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1. GİRİŞ

Günümüzde, bir yandan hızlı nüfus artışı, diğer yandan doğal kaynaklarımızın çoğu

kez yanlış ve bilinçsiz kullanımı sonucu biyolojik zenginliklerimiz hızla tükenmektedir.

Biyolojik zenginliklerimizden biri olan ormanlar kendi kendini yenileyebilen doğal

kaynaklardan biridir. Bu kaynaklardan sürekli yarar sağlayabilmek için ormanların

devamlılığını sağlamak zorunludur. Ancak, ülkemizde orman alanları, özellikle tarım,

sanayi ve yerleşme alanlarının genişletilmesi başta olmak üzere, çeşitli baskılarla karşı

karşıya bulunmaktadır. Bu baskılardan dolayı, orman alanlarımız gittikçe daralmakta,

zaten odun hammaddesi açığı olan ülkemizde mevcut ormanlarımızın verim gücü

düşmektedir. Gelecek yıllardaki talep açığını kapatmak, hiç olmazsa biraz azaltmak için

alınması gerekli önlemlerden birisi orman ağacı türlerimizin genetik çeşitliliğini

araştırmaktır. Orman alanları, genetik çeşitlilikle ilgili bilgilere dayanarak genetik

bakımdan üstün özellikli tür ve ırklar ile ağaçlandırılmalıdır (Işık vd 1987, Boydak vd

2006, Tunçtaner 2007).

Türkiye’de son 10 yıl içerisinde 12.000 hektar orman alanı yanarak yok olmuştur

(Çevre ve Orman Bakanlığı 2005). Örneğin, Türkiye’de 1993-2003 yıllarını içine alan

10 yıllık dönemde toplam 20.632 adet orman yangını meydana gelmiştir. Bu sürede

yalnızca Antalya Orman Bölge Müdürlüğü denetimindeki ormanlarda yılda ortalama

162 adet orman yangını çıkmıştır (Orman Genel Müdürlüğü 2003, Ertuğrul 2005).

Orman yangınları sonucu tahrip olan alanların yeniden ağaçlandırılması yasal bir

zorunluluktur (Öksüz 2003). Bunun için de ağaçlandırmalarda kullanılacak ağaç türü

populasyonlarının genetik yapısının bilinmesi ve genetik tabanı geniş olan ve hızlı

gelişen orman ağacı türleri ile döl ve/veya orijin denemeleri kurulup bunlardan bilgi

üretilmesi ve yoğun ıslah çalışmaları yapılması gerekmektedir (Işık 1999a).

Canlı doğal kaynakların sürdürülebilirlik ilkeleri çerçevesinde kullanılabilmesi için

öncelikli olarak yapılması gereken işlemlerden biri, ilgili canlı türünün genetik

çeşitliliğinin araştırılması ve ortaya konulmasıdır (Conkle 1980, Conkle vd 1988). İlgi

duyulan bir populasyonun genetik bakımdan üstün olup olmadığının belirlenmesi, ilgili

türün populasyonlarının genetik yapısının ve genetik çeşitliliğinin incelenmesi ile
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mümkündür. Genetik çeşitlilik bir türün gen havuzundaki kalıtsal bilginin çeşitliliği

olarak tanımlanabilir. Genetik çeşitlilik, mutasyon ve kromozomal değişimler, göç,

doğal seçilim, populasyon büyüklüğü ve eşleşme modellerinin etkisiyle şekillenir. Bir

canlı türü, yetiştiği ortamda belirli bir gen (lokus) için ne kadar çeşitli allellere sahipse o

tür genetik olarak o derece zengin demektir (Strickberger 1996, Freeman ve Herron

2001, Graham vd 2003).

Canlı populasyonlarında genetik çeşitliliğin ve genetik yapının belirlenmesi için

yapılan ilk çalışmalar, kantitatif (morfolojik) karakterlerle ilgili verilere dayanmaktadır.

Ancak canlının fenotipik yapısına yansıyan (morfolojik olarak ifade edilen) çeşitlilik,

genetik çeşitliliğin çok küçük bir kısmını oluşturmaktadır (Mettler ve Gregg 1969,

Gruies 1984, Gillet 1999). Genetik çeşitliliğin büyük bir kısmı fenotipik olarak ifade

edilmediğinden bir türün genetik çeşitliliği sadece morfolojik karakterlere dayanarak

tam olarak açıklanamaz. Kuşkusuz, uyum değeri olan birçok morfolojik karakterin

değerlendirilmesiyle elde edilen bilgiler, bir türün populasyonu içindeki ve

populasyonları arasındaki genetik çeşitliliği ve genetik benzerliği saptamak için pek çok

bilgiler ortaya koyar (Mettler ve Gregg 1969, Hartl ve Clark 1997). Ancak genotip 
çevre etkileşimi, pek çok morfolojik karakterin birden fazla lokus tarafından

belirlenmesi (poligenik kalıtım) ve bir genin birden fazla karaktere etki etmesi

(pleiotropi veya polifenik kalıtım) gibi nedenlerden dolayı, genetik çeşitliliğin

belirlenmesinde morfolojik karakterler her zaman yeterli olmamaktadır (Hartl ve Clark

1997). Ayrıca, genotipik farklılıklar kendilerini her zaman fenotipik olarak (morfolojik

yapıda) göstermemektedirler. Fenotipik olarak benzer görünen bireyler, aslında

genotipik olarak farklı olabilirler (Işık 1997). Bu farklılığı saptayabilmek için fenotipin

oluşumuna yol açan olaylar dizisinin daha ilk basamaklardan (DNA düzeyinden)

başlayarak incelenmesi gerekir. Bu nedenle DNA düzeyinde yapılan bir analiz, olaylar

dizisinin diğer basamaklarındaki etkilerden arınmış halde bireyin genotipi hakkında

daha sağlıklı bilgiler vermektedir (Ouborg vd 1999, Varshney vd 2005, Altun 2006).

Orman ekosistemleri, çok kısa mesafelerde değişebilen farklı doğa birimlerinden

oluşmaktadır. Özellikle Türkiye’de ormanların çoğunun yer aldığı dağlık bölgelerde,

iklim, toprak ve biyolojik kaynaklı çevre etmenleri daha kısa mesafelerde ve daha sık
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değişmektedir. Aynı türün yan yana bulunan iki komşu populasyonu bile, birbirlerinden

farklı çevre etmenleri ve farklı seleksiyon basıncı altında bulunacakları için,

birbirlerinden farklı gen havuzuna ve gen kombinasyonlarına sahip olabilirler. Bu

nedenle, kısa mesafelerde farklı uyum değerlerine sahip olan farklı ırklar ve alt ırklar

oluşabilir. Hem yerli hem de yabancı pek çok ağaç türü üzerinde sonuçlandırılan

çalışmalar, çevresel faktörlerin değişimine paralel olarak, kısa mesafelerde farklı yerel

ırkların varlığını ortaya koymuştur (Bradshaw 1972, Hamann vd 1998,  Işık 1999a, b).

Bu yerel ırklar üzerinde doğal seleksiyonun etkisini anlamak için nötral markır’lardan

(belirteç) elde edilen bilgiler ile kantitatif karakterlerden elde edilen bilgiler

karşılaştırılmaktadır (Gonzalez-Martinez vd 2002, Whitlock 2008). Sirke sineği

(Drosophila sp.)’nden yonca (Medicago sp.)’ya, Tale teresi (Arabidopsis sp.)’nden

meşe ağacı (Quercus sp.)’na kadar birçok canlı türünde nötral belirteçlerden elde edilen

sonuçlar ile kantitatif karakter sonuçları karşılaştırılmıştır (Long ve Singh 1995, Bonnin

vd 1996, Yang vd 1996, Kremer vd 1997, Kuittinen vd 1997, Evanno vd 2006, Knopp

vd 2007). Nötral belirteçlerden elde edilen genetik çeşitlilik parametrelerinin kantitatif

karakterlerden elde edilen veriler ile karşılaştırılması, yaşam döngüleri kısa olan (bir

ve/veya birkaç yıl) canlı türlerine göre orman ağaçlarında daha zordur. Çünkü orman

ağaçlarının uzun yaşam süresi ve her bir bireyin büyük hacimli olması, birkaç nesilde

görülebilecek değişimlerin genetik deneyler yapılarak gösterilmesini

sınırlandırmaktadır. Buna karşın, orman ağacı türleriyle kurulan ortak bahçe deneme

alanları ve/veya orijin denemeleri, farklı çevre koşullarına adaptasyonun genetik

tabanını anlamak için çok değerli bilgiler vermektedir (Kremer vd 1997, 2000, Ritland

2000, Gonzalez-Martinez vd 2002).

Kantitatif karakterler ölçülerek populasyonlar arasında genetik çeşitlilik derecesinin

belirtildiği değer QST değeridir. Nötral belirteçlerden elde edilen genetik farklılaşma

derecesini gösteren değer ise, FST değeridir. QST ile FST değerleri karşılaştırılarak

evrimsel güçlerin populasyonların farklılaşması üzerindeki etkisi belirtilmektedir

(Whitlock 2008). QST değeri, FST değerinden önemli ölçüde büyük ise populasyonların

incelenen karakterlerinin farklılaşmasına, genetik sürüklenmenin tek başına

beklenenden daha fazla etki ettiği yorumu yapılır. FST değeri, QST değerinden önemli

ölçüde büyük ise incelenen karakterler üzerine dengeleyici seleksiyonun etkili olduğu
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ve bunun bütün populasyonlarda benzer şekilde görüldüğünden bahsedilir (Leinonen vd

2008, Whitlock 2008). Bu durum, genetik sürüklenmenin görüldüğü populasyonlarda

bile benzer şekilde işler. QST değeri ile FST değerinin birbirine yakın bulunması

durumunda ise, incelenen karakterler üzerine seleksiyonun populasyonlarda heterojen

bir şekilde işlediği göz önünde bulundurulur (Kremer vd 2000, Gonzalez-Martinez vd

2002, Leinonen vd 2008, Whitlock 2008). Bu bakımdan kantitatif karakterler ile nötral

belirteçlerden elde edilen verilerin birlikte ele alınarak karşılaştırılması, populasyonların

farklılaşma sürecinde evrimsel güçlerin etkisini anlamak için kullanılan etkili

yöntemlerden biridir.

Orman ağaçlarında kantitatif karakterler ile nötral belirteçlerin karşılaştırılması için

ideal çalışmalardan biri, ortak bir alanda, ortak bahçe deneme alanlarının (orijin ve/veya

döl denemeleri) kurulmasıdır. Bu şekilde, orman ağaçlarının farklı populasyonları aynı

çevre koşulları altında yetiştirilmektedir. Böylece incelenen bütün populasyonlar

ve/veya bireyler üzerindeki çevre etkisi benzer hale getirilmektedir (Kremer vd 2000,

Gonzalez-Martinez vd 2002, Whitlock 2008).

Türkiye’de, en geniş doğal yayılış alanına sahip bir tür olması, hızlı gelişen türler

arasına girmesi ve eldeki mevcut bilgilere göre genetik çeşitliliğinin yüksek olması

bakımından kızılçam (Pinus brutia Ten.) Türkiye’de ıslah çalışmaları için ideal bir

orman ağacı türüdür (Işık vd 1987). Kızılçam, yukarıda bahsedilen özelliklerinden

dolayı Türkiye’de çok önemli bir orman ağacı türüdür. Nitekim kızılçam “Türkiye Milli

Ağaç Islahı ve Tohum Üretimi Programı (1994-2003)” kapsamında öncelik verilen

türler arasına alınmıştır (Öztürk ve Şıklar 2000, Boydak vd 2006). Türün

sürdürülebilirlik ilkeleri çerçevesinde kullanılabilmesi için öncelikli olarak doğal

populasyonlarının genetik çeşitliliğinin belirlenmesi gerekmektedir.
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1.1 Kızılçam (Pinus brutia Ten.)’ın Doğal Yayılışı ve Genetik Çeşitliliği

Kızılçamın ana yayılışı Türkiye sınırları içindedir (Fady vd 2003, Boydak 2004,

Boydak vd 2006). Kızılçam, Türkiye’deki ana yayılışının dışında Yunanistan, Kıbrıs,

Suriye ve Lübnan’ın yanı sıra küçük gruplar şeklinde Irak ve İran’da da doğal olarak

yetişmektedir (Şekil 1.1). Kızılçamın, ana yayılış alanı Türkiye’de bulunduğu için

bilimsel yayınlarda çoğunlukla “Turkish red pine” olarak belirtilmektedir. Ayrıca,

“brutian” ve/veya “calabrian pine” olarak da adlandırılmaktadır (Kasaplıgil 1978,

Frankis 1993, Boydak vd 2006).

Şekil 1.1. Kızılçam’ın doğal yayılış alanları (Fady vd 2003)

Kızılçamın Türkiye’deki doğal yayılışı Akdeniz bölgesi, Ege bölgesi, Marmara

bölgesi ve Karadeniz bölgesini kapsar (Selik 1958, Alemdağ 1962, Davis 1965, Şefik

1965, Neyişçi 1987). Kızılçam farklı bölgelerde yayılış göstermesine rağmen optimum

yetişmesini Akdeniz ikliminin görüldüğü bölgelerde gerçekleştirir. Bu bağlamda,

Türkiye’deki kızılçam yayılış alanının %47’si Akdeniz bölgesinde ve %40’ı Ege

bölgesinde yer alır (Neyişçi 1987). Kızılçamın, kalkerli topraktan dolomit’e ve hatta

volkanik topraklara kadar uzanan değişik toprak tiplerinde yetiştiği bildirilmiştir.

Ayrıca, deniz kıyısından 1500 m yükseltiye kadar farklı ekolojik ve iklimsel faktörlerin
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etkili olduğu ortamlarda yayılış göstermektedir (Barbero vd 1998, Boydak 2004,

Boydak vd 2006).

Kızılçam, Türkiye’de en geniş doğal yayılışa sahip olan (5.4 milyon ha), hızlı

gelişen ve ağaçlandırmalarda en çok kullanılan bir türdür (Bkz. Şekil 1.1). Çok çeşitli

endüstriyel kullanım yerleri olan bu tür, odununun uygun lif boyutlarına sahip olması

nedeniyle kağıt endüstrisinde de kullanılmaktadır. Bu durum, kızılçamda hacim

artımını, dolayısıyla büyüme karakteri ıslahını ön plana çıkarmaktadır. Ancak,

kızılçamın ülkemizdeki geniş yayılış alanları dikkate alındığında, hızlı gelişmesi

yanında, odun ve gövde kalite özellikleri de ıslah bakımından önemli olmaktadır (Işık

vd 1999, Boydak vd 2006, Orman Genel Müdürlüğü 2006).

Kızılçam ile ilgili yapılan ilk genetik çeşitlilik çalışmaları, taksonomik olarak Halep

çamı (Pinus halepensis Mill.) ile olan ilişkisini araştırmaya yönelik olmuştur. Çünkü

kızılçam 1952 yılına kadar Halep çamının bir varyetesi olarak biliniyordu. Önceleri

morfolojik ve anatomik karakterler ile daha sonra da kimyasal belirteçler kullanılarak

yapılan çalışmalarda kızılçam ile Halep çamının benzerlik ve/veya farklılıkları ortaya

konulmaya çalışılmıştır (Selik 1963, Little ve Critchfield 1969, Calamassi vd 1988,

Klaus 1989, Weinstein 1989a, b, Quezel 2000, Schiller 2000). Yakın geçmişte izoenzim

ve DNA belirteçleri ile yapılan çalışmalarda kızılçam ile Halep çamının sistematikteki

yerleri ve farklı türler oldukları kesin olarak ortaya konulmuştur (Krupkin vd 1996,

Panetsos vd 1997, 1998, Bucci vd 1998, Schiller 2000).

Kızılçamın farklı bir tür olarak alındığı ilk bilimsel çalışmalarda ise boy, çap vb.

morfolojik karakterler ile anatomik karakterler incelenmiştir (Selik 1958, Palmberg

1975, Işık 1986, 1993, 1997, Işık ve Kaya 1993). Kızılçamda değişik morfolojik

karakterleri ele alarak genetik çeşitliliğin belirlenmesi ile ilgili çalışmalar günümüzde de

devam etmektedir (Özer 1997, Işık 1998, Işık ve Işık 1999, Işık vd 1999, 2002, Bilir vd

2002, 2004, 2005, Çalışkan 2006, Alan ve Yıldız 2006). Günümüzde ayrıca, türün

morfolojik özellikleri yanında protein, terpenler ve DNA düzeyinde de çalışmalar

yapılmaktadır. Protein düzeyinde yapılan izoenzim çalışmaları ile Türkiye’deki belirli

populasyonların genetik çeşitliliği üzerinde bazı ek bilgiler ortaya konulmuştur (Conkle
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vd 1988, Yahyaoğlu vd 1993, Schiller 1994, Kara vd 1997, Panetsos vd 1997, 1998,

Gülbaba ve Özkurt 1998, 2001, Korol vd 2002a, b, Kaya vd 2006, Semiz 2009).

Kızılçamda moleküler belirteçler (RAPD, RFLP, AFLP ve SSR gibi) kullanılarak DNA

düzeyinde yapılan çalışmalar ise, morfolojik ve izoenzim çalışmalarına göre halen çok

sınırlı kalmıştır (Kaya ve Neale 1995, Özer 1997, Bucci vd 1998, Drouzas vd 2000, Lise

2000, Özel 2001, İçgen 2002, Velioğlu vd 2002, Kandemir vd 2004, İçgen vd 2006).

Literatür bilgimize göre, kızılçamın ele alındığı ve yukarıda bir kısmından bahsedilen

çalışmalardan sadece bir tanesinde (Bucci vd 1998) kloroplast basit dizi tekrarları veya

mikrosatellitler (SSR) olarak adlandırılan moleküler belirteçler kullanılmıştır.

1.2 Basit Dizi Tekrarları (Mikrosatellitler) ve Kullanımları

Genetik çeşitliliğin DNA düzeyinde araştırılması için kullanılan en hızlı ve etkili

metodlardan birisi basit dizi tekrarlarının veya mikrosatellitlerin çeşitliliğini analiz

etmektir. Bu teknik, polimeraz zincir reaksiyonu (PZR veya PCR) tabanlı olup

araştırılan gen-içi ve/veya genler-arası bölgelerdeki nükleotid dizilimlerinin tekrar

sayısındaki farklılıkların belirlenmesine dayanmaktadır. Mikrosatellit polimorfizminin

belirlenmesinde, çalışılan tekrarlı bölgenin veya lokusun yan bölgelerine (flanking)

tamamlayıcı (komplementer) primerler kullanılarak PZR ile çoğaltılır ve elde edilen

fragmentler elektroforetik olarak analiz edilir (Anzidei vd 1999, Scotti vd 1999, Bandelj

vd 2004, Varshney vd 2005).

Mikrosatellitler 1-6 nükleotidden oluşan tekrarlı DNA dizileridir. Mikrosatellitler

çekirdek, kloroplast ve mitokondri genomunda bol miktarda bulunurlar ve genomda

homojen dağılmışlardır. Tekrarlanan dizi genellikle (CA)n, (TG)n, (AG)n, (CAG)n,

(TAT)n ve (AAT)n tekrarlarıdır. Mikrosatellit tekrarları, kusurlu, kusursuz ve bölünmüş

veya bileşik olmak üzere üç tipe ayrılır. Ayrıca, bu üç tip arasında her türlü

kombinasyon görülebilir (Hancock 1998, Navascues ve Emerson 2005, Oliveira vd

2006). Bunlar, genellikle büyüklükleri 100 baz çifti (bç)’ne kadar olan benzersiz dizi

olduklarından kolaylıkla çoğaltılabilirler. Önceleri genomdaki bu tekrarlı diziler “junk

(hurda) DNA” olarak adlandırılmaktaydı, çünkü bu dizilerin herhangi bir görevi
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olmadığı düşünülürdü. Bugün hala, mikrosatellitlerin rolü çok iyi bilinmemesine

rağmen, kodlamada işlevsel rol aldıkları ve düzenleyici element olarak görev yaptıkları

bildirilmiştir. Ayrıca, araştırıcılar için moleküler belirteç olarak kullanılabilmeleri

bakımından önemli bir moleküler araç olmaktadırlar (Hancock 1998, Kashi ve Soller

1998, Scotti vd 1999, Oliveira vd 2006). Mikrosatellitler genomda kodlanan ve

kodlanmayan bölgelerin her ikisinde de bulunmaktadır. Ancak, kodlanmayan

bölgelerdeki frekansları kodlanan bölgelerdekinden daha yüksektir. Mikrosatellitlerin

bazı tipleri belirli bir tür ve/veya grup için yaygın ve spesifik olmasına karşın analiz

edilen bütün organizma genomlarında mikrosatellitlere rastlanmıştır. Bitki

genomlarında daha sık görülen mikrosatellitler genellikle (AT)n ve (GT)n dinükleotit

tekrarları iken, hayvanların genomunda (AC)n tekrarları daha yaygındır. Trinükleotit

dizilimlerde ise TAT tekrarları çok sık görülmektedir (Hancock 1998, Varshney vd

2005, Oliveira vd 2006).

Mikrosatellit analizlerinde epistatik etkileşimler söz konusu olmadığı için

genotiplerin doğrudan saptanması mümkündür. Mikrosatellitler kodominant olarak

kalıtlandığından genetik çaprazlamalar gerektirmeksizin homozigot ve heterozigot

genotipler kolaylıkla birbirlerinden ayırt edilebilir. Bu konuda önemli bir nokta da,

mikrosatellitlerin nötr belirteç olmaları yani seleksiyon ve çevre baskısı tarafından

etkilenmemeleridir. Bu özellik genetik çeşitliliğin doğrudan ölçülmesine olanak sağlar

(Gillet 1999, Robinson ve Harris 1999, Scotti vd 1999, Bandelj vd 2004). Mikrosatellit

belirteçlerin önemli bir özellikleri de, diğer belirteçlere göre (izoenzimler, RAPD, RFLP

vb.) allel çeşitliliklerinin fazla olmasıdır. Böylece mikrosatellit belirteçleri, genetik

çeşitlilik düzeyinin düşük olduğu canlı türleri için rahatlıkla kullanılabilirler. Genomda

dağınık olarak bulunurlar ve çalışılmaları için az miktarda (1.5-50 ng) DNA örneği

yeterlidir. Ayrıca, tekrarlanabilirlik düzeylerinin çok yüksek olması mikrosatellitlerin

güvenli belirteçler olmasını sağlar (Scotti vd 1999, Oliveira vd 2006). Mikrosatellit

lokuslarındaki mutasyon oranı, canlı türlerine göre değişiklik (10-2 - 10-6) göstermekle

birlikte, aynı canlı türündeki ve/veya aynı genomdaki diğer lokuslara göre daha

yüksektir (Eisen 1998, Hancock 1998, Estoup ve Cornuet 1998, Amos 1998, Oliveira

vd 2006). Mikrosatellit analizleri sırasında, farklı PZR ürünleri karıştırılarak aynı jele

yüklenebilir. Ayrıca, aynı jele 3-4 yükleme yapılabilir. Böylece, zaman, işgücü ve
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maddi açıdan büyük kazanç sağlanır. Bu özelliklerinin yanı sıra, mikrosatellitlerin en

büyük üstünlüklerinden biri de, bir tür için bulunan ve/veya tasarlanan primerlerin yakın

türler için de kullanılabilmesidir (Anzidei vd 1999, Echt vd 1999, Robinson ve Harris

1999, Scotti vd 1999, Oliveira vd 2006).

