¢in 0.72 olarak
hesaplandi. Yiiksek I degeri populasyon iginde 6nemli oranda varyasyon oldugunu

gostermektedir.

Cizelge 3.7 Tohum bahgesinin, tohum bahgesindeki bireyler tarafindan iiretilen
embriyolarin ve dogal populasyonun caligilan lokuslar bakimindan allel
biiyiikliikleri ve frekanslar1 (Tohum bahgesinde rastlanmayan alleller koyu
renkte gosterilmektedir.)

Alle | Allel Frekans
Lokus I No Biiyiikliigii (baz Tohum ] Dogal
¢ifti, be) Bahgesi Embriyolar Populasyon

1 65 0.0200 0.0333 0.0851

2 66 0.0000 0.0133 0.0426

3 67 0.0000 0.0433 0.0426

Pt1254 4 69 0.0000 0.0033 0.0000
5 70 0.0600 0.0833 0.0213

6 71 0.8200 0.6467 0.5957

7 72 0.1000 0.1767 0.2128

PE30204 1 136 0.9400 0.9833 0.9574
2 137 0.0600 0.0167 0.0426

1 170 0.2800 0.2067 0.2128

P(87268 2 171 0.1600 0.4733 0.4255
3 172 0.5400 0.2933 0.3404

4 173 0.0200 0.0267 0.0213

Pt41093 1 72 1.0000 1.0000 1.0000
1 116 0.2000 0.1400 0.1277

Pt15169 2 117 0.7400 0.7133 0.8085
3 118 0.0600 0.1467 0.0638

1 143 0.0000 0.0533 0.0851

2 146 0.0000 0.0833 0.1064

PE71936 3 147 0.5400 0.6033 0.6383
4 148 0.2400 0.0867 0.0426

5 149 0.2200 0.1400 0.1064

6 150 0.0000 0.0333 0.0213
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Cizelge 3.8 Tohum bahgesindeki klonlar, embriyolar ve dogal populasyondaki bireylere
ait genetik ¢esitlilik parametreleri

Lokus N, * Ne* I* h* PIC*
Pt1254 4 1.457 | 0.640 | 0314 | 0.295
Pt30204 2 1.127 | 0227 | 0.113 | 0.106
Pt87268 4 2.525 | 1.061 | 0.604 | 0.539
;;’l‘l‘;‘:“m Pt41093 1 1.000 | 0.000 | 0.000 | 0.000
Klonlar Pt15169 3 1.691 | 0.714 | 0.409 | 0.361
Pt71936 3 2.515 | 1.008 | 0.602 | 0.535
Ortalama 2.833 | 1.719 | 0.608 | 0.340 | 0.306
Standart Hata | 0.477 | 0.272 | 0.172 | 0.102 -
Pt1254 7 2.176 | 1.121 | 0.540 | 0.505
Pt30204 2 1.034 | 0.085 | 0.033 | 0.032
Pt87268 4 2.829 | 1.136 | 0.646 | 0.581
Embriyolar Pt41093 1 1.000 | 0.000 | 0.000 | 0.000
Pt15169 3 1.818 | 0.798 | 0.450 | 0.407
Pt71936 6 2487 | 1269 | 0.598 | 0.569
Ortalama 3.833 | 1.891 | 0.735 | 0.378 | 0.349
Standart Hata | 0.946 | 0.308 | 0.228 | 0.117 -
Pt1254 6 2430 | 1.198 | 0.589 | 0.547
Pt30204 2 1.089 | 0.176 | 0.081 | 0.082
Pt87268 4 2918 | 1.142 | 0.657 | 0.664
Dogal Pt41093 1 1.000 | 0.000 | 0.000 | 0.000
Populasyon Pt15169 3 1.484 | 0.610 | 0.326 | 0.329
Pt71936 6 2275 | 1.189 | 0.560 | 0.566
Ortalama 3.667 | 1.866 | 0.719 | 0369 | 0.341
Standart Hata | 0.843 | 0.321 | 0.220 | 0.114 -
Ortalama 3.444 | 1.825 | 0.687 | 0362 | 0.349
Toplam
Standart Hata | 0.437 | 0.164 | 0.114 | 0.060 -

*N, = Gozlenen allel sayisi, N, = Etkili allel sayisi, I = Shannon sabiti, h = Nei’nin (1973) genetik
cesitlilik katsayisi, tarafsiz tahmin, PIC = Polimorfik bilgi igerigi
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Calismada kullanilan alti cpSSR belirtecine ait ortalama polimorfik bilgi igerigi
(PIC) degeri, tohum bahgesinde 0.306, embriyolarda 0.349 ve dogal populasyonda
0.341 olarak hesaplandi. Analiz edilen biitiin 6rnekler ele alindiginda ortalama PIC
degeri, 0.349 olarak belirlendi. Ayrica, en yiiksek PIC degeri Pt87268 lokusunda, en
diisiik PIC degeri ise Pt30204 lokusunda hesaplandi (Cizelge 3.8).

Haplotip zenginligi (Ry) tohum bahgesinde 10.7, tohum bahgesindeki klonlar
tarafindan {lretilen embriyolarda 16.5, dogal populasyona ait agaclarda 18 olarak
bulundu (Cizelge 3.9). Haplotip zenginligi en az Ornek sayisina sahip populasyona
(n=47) gore seyreltme yapildiktan sonra hesaplandi. Nei’nin (1987) tarafsiz haplotip
cesitlilik katsayis1 (He) tohum bahgesinde 0.8490, tohum bahgesindeki klonlar
tarafindan tiretilen embriyolarda 0.9224, dogal populasyona ait agaglarda 0.9195 olarak
hesaplandi (Cizelge 3.9). Ortalama haplotip ¢esitlilik degerinin (Hs = 0.897) yiiksek
olmas1 populasyon i¢indeki genetik ¢esitliligin yiiksek oldugunun gostergesidir. Toplam
genetik ¢esitlilik (Hrt) ortalama 0.924 olarak hesaplandi. Populasyonlar arasi genetik
cesitliligin, toplam cesitliligin ylizde kag1 oldugunu belirlemek i¢in genetik farklilasma
katsayis1 (Gsr) hesaplandi. Ggr ortalama %2.9 olarak bulundu. Genetik farklilasmanin
baslica Pt1254, Pt87268 ve Pt71936 lokuslarindan kaynaklandig1 goriildii.

Cizelge 3.9 Haplotip ¢esitlilik parametreleri ve haplotipler arasindaki uzaklik

Populasyon n* Np* Rh* Np* H.* Dzsh*
Tohum Bahgesi Klonlar 50 12 10.7 - 0.8490 2.08
Embriyolar 300 36 16.5 14 0.9224 3.94
Dogal Populasyon 47 19 18 - 0.9195 5.47

*n: degerlendirilen birey sayisi, Ny: haplotip sayis1, Ry: haplotip zenginligi, N,: 6zel ve/veya essiz
haplotip sayis1, H: Nei’nin (1987) tarafsiz haplotip cesitlilik katsayisi, D%,: basamakli mutasyon
modeline gore haplotipler arasindaki genetik uzaklik katsayisi

Basamakli mutasyon modeline gore haplotipler arasindaki ortalama genetik uzaklik
katsayisi (D%;) 3.83 (Tohum bahgesinde 2.08, embriyolarda 3.94, dogal populasyona ait
agaclarda 5.47) olarak bulundu (Cizelge 3.9). Basamakli mutasyon modeline gore

yapilan molekiiler varyans analizi (AMOVA) sonuclarma goére tohum bahgesi,
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embriyolar ve dogal populasyon arasindaki varyasyonun biiyiikk oranda (%98)
populasyon igerisinde oldugu, populasyonlar arasi genetik ¢esitliligin diisiikk oldugu
(%2) gozlendi (Fst = 0.01907) (Cizelge 3.10). Istatistiki analizler sonucunda, Fsr
degerleri tohum bahgesi i¢in 0.02008, embriyolar i¢in 0.01889 ve dogal populasyon i¢in
0.01915 olarak bulundu.

Cizelge 3.10 Basamakli mutasyon modeline gore yapilan molekiiler varyans analizi
(AMOVA) sonuglar1

Varvasvon kavnas Serbestlik Kareler Varyans Varyans
yasy ynag derecesi toplamm bilesenleri (%)
Populasyonlar-arasi 2 2.319 0.00887 1.91
Populasyon-ici 394 179.842 0.45645 98.09
Toplam 396 182.161 0.46533

3.6 Tohum Bahg¢esinde Polen Kirliliginin (Kontaminasyonunun) Tespiti

Tohum bahgesine disaridan polen karigip karigsmadigi, eger karismissa ne oranda
karistiginin  belirlenmesinde GENFLOW (Adams ve Burczyk 1993) ve POLLEN
FLOW (PFL) (Slavov 2004, Slavov vd 2005b) istatistik paket programlart kullanildu.
Istatistiki analizler sonucunda ¢alisilan toplam 300 embriyoda (tohum bahgesindeki her
bir klondan 10’ar adet embriyo olmak iizere) 87 gametin (%29) kontaminant oldugu
belirlendi (Cizelge 3.11). Kontaminant gametlerin genetik kimligi incelendiginde 24
farklt haplotip kimlik saptandi. En ¢ok kontaminant gamete sahip rametler (%50
kontaminant gamet/klon) 9266, 9271 ve 9292 no’lu klonlara ait rametlerdir. 9269 ve
9284 no’lu klonlara ait rametlerde ise en az kontaminant gamete (%10 kontaminant
gamet/klon) rastlandi. Ayrica 9270 no’lu klona ait ramette hi¢ kontaminant gamet
gozlenmedi (Cizelge 3.11). Tohum bahgesindeki 19 klona ait embriyolarin en az %30’u

disaridan gelen polenlerle dollenme sonucu olustugu belirlenmistir.

Kontaminant gametlerin ve dogal populasyona ait agaclarin genetik kimlikleri

ayrintili olarak ele alinarak polen kirliliginin kaynagi hakkinda bilgiler elde edildi.

63



Tohum bahgesinin arazi plani incelendiginde, bahgenin kuzeyden giineye dogru toprak
yol ile iki bolgeye ayrildig1 goriilmektedir. Tohum bahgesine ait embriyolarda gézlenen
kontaminant gametlerin % 67.82°si (59 adet) toprak yolun bati kisminda yer alan
bolgede, % 32,18’1 (28 adet) toprak yolun dogu kisminda yer alan bolgede gozlendi.
Tohum bahgesinin dort tarafinda dogal populasyona ait 16 adet tek tek yer alan agaglar
bulunmaktadir. Bu agaclarin tohum bahgesine olan mesafeleri 6 m ile 110 m arasinda
degismektedir. Dogal populasyondan 6rneklenen diger 31 agag¢ ise tohum bahgesinin
kuzey ve kuzey batisinda yaklagik 170 m wuzaginda yer alan ormanlik alanda
bulunmaktadir. Bazi haplotip kimlige sahip kontaminant gametlere sadece toprak yolun
bat1 kisminda yer alan bolgede rastland1 (H9 gibi). Diger bazi haplotip kimlige sahip
kontaminant gametlere ise sadece toprak yolun dogu kisminda yer alan bdlgede
rastland1 (H23 gibi). H6, H10, H11, H12, H14, H19, H26 no’lu haplotip kimlige sahip
kontaminant gametler ise tohum bahgesi genelinde gézlendi. Tohum bahgesindeki polen
kirliliginin hem etrafinda tek tek yer alan hem de dogal populasyona ait ormanlik alanda
yer alan agaclardan kaynaklandig1 goriildii. Ornegin, tohum bahgesinde belirlenen 12
adet kontaminant gametin, tohum bahgesine uzaklig1 yaklasik 25 m olan ve tohum
bahgesinin giineyinde yer alan dogal populasyona ait bir birey ile ayn1 haplotip kimlige
sahip oldugu belirlendi (H9 no’lu haplotip) ve ayni haplotipe sahip bagka bireye
ormanlik alandan Orneklenen diger bireylerde rastlanmadi. Kontaminant gametlerin
tohum bahgesinde dagilimina bakildiginda tohum bahgesinin biitiin bakilardan polen
kirliligine agik oldugu gozlendi. Ornegin, tohum bahgesinin genelinde belitlenen 20
kontaminant gamet H6 haplotip kimligine sahiptir. Ayn1 genetik kimlige sahip dogal
populasyonda 3 birey saptandi. Bu bireylerden ikisi tohum bahgesinin batisinda
yaklagik 37 m ve 103 m mesafede, digeri ise tohum bahgesinin kuzeyinde yaklasik 170
m mesafede yer alan ormanlik alanda bulunmaktadir. H6 haplotip kimlige sahip
kontaminant gametler muhtemelen bu ii¢ agaca ait polenlerle doéllenme sonucu

olusmustur.

Tohum bahgesindeki klonlar (rametler) tarafindan iiretilen embriyolarda gézlenen
kontaminantlarin orani (b) 0.290 olarak bulundu (Cizelge 3.12). Diger bir ifade ile
tohum bahgesindeki klonlar tarafindan iiretilen tohumlarin %29°u, tohum bahgesindeki

klonlar tarafindan {retilmeyen polenlerle ddllenme sonucu olmustur. Bu polen
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kirliliginin minimum tahminidir. Tohum bahgesinde tahmin edilen gercek polen
kontaminasyonu (m) ise 0.393 (%39.3) olarak hesaplandi. Polen kirliliginin bu diizeyde
olmas1 sonucunda tohum bahgesi tohumlarindan beklenen genetik kazancin G,=%20

oraninda azalacagi hesaplanmistir.

Cizelge 3.11 Tohum bahgesindeki klonlara ait gézlenen kontaminant gamet sayisi ve
kontaminant gametlerin haplotip kimlikleri

Tohum Bahgesi | Gozlenen Kontaminant | Kontaminant Gametlerin

Klonlar Gamet Sayis1 Haplotip Kimlikleri
9266 5 H10, H12, H22, H28
9267 2 H9, H12
9268 3 H6, H12, H28
9269 1 HI1
9270 0 -
9271 5 H6, HI15
9272 2 Ho6, H14
9273 3 H9, HI1
9274 3 H9, H19
9275 2 H6, H24
9276 3 H10, H21, H25
9277 3 H15, H33
9278 2 H10, H21
9279 4 H6, H12, H30, H31
9280 4 H6, H9, H26
9281 3 H9, H15, H19
9282 3 H6, H9, H11
9283 4 H10, H11, H14, H26
9284 1 H6
9285 3 H6, H14, H34
9286 2 H12, H14
9287 2 H12, H14
9288 3 H6, H10
9289 4 H6, H10, H12
9290 3 H6, H9
9291 4 H6, H19, H31, H32
9292 5 H6, H10, H23, H35, H36
9293 2 H9, H24
9294 4 H6, H9, H12
9295 2 H9, H11

TOPLAM 87 -
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Cizelge 3.12 Antalya 38 no’lu kizilgam klonal tohum bahgesinde polen kirliligi
(kontaminasyonu) parametreleri

b* d* m*

0.290 £ 0.026 0.738 £0.027 0.393 £0.038

*b: kontaminasyonla olusmus embriyolarin goézlenen orani, d: bir yabanci polen taneciginin
belirlenebilir bir ¢ok-lokuslu belirteci tasima olasiligi, m=b/d: Gergek polen Kkirliligi
(kontaminasyonu) orani tahmini, + standart hata