Mikrosatellitler ökaryotik genomda çekirdek, mitokondri ve kloroplast olmak üzere

üç farklı yerde bulunmaktadır. Yukarıda bahsedilen ortak özelliklere sahip olmalarına

karşın, kloroplast ve mitokondri mikrosatellitleri bazı özellikleriyle çekirdek

mikrosatellitlerinden ayrılmaktadır. Örneğin, kloropastlar tek-ebeveyn tarafından

kalıtlanırlar ve bazı türlerde anne tarafından, bazı türlerde de baba tarafından

kalıtlanırlar. Gymnosperm (açık tohumlu) türlerinin çoğunda, angiosperm (kapalı

tohumlu) türlerinin aksine, kloroplastlar yavru döllere baba tarafından aktarılır. Böylece,

kloroplast basit dizi tekrarları (cpSSRs) ile babaya ait soy hattı hakkında bilgi elde

edilebilir (Anzidei vd 1999, Navascues ve Emerson 2005). Kloroplast genomu

rekombinasyon geçirmez ve bu nedenle bütün kloroplast lokusları bağlantılıdır.

Haplotip olarak belirlenen basit dizi tekrarları, her bir cpSSR lokusunda bulunan

allellerin kombinasyonu şeklinde ifade edilmektedir (Navascues ve Emerson 2005).

Mikrosatellit analizlerinin yukarıda bahsedilen üstün özelliklerinin yanı sıra,  bazı

istenmeyen özellikleri de bulunmaktadır. Bunlardan ilki, PZR sırasında Taq polimerazın

(DNA polimerizasyonu için kullanılan enzim) yanlışlıkla farklı büyüklüklerdeki ürünler

vermesidir. Bu durum genellikle mono- ve di-nükleotid tekrarların analizleri sırasında

görülür. Taq polimerazın verdiği farklı büyüklükteki ürünler çoğunlukla istenilen

ve/veya çalışılan bölge ürününden daha az yoğun olmakta ve göz ardı edilmektedir.

Bununla birlikte, eğer farklı ürünlerde (istenilen ve yanlışlıkla çoğaltılan) çakışma

olursa istenilen bölge ürününün ayrıştırılması zorlaşmaktadır. Bu sorun, daha önce

çalışılmış ve bant büyüklüğü bilinen bir standart kullanılması ile rahatlıkla çözülebilir

(Robinson ve Harris 1999, Scotti vd 1999, Oliveira vd 2006). İkinci sorun, analizler

sırasında “null” allellere rastlanılmasıdır. Bu alleller amplifiye (eşleşme) olmaz ve jelde

görünmezler. Bunun nedeni muhtemelen primerin bağlanma bölgesinde meydana gelen

bir delesyon ve/veya diğer mutasyonlar olabilir. Bu sorunun doğrudan bir çözümü

olmamasına rağmen belirli bir miktar (%5’e kadar) verinin analizlerde kayıp veri olarak
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göz ardı edilmesi ile azaltılabilir. Bu durum genellikle çok yaygın değildir ve görülme

sıklığı da çok düşüktür (Robinson ve Harris 1999, Scotti vd 1999, Varshey vd 2005).

Üçüncü sorun ise, mikrosatellit analizlerinde kullanılan primerlerin elde edilmesinin güç

olmasıdır (Scotti vd 1999).

Mikrosatellit bölgelerinin belirlenmesi, izolasyonu, sekanslanmaları ve primerlerin

denenmesi; zaman, para ve uzmanlık gerektiren bir işlemdir. Yeni primerlerin bu

şekilde elde edilmesinden ziyade daha ekonomik ve hızlı yöntemler kullanılarak

bulunması tercih edilmektedir. Bu yöntemler; literatür taranarak uygun primerlerin

seçilmesi, dizi (sekans) bankalarından yeni primerler dizayn edilmesi ve/veya primer

geliştiren bir araştırma laboratuarı ile birlikte çalışılmasıdır (Scotti vd 1999, Varshney

vd 2005). Bunlar arasında en çok tercih edilen ve de en ucuz olan yöntem, literatür

taranarak hedef tür ile taksonomik yakınlığı olan türlerde denenmiş olan primerlerin

kullanılmasıdır. Örneğin, Vendramin vd (1996)’nin Pinus thunbergii Parl. kloroplast

genomundan izole ettikleri 20 çift primer, Pinaceae familyasındaki yakın birçok ağaç

türündeki analizler için kullanılmıştır (Bucci vd 1998, Echt vd 1998, Cuenca vd 2003,

Gomez vd 2005, Hansen vd 2005, Hohn vd 2005, Robledo-Arnuncio vd 2005,

Naydenov vd 2006, Vaxevanidou vd 2006, Bucci vd 2007, Kaya vd 2008).

Mikrosatellit analizleri; genetik çeşitlilik, genetik harita geliştirme, linkaj analizleri,

belirteçler aracılığıyla seleksiyon, parmak izi analizleri, hastalıkların tayini, ebeveyn

analizi, gen göçü vb. birçok alanda kullanılmaktadır (Balding 1998, Carrington vd 1998,

Shibata 1998, Stoehr vd 1998, Anzidei vd 1999, Robinson ve Harris 1999, Scotti vd

1999, Balloux ve Lugon-Moulin 2002, Bandelj vd 2004, Varshney vd 2005, Oliveira vd

2006). Mikrosatellit analizleri, özellikle genetik ayrımın çok zor olabildiği akraba

populasyonlarda, nispeten yakın geçmişte türemiş ve/veya coğrafik olarak ayrı kalmış

(izole) olan populasyonlarda ve genetik varyasyonun çok düşük olduğu türlerin

çalışılmasında etkin bir yöntemdir (Echt vd 1998, Scotti vd 1999, Oliveira vd 2006).

Buna ek olarak, mikrosatellit analizleriyle çok yıllık bitkilerde morfolojik incelemelere

ve izoenzim analizlerine göre çok daha çabuk sonuç alınabilir (Anzidei vd 1999).

Orman ağaçlarının çoğu, özellikle kozalaklı ağaç türleri, tohum ve yavru verebilme

olgunluğuna uzun yıllar sonunda (örneğin, Cedrus libani A. Rich.’de en erken ortalama
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30 yaşında) eriştiklerinden, orman ağacı türleri ile yapılan geleneksel ıslah çalışmaları,

döl denemeleri ve genetik çeşitlilik araştırmaları çok uzun zaman almaktadır (Işık

1999a). Bu zaman kaybını azaltmak amacıyla mikrosatellit analizleri, orman ağacı

türlerinde diğer canlı türlerine nazaran daha sıklıkla kullanılmaya başlanmıştır (Echt vd

1998, Anzidei vd 1999, Scotti vd 1999, Gonzalez-Martinez vd 2004, Oliveira vd 2006).

1.3 Çalışmanın Amacı

Bu çalışmada, kızılçamda kloroplast basit dizi tekrarları (cpSSRs) primerleri

kullanılarak, DNA düzeyinde araştırmalar yapılmıştır. Bu kapsamda, 1979 yılında

Antalya Düzlerçamı yöresinde kurulan bir kızılçam ortak bahçe deneme alanındaki altı

farklı populasyon ve her bir populasyondan 10 aile alınarak, cpSSR belirteçleri yoluyla

populasyonların ve ailelerin genetik yapısının ortaya konulması hedeflenmektedir. Özel

olarak maddeler halinde belirtilirse, çalışmanın amacı:

1- Kızılçam türüne ait Düzlerçamı ortak bahçe deneme alanındaki populasyonlarda,

populasyonlar-arası, populasyonlar-içi (aileler-arası) ve ayrıca aile-içi yarım-

kardeşler arası genetik çeşitliliği moleküler düzeyde belirlemek;

2- Düzlerçamı ortak bahçe deneme alanından örneklenen populasyonların ve

ailelerin haplotip kimliklerini, cpSSR belirteçleri ile belirlemek;

3- Orijinlerin yükseltisine bağlı olarak populasyonların cpSSR belirteçlerine dayalı

genetik çeşitliliklerinde farklılıklar olup olmadığını incelemek;

4- Kullanılan cpSSR belirteçleri ile ortaya çıkarılan moleküler verilerin, aynı

deneme alanında yaklaşık son 30 yıl içinde yapılan morfolojik çalışmalardan

elde edilen bilgilerle karşılaştırmak ve olası ilişkileri ortaya koymak;

5- Bu bilgilere dayanarak, kızılçamın ıslah stratejisi hakkında gerekli önerilerde

bulunmaktır.
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2. MATERYAL ve METOT

Araştırmada uygulanan materyal ve yöntemler ayrıntılı olarak aşağıda sırasıyla

verilmiştir. Kısaca özetlenirse, önce Düzlerçamı ortak bahçe deneme alanından altı

farklı populasyona ait ibreler (iğne yapraklar) toplanmıştır. Elde edilen ibreler

mikrosatellit analizleri yapılıncaya kadar uygun koşullarda saklanmıştır. İbre

örneklerinden DNA izolasyonu yapılmış, seçilen primerler ile polimeraz zincir

reaksiyonu (PZR) yapılıp PZR ürünleri dikey poliakrilamid jelde analiz edilmiştir.

Ayrıca, hangi morfolojik verilerin kullanıldığı ve bunların nasıl elde edildiği de

açıklanmıştır. Elde edilen veriler, her biri için uygun istatistiksel yöntemler kullanılarak

değerlendirilmiştir. Bu uygulamalar aşağıda sırasıyla açıklanmıştır:

2.1. Düzlerçamı Ortak Bahçe Deneme Alanı ve Deneme Deseni

Kızılçam ıslahıyla ilgili temel biyolojik bilgilerin sağlanması amacıyla 1977 yılında,

Orman Bakanlığı ve TÜBİTAK (TOAG 335 no’lu proje) desteğiyle Prof. Dr. Kani IŞIK

tarafından Antalya yöresinde dört farklı yükseltide kızılçam orijin+döl denemeleri

kurulmuştur (Işık 1986, Işık vd 1987). Bu denemeye girecek populasyonların

örneklenmesi için biri Antalya havzasının batısında, diğeri de doğusunda olmak üzere,

deniz kıyısından başlayarak iç kesimlere doğru yükselen iki ayrı yükselti hattı

belirlenmiştir (Şekil 2.1). Birinci hat Doyran-Bük-Hacıbekar (Antalya kenti-Korkuteli)

hattı, ikinci hat Sarılar-Murtbeli-Kapan (Manavgat-Toroslar) hattıdır. Toroslara doğru

yükselen her bir hat boyunca alçak, orta ve yüksek rakımlardan birer populasyon olmak

üzere, iki hattan toplam altı populasyon belirlenmiştir (D: Doyran, B: Bük, H:

Hacıbekar, S: Sarılar, M: Murtbeli, K: Kapan populasyonları) (Şekil 2.1). Her

populasyondan da doğal ortamında 11 ile 16 adet arasında anaç ağaç (aile) seçilmiş,

bunlardan kozalak toplanmış ve kozalak torbaları ailelere göre (kozalak toplanan her bir

ağaç bazında) ayrı ayrı etiketlenmiştir (Işık 1986, Işık vd 1987).
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Şekil 2. 1. Populasyonların coğrafik konumları ve deneme alanlarının kurulduğu
yerler. Populasyonlar (koyu renkli daireler): H: Hacıbekar, B: Bük,
D: Doyran, S: Sarılar, M: Murtbeli, K: Kapan. Deneme Alanları
(koyu renkli kareler): 1: Kepez, 2: Düzlerçamı, 3: Bük, 4: Yenicedere

Örneklenen kızılçam populasyonlarına ait coğrafik bilgiler ve deneme alanlarında yer

alan populasyonlara ait aile kodları sırasıyla Çizelge 2.1 ve Çizelge 2.2’de belirtilmiştir

(Işık vd 1987, Işık 1998). Populasyonlardan doğal ortamında örnekleme yapılırken

rasgele 11-16 anaç ağaç seçilmiştir. Anaçlar arasındaki akrabalık olasılığını en aza

indirmek için anaçlar en az 100 m aralıkla alınmıştır. Böylece, elde edilen örnek

populasyonun ana populasyonu yeteri ölçüde temsil etmesi sağlanmaya çalışılmıştır.

Ayrıca, aileler seçilirken fenotipleri (boy vb.) bir tercih nedeni olarak dikkate

alınmamıştır. Böylece, araştırmanın amacına uygun bir şekilde, populasyonlardaki

sadece “üstün” ağaçların değil, her fenotipteki (görünümdeki) ağaçların temsil

edilmesiyle, populasyonların her birinin doğal gen havuzunun (genetik yapısının) ortaya

çıkarılması hedeflenmiştir. Kozalaklar ağaçların üst kısmından toplanarak elde edilen

tohumların kendileme (selfing) ürünü olma olasılığı azaltılmaya çalışılmıştır. Her bir

anaç ağaçtan toplanan kozalaklar, populasyonuna ve ailesine göre ayrı ayrı etiketlenmiş

torbalara konulmuştur. Her aileye ait kozalaklar açık havada güneş altında kurutulmuş

ve tohumlar elde edilmiştir. Fidanlığa ekim gününe kadar tohumlar her bir aileye ait

etiketli torbalarda +4 ºC’de muhafaza edilmiştir (Işık vd 1987, Işık 1988, Işık 1998).
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Çizelge 2.1. Denemede kullanılan kızılçam populasyonlarına ait coğrafik bilgiler

Populasyon En yakın

yerleşim yeri

Rakım

(m)

Enlem

(N)

Boylam

(E)

Aile sayısı*

T.T. D.A.

Doyran (D) Doyran Köyü 61 36º 52′ 30º 32′ 16 10

Sarılar (S) Sarılar Köyü 92 36º 48′ 31º 26′ 11 10

Bük (B) Bük Orman Evi 481 36º 58′ 30º 36′ 15 10

Murtbeli (M) Beydiğin Köyü 486 37º 01′ 31º 24′ 14 10

Kapan (K) Beydiğin Köyü 932 37º 06′ 31º 24′ 14 10

Hacıbekar (H) Hacıbekar Köyü 1033 37º 19′ 30º 11′ 15 10

*T.T.: Tohum toplanan aile sayısı, D.A.: Denemeye alınan ağaç sayısı

Çizelge 2.2. Denemede yer alan kızılçam populasyonlarına ait aile kodları

Populasyon Denemedeki aile kodları

Doyran (D) D2 D3 D4 D6 D7 D9 D12 D13 D15 D16

Sarılar (S) S1 S2 S3 S4 S6 S7 S8 S9 S10 S11

Bük (B) B1 B2 B5 B6 B8 B9 B11 B12 B13 B14

Murtbeli (M) M2 M3 M5 M6 M7 M8 M9 M10 M12 M13

Kapan (K) K1 K3 K5 K6 K7 K8 K9 K10 K11 K12

Hacıbekar (H) H2 H3 H4 H5 H9 H11 H12 H13 H14 H15

Tohumlar önce Zeytinköy fidanlığına ekilmiş (Nisan 1978’de), sonra da 1+0

fidanlar kullanılarak (Şubat, Mart 1979’da) Antalya yöresinde dört farklı yükseltide

kızılçam orijin+döl denemeleri kurulmuştur (Işık 1986, Işık vd 1987, Işık 1998). Bir

anaç ağaçtan elde edilen fidanlar belirli bir aileyi ya da o aileye ait yarım-kardeş (ana

bir – baba farklı veya belirsiz) bireyleri oluşturmaktadır. Her bir populasyondan yeteri

kadar fidan elde edilen ailelerden 30’ar adet (3×10) yarım-kardeş fidan seçilerek

denemede kullanılmıştır. Bu deneme alanlarından birisi olan Düzlerçamı deneme alanı,

bu araştırma projesine materyal sağlayacak deneme alanı olarak seçilmiştir. Düzlerçamı

deneme alanı deniz seviyesinden yaklaşık 350 m yükseklikte ve denizden yaklaşık 15

km kuş uçuşu uzaklıkta yer almaktadır. Deneme alanının koordinatları ise 36º 58′ 27
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00″ N ve 30º 32′ 56 07″ E’dir. Şekil 2.2’deki uydu görüntüsünde deneme alanının

köşeleri açık renkli oklarla belirtilmiştir.

Şekil 2.2. Düzlerçamı ortak bahçe deneme alanının uydu görüntüsü
(Deneme alanının köşeleri oklarla gösterilmiştir - Google Earth
2009)

Deneme için Libby ve Cockerham (1980) tarafından önerilen tek ağaç parselli

rastlantı bloklarının bir modifikasyonu olan “Üç Yinelemeli Kenetlenmiş Petek Deseni”

kullanılmıştır (Işık 1988). Denemede altı populasyon, her populasyondan 10 aile, her

aileden 10 birey kullanılmış; bunlar üç yineleme (blok) olarak tekrarlanmıştır. Böylece,

deneme alanında 3 yineleme × 6 populasyon × 10 aile × her aileye ait 10 yarım-kardeş

fidan = 1800 fidan yer almıştır. Deneme alanının dış sınırlarında bulunan ayırım zonu

ağaçları belirtilen toplam fidan sayısına dahil değildir. Bu desende, her anaç ağaca

(aileye) ait fidanlar bir parsel içinde toplu olarak değil, blok (yineleme) içine tek tek ve

rastlantısal olarak dağıtılmıştır. Denemedeki üç blok, rastlantı blokları desenindekinin

tersine, mekân olarak birbirinden bağımsız değildir. Başka bir deyişle, üç blok iç içe

kenetlenmiş bir şekilde ve üçünün toplamına eşit bir alanda yer almaktadır ( Libby ve

Cockerham 1980, Işık vd 1987, Işık 1988).

Düzlerçamı deneme alanında ağaçlar arasında rekabet başladığı ve tepe çatıları

kapandığı yıllarda aralama kesimleri yapılmıştır. Böylece, deneme deseninin bir gereği

olarak, Düzlerçamı deneme alanında morfolojik verileri alan araştırmacıların

kontrolünde iki aralama kesimi (birincisi ağaçlar 13 yaşındayken, Aralık 1990 ile Ocak-
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Şubat 1991’de, ikincisi ise Şubat 1995’de) yapılmıştır. Aralama kesimlerinden sonra

deneme alanında tek bir yineleme (mavi replikasyon) kalmıştır (Işık 1998). Deneme

alanlarındaki ağaçlarla rekabet eden maki elemanları alt tabakayı örttükçe ve ihtiyaç

duyuldukça, erken yaşlarda daha yoğun olmak üzere, kısmen temizlenerek

uzaklaştırılmıştır. Düzlerçamı ortak bahçe deneme alanında yangın riskini azaltmak

üzere denemede aralama kesimi sonunda kalan ağaçların kuru alt dalları da budanmıştır.

Bu tez çalışmasına başlandığında, deneme alanındaki ağaçlar aile kodlarına göre 2006

yılında alüminyum plakalar kullanılarak etiketlenmiştir (Şekil 2.3, 2.4 ve 2.5).

Etiketleme sonucu deneme alanında bulunan populasyonlara ve ailelere ait yarım-kardeş

bireylerin yer aldığı konumun bulunması ve örnek alınması daha kolaylaşmıştır. Ölmüş

olan ya da aralama kesimi ile çıkarılmış olan ağaçlar dikkate alınarak (ve onlar

planlardan çıkarılarak) deneme planları 2008 yılı içinde güncelleştirilmiştir.

Şekil 2.3. Düzlerçamı deneme alanından genel bir görüntü

Şekil 2.4. Bireylerin etiketlenmesi Şekil 2.5. Etiketlenmiş bir birey (K01)

Her bir ağacın (populasyonu ve ailesi belli olacak biçimde) konumu, EK-1’de

deneme alanı yerleşim planında görülmektedir. Her bir populasyon ve her bir aileye ait

bireylerin deneme alanı içinde yer aldığı konumlarını gösteren liste de EK-2’de
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sunulmuştur. Örneğin, K populasyonundaki 7 no’lu aileye ait bireylerden biri, EK-

2’deki listeye göre 10. sıra, 18. sütunda (10-18) yer almaktadır. Ayrıca, listelerde (EK-1

ve EK-2) koyu olarak belirtilen bireyler, bu çalışma için örneklenen bireylerdir.

2.2. İbre Örneklerinin Toplanması ve Kurutulması

Mikrosatellit çalışmaları, koniferlerde, bir ağacın yaprakları üzerinde yapılabildiği

gibi, aynı bilgiler ilgili ağacın tohumları çimlendirilerek elde edilen fidecikler üzerinde

de yapılabilir. Düzlerçamı deneme alanındaki ağaçların son yıllardaki (20-30 yaş arası)

enerjisi daha çok vejetatif büyümeye ayrıldığı ve bu nedenle deneme alanında ve

örneklenecek ailelerde yeterli sayıda kozalak (ve tohum) bulunmadığı için bu tez

çalışması tohum değil, ibre örnekleri toplanarak sürdürülmüştür. Bu araştırma projesi

için Düzlerçamı deneme alanında deneme planındaki altı farklı populasyonun her bir

ailesinden dört birey (yarım-kardeş) rasgele seçilmiştir. Böylelikle, toplam 6

populasyon × 10 aile × 4 birey = 240 birey örneklenmiştir. Genç (yani, aynı yılın

büyüme mevsimine ait) ibre örnekleri (Şekil 2.6) Haziran 2008’de ağaçlar 30. yaşını

(yıl) doldurduğu zaman (ağaçların boyu yaklaşık 20 m) toplanmıştır (Şekil 2.7).

Deneme alanı içinde örneklenen bireylerin konumu EK-1 ve EK-2’de ayrıntılı olarak

gösterilmiştir. Her bireye ait ibre örnekleri toplanarak, o birey için etiketlenen poşetlere

konulmuştur.

Şekil 2.6. Genç ibre örnekleri Şekil 2.7. Kızılçamda ibre örneklerinin toplanması

(Fotoğraflar Arş. Görv. B. Banu BİLGEN tarafından Haziran 2008’de çekilmiştir)
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Deneme alanından Haziran 2008’de toplanan ibre örnekleri, Arş. Görv. Yusuf

KURT’un İspanya’ya gidiş tarihine kadar her bireye ait etiketli poşetler içinde, DNA

izolasyonu yapılıncaya kadar bitki genetiği laboratuarında derin dondurucuda (-20 oC)

muhafaza edilmiştir. İspanya-INIA orman genetiği bölümü, DNA izolasyonu için

toplanan bitki örneklerini silika jelde kurutarak kullanmaktadır. Bu tez çalışması için

toplanan kızılçam ibre örnekleri de silika jel yöntemi ile kurutulmuştur. Silika jel ile

kurutma yönteminde, örnekler önce kâğıt poşet içine konulmakta ve kâğıt poşet de daha

geniş bir plastik poşet içine konulmaktadır. Plastik poşetin içine silika jel konulup

örnekteki nemin çekilmesi ve silika jelin renk değiştirmesi beklenmektedir (Şekil 2.8).