Kendi-kendine doéllenme (selfing) oranini tahmin edebilmek i¢in, kendileme sonucu
meydana gelen tohumlarin acik¢a belirlenebilen sayilar1 goz 6niine alinmalidir. Diger
bir deyisle, kendi-kendine dollenme miktarin1 tahmin edilebilmek i¢in tohum
bahgesindeki klonlarin essiz (unique) genotipe sahip olmasi, baska klon veya tohum
bahgesi disindan bireyle ortak genotipe sahip olmamasi gerekmektedir. Ornegin, 9291
no’lu klona ait 3 embriyo anne ile ayni genotipe sahip olmasina ragmen kendi-kendine
dollenme ile olugsma ihtimali tahmin edilemez. Ciinkii bu klon 9267, 9277 ve 9292 no’lu
klonlarla ve dogal populasyondan bazi bireylerle de ortak genotipe sahiptir. Her bir
klona ait ¢aligilan 10 embriyonun genotipleri incelendiginde tohum bahgesindeki 15
klonda kendi-kendine dollenme (selfing) gozlenmemistir. Bu calismaya konu olan
tohum bahgesinde yer alan klonlarin bazilar1 ortak genotipe sahiptir (Bkz. Cizelge 3.2).
Tohum bahgesi i¢indeki tiim klonlar g6z 6niine alindiginda sadece 9268, 9274, 9276 ve
9284 no’lu klonlar essiz (unique) genotipe sahiptir. Bu klonlardan 9268, 9276 ve 9284
no’lu klonlara ait 1’er embriyonun genotipi anne aga¢ ile ayni genotipe sahiptir fakat
ayni genotipe sahip agac¢lara dogal populasyonda da rastlanmaktadir. Bu embriyolarin
kendi-kendine dollenme ile olugma ihtimali, disaridan herhangi bir polen akisi olmadigi
varsayilirsa, %10°dur. Fakat yaptigimiz ¢alisma sonucunda tahmin edilen %39’luk
polen kontaminasyonu g6z 6niinde bulunduruldugunda, bu embriyolarin kendi-kendine
dollenme sonucu olusma ihtimalinin %3.9 (0.39 x 0.10) civarinda olabilecegini
sOyleyebiliriz. Ancak burada hesaplanan oran etkili kendi-kendine dollenme oranidir
yani canlt ve olgunlagsarak embriyo olusturabilen tohumlar kullanilarak hesaplanir.
Genellikle kendi-kendine dollenme sonucu olusan tohumlarda tohum igeriginde
eksiklikler, embriyo gelisiminde bozukluklar ve sonu¢ olarak bos tohum olusmasi

gozlemlenir (Stoehr ve Newton 2002, Kaya 2005).
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4. TARTISMA

Bu calismada, kizilgamimn (Pinus brutia Ten.) Ciglik-Antalya mevkiinde 1992
yilinda kurulmus Giindogmus-Eskibag (Akg¢agedik-Tespihli) orijinli 38 no’lu klonal
tohum bahgesi ile tohum bahgesine en yakin dogal kizilgam populasyonundan toplanan
tohum ve ibre Orneklerinde kloroplast SSR (cpSSR) belirtegleri kullanilarak analizler
yapilmistir. Tohum bahgesine ve dogal populasyona ait orneklerde (embriyo,
megagametofit ve ibre dokusunda) DNA izolasyonu yapilmistir. Elde edilen DNA
ornekleri kullanilarak alt1 kloroplast SSR (cpSSR) lokusu, PCR ile ¢ogaltilmistir. DNA
parca (fragment) analizleri ile lokuslara ait alleller belirlenmistir. Analizler sonucu elde
edilen verilerle hem tohum bahgesinin ve dogal populasyonun genetik ¢esitliligi, hem
de tohum bahgesinde polen kirliligi (kontaminasyonu) orani1 hakkinda énemli bilgilere

ulasilmistir.

4.1 Haplotip ve Allel Cesitliligi

Yaklasik son 25 yildir farkli iilkelerde farkli arastirmacilar tarafindan degisik orman
agaci tlrlerinde yapilan morfolojik, izoenzim veya DNA tabanli analizler ile ilgili
tiirlerin dogal populasyonlarinin ve tohum bahgelerinin gen havuzlari hakkinda 6nemli
bilgi birikimi saglanmistir. P. brutia populasyonlarinda genetik cesitlilik, eslesme
sistemi ve polen kirliligi lizerinde, degisik arastirmacilar tarafindan izoenzim (Conkle
vd 1988, Kara vd 1997, Panetsos vd 1998, Korol vd 2002a,b, Aravanopoulus vd 2004,
Kaya vd 2006, Kaya ve Isik 2010) ve RAPD belirte¢leri (Kandemir vd 2004, Icgen vd
2006, Lise vd 2007, Kurt vd 2011) kullanilarak ¢esitli calismalar yapilmistir. Literatiir
bilgimize gore cpSSR belirtecleri kullanilarak kizilgamda yapilan ilk ¢alisma Bucci vd
(1998)’nin yaptig1 calismadir. Bucci vd (1998)’nin ¢alismasinda, Tiirkiye’den bes,
Yunanistan’dan iki ve Liibnan’dan bir olmak iizere sekiz farkli kizilgam populasyonu
ele alinmus ve genetik cesitlilikleri ortaya konulmustur. Ayrica, iran ve Azerbaycan’dan
iki P. elderica Medw., Tiirkiye, Yunanistan, Israil, Cezayir, Fas, Ispanya, Fransa ve
Italya’dan 10 P. halepensis Mill. populasyonunun genetik cesitlilik diizeyleri

belirlenmistir.
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Vendramin vd (1996) tarafindan Pinus thunbergii Parl. genomuna dayanarak 20 ¢ift
cpSSR primeri gelistirilmistir. Bu primerlerden 10 tanesi (Pt1254, Pt9383, Pt15169,
Pt30204, Pt36480, Pt26081, Pt41093, Pt71936, Pt87268, Pt110048) birgok Pinus
tiriinde ve degisik koniferlerde yaygin olarak kullanilmistir (Bucci vd 1998, Echt vd
1998, Parducci vd 2001, Ribeiro vd 2001, Ribeiro vd 2002, Cuenca vd 2003, Dzialuk ve
Burczyk 2004, Gomez vd 2005, Hansen vd 2005, Hohn vd 2005, Robledo-Arnuncio vd
2005, Naydenov vd 2005a, Naydenov vd 2005b, Naydenov vd 2006, Vaxevanidou vd
2006, Afzal-Rafii ve Dodd 2007, Bucci vd 2007, Fady vd 2008, Kaya vd 2008, Dzialuk
vd 2009, Scalfi vd 2009, Heuertz vd 2010). Vendramin vd (1996) tarafindan gelistirilen
20 ¢ift cpSSR primerinin ve deneysel kosullarin 6zellikle P. brutia, P. halepensis, P.
pinaster, P. sylvestris, P. pinea’da %100 basarili sonuglar verdigi bildirilmektedir. Bu
tez ¢alismasinda 20 cpSSR primer ¢iftinden P. brutia i¢in optimize edilebilen, ayni
zamanda literatiir bilgilerimize gore diger orman agaclarinda da yaygin olarak
kullanilan, alt1 primer ¢ifti tohum bahgesindeki polen kirliligi diizeyinin belirlenmesi
icin kullanildi. Caligilan primerlerden Pt41093 primeri monomorfik, diger primerler ise
(Pt1254, Pt30204, Pt87268, Pt15169 ve Pt71936) polimorfik olarak saptandi. Kizilgam
ve diger orman agaci tiirlerinde yapilan Onceki c¢aligmalarda Pt41093 lokusunun da

polimorfik oldugu bildirilmistir (Bucci vd 1998, Gomez vd 2005, Heuertz vd 2010).

Analiz edilen bes polimorfik lokusta (Pt1254, Pt15169, Pt30204, Pt87268, Pt71936)
bulunan allel biiyiiklikleri Bucci vd (1998)’nin yaptigi calisgmadaki sonuglar ile
cogunlukla paralellik gostermektedir. Bu tez ¢alismasinda incelenen ve en yiiksek allel
sayisina (yedi adet) sahip olan Pt1254 primeri, Bucci vd (1998) tarafindan incelenen
primerler arasinda degildir. Her iki ¢aligmada da Pt30204 lokusunda iki ve Pt87268
lokusunda dort allel bulunmustur. Bucci vd (1998) tarafindan Pt71936 lokusunun 145-
150 bg arasinda alt1 allele sahip oldugu bulunmustur. Bu ¢alismada ise 143-150 bg
arasinda alt1 allel belirlenmistir. Bununla birlikte, Bucci vd (1998)’nin calistigi
populasyonlarda, Pt15169 lokusunda dort allel bildirilmistir. Bu tez ¢alismasinda ele
alman populasyonlarda ise ii¢ allel bulunmustur. Bu durum; Bucci vd (1998)’nin
ornekledigi kizilgam populasyonlarinin hem sayica fazla olmasi (sekiz populasyon) hem
de Yunanistan, Tiirkiye ve Liibnan gibi genis bir cografik alan1 kapsamasina karsin, bu

tez calismasinda sadece tiiriin Antalya’da bulunan bir tohum bahgesinin ve bahgeye en
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yakin dogal populasyonun ele alinmis olmasi ile agiklanabilir. Bununla birlikte, farkli
cevre kosullarinda yetisen populasyonlar farkli seleksiyon baskisina maruz kalabilirler.
Ozellikle orman ekosistemleri, ¢ok kisa mesafelerde degisebilen farkli doga
birimlerinden olusabilmektedir. Ayn tiiriin bir dagin farkli yamaclarinda bulunan iki
komsu populasyonu bile, birbirlerinden farkli ¢evre etmenleri ve farkli seleksiyon
basinct altinda bulunacaklar1 igin, birbirlerinden farkli gen havuzuna ve gen
kombinasyonlarina sahip olabilirler. Bundan dolayi, kisa mesafelerde bile degiskenlik
gosteren uyum degerlerine sahip olan farkli irklar ve/veya alt irklar olusabilir (Isik

1999a,b, Gonzalez-Martinez vd 2002, Medail ve Diadema 2009).

Analizlerde incelenen Pt1254 lokusunda bulunan alleller arasinda bir baz ciftlik
(bg)’lik, Pt71936 lokusunda bulunan alleller arasinda ise iki b¢’lik boslugun oldugu
goriilmistiir. Benzer durum, Robledo-Arnuncio vd (2005) tarafindan P. sylvestris
populasyonlarinin  genetik yapisinin arastirildigi  ¢alismada Pt71936 lokusunda
belirtilmistir. P. sylvestris’de 141 ve 144 bg’lik allel biiyiikliikleri arasinda iki bg’lik
bosluk goriilmiistiir. Sekans analizi sonucunda 141 bg¢’lik alleli tasiyan bireylerin
primerin baglanma bolgesinde bes bg’lik bir delesyona (eksilme) sahip oldugu tespit
edilmistir. Bu durumun ¢alisilan 13 populasyonun sekizinde goriildiigii ve mutasyonun
325 birey arasindan sadece 11 birey tarafindan tasindigi belirtilmistir. Bu tez
calismasinda ise kizilgamda Pt1254 lokusunda 67 ve 69 bg’lik allel biiyiikliikleri
arasinda bir baz c¢iftlik (bg)’lik, Pt71936 lokusunda ise, 143 ve 146 bg’lik allel
bliytikliikleri arasinda iki b¢’lik boslugun oldugu goriilmiistiir (Bkz. Sekil 3.1).

Kizilcam tohum bahgesinde ve tohum bahgesi yakininda yer alan dogal
populasyondaki bireylerde alti cpSSR lokusunda yapilan analizler sonucunda 23 allel ve
36 haplotip belirlenmigtir. Farkli aragtirmacilar tarafindan kizilcam ve/veya diger
konifer tiirlerinde allel sayis1 13-49 ve haplotip sayis1 13-139 arasinda bulunmustur.
Ornegin, Bucci vd (1998) tarafindan P. brutia’da dokuz cpSSR lokusunda yapilan
analizlerde toplam allel sayisin1 49 ve haplotip sayisin1 40 olarak bildirmistir. Ayn
calismada P. elderica i¢in 13, P. halepensis igin 28 haplotip bulunmustur. Ribeiro vd
(2002) tarafindan 24 P. pinaster populasyonunda yapilan c¢aligmada alti cpSSR
lokusunda 25 allel ve 108 haplotip bildirilmistir. Cuenca vd (2003) tarafindan
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Meksika’da yayilis gosteren dokuz P. nelsonii populasyonunda yapilan ¢alismada 11
cpSSR lokusundan dort tanesi polimorfik olarak saptanmis ve toplam 27 haplotip
bildirilmistir. Gomez vd (2005) tarafindan P. halepensis (sekiz cpSSR lokusunda) ve P.
pinaster’de (alti1 cpSSR lokusunda) yapilan ¢alismada toplam 49 allel (P. halepensis
icin 20, P. pinaster i¢in 29) belirlenmistir. Ayn1 ¢alismada P. pinaster i¢in 69, P.
halepensis i¢in 21 haplotip bulunmustur. Héhn vd (2005) tarafindan P. cembra’da alt1
cpSSR lokusunda yapilan c¢alismada toplam 22 allel ve 41 haplotip bulunmustur.
Robledo-Arnuncio vd (2005) tarafindan 13 P. sylvestris populasyonunda alti cpSSR
lokusunda yapilan ¢alismada toplam 29 allel ve 139 haplotip bulunmustur. Bucci vd
(2007) tarafindan 48 P. pinaster populasyonunda bes polimorfik ¢cpSSR lokusunda
yapilan ¢alismada 103 haplotip bulunmustur. Saricam’da iki cpSSR lokusunda yapilan
diger bir ¢aligmada toplam 13 allel ve 17 haplotip bulunmustur (Scalfi vd 2009). Bu
calisgmada P. brutia icin elde edilen allel sayist ve haplotip sayisi daha Onceki
caligmalarda verilen degerlerle paralellik gostermektedir. Biitiin  calismalar
incelendiginde analiz edilen cpSSR lokusu sayisina gore elde edilen allel ve haplotip
sayisinin degiskenlik gosterdigi goriilmektedir. Ayrica bazi ¢alismalarda yiiksek allel ve
haplotip sayisinin bulunmasi ¢aligilan populasyonlarin yiiksek genetik cesitlilik
barindirmasi ve her bir populasyondan ¢ok sayida birey analiz edilmis olmasindan

kaynaklanabilir.

Bu calismada altt cpSSR lokusuna dayali olarak belirlenen haplotiplerden dokuz
tanesinin (H1, H2, H3, H4, HS5, H7, H8, H13 ve H16) hem kizilgam tohum bahgesinde
hem de tohum bahgesi yakininda yer alan dogal populasyondaki bireylerde bulundugu
saptand1. Ortak olarak belirlenen haplotiplerin tohum bahg¢esindeki toplam frekansi 0,94
olarak, tohum bahgesi yakinindaki dogal populasyondaki toplam frekansi 0,64 olarak
belirlendi. Bu sonu¢ calisilan tohum bahgesinin ve onun kaynagi olan Giindogmus-
Eskibag populasyonunun ve bah¢e yakininda yer alan dogal populasyonun gen
havuzunun calisilan cpSSR lokuslar1 bakimindan benzerligi veya farkliligi hakkinda
bilgi vermektedir. Yani tohum bahgesindeki klonlarin gen havuzu, ¢alistigimiz lokuslar
bakimindan, dogal populasyondan orneklenen bireylerin olusturdugu gen havuzu ile

benzerlik gostermektedir.
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4.2 Klonlarin Genotipik Kimliklerinin Teshisi

Agag 1slah1 programlari, eslesme sistemi ve polen kirliligi vb. caligmalar igin gerekli
olan onkosullardan biri, tohum bahgelerini olusturan klonlarin genetik kimliklerinin
belirlenmesidir. Tohum bahgesindeki klonlarin genotiplerinin tespit edilmesi ve
rametlerin ait olduklar1 varsayilan klonlara ait olup olmadiginin belirlenmesi olduk¢a
onemlidir (Paule 1991, Adams 1993). Tohum bahgelerindeki klonlara ait rametlerin,
kurulug asamasinda veya oncesinde, yanlis etiketlenmesi ve kurulus asamasinda bazi
klonlarin atlanmasi, eslesme sistemi ve polen kirliligi gibi ¢alismalarda tahmin edilecek
parametrelerin dogrulugunu etkilemektedir (Kaya ve Isik 2010). Caligmamizda tohum
bahgesinde bulunan 30 klonda, analiz edilen alt1 lokus birlikte ele alindiginda, toplam
12 ¢esit haplotip gozlendi. Teorik olarak ise 12 degil, tohum bahgesindeki klon sayisi
kadar (yani 30) haplotip kimlik saptanmasi beklenir. Bu farkliligin nedeni soyle
aciklanabilir; (1) klonlarin ortak babasal (paternal) atadan meydana gelmeleri sonucu
farklt klonlarin ayni haplotipik kimligi tagimalari, (2) tohum bahgesinin kurulus
asamasinda bazi klonlarin etiketlemelerinin yanlis yapilmasi, (3) kullanilan belirteclerin
genetik kimlik tespitinde yetersiz olmasi. Bu nedenler, beklenenden daha az sayida

haplotip belirlenmesine neden olabilir (Dzialuk ve Burczyk 2004).

Stoehr vd (1998) tarafindan Pseudotsuga menziesii klonal tohum bahgesinde yer
alan 20 klonda yapilan kloroplast DNA analizlerinde 13 farkli genotip belirlenmistir.
Quercus robur tohum bahgesinde ve P. contorta tohum bahgesinde yapilan galigmalarda
da birbiri ile ayn1 genotipe sahip klonlar tespit edilmistir (Buiteveld vd 2001, Stoehr ve
Newton 2002). Slavov vd (2004) tarafindan Pseudotsuga menziesii tohum bahgesine ait
orneklenen bir blokta, gelistirdikleri SSR belirteglerini kullanarak genotipleme
calismalar1 yapilmistir. Analizler blokta yer alan klonlara ait 3’er ramet iizerinde
yapilmis ve biitiin klonlarin beklenildigi gibi farkli genotiplere sahip oldugu
belirlenmistir. Slavov vd (2004)’nin ¢alismasinda her bir klona ait rametlerin genotipleri
incelendiginde, bir ramet hari¢ digerlerinin ait oldugu klonla ayn1 genotipe sahip oldugu
saptanmistir. Bu rametin tohum bahcesindeki farklt bir bloga ait olabilecegi ve
muhtemelen tohum bahgesinin kurulus asamasinda yanlis etiketleme sonucunda

calisilan bloga yanlislikla dikilmis olabilecegi bildirilmektedir.
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Tohum bahgesinden rastlantisal olarak segilen bes klonun (9282, 9289, 9290, 9294
ve 9295 no’lu klonlar) her birinden orneklenen bes ramet iizerinde ilave analizler
yapilarak genotipleri karsilastirilmistir. Calismanin baslangicinda bu beg klonun her
birinden 6rneklenen beser rametin genotiplerinin ait olduklart klonun genotipi ile tipa
tip ayni oldugu varsayimmi yapilmistir. Clinkii vejetatif yolla ayn1 bireyden (ortetten)
iiretilen bireylerde (rametlerde) genotiplerin tipatip birbirleriyle ve ortet bireylerle aym
olmasi beklenir. Bununla birlikte, analizler sonucunda bu varsayimin bu bes klonun her
biri icin gecerli olmadig1 gdzlenmistir. Ornegin, 9282 no’lu klona ait iki ramet H3, bir
ramet H20 no’lu haplotipi gosterirken diger iki ramet ise H8 no’lu haplotipi
gostermektedir. Oysa 9282 no’lu klona ait bes rametin hepsinin de ayni (tek bir)
haplotipi gostermesi gerekirdi. 9282 no’lu klona ait sadece bir ramette goriilen H20
genotipi, tohum bahgesindeki hicbir klonun genotipine benzememektedir. Bu durumda
9282 no’lu klonun muhtemel genetik kimligi i¢in iki varsayim yapilabilir; (1) tohum
bah¢esinde H8 haplotipi yaygindir. Bu nedenle 9282 no’lu klonun haplotipi de HS8
olabilir, (2) H20 haplotipi tohum bahcesinden analiz edilen bireylerden sadece 9282
no’lu klon olarak etiketlenmis bir ramette gozlenmistir ve bu klonun gercek haplotipi

H20 olabilir.

9289 no’lu klonun ise 1. rameti H13 no’lu haplotipi, 2., 3. ve 4. rametleri H3 no’lu
haplotipi gosterirken 5. rameti H8 no’lu haplotipi gostermektedir. 9290 no’lu klona ait
gecen rametlerin yanlis etiketlenmis oldugunu gostermektedir. Ornegin, H13 haplotipi
9289-1, 9290-4, 9290-5 no’lu rametlerde goriildiigii icin, 9289 ve 9290 no’lu klonlarin
etiketleme sirasinda karigmis olabilecegi sdylenebilir. Bu durumda 9289 no’lu klonun
muhtemel genetik kimliginin H3 ve 9290 no’lu klonun muhtemel genetik kimliginin
H13 haplotipi oldugu soylenebilir (Bkz. Cizelge 3.3). 9294 ve 9295 no’lu klonlarin
rametlerinin genotiplerinin de birbirine tipatip benzemedigi goriilmektedir. Ayrica 9294
no’lu klona ait iki rametin (H7 genotipine sahip) tohum bahgesindeki hicbir klonun
genotipine benzemedigi belirlendi. Bu baglamda, 9294 no’lu klonun muhtemel genetik
kimliginin H7 haplotipi oldugu sdylenebilir. H1 haplotipi 9294-5, 9295-1 ve 9295-2
no’lu rametlerde goriildiigii i¢in, 9294 ve 9295 no’lu klonlara ait rametlerin etiketleme

sirasinda karismis olabilecegi ve 9295 no’lu klonun muhtemel genotipinin H1 haplotipi
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oldugu sdylenebilir (Bkz. Cizelge 3.3). Sonug olarak adi gecen rametlerin ait olduklari
sanilan klondan farkli genotiplere sahip olmasi, bu rametlerin tohum bahgesinin kurulus
asamasinda veya Oncesinde yanlis etiketlenmis olmasiyla aciklanabilir. Bu bilgi
1s5181inda, adi gecen bes klonun gercek genetik kimliklerinin belirlenmesi ve tohum
bahgesinde yer alan diger klonlarda da yanlis etiketlemeler olup olmadigini tespit
edebilmek icin; (1) tohum bahgesindeki tiim rametlerin genotipik kimliklerinin
belirlenmesini, (2) yanlis etiketlenmis olanlarin ait olduklari dogru klona dahil
edilmesini, (3) hi¢bir klona dahil edilemiyorsa tohum bahgesinden kesilip ¢ikarilmasini
ve (4) gerekiyorsa tohum bahgesindeki biitiin rametlerin yeniden dogru klon numarasi

ile etiketlenmesini saglayacak ¢alismalarin yapilmasi gerekmektedir.

Tohum bahgesinin kurulus asamasinda klonlara ait bireylerin yanlis etiketlenmesi
gibi deneysel hatalara ne yazik ki sik sik rastlanmaktadir. Ornegin, Paule (1991), bir
sarigam tohum bahgesinde yer alan 43 klonun her birine ait ikiser ramette izoenzim
analizlerini yapmus; inceledigi 86 rametten 10 tanesinde (%11.6) genotiplerin ilgili ortet
birey ve ilgili rametlerle tipatip uymadigimi ortaya cikarmistir. Goto vd (2001)
tarafindan Japonya’da bir P. thunbergii klonal tohum bahgesinde RAPD analizleri ile
yapilan calismada da klonlara ait rametlerde yanhs etiketlemeler saptanmistir. Ayrica
Goto vd (2001)’nin ¢alismasinda tohum bahgelerine ait klonlarin genetik kimliklerinin
kontrol edilmesinde RAPD teknigi ve ‘bulk’ tohum kullanilarak yapilan analizlerin hizli
ve etkili bir yontem oldugu belirtilmektedir. Kaya ve Isik (2010) tarafindan bir kizilgam
tohum bahgesinde yer alan 28 klonun genetik kimlikleri izoenzim analizleri ile
belirlenmigtir. Kaya ve Isik (2010)’nin ¢alismasinda klonlarin her birinin farkl genetik
kimlige sahip oldugu bulunmustur. Caligmada, incelenen 84 rametten 5 tanesinin (%06)

genotiplerinin ilgili klona ait diger rametlerle tipatip uymadigi ortaya ¢ikmustir.

Tohum bahgesinde yer alan 30 klonun her birine ait ramet sayilar1 kullanilarak
yapilan hesaplama sonucunda, tohum bahgesinde etkili klon sayisi (N¢) 29 olarak
bulundu. Prescher vd (2008) tarafindan 32 klona sahip Norve¢ ladini tohum bahgesinde
yapilan ¢alismada genetik aralama kesimi oncesinde etkili klon sayis1t 19.99, genetik
aralama kesimi sonrasinda ise 22 olarak saptanmustir. Genetik aralama kesiminin

genetik kazanci arttirmada etkili oldugu bildirilmistir. Kang vd (2001b) tarafindan
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Finlandiya, Kore ve Isve¢’deki P. sylvestris, P. abies, P. koraiensis ve P. densiflora
tiirlerine ait 255 klonal tohum bahgesinde yapilan ¢alismada ortalama etkili klon sayisi
66 olarak belirlenmistir. Kang vd (2001b)’nin c¢alismasinda genellikle etkili klon
sayisinin tohum bahgelerindeki gergek klon sayisina gore daha bilgi verici oldugu ve
tohum bahgesinin gen havuzunun tanimlanmasinda 6nemli oldugu belirtilmektedir.
Ayrica klonlarin gamet gen havuzuna olan etkileri hem klonlara ait ramet sayisina hem
de farkli klonlardaki rametlerin verimliligine (disi ve erkek cicek iiretimine) baghdir.
Klonlara ait ramet sayis1 farkliliklari, etkili klon sayis1 iizerinde, tohum bahgesi
tesisinde kullanilan toplam/ortalama ramet sayisindan daha Onemlidir. Ayrica tohum
bah¢esinden elde edilecek tohum {iriinlindeki gen g¢esitliliginin tahmini, tohum
bahgesinin tesis ve bakim calismalari i¢in Onemlidir. Bu tiir ¢alismalar tohum
bahgelerinin kurulmasinda (kullanilacak ramet ve klon sayisinin belirlenmesi) ve var
olan tohum bahgelerinin yonetilmesinde katki saglayacak onemli bilgiler sunmaktadir.
Bu tez calismasinda etkili klon sayisi ile tohum bahgesinde bulunan gergek klon sayisi
birbirine yakin olarak bulunmustur. Tohum bahg¢esindeki klonlarin gamet gen havuzuna
etkilerinin derecesini belirlemek icin disi ve erkek cicek iiretimi ve verimliligi {izerine

caligsmalarin planlanmasi gerekmektedir.

4.3 Tohum Bahgesinin ve Dogal Populasyonun Genetik Cesitliliginin Belirlenmesi

Tohum bahgesindeki klonlar ile dogal populasyona ait agaclar arasinda calisilan
cpSSR lokuslariin allel frekanslari bakimindan, birbirinden istatistiki dnemde farklar
bulunmustur (P<0.05). Ozellikle Pt1254, Pt87268 ve Pt71936 lokuslart bu iki
populasyon arasindaki farkliligin kaynagidir. Soyle ki dogal populasyonun gen
havuzunda Pt1254 ve Pt71936 lokuslarinin, tohum bahgesi anag gen havuzunda
bulunmayan allellere sahip oldugu tespit edilmistir (Bkz. Cizelge 3.7). Analizler
sonucunda bu allellere tohum bahg¢esindeki bireyler tarafindan {iretilen embriyolarda da
rastlanmistir. Tohum bahgesinin yakininda yer alan dogal populasyonun gen
havuzunun, tohum bahgesinin gen havuzundan farkli olmasi beklenen bir durumdur.
Ciinkii tohum bahgesindeki bireyler Giindogmus-Eskibag (Akcagedik-Tespihli) tohum
mesceresi orijinlidir. Glindogmus-Eskibag orijini ile (1000 m) tohum bahgesinin
yakinindaki dogal kizilgam populasyonu (320 m) farkl yiikseltilerde yer almaktadir. Bu

nedenle Giindogmus-Eskibag kizilcam tohum mesceresi gen havuzu ile tohum bahgesi
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yakinindaki dogal kizilgam populasyonu farkli evrimsel giiclerin (6zellikle farkli
seleksiyon basincinin) etkisi altinda bulunmaktadir. Bu durum, tohum bahgesinin gen
havuzu ile tohum bahgesinin yakin g¢evresindeki dogal populasyonun gen havuzunun
farkli olmasinda 6nemli bir rol oynamaktadir. Bunun yaninda, tohum bahgesindeki
klonlar yogun bir yapay seleksiyonla secildikten sonra tohum bahgelerine getirildikleri
icin tohum bahgesi ve tohum bahgesine yakin dogal populasyonlar arasinda gen

frekanslar1 bakimindan daima bir fark olmasi beklenir (Sniezko 1981, Squillace ve

Long 1981).

Tohum bahgesinde genetik kirlilik oraninin tahmin edilmesinde, tohum bahgesine
yakin ve onu cevreleyen dogal populasyonlarin gen havuzunda, tohum bahgesi gen
havuzunda bulunmayan allellerin bulunmasi ya da bunlar arasinda allel frekanslar
bakimindan 6nemli farkliliklarin olmasi gibi veriler dnemli yararlar saglamaktadir
(Smith ve Adams 1983). Ayrica, tohum bahgesinin yakin c¢evresindeki dogal
populasyonlarin gen havuzunun tohum bahgesinin gen havuzundan 6nemli 6lciide farkl
olmasi, 6zellikle polen kirliligi (kontaminasyonu) olmasi durumunda tohum bahgesi
tohumlarinin genetik yapisini ve kalitesini 6nemli derecede degistirebilir (Paule vd
1993). Tohum bahgelerinde ebeveyn analizi ve polen kirliliginin belirlenmesi amaciyla
yapilan farkli ¢aligmalarda da tohum bahgesi, embriyolar ve yakininda yer alan dogal
populasyonlar arasinda allel farkliliklar1 bulunmustur (Buiteveld vd 2001, Kaya vd
2006, Torimaru vd 2009). Ornegin, Buiteveld vd (2001) tarafindan Q. robur tohum
bahgesinde alt1 niikleer SSR (nSSR) lokusunda yapilan analizlerde tohum bahgesindeki
57 klonun genotipi ve bu klonlardan ii¢ tanesine ait toplam 180 tohumun genotipi
belirlenmigtir. Buiteveld vd (2001)’nin ¢alismasinda, tohum bahgesindeki bu ii¢ klon
tarafindan iiretilen embriyolarda gozlenen yedi allelin tohum bahgesindeki klonlarda
olmadigi, tohum bahgesinde gozlenen 12 allelin ise bu ii¢ klon tarafindan iiretilen
embriyolarda olmadig1 saptanmustir. El-Kassaby vd (1989) tarafindan iki saricam tohum
bahgesinde 21 izoenzim lokusu kullanilarak yapilan calismada bahgenin birisi ile
disaridan gelen polenler ve embriyolar arasinda allel frekanslar1 bakimindan fark
bulunmazken, diger tohum bahgesindeki klonlar ve disaridan gelen polenlerin gen

havuzundaki alleller arasinda istatistiki olarak fark bulunmustur (P<0.05).
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Cizelge 3.8’deki veriler, tohum bahgesinin, tohum bahgesindeki bireyler tarafindan
iiretilen embriyolarin ve dogal populasyona ait bireylerin genetik ¢esitliligine ait bilgiler
ortaya koymustur. Tohum bahgesinin ve dogal populasyonun ¢alisilan cpSSR lokuslari
ele alindiginda polimorfizm orani ayni bulunmustur (%83.33). Calisilan alti cpSSR
lokusu ele alindiginda, tohum bahgesinde 17 allel, embriyolarda 23 allel ve dogal
populasyonda 22 allel saptandi. Calismamizda tohum bahgesi klonlarinda gozlenen allel
sayist embriyolara ve dogal populasyona gore daha diisiiktiir. Hohn vd (2005)
tarafindan dort P. cembra dogal populasyonunda yapilan ¢alismada populasyon basina
diisen ortalama allel sayis1 16.5 olarak bildirilmistir. Ayrica c¢alismamizda, tohum
bahgesi klonlarinda, Nei’nin (1973) genetik c¢esitlilik katsayis1 (h), lokus basina
gbzlenen allel sayisi ve etkili allel sayisi, embriyolara ve dogal populasyona gore daha
diisiik bulunmustur (Bkz. Cizelge 3.8). Tohum bahgesini olusturan bireylerin belirli
karakterler bakimindan (boy, govde ¢ap1, govde diizgiinliigii gibi) fenotipik seleksiyonla
yapay olarak secilmis olmasi sonucu, tohum bahgesinin genetik tabani daralmis ve bu
durum bazi lokuslarin tohum bahgesi klonal gen havuzunda temsil edilmemesine yol
acmis olabilir. Bu nedenle tohum bahgesine ait genetik cesitlilik parametreleri daha

diisiik ¢ikmis olabilir.