Kullanılan silika jelin rengi normalde mavidir. Nemli bir ortamda nemi çektikten sonra

silika jelin rengi pembeye dönüşmektedir (Weintraub 2002). Silika jelin rengi pembeye

dönüşünce, onun yerine yeni (mavi renkli) silika jelin konulması gerekir. Bu tez

çalışmasındaki örneklerin silika jeli, bir kez Türkiye’de ve beş kez İspanya’da olmak

üzere toplam altı kez değiştirilmiştir (Şekil 2.8). Örnekler daha sonra DNA izolasyonu

için kullanılmıştır. Örneklerin silika jel ile kurutulma süreleri örneğin miktarına, silika

jelin kalitesine ve miktarına bağlı olarak değişmektedir. Kızılçam ibre örneklerinden

ortalama 30 gram (gr) materyalin kurutulması için dört-beş günde bir silika jel

değiştirilerek yaklaşık bir ayda kuru bitki materyali elde edilmiştir. Kuru bitki materyali

silika jel içeren poşette oda sıcaklığında aylarca hatta yıllarca rahatlıkla

saklanabilmektedir.

Şekil 2.8. Silika jeli değiştirilmiş bir örnek (soldaki, mavi silika jelli)
ve silika jelinin değiştirilmesi gereken bir örnek (sağdaki, pembe
silika jelli)
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2.3. DNA İzolasyonu ve DNA Miktar Tayini

DNA izolasyon metodunun optimizasyonu için erken kuruyan birkaç bireyin ibre

örneklerinden birkaç adet ibre alınarak ön deneme yapılmıştır. Bu ön denemede

Invisorb® DNA Plant HTS 96 Kit/C olarak bilinen ve 50 miligrama (mg) kadar bitki

materyalinden DNA izolasyonunu mümkün kılan DNA izolasyon kiti kullanılmıştır. Ön

deneme sırasında 30 ve/veya 40 mg bitki materyali, homojenizasyon için bir ve/veya iki

çelik bilye, değişik homojenizasyon ve santrifüj süreleri denenmiştir. Sonuçta, kızılçam

ibreleri için ortalama 30 mg bitki materyali, bir çelik bilye, altı dakikalık

homojenizasyon süresi ve değişik santrifüj süreleri (bakınız EK-3) uygun protokol

olarak belirlenmiştir.

Ön deneme sonucu gerekli olan bitki materyali miktarı belirlenince her bir birey için

ortalama 30 mg ibre örneği tartılıp 96’lık plakalara konuldu. Plakalara örnekler, olası bir

karışıklığı önlemek için daha önce hazırlanmış olan ve populasyon, aile ve birey sırasını

gösteren 96’lık plaka şeması göz önünde bulundurularak konuldu. İbre örneklerini

tartarken örnekler pens ile alınmış ve örnekler arası kontaminasyonu önlemek için

kesinlikle çıplak el ile dokunulmamıştır. Tartım işleminden sonra ibre örnekleri 1-2 cm

uzunluğunda, tüp içine rahatlıkla sığacak şekilde, pens ile koparılmıştır. Koparılan

örnek parçaları çok dikkatli bir şekilde 96’lık plakadaki tüplere sırasıyla konulmuştur

(kuru ibre örneklerinin elektrostatik çekim kuvvetinden dolayı plastik tüplere konulması

zaman alıcı ve çok dikkat gerektiren bir işlemdir). Bir örnek için kullanılan pens, başka

bir örnek için tekrar kullanılmadan önce saf alkolde 5-10 saniye kadar bekletilmiş ve

selülozlu kâğıt ile iyice temizlenmiştir. Bu işlemler bütün örnekler için, örnekler arası

DNA kontaminasyonunu önlemek amacıyla özenle uygulanmıştır.

Bu tez çalışmasında, ibre örnekleri Retsch® MM300 model homojenizatör

kullanılarak homojenize edildi. Homojenizasyon işleminin etkinliğini arttırmak için

bitki örnekleri bir-iki gün önce hazırlanıp -20 ºC’de muhafaza edilmiş veya

homojenizasyon işleminden hemen önce sıvı azot içinde 5-10 saniye beklettikten sonra

homojenizasyon işlemine geçilmiştir. Böylece, bitki materyali daha kuru bir hale

gelmekte ve homojenizasyonu kolaylaşmaktadır. Bu tez çalışmasında kullanılan
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kızılçam ibre örnekleri, homojenizasyondan bir-iki gün önce hazırlanıp -20 ºC’de

bekletilmiştir. Homojenizasyon süresi olarak üçer dakikadan oluşan iki kısım olmak

üzere toplam altı dakika kullanıldı. Titreşim frekansı ise saniyede 30 olarak ayarlandı.

Örneklerin iyi bir şekilde (toz veya kına şeklinde) homojenize olup/olmadığı kontrol

edildikten sonra homojenizasyon işlemine son verildi. Bu tez çalışmasında, homojenize

edilen örneklerden DNA izolasyon kiti kullanılarak DNA izole edildi. DNA izolasyon

işlemi DNA kiti kullanma kılavuzunda (Bkz. EK-3) bazı değişiklikler yapılarak

gerçekleştirildi. Çalışmada izlenen DNA izolasyon işlemi ayrıntılı olarak EK-3’de

açıklanmıştır.

Örneklerin DNA miktarı agaroz jelde standart olarak 5, 25 ve 50 ng/µl lamda (λ)

DNA kullanılıp sinyal gücü karşılaştırılarak belirlendi. Agaroz jel %1’lik olarak

hazırlandı (Bkz. EK-4). Hazırlanan agaroz jele 4 mikrolitre  (µl) ddH2O (çift distile su)

+ 1 µl yükleme boyası (loading dye) + 1 µl örnek DNA’sı yüklendi. Aynı şekilde lamda

DNA’lardan da 1 µl alınıp + 4 µl ddH2O ve 1 µl yükleme boyası ile toplam hacmin

hepsi agaroz jele yüklendi. Yüklenen örnekler 120 voltta 15 dakika 1X Tris-Borat-

EDTA (TBE) tamponu bulunan ortamda yürütüldü. Yürütme işlemi tamamlandıktan

sonra jel görüntülenip fotoğrafı çekildi (Şekil 2.9). Fotoğraftaki örneklerin sinyal

güçleri, lamda DNA’ların sinyal güçleri ile karşılaştırılarak yaklaşık olarak örneklerin 1

mikrolitresinde bulunan DNA miktarı belirlendi (Şekil 2.9).

Şekil 2.9. DNA miktarının belirlenmesinde kullanılan bir agaroz jel örneği.
Alt satırdaki son iki örnek (sağ tarafta) 5 ve 50 ng/µl lamda (λ) DNA
örnekleridir
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2.4. Primerlerin Belirlenmesi ve Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

İzole edilen DNA’lar polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) işlemi için 5 ng/µl olacak

şekilde seyreltildi. PZR işlemi için aynı laboratuarda daha önce Pinus halepensis Mill.,

Pinus pinaster Ait. ve Pinus canariensis Chr. Smith ex. DC. ile yapılan çalışmalarda

kullanılan protokol kızılçam için optimize edildi (Gomez vd 2003, 2005, Vaxevanidou

vd 2006). Laboratuarda bulunan ve Vendramin vd (1996) tarafından Pinus thunbergii

Parl. kloroplast genomundan izole edilmiş olan mononükleotid tekrarlarının belirlendiği

altı primer çifti (Çizelge 2.3) PZR işlemi için kullanılmıştır.

Çizelge 2.3. Kullanılan primerler ve sekansları

Primer Sekans (F: Forward, R: Reverse)
Pt1254 F: 5’-CAATTGGAATGAGAACAGATAGG-3’

R: TGCGTTGCACTTCGTTATAG

Pt15169 F: 5’-CTTGGATGGAATAGCAGCC-3’
R: GGAAGGGCATTAAGGTCATTA

Pt30204 F: 5’-TCATAGCGGAAGATCCTCTTT-3’
R: CGGATTGATCCTAACCATACC

Pt36480 F: 5’-TTTTGGCTTACAAAATAAAAGAGG-3’
R: AAATTCCTAAAGAAGGAAGAGCA

Pt71936 F: 5’-TTCATTGGAAATACACTAGCCC-3’
R: AAAACCGTACATGAGATTCCC

Pt87268 F: 5’-GCCAGGGAAAATCGTAGG-3’
R: AGACGATTAGACATCCAACCC

PZR işleminin optimizasyon aşamasında altı populasyonun üçünden (Sarılar, Doyran

ve Bük) rasgele bireyler seçilmiş ve bütün primerler için aynı bireyler kullanılmıştır.

PZR işleminin ön denemesinde farklı Taq polimeraz enzimleri, değişik MgCl2 ve

primer konsantrasyonları denenmiştir. Her bir primer için bulunan optimum koşullar

Çizelge 2.4 ve 2.5’de ayrıntılı olarak belirtilmiştir. PZR işlemi için karışım

hazırlanırken öncelikle seyreltilmiş olan DNA’dan 1 µl (5 ng/µl)  plakalara kondu ve

daha sonra ise hazırlanan karışımdan (mastermix) 9 µl koyulup toplam hacim 10 µl

olarak ayarlandı (Çizelge 2.4 ve 2.5). PZR koşulu olarak ise, 95 0C’de – 5 dakika
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bekletme / [ 94 0C’de 1 dakika / 55 0C’de 45 saniye / 72 0C’de 1 dakika kullanılarak 20-

35 döngü] / 72 0C’de – 8 dakika bekletilerek - 100C’de örnekler alındı. PZR işlemleri

Applied Biosystems, Gene Amp® PCR system 9700 cihazında yapıldı.

Çizelge 2.4. Taq-Ekogen ile amplifiye olan primerler ve PZR bileşenleri

Karışım 1X (µl)
Pt30204

1X (µl)
Pt15169

1X (µl)
Pt87268

1X (µl)
Pt1254

ddH2O 6.32 6.32 6.32 6.12
dNTPs 10mM 0.4 0.4 0.4 0.4
MgCl2 50mM 0.4 0.4 0.4 0.4
BSA 10mg/ml 0.2 0.2 0.2 0.2
Tampon 10X 1 1 1 1
Primer R 5µM 0.3 0.3 0.3 0.4
Primer F•5 µM 0.3 0.3 0.3 0.4
Taq Pol. 5u/ µl 0.08 0.08 0.08 0.08

TOTAL 9 9 9 9

Çizelge 2.5. Taq-Invitrogen ile amplifiye olan primerler ve PZR bileşenleri

Karışım 1X (µl)
Pt36480

1X (µl)
Pt71936

ddH2O 6.32 6.32
dNTPs 10mM 0.4 0.4
MgCl2 50mM 0.4 0.4
BSA 10mg/ml 0.2 0.2
Tampon 10X 1 1
Primer R 5µM 0.3 0.3
Primer F•5 µM 0.3 0.3
Taq Pol. 5u/ µl 0.08 0.08

TOTAL 9 9
•Kullanılan primer floresan boya ile işaretli

PZR sonucu elde edilen ürünler Li-Cor 4300 DNA Analyzer cihazında dikey

poliakrilamid jelde yürütülerek bantların sinyal gücüne ve primerlerin polimorfizm

durumuna bakıldı. Yüklemede 1 µl ddH2O + 1 µl yükleme solüsyonu + 1 µl PZR ürünü

kullanıldı. Elde edilen bu karışımdan 0.5 – 0.75 µl arasında değişen miktarlarda

kullanıldı. Jelin ve kullanılan çözeltilerin hazırlanması hakkında ayrıntılı bilgiler EK-

4’de açıklanmıştır. Kullanılan primerlerden sadece Pt36480 primeri monomorfik olarak

görüldü. Deneme, üç populasyondan dörder birey olmak üzere, toplam 12 bireyde

yapıldığından bu primerin de bütün populasyonlar için kullanılması kararlaştırıldı.
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Akrilamid jelde görülen güçlü bant sinyallerinden sonra her bir primer için PZR döngü

sayısı beş döngü düşürülerek şu şekilde değiştirildi; Pt71936 için 15 döngü. Pt15169,

Pt30204 ve Pt87260 için 20 döngü. Pt36480 için 25 döngü ve Pt1254 için 30 döngü.

Optimize edilen PZR bileşenleri ve döngü sayıları ile her bir primer için bütün

populasyonlarda PZR işlemi gerçekleştirildi. Elde edilen plakalar Li-Cor 4300 DNA

Analyzer’da dikey poliakrilamid jelde inceleninceye kadar -20 ºC’de muhafaza edildi

(PZR ürünleri -20 ºC’de aylarca bozulmadan muhafaza edilebilir).

2.5. Dikey Poliakrilamid Jelde Analizler

Dikey poliakrilamid jel hazırlamadan önce kullanılacak malzemelerin hepsi

hazırlanmalıdır. Çünkü jel hazırlanıp cam bölmeler arasına aktarıldıktan kısa süre

(yaklaşık 30 dakika) sonra polimerize olmaya başlamaktadır. Dikey poliakrilamid jel

hazırlarken kullanılan çözeltiler ve malzemeler Şekil 2.10’da görülmektedir.

Şekil 2.10. Jel hazırlarken kullanılan çözeltiler ve malzemeler

Jel hazırlanırken ilk olarak, kullanılacak cam bölmeler alınarak saf etil alkol (%96

veya %99’luk) ile iyi bir şekilde temizlenmiştir. Temizleme işleminde özel selülozlu

(selüloz içeriği normal kâğıtlara göre biraz fazla olan) kâğıt kullanılmalı. Böylece cam

bölmeler üzerinde herhangi bir leke ve/veya çok küçük kâğıt parçaları kalmamaktadır.

Cam bölmeler üzerinde herhangi bir leke veya kâğıt parçasının kalması, cihazın

okumasında kirlilik (background) oluşumuna neden olabilir. Cam bölmeler iyice alkol
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ile temizlendikten sonra aralarına 25 cm uzunlukta ve 0.25 mm kalınlığında ince plastik

şerit (spacer) konulur. Cam bölmeler kapatılarak kenar sıkıştırma aparatları yerleştirilir

ve bunlar iyice sıkıştırılır. Düz bir düzlemde cam bölmelerin düzgün bir şekilde

kapatılıp kapatılmadığı kontrol edilir. Hazırlanan cam bölmeler jelin döküleceği ağız

kısmından 2-3 cm yukarıda olacak şekilde ayarlanır (Şekil 2.10).

Poliakrilamid jel için gerekli olan malzemeler hazırlanır. Bunlar sırasıyla;

Mikrosatellit analizi için solüsyon (% 6.9’luk akrilamid içeren jel stok solüsyonu),

TEMED (N, N, N, N-Tetrametiletilen-diamin) ve %10’luk APS (Amonyum peroksit

disulfat)’dir (Şekil 2.10). Jel stok solüsyonu ve TEMED +4 ºC’de, %10’luk APS ise -20

ºC’de muhafaza edilmektedir. Jel stok solüsyonun’dan 25 ml bir behere konur ve behere

dikey hava akımlı kabin içinde 15 µl TEMED eklenir. Bu karışım (Jel stok solüsyonu +

TEMED) çalkalayıcıda 15-20 saniye karıştırıldıktan sonra 150 µl %10’luk APS eklenir.

Bu da çalkalayıcıda 5-10 saniye karıştırıldıktan sonra hazırlanan çözeltinin 22-23 ml’si

şırınga içerisine alınır. Jelin polimerizasyonunu kontrol etmek için beherde 2-3 ml

çözelti bırakılır. Hazırlanan çözelti cam bölmelerin arasına dikkatli bir şekilde aktarılır.

Şırınga kullanılırken cam bölmeler arasında hava kabarcığı oluşmamasına dikkat edilir.

Jel çözeltisi döküldükten hemen sonra, tarak yeri aparatı cam bölmelerin arasındaki

açıklığa yerleştirilir. Bu aparatı koyarken çok dikkat edilmelidir. Çünkü bu aparatı

koyarken de hava kabarcığı oluşabilir. Hava kabarcığı oluşması durumunda jel tekrar

hazırlanmalıdır. Bundan dolayı tarak yeri aparatını yerleştirirken ağız kısmına biraz

fazla çözelti dökülür ve tarak yeri aparatı hemen yerleştirilir. Hazırlanan jel, polimerize

olması için oda sıcaklığında 1-2 saat (genellikle 1.5 saat) bekletilir. Jel polimerize

olduktan sonra el kurutma kâğıtları birkaç kat yapılarak musluk suyu ile ıslatılıp cam

bölmelerin açık olan her iki ucuna yerleştirilir. Cam bölmeler streç film ile sarılarak, jel

bir gece +4 ºC’de bekletilir. Şayet jel 2-3 gün sonra kullanılacaksa, el kurutma kâğıtları

iyice ıslatılır ve cam bölmelerin açık uçları bu ıslatılmış kâğıtlarla kapatılır (Şekil 2.11).
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Şekil 2.11. Buzdolabında (+4 ºC) bekletilmek için sarılmış bir jel örneği

Bir gece +4 ºC’de bekletilen jel, ertesi gün buzdolabından alındı ve oda sıcaklığında

5-10 dakika bekletildi (Şekil 2.11). Streç film söküldü ve jel musluk suyu altında iyice

yıkandı. Yıkama işlemi jelin yükleme yapılan ağız kısmında su akışı net bir şekilde

görüldüğü zaman bırakıldı. Yüklemenin yapılacağı ağız kısmında biriken jel kırıntıları

bir tel ile alındı. Bu kırıntılar alınmazsa tarağın oluşturacağı kuyucukları doldurabilir ve

yürütme işleminin düzgün bir şekilde gerçekleşmesini engelleyebilir. Ağız kısmındaki

kırıntılar alındıktan sonra jelin ön ve arka kısmındaki cam bölmeler saf etil alkol ile

iyice temizlendi. Bu işlem, cihazın okumasını düzgün bir şekilde yapması için

gereklidir. Cam bölmeler saf alkol ile temizlendikten sonra, jele tarak yerleştirildi.

Laboratuarda bulunan Li-Cor 4300 DNA Analyzer cihazı 64 örneklik tarağa sahipdi.

Tarak yerleştirildikten sonra bir bant ile cam bölmeye sabitlendi. Yükleme yapılacak

ağız kısmına 0.8X’lik TBE tamponu için gerekli olan plastik tampon yeri sabitlendi.

Cam bölmeler Li-Cor cihazına yerleştirildi. Yürütme işlemi için 0.8X’lik TBE tamponu

kullanıldı. Jel aparatı ve Li-Cor cihazının bağlantıları yapılarak ön-yürütme işlemi

başlatıldı. Ön-yürütme işlemi 15 dakika sürmektedir. Ön-yürütme işlemi jelde,

tamponda ve Li-Cor cihazında herhangi bir sorun olup olmadığını kontrol etmek için

yapılmaktadır. Bu arada jele yüklenecek örnekler hazırlanabilir.

Jelin ağız kısmında bulunan tarakta 1-64 arası rakamlar bulunmaktadır. Ayrıca,

1’den önce ve 64’den sonra 3’er kuyucuk daha vardır. Fazla kuyucuklar genellikle

markırlar (belirteç) için kullanılmaktadır. Örnekler yükleme işlemi için hazırlanırken
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sırasıyla 1 µl ddH2O + 1 µl yükleme solüsyonu + 1 µl PZR ürünü plakada bulunan

kuyucuklara konuldu. Bu miktarlar Li-Cor cihazından alınacak sinyalin gücüne göre

değiştirilebilir. Örneğin, sinyal çok zayıf ise çift distile su kullanılmayabilir. Elde edilen

yükleme karışımı 10 saniye santrifüj edildikten sonra denatürasyon işlemi için PZR

cihazına konuldu. Karışım PZR cihazında 94 ºC’de 2 dakika bekletildi. Böylece DNA

iplikleri birbirinden ayrılıp bağımsız hale gelecektir. Ön-yürütme işlemi

tamamlandıktan sonra elde edilen karışımdan 0.5-0.75 µl arasında değişen miktarlarda

kullanıldı (Şekil 2.12). Kullanılan bu miktar, Li-Cor cihazındaki sinyalin zayıf ve/veya

güçlü olmasına göre arttırılabilir veya azaltılabilir. Bantların büyüklüğünü öğrenmek

için kullanılan DNA merdiveni (squamark) belirtecinden ise 0.10-0.25 arasında değişen

miktarlarda kullanıldı. Yürütme sırasında Li-Cor cihazının koşulları sırasıyla; Volt (0-

1500) = 1490.5, mA (0-40) = 24.5, Güç [(w) (0-120)] = 36.5, Sıcaklık [(ºC) (0-50)] = 45

olarak görülmüştür. Bu değerlerde her yürütme işleminde farklılık gösterebilir. Çünkü

değerler cihaz tarafından verilen aralıklarda otomatik olarak belirlenmektedir. Jelin

polimerizasyonu, yürütme ortamının sıcaklığı vb. birçok faktör değerleri etkilemektedir.

Şekil 2.12. Poliakrilamid jele yükleme yapılırken

Kızılçam örneklerinin yüklenmesinde belirteç olarak, daha önce aynı laboratuarda

değişik araştırmacılar tarafından analiz edilmiş olan ve bant uzunlukları bilinen P.

pinaster Ait. ve P. halepensis Mill. örnekleri kullanılmıştır. Ayrıca, dış belirteç olarak

da DNA merdiveni (squamark - 800 nm) belirteci kullanılmıştır. Her bir akrilamid jele
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en fazla üç ve/veya dört kez yükleme yapılabilmektedir. Kullanılan primerin verdiği

bandın uzunluğuna ve beklenilen süreye göre yükleme sayısı değişmektedir. Örneğin,

Pt87268 primeri en fazla 172 baz çifti (bç) büyüklüğünde bant vermektedir. Bundan

dolayı bu primer çalışılırken jele en fazla 2 kez yükleme yapılması daha sağlıklı sonuç

alınmasını sağlar. Bunun aksine, Pt1254 primeri en fazla 76 bç büyüklüğünde bant

verdiğinden dolayı bu primerin çalışılması sırasında jele dört kez yükleme yapılabilir.

Ayrıca, en fazla yükleme sayısı olarak genellikle üç yükleme kullanılmaktadır. Çünkü

iki yüklemeden sonra cihaz iyice ısınmaktadır ve bu ısınma jelde bantların dalgalı

şekilde görünmesine neden olmaktadır. Jele ilk yükleme yapıldıktan yaklaşık 40-50

dakika sonra ikinci yükleme yapılmaktadır. Kullanılan primerlere ait örnek jel

görüntüleri Şekil 2.13, Şekil 2.14, Şekil 2.15, Şekil 2.16, Şekil 2.17 ve Şekil 2.18‘de

görülmektedir. Her bir şekildeki son dört örnek (sağ tarafta) belirteç olarak kullanılan

örneklerdir. Bu örneklerden ilk ikisi P. pinaster Ait.’e, son ikisi ise P. halepensis Mill.’e

aittir. Bu örnekler daha önce değişik çalışmalarda analiz edilmiş olan ve bant

büyüklükleri bilinen örneklerdir. Bütün şekillerde primerler orijin bölgelerinden

başlayarak bant verdikleri yerlere kadar görüntülenmektedir. Allel büyüklüklerinin daha

iyi ayırt edilebilmesi için polimorfik olan bazı bölgelerdeki bant büyüklükleri baz çifti

(bç) olarak ayrıntılı bir şekilde gösterilmiştir. Ayrıca, Pt36480 primerinin monomorfik,

diğer primerlerin ise polimorfik olduğu, jel şekillerinde açıkça görülmektedir.