Bu tez calismasinda, basamakli mutasyon modeline gore haplotipler arasindaki
ortalama genetik uzaklik katsayist (D%4) 3.83 olarak bulundu (Bkz. Cizelge 3.9). Farkli
orman agaci tiirlerinde yapilan calismalarda genetik uzaklik katsayisi (D) degeri;
Morgante vd (1997) P. halepensis Mill.’de 3.58, Echt vd (1998) P. resinosa’da 0.154,
Ribeiro vd (2001) P. pinaster’de 3.01, Parducci vd (2001) Abies tiirlerinde 11, Gomez
vd (2005) P. halepensis ve P. pinaster Ait.’de sirasiyla 3.83 ve 0.83, Robledo-Arnuncio
vd (2005) P. sylvestris L.’de 4.3, Terrab vd (2006) Cedrus tiirlerinde 11.46, Dzialuk vd
(2009) P. uncinata’da 8.43 olarak bulunmustur. Vaxevanidou vd (2006) tarafindan
endemik P. canariensis’in merkezi ve periferal (kenar) populasyonlarinda yapilan
calismada D%, degeri sirast ile 1.07 ve 1.52 olarak bildirilmistir. Bu tez ¢alismasinda,
elde edilen D%, degeri Akdeniz havzasinda ve/veya Avrupa’da yayilis gosteren diger
cam tiirleri ile yapilan ¢alismalardan elde edilen sonuglarla paralellik gostermektedir.
Haplotipik ¢esitlilik diizeyinin kizilgamda yiiksek bulunmasi, kizilcamin diger ¢am
tiirleri gibi yiliksek genetik cesitlilik gdsterdigini ortaya koymaktadir.
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Populasyon-i¢i genetik cesitliligin bir gostergesi olan Shannon sabiti (I) en yiiksek
embriyolarda hesapland1 (I=0.74). Embriyolara ait genetik c¢esitlilik parametreleri
incelendiginde, allel sayis1 ve genetik c¢esitlilik katsayisinin yiiksek olmast ve
embriyolara 6zgli haplotip sayisinin fazla olmasi populasyon i¢i c¢esitliligin ytliksek
oldugunu gostermektedir. Ayrica, basamakli mutasyon modeline gore yapilan
molekiiler varyans analizi (AMOVA) sonuglar1 da tohum bahgesi, embriyolar ve dogal
populasyon arasindaki varyasyonun biiyiikk oranda (%98) populasyon igerisinde
oldugunu, populasyonlar arasi genetik farklilasmanin diisilk oldugunu (%?2)
gostermektedir (Bkz. Cizelge 3.10). Ribeiro vd (2002) tarafindan 24 P. pinaster
populasyonunda yapilan ¢alismada populasyonlar arasi genetik cesitlilik %2 olarak
bildirilmistir. Naydenov vd (2006) tarafindan Bulgaristan’daki dokuz P. nigra
populasyonunda yapilan calismada populasyonlar arasi genetik farklilasma %6.06,
populasyon i¢i genetik cesitlilik ise %93.94 olarak bildirilmistir. Hamrick ve Godt
(1989), riizgarla yayilan polenler tarafindan meydana gelen yiiksek gen akiminin,
koniferlerde populasyon ici ¢esitliligin yiiksek olmasinin ve populasyonlar arasi
farklilagsmanin diisiik seviyede olmasinin en 6nemli nedeni oldugunu sdylemektedir.
Hansen vd (2005)’e gore gen degisimi i¢in kuvvetli bariyerlerin olmamas1 (yani polen
yolu ile gen akisi), kullanilan belirteclerin mutasyonel mekanizmasi ve tiiriin tarihsel
gelisimi (sisebogazi etkisi, kurucu etkisi vb.) populasyonlar arasi genetik farklilasmanin
az olmasmin nedeni olabilir. Populasyonlar arasi genetik farklilasmanin baska bir
nedeni de, ¢aligilan populasyonlarin orijinlerindeki gevresel etkenlerin ne kadar benzer
ya da ne kadar farkli olduguna (dogal se¢ilime) bagl olmasidir. Genel olarak, orman
agaclarinda populasyon-i¢ci genetik cesitlilik diger canlilara goére daha yiiksek,

populasyonlar arasindaki farklilagma daha diistiktiir.

Populasyonlarin genetik ¢esitliligi ve yapisi evrimsel gii¢lerin ortaklasa etkisiyle
sekillenir. Ozellikle eslesme sistemi, gen akimi ve dogal segilim populasyonlar
icerisindeki ve arasindaki genetik cesitliligin  belirlenmesini etkileyen 6nemli
faktorlerdir (Nevo 1978, Hamrick 1989, Aitken vd 2008, Ohsawa ve Ide 2008).
Kloroplast basit dizi tekrarlar1 secilim ve g¢evresel faktorlerden dogrudan
etkilenmemelerine karsin, evrimsel giicler genlerin yapisim1 ve allel frekanslari

degistirebilir. Her bir populasyonda yerel seleksiyon farkliliklarindan dolay1 farklh
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alleller bulunabilir veya biitiin populasyonlar ayni allele sahip olsalar bile, belirli bir
allelin her bir populasyondaki frekansi farkli olabilir. Bu nedenle, kizilgam gibi nispeten
uzun Omiirli, farkli ekolojik kosullarda yayilis gosteren, optimum yayilis alaninda
kesintisiz dagilim gdsteren bitki tiirlerine ait populasyonlar karakteristik olarak yiiksek
diizeyde populasyon-i¢i genetik cesitlilik gosterirler (Bradshaw 1972, Isik 1999a,
Provan vd 2001, Balloux ve Lugon-Moulin 2002, Navascues ve Emerson 2005). Ayrica,
morfolojik karakterler (boy, cap vb.) iizerinde daha 6nce yapilan genetik arastirmalarda
da kizilgamda populasyonlar-arasi genetik ¢esitliligin nispeten az, fakat populasyonlar-
ici genetik ¢esitliligin oldukca yiiksek (yani %85 ve lizeri) oldugu bulunmustur (Isik ve
Isik 1999, Isik vd 1999, Caliskan 2006, Alan ve Yildiz 2006, Kurt 2011). Hem
morfolojik hem de molekiiler verilere dayali olarak kizilgamda populasyon-i¢i genetik
cesitliligin yliksek bulunmasi, kizilgamin aga¢ 1slahi ¢aligmalart i¢in uygun genetik

tabana sahip bir tiir oldugunu gostermektedir.

Haplotip zenginligi (Rp) tohum bahgesi klonlarinda 10.7, tohum bahcesindeki
bireyler tarafindan iiretilen embriyolarda 16.5, dogal populasyona ait bireylerde 18
olarak bulundu. Fady vd (2008) tarafindan dogal C. libani populasyonlarinda yapilan
cpSSR analizlerinde haplotip zenginligi 6.36 olarak bildirilmistir. Nei’nin (1987)
tarafsiz haplotip cesitlilik katsayisi (He) tohum bahgesi klonlarinda 0.8490, tohum
bahgesindeki bireyler tarafindan {iretilen embriyolarda 0.9224, dogal populasyona ait
bireylerde 0.9195 olarak hesapland1 (Bkz. Cizelge 3.9). Ortalama haplotip ¢esitlilik
degerinin (Hs = 0.897) yiiksek olmas1 populasyon icindeki genetik cesitliligin yiiksek

oldugunun gostergesidir.

Calismamizda genetik farklilagma katsayisi (Ggsr) ortalama %2.9 olarak bulundu.
Yani populasyonlar arasi genetik g¢esitlilik toplam ¢esitliligin  %2.9°dur. Genetik
farklilagsmanin baglica Pt1254, Pt87268 ve Pt71936 lokuslarindan kaynaklandigi
goriildii. Buiteveld vd (2001) tarafindan 57 klona sahip Q. robur tohum bahgesinde
yapilan calismada haplotip cesitlilik katsayisin1 (He) tohum bahgesi klonlarinda 0.84,
tohum bahgesindeki bireyler tarafindan iiretilen embriyolarda 0.72, yakin bdlgede yer
alan iki dogal populasyonda 0.85 olarak saptanmistir. Ribeiro vd (2001) tarafindan 12
P. pinaster populasyonunda alti cpSSR lokusu kullanilarak yapilan ¢aligmada H, = 0.87
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olarak belirtilmistir. Cuenca vd (2003) tarafindan dort polimorfik cpSSR lokusu
kullanilarak 9 P. nelsonii populasyonunda yapilan ¢alismada H. = 0.64 olarak
bulunmustur. Gomez vd (2005) tarafindan P. halepensis ve P. pinaster’de yapilan
calismada ortalama haplotipik cesitlilik degeri sirasiyla 0.93 ve 0.58 olarak
hesaplanmistir. Bu deger Héhn vd (2005) tarafindan P. cembra’da 0.92, Robledo-
Arnuncio vd (2005) tarafindan P. sylvestris’de 0.98 olarak bulunmustur. Petit vd (2005),
Pinaceae familyasinda yer alan sekiz tiirde ortalama haplotipik ¢esitlilik degerini 0.37
olarak hesaplamigtir. Vendramin vd (2008) tarafindan Pinus pinea’da yapilan ¢alismada
bulunan diisiik He (0.019) degeri, tiiriin genetik cesitlilik yoniinden ne kadar fakir
oldugunu ortaya koymustur. Myers vd (2007) P. strobus’a ait anakara ve adalarda yer
alan 20 populasyonda yaptiklar1 calismada ortalama haplotip ¢esitliligin 0.80 oldugu ve
populasyon-i¢i ¢esitliligin ada ve anakara populasyonlar1 arasinda benzerliginin
geemiste meydana gelen uzak mesafeli polen akisindan kaynaklandigi bildirilmistir.
Bucci vd (2007) tarafindan P. pinaster’in biitiin dogal yayilis alanindan 6rneklenen 48
populasyonda yapilan ¢alismada ortalama haplotip c¢esitliligi 0.83 olarak ve en yiiksek
haplotip ¢esitliliginin giiney bati ve orta Ispanya’daki populasyonlara ait oldugu
bildirilmistir.

4.4 Polen Kirliligi (Kontaminasyonu) Oram

Polen kirliligi ve soy-i¢i iireme (inbreeding), ozellikle kendi-kendine ddllenme
(selfing), riizgarla tozlasan tohum bahgelerinin genetik verimliligini azaltan Snemli
faktorlerdendir (Xie ve Knowles 1994). Tohum bahgelerinde kendinden-bagka-
bireylerle dollenme (outcrossing) ve soy-i¢i iireme ile kendi-kendine doéllenmenin
etkilerinin degerlendirilmesi onemlidir. Soyle ki: eger tohum bahgesindeki bireyler
arasinda kendinden-baska-bireylerle dollenme orani az ise veya kendi-kendine dollenme
orani yiiksek ise, tohum bahgesinde iiretilen tohumlarin miktar1 ve genetik kalitesinde
Oonemli bir azalma olabilir (Omi ve Adams 1985). Tohum bahgesinde kendinden-bagka-
bireylerle dollenme tohum bahgesinin yakin cevresindeki dogal populasyonlardaki
bireylerle oluyorsa, bu durumda tohum bahgesinde genetik kirlilikte bir artis olacaktir.
Bu caligmada tohum bahgesine disaridan polen karisip karigmadigi eger karismissa ne
Olgiide karistiginin belirlenmesi i¢in yapilan istatistiki analizler sonucunda 300

embriyoda 87 gametin (%29) kontaminant oldugu belirlenmistir (Bkz. Cizelge 3.11).
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Yani 87 gameti olusturan polenler tohum bahgesi disindaki kizilgam agaclarina aittir.
Diger bir deyisle 87 gametin olusumuna tohum bahgesindeki klonlara ait rametlerin
babasal katkis1 bulunmamaktadir. Tohum bahgesindeki 19 klona ait embriyolarin en az
%30’u disaridan gelen polenlerle dollenme sonucu olusmustur. Dogal populasyon ve
tohum bahgelerinden farkli arastirmacilar ve degisik orman agaci tiirlerinde yapilan
calismalarda da kontaminant gametlerin varhig tespit edilmistir. Ornegin, Dow ve
Ashley (1998) tarafindan Q. macrocarpa’da yapilan ¢alismada populasyonun ii¢ farkl
bolgesinden (bat1 kenarindan, ortasindan ve dogu kenarindan) Orneklenen ii¢ mese
agacinda sirastyla %51, %63 ve %58 oraninda yabanci polenlerle dollenme sonucu
olusmus gametler belirlenmistir. Streiff vd (1999) tarafindan yapilan calismada Q.
petraea ve Q. robur’dan olusmus dogal populasyonda analiz edilen 984 gametin 657
tanesinin, populasyonun disinda yer alan erkek bireyden gelen polenlerle déllenme
sonucu olustugunu saptamustir. Buiteveld vd (2001), Q. robur tohum bahgesinde
calisilan 180 mese palamudunun 115 tanesinin (%64) genotipinin tohum bahc¢esindeki
genotiplerle uymadigini ve muhtemelen tohum bahgesi disindan gelen polenlerle
dollenme sonucu olustuklarini bildirmistir. Fernandes vd (2008) tarafindan etrafi
Eucalyptus grandis ve P. pinea tiirleri ile gevrili bir P. pinaster tohum bahgesinde
yapilan c¢aligmada analiz edilen 206 embriyonun 108’inin (%52.4) tohum bahgesi
disindan gelen polenlerle dollenme sonucu olustugunu saptamistir ve tohum bahgesinde
ele alman ii¢ farkli alanda kontaminasyon orani sirast ile %48.5, %60 ve %48.6 olarak
belirlenmistir. Jones vd (2008) tarafindan g¢evresi dogal Eucalyptus tiirleri ile gevrili ve
herhangi bir izolasyonun olmadigi Eucalyptus grandis tohum bahgesinde yapilan
calismada bahgeden toplanan tohumlardan elde edilen 329 fideden 151’inin (%45.9)
tohum bahgesi disindan gelen polenlerle dollenme sonucu olustugu saptanmistir ve
tohum bahgesindeki ana¢ agaglardaki bireysel kontaminasyon oraninin %34 ile %53
arasinda degistigi bildirilmistir. Torimaru vd (2009) tarafindan yapilan calismada P.
sylvestris tohum bahgesine ait 305 tohumun genotipleri belirlenmis, bu tohumlarin
%48.2’s1 tohum bahgesi kaynakli polenlerle, %51.8’1 ise tohum bahgesi disindan gelen

polenlerle dollenme sonucu olustugu saptanmistir.

Plomion vd (2001) tohum bahgesindeki klonlarda gézlenen kontaminant gametlerin

varligimin nedenlerini $0yle agiklamaktadir; (1) tohum bahgesi disindan gelen polen
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g0¢ii, (2) tohum bahgesinin kuruldugu alanda dogal rejenerasyon, (3) cpSSR lokuslarina
ait allellerde tek bazlik fark oldugu i¢in skorlama hatalar1 ve (4) diisiik ihtimalle
heteroplazmi, inversiyon olusturan sa¢ tokasi seklindeki ilmekler (Hairpin loop) ve
siklikla mutasyon meydana gelen bolgelerin bulunmasi. Bu tez ¢alismasinda elde edilen
bulgulara gore calisilan kizilgam tohum bahgesinde gozlenen kontaminant gametlerin
varligiin (%29) en olast nedeni tohum bahgesi disindan gelen polen gocii olarak

sOylenebilir.

Tohum bahgesinde gozlenen, "kesin olarak belirlenebilir" kontaminantlarin orani
0.290 olarak bulunmustur. Yani tohum bahgesindeki klonlar tarafindan iiretilen
tohumlarin %29’u, kesinlikle tohum bahgesindeki bireyler tarafindan iiretilmeyen
polenlerle ddllenme sonucu olmustur. Bu polen kirliliginin minimum tahminidir.
Tohum bahgesinde tahmin edilen gercek polen kirliligi ise %39.3 olarak hesaplanmistir
(Bkz. Cizelge 3.12). Gergek polen kirliligi orani belirlenirken hem kesin olarak
belirlenebilir kontaminantlar, hem de tohum bahgesi ve yakin dogal populasyonlar
arasindaki allel frekansindaki farkliliklar dikkate alinir. Yani polen kirliligi sadece
tohum bahg¢esinde bulunmayan allellerin tohum bahgesi tarafindan iiretilen tohumlarin
yapisina katilmasiyla simirli kalmaz. Aynm1 zamanda polen kirliligi sonucunda genetik
olarak arzu edilen allellerin frekansinda artma veya azalmalar s6z konusu olabilir.
Tohum bahgesini cevreleyen yakin dogal populasyonlarin gen havuzunda bulunan
alleller ayn1 zamanda tohum bahgesi gen havuzunda da bulunabilir. Eger her iki gen
havuzunun allel frekanslarinda farkliliklar varsa, bu durumda dogal populasyonlardan
yayilan polenlerle kontaminasyon sonucunda, tohum bahgesinde {iretilen tohumlarin

gen havuzu yine degisecektir.

Degisik arastirmacilar tarafindan farkli orman agaci tiirlerine ait populasyonlarda
polen kirliligi oraninin %5 ile %90 arasinda degisen degerlerde oldugu bildirilmistir
(Cizelge 4.1). Ornegin, Kaya vd (2006) tarafindan Antalya-Asar P. brutia tohum
bahgesinde izoenzim analizleri ile yapilan ¢alismada yiiksek derecede polen kirliligi
(%85) saptanmuistir. Slavov vd (2005a) tarafindan Pseudotsuga menziesii tohum
bahgesinde 1999, 2000 ve 2003 yillarina ait tohumlar ile SSR belirtecleri kullanilarak

yapilan ¢alismada ortalama polen kontaminasyonu %35.3 (%31 ile %41.3 arasinda)
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olarak belirlenmis ve polen kontaminasyonu oraninin klonlar arasinda degistigi
bildirilmistir. Ozellikle polen kontaminasyonunun erken polen kabul eden disi gigeklere
sahip klonlarda (kontaminasyon oran1 ortalama %55.5) daha yiiksek oldugu
saptanmustir. Pakkanen vd (2000) tarafindan Picea abies tohum bahgesinde 1989, 1992
ve 1993 yillarina ait tohum ornekleri kullanilarak yapilan ¢aligmada ortalama polen
kontaminasyonu %70 olarak belirlenmis, c¢iceklenme fenolojisinde ve iklimsel
kosullarda farklilik olmasina ragmen yillar arasinda polen kontaminasyonu acisindan
fark bulunmamistir. Ayni ¢alismada tohum bahgesinin aralama yapilmis ve yapilmamis
bloklarindaki polen kirliligi orani1 karsilastirilmis, aralama yapilmis bloklardaki polen
kontaminasyonu oraninin, aralama yapilmamis bloklardakinden istatistiki olarak 6nemli
derecede diisiik oldugu saptanmustir (x° = 2.69, p<0.01). Yazdani ve Lindgren vd (1991)
tarafindan saricam tohum bahgesindeki farkli bloklarda yapilan calismada, klonlar
arasinda yillara gore polen kontaminasyonu oranmin istatistiki 6nemde farkl
olmamasina ragmen, farkli bloklardaki polen kontaminasyonu oraninin yillara gore
istatistiki olarak farkli oldugu bulunmustur. Bir tohum bahgesinde polen kirliligi orani
farkli yillarda farkli bulunabilir. Ciinkii tohum bahgesine giren yabanci polen orami
degisik yillarda farklilik gosterebilir. Ayrica, her yil tohum olusumuna ebeveynlerin
farkli katkis1 ve her yil polen dagilimini etkileyen iklimsel faktorlerin de degismesi,
olusan tohumlarda genetik yapiy1 etkilemektedir (Keskin 1999). Bir tohum bahgesinde
tiretilen polenlerin miktarinin degismesi kontaminasyon oranini etkileyecektir. Ayrica
bir tohum bahgesinin degisik kisimlarinin (6rnegin merkez ve kenardaki kisimlar) polen
gogiinden ne derece etkilendiginin bilinmesi de 6nemlidir. Elde edilecek bu tarz bilgiler
mevcut tohum bahgelerinden toplanan tohumlarin kontaminasyon riskine gore
siiflandirilmasint miimkiin kilacak ve tohum bahgelerinin isletilmesinde faydali

olacaktir.

Harju ve Nikkanen (1996) bir sarigam tohum bahgesinde, tohum bahgesinin en
yakin sarigam populasyonuna 2 km uzakta olmasina ragmen, polen kirliligi oranin1 %48
olarak bildirmistir. Harju ve Muona (1989), Wang vd (1991), Pakkanen ve Pulkinen
(1991) ve Burczyk vd (2004b) degisik tiirler lizerinde yaptiklar1 arastirmalarda,
bulduklar1 polen kirliligi diizeyinin adi1 gegcen tohum bahgelerinde bu kadar yiiksek

olmasimin nedenlerini, tohum bahgesinin yeteri kadar biiyiikk olmamasindan dolay1
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iiretilen polenlerin azligina ve klonlarin c¢iceklenme fenolojilerindeki farkliliklara
baglamaktadirlar. Degisik tiirlere ait tohum bahgelerinde, klonlarin polen iiretimi
bakimindan farkliliklar gosterdikleri belirtilmektedir (Yazdani vd 1995, Keskin 1999).
Ayrica tohum bahgesindeki klonlardaki disi ¢i¢eklerin maksimum polen kabul dénemi
ve erkek ¢igeklerin de maksimum polen yayma doneminin ¢akisip ¢akismadigi da kendi
kendine dollenme oran1 ve polen kirliligi diizeyini degistirebilecek 6nemli bir faktordiir.
Polen kontaminasyonu acisindan, tohum bahgesinin bizzat kendi yas1 kadar, tohum
bahgesini ¢evreleyen yakin dogal populasyonlarin yast da olduk¢a onemlidir. Ciglik
tohum bahgesinin yakinindaki dogal populasyonlarin yasi 40’ stiindedir ve
muhtemelen polen iiretimi tohum bahgesindeki bireylere gore daha fazladir. Ustelik
tohum bahgesini ¢evreleyen bu dogal populasyonlarin tohum bahgesine bu kadar yakin
ve tohum bahgesine gore daha genis bir alanda olmalar1 da polen kontaminasyonu
oraninin bu derece yliksek olmasinda etkili olmustur. Yapilan ¢aligmalar halen bir ¢cok
Pinus tiirtinde polen kontaminasyonunu azaltmak i¢in kullanilan 120-150 m’lik
izolasyon zonlarinin bile etkili olmadigin1 gostermektedir (Squillace 1967, Squillace ve

Long 1981).

Tohum bahgesi disindaki kaynaklardan bahgeye gelen polenler, acik tozlagsma
yoluyla isletilen tohum bahgelerinden elde edilecek potansiyel genetik kazancin ciddi
bir sekilde azaltmaktadir. Cilinkii yiiksek orandaki polen kirliligi tohum bahgesi
tohumlarinda genetik ¢esitliligi arttirmasina ragmen, yabanci polenler istenmeyen
genetik ozellikler tasiyan populasyonlarin gen havuzundan geldigi takdirde bahgedeki
tohumlardan beklenen genetik kazancin azalmasina neden olmaktadir (Fast vd 1986,
Wiselogel 1986, Kang vd 2001a). Bunun yani sira tohum bahgesi disindan gelen gen
gbcl, tohum bahgesinin genetik etkinligini azaltan ve iretilen tohumlarin hizmet
edecekleri bolge icin uyum degerini bozan bir faktdr olabilir. Ozellikle tohum bahgesine
disaridan gelen polenler, tohum bahgesinden elde edilecek tohumlarin dikilecegi
alanlara daha zayif adapte olan populasyonlardan geliyorsa, bu sorun daha biiyiik 6nem
kazanir (Sniezko 1981). Bu tez caligmasinda bulunan %39.3’liik polen kirliliginin,
tohum bahgesinden beklenen genetik kazanci yaklasik olarak %20 kadar azaltacagi
hesaplanmistir. Plomion vd (2001) tarafindan P. pinaster c¢oklu-capraz tohum

bahcesinde belirlenen %36.5’lik polen kirliligi sonucunda genetik kazancin %18.25
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azalacagi bildirilmistir. Kaya vd (2006) tarafindan P. brutia tohum bahgesinde
belirlenen yiiksek derecede polen kirliligi sonucu genetik kazancin yaklasik %43 kadar
azalacag1 belirtilmistir. Tohum bahgelerindeki polen kirliligi oranini azaltmak ve
dolayist ile genetik kazanci arttirmak i¢in polen yonetim tekniklerinin (¢iceklenmenin
tesviki, kontrollii tozlasma, destekleyici kitle polenlemesi vb.) uygulanmasina 6nem
verilmeli ve tohum bahgesinde polen iiretimini arttirmak i¢in daha fazla sayida ramete

sahip klonlarla tohum bahgeleri kurulmalidir.

Tohum bahgelerinde kendi-kendine dollenme (selfing) sonucu olusan tohumlarin
oraninin belirlenmesi 6nemlidir. Ciinkii ayni1 klona ait agaglarin kendi-kendine
dollenmeleri sonucu olusan tohumlarinda tohum igeriginde eksiklikler, embriyo
gelisiminde bozukluklar ve sonug olarak bos tohum olusmasi veya ogul ddllerin yagama
kabiliyetinin diigilk olmasi1 gozlemlenir (Erickson ve Adams 1990, Adams vd 1992,
Stoehr ve Newton 2002, Kaya 2005). Bu tez calismasinda tohum bahgesinde yer alan 30
klonun 15’inde kendi-kendine ddllenme (selfing) gozlenmemistir. Tohum bahgesinde
yer alan 9268, 9276 ve 9284 no’lu klonlara ait birer embriyonun genotipinin anne agac
ile ayn1 oldugu belirlenmistir. Bu embriyolarin kendi-kendine dollenme ile olusma
thtimali, disaridan herhangi bir polen akisi olmadigi varsayildiginda, %10 olarak,
tahmin edilen %39’luk polen kontaminasyonu géz 6niinde bulunduruldugunda ise, %3.9
olarak belirlendi. Her bir klona ait rametlerin tohum bahgesi yerlesim planinda
sistematik bir sekilde dagitilmis olmasi kendi-kendine dollenme (selfing) olasiligini
azaltan bir etkendir. Stoehr ve Newton (2002) tarafindan P. contorta tohum bahgesinde
alt1 cpSSR lokusu kullanilarak yapilan ¢aligmada, kendileme sonucu meydana gelen
tohumlarin agikca belirlenebilen sayilar1 goz oniine alinarak kendi-kendine dollenme
(selfing) oran1t %2 olarak bildirilmistir. Kaya vd (2006) tarafindan P. brutia tohum
bahgesinde yapilan calismada kendi-kendine dollenme (selfing) orani %5.3 olarak
saptanmugtir. Jones vd (2008) tarafindan Eucalyptus grandis tohum bahgesinde yapilan
calismada kendi-kendine dollenme (selfing) oranimnin %0 ile %36 arasinda degistigi

(ortalama %14) bildirilmistir.
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Cizelge 4.1 Degisik orman agaci tiirlerine ait populasyonlarda gergek polen kirliligi (kontaminasyonu) orani (m) tahminleri

Tiir Ada Populasyon alam | izolasyon (metre) | Belirtec (lokus sayis1) | m (% ) Yararlamlan kaynak
Dogal Populasyon
Quercus macrocarpa 5ha >100 SSR (4) 62 Dow ve Ashley 1998
Q. robur, Q. petraea 5.8 ha - SSR (6) 65-69 | Streiff vd 1999
Pinus attenuata 0.04 ha >11 Izoenzim (11) 56 Burczyk vd 1996
Pinus densiflora - >100 SSR (3) 31 Lian vd 2001
Pinus flexilis 15 ha >2000 Izoenzim (10) 6.5 Schuster ve Mitton 2000
Pseudotsuga menziesii 2.4 ha - Izoenzim (13) 20-27 | Adams 1992
Tohum Bahcgesi
Quercus robur 4.5 ha >400 SSR (6) 70 Buiteveld vd 2001
Picea abies 13.2 ha - Izoenzim (11) 70 Pakkanen vd 2000
Pinus brutia 11.2 ha >100 Izoenzim (14) 85.7 Kaya vd 2006
Pinus brutia 17.8 ha >170 SSR (6) 39.3 Bu calisma
Pinus contorta 4.4 ha >200 SSR (6) 5.5 Stoehr ve Newton 2002
Pinus koraiensis 1 ha - SSR (13) 25 Feng vd 2010
Pinus pinaster 11.8 ha - SSR (6) 36 Plomion vd 2001
Pinus pinaster 4 ha <2000 SSR (3) 52.4 Fernandes vd 2008
Pinus sylvestris 12.5 ha - Izoenzim (21) 24-40 | Yazdani ve Lindgren 1991
Pinus sylvestris 12.5 ha ve 16 ha - Izoenzim (21) 36 ve 21 |El-Kassaby vd 1989
Pinus sylvestris 13.7 ha >500 SSR (9) 52 Torimaru vd 2009
Pinus taeda 2 ha >122 Izoenzim (7) 36 Friedman ve Adams 1985
Pinus thunbergii 0.5 ha >500 RAPD (28) 2.4 Goto vd 2002
Pseudotsuga menziesii 2 ha - Izoenzim (11) 49 Adams vd 1997
Plantasyon
Picea abies 1 ha >4000 Izoenzim (6) 16 Xie ve Knowles 1994
Picea abies 0.89 ha - Izoenzim (8) 83 Burczyk vd 2004b




5. SONUC

Bu ¢aligmada, Ciglik-Antalya mevkiindeki 16 yasinda bir kizilgam (Pinus brutia
Ten.) klonal tohum bahgesinde polen kirliligi orani, kloroplast belirtecleri (cpSSR)
yardimiyla belirlenmeye calisilmistir. Calismada kullanilan alti cpSSR primerinden,
Pt41093 primeri monomorfik, diger primerler ise polimorfik olarak saptandi. Analiz
edilen bireylerde alt1 lokus icin toplam 23 allel belirlendi. Her bir bireyde calisilan alti
primer icin elde edilen farkli biiytkliikteki allellerin kombinasyonu haplotip olarak
degerlendirildi. Buna gore, calisilan tiim 6rneklerde toplam 36 farkli haplotip gozlendi.
Teorik olarak tohum bahgesindeki klon sayist kadar haplotip kimlik saptanmasi
beklenmektedir. Incelenen alti cpSSR lokusu birlikte ele aliminca tohum bahgesinde
bulunan 30 klonda toplam 12 c¢esit haplotip gozlendi. Calismada belirlenen
haplotiplerden dokuz tanesinin kizilgam tohum bahgesinde ve tohum bahgesi yakininda
yer alan dogal populasyondaki bireylerde ortak olarak bulundugu saptandi. Bu sonug
calisilan tohum bahgesi ile yakininda yer alan dogal populasyonun gen havuzlarinin

kismen benzer oldugunu gostermektedir.

Tohum bahgesindeki 30 klonun genetik kimlikleri incelendiginde her birinin
genotiplerinin birbirinden farkli olmadigi, bazi klonlarin incelenen lokuslar bakimindan
ayni genetik kimlige sahip oldugu belirlendi. Tohum bahgesinden rastlantisal olarak
secilen bes klonun (9282, 9289, 9290, 9294 ve 9295) her birinden 6rneklenen bes ramet
tizerinde yapilan analizlerde bu bes klonun rametlerinin ¢aligilan cpSSR lokuslari
bakimindan genotiplerinin birbiri ile eslesmedigi gézlenmistir. Bu bilgi 1s181nda, tohum
bahgesindeki tiim rametlerin genotipik kimliklerinin belirlenmesini, yanls etiketlenmis
olanlarin ait olduklar1 klona dahil edilmesini veya hi¢bir klona dahil edilemiyorsa
tohum bahgesinden elimine edilmesini, gerekiyorsa tohum bahgesindeki biitlin
rametlerin yeniden dogru klon numarasi ile etiketlenmesini saglayacak caligmalar
planlanmalidir. Aksi takdirde gelecekte yapilacak dol denemeleri, ¢igeklenme, ¢esitli
faktorlere karsi direngli klonlarin belirlenmesi gibi calismalarda hem elde edilen
bulgularin dogruluk derecesi hem de arastirmacilar agisindan bir takim sorunlar ortaya
cikacaktir. Ayrica, tohum bahcelerindeki klonlara ait rametlerin, kurulus agamasinda
veya Oncesinde, yanlis etiketlenmesi polen kirliligi calismalarinda tahmin edilecek

parametrelerin dogrulugunu olumsuz yonde etkilemektedir.
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Tohum bahgesindeki klonlara ve dogal populasyona ait bireyler ¢alisilan lokuslarin
allel frekanslart bakimindan birbirinden istatistiki olarak farkli bulunmustur (P<0.05).
Bu iki populasyon arasindaki farkliligin asil kaynagi ozellikle Pt1254, Pt87268 ve
Pt71936 lokuslaridir. Genetik cesitliligin gostergesi olan Nei’nin (1987) tarafsiz
haplotip ¢esitlilik katsayis1 (H.) dogal populasyonda ve embriyolarda, tohum bahgesi
klonlarindan daha yiiksek ¢ikmustir. Yiiksek haplotipik cesitlilik diizeyi, kizilgamin
diger cam tiirleri gibi yiiksek genetik cesitlilik gosterdigini ortaya koymaktadir.
Basamakli mutasyon modeline gore yapilan molekiiler varyans analizi (AMOVA)
sonucuna gore tohum bahgesi, embriyolar ve dogal populasyonun genetik
cesitliliklerinin biiyiik oranda (%98) populasyon igerisinde oldugu, populasyonlar arasi
cesitliligin diisiik oldugu (%2) gozlendi. Basamakli mutasyon modeline gore haplotipler
arasindaki ortalama genetik uzaklik katsayisi (D) 3.83 olarak bulundu.