Şekil 2.13. Pt1254 primerine ait bir jel görüntüsü

DNA merdiveni
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Şekil 2.14. Pt15169 primerine ait bir jel görüntüsü

Şekil 2.15. Pt30204 primerine ait bir jel görüntüsü
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Şekil 2.16. Pt36480 primerine ait bir jel görüntüsü

Şekil 2.17. Pt71936 primerine ait bir jel görüntüsü
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Şekil 2.18. Pt87268 primerine ait bir jel görüntüsü

2.6. Morfolojik Verilerin Eldesi

Düzlerçamı ortak bahçe deneme alanında bulunan bireylerin 13. ve 17. yaşlarına ait

morfolojik veriler, daha önce yapılan ve değişik yıllarda yayınlanan çalışmalardan

derlenmiştir (Işık ve Kara 1997, Işık 1998, Işık ve Işık 1999). Ayrıca, Düzlerçamı ortak

bahçe deneme alanındaki bireylerin 30. yaşa ait çap ölçümleri Mayıs 2008 yılında

yapılmıştır. Deneme alanındaki bireylerin çok uzun boylu olmaları (yaklaşık 20 m),

aralarındaki dikim aralıklarının nispeten dar olması (3.46 m) ve her bir ağaç tepesinin

görülmesini engelleyen sıklık nedeniyle, elektronik aletlerle de olsa, ağaçların son yıla

ait boyları ölçülememiştir.

2.7. İstatistiksel Analizler

Her bir primerin jelde sahip olduğu her bir bölge bir lokus olarak alındı. Her bir birey

için bir primerde görülen ayrı ayrı bantlar ise belirli bir allelin ifadesi olarak

değerlendirildi. Bu ilkeye dayanarak, analiz edilen her bir primer için,
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populasyonlardaki bireylerin her birinin sahip olduğu allellerin büyüklüğü belirlendi ve

allel frekansları ayrı ayrı hesaplandı. Populasyonların genetik çeşitliliğini

belirleyebilmek için her bir populasyonda, polimorfik lokuslar ve yüzdeleri, polimorfik

lokuslardaki ortalama allel sayıları hesaplandı.

Polimorfizm ölçütü olarak, bir lokustaki allel sayısı dikkate alındı. Şöyle ki, bütün

populasyonlar göz önüne alındığında iki ve/veya daha fazla allele sahip olan

mikrosatellit bölgesi polimorfik lokus olarak değerlendirildi. Çalışılan altı kloroplast

mikrosatellit bölgesinin her bir bireydeki farklı kombinasyonları haplotip olarak

tanımlandı. Ortalama allel sayısı, çalışılan her bir populasyondaki her bir lokusun sahip

olduğu allel sayısının aritmetik ortalaması alınarak bulundu. Her bir populasyonun

genetik çeşitliliği, Nei (1987)’nin tarafsız haplotip çeşitliliği (unbiased haplotypic

diversity) hesaplanarak belirlendi. Populasyonlar içindeki bireyler arasında bulunan

genetik mesafe, basamaklı mutasyon modeline göre hesaplandı (stepwise mutation

model, SMM). Bu modele göre rekombine olmayan kloroplast genomu tek bir lokus

olarak alındı ve Goldstein vd (1995)’in genetik uzaklık değeri (D2
sh) hesaplandı.

İstatistiksel analizlerle ilgili formüller ve bilgiler ayrıntılı olarak EK-5’de verilmiştir.

Populasyonların genetik yapısını birbiriyle karşılaştırabilmek ve populasyonlar arası

farklılaşmanın özellikle hangi lokuslardan kaynaklandığını belirleyebilmek için Wright

(1978)’ın F-istatistiği ve Slatkin (1995)’in RST değerleri kullanıldı. Üç farklı şekilde

(FIS, FIT, FST) ifade edilen F-istatistiği, gözlenen genotip oranları ile Hardy-Weinberg

koşullarında beklenen genotip oranları arasında sapma olup olmadığını gösterir (Wright

1965). Ayrıca, populasyonların sahip olduğu haplotipler (allel büyüklükleri ile) girdi

olarak kullanılarak Arlequin programında moleküler varyans analizi (AMOVA) yapıldı.

Yukarıdaki istatistiki hesaplamalarda allel frekanslarının ve populasyonlar arası

coğrafik mesafenin dikkate alındığı BAPS [(Bayesian Analysis of Population Structure)

(versiyon 5.2) (http://web.abo.fi/fak/mnf//mate/jc/software/baps.html)] ve

populasyonların sahip olduğu haplotiplerin göz önünde bulundurulduğu Arlequin

[(versiyon 3.11) (http://cmpg.unibe.ch/software/arlequin3/)] bilgisayar programları

kullanıldı (Corander vd 2003, 2008, Excoffier vd 2005).
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Populasyon çiftleri arasındaki Jaccard benzerlik katsayıları, populasyonların sahip

oldukları haplotipler göz önünde bulundurularak hesaplandı. Hesaplanan Jaccard

benzerlik katsayılarından yola çıkılarak populasyonların benzerlik fenogramı çizildi.

Hesaplamaların nasıl yapıldığı ve Jaccard benzerlik katsayılarının nasıl bulunduğu EK-

5’de ayrıntılı olarak açıklanmıştır (Işık vd 2005).

Morfolojik verilerin analizinde ise SAS paket programı kullanıldı (SAS versiyon

8.0, SAS 1999). Bu tez çalışmasında ele alınan deneme alanındaki populasyon ve aile

varyasyonları daha önce yapılan çalışmalardan elde edilerek, ölçülen her bir karakter

için QST değerleri hesaplandı (Işık 1998, Işık vd 1999). Hesaplanan QST değerleri, FST

değerleri ile karşılaştırılarak populasyonlar hakkındaki olası varsayımlar belirlendi.

Morfolojik veriler ile moleküler verilerin karşılaştırılmasıyla ilgili ayrıntılı bilgiler ve

gerekli formüller EK-5’de verilmiştir.
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3. BULGULAR

Bulgular bölümündeki bilgiler şu şekilde özetlenebilir: Analizlerden elde edilen

bilgilere dayanarak her bir primerin bantlaşma fenotipi belirlendi ve net bir şekilde

gözlenen lokuslar ve/veya alleller değerlendirmeye alındı. Değerlendirmeye alınan

lokuslardaki allellerden yola çıkılarak populasyonların sahip oldukları haplotipler ve

genetik çeşitlilik düzeyleri hesaplandı. Böylece populasyonların genetik yapısı

belirlenerek populasyonlar arasındaki genetik benzerlik ve/veya farklılık düzeyleri

ortaya konuldu. Bu bulguların ve değerlendirmelerin her biri aşağıda ayrıntılı bir şekilde

açıklanmaktadır.

3.1. Populasyonların Haplotip ve Allel Analizi

Yapılan analizler sonucunda çalışılan altı primerin her biri için öncelikle bantlaşma

fenotipleri belirlendi. Çalışılan her bir primer bölgesi lokus, bu bölgelerde görülen farklı

büyüklükteki bantlar ise ilgili lokusun allelleri olarak ele alındı. Çalışılan primerlerden

Pt36480 primeri monomorfik, diğerleri ise polimorfik olarak saptandı. Analiz edilen altı

populasyonda altı primer için toplam 29 allel (her bir lokus için 1-9 arası allel)

belirlendi. Altı populasyonda analiz edilen toplam 240 bireyden (ağaçtan), her bir

primer için kolayca ayırt edilebilen bantlar verdikleri için, 231 adet birey

değerlendirmeye alındı. Populasyonlarda her bir primer için değerlendirmeye alınan

birey sayısı, ortalama 38.5 bireydir (35 bireyle en az sayı Hacıbekar,  40 bireyle en çok

sayıda Murtbeli ve Doyran populasyonları).

Her bir bireyde çalışılan altı primer için elde edilen farklı büyüklükteki allel

bantlarının kombinasyonu haplotip olarak değerlendirildi. Buna göre, altı populasyonda

toplam 60 haplotip gözlendi. Gözlenen haplotipler ve her bir lokusta baz çifti olarak

sahip oldukları allel büyüklükleri Çizelge 3.1’de gösterilmektedir. Belirlenen 60

haplotipten 37’si (% 61.7) özel ve/veya eşsiz olarak saptandı. Başka bir deyişle, her bir

populasyonda bulunan haplotiplerin yaklaşık % 10.3’ü özel ve/veya eşsiz olarak

gözlendi. Haplotiplerden dört tanesinin (H12, H19, H39 ve H45) bütün populasyonlarda
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ortak olarak bulunduğu saptandı. Ortak olan dört haplotipin, toplam haplotip frekansının

% 45.5’ini oluşturdukları bulundu.

Çizelge 3.1. Çalışılan altı farklı kızılçam populasyonunda altı ayrı primer için
gözlenen 60 haplotip ve bu haplotiplerin baz çifti olarak sahip
oldukları allel büyüklükleri (Çalışılan altı populasyonda ortak
olan haplotipler koyu ve italik rakamlarla gösterilmiştir)

Lokus ve/veya primerler
Haplotip Pt1254 Pt15169 Pt30204 Pt36480 Pt71936 Pt87268

1 72 119 138 140 143 171
2 73 119 138 140 143 171
3 72 119 138 140 144 171
4 73 119 138 140 144 171
5 72 119 138 140 144 172
6 71 119 138 140 148 170
7 71 119 138 140 149 170
8 74 119 138 140 148 170
9 76 118 138 140 148 170
10 71 119 138 140 149 171
11 76 119 139 140 147 170
12 76 119 138 140 148 170
13 74 119 138 140 148 171
14 72 119 138 140 149 171
15 76 118 138 140 148 171
16 70 119 138 140 149 172
17 77 119 138 140 148 170
18 76 119 138 140 149 170
19 76 119 138 140 148 171
20 71 118 138 140 149 173
21 76 119 137 140 149 171
22 76 119 138 140 147 172
23 76 118 138 140 149 171
24 75 120 138 140 148 171
25 70 119 138 140 149 173
26 75 119 138 140 149 171
27 77 119 138 140 148 171
28 77 119 138 140 147 172
29 76 120 138 140 148 171
30 71 119 138 140 149 173
31 76 119 139 140 148 171

Devamı arka sayfada
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Çizelge 3.1’in devamı
32 76 119 138 140 149 171
33 76 118 138 140 150 171
34 75 120 138 140 149 171
35 70 119 139 140 149 173
36 70 119 138 140 150 173
37 77 119 139 140 148 171
38 75 119 138 140 150 171
39 77 119 138 140 148 172
40 76 120 138 140 149 171
41 71 119 138 140 150 173
42 76 119 138 140 151 170
43 76 119 139 140 148 172
44 76 119 138 140 149 172
45 76 118 138 140 150 172
46 77 119 139 140 148 172
47 77 119 138 140 149 172
48 77 118 138 140 150 172
49 76 119 139 140 149 172
50 78 119 139 140 148 172
51 76 119 138 140 150 172
52 76 119 138 140 149 173
53 76 118 138 140 151 172
54 77 119 140 140 148 172
55 77 120 138 140 148 173
56 77 119 138 140 150 172
57 77 119 138 140 151 172
58 78 119 138 140 151 172
59 77 119 139 140 151 172
60 77 119 138 140 152 172

Çalışılan altı primerde 60 çeşit farklı haplotip görülmesi, ilgili primerlerin farklı

büyüklükte allellere sahip olduğunu gösterir. Örneğin, bu ölçüte göre, analizlerde

kullanılan primerlerden en çok allel (dokuz adet) Pt1254 primerinde, en az allel (bir

adet) ise Pt36480 primerinde görüldü. Bu durumda, Pt36480 primeri monomorfik,

Pt1254 primeri ise polimorfik bir primerdi. Analizlerde kullanılan diğer primerlerin ise

üç ile sekiz arasında değişen sayılarda allellere sahip oldukları ve hepsinin polimorfik

olduğu gözlendi. Çalışılan altı primerden beşinin (Pt71936 dışındakiler) sahip olduğu

allellerin aralarında sadece birer baz çiftlik (bç) farklar bulunduğu belirlendi. Pt71936

primerinde ise, 144 bç ile 147 bç allel büyüklükleri arasında herhangi bir büyüklüğe
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sahip hiçbir allel olmadığı, bu iki büyüklük arasında iki bç’lik boşluğun bulunduğu

gözlendi (Şekil 3.1). Bu durum, Sarılar populasyonu dışındaki diğer populasyonlarda

toplam 13 bireyde gözlendi. Bük ve Doyran populasyonlarında sadece 144 bç’lik allel

görülürken, Hacıbekar populasyonunda ise sadece 143 bç’lik allelin varlığı gözlendi.

Murtbeli ve Kapan populasyonlarında, hem 143 bç’lik hem de 144 bç’lik iki allele de

rastlandı. Bütün populasyonlar göz önüne alındığında altı lokusun her birinde görülen

allellerin allel büyüklüklerine göre frekans dağılımları Şekil 3.1’de belirtilmiştir.

Şekil 3.1. Kızılçam populasyonlarında çalışılan altı primerin (lokusun) her birindeki
allellerin, allel büyüklüklerine göre frekans dağılımları (Dikey eksen:
Frekans, Yatay eksen: Baz çifti olarak allel büyüklüğü)
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Populasyonların, her bir primer bölgesi için sahip olduğu alleller ve ilgili allelleri

bulunduran birey sayıları Çizelge 3.2’de belirtilmektedir. Buna göre en çok sayıda alleli

olan primerler, Pt1254 (dokuz adet) ve Pt71936 (sekiz adet)  primerleridir. Bununla

beraber hiçbir populasyon bu primerlere ait bütün allellerin hepsini birden

içermemektedir. Örneğin, Pt71936 primerinin Murtbeli ve Kapan populasyonlarındaki

allellerine baktığımızda 152 bç’lik allel her iki populasyonda da bulunmamaktadır.

Ayrıca, bazı allellerin sadece bir ve/veya birkaç populasyona özgü olduğu görülmüştür.

Örneğin, Pt1254 lokusunda 70 bç’lik allel sadece Hacıbekar populasyonunda, 74 bç’lik

allelde sadece Sarılar ve Hacıbekar populasyonlarında bulunmaktadır.

Çizelge 3.2. Kızılçam populasyonlarında çalışılan primerler, her bir primerdeki
alleller (büyüklüklerine göre) ve her bir populasyonda ilgili allellere
sahip olan birey sayıları

Primer
ve

Allel büyüklüğü

Hat 1

Populasyon*

Hat 2

Populasyon*

Toplam

S M K D B H

Pt1254

70 0 0 0 0 0 5 5
71 3 1 3 4 3 0 14
72 0 2 3 1 1 3 10
73 0 1 2 0 0 0 3
74 1 0 0 0 0 1 2
75 3 0 0 0 1 0 4
76 23 18 25 21 28 25 140
77 10 17 7 13 7 2 56
78 0 1 0 1 0 0 2

Pt15169 118 7 5 8 5 5 5 35
119 30 34 31 35 34 31 195
120 2 1 1 0 1 0 5

Pt30204

137 1 0 0 0 0 0 1
138 36 39 37 35 36 34 217
139 3 1 2 5 3 2 16
140 0 0 0 0 1 0 1

Pt36480 140 40 40 40 40 40 38 238

Pt71936

143 0 1 1 0 0 2 4
144 0 2 4 1 2 0 9
147 1 1 3 1 1 1 8
148 17 28 17 19 14 22 117

Devamı arka sayfada
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Pt71936

Çizelge 3.2’nin devamı
149 9 2 7 7 12 8 45
150 5 4 7 7 4 5 32
151 7 2 1 4 6 0 20
152 1 0 0 1 0 0 2

Pt87268

170 8 11 7 11 8 6 51
171 11 6 17 7 16 19 76
172 18 21 13 19 14 8 93
173 3 2 2 3 2 3 15

Toplam 239 240 238 240 239 220 1416
*Populasyonlar: S: Sarılar, M: Murtbeli, K: Kapan, D: Doyran, B: Bük,

H: Hacıbekar

3.2. Populasyonların Genetik Çeşitlilik Parametreleri

Analiz edilen populasyonlara ait genetik çeşitlilik parametreleri Çizelge 3.3’de

sunulmuştur. Buna göre, ortalama genetik çeşitlilik %92.83 olarak gözlendi. Çalışılan

primerler bakımından genetik çeşitliliğin en az olduğu populasyon %86.67 ile Murtbeli,

en fazla olduğu populasyon ise %95.82 değeri ile Sarılar olarak belirlendi. Basamaklı

mutasyon modeline göre haplotipler arasındaki ortalama genetik uzaklık katsayısı 4.87

olarak bulundu. Populasyon başına düşen ortalama haplotip sayısı 20.2, ortalama özel

haplotip sayısı ise 6.2 olarak belirlendi.

Çizelge 3.3. Kızılçamda çalışılan altı populasyonda genetik çeşitlilik parametreleri ve
haplotipler arasındaki uzaklık

Populasyon n* N* Np* He* D2
sh*

Doyran 40 23 6 0.9538 4.21

Sarılar 39 24 8 0.9582 4.03

Bük 39 21 3 0.9514 4.68

Murtbeli 40 16 3 0.8667 4.37

Kapan 38 20 7 0.9403 5.94

Hacıbekar 35 17 10 0.8992 5.97

Ortalama 38.5 20.2 6.2 0.9283 4.87

*n: değerlendirilen birey sayısı, N: haplotip çeşidi sayısı, Np: özel ve/veya eşsiz haplotip
sayısı, He: Nei (1987)’nin genetik çeşitlilik katsayısı, D2

sh: basamaklı mutasyon
modeline göre haplotipler arasındaki genetik uzaklık katsayısı



39

Basamaklı mutasyon modeline göre yapılan moleküler varyans analizi (AMOVA)

sonuçları Çizelge 3.4’de sunulmaktadır. Buna göre, çalışılan populasyonlar,

bulundukları üç farklı yükselti kuşağına göre karşılaştırıldığında, yükselti kuşakları

(gruplar) arasındaki genetik farklılık RST = %4.97 (P < 0.0655) olarak bulundu (Çizelge

3.4.a). Populasyonlar, bulundukları iki hatta göre (doğu kesiti, batı kesiti)

karşılaştırıldıklarında hatlar (gruplar) arasında istatistiksel olarak önemli farklılık

görülmedi (Çizelge 3.4.b). Fakat, hatlar içinde (grup içi) farklı yükselti kuşağındaki

populasyonlar arasında RST değeri %4.82 olarak bulunmuştur ki bu sonuç Çizelge 3.4.a

ile uyum içerisindedir. Bütün populasyonlar yükselti kuşağına, doğu-batı hattına ve

bağımsız olarak göz önüne alındığında, genetik çeşitliliğin büyük kısmının (%86.48 -

%98.59) populasyon içinde olduğu görülmüştür (P < 0.004, Çizelge 3.4). Ayrıca,

populasyonlar içinde bulunan aileler arasında yüksek ve önemli düzeyde genetik

çeşitliliğin olduğu bulunmuştur (RST = 10.75, P < 0.0127, Çizelge 3.4.c). Her bir

karşılaştırmada (Çizelge 3.4.a, b ve c olarak gösterilen üç grup), karşılaştırılan grupların

sahip oldukları haplotipler dikkate alınarak Arlequin programındaki analizleri

sonucunda, FST değerleri sırasıyla, 0.01405, 0.01601 ve 0.04767 olarak bulunmuştur.

Allel frekanslarının ve populasyonlar arası coğrafik mesafenin dikkate alındığı BAPS

(Bayesian Analysis of Population Structure) analizi sonucunda, Hacıbekar bir grup, geri

kalan diğer beş populasyon da başka bir grup olarak ortaya çıkmışlardır (Şekil 3.2).

BAPS analizi, allel frekansları istatistiksel olarak önemli düzeyde fark göstermeyen

populasyonları aynı renkte göstermektedir. Şekil 3.2’de populasyonlar enlem ve boylam

derecelerine göre gösterilmişlerdir (Bkz. Çizelge 2.1). BAPS analizine göre, coğrafik

olarak birbirine yakın olan Doyran ve Bük, ayrıca Murtbeli ve Kapan populasyonları

allel frekansları bakımından da birbirine benzer görünmektedirler. Buna karşın, çalışılan

altı populasyon içerisinde coğrafik olarak nispeten uzak olan ve kızılçamın optimum

yayılışının perifer kısmında bulunan Hacıbekar populasyonu, allel frekansları

bakımından çalışılan diğer beş populasyondan farklı bulunmuştur.
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Çizelge 3.4. Haplotipler arasındaki uzaklığa (D2
sh) göre moleküler varyans analiz

(AMOVA) sonuçları

Varyasyon kaynağı s.d.

F-stat RST

varyans

mutlak

değeri

Var.

(%)

P varyans

mutlak

değeri

Var.

(%)

P

(a) Yükseltiye bağlı olarak üç populasyon çifti

Gruplar-arası 2 0.0020 -0.42 0.6696 0.3535 4.97 0.0655

Grup-içi populasyonlar-
arası

3 0.0086 1.83 0.0782 -0.0294 -0.41 0.5005

Populasyon-içi 225 0.4643 98.59 0.0000 6.7817 95.44 0.0039

(b) İki yükselti hattı

Gruplar-arası 1 0.0014 0.29 0.2903 -0.1389 -1.99 0.7986

Grup-içi populasyonlar-
arası

4 0.0062 1.32 0.0088 0.3366 4.82 0.1154

Populasyon-içi 225 0.4643 98.40 0.002 6.7817 97.17 0.0039

(c) Altı populasyon yükselti kuşağı ve yükselti hattından bağımsız olarak

Populasyonlar-arası 5 0.0057 1.22 0.0137 0.1951 2.77 0.0528

Populasyon-içi aileler-arası 54 0.0167 3.55 0.0117 0.7561 10.75 0.0127

Aile-içi 171 0.4488 95.23 0.0009 6.0838 86.48 0.0009

F-stat: Wright (1965)’ın F-istatistiği, s.d.: serbestlik derecesi, Var.: Varyans, P: olasılık
değeri, RST: alleller arasındaki büyüklük farkının kareler ortalaması
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Şekil 3.2. Populasyonların enlem (dikey eksen) ve boylamlarına (yatay eksen)
göre BAPS analizi sonuçları

3.3. Populasyonların Ortak ve Özgü Haplotipler Bakımından Karşılaştırılması

Populasyonların sahip oldukları kendine özgü haplotip sayıları Şekil 3.3’de

gösterilmiştir (Ayrıca, Bkz. Çizelge 3.3). Buna göre, kendine özgü haplotip sayısı orta

zonda bulunan populasyonlarda (Murtbeli ve Bük) en az, kenar zon (marjinal)

populasyonlarda (Sarılar ve Hacıbekar) ise en fazla olarak görülmüştür.