Bu calismada yapilan istatistiki analizler sonucunda c¢alisilan toplam 300
embriyodan 87’sinin kontaminant polen ile déllenme sonucu olusan gametler oldugu
belirlendi. Yani, tohum bahgesindeki klonlar tarafindan {iretilen tohumlarin %29 unun,
tohum bahgesindeki bireyler tarafindan {iretilmeyen polenlerle ddllenme sonucu
olustugu belirlendi. Tohum bahgesinde tahmin edilen ger¢ek polen kontaminasyonu (m)
ise  0.393 (%39.3) olarak saptandi. Istenmeyen genetik Ozellikler tasiyan
populasyonlarin gen havuzundan gelen yabanci polenler yiiksek oranda polen kirliligine
ve dolayisiyla bahgeden beklenen genetik kazancin azalmasina neden olmaktadir. Polen
kirliliginin bu diizeyde olmasi sonucunda tohum bahgesi tohumlarindan beklenen
genetik kazangta %20 oraninda bir azalma olacagi belirlenmistir. Elde edilen sonuglara
gore 38 no’lu kizilgam tohum bahgesinin, kizilgamin dogal populasyonlarindan arzu
edilen diizeyde izole edilemedigi sOylenebilir. Calismamiz sonucu bulunan polen
kirliligi (kontaminasyonu) orani tohum bahgesinden elde edilecek tohumlarin genetik
kalitesini olumsuz etkileyebilecek diizeydedir. Bu nedenle, bu ve benzeri tohum
bahgelerinde, tohum bahgesine dogru yabanci polenlerin asir1 gogiinii 6nlemek ve

dolayist ile genetik kazanci arttirmak i¢in bazi 6nlemlerin alinmasi gereklidir.
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Bu tiir sorunlarn azaltmak veya sorunlarin iistesinden gelmek i¢in tohum bahgesi

kurulurken veya var olan tohum bahgelerinde alinmasi gereken Onlemleri sOyle

siralayabiliriz:

1)

2)

3)

4)

Polen kirliliginin (kontaminasyonunun) miimkiin oldugu kadar az olabilecegi ya
da hi¢ olmayacagi, ayn1 zamanda tiiriin yetisme ve saglikli gamet olusturma
kosullarina uygun bolgelerin tohum bahgesi kurulmasi icin belirlenmesi. Tohum
bahgesinin 1000 m uzagina kadar ayni agac tiiri veya yakin akraba tiir

bulunmamasi gerektigi belirtilmektedir (Yahyaoglu ve Atasoy 1983).

Istenmeyen polen kaynaklarindan fiziksel izolasyon zonunun genisletilmesi. Bir
cok Pinus tiirli i¢in halen uygulanan standart 120-150 m’lik izolasyon zonunun
polen kontaminasyonunu azaltmak icin etkili olmadig1 goriilmiistiir (Squillace

1967, Squillace ve Long 1981).

Tohum bahgesinin merkezi alaninin genisletilmesi. Tohum bahgesinde polen
tiretimini arttirmak i¢in daha fazla sayida ramete sahip klonlarla daha genis

alanlarda tohum bahgeleri kurulmalidir.

Tohum bahgesindeki klonlara ait rametler ile tohum bahgesine yakin dogal
populasyonlardaki bireyler arasinda fenolojik olaylar bakimindan zamansal
izolasyon saglanmasi. Ornegin tohum bahgesindeki klonlara ait disi ¢iceklerin
maksimum polen kabul evresi ve tohum bahgesindeki disindaki dogal
populasyonlardaki erkek c¢iceklerin maksimum polen yayma donemi ¢akisma
var ise, tohum bahgesindeki disi ¢gigeklerin polen kabul donemine gegis siiresinin
geciktirilmesi ve gerekirse destekleyici kitle polenlemesi uygulanmasi. Ayrica
tohum bahgesindeki klonlar da disi ve erkek cicek iiretiminde zamansal uyumun
saglanmasi, panmiksis olasilifini artirarak polen kirliliginin azalmasinda ve

dolayistyla genetik kazancin artmasinda etkilidir.

5) Destekleyici kitle polenlemesi (Supplemental Mass Pollination) tekniginin

kullanilmasi. Bu teknikle onceki yillara veya erken polen yayan klonlara ait
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6)

polenlerin yontemine uygun bir sekilde toplanip saklanmasi ve bu polenlerin disi
cigeklerin maksimum polen kabul evresinde tekrar tohum bahgesine yayilmasi
saglanir. Bu teknik sayesinde polen iiretimi sinirli olan geng¢ tohum bahgelerinde
tohum iiretimi artar, genetik kalitesi yliksek polenlerle tozlagmanin saglandigi
bahceden iiretilen tohumlarin genetik kalitesi artar ve ayrica polen kirliligi orani
azalir. Bu teknigin polen kontaminasyonu diizeyini azaltmada etkili oldugu
yapilan ¢aligmalarla kanitlanmistir (El-Kassaby ve Ritland 1986, El-Kassaby vd
1989, Eriksson vd 1995, Stoehr vd 2006). Caron ve Leblanc (1992) tarafindan
Picea mariana tohum bahgesinde polen tuzaklar1 kullanilarak yapilan ¢aligmada
ard arda 3 yil polen kirliligi oram1 %32 ile %83 arasinda bulunmus ve polen
kontaminasyonu seviyesini azaltmak, panmiksis ve tohum verimini arttirmak ve
dolayisiyla genetik kazanci arttirmak i¢in destekleyici kitle polenlemesi

tekniginin kullanilabilecegi onerilmistir.

Tohum bahgesindeki polen iiretimini arttiracak, dolayisiyla tohum
bahgelerindeki polen kirlili§i oranin1 azaltacak ve genetik kazanci arttiracak
tekniklerin uygulanmasi. Tohum bahgelerindeki klonlarin bol miktarda polen
tretimini tesvik etmek i¢in gibberellinler veya gibberellin tiirevi sentetik
maddeler kullanilmasi, gilibreleme, halkalama (bogma), veya diger teknikler
kullanilarak ¢igeklenmenin uyarilmasi saglanir. Tohum bahgesinde bol miktarda
polen iiretilmesi sonucunda disaridan gelen polenlerin oraninin daha az olmasi
ve polen kirliligin azalmasi saglanir. Zamaninda uygulanan bu teknikler
sonucunda, yapraklar1 olusturacak tomurcuklarin c¢igek veren tomurcuga
dontigsmesi tesvik edilmektedir. Eger tohum bahgesi icinde ¢i¢eklenme orami
artarsa tohum bahgesindeki disi ciceklerin yine tohum bahgesi i¢inde iiretilen
polenlerle dollenme olasilig1 da artacaktir (Lowe ve Wheeler 1993). Giin (2010)
tarafindan bu tez calismasinin yiiriitildiigi ayni tohum bahgesinde yapilan
calismada farkli zamanlarda ve konsantrasyonlarda Gibberellin A4/79 karigimi
uygulamasinin disi ve erkek c¢icek Tlretiminde artisa neden oldugunu
bildirilmistir. Ayrica Pinus strobus (Pijut 2002) ve Pseudotsuga menziesii

(Cherry vd 2007) gibi konifer tiirlerinde yapilan diger calismalarda GAy/
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uygulamasinin hem erkek hem de disi ciceklenmede artisa neden oldugu

belirtilmistir.

7) Tohum bahgesinin bulundugu c¢evrenin yeniden diizenlenmesi. Tohum
bahgesinin etrafinda dogal populasyona ait agaglar var ise uzaklastirilmasi veya
yoreye en iyi uyum yapabilen ve hizli gelisen farkl tiirler ile (Pinus pinea,
Eucalyptus sp., Cupressus sp. gibi) tohum bahgesi ¢evresi agaglandirilmasi diger

onemli bir yaklagimdir.

8) Kontrollii tozlagma yonteminin uygulanmasi. Genellikle belirli genotipler
arasinda ¢aprazlama yapmak icin kullanilan bir tekniktir. Fakat polen kirliliginin
Onlenmesi amaciyla da sik olarak kullanilmaktadir. Kontrollii tozlagma teknigi
polenin disi ¢icege suni olarak verilmesi ve dolayisiyla ana ve baba ebeveynin

her ikisinin de belli olmasini saglayan bir tekniktir (Urgeng 1982).

9) Polen kirliligi sonucu genetik kazangtaki azalmay1 hafifletmek i¢in en son ¢are
olarak basvurulabilecek alternatif bir yaklasim da tohum bahgesinin, klonlarin
secildigi ana populasyonun genetik kalitesinden daha zayif olmayan ve benzer

uyum degeri olan populasyonlarin oldugu bir yere kurulmasi.

Yukarida bahsedilen polen kirliligini azaltmaya veya ortadan kaldirmaya yardimci
onerilerden bir kagi, bu ¢alismaya konu olan 38 no’lu P. brutia tohum bahgesinde
uygulanabilir niteliktedir. Bu Oneriler uygulanabilirlik bakimindan en ekonomik

olanindan baslayarak soyle siralanabilir:

1) Tohum bahgesinin bulundugu c¢evrenin yeniden diizenlenmesi. Tohum
bahgesinin etrafinda dogal kizilcam populasyonuna ait tek tek yer alan agaclar
bulunmaktadir. Dogal populasyona ait bu agaglar tedrici olarak uzaklastirilip, o
alan ve tohum bahgesinin etrafi oncelikle o yoreye en iyi uyum yapabilen ve
hizli gelisen farkl bir tiir ile (6rnegin Pinus pinea, Eucalyptus sp., Cupressus sp.
ve bunun gibi tiirler) agacglandirilabilir. Eger yoreye 1yl uyum yapan baska bir tiir

bulunamazsa o zaman bu alan tohum bahgesinden elde edilen tohumlarla
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agaclandirilabilir. Boylece yeni dikilen agaglar tohum bahgesi ile benzer gen
havuzundan oldugu i¢in, genetik olarak arzu edilmeyen polen kaynaklar1 biiytik

oranda elimine edilmis olacaktir.

2) Tohum bahgesine Destekleyici Kitle Polenlemesi (Supplemental Mass
Pollination) uygulanmasi. Tohum bahgesine ait polenler, 6nceki yillardan veya
erken polen yayan klonlardan yontemine uygun bir sekilde toplanip saklanmasi
ve bu polenlerin disi ¢igeklerin maksimum polen kabul evresinde tekrar tohum

bahgesine yayilmasi saglanabilir.

3) Tohum bahgesine polen iiretimini arttiracak tekniklerin uygulanmasi. Ayrica,
tohum bahgesindeki erkek ve disi cigeklerin sayisini arttiracak tekniklerin
kullanilmast yerinde olacaktir. Ciinkii tohum bahgesindeki erkek ve disi
cigeklerin sayisinin artmasi her zaman arzu edilen bir durumdur. Boylece disi
ciceklerin sayisindaki artmaya paralel olarak tohum bahgesinden elde edilecek
tohum miktar1 artacak, erkek c¢igeklerin sayisinin (dolayisi ile polenlerin)
artmasiyla tohum bahgesindeki disi ¢igeklerin yine tohum bahgesinde iiretilen

polenlerle dollenme olasilig1 artacaktir.

4) Tohum bahgesindeki bireyler 1ile tohum bahgesine yakin dogal
populasyonlardaki bireyler arasinda fenolojik olaylar bakimindan zamansal

izolasyon saglanmasi.

5) Tohum bahgesinde, miimkiin oldugu o6l¢iide cok sayida bireyler iizerinde

kontrollii tozlagsma yapilmasi.

Yukaridaki birinci 6neri gergeklesir ise, diger Onerileri uygulamaya biiyiik oranda
gerek kalmayabilir. Cilinkii disaridan gelen, goriiniirdeki yabanci polen kaynagi ortadan
kalkmis olacaktir. Bununla birlikte ad1 gegen dogal populasyona ait bireyler ortadan
kalktiktan sonra, tohum bahgesine gelen yabanci kaynakli polenlerin ne kadar azaldigini

anlamak i¢in ayr1 bir arastirma konusu Onerilebilir.
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Antalya’da bu ¢alismaya konu olan tohum bahgesinden bagka, kizilgam tiirline ait
11 tohum bahgesi daha bulunmaktadir. Daha 6nce Kaya vd (2006) tarafindan 27 no’lu
Asar kizilgam tohum bahgesinde polen kirliligi (kontaminasyonu) orani belirlenmistir.
Antalya bulunan diger 10 tohum bahgesinin her birinde de polen kirliligi oraninin
belirlenmesi ve tolerans simnirlari iistiinde yabanci polen karigimi gozlenmesi halinde

buna kars1 gerekli Onlemlerin alinmasi tohum bahgelerinin islevi agisindan 6nem

tasimaktadir.
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* Tohum bahgesi no’lart Orman Agaclar1 ve Tohumlari Islah Arastirma Miidiirliigii’'nce verilen Ulusal Kayit No’laridir.

Not

Calismada orneklenen her bir klon, ayr1 renklerle gosterilmistir.