Şekil 3.3. Çalışılan altı kızılçam populasyonunda görülen populasyona özgü
haplotip sayıları
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Populasyonların sahip oldukları ortak haplotiplerin sayıları Çizelge 3.5’de

verilmiştir. Buna göre, Sarılar populasyonu, Hacıbekar populasyonu ile beş, Bük

populasyonu ile 13 ortak haplotipe sahiptir. Sarılar populasyonunun diğer populasyonlar

ile paylaştığı ortak haplotiplerin toplam sayısı ise 46’dır (Çizelge 3.5). Çalışılan altı

populasyon arasında Bük populasyonu, diğer beş populasyon ile en çok sayıda (53 adet)

ortak haplotipi paylaşan populasyondur. Diğer populasyonlar ile en az sayıda (30 adet)

ortak haplotipi paylaşan populasyon ise Hacıbekar populasyonudur.

Populasyonlar, aşağıdaki paragraflarda ayrı ayrı ele alınmış ve diğer populasyonlar

ile olan benzerlik durumları pasta grafikleri ile gösterilmiştir. Bu grafikler, Çizelge

3.5’de gösterilen ve ortak paylaşılan haplotip sayıları temel alınarak yapılmıştır.

Çizelge 3.5. Kızılçamda çalışılan altı populasyonun sahip oldukları ortak
haplotip çeşitlerinin sayıları

Doyran Sarılar Bük Murtbeli Kapan Hacıbekar
Doyran - 12 13 9 11 6
Sarılar 12 - 13 8 8 5
Bük 13 13 - 10 11 6
Murtbeli 9 8 10 - 10 6
Kapan 11 8 11 10 - 7
Hacibekar 6 5 6 6 7 -
Toplam* 51 46 53 43 47 30

*Diğer populasyonlar ile paylaşılan toplam haplotip sayıları

3.3.1. Doyran populasyonu

Doyran populasyonunun sahip olduğu haplotipler ve frekansları Çizelge 3.6’da

gösterilmektedir. Buna göre, Doyran populasyonunun toplam 23 haplotip çeşidine sahip

olduğu görülmektedir. Haplotiplerden 6 tanesinin (H6, H7, H11, H50, H52, H59)

Doyran populasyonuna özgü olduğu ve bunların Doyran populasyonunda bulunan

toplam haplotiplerin (40 adet) %15’ini oluşturdukları bulunmuştur. Ayrıca, altı

populasyonun hepsinde bulunan ortak dört haplotipin (H12, H19, H39, H45) Doyran

populasyonunda toplam 17 adet olduğu bulunmuştur. Bu ortak dört haplotipin (17 adet)

Doyran populasyonundaki toplam haplotiplerin (40 adet) %42.5’ini oluşturduğu
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görülmüştür. Haplotip frekanslarından hesaplanan He değeri [Nei (1987)’nin genetik

çeşitlilik katsayısı] Doyran populasyonu için 0.9538 olarak bulunmuştur (Bkz. Çizelge

3.3).

Çizelge 3.6. Doyran populasyonunun haplotipleri ve frekansları
(populasyona özgü olan haplotipler, koyu ve italik
olarak gösterilmiştir)

Sıra
no

Haplotip
kodu sayısı frekansı frekans2

1 H3 1 0.025 0.000625
2 H6 1 0.025 0.000625
3 H7 1 0.025 0.000625
4 H11 1 0.025 0.000625
5 H12 6 0.15 0.0225
6 H17 2 0.05 0.0025
7 H19 3 0.075 0.005625
8 H27 2 0.05 0.0025
9 H30 1 0.025 0.000625
10 H32 1 0.025 0.000625
11 H39 3 0.075 0.005625
12 H41 1 0.025 0.000625
13 H43 1 0.025 0.000625
14 H44 1 0.025 0.000625
15 H45 5 0.125 0.015625
16 H47 1 0.025 0.000625
17 H49 1 0.025 0.000625
18 H50 1 0.025 0.000625
19 H51 1 0.025 0.000625
20 H52 1 0.025 0.000625
21 H57 3 0.075 0.005625
22 H59 1 0.025 0.000625
23 H60 1 0.025 0.000625

Toplam 23 40 1 0.07

Doyran populasyonunun çalışılan diğer beş populasyon ile benzerlik durumu, diğer

beş populasyon ile paylaştığı ortak haplotipler bakımından Şekil 3.4’de gösterilmiştir.

Şekildeki değerler, her bir populasyonun Doyran populasyonu ile ortak olduğu haplotip

sayısının, Doyran populasyonunun çalışılan diğer beş populasyon ile ortak olduğu

toplam haplotip sayısına bölünmesiyle elde edilmiştir. Örneğin, Doyran populasyonu,

diğer beş populasyon ile sahip olduğu toplam 51 ortak haplotipten 13 tanesini Bük
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populasyonu ile paylaştığı için, Bük populasyonu ile benzerlik derecesi 13/51 = 0.254 ≈

%25 bulunmuştur (Bkz. Çizelge 3.5). Buna göre, Doyran populasyonunun en çok Bük

(%25), Sarılar (%23) ve Kapan (%22), en az ise Hacıbekar (%12) populasyonu ile ortak

haplotipe sahip olduğu gözlenmiştir.

Şekil 3.4. Doyran populasyonunun diğer populasyonlarla paylaştığı ortak haplotip
sayılarının populasyonlar arasında dağılımı (%)

3.3.2. Sarılar populasyonu

Sarılar populasyonunun sahip olduğu haplotipler ve frekansları Çizelge 3.7’de

gösterilmektedir. Buna göre, Sarılar populasyonunun toplam 24 haplotip çeşidine sahip

olduğu görülmektedir. Haplotiplerden sekiz tanesinin (H13, H21, H24, H26, H38, H40,

H42, H48) Sarılar populasyonuna özgü olduğu ve bu haplotiplerin toplam sekiz adet

olduğu görülmüştür. Bu sekiz adet özgü haplotipin Sarılar populasyonunda görülen

toplam 39 adet haplotipin %20.5’ini oluşturdukları bulunmuştur. Ayrıca, altı

populasyonun hepsinde ortak olan dört haplotipin (H12, H19, H39, H45) Sarılar

populasyonunda toplam 14 adet olduğu bulunmuştur. Bu 14 adet ortak haplotipin,

Sarılar populasyonunun toplam haplotiplerinin (39 adet) %35.9’unu oluşturduğu

görülmüştür. Haplotip frekanslarından hesaplanan He değeri [Nei (1987)’nin genetik

çeşitlilik katsayısı] Sarılar populasyonu için 0.9582 olarak bulunmuştur (Bkz. Çizelge

3.3). Bu değer, çalışılan populasyonlar arasında en yüksek He değeri olarak ortaya

çıkmıştır.
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Çizelge 3.7. Sarılar populasyonunun haplotipleri ve frekansları
(populasyona özgü olan haplotipler, koyu ve italik
olarak gösterilmiştir)

Sıra
no

Haplotip
kodu sayısı frekansı frekans2

1 H12 6 0.1538462 0.0236686
2 H13 1 0.025641 0.0006575
3 H14 1 0.025641 0.0006575
4 H18 1 0.025641 0.0006575
5 H19 2 0.0512821 0.0026298
6 H21 1 0.025641 0.0006575
7 H24 1 0.025641 0.0006575
8 H26 1 0.025641 0.0006575
9 H30 2 0.0512821 0.0026298
10 H32 1 0.025641 0.0006575
11 H38 1 0.025641 0.0006575
12 H39 4 0.1025641 0.0105194
13 H40 1 0.025641 0.0006575
14 H41 1 0.025641 0.0006575
15 H42 1 0.025641 0.0006575
16 H43 1 0.025641 0.0006575
17 H45 2 0.0512821 0.0026298
18 H46 1 0.025641 0.0006575
19 H47 1 0.025641 0.0006575
20 H48 1 0.025641 0.0006575
21 H49 1 0.025641 0.0006575
22 H53 4 0.1025641 0.0105194
23 H57 2 0.0512821 0.0026298
24 H60 1 0.025641 0.0006575

Toplam 24 39 1 0.0664037

Ortak paylaşılan haplotip sayısına göre (Bkz. Çizelge 3.5), Sarılar populasyonunun

çalışılan diğer beş populasyona olan benzerlik durumu Şekil 3.5’de gösterilmiştir. Buna

göre, Sarılar populasyonunun en çok Bük (%28) ve Doyran (%26), en az Hacıbekar

(%11) populasyonu ile ortak haplotipe sahip olduğu bulunmuştur.
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Şekil 3.5. Sarılar populasyonunun diğer populasyonlarla paylaştığı ortak haplotip
sayılarının populasyonlar arasında dağılımı (%)

3.3.3. Bük populasyonu

Bük populasyonunun sahip olduğu haplotipler ve frekansları Çizelge 3.8’de

gösterilmektedir. Buna göre, Bük populasyonunun toplam 21 haplotip çeşidine sahip

olduğu bulunmuştur. Haplotiplerden üç tanesinin (H34, H54, H56) Bük populasyonuna

özgü olduğu ve bunların toplam üç adet bulundukları görülmüştür. Bu üç adet özgü

haplotipin, Bük populasyonunun sahip olduğu toplam haplotiplerin (39 adet) %7.7’sini

oluşturdukları bulunmuştur. Ayrıca, altı populasyonun hepsinde ortak olan dört

haplotipin Bük populasyonunda toplam 11 adet olduğu ve Bük populasyonunda bulunan

toplam haplotiplerin (39 adet) %28.2’sini oluşturdukları görülmüştür. Haplotip

frekanslarından hesaplanan He değeri [Nei (1987)’nin genetik çeşitlilik katsayısı] Bük

populasyonu için 0.9514 olarak bulunmuştur (Bkz. Çizelge 3.3).

Çizelge 3.8.  Bük populasyonunun haplotipleri ve frekansları
(populasyona özgü olan haplotipler, koyu ve italik
olarak gösterilmiştir)

Sıra
no

Haplotip
kodu sayısı frekansı frekans2

1 H2 1 0.025641 0.0006575
2 H3 1 0.025641 0.0006575
3 H9 1 0.025641 0.0006575
4 H12 4 0.1025641 0.0105194

Devamı arka sayfada
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Çizelge 3.10’un devamı
5 H14 1 0.025641 0.0006575
6 H18 3 0.0769231 0.0059172
7 H19 5 0.1282051 0.0164366
8 H27 1 0.025641 0.0006575
9 H30 1 0.025641 0.0006575
10 H32 5 0.1282051 0.0164366
11 H34 1 0.025641 0.0006575
12 H39 1 0.025641 0.0006575
13 H41 1 0.025641 0.0006575
14 H43 1 0.025641 0.0006575
15 H45 1 0.025641 0.0006575
16 H49 2 0.0512821 0.0026298
17 H51 1 0.025641 0.0006575
18 H53 3 0.0769231 0.0059172
19 H54 1 0.025641 0.0006575
20 H56 1 0.025641 0.0006575
21 H57 3 0.0769231 0.0059172

Toplam 21 39 1 0.0729783

Bük populasyonunun çalışılan diğer beş populasyon ile benzerlik durumu,

paylaşılan ortak haplotip sayısına göre Şekil 3.6’da gösterilmiştir (Bkz. Çizelge 3.5).

Buna göre, Bük populasyonunun en çok Doyran (%25) ve Sarılar (%24), en az ise

Hacıbekar (%11) populasyonu ile ortak haplotipe sahip olduğu görülmüştür.

Şekil 3.6. Bük populasyonunun diğer populasyonlarla paylaştığı ortak haplotip
sayılarının populasyonlar arasında dağılımı (%)
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3.3.4. Murtbeli populasyonu

Murtbeli populasyonunun sahip olduğu haplotipler ve frekansları Çizelge 3.9’da

gösterilmektedir. Buna göre, Murtbeli populasyonunun toplam 16 haplotip çeşidine

sahip olduğu görülmektedir. Haplotiplerden üç tanesinin (H5, H55, H58) Murtbeli

populasyonuna özgü olduğu ve bunların toplam üç adet oldukları bulunmuştur. Bu üç

adet özgü haplotipin, Murtbeli populasyonunda gözlenen toplam haplotiplerin (40 adet)

%7.5’ini oluşturdukları bulunmuştur. Altı populasyonun hepsinde görülen ortak dört

haplotipin Murtbeli populasyonunda 27 adet olduğu ve bu haplotiplerin Murtbeli

populasyonunda bulunan toplam haplotiplerin (40 adet) %67.5’ini oluşturduğu

görülmüştür. Haplotip frekanslarından hesaplanan He değeri [Nei (1987)’nin genetik

çeşitlilik katsayısı] Murtbeli populasyonu için 0.8667 olarak bulunmuştur. Bu değer,

çalışılan populasyonlar arasında en düşük He değeri olarak belirlenmiştir (Bkz. Çizelge

3.3).

Çizelge 3.9. Murtbeli populasyonunun haplotipleri ve frekansları
(populasyona özgü olan haplotipler, koyu ve italik
olarak gösterilmiştir)

Sıra
no

Haplotip
kodu

Haplotip
sayısı

Frekans Frekans2

1 H2 1 0.025 0.000625
2 H3 1 0.025 0.000625
3 H5 1 0.025 0.000625
4 H9 1 0.025 0.000625
5 H12 8 0.2 0.04
6 H14 1 0.025 0.000625
7 H17 2 0.05 0.0025
8 H19 3 0.075 0.005625
9 H30 1 0.025 0.000625
10 H39 12 0.3 0.09
11 H44 1 0.025 0.000625
12 H45 4 0.1 0.01
13 H46 1 0.025 0.000625
14 H55 1 0.025 0.000625
15 H57 1 0.025 0.000625
16 H58 1 0.025 0.000625

Toplam 16 40 1 0.155
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Ortak paylaşılan haplotip sayısına göre (Bkz. Çizelge 3.5), Murtbeli

populasyonunun çalışılan diğer beş populasyona olan benzerlik durumu Şekil 3.7’de

gösterilmiştir. Buna göre, Murtbeli populasyonunun en çok Bük (%23), Kapan (%23)

ve Doyran (%21), en az ise Hacıbekar (%14) populasyonu ile ortak haplotipe sahip

olduğu bulunmuştur.

Şekil 3.7. Murtbeli populasyonunun diğer populasyonlarla paylaştığı ortak
haplotip sayılarının populasyonlar arasında dağılımı (%)

3.3.5. Kapan populasyonu

Kapan populasyonunun sahip olduğu haplotipler ve frekansları Çizelge 3.10’da

gösterilmektedir. Buna göre, Kapan populasyonunun toplam 20 haplotip çeşidine sahip

olduğu gözlenmiştir. Haplotiplerden yedi tanesinin (H4, H10, H20, H23, H28, H29,

H37) Kapan populasyonuna özgü olduğu ve toplam yedi adet oldukları bulunmuştur. Bu

yedi özgü haplotipin Kapan poplasyonunun sahip olduğu toplam haplotiplerin (38 adet)

%18.4’ünü oluşturdukları bulunmuştur. Ayrıca, altı populasyonun hepsinde görülen

ortak dört haplotipin Kapan populasyonunda 18 adet olduğu ve bunların Kapan

populasyonunda bulunan toplam haplotiplerin (38 adet) %47.4’ünü oluşturduğu

görülmüştür. Haplotip frekanslarından hesaplanan He değeri [Nei (1987)’nin genetik

çeşitlilik katsayısı] Kapan populasyonu için 0.9403 olarak bulunmuştur (Bkz. Çizelge

3.3).
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Çizelge 3.10. Kapan populasyonunun haplotipleri ve frekansları
(populasyona özgü olan haplotipler, koyu ve italik
olarak gösterilmiştir)

Sıra
no

Haplotip
kodu sayısı frekansı frekans2

1 H2 1 0.0263158 0.0006925
2 H3 3 0.0789474 0.0062327
3 H4 1 0.0263158 0.0006925
4 H10 1 0.0263158 0.0006925
5 H12 6 0.1578947 0.0249307
6 H14 2 0.0526316 0.0027701
7 H17 1 0.0263158 0.0006925
8 H19 4 0.1052632 0.0110803
9 H20 1 0.0263158 0.0006925
10 H23 1 0.0263158 0.0006925
11 H27 1 0.0263158 0.0006925
12 H28 1 0.0263158 0.0006925
13 H29 1 0.0263158 0.0006925
14 H30 1 0.0263158 0.0006925
15 H32 1 0.0263158 0.0006925
16 H37 1 0.0263158 0.0006925
17 H39 2 0.0526316 0.0027701
18 H43 1 0.0263158 0.0006925
19 H44 2 0.0526316 0.0027701
20 H45 6 0.1578947 0.0249307

Toplam 20 38 1 0.0844875

Kapan populasyonunun çalışılan diğer beş populasyon ile benzerlik durumu, ortak

paylaşılan haplotip sayısına göre (Bkz. Çizelge 3.5), Şekil 3.8’de gösterilmiştir. Buna

göre, Kapan populasyonunun en çok Bük (%24), Doyran (%23) ve Murtbeli (%21), en

az ise Hacıbekar (%15) populasyonu ile ortak haplotipe sahip olduğu gözlenmiştir.
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Şekil 3.8. Kapan populasyonunun diğer populasyonlarla paylaştığı ortak haplotip
sayılarının populasyonlar arasında dağılımı (%)

3.3.6. Hacıbekar populasyonu

Hacıbekar populasyonunun sahip olduğu haplotipler ve frekansları Çizelge 3.11’de

gösterilmektedir. Buna göre, Hacıbekar populasyonu toplam 17 haplotip çeşidine

sahiptir. Haplotiplerden 10 tanesinin (H1, H8, H15, H16, H22, H25, H31, H33, H35,

H36) Hacıbekar populasyonuna özgü olduğu ve toplam 13 adet oldukları görülmüştür.

Bu 13 adet özgü haplotipin Hacıbekar populasyonundaki toplam haplotiplerin (35 adet)

%37.1’ini oluşturdukları bulunmuştur. Ayrıca, altı populasyon arasında paylaşılan dört

haplotipin Hacıbekar populasyonunda 18 adet olduğu ve bunların Hacıbekar

populasyonundaki toplam haplotiplerin (35 adet) %51.4’ünü oluşturduğu görülmüştür.

Haplotip frekanslarından hesaplanan He değeri [Nei (1987)’nin genetik çeşitlilik

katsayısı] Hacıbekar populasyonu için 0.8992 olarak bulunmuştur.

Çizelge 3.11. Hacıbekar populasyonunun haplotipleri ve frekansları
(populasyona özgü olan haplotipler, koyu ve italik
olarak gösterilmiştir)

Sıra
no

Haplotip
kodu sayısı frekansı frekans2

1 H1 2 0.0571429 0.0032653
2 H8 1 0.0285714 0.0008163
3 H12 5 0.1428571 0.0204082
4 H14 1 0.0285714 0.0008163
5 H15 1 0.0285714 0.0008163
6 H16 2 0.0571429 0.0032653

Devamı arka sayfada
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Çizelge 3.11’in devamı
7 H19 10 0.2857143 0.0816327
8 H22 1 0.0285714 0.0008163
9 H25 1 0.0285714 0.0008163
10 H27 1 0.0285714 0.0008163
11 H31 1 0.0285714 0.0008163
12 H33 2 0.0571429 0.0032653
13 H35 1 0.0285714 0.0008163
14 H36 1 0.0285714 0.0008163
15 H39 1 0.0285714 0.0008163
16 H44 2 0.0571429 0.0032653
17 H45 2 0.0571429 0.0032653

Toplam 17 35 1 0.1265306

Hacıbekar populasyonunun çalışılan diğer beş populasyon ile benzerlik durumu,

paylaşılan ortak haplotiplerin (Bkz. Çizelge 3.5) yüzdeleri alınarak Şekil 3.9’da

gösterilmiştir. Buna göre, Hacıbekar populasyonunun en çok Kapan (%23), en az ise

Sarılar (%17) populasyonu ile ortak haplotipe sahip olduğu bulunmuştur. Hacıbekar

populasyonunun kalan üç populasyon (Doyran, Bük ve Murtbeli) ile benzerlik oranı

(%20) aynı çıkmıştır.

Şekil 3.9. Hacıbekar populasyonunun diğer populasyonlarla paylaştığı ortak
haplotip sayılarının populasyonlar arasında dağılımı (%)
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3.4. Populasyon Çiftleri Arasındaki Jaccard Benzerlik Katsayıları

Çalışılan altı kızılçam populasyonu ikişerli alınıp birbirleri ile karşılaştırılınca,

kombinasyon olarak C =
!)!(

!
kkN

N


=
!2!4

!6 = 15 adet ikili karşılaştırma olasıdır (N:

populasyon sayısı, k: ikişerli karşılaştırma). Bu nedenle çalışmamızda 15 adet Sj değeri

elde edilmiş ve bu değerler bir matris üzerinde gösterilmiştir (Çizelge 3.12).

Çizelge 3.12. Çalışılan altı kızılçam populasyonu için hesaplanan Jaccard benzerlik
katsayıları

Populasyon D S B M K
Sarılar 0.343
Bük 0.419 0.406
Murtbeli 0.343 0.25 0.37
Kapan 0.344 0.222 0.367 0.385
Hcaıbekar 0.176 0.139 0.188 0.222 0.233

Yukarıda belirtilen çizelgenin elde edilmesinde, EK-5’de ayrıntılı bir şekilde

açıklanmış olan maddeler sırasıyla izlenmiştir. Fenogram çizimi için gerekli olan bütün

Jaccard benzerlik katsayıları matrisleri de EK-5’de belirtilen maddeler izlenerek elde

edildi. Populasyon çiftlerinin Jaccard benzerlik katsayısına göre sahip oldukları

fenogram Şekil 3.10’da görülmektedir. Fenograma göre, Doyran ve Bük populasyonları

sahip oldukları haplotiplerin benzerlik veya farklılıkları dikkate alınınca birbirine en çok

benzeyen populasyonlardır. Coğrafik olarak birbirine yakın olan Murtbeli ve Kapan

populasyonları da birbirine benzer olan ikinci kümeyi oluşturmaktadır. Sarılar

populasyonu, Doyran ve Bük populasyonlarının oluşturduğu kümeye 0.375 değerinde

katılmıştır. Hacıbekar populasyonu ise, BAPS analizleri sonucunda olduğu gibi (Bkz.

Şekil 3.2), analiz edilen diğer beş populasyondan farklı bir kümede yer almaktadır

(Şekil 3.10).
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Şekil 3.10. Çalışılan altı kızılçam populasyonunun sahip oldukları haplotipler
bakımından birbirine yakınlık ve benzerlik derecelerini gösteren
fenogram

3.5. Populasyon Çiftleri Arasındaki Genetik Mesafe (FST) Değerleri

Çizelge 3.6 ile 3.11 arasındaki çizelgelerde verilen haplotip frekansları kullanılarak

populasyon çiftleri arasındaki FST değerleri hesaplandı (Çizelge 3.13). Ayrıca, FST

değerlerinin olasılık değerleri (P), ilgili populasyon çiftlerinin istatistiksel önemde farklı

olup olmadıkları da Çizelge 3.13’de belirtilmiştir. Bütün analizler Arlequin versiyon

3.11’de rasgele 1023 standart permütasyon prosedürü seçilerek yapılmıştır. Buna göre,

Murtbeli populasyonu, Bük ve Kapan populasyonlarından istatistiksel olarak önemli

düzeyde farklı bulunmuştur. Ayrıca Hacıbekar populasyonu, Kapan populasyonu hariç

diğer bütün populasyonlardan en az 0.05 düzeyine göre istatistiksel önemde farklı

bulunmuştur. Analiz edilen diğer populasyon çiftleri arasında istatistiksel olarak önemli

düzeyde fark görülmemiştir (Çizelge 3.13).
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Çizelge 3.13. Populasyon çiftleri arasındaki genetik mesafe (FST) ve farklılık
derecesini gösteren olasılık (P) değerleri

Populasyon Doyran Sarılar Bük Murtbeli Kapan
Sarılar -0.0063

(0.8076)
-

Bük 0.0026
(0.3369)

-0.0029
(0.6543)

-

Murtbeli 0.0139
(0.0986)

0.0143
(0.0918)

0.0477
(0.0001)*

-

Kapan -0.0109
(0.9492)

0.0037
(0.2725)

0.0101
(0.1299)

0.0199
(0.0381)*

-

Hacıbekar 0.0194
(0.0371)*

0.0293
(0.0088)*

0.0208
(0.0303)*

0.0544
(0.0020)*

0.0127
(0.1104)

*P = En az 0.05 olasılık düzeyinde istatistiksel olarak farklı

3.6. Morfolojik Verilerin Analizi

Morfolojik veriler kullanılarak her bir yaş ve çalışılan her bir karaktere ait QST

değerleri hesaplandı. Hesaplamada QST = VP / (VP + 8 VF) formülü kullanıldı. Formülde

VP = Populasyon varyansını, VF = Populasyon-içi ailelerin varyansını belirtmektedir.

Buna göre, bulunan QST değerleri Çizelge 3.14’de sunulmuştur. Populasyonlar 30. yaş

çap karakteri için yükselti kuşaklarına göre üç grup halinde (alçak, orta ve yüksek zon)

alındıklarında QST değerleri 0.000 olarak bulunmuştur. Her bir populasyon bağımsız

olarak ele alındığında ise QST değeri 0.077 olarak gözlenmiştir. En yüksek QST değerine

ise 13. yaştaki boy karakterinde rastlanmıştır. Yükseltiye göre 30. yaştaki çap karakteri

için üç grup halinde alınan populasyonların QST değeri hariç, diğer bütün yaşlara ve

karakterlere ait QST değerleri FST değerlerinden yüksek bulunmuştur.

Çizelge 3.14. Farklı yaş ve karakterlere ait varyans ve QST değerleri

Yaş 13 17 30

Varyans
Karakter Karakter Karakter

Boy Çap Hacim Boy Çap Hacim Çap1 Çap2

VP 1702.07 48.8 13.00 2484 0.61 44.75 288.13 0
VF(P) 859.67 38.0 7.69 1519.4 0.56 30.30 429.19 429.19
QST 0.198 0.138 0.174 0.170 0.119 0.156 0.077 0.000

1Bütün populasyonlar bağımsız olarak alınmıştır,
2Populasyonlar yükselti kuşağına göre (yüksek, orta ve alçak zon) üç grup halinde ele
alınmıştır
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4. TARTIŞMA

4.1. Haplotip ve Allel Çeşitliliği

Kızılçam ile daha önce cpSSRs belirteçleri ile yapılan ilk çalışma, literatür

bilgimize göre, Bucci vd (1998)’nin yaptığı çalışmadır. Bucci vd (1998)’nin yaptığı

çalışmada, Yunanistan, Türkiye ve Lübnan’dan farklı kızılçam populasyonları alınmış

ve genetik çeşitlilikleri ortaya konulmuştur. Bunun yanı sıra, bahsedilen çalışmada,

Pinus elderica Medw. ve Pinus halepensis Mill. populasyonları da çalışılıp genetik

çeşitlilik düzeyleri ve Türkiye-Kıranköy orijinli (Uşak) Halep çamı + kızılçam

simpatrik populasyonları incelenerek, aralarındaki ilişki belirtilmiştir.

Kızılçam ile ilgili olarak daha önce izoenzim (Conkle vd 1988, Kara vd 1997,

Panetsos vd 1998, Korol vd 2002a, b, Aravanopoulus vd 2004) ve RAPD belirteçleri

(Kandemir vd 2004, İçgen vd 2006, Lise vd 2007) kullanılarak çalışmalar yapılmıştı. Bu

tez çalışmasında ele alınan altı kızılçam populasyonunda görülen genetik çeşitlilik

düzeyi, adı geçen çalışmalardan elde edilen genetik çeşitlilik değerlerinin arasında

bulunmuştur. Basamaklı mutasyon modeline göre bu tez çalışmasında populasyon-içi

ortalama haplotip çeşitlilik düzeyi D2
sh = 4.87 (Bkz. Çizelge 3.3) olarak belirlenmiştir.

Bu değer; Pinus halepensis Mill. (D2
sh = 3.58, Morgante vd 1997), Pinus halepensis

Mill. ve Pinus pinaster Ait. (D2
sh = 2.3, Gomez vd 2005), Pinus pinaster Ait. (D2

sh =

3.04, Ribeiro vd 2001) ve Pinus sylvestris L. (D2
sh = 4.3, Robledo-Arnuncio vd 2005)

gibi Akdeniz havzasında ve/veya Avrupa’da yayılış gösteren diğer çam türleri ile

yapılan çalışmalardan elde edilen sonuçlardan nispeten yüksektir. Bu tez çalışmasında

örneklenen populasyonlar sadece Antalya havzasını kapsamasına rağmen, kızılçam

populasyonlarında görülen bu yüksek sayıdaki haplotipik çeşitlilik düzeyi, kızılçamın

adı geçen diğer çam türlerine göre daha yüksek genetik çeşitlilik gösterdiğini ortaya

koymaktadır. Ayrıca, bu tez çalışmasından elde edilen haplotipik çeşitlilik düzeyi Bucci

vd (1998) tarafından kızılçam ile ilgili yapılan çalışmadaki sonuçlardan da yüksek

bulunmuştur. Bu durum her iki çalışmada ele alınan örnek sayısının azlığı veya çokluğu

ile açıklanabilir. Bucci vd (1998)’de her bir kızılçam populasyonu için 7-12 birey
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çalışılmışken, bu çalışmada her bir populasyon için 35 ila 40 birey değerlendirmeye

alınmıştır (Bkz. Çizelge 3.3).

Kızılçam ve/veya diğer çam türleri ile yapılan çalışmalar ile karşılaştırıldığında, bu

tez çalışmasında bulunan allel sayısı (29 adet) ve haplotip sayısı (60 adet) nispeten

yüksek bulunmuştur (Bkz. Çizelge 3.1 ve Çizelge 3.2). Oysa yapılan diğer çalışmalarda

kullanılan populasyon sayısı ve/veya analiz edilen lokuslar, bu tez çalışmasında ele

alınan populasyon ve/veya lokuslardan daha fazladır (Morgante vd 1997, Bucci vd

1998, Echt vd 1998, Ribeiro vd 2001, Gomez vd 2005, Robledo-Arnuncio vd 2005).

Buna karşın, bu tez çalışmasında bulunan allel ve haplotip sayıları nispeten yüksektir.

Bunun nedeni, bu tezde çalışılan populasyonların yüksek genetik çeşitlilik barındırması

ve bu tez çalışmasında diğer çalışmalara göre her bir populasyondan daha fazla birey

analiz edilmiş olması olabilir. Örneğin, yukarıda bahsedilen çalışmalardaki çam

türlerinde her bir populasyondan 7-25 birey incelenmesine karşın, bu tez çalışmasında

35-40 birey incelenmiştir. Ayrıca, bu tezde çalışılan bazı lokusların (Pt1254, Pt71936)

kızılçamda oldukça yüksek allel çeşitliliğine sahip olması (Bkz. Çizelge 3.2 ve Şekil

3.1), allel ve haplotip sayısının yüksek çıkmasına neden olmuş olabilir.

Analiz edilen beş polimorfik lokusta bulunan allel büyüklükleri Bucci vd

(1998)’nin yaptığı çalışmadaki sonuçlar ile çoğunlukla paralellik göstermektedir. Bu tez

çalışmasında incelenen ve en yüksek allel sayısına (dokuz adet) sahip olan Pt1254

primeri, Bucci vd (1998) tarafından incelenen primerler arasında değildir. Bununla

birlikte, Bucci vd (1998) Pt15169 lokusunun, bu tez çalışmasında bulduğumuz allellere

ek olarak, 117 bç’lik allele de sahip olduğunu belirtmişlerdir. Aynı çalışmada, Pt36480

lokusunun üç, Pt30204 lokusunun iki ve Pt71936 lokusunun ise 145-150 bç arasında altı

allele sahip olduğu bulunmuştur. Pt87268 lokusu için ise, kızılçamda bu tez

çalışmasının sonuçları ile aynı bç büyüklüğündeki allelleri bulduklarını belirtmişlerdir

(Bkz. Şekil 3.1 ve Çizelge 3.2).

Bu tez çalışmasının sonuçları ile Bucci vd (1998)’nin sonuçları arasında göze

çarpan önemli bir farklılık Pt36480 lokusunda görülmektedir. Bucci vd (1998), bu

lokusu çalışılan kızılçam populasyonlarında polimorfik olarak bulmalarına karşın, bu
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tez çalışmasında ilgili lokus monomorfik olarak gözlenmiştir (Bkz. Çizelge 3.1). Bu

durum; Bucci vd (1998)’nin örneklediği kızılçam populasyonlarının Yunanistan,

Türkiye ve Lübnan gibi geniş bir coğrafik alanı kapsamasına karşın, bu tez çalışmasında

sadece türün Antalya’da bulunan ve coğrafik olarak nispeten dar bir alandaki altı

populasyonunun ele alınmış olması ile açıklanabilir.

Coğrafik olarak birbirlerine çok uzak olan populasyonlar, gen havuzunu kaplayan

alanın genişlemesi nedeniyle genetik çeşitlilik bakımından birbirine yakın

populasyonlara göre daha farklı bulunmaktadır. Coğrafik olarak birbirine yakın olan

ve/veya türün kesintisiz yayılış gösterdiği alanlardan örneklenen populasyonlarda gen

akışı olma olasılığı yüksek olduğundan, populasyonlar-arası genetik çeşitlilik düzeyi

ve/veya allel çeşitliliği benzer olabilmektedir. Bundan dolayı, populasyonlar-arası

ve/veya populasyon-içi örnekleme yaparken populasyonların ve/veya bireylerin

birbirlerine uzak mesafelerde (> 100 m) seçilmesi, genetik çeşitlilik düzeyinin daha

geniş olasılıkla yakalanabilmesini sağlamaktadır (Balloux ve Lugon-Moulin 2002, Petit

vd 2005). Bununla birlikte, farklı çevre koşullarında yetişen populasyonlar farklı

seleksiyon baskısına maruz kalabilirler. Özellikle orman ekosistemleri, çok kısa

mesafelerde değişkenlik gösterebilen farklı doğa birimlerinden oluşabilmektedir.

Akdeniz havzası, Ortadoğu ve Türkiye’de bulunan ormanların çoğunun yer aldığı dağlık

bölgelerde, iklim, toprak ve biyolojik kaynaklı çevre etmenlerinin daha kısa mesafelerde

ve daha sık değiştiği bilinmektedir. Aynı türün bir dağın farklı yamaçlarında bulunan iki

komşu populasyonu bile, birbirlerinden farklı çevre etmenleri ve farklı seleksiyon

basıncı altında bulunacakları için, birbirlerinden farklı gen havuzuna ve gen

kombinasyonlarına sahip olabilirler. Bundan dolayı, kısa mesafelerde bile değişkenlik

gösteren uyum değerlerine sahip olan farklı ırklar ve/veya alt ırklar oluşabilir (Işık

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

Analizlerde incelenen Pt71936 lokusunda bulunan alleller arasında iki bç’lik

boşluğun olduğu görülmüştür (Bkz. Şekil 3.1). Benzer durum, Robledo-Arnuncio vd

(2005) tarafından Pinus sylvestris L. populasyonlarının genetik yapısının araştırıldığı

çalışmada da belirtilmiştir. Kızılçamda 144 ve 147 bç’lik, Pinus sylvestris L.’de ise 141

ve 144 bç’lik allel büyüklükleri arasında iki bç’lik boşluk görülmüştür. Sekans analizi



59

sonucunda 141 bç’lik alleli taşıyan bireylerin primerin bağlanma bölgesinde beş bç’lik

bir delesyona (eksilme) sahip olduğu tespit edilmiştir. Bu durumun çalışılan 13

populasyonun sekizinde görüldüğü ve mutasyonun 325 birey arasından sadece 11 birey

tarafından taşındığı belirtilmiştir (Robledo-Arnuncio vd 2005). Kızılçamda da çalışılan

altı populasyonun (240 birey) beşinde ve toplam 13 bireyde iki bç’lik boşluğun olduğu

görülmüştür (Bkz. Şekil 3.1 ve Çizelge 3.2).

4.2. Populasyonların Karşılaştırılması

Doyran populasyonu, Sarılar populasyonundan sonra en fazla (23 adet) haplotip

çeşidinin ve en yüksek Nei (1987)’nin genetik çeşitlilik katsayının (0.9538) görüldüğü

populasyondur (Bkz. Çizelge 3.3). Her iki populasyon da sahil zonunda (alçak zonda)

yer almaktadır. Doyran populasyonu, aynı hatda (fakat farklı yükseltide) bulunduğu ve

aralarında kuş uçuşu yakın coğrafik mesafenin (< 20 km, Bkz. Şekil 2.1) olduğu Bük

populasyonu (%25) ile ve ayrıca farklı hatda bulunmasına karşın benzer yükselti

kuşağında bulunan Sarılar populasyonu (%23) ile en yüksek ortak haplotiplere sahiptir

(Bkz. Çizelge 3.5 ve Şekil 3.4). Doyran populasyonu, en az (%12) ortak haplotipi aynı

hatda bulunan (ama daha yüksek zonda yer alan ve kızılçamın optimum yayılışından

kısmen izole olmuş) Hacıbekar populasyonu ile paylaşmaktadır (Bkz. Şekil 3.4).

Doyran ve Hacıbekar populasyonları aynı hatta olmalarına karşın muhtemelen

yükseltiye bağlı olarak sıcaklık farkından dolayı çiçeklenme zamanındaki mevsimsel

izolasyon sonucu aralarında gen akışı olmayabilir. Şöyle ki; yüksek zondaki

populasyonların fenolojik (ve çiçeklenme) özellikleri orta kuşakta bulunan

populasyonlara göre farklılıklar göstermektedir. Çünkü çalışılan populasyonların

bulunduğu bölgede, yükselti arttıkça sıcaklık ve büyüme mevsimi uzunluğu

azalmaktadır (Alpacar 1981, Işık 1986). Bundan dolayı, dişi ve erkek çiçek oluşturma

zamanı, tozlaşma süresi vb. birçok fenolojik faktörler yüksek zondaki populasyonlarda,

alçak ve orta kuşak populasyonlarına göre daha sonraki haftalarda gerçekleşmektedir.

Hatta Keskin (1999)’in bir kızılçam tohum bahçesinde yaptığı çiçeklenme fenolojisi ile

ilgili çalışmada, çalışılan klonlar arasındaki fenolojik özelliklerin (dişi ve erkek çiçek

oluşturma zamanı, tozlaşma zamanı ve süresi vb.) farklı olduğu ve genetik kontrol

altında bulunduğu ortaya çıkmıştır.
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Sarılar populasyonu, analiz edilen populasyonlar arasında basamaklı mutasyon

modeline göre haplotipler-arası en düşük (D2
sh = 4.03, Bkz. Çizelge 3.3) genetik uzaklık

katsayısına sahiptir. Sarılar populasyonundaki bu düşük katsayı bile, Akdeniz

havzasında yayılış gösteren birçok çam türü için bulunan katsayılardan daha yüksektir

(Morgante vd 1997, Ribeiro vd 2001, Gomez vd 2005). Bu durum, Sarılar

populasyonunun sahip olduğu haplotipleri oluşturan farklı büyüklükteki allellerin,

çalışılan diğer populasyonların allellerine göre birbirine yakın büyüklükte olması ile

açıklanabilir. Ayrıca, Sarılar populasyonu, altı populasyon içinde Nei (1987)’nin

genetik çeşitlilik katsayısı en yüksek (0.9582, Bkz. Çizelge 3.3) olan populasyondur. Bu

durum, en yüksek (24 adet, Bkz. Çizelge 3.3) haplotip çeşidine sahip olması ve

Hacıbekar populasyonundan sonra en yüksek (sekiz adet) özel haplotip çeşidini

bulundurması ile açıklanabilir. Sarılar populasyonu, kızılçam için optimum olarak

görülen yayılış alanının sahile yakın kenar bölgesinde bulunmaktadır (Bkz. Şekil 2.1 ve

Çizelge 2.1). Bu kenar populasyonlar, kızılçamın optimum yayılışının görüldüğü orta

kuşakta (300 – 600 m) yer alan populasyonlara göre, fiziki çevre, nem, kuraklık,

ekstrem sıcaklıklar, erken ve geç donlar gibi doğal seçilim (seleksiyon) etkenlerinden

nispeten daha fazla etkilenirler (Işık 1998, Hampe ve Petit 2005). Bununla birlikte,

Sarılar populasyonu, kızılçamın Akdeniz sahil kuşağı boyunca kesintisiz yayılış

gösterdiği enlem kuşağının ortalarında yer almaktadır (Bkz. Şekil 1.1 ve Şekil 2.1).

Bundan dolayı, kenar populasyonların aksine, değişik populasyonlardan gen göçü

olduğu için yüksek genetik çeşitlilik ve yüksek özel haplotip çeşidi sayısına sahip

olabilmektedir. Benzer durum, Scalfi vd (2009) tarafından İtalya’nın kuzeyinde bulunan

sarıçam’ın kenar populasyonları için de bildirilmiştir. Şöyle ki; çalıştıkları kenar

populasyonlardaki kloroplast haplotip çeşitliliğini, daha önce bütün Avrupa ve İber

yarımadasında bulunan populasyonlardan elde edilen sonuçlara yakın bulmuşlardır

(Scalfi vd 2009). Bunlara ek olarak, sadece polen (erkek bireyin üreme hücresi)

aracılığıyla taşınan kloroplastlardan elde edilen sonuçlar, genetik çeşitlilik üzerine çok

fazla etki etmeyebilir. Çünkü rüzgâr ile tozlaşan türlerde (ki kızılçam böyle bir türdür),

polenlerin yayılma mesafesi ana ağaçtan onlarca kilometre uzaklıkta olabilmektedir.

Bundan dolayı kenar, orta ve/veya yüksek zondaki populasyonlar gen göçü sonucu

birbirlerine benzeyebilmektedir (Dyer ve Sork 2001, Burczyk vd 2004).
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Sarılar populasyonunun en yüksek ortak haplotipi, Bük (%28) ve Doyran (%26)

populasyonları ile paylaştığı görülmüştür (Bkz. Çizelge 3.5 ve Şekil 3.5). Doyran

populasyonunun Sarılar gibi alçak yükselti zonundan olması, Bük populasyonunun da

önemli iklim özellikleri bakımından alçak zon populasyonlarına benzeyen kapalı bir

havza içinde olması (Bkz. Şekil 2.1 ve Çizelge 2.1) bu durumu açıklayabilir. Ayrıca

Sarılar populasyonu, genetik mesafe (FST) değerlerine göre her iki populasyondan da

istatistiksel olarak önemli düzeyde farklı bulunmamıştır (Bkz. Çizelge 3.13). Sarılar

populasyonu, en az (%11, Bkz. Şekil 3.5) ortak haplotipi Hacıbekar populasyonu ile

paylaşmaktadır. Buna ek olarak, genetik mesafe değerlerine göre Sarılar

populasyonunun Hacıbekar’dan istatiksel olarak önemli düzeyde (P < 0.01) farklı

olduğu bulunmuştur (Bkz. Çizelge 3.13). Hacıbekar populasyonunun kızılçamın

optimum yayılışının kenar bölgesinde (perifer ve/veya marjinal), Akdeniz ikliminden

karasal iklime geçiş zonunda yer alması, yüksek zonda bulunması ve iki populasyon

arasında kuş uçuşu coğrafik mesafenin çalışılan diğer populasyonlara göre nispeten

fazla olması, farklılığın nedenleri arasında sayılabilir (Bkz. Şekil 2.1 ve Çizelge 2.1).

Bük populasyonunun Murtbeli ile birlikte en düşük (3 adet) özel haplotipe sahip

olduğu (Bkz. Şekil 3.3) ve haplotip sayısının genel haplotip ortalamasına (20.2 adet)

yakın olduğu (21 adet) bulunmuştur (Bkz. Çizelge 3.3). Bük populasyonunun en çok

ortak haplotipi Doyran (%25) ve Sarılar (%24) populasyonları ile paylaşması (Bkz.

Şekil 3.6 ve Çizelge 3.5), Doyran populasyonu ile aynı hatda ve yakın mesafede olması

(< 20 km, Bkz. Şekil 2.1), Sarılar populasyonu ile de kızılçamın bu bölgede kesintisiz

bir yayılış alanı içinde bulunması ile açıklanabilir. Çünkü türün kesiksiz dağılım

gösteren bir alanında, benzer çiçeklenme zamanına sahip populasyonlar arasında polen

aracılığıyla tozlaşma ve populasyonların birbirine benzemesi kaçınılmaz olmaktadır

(Burczyk vd 2004). Ayrıca Bük populasyonu orta yükselti kuşağında olmasına karşın,

kapalı havza içinde ve nispeten “yağmur gölgesi” zonunda yer almaktadır. Bu nedenle,

önemli iklim özellikleri bakımından alçak zon populasyonlarına benzemektedir (Işık vd

1987). Bük populasyonu en az (%11) ortak haplotipe, aynı hatda olan ve aralarında

yaklaşık 50 km uzaklık ve 600 m yükselti farkı bulunan (Bkz. Şekil 2.1 ve Çizelge 2.1)

Hacıbekar populasyonu ile paylaşmaktadır (Bkz. Çizelge 3.5 ve Şekil 3.6). Bu durum,

her iki populasyonun (Bük ve Hacıbekar) hem farklı seleksiyon baskısına maruz
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kalmaları hem de farklı fenolojik özelliklere (erkek ve dişi çiçek oluşturma zamanı,

tozlaşma zamanı ve süresi vb.) sahip olmaları ile açıklanabilir.