EK-1’den devam

Sl 2|3 a5 | e | 7| 8| 9 |10|n|12|13]1w|15] 1|1

1
2
3
4
5 9270 | 9271
6 9272 | 9273 | 9274 | 9275 | 9276 | 9277 9279
7 9275 9277 | 9278 | 9279 | 9280 | 9281 | 9282 9284
8 9277 | 9278 | 9279 | 9280 | 9281 | 9282 | 9283 | 9284 9286 | 9287 | 9288 | 9289
9 9281 | 9282 | 9283 | 9284 | 9285 9288 | 9289 9291 | 9292 9294
10 9286 | 9287 | 9288 9291 | 9292 | 9293 | 9294 | 9295 | 9266 9268
11 9291 | 9292 | 9293 | (9294 | 9295 9267 | 9268 | 9269 | 9270 | 9271 | 9272 | 9273 | 9274
12 9266 | 9267 | 9268 | 9269 | 9270 | 9271 | 9272 | 9273 9275 9277 9279
13 9271 | 9272 | 9273 | 9274 | 9275 | 9276 | 9277 | 9278 | 9279 9281 | 9282 | 9283 | 9284
14 9275 | 9276 | 9277 | 9278 | 9279 | 9280 | 9281 | 9282 | 9283 9285 9287 | 9288 | 9289
15 9280 | 9281 | 9282 9284 | 9285 | 9286 | 9287 | 9288 9291 | 9292 | 9293 | 9294
16 9285 | 9286 | 9287 | 9288 | 9289 9292 9294 | 9295 | 9266 | 9267 | 9268 | 9269
17 9290 | 9291 | 9292 | 9293 | 9294 | 9295 9267 | 9268 9270 | 9271 | 9272 | 9273 | 9274
18 9294 | 9295 | 9266 | 9267 | 9268 | 9269 | 9270 | 9271 | 9272 | 9273 | 9274 | 9275 | 9276 | 9277 | 9278
19 9269 | 9270 | 9271 9273 | 9274 9276 | 9277 | 9278 9280 | 9281 | 9282
20 | 9273 9275 | 9276 | 9277 9279 9281 | 9282 | 9283 | 9284 9288 | 9289
21 | 9278 | 9279 9281 | 9282 | 9283 | 9284 | 9285 9288 9290 | 9291 | 9292 | 9293 | 9294
22 9284 | 9285 | 9286 | 9287 | 9288 9292 | 9293 | 9294 | 9295 | 9266 9268 | 9269
23 9290 9293 | 9294 | 9295 9267 | 9268 | 9269 | 9270 | 9271 | 9272 | 9273
24 9294 | 9295 9271 | 9272 | 9273 | 9274 | 9275 | 9276 9278 | 9279
25 9271 | 9272 | 9273 | 9274 | 9275 | 9276 | 9277 | 9278 | 9279 | 9280 | 9281 | 9282 | 9283 | 9284
26 9281 | 9282 | 9283 | 9284 9287 | 9288 | 9289 9291 | 9292 | 9293 | 9294
27 9292 | 9293 9295 | 9266 | 9267 | 9268 | 9269 - 9272 | 9273 | 9274
28 9294 | 9295 9267 | 9268 9270 | 9271 | 9272 | 9273 | 9274 | 9275 | 9276 | 9277 | 9278 | 9279
29 9270 | 9271 | 9272 | 9273 | 9274 | 9275 | 9276 | 9277 | 9278 | 9279 | 9280 | 9281 | 9282 | 9283 | 9284
30 9275 | 9276 9279 | 9280 | 9281 | 9282 | 9283 | 9284 | 9285 9287 | 9288 | 9289
31 9280 | 9281 | 9282 | 9283 | 9284 | 9285 9287 | 9288 | 9289 9292 | 9293 | 9294
32 9286 9288 | 9289 | 9290 | 9291 | 9292 9295 | 9266 | 9267 | 9268 | 9269
33 9292 9268 | 9269 | 9270 | 9271 | 9272 | 9273
34 9271 9273 | 9274 | 9275 | 9276 9278 | 9279
35 9272 | 9273 | 9274 | 9275 | 9276 | 9277 | 9278 | 9279 | 9280 | 9281 | 9282 | 9283 | 9284
36 9279 | 9280 | 9281 9283 | 9284 | 9285 9287 | 9288 | 9289
37 9288 | 9289 9291 | 9292 | 9293 | 9294
38
39
40
41
42

Not: Calismada 6rneklenen her bir klon, ayr1 renklerle gosterilmistir. Devamui arkada
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EK-1’den devam

18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35

9295 9269
9293 9270 9274
9267 | 9268 | 9269 | 9270 - 9273 9278 | 9279
9272 | 9273 | 9274 | 9275 | 9276 | 9277 | 9278 | 9279 9281 | 9282 9284

9276 9278 | 9279 | 9280 | 9281 | 9282 | 9283 | 9284 | 9285
9280 | 9281 | 9282 9284 | 9285 | 9286 | 9287 | 9288 | 9289 9292 9294
9285 | 9286 | 9287 | 9288 | 9289 | 9290 | 9291 | 9292 | 9293 | 9294 | 9295 9267 | 9268 | 9269

9291 | 9292 | 9293 | 9294 | 9295 | 9266 | 9267 | 9268 | 9269 | 9270 | 9271 | 9272 | 9273 | 9274
- 9266 | 9267 | 9268 | 9269 | 9270 | 9271 | 9272 | 9273 | 9274 | 9275 | 9276 | 9277 | 9278 | 9279
9271 | 9272 | 9273 | 9274 | 9275 | 9276 | 9277 | 9278 | 9279 | 9280 | 9281 | 9282 | 9283 | 9284

9275 | 9276 | 9277 | 9278 | 9279 | 9280 | 9281 | 9282 | 9283 | 9284 | 9285 [ 9286 | 9287 9289

9280 | 9281 | 9282 | 9283 9285 9287 | 9288 9290|

9285 | 9286 | 9287 | 9288 9293 9295 | 9266 | 9267 | 9268 | 9269 9271

9290 9292 9269 | 9270 | 9271 | 9272 | 9273 | 9274 | 9275

9266 9271 9273 | 9274 | 9275 | 9276 | 9277 | 9278 | 9279 | 9280 | 9281 | 9282

9270 | 9271 | 9272 9274 | 9275 | 9276 | 9277 9279 | 9280 | 9281 | 9282 | 9283 | 9284 | 9285 | 9286

9275 | 9276 9279 | 9280 | 9281 | 9282 | 9283 | 9284 | 9285 | 9286 | 9287 9290 | 9291 | 9292

9280 | 9281 9283 | 9284 | 9285 | 9286 | 9287 | 9288 9290 | 9291 | 9292 | 9293 | 9294 9266 | 9267

9287 | 9288 | 9289 9291 | 9292 | 9293 | 9294 | 9295 | 9266 | 9267 | 9268 | 9269 | 9270 | 9271 | 9272

9290 | 9291 | 9292 | 9293 | 9294 | 9295 | 9266 | 9267 | 9268 9270 | 9271 | 9272 | 9273 | 9274 | 9275 | 9276

9295 | 9266 | 9267 | 9268 | 9269 | 9270 9273 | 9274 | 9275 | 9276 | 9277 | 9278 | 9279 | 9280 | 9281

9270 9272 | 9273 | 9274 | 9275 | 9276 | 9277 | 9278 | 9279 | 9280 9282 | 9283 | 9284 | 9285 | 9286

9275 | 9276 9278 9280 9282 | 9283 | 9284 9286 | 9287 | 9288 | 9289 | 9290 | 9291 | 9292

9282 9284 | 9285 | 9286 | 9287 | 9288 eyiitM 9290 | 9291 9293 | 9294 | 9295 | 9266 | 9267

9287 9290 | 9291 | 9292 | 9293 9266 9269 | 9270 | 9271

9295 | 9266 9269 | 9270 | 9271 | 9272 9275 | 9276 | 9277 | 9278 | 9279 | 9280 | 9281 | 9282

9275 | 9276 | 9277 | 9278 | 9279 | 9280 | 9281 | 9282 | 9283 | 9284 | 9285 | 9286 | 9287 | 9288 | 9289 | 9290 | 9291 | 9292
9280 | 9281 | 9282 9284 | 9285 | 9286 | 9287 | 9288 | 9289 | 9290 | 9291 | 9292 - 9266 | 9267
9288 | 9289 | 9290 9292 | 9293 | 9294 | 9295 | 9266 9268 | 9269 | 9270 | 9271

9290 | 9291 | 9292 | 9293 | 9294 | 9295 | 9266 | 9267 9269 | 9270 | 9271 | 9272 | 9273 | 9274 | 9275 | 9276 | 9277

9295 | 9266 | 9267 | 9268 | 9269 | 9270 | 9271 | 9272 - 9274 | 9275 9278 | 9279 | 9280 | 9281 | 9282

9270 | 9271 | 9272 | 9273 | 9274 | 9275 9277 | 9278 | 9279 | 9280 | 9281 | 9282 | 9283 9285 | 9286 | 9287

9275 | 9276 | 9277 | 9278 | 9279 9281 | 9282 9284 | 9285 9288 | 9289 | 9290

9280 9282 | 9283 | 9284 9286 | 9287 | 9288 | 9289 9292 9294 | 9295

9285 | 9286 | 9287 | 9288 | 9289 | 9290 9292 | 9293 | 9294 | 9295 | 9266 | 9267 9272

9290 9292 | 9293 | 9294 | 9295 | 9266 | 9267 | 9268 | 9269 | 9270 | 9271 | 9272 | 9273 | 9274 | 9275 | 9276 | 9277

9295 | 9266 | 9267 | 9268 | 9269 | 9270 | 9271 | 9272 | 9273 | 9274 | 9275 | 9276 | 9277 9279 9281 | 9282

9271 | 9272 9274 | 9275 | 9276 | 9277 | 9278 | 9279 | 9280 | 9281 | 9282 9284 | 9285 | 9286 | 9287

9280 | 9281 | 9282 9285 9288 | 9289 | 9290 | 9291 | 9292

9290 | 9291 | 9292 | 9293 9266 | 9267

9269 9272

Devami arkada
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EK-1’den devam

36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50 51 52 53
9269 | 9270 9272 | 9273 | 9274 | 9275 | 9276 | 9277
9275 | 9276 | 9277 | 9278 | 9279 9282 | 9278 | 9272 | 9276
9278 9280 | 9281 | 9282 | 9283 9285 9288 | gpg9 | 9274 | 9291 | 9271 | 9280 | 9288 | 9295
9283 | 9284 | 9285 | 9286 | 9287 | 9288 9290 9292 | 9293 | 9294 | 9295 | 9266 | 9272 | 9282 | 9284 | 9291
9288 | 9289 9292 9294 | 9295 9267 9270 | 9267 | 9273 | 9283 | 9293 | gygg
9294 | 9295 | 9266 9268 | 9269 | 9270 | 9271 | 9272 9276 | 9292 | 9293 | 9274 | 9285
9269 | 9270 9272 | 9273 | 9274 9276 9291 | 9281 | 9275 | 9288 | 9295 | 9292
9274 9276 | 9277 | 9278 | 9279 | 9280 | 9281 | 9282 | 9274 9268 | 9278 | 9277 9276 | 9294
9278 9283 | 9284 | 9285 9288 | 9283 | 9279 | 9270 | 9269 | 9287
9285 | 9286 | 9287 | 9288 9290 | 9291 | 9292 | 9293 | 9294 | 9275 | 9276 | 9266 | 9271 | 9289 | 9286
9288 | 9289 | 9290 | 9291 | 9292 9294 9266 | 9267 | 9284 - 9269 | 9280 9272 | 9292
9293 | 9294 | 9295 | 9266 9268 | 9269 | 9270 9272 | 9273 9281 9273 | 9290 | 9285
9269 | 9270 | 9271 | 9272 | 9273 | 9274 | 9275 9291 | 9277 | 9274 | 9283
9276 | 9277 | 9278 | 9279 | 9280 | 9281 9283 | 9284 | 9270 | 9271 | 9278 | 9285 | 9275 | 9287
9283 9285 | 9286 9288 9290 9285 | 9288 | 9275 | 9276 | 9285 | 9278 | 9289 | 9280
- 9294 9267 | 9268 | 9269 | 9270 9272 | 9273 | 9274 | 9295 | 9269 | 9286 | 9282 | 9272 | 9284
9270 | 9271 | 9272 | 9273 | 9274 9278 | 9279 | 9289 | 9266 | 9287 | 9267 9293
9276 9278 | 9279 9282 | 9283 9285 | 9284 | 9288 | 9268 | 9270 | 9281
9278 9280 | 9281 9285 | 9286 | 9287 | 9288 | 9294 | 9271 | 9273 | 9291 | 9277 | 9295 | 9271
9283 | 9284 9287 | 9288 | 9289 | 9290 9292 | 9268 | 9269 | 9280 | 9278 | 9293 | 9279 | 9294 | 9289
9288 9292 | 9293 | 9294 | 9295 9267 | 9293 9275 | 9274 | 9286 | 9267 | 9276 | 9269
9293 9295 | 9266 | 9267 | 9268 | 9269 | 9270 | 9271 | 9272 | 9284 | 9270 | 9276 | 9294 | 9285 | 9282 | 9290 | 9292
9269 | 9270 | 9271 | 9272 | 9273 | 9274 | 9275 | 9276 9278 9268 | 9269 | 9284 | 9280 | 9287 | 9295
9273 | 9274 - 9276 9278 | 9279 | 9280 9282 9267 | 9271 | 9273 | 9266 | 9291 | gygg | 9270
9279 9282 | 9283
9283 | 9284 | 9285 9288
9288 | 9289 9293
9293 | 9294 | 9295 | 9266
9268 | 9269 | 9270
9273 | 9274 | 9275
9278 | 9279

Devami arkada
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EK-1’den devam

54 | 55 | 56 | 57 | 58 | 59 | 60 | 61 | 62 | 63 | 64 | 65 | 66 | 67 | 68 | 69
9286 | 9275 | 9282 | 9288 9282
9283 | 9290 | 9292 ﬂ
9278 | 9287 | 9281 | 9277 9280
9271 | 9272 | gpg9 | 9275
9273 | 9274 | 9282 9289
9276 | 9279 | 9290 9283
9284 9280 | 9269 9287
9289 | 9295 9290 | 9294
9288 | 9279 | 9285 | 9294 | 9276
9275 | 9274 | 9277 | 9290 9289
9272 | 9291 | 9280 9293 9272
9269 | gpg9 | 9288 | 9286 9293
9287 | gp80 9278 | 9292 | 9270 | 9295
9282 9290 | 9283 | 9293 9280 | 9290 | 9271 | 9283 | 9282 9271
9283 | 9288 | 9295 | 9287 | 9278 | 9291 9276 | 9294 - 9284 9290
9281 | 9284 | 9271 | 9289 | 9283 9286 | 9288 | 9295 | 9285 | 9293 | 9291 9291
9291 | 9282 | 9293 | 9285 | 9294 | 9281 9289 | 9277 | 9287 | 9274 | 9292 9284 | 9292
9290 | 9275 9266 | 9287 9272 | 9283 | 9280 | 9290 | 9288 9290 | 9283
9269 9276 | 9288 | 9275 | 9292 | 9270 | 9284 | 9269 | 9275 9289
9277 | 9283 | 9270 | 9284 | 9282 | 9279 | 9290 | 9278 | 9294 | 9268 | 9285 | 9289 9287
9278 | gpgo | 9274 | 9277 | 9283 | 9291 | 9271 | 9295 | 9282 | 9293 | 9291 | 9290 9276
9276 9292 | 9281 | 9294 | 9286 | 9285 | 9289 | 9276 | 9283 | 9281 | 9280 | 9295 9294
9282 | 9288 | 9290 | 9271 | 9293 | 9269 | 9292 9287 | 9275 | 9294 | 9292 | 9288 9269
9295 | 9273 | 9285 | 9287 | 9276 | 9295 | 9280 9270 | 9290 | 9284 | 9273
9269 | 9277 | 9283 | 9289 | 9268 | 9284 | 9282 | 9293 9295 | 9278
9279 | 9294 | 9275 | 9270 | 9291 | 9278 | 9294 | 9277 | 9283 | 9285 | 9291 | 9286 | 9293 9274
9292 | 9266 | 9288 | 9293 | 9286 | 9292 9280 | 9266 | 9281 | 9271 | 9294 9290
9287 | 9282 | 9290 | 9285 | 9295 9287 | 9275 | 9269 | 9292 | 9288 | 9276 | 9290 9282
9283 | 9280 | 9277 | 9269 | 9276 | 9283 | 9279 | 9280 | 9284 | 9270 | 9274 | 9295 | 9277 9289
9284 | 9291 | 9278 | 9289 | 9267 | 9281 | 9288 | 9293 | 9286 | 9282 | 9283 | 9287 | 9275 9286
9274 | 9293 9270 | 9294 | 9282 | 9271 | 9291 989 | 9285 9283
9285 | 9288 9275 9290 | 9287 | 9294 | 9276
9294 | 9283 | 9290 | 9277 | 9295 | 9289 | 9285 | 9283 | 9272 | 9295 9295

Devami arkada
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EK-1’den devam