Analiz edilen populasyonlar arasında Nei (1987)’nin genetik çeşitlilik katsayısı

(He) en düşük (0.8667, Bkz. Çizelge 3.3) bulunan populasyon Murtbeli

populasyonudur. Buna karşın, çizelgedeki en büyük değerden sadece %8’lik (0.8992 –

0.9582) bir fark vardır. Murtbeli populasyonunun en düşük (16 adet) haplotip çeşidine,

Bük populasyonu ile birlikte en düşük (üç adet) özel haplotip çeşidi sayısına sahip

olduğu bulunmuştur (Bkz. Çizelge 3.3 ve Şekil 3.3). Ayrıca, altı populasyonun tümünde

ortak olarak görülen haplotiplerin (H12, H19, H39, H45) Murtbeli populasyonunda

incelenen 40 bireyden 27’sinde görüldüğü ve bunun, Murtbeli populasyonunda bulunan

bütün haplotiplerin %67.5’ini oluşturduğu bulunmuştur (Bkz. Çizelge 3.7). Bahsedilen

bu özelliklerinden dolayı, Murtbeli populasyonunun genetik çeşitlilik katsayısı,

incelenen diğer populasyonlara göre daha düşük bulunmuştur. Murtbeli populasyonu ile

en çok (%23) ortak haplotipe sahip olan populasyonlar, Bük ve Kapan (Bkz. Çizelge 3.5

ve Şekil 3.7) populasyonları olarak bulunmuştur. Kapan populasyonunun Murtbeli ile

aynı hatda olması ve aralarında 20 km’den az kuş uçuşu mesafenin bulunması (gen akışı

olasılığı yüksek), Bük populasyonunun ise Murtbeli ile aynı hatda olmamasına karşın,

benzer yükselti kuşağında bulunması (benzer çevresel etkenler ve benzer seleksiyon

baskısı altında bulunması) populasyonlar arasındaki benzerliğin açıklanmasındaki

nedenler arasında sayılabilir (Bkz. Şekil 2.1 ve Çizelge 2.1). Murtbeli populasyonu ile

hem coğrafik olarak aralarında nispeten uzak mesafe olan hem de farklı yükselti

zonunda bulunan Hacıbekar populasyonu, Murtbeli ile en az düzeyde (%14) ortak

haplotipe sahip populasyon olarak görülmüştür (Bkz. Çizelge 3.5 ve Şekil 3.5). Buna ek

olarak, populasyon çiftleri arasındaki genetik mesafe değerlerine göre her iki

populasyon (Murtbeli ve Hacıbekar) birbirinden istatistiksel olarak da önemli düzeyde

(P < 0.001) farklı bulunmuştur (Bkz. Çizelge 3.13).

Murtbeli populasyonu, toplam ortak haplotip çeşit sayısı bakımından en çok (%23)

Bük ve Kapan populasyonlarına benzemesine rağmen populasyon çiftleri arasındaki

genetik mesafe değerlerine göre her iki populasyondan istatistiksel olarak önemli

düzeyde (P < 0.04) farklı bulunmuştur. Bu durum, ilk bakışta bir çelişki olarak
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görülmesine karşın üç populasyonun sahip oldukları ortak sekiz haplotipin frekansları

incelendiğinde gerçek anlaşılmaktadır. Örneğin, altı populasyonda ortak dört

haplotipden biri olan H39 haplotipinin sayısı Murtbeli populasyonunda 12 adet iken,

Bük ve Kapan’da sırasıyla bir ve iki adettir. Aynı haplotipin Sarılar ve Doyran

populasyonundaki sayısı ise sırasıyla dört ve üç adettir. Ayrıca altı populasyonda ortak

olan dört haplotip dışındaki ortak haplotiplerin frekansı üç populasyon (Murtbeli-Bük-

Kapan) arasında sadece bir adettir. Murtbeli populasyonu sahip olduğu haplotip çeşidi

bakımından Bük ve Kapan populasyonları ile benzer olmasına rağmen haplotiplerin

frekansları arasındaki farktan dolayı populasyon çiftleri arasındaki genetik mesafe göz

önüne alındığında, istatistiksel olarak önemli düzeyde farklı bulunmaktadır (Bkz.

Çizelge 3.5 ve Çizelge 3.13).

Kapan populasyonunun basamaklı mutasyon modeline göre haplotipler arasındaki

genetik uzaklık katsayısı (D2
sh) Hacıbekar’dan sonra en yüksek değer (5.94) olarak

bulunmuştur (Bkz. Çizelge 3.3). Bu durum, Kapan populasyonunun birbirinden çok

farklı allel büyüklüklerine sahip haplotipleri barındırdığını göstermektedir. Kapan

populasyonunun en çok Bük (%24), Doyran (%23) ve Murtbeli (%21) populasyonları

ile ortak haplotipe sahip olduğu görülmüştür (Bkz. Çizelge 3.5 ve Şekil 3.8). Murtbeli

populasyonunun coğrafik mesafe olarak Kapan’a yakın olması (< 20 km, Bkz. Şekil

2.1), Doyran ve Bük populasyonlarının ise kızılçamın optimum yayılış alanı içinde

bulunması populasyonlar arasında paylaşılan ortak haplotiplerin yüksek olmasının

açıklanmasında sebepler arasında sayılabilir. Ayrıca, bahsedilen populasyonların

kızılçamın doğal yayılış alanının merkezi sayılan yerde bulunmaları, benzer seçilim

(seleksiyon) baskısına maruz kalabileceklerinin işaretidir. Kızılçamın optimum yayılış

alanından biraz uzakta olan Hacıbekar populasyonu ise, Kapan populasyonu ile benzer

yükselti kuşağında bulunmasına karşın (Bkz. Şekil 2.1 ve Çizelge 2.1) diğer

populasyonlara göre Kapan populasyonu ile en az (Bkz. Çizelge 3.5 ve Şekil 3.8) ortak

haplotipe sahiptir. Bu sonuçlara göre, kızılçam doğal yayılışının kısmen dışında ve izole

bir şekilde bulunan Hacıbekar populasyonunun farklı seçilim baskısı altında

olabileceğini belirtebiliriz. Örneğin, yüksek zondaki böyle populasyonlar geç ilkbahar

ve erken sonbahar mevsimlerinde, don faktörünün baskısı ile karşılaşmaktadırlar. Böyle

farklı seçilim baskısı altında olan populasyonlarda zamanla yeni ve farklı mutasyonlar
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birikmekte ve bu mutasyonlar populasyonun farklı gen havuzuna sahip olmasını

sağlayabilmektedirler (Işık vd 1987, Freeman ve Herron 2001).

Hacıbekar populasyonu, Murtbeli’nden sonra en az (17 adet) haplotip çeşidine ve

en düşük (0.8992) genetik çeşitlilik katsayısına sahip olmasına karşın, en fazla (10 adet)

özel haplotip sayısına ve basamaklı mutasyon modeline göre haplotipler arasındaki en

yüksek (5.97) genetik uzaklık katsayısına sahiptir (Bkz. Çizelge 3.3 ve Çizelge 3.5).

Haplotipler arasındaki en yüksek genetik uzaklık katsayısı, sahip olduğu haplotiplerin

birbirinden çok farklı büyüklükte olan allellerin kombinasyonu sonucu oluştuğunu

göstermektedir. Hacıbekar populasyonunun çalışılan diğer populasyonlara göre farklı

seçilim baskıları altında olduğu ve bunun sonucunda da farklı ve yeni mutasyonları

barındırdığı söylenebilir. Hacıbekar populasyonunun en çok (%23) ortak haplotipe,

benzer yükselti kuşağından gelen Kapan ile sahip olduğu görülmüştür (Bkz. Çizelge 3.5

ve Şekil 3.9). Benzer yükselti kuşağından olan populasyonların birbirine daha fazla

benzemesi, yükselti faktörünün populasyonların genetik çeşitliliğini belirleme etkisinin

önemli olduğunu göstermektedir. Benzer durum, kantitatif karakterler ve izoenzimler

kullanılarak kızılçam populasyonlarının genetik çeşitliliklerinin ortaya konulduğu

çalışmalarda da belirtilmiştir (Işık 1986, Işık ve Kara 1997, Kara vd 1997).

Hacıbekar populasyonunun en az (%17) ortak haplotipi paylaştığı populasyonun,

coğrafik olarak en uzakta bulunan Sarılar populasyonu olduğu görülmüştür (Bkz. Şekil

3.9). Hacıbekar populasyonu en çok (%23) ortak haplotipi ve frekans değerlerini

paylaştığı Kapan populasyonu hariç, geri kalan dört populasyondan haplotipler

arasındaki genetik mesafe değerlerine göre istatistiksel olarak önemli düzeyde (P<0.04)

farklı bulunmuştur (Bkz. Çizelge 3.13). Bu durum, Hacıbekar populasyonunun kendine

özgü olan, en çok sayıda (10 adet) özel haplotip çeşidine sahip olması ve bazı ortak

haplotiplerin herbirini diğer populasyonlara göre fazla sayıda bulundurması ile

açıklanabilir. Örneğin, altı populasyonda ortak olan H19 haplotipinin Hacıbekar

populasyonundaki frekansı 10 iken, diğer populasyonlardaki frekansı iki ile beş arasında

değişmektedir (Bkz. Çizelge 3.5, 3.6, 3.7, 3.8, 3.9, 3.10, 3.11).
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BAPS analizi sonucunda, Hacıbekar populasyonunun bir, diğer beş

populasyonunda başka bir grup oluşturduğu görülmüştür. Jaccard benzerlik

katsayılarından elde edilen fenogram da BAPS analizinden elde edilen sonuca benzerlik

göstermektedir (Bkz. Şekil 3.2 ve Şekil 3.10). Fenograma göre, coğrafik olarak birbirine

en yakın olan populasyonlar (Doyran-Bük ve Murtbeli-Kapan) birbirlerine en çok

benzeyen populasyonlardır (Bkz. Şekil 2.1). Adı geçen dört populasyonun oluşturduğu

gruba 0.375 değerinde Sarılar populasyonu katılmıştır. Hacıbekar populasyonu ise,

diğer beş populasyondan farklı bir grupda yer almaktadır (Bkz. Şekil 3.10). Çalışılan

mikrosatellit belirteçleri rekombinasyon geçirmemekte ve incelenen türün genetik

yapısına demografik geçmişinin etkisini yansıtmaktadır. Yani, genetik sürüklenmenin

ve mutasyonların populasyonun gen havuzuna etkisini belirtmektedir (Anzidei vd 1999,

Balloux ve Lugon-Moulin 2002). Bundan dolayı türün optimal yayılış alanının dışında,

periferal ve/veya marjinal bölgelerde bulunan populasyonların genetik yapısı, türün

optimum yayılış alanındaki populasyonlarından belirgin biçimde farklı olmaktadır.

Hacıbekar populasyonunun bulunduğu coğrafik konum, diğer beş populasyondan

farklı çıkmasının nedeni olabilir. Birincisi, Hacıbekar populasyonu 1000 m’nin üzerinde

yüksek rakımda bulunmaktadır (Bkz. Çizelge 2.1). Çalışılan populasyonların bulunduğu

bölgede, yükselti arttıkça sıcaklık ve büyüme mevsimi uzunluğu azalmaktadır. Buna ek

olarak, yüksek zondaki böyle populasyonlar geç ilkbaharda ve erken sonbaharda

görülebilen, don faktörünün baskısı ile karşılaşmaktadırlar (Işık vd 1987). Ayrıca

Hacıbekar populasyonu, kızılçamın optimum yayılış alanının dışında, kısmen izole

olmuş bir yörede yer almaktadır (Bkz. Şekil 2.1 ve Çizelge 2.1). İkincisi, Hacıbekar

populasyonu Akdeniz ikliminden karasal iklime geçiş zonunda bulunmaktadır. Bu geçiş

zonunda, kızılçamın optimum yayılışının görüldüğü diğer alanlara göre yıllık yağış

miktarı daha düşük görülmektedir (Işık vd 1987, Işık ve Işık 1999).

Hacıbekar populasyonunun yukarıda belirtilen özellikleri, bu populasyonun diğer

populasyonlardan gen akışı bakımından mevsimsel izolasyonla ayrılmasına neden

olmaktadır. Belirtilen bu özelliklerin kombinasyonu, coğrafik olarak izole olan

populasyonların genetik olarak niçin farklı olabileceklerini açıklamaktadır. Coğrafik ve

ekolojik olarak farklı bölgelerde bulunan doğal populasyonlar, evrimsel süreç içinde,
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çevreye adaptasyon sonucu genetik olarak farklılaşırlar. Çünkü coğrafik izolasyondan

dolayı populasyonlar arasında gen akışı olmamaktadır ve homojenizasyon

(populasyonların birbirine benzemesi) önlenmektedir. Farklı çevresel etmenlere (yağış,

sıcaklık, nem, toprak besin elementleri vb.) maruz kalan populasyonda, farklı

seleksiyon baskıları sonucunda zamanla yeni ve farklı mutasyonlar birikmekte ve bu

durum populasyonun farklı bir gen havuzuna sahip olmasına yol açmaktadır. Böyle

farklı çevre etmenleri ve farklı seleksiyon basıncı altında bulunan populasyonlar, farklı

uyum değerlerine sahip olup zamanla farklı ırkların ve/veya alt ırkların oluşmasını

sağlarlar (Işık 1999a, Balloux ve Lugon-Moulin 2002, Burczyk vd 2004). Hacıbekar

populasyonu gibi, bir türün ana yayılış gösterdiği alandan kısmen ve/veya tamamen

izole olmuş populasyonlarda, populasyon büyüklüğünün nispeten küçük olması, kurucu

etkisinin görülmesi ve gen akışının olmaması sonucunda genetik kayma

görülebilmektedir (Ohsawa ve Ide 2008).

4.3. QST ve FST Değerlerinin Karşılaştırılması

Analiz edilen populasyonlar yükseltilerine göre karşılaştırıldıkları zaman,

yükseltiye bağlı olarak ortaya çıkan populasyonlar arası genetik çeşitlilik, tüm

çeşitliliğin %4.97’sini oluşturmaktadır (RST = %4.97, Bkz. Çizelge 3.4.a). Ayrıca, doğu-

batı hattı (iki yükselti hattı) karşılaştırıldığında, her bir grubun içindeki populasyonlar

arası çeşitlilik oranı RST = %4.82 olmaktadır (Bkz. Çizelge 3.4.b). Her iki durum,

populasyonların yükseltiye göre değişen çevre koşullarında farklılaştıklarını

göstermektedir. Nitekim orman ekosistemleri Türkiye’de homojen olmayan ve çok kısa

mesafelerde bile değişebilen farklı doğa birimlerinden oluşmaktadır. Böylece

populasyonlar üzerinde ayırıcı (çeşitlendirici) seleksiyon etkili olmakta ve

populasyonlar zaman ve bulundukları mekâna bağlı olarak çok kısa mesafelerde bile,

farklı seleksiyon baskısı sonucu birbirlerinden farklılaşabilmektedirler. Özellikle

Türkiye’de ormanların çoğunun yer aldığı dağlık bölgelerde, iklim, toprak vb. biyotik

ve abiyotik kaynaklı çevresel faktörlerin daha kısa mesafelerde ve daha sık değiştiği

bilinmektedir (Bradshaw 1972, Işık 1999a, b). Aynı türün yan yana bulunan iki komşu

populasyonu bile, birbirlerinden farklı çevre etmenleri ve farklı seleksiyon basıncı

altında bulunacakları için, birbirlerinden farklı gen havuzuna ve gen kombinasyonlarına
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sahip olabilmektedirler. Bu nedenle, kısa mesafelerde farklı uyum değerlerine sahip

olan farklı ırklar ve/veya alt ırklar oluşabilmektedir. Hem yerli hem de yabancı pek çok

ağaç türü üzerinde sonuçlandırılan çalışmalar, çevresel faktörlerin değişimine paralel

olarak, kısa mesafelerde farklı yerel ırkların veya lokal populasyonların varlığını ortaya

koymuştur (Hamann vd 1998, Işık 1999a, b, Gonzalez-Martinez vd 2002, Ohsawa ve

Ide 2008). Aynı türün farklı çevre koşullarında bulunan populasyonlarında görülen

çekici bir nokta da, bu populasyonların değişen çevre koşullarına karşı belirli bir uyum

esnekliklerinin olmasıdır. Bir türün böyle populasyonlarının bulunması yüksek bir

adaptasyonel esnekliğinin göstergesidir. Bu durum, türün evrimsel süreç içinde

devamlılığının sağlanması için önemli bir avantaj olmaktadır (Işık 1986, Işık ve Kara

1997).

Populasyonlar yükseltiye bağlı olarak (yüksek, orta ve alçak zon populasyonları

halinde) analiz edildiği zaman populasyon-içi genetik çeşitlilik, tüm çeşitliliğin

%95.44’ü,  iki yükselti hattı ayrı olarak ele alındığı zaman ise populasyon-içi genetik

çeşitlilik, tüm çeşitliliğin %97.17’si olarak bulundu (Bkz. Çizelge 3.4.a ve b). Ayrıca,

Nei (1987)’nin genetik çeşitlilik katsayısı ortalama %92.83 olarak hesaplandı (Bkz.

Çizelge 3.3). Bu durum, kızılçamda yapılan izoenzim çalışmalarında olduğu gibi,

cpSSRs belirteçleriyle yapılan çalışmalarda da populasyon-içi genetik çeşitliliğin çok

yüksek olduğunu göstermektedir (Işık ve Kara 1997, Panetsos vd 1998, Korol vd 2002b,

Aravanopoulos vd 2004). Bahsedilen moleküler düzeydeki çalışmaların (izoenzim,

cpSSRs vb.) yanı sıra, fidan ve/veya ağaç evrelerindeki birey karakteristiklerine ait

birçok ölçümde de populasyon-içi genetik çeşitlilik yüksek (%82 - 95) bulunmuştur

(Işık 1986, Işık vd 1987, Işık ve Işık 1999, Çalışkan 2006). Buna ek olarak, bu tez

çalışmasında ele alınan deneme alanı ve diğer deneme alanlarında (Bkz. Şekil 2.1) fidan

özellikleri ile ilgili yapılan çalışmalarda, 13. ve 17. yaşlara ait incelenen birçok

morfolojik karakterlerde de populasyon-içi genetik çeşitlilik düzeyi, izoenzim ve

cpSSRs belirteçlerinden elde edilen sonuçlar ile paralellik göstermektedir (Işık 1986,

Işık vd 1987, Işık 1998, Işık ve Işık 1999).

Genel olarak, orman ağaçlarında populasyon-içi genetik çeşitlilik diğer canlılara

göre daha yüksek, populasyonlar arasındaki farklılaşma da (genetik mesafe) daha
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düşüktür. Populasyonların genetik çeşitliliği ve genetik yapısı evrimsel güçlerin

ortaklaşa etkisiyle şekillenir. Özellikle eşleşme (döllenme) sistemi, gen akımı ve doğal

seçilim populasyonlar içerisindeki ve arasındaki genetik çeşitliliğin belirlenmesini

etkileyen önemli faktörlerdir (Nevo 1978, Hamrick 1989, Aitken vd 2008, Ohsawa ve

Ide 2008). Orman ağaçları, tohum ve polenlerinin büyük bir kısmını (yaklaşık %90)

ancak, yaklaşık 100 m yarıçapında sınırlı bir alana yayabilirler (Işık 1999a, Burczyk vd

2004). Böylece her populasyon, eğer ormanda kesintisiz yayılış söz konusu ise, komşu

populasyonlarla örtüşen alt populasyonlardan meydana gelir. Ayrıca, ağaç türleri uzun

ömürlü oldukları için, her bir alt populasyon, bulunduğu mikrohabitatın özel çevre

koşullarına özgü farklı seçilim (seleksiyon) baskısı ve göç faktörlerinin etkisi altında o

mikrohabitattaki yerel çevre farklılıklarına uyum yapmış uzun yıllar aynı habitatı işgal

eden farklı bireylerden oluşmaktadır. Bu durum, gen akışı sayesinde populasyonlar-

arası genetik farklılıkları azaltmakta yani populasyonlar arasında homojenizasyon

sağlamaktadır. Buna ek olarak, mikrohabitata özgü seleksiyon basıncı sayesinde de

populasyon-içi genetik çeşitliliğin artmasına yol açmaktadır (Bradshaw 1972, Libby

1973, Işık 1999b, Aitken vd 2008). Hem morfolojik hem de moleküler verilere dayalı

olarak kızılçamda populasyon-içi genetik çeşitliliğin yüksek bulunması, kızılçam’ın

ağaç ıslahı çalışmaları için uygun bir tür olduğunu göstermektedir.

Haplotipler arasındaki uzaklığa göre altı populasyonun bağımsız olarak alınmasıyla

yapılan moleküler varyans analizi sonucunda, populasyon-içi aileler-arası genetik

çeşitlilik düzeyi de istatistiksel olarak önemli düzeyde farklı bulunmuştur (RST =

%10.75, P < 0.0127, Bkz. Çizelge 3.4). Bu durum çalışılan populasyonların genetik

olarak birbirlerinden önemli düzeyde farklı olan ailelerden oluştuğuna işaret etmektedir.

Benzer durum, aynı populasyonlar üzerinde çalışmalar yapan Işık (1986) tarafından

ailelerin bazı morfolojik fidan karakterleri için de ortaya konulmuştur. Bu tez

çalışmasında, aynı deneme alanındaki bireylerin 13. ve 17. yaşlarına ait incelenen

morfolojik karakterlerinde de populasyon-içi aileler-arasında istatistiksel olarak önemli

düzeyde farklılıkların olduğu bildirilmiştir (Işık 1998, Işık ve Işık 1999, Işık vd 1999).

Deneme alanı kurulurken belirlenen doğal populasyonlardan ailelerin rasgele ve en az

100 m aralıklarla seçilmesi (ayrıntılı bilgi için Bkz. Işık vd 1987, Işık 1998),

populasyon-içi aileler-arası genetik çeşitliliğin gerçek değerine yakın olarak tahmin
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edilmesini sağlamaktadır (Işık 1986, Işık vd 1987, Işık 1998). Bu durum, kızılçam’da

populasyon-içi aileler-arası genetik çeşitliliğin yüksek olması, kızılçam’ın ağaç ıslahı

çalışmalarında populasyon seçiminin yanı sıra, populasyon-içi ailelerin seçiminin de

üzerinde önemle durulması gereken bir etken olduğunun göstergesidir.

Bu tez çalışmasında FST ve RST sonuçlarına göre, populasyonlar-arası genetik

farklılaşma düzeyi, %-0.41 ile %4.82 arasında değişen değerlerde bulundu (Bkz.

Çizelge 3.4.a ve b). Kızılçam’ın ele alındığı ve RAPD belirteçlerinin kullanıldığı

genetik çeşitlilik çalışmalarında ise populasyonlar-arası genetik farklılaşmanın %7-35

arasında görüldüğü belirtilmiştir (Velioğlu vd 2002, Kandemir vd 2004, İçgen vd 2006,

Lise vd 2007). RAPD belirteçlerinin kullanıldığı çalışmalarda populasyonlar-arası

genetik çeşitliliğin bu çalışmaya ve izoenzim çalışmalarına göre yüksek bulunması

birkaç nedene bağlanabilir. Bahsedilen çalışmalarda ele alınan tohum meşcerelerinin,

tohum bahçelerinin ve/veya ağaçlandırmaların (plantasyon) coğrafik olarak izole olması

veya birbirlerine uzak konumda bulunması, tozlaşma mekanizmaları (çalışılan tohum

meşcereleri arasında düşük olması), eşleşme sistemleri (mating system), tohum dağılımı

ve gen akışı populasyonlar-arası genetik çeşitliliğin yüksek olmasının nedenleri arasında

sayılabilir. Populasyon-içi genetik çeşitliliğin nispeten düşük olması ise tohum

meşceresi alanlarının çok küçük olması, tohum meşceresinde geri kalan (yaşayan)

ağaçların yapay seçilim sonucu ortaya çıkan genetik tabanı daraltılmış bir populasyon

olmaları ve dolayısıyla ağaç sayısının ve bir sonraki yıl üretilecek tohumların daha

seçkin bireylerden meydana gelmesi sonucu oluşabilmektedir. Ayrıca, populasyonlar-

arası genetik çeşitliliğin yüksek olması kullanılan RAPD belirteçlerinin sahip olduğu

özelliklerden de kaynaklanabilir. Şöyle ki, RAPD yönteminde 6-10 nükleotid

uzunluğunda tek bir primer kullanılır ve bu primer kalıp DNA üzerinde rasgele

bağlandığı bölgelerin çoğaltımını sağlar. Bunun yanı sıra, primerlerin kalıp DNA

üzerindeki bölgelere bağlanma sıcaklıklarının (annealing temperature) düşük olması

(30-50 ºC) nedeniyle de populasyonlar-arası polimorfizm düzeyi yüksek

çıkabilmektedir (Williams vd 1990, Aydın 2004, Altun 2006). RAPD tekniğinin

belirtilen özelliklerinden dolayı, kullanıldığı çalışmalarda populasyonlar-arası genetik

çeşitlilik düzeyi yüksek bulunabilmektedir.
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İncelenen karakterlere ait QST değerleri (Bkz. Çizelge 3.14), Çizelge 3.4’de bulunan

gruplara ait FST değerlerinden yüksek bulunmuştur. Bununla birlikte, 30. yaş çap

karakteri için populasyonlar üç yükselti kuşağı halinde alındığında QST değeri 0.000

(sıfır) olarak hesaplanmıştır (Bkz. Çizelge 3.14). Buradan, aynı yükseltide fakat farklı

kesitlerde (hatlarda) bulunan populasyonların farklı çap değerine sahip olmadıkları;

başka bir deyişle önemli ölçüde genotip × çevre (populasyon × yükselti hattı) etkileşimi

olduğu anlaşılmaktadır. Seleksiyon bakımından nötral olan moleküler belirteçlerin

kantitatif karakterlerden farklı bulunması ve genellikle düşük çıkması lokal adaptasyon

gösteren populasyonlar için beklenen bir sonuçtur (Kremer vd 2000, Gonzalez-Martinez

vd 2002). En yüksek FST değeri (0.04767, Bkz. Bulgular “3.2. Populasyonların Genetik

Çeşitlilik Parametreleri”) populasyon-içi ailelerin analiz edildiği grupta görüldü. En

düşük QST değeri ise (0.077, Bkz. Çizelge 3.14) 30. yaş çap değerinde hesaplandı. Yani,

en düşük QST değeri bile en yüksek FST değerinin yaklaşık iki katı olarak görüldü.

Bununla birlikte, diğer yaşlara ait karakterlerin QST değerleri ile cpSSR belirteçlerinden

elde edilen FST değerleri arasında ortalama 5-6 kat’a varan büyük farklılıklar görüldü

(Bkz. Çizelge 3.14 ve Bulgular “3.2. Populasyonların Genetik Çeşitlilik Parametreleri”).

Bu durum, kızılçam’ın Türkiye’deki geniş yayılış alanı içinde lokal adaptasyonlara

sahip bir tür kompleksi olduğunun göstergesidir. Işık (1986) ve Işık (1998), bu tez

çalışmasındaki aynı populasyonların kullanıldığı ve farklı yaşlara ait birçok morfolojik

karakterin incelendiği çalışmalarında, çeşitliliğin çoğunun yükselti ve yükseltiye bağlı

iklimsel faktörlerin bir fonksiyonu sonucu meydana geldiğini bildirmişlerdir. Buna ek

olarak, çeşitliliğin bir kısmının adaptif öneminin (yüksek uyum değerinin) bulunduğunu

ve bunun genetik kontrol altında olduğunu belirtmişlerdir. Ayrıca, adı geçen

çalışmalarda, büyüme karakterlerinin yükseltiye bağlı olarak değişiminin bölgedeki

iklimsel çeşitliliğin evrimsel bir yansıması olarak görüldüğünü bildirmişlerdir. Çünkü

çalışılan populasyonların bulunduğu bölgede yükselti arttıkça sıcaklık ve büyüme

sezonu uzunluğu azalmaktadır (Işık 1986, Işık 1998). Benzer sonuçlar, Pinus hartwegii

Lindl. fidanlarının bazı karakterleri (boy, sürgün fenolojisi ve don zararı) için de

bildirilmiştir. Yükseltiye bağlı olarak incelenen bütün karakterler bakımından

populasyonlar arasında klinal (tedrici, adım adım değişen) bir çeşitlilik gözlenmiştir.

Örneğin, yükselti arttıkça fidan boyunun azaldığı görülmüştür (Viveros-Viveros vd

2009).
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Kızılçamın farklı yükselti kuşaklarından (yüksek, orta ve alçak) alınan

populasyonlar ile yapılan izoenzim çalışmalarında da, lokal adaptasyonun (yerel çevre

koşullarına uyum) görüldüğü bildirilmiştir. Orta kuşak ile orta-üst kuşak

populasyonların alt ve üst kuşak populasyonlara göre daha yüksek genetik çeşitlilik

içerdikleri görülmüştür. Kızılçamın optimum yayılış alanı içinde bulunan orta kuşak

populasyonlarının daha yüksek düzeyde heterozigotluk gösterdiği ve lokus başına düşen

allel sayısının bu populasyonlarda daha fazla olduğu belirtilmiştir (Işık ve Kara 1997,

Kara vd 1997). Buna ek olarak, birçok bitki türünde yapılan çalışmalarda da orta kuşak

populasyonlarının, alçak ve/veya yüksek kuşak populasyonlarından daha fazla genetik

çeşitlilik barındırdığı görülmüştür (Ohsawa ve Ide 2008). Bu durum, coğrafik olarak

merkezde bulunan populasyonların periferal veya marjinal populasyonlara göre türün

optimal koşullarında yaşamasından kaynaklanmaktadır. Sonuç olarak, coğrafik olarak

“öz” ve/veya “merkez” olarak belirtilen populasyonlarda, nispeten yüksek genetik

çeşitlilik düzeyi görülmektedir (Işık ve Kara 1997, Kara vd 1997, Ohsawa ve Ide 2008).

Bu tez çalışmasında ise, coğrafik olarak kızılçam için “merkez” sayılan Murtbeli

populasyonu çalışılan populasyonlar arasında en düşük (%86.67) genetik çeşitlilik

değerine sahiptir. Bük populasyonu ise en yüksek (%95.14) genetik çeşitlilik gösteren

populasyonlardan biri olarak bulunmuştur (Bkz. Çizelge 3.3). Bu tez çalışmasında,

genetik çeşitliliğin merkezi populasyonlarda, periferal (kenar) populasyonlara göre

nispeten düşük çıkması örneklemeye ve çalışılan cpSSR belirteçlerinin özelliklerine

bağlanabilir. Şöyle ki, türün periferal populasyonları merkezi populasyonlara göre daha

az sayıda bireyden oluşmaktadır. Bu durum da, örnekleme sırasında merkezi

populasyonların periferal populasyonlara göre tam olarak temsil edilmemesi ile

sonuçlanmaktadır. Bununla birlikte, çalışılan cpSSR bölgeleri evrimsel güçlerden

mutasyonun etkisi ile şekillenmektedirler. Seçilim ve çevre baskısı mikrosatellit

bölgelerine doğrudan etki etmemektedir. Böylece, periferal populasyonlarda merkezi

populasyonlara göre daha fazla allel çeşitliliği ve dolayısıyla daha fazla özel haplotip

görülebilmektedir (Bkz. Çizelge 3.2 ve Şekil 3.3).

Navascues vd (2008) yükseltinin Pinus canariensis Chr. Smith ex. DC.

populasyonları arasındaki gen akışına olan etkisini inceledikleri çalışmalarında, bu tez

çalışmasına konu olan örneklemeye benzer bir örnekleme stratejisi izlemişlerdir. İki
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coğrafik hat boyunca 1000, 1500 ve 2100 m‘den birer populasyon olmak üzere toplam

altı populasyon incelemişlerdir. Bu çalışmamızda kullanılan cpSSR primerlerinin yanı

sıra iki farklı cpSSR primeri (Pt26081 ve Pt110048) ve sekiz nükleer (nc) SSR primeri

kullanmışlardır. Sonuçta, FST = 0.013, p < 0.001(cpSSR) ve FST = 0.019, p < 0.0001

(ncSSR) olarak bulmuşlardır. İstatistiksel olarak önemli ama düşük düzeyde bulunan bu

farklılığın yükselti ile ilişkisinin bulunmadığını bildirmişlerdir (Navascues vd 2008).

Öte yandan, değişik yükseltilerden seçilen Pinus ponderosa Douglas ex Lawson

populasyonlarında yedi izoenzim çalışılmış ve populasyonların fosfoglukomutaz-1

(PGM-1) lokuslarında istatistiksel olarak önemli düzeyde (p < 0.001) farklılık olduğu

bildirilmiştir. Yükselti arttıkça belirtilen lokustaki varyasyonun azaldığı belirtilmiştir

(Mitton vd 1980). Konifer türleri ile daha önce yapılan ve yükselti kuşaklarının göz

önünde bulundurulduğu birçok izoenzim çalışmasında ise genetik farklılığın çok düşük

ve/veya istatistiksel olarak önemsiz düzeyde olduğu bildirilmiştir (Neale ve Adams

1985, Kara vd 1997, Ettl ve Peterson 2001, Saenz-Romero ve Tapia-Olivares 2003).

Saenz-Romero vd (2006) tarafından beş ayrı yükseltiden seçilen Pinus oocarpa

Schiede ex Schltdl. populasyonlarından (1000-1500 m her 100 m’de bir populasyon

olmak üzere) oluşturulan deneme alanındaki fidanların 2.5 yaşındaki boy karakterlerinin

yükseltiye bağlı olarak genetik farklılık gösterdikleri rapor edilmiştir. Düşük yükselti

kuşağından gelen populasyonların yüksek yükselti kuşağından gelen populasyonlara

göre daha fazla büyüme potansiyellerinin oldukları bildirilmiştir. Bu durumun,

populasyonların farklı yükselti kuşakları boyunca ayırıcı (çeşitlendirici) seleksiyon

baskılarına maruz kalması ile açıklanabileceği belirtilmektedir. Şöyle ki, düşük yükselti

kuşağındaki populasyonlar ılıman iklim koşullarına adapte olmuşlardır ve bu durum

seleksiyonun yüksek büyüme potansiyeli yönünde etkili olmasını sağlamaktadır. Bunun

aksine, ılıman iklim koşullarına daha az toleranslı yüksek yükselti kuşaklarındaki

populasyonlarda ise büyüme potansiyeli daha az görülmektedir (Saenz-Romero vd

2006). Bu tez çalışmasındaki aynı populasyonların kullanıldığı Işık (1986)’da çimlenme

özellikleri ve bazı fidan karakterlerinde yükseltiye bağlı olarak önemli farklılıklar

bulunmuştur. Farklı yükselti kuşaklarından örneklenen sarıçam populasyonlarının bazı

morfolojik özelliklerinin de yükseltiye bağlı istatistiksel olarak önemli düzeyde

farklılıklar gösterdiği bildirilmiştir (Turna ve Güney 2009). Ayrıca, kızılçamın Girit
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adasından örneklenen ve yükselti kuşaklarının göz önünde bulundurulduğu çalışmada,

bazı morfolojik karakterlerin yükseltiye ve boylama göre farklı oldukları belirtilmiştir

(Dangasuk ve Panetsos 2004). Yükseltiye bağlı olarak görülen bu farklılıkların yükselti

kuşakları boyunca değişen çevresel ve iklimsel (sıcaklık, nem vb.) koşulların farklı

seçilim baskılarına yol açmasından kaynaklanabileceği belirtilmektedir (Dangasuk ve

Panetsos 2004, Navascues vd 2008, Turna ve Güney 2009).

Bu tez çalışmasında, farklı yaşlardaki boy karakteri için hesaplanan QST değerleri,

cpSSR belirteçlerinden elde edilen FST değerlerinden çok yüksek bulunmuştur (Bkz.

Çizelge 3.14 ve Bulgular “3.2. Populasyonların Genetik Çeşitlilik Parametreleri”).

Benzer durum farklı araştırmacılar tarafından değişik orman ağaçları için de rapor

edilmiştir (Pinus contorta ssp. latifolia – Yang vd 1996, Quercus petraea Lieb. –

Kremer vd 1997, Pinus pinaster Ait. – Gonzalez-Martinez vd 2002). Bu durumun, boy

gelişimi üzerine seleksiyon baskısının bir sonucu olarak ortaya çıktığı tahmin

edilmektedir. Bireylerin rekabet baskısından (güneş ışığı vb.) kurtulmak için hızlı bir

şekilde büyüdükleri belirtilmektedir (Yang vd 1996, Gonzalez-Martinez vd 2002).

Değişik orman ağaçları için, kantitatif karakterlerden elde edilen QST değerlerinin

nötral lokuslardan elde edilen FST değerlerinden önemli düzeyde farklı olduğu bir çok

araştırmacı tarafından rapor edilmiştir (Yang vd 1996, Kremer vd 1997, Gonzalez-

Martinez vd 2002, 2004). Birçok canlı türü için hesaplanan ve karşılaştırılan QST ve FST

değerlerinin rapor edildiği çalışmaların çoğunda (yaklaşık %70), bu tez çalışmasında

olduğu gibi, QST değerleri ortalama FST değerlerinden büyük bulunmuştur (Lynch vd

1999, Leinonen vd 2008). Gonzalez-Martinez vd (2002) nötral belirteçlerden

izoenzimlerin kullanıldığı ve bazı kantitatif karakterlerin ele alındığı çalışmalarında,

QST değerlerinin, bu tez çalışmasında bulunduğu gibi, FST değerlerinden yüksek

çıkmasının Pinus pinaster Ait. populasyonlarının lokal adaptasyonlarından

kaynaklandığını belirtmişlerdir. Gen akışının yüksek olduğu durumlarda, çevresel

değişkenliğin ve genotip-çevre etkileşiminin kantitatif karakterlerin farklılaşmasında

büyük bir etkisinin olduğunu bildirmişlerdir. Ayrıca, bu çalışmadaki kızılçam

populasyonlarında olduğu gibi Pinus pinaster Ait. populasyonlarının farklılaşmasında

da, bazı önemli ekolojik faktörlerin (yağış, sıcaklık, rakım, toprak besin elementleri vb.)
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populasyonların lokal adaptasyonlarında ana belirleyiciler olduğunu belirtmişlerdir

(Gonzalez-Martinez vd 2002).

Kantitatif karakterlerdeki çeşitliliğin çoğu, doğrudan doğruya doğal seleksiyon ve

ekolojik faktörlere adaptasyon ile ilişkilidir. Kloroplast basit dizi tekrarlarının çeşitliliği

ise, genellikle daha homojen ve nispeten geniş alanlarda yayılış gösteren türler için, bazı

evrimsel güçler (mutasyon, göç ve/veya gen akışı) tarafından etkilenmektedir (Kremer

vd 2000, Gonzalez-Martinez vd 2002, 2004, Sgro ve Hofmann 2004). Kloroplast basit

dizi tekrarları seçilim ve çevresel faktörlerden doğrudan etkilenmemelerine karşın,

evrimsel güçler (mutasyon, göç ve genetik kayma) genlerin yapısını ve allel

frekanslarını değiştirebilir. Her bir populasyonda yerel seleksiyon farklılıklarından

dolayı farklı alleller bulunabilir veya bütün populasyonlar aynı allele sahip olsalar bile,

belirli bir allelin her bir populasyondaki frekansı farklı olabilir. Bundan dolayı, kızılçam

gibi nispeten uzun ömürlü, farklı ekolojik koşullarda yayılış gösteren bitki türlerine ait

populasyonlar karakteristik olarak yüksek düzeyde populasyon-içi genetik çeşitlilik

gösterirler (Işık 1999a, Provan vd 2001, Balloux ve Lugon-Moulin 2002, Navascues ve

Emerson 2005).
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5. SONUÇ

Bu çalışmada, cpSSR belirteçleri ve 13., 17. ve 30. yaşlara ait morfolojik veriler

(boy, çap, hacim) kullanılarak Düzlerçamı ortak bahçe deneme alanında yetiştirilen altı

doğal kızılçam (Pinus brutia Ten.) populasyonu incelendi. cpSSR belirteçleri temel

alınarak yapılan analizler sonucunda, kızılçam populasyonlarının yükseltiye bağlı olarak

genetik çeşitlilik gösterdikleri (RST = %4.97, P < 0.0655) bulundu. Ayrıca, populasyon-

içi aileler arasında da istatistiksel olarak önemli düzeyde genetik çeşitlilik (RST =

%10.75, P < 0.0127) olduğu belirlendi. Nei (1987)’nin ortalama genetik çeşitlilik

katsayısına göre, kızılçam’da populasyon-içi genetik çeşitlilik, toplam genetik

çeşitliliğin %92.83’ü gibi yüksek bir oranını oluşturmaktadır. Elde edilen bu sonuçların

uygulama açısından önemli anlamları bulunmaktadır. Bunlar:

a) Morfolojik karakterler (boy, çap vb.) üzerinde daha önce yapılan genetik

araştırmalarda kızılçamda populasyonlar-arası genetik çeşitliliğin nispeten az,

fakat populasyonlar-içi genetik çeşitliliğin oldukça yüksek (yani %85 ve üzeri)

olduğu bulunmuştu. Moleküler düzeyde cpSSR belirteçleri ile yapılan bu tez

çalışmasından elde edilen sonuçlar, morfolojik karakterlerden elde edilen

sonuçları desteklemektedir. Başka bir deyişle, kızılçamda morfolojik

karakterlere yansıyan çeşitlilik, moleküler düzeydeki genetik farklılıklardan

kaynaklanmaktadır.

b) Kızılçam ıslah stratejisinde potansiyel ağaçlandırma alanları için kitle

seleksiyonu yapılırken, öncelikle tohum kaynağı olarak kullanılması düşünülen

populasyonların doğal olarak yetiştiği yükselti kuşağı göz önünde

bulundurulmalı ve uygun orijinler bu şekilde seçilmelidir.

c) Populasyon-içi aileler-arası genetik çeşitliliğin yüksek olması, yükseltiye bağlı

populasyon seçiminin yanı sıra, her bir populasyon içinde plus ağaç seçiminin

de önemli bir etken olduğunu göstermektedir. Kızılçam ıslah programında bir

yandan populasyonların orijinlerinin yükseltilerine göre seçilmesi gerekirken,
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bir yandan da bu populasyonlar içinde genetik olarak üstün genotipler

belirlenmelidir. Böylece, elde edilebilecek genetik kazanç daha yüksek olacaktır.

d) Populasyon-içi genetik çeşitliliğin yüksek olması, kızılçam’ın ağaç ıslahı

çalışmaları için uygun bir tür olduğunun göstergesidir. Buradan da kızılçam’da

ıslah amacıyla seleksiyon yapılırken, genetik kazancın daha fazla olması için,

uygun populasyon belirlendikten sonra, populasyon-içi seleksiyona daha çok

önem verilmesi gerekmektedir.

e) Kızılçam’da populasyon içinde görülen yüksek genetik çeşitlilik,

populasyonların ortak haplotiplerin yanı sıra kendilerine özgü haplotipleri

bulundurmalarından kaynaklanmaktadır. Bu durum, populasyonların geçmişten

bugüne mikrohabitat koşullarında yaşamlarını sürdürdüklerinin, lokal

adaptasyon sağladıklarının ve küresel ısınma gibi gelecekte ortaya çıkma

olasılığı yüksek çevresel değişimlere uyum sağlayacaklarının göstergesidir.

Bundan dolayı, bu populasyonların genetik erozyona uğratılmadan yerinde

korunması gereklidir.

f) Bulgulara göre, populasyon-içi genetik çeşitliliği yüksek olan bir kızılçam

populasyonu, yükselti kuşağı, ekolojik istekleri ve seçilen aileler göz önüne

alınarak, ağaçlandırma amaçları için bugünkü coğrafik yayılış alanı içinde geniş

alanlarda kullanılabilecek özelliktedir.

g) Kızılçam’da gen kaynaklarının korunması stratejisinde, çalışılan her bir

populasyonun nispeten yüksek düzeyde özel haplotip bulundurduğu göz önüne

alındığında, genetik çeşitliliği yüksek olan birkaç büyük populasyon yerine her

bir ekolojik bölgede çok sayıda küçük populasyonun seçilmesi uygun olacaktır.

Böylece, lokal adaptasyondan kaynaklanan ve korunması arzu edilen genetik

çeşitliliğin çok büyük bir bölümü, ayrılan bu populasyonlar içinde

yakalanabilecektir.

h) Bu tez çalışmasında, cpSSR belirteçlerinden elde edilen sonuçlar ile fidanlık (2.

yaş) ve daha sonraki yaşlardaki (13., 17. ve 30.) morfolojik karakterlerden elde
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edilen sonuçlar arasında benzerlik bulunmaktadır. Her iki durumda da,

populasyonların çeşitliliği sahip oldukları yükselti kuşağı ile ilişkilidir.

Kızılçam’da da (nispeten uzun ömürlü diğer birçok canlıda olduğu gibi) cpSSR

belirteçleri ile genetik çeşitlilik düzeyi çok kısa sürede, çevresel faktörlerin yol açtığı

farklılıklardan arınmış olarak ve güvenilir bir şekilde ortaya konulabilmektedir. Buradan

da gen kaynaklarının ve genetik çeşitliliğin korunmasında ve ıslah çalışmalarında

izlenecek stratejilerin belirlenmesinde ilk adım olan genetik çeşitliliğin kısa sürede ve

güvenilir bir şekilde belirlenmesi için cpSSR analizlerinin önemli bir araç olduğu

anlaşılmaktadır.

Bununla birlikte, bu tez çalışmasında ele alınan doğal populasyonlar, her ne kadar

kızılçamın yayılış alanı içinde farklı iklimsel koşulları temsil etmiş olsalar da, yine de

bu populasyonlar kızılçamın yayılış alanı içinde küçük bir alana (Antalya havzasına)

karşılık gelmektedir. Bu nedenle, kızılçamın tüm yayılış alanını ve farklı yükselti

kuşaklarını sistematik bir şekilde örnekleyerek elde edilen populasyonların ve ailelerin

incelenmesi, kızılçam türünün farklı bölgelerdeki farklı populasyonlarının

karşılaştırılması, tür içinde yeni ve ender haplotipler bulunup bulunmadığı hakkında

bilgiler ortaya konulmasını sağlayacaktır. Yeni analizler yapılırken hem moleküler

belirteçlerin hem de kantitatif karakterlerin birlikte kullanılması, evrimsel güçlerin

populasyonlar üzerindeki etkilerinin anlaşılmasında daha yararlı olacaktır.
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