70 | 70| 72 | 73| 74 | 75 | 76 | 77 | 78 | 79 | 80 | 81 | 8 | 83 | 84 | 8 | 8 | 87
9289
9284
9295 | 9281
9292 | 9294
9282 9287
9290 | 9270 | 9284
9293 | 9277
9295 9283 | 9269
9292 | 9266 | 9281 | 9294
9282 | 9288 | 9287 | 9275
9290 | 9286 | 9284 | 9276
9270 | 9295 9291
9269 | 9294 | 9268 | 9290 | 9280
9289 | 9277 | 9292 | 9279 | 9288 | 9282
9275 | 9287 | 9278 | 9281 | 9295 | 9286
9295 | 9282 | 9293 | 9266 | 9283 | 9287 | 9270
9294 | 9280 | 9284 | 9285 | 9276 | 9290 | 9274 | 9269 | 9295 | 9287 | 9290 | 9276 | 9289 | 9279 | 9287 | 9294 | 9295 | 9271
9273 | 9288 | 9271 | 9289 | 9291 | 9275 | 9288 | 9294 | 9271 | 9291 9293 | 9269 | 9283 | 9290 9289 | 9288
9281 | 9290 | 9270 | 9269 | 9272 9286 | 9277 | 9283 | 9292 | 9280 9291 | 9286 | 9293 | 9275 | 9285
9293 | 9286 | 9292 | 9277 | 9295 9293 | 9285 | 9289 | 9272 | 9270 | 9294 | 9285 | 9288 | 9292 9282 | 9287
9295 | 9285 9294 9279 | 9292 | 9266 9282 9287 | 9278 | 9277 | 9284 | 9295 | 9274
9291 | 9284 - 9268 | 9288 | 9290 | 9278 | 9269 | 9295 | 9276 | 9290 | 9268 | 9281 | 9289 9294 9281
9290 | 9282 | 9275 | 9289 | 9281 | 9273 | 9291 | 9274 | 9288 | 9271 | 9293 | 9291 | 9279 | 9283 | 9271 | 9290 | 9291 | 9267
9293 | 9270 | 9269 | 9276 | 9284 9294 | 9270 | 9289 9266 | 9293 | 9270 | 9292 | 9283
9202 | 9280 | 9287 | 9266 | 9295 | 9272 9283 | 9285 | 9292 | 9294 | 9282 | 9287 | 9276 | 9288 | 9278 | 9295
9288 | 9294 | 9271 | 9283 | 9285 | 9282 | 9290 | 9287 | 9277 | 9269 | 9278 | 9290 | 9272 | 9284 | 9289 | 9275 | 9294 | 9273
9276 | 9281 | 9277 | 9291 | 9278 | 9292 | 9268 | 9281 9280 | 9283 | 9281 | 9285 | 9269 | 9290 | 9291
9284 | 9285 | 9293 | 9286 9270 | 9294 | 9279 | 9284 | 9276 - 9270 | 9295 | 9267 | 9292 | 9286 | 9293
9270 - 9275 9280 | 9269 | 9288 | 9283 | 9286 | 9282 9271 | 9294 | 9277 | 9288 | 9276 | 9283 | 9279
9294 | 9266 | 9288 | 9273 | 9284 | 9274 9266 | 9290 | 9275 | 9269 | 9292 | 9274 | 9287 9289 | 9282 | 9294
9291 | 9269 | 9292 | 9282 | 9281 | 9295 | 9277 | 9292 | 9287 - 9295 | 9281 | 9284
9277 9285 | 9294 | 9272 | gpgq | 9271 [ 9291 | 9294
9289 | 9279 | 9283 | 9290
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EK-1’den devam

88 89 90 91 92 93 94 95 96 97 98 99 100 | 101 | 102 | 103 | 104 | 105

9290 | 9284 | gpgg | 9292 | 9275 | 9294 | 9278 | 9289 | 9280 | 9290 | 9276 | 9295 | 9269 | 9287

9281 | 9293 | 9273 | 9287 | 9269 | 9290 | 9281 | 9295 9282 | 9294 | 9279 | 9283 | 9293 | 9272 | 9295 | 9273 | 9292

0283 [Reyadloml 9295 | 9282 | 9283 | 9266 | 9284 | 9292 | 9273 | 9293 | 9271 | 9284 | 9292 | 9280 | 9291 | 9270 | 9284 | 9294

9276 | 9294 | 9291 | 9288 | 9280 | 9293 | 9270 | 9291 | 9283 | 9277 | 9289 | 9281 | 9266 | 9288 | 9286 | 9289 | 9279 | 9287

9269 | 9279 | 9292 | 9272 | 9285 | 9276 | 9289 | 9286 | 9288 | 9267 | 9285 | 9274 | 9295 | 9282 | 9276 | 9269 | 9285 | 9268

9289 | 9284 | 9290 | 9277 | 9287 | 9278 | 9294 | 9269 | 9275 | 9290 | 9287 9268 9290 | 9273 | 9293 | 9295

9293 [ 9271 | 9270 | 9295 | 9267 | 9281 | 9274 | 9282 | 9295 | 9279 | 9292 | 9278 | 9283 | 9271 | 9294 | 9281 | 9275 | 9292

0282 | 9287 | 9294 | 9291 | 9275 | 9290 | 9284 | 9283 | 9272 | 9293 | 9273 | 9284 | 9289 | 9291 | 9288 | 9267 | 9283 | 9270

9285 | 9272 | 9269 | 9286 | 9293 | 9279 | 9292 | 9280 | 9291 | 9276 | 9294 | 9281 | 9282 | 9266 | 9287 | 9284 | 9278 | 9289

9284 | 9289 | 9276 | 9283 | 9266 | 9287 | 9285 | 9289 | 9268 | 9288 | 9286 | 9295 | 9280 | 9293 | 9269 | 9276 | 9290 | 9291

9277 | 9288 | 9290 | 9280 - 9278 9277 | 9290 | 9270 | 9287 | 9267 | 9292 | 9285 9295 | 9281 | 9279

- 9268 | 9292 | 9294 | 9282 | 9284 | 9271 | 9281 9275 | 9269 | 9289 | 9277 | 9283 | 9294 | 9288 9293

9281 | 9295 | 9270 | 9291 | 9274 | 9288 | 9283 | 9294 | 9282 | 9292 | 9291 | 9278 | 9290 | 9274 | 9284 [WeyiicM 9292 | 9283

9290 | 9275 | 9289 | 9285 | 9293 | 9290 | 9279 | 9289 | 9295 | 9290 | 9294 | 9293 | 9292 | 9282 | 9291 | 9290 | 9295 | 9284

Devami arkada
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EK-1’den devam

106 107 108 109 110 111 112 113 114 115 116 117
9281 | 9291

9266 | 9288 | 9293 | 9277 | 9283 | 9273 | 9281 | 9275

9280 | 9276 | 9269 | 9274 | 9287 | 9288 | 9286 | 9290 | 9277

9289 | 9275 | 9295 | 9270 | 9285 | 9266 | 9284 | 9272 | 9295

9282 | 9272 | 9284 | 9292 | 9279 | 9289 | 9294 | 9276 | 9292 | 9270

9286 | 9294 | 9281 | 9273 | 9291 | 9282 | 9293 | 9281 | 9280 | 9287 | 9266
9287 | 9266 | 9276 | 9269 | 9290 | 9287 | 9278 | 9283 | 9291 | 9290 | 9288 | 9295
9280 | 9277 | 9293 | 9271 | 9285 | 9288 | 9295 | 9269 | 9279 | 9293 | 9294 | 9285
9274 | 9288 | 9267 | 9283 9294 | 9277 | 9284 | 9289 | 9292 | 9283 | 9286
9294 | 9282 | 9295 | 9281 9290 | 9282 | 9278 | 9281

9266 | 9284 | 9290 | 9275 | 9289 | 9272 | 9283 | 9276

9280 | 9291 | 9278 | 9293 | 9282 | 9295 | 9281

9289 | 9294 9287
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EK-2: Kullamlan cozeltilerin icerigi ve hazirlamslar

1. OZUTLEME TAMPONU

Oziitleme tamponu 20X Son Konsantrasyon

1 M Tris-HCI pH=8 2 ml 100 mM Tris- HCl pH=8
0.5 M EDTA pH=8 2 ml 50 mM EDTA pH=8

5 M NaC(Cl 2 ml 500 mM NacCl

14.3 M 2-merkaptoetanol 14 ul 10 mM 2-merkaptoetanol
dH,O 14 ml -

2. 1M Tris-HCI pH=8
Trizma baz 21211 gr
dH,O : 100 ml
HCl ile pH=8e ayarlanir. + 4 °C’de saklanur.

3. 0.5M EDTA pH=8

EDTA :18.622 gr
dH,O : 100 ml
NaOH ile pH=8’e ayarlanir. + 4 °C’de saklanir.
4. 5M NaCl
NacCl :29.22 gr
dH,O : 100 ml i¢ginde ¢oziiliir. + 4 °C’de saklanur.
5. %10 SDS
SDS : 10 gr
dH,0 : 100 ml i¢inde ¢oziiliir. Oda sicakliginda saklanir.

6. 5 M Potasyum Asetat (KAc)

KAc :49.075 gr
dH,O : 100 ml i¢inde ¢oziiliir. -20 °C’de saklanir.
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7. 50 mM Tris/10 mM EDTA cozeltisi

50mM Tris/10 mM EDTA | 10X 15X 20X
1 M Tris-HCI pH=8 50ul | 75ul | 100 pl
0.5 M EDTA pH=8 20ul  |30pl |40pl
dH,0 930 ul | 1395 ul | 1860 pl

8. 3 M Sodyum Asetat (NaAc)

NaAc
dH,O

: 24.609 gr

: 100 ml iginde ¢oziiliir. + 4 °C’de saklanir.

9. SAKLAMA TAMPONU

Saklama Tamponu 20X 25X
dH,O 2 ml 2.5ml
RNaz 10 mg/ml Sul 6.25 ul

10. Tris-Borat-EDTA (TBE) (10X)

Trizma baz
Borik asit

: 108.0 gr
: 55.0 gr

EDTA (0.5 M, pH: 8): 40.0 ml veya 9.3 gr EDTA
. 1 litre iginde ¢Oziiliir ve + 4 °C’de stoklanir.

dH,O

11. Agaroz jel (%1’°lik)

Boyut Ornek sayis1 | Agaroz (gr) 1X TBE (ml)
Kiigiik 16 0.5 50
Orta 20 1.3 130

12. Agaroz jel (%2’lik)
Boyut Ornek sayis1 | Agaroz (gr) 1X TBE (ml)
Kiigiik 16 1.0 50
Orta 20 2.6 130
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EK-3: TANIMLAMALAR

Allel: Bir genin degisik formlar1 veya belli bir lokusta yer alan degisik niikleotit dizileri.

Anasal (Maternal) kahitim: Belirli karakter veya 6zelliklerin yavrulara anne tarafindan
aktarilmas1 (Orn: Mitokondri DNA’lar;, yumurta yolu ile anneden yavru bireylere

aktarilr).

Babasal (Paternal) kalitim: Belirli karakter veya 6zelliklerin yavrulara baba tarafindan
aktarilmas1 (Orn: Koniferlerde Kloroplast DNA’lar1, polen yolu ile babadan yavru

bireylere aktarilir).

D6l denemeleri: Yavru bireylerin basarisini karsilastirarak, anne-baba bireylerin
hangisinin istenilen 6zelliklere sahip oldugunun, 6zel deneme desenleri kurarak test
edilmesidir. Yetisme ortaminin sagladigi istiinliiklerle, iyi genlerden kaynaklanan
kalitsal {istlinliikleri ayirt etmek iizere c¢ok sayida dol, kontrollii sartlarda

karsilastirilarak daha giivenli sonuglar elde edilir.
Elit agac: DOl denemeleri yapilarak, biiylime hizi, govde, dallanma ve biiyiime
sekilleri, tali {riin verimi, hastaliklara dayaniklilik gibi karakterler bakimindan

genotipik olarak iistiinliikleri kanitlanmis agaglardir.

Elit aga¢c tohum bahcesi: DSl denemeleri sonucunda genotipik olarak iistiinliikleri

kanitlanmis agaglardan (elit agaclardan) kurulan tohum bahgesidir.

Epistasi: Bir karakterin ortaya ¢ikmasindan sorumlu olan farkli genler arasinda goriilen

baskilayici etkiler durumudur.

Fenotipik seleksiyon (secilim): Dis goriiniis Ozelliklerine dayanilarak istenilen

karakterler bakimindan arzu edilen 6zellikte bireylerin (veya agaclarin) segilmesi.
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Gen havuzu: Bir populasyondaki fertlerin tasidig biitiin genlerin (kalitsal materyalin)
hepsinin birden ortaya konulmasiyla ve karistirilmasiyla olustugu varsayilan teorik bir

kavramdir.

Genetik kontaminasyon (kirlilik): Bir populasyonun gen havuzuna istenmeyen

genlerin katilmasi ve o gen havuzunun yapisini degistirmesidir.

Genetik siiriiklenme: Bir populasyonda iki ya da daha cok allel veya genotipin

sikliklarinda meydana gelen rastgele degisimler.

Genotip: Agacin lireme hiicreleri ya da vejetatif liretme ile nesilden nesile normal

olarak degismeden gecen ve fenotipin ortaya ¢ikmasinda etkili olan kalitsal yapidir.

Haplotip: Rekombine olmayan kloroplast genomundaki her bir allelin kombinasyonu

sonucu olusan yapi.

Izoenzim: Bir enzimin ayni katalitik aktiviteye sahip farkli formlari.

Klon: Belirli bir anag bireyden (ortetten) as1 ya da ¢elik yoluyla iiretilen ve ayni genotip

yapiya sahip olan fertlerin ait oldugu tiim gruptur.

Konal tohum bahgesi: Celik, as1 kalemi vb. vejetatif materyalle iiretilen fidanlarla

kurulan tohum bahgeleridir.
Mescere: Agac yasi, agac tlirli, agac tiirii kompozisyonu, biiylime ve kurulus sekli,
bunlarin hepsi veya bir kismui ile kendisini ¢evresinden acik olarak ayiran ve en az bir

hektar biiyiikliiglinde olan orman pargasidir.

Mikrosatellit: Mikrosatellitler 1-6 niikleotidden olusan tekrarli DNA dizileridir ve

genomda homojen olarak dagilmiglardir.
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Monomorfik lokus: Bir populasyondaki tiim bireylerin bir lokustaki allel ve/veya

alleller bakimindan ayn1 genotipe sahip olma durumu.

Notr belirte¢: Dogal seleksiyonun etkisinin goriilmedigi genetik belirtegtir.

Null allel: Aktiviteye sahip olmayan alleldir.

Ortet (dondr agac¢): Kendisinden as1 kalemi ya da celik gibi vejetatif {ireyebilir
materyalin alindig1 birey ya da agactir.

Panmiktik denge (Panmictic equilibrium): Bir populasyonda genlerin bir araya
gelmesi, yani eslesmesi tercihli olmayip, rastgele olur. Bu rastgele eslesmenin yarattigi

dengeye Panmiktik denge ya da panmiksis ad1 verilir.

Plantasyon: Fidan dikimi yoluyla yapilan agaclandirmalardir.

Plus agac: Fenotipik (boy, govde diizglinliigii, dal agilar1 vb.) 6zelliklerine dayanilarak

secilen iistiin nitelikli agaglara plus aga¢ ad1 verilir.

Polen gocii: Bir bitki populasyonunun erkek ciceklerinden etrafa yayilan polenlerin,

rlizgar veya canlilar araciligi ile ayni tiiriin bagka populasyonlarina taginmasi.

Polen kontaminasyonu (kirliligi): Bir tohum bahcesine bahce disindaki bireylerden
gelen yabanct polenlerin bahgedeki seckin klonlara ait disi c¢igekleri dolleyerek
istenmeyen genetik kalitede tohum olusmasina yol agmasidir. Ayni sekilde, uyum
degeri yliksek bir dogal populasyona, uyum degeri bilinmeyen ya da diisiikk bir

populasyondan polen karismasi da polen kontaminasyonuna (kirliligine) yol agar.

Polimorfik lokus: Bir populasyondaki bireylerin bir lokustaki alleller bakimindan farkl

genotiplere sahip olma durumu.
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Polimorfizm: Populasyonda bir karakterin genotipik olarak birden fazla alternatifinin

bulunmasit durumu.

Populasyon: Aralarinda nesilden nesile gen aligverisi olabilen, ayni tiirden olup aym
gen havuzunu paylasan, belirli bir orijinde yer alan ve bir ya da birden fazla mescereden

meydana gelen fertler toplulugudur.

Primer: Dogal ve/veya sentetik olarak sentezlenebilen kisa (genellikle 5 — 30 baz ¢ifti),

tek iplikli niikleotit dizisi.

Ramet: Belirli bir agagtan alinan as1 kalemi ya da celiklerin koklendirilmesi yoluyla
elde edilen bireylerdir ve ayni klondan tireyen rametler, genotip olarak birbirinin

aynmisidir.

Soy-i¢i iireme (Inbreeding): Akrabalar arasinda tireme. Teknik olarak, c¢iftlerin
populasyondan rastgele se¢ilmis iki bireye gore, birbirine daha yakin akraba olduklari
bir ¢iftlesme durumu.

Soy-dis1 iireme (Outbreeding): Akraba olmayan bireyler arasinda tireme.

Tohum bahgesi: Genetik olarak {istlin agaglarin klon ya da tohumlarindan kurulan ve

genetik agidan arzulanmayan polen kaynaklarindan izole edilmis, 6zel idare ve

isletmeye tabi tutulan; sik, bol ve kolay tohum hasat edilen agaclandirmalardr.
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