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OZET

HEDYSARUM POGONOCARPUM BOISS.UN ALTTURLERI ARASINDAKI
IZOENZIM VARYASYONLARININ ARASTIRILMASI

Hedysarum pogonocarpum Boiss.’un morfolojik olarak smiflandirilmasinda
giicliikler yasanan iki alttiiriiniin (H. pogonocarpum subsp. pogonocarpum ve H.
pogonocarpum subsp. haradjani (Rech. fil) B. Yidiz & E. Aktoklu) izoenzim
cesitlilii incelenerek taksonomik kategorilerinin molekiiler diizeyde belirlenmesi
amaglanmigtir, Subsp. pogonocarpum igin Malatya’dan, subsp. haradjani igin
Kahramanmarag’tan toplanan Srneklerde, li¢ enzim sistemi (Alkol dehidrogenaz, Malat
dehidrogenaz, Fosfogluko mutaz) yatay nisasta jel elektroforezi teknigi ile
incelenmigtir.

Aragtirmada, analiz edilen {i¢ enzim sisteminde toplam dért lokus (ADH, MDH-
1, MDH-2, PGM-2) belirlenmigtir. Bu dort lokustan sadece biri (MDH-2) her iki
alttiirde monomorfik; digerleri polimorfik olarak saptanmugtir. H. pogonocarpum’un her
iki alttiiriinde polimorfik lokuslarin oramt % 75, her bir lokustaki ortalama allel sayisi
1.8 olarak bulunmugtur. ADH izoenzimlerinin genotipleri her iki alttiiriin
populasyonlar: i¢in Hardy-Weinberg dengesinde bulunurken, MDH-1 lokusu
bakimindan beklenenden fazla (P<0.001) heterozigotluk gdsterdikleri belirlenmistir.
PGM-2 lokusu ise subsp. pogonocarpum’da 6nemli miktarda heterozigotlukta eksiklik
(P<0.01) agi3a cikarirken subsp. haradjani Hardy-Weinberg dengesinde bulunmugtur.
Toplam genetik ¢esitlilifin % 10°u populasyonlar arasmdaki farklilagmadan
kaynaklanmgtir, Gen akiginn diizeyi her bir kugakta 2.05 olarak bulunmugtur. NEI’nin
genetik mesafe katsayis1 0.119, genetik benzerlik katsaysi ise 0.888 olarak Olgiilmiistiir.
NED’nin genetik benzerlik ve genetik mesafe degerleri, ¢ahgsilan populasyonlarm H.
pogonocarpum’un alttiirleri olarak kabul edilebilecegini géstermistir.

2001, 74 sayfa

Anahtar Kelimeler: Hedysarum pogonocarpum, 1zoenzim, Allozim, Genetik Cesitlilik,
Sistematik, Takson, Genetik Farkhlagma, Alttiir, Nigasta Jel Elektroforezi
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ABSTRACT

THE INVESTIGATION OF THE ISOENZYME VARIATION AMONG THE
SUBSPECIES OF HEDYSARUM POGONOCARPUM

There are various difficulties in morphologycal classification of two subspecies
of Hedysarum pogonocarpum Boiss. For this reason, we studied the molecular
characteries of these subspecies (H. pogonocarpum subsp. pogonocarpum ve H.
pogonocarpum subsp. haradjani (Rech. fil) B. Yildiz & E. Aktoklu) such as the
isoenzyme variations to identify their taxonomic category. We investigated Alcohol
dehydrogenase, Malate dehydrogenase, Phospho glycomutase by horizontal starch gel
electrophoresis in subsp. pogonocarpum and subsp. haradjani samples collected from
Malatya and Kahramanmaras respectively.

We identified the ADH, MDH-1, MDH-2, PGM-2 loci in the analysed three
enzyme systems. Of the four loci identified only MDH-2 was monomorphic in both
subspecies. The others were polymorphic. We found that the polymorphic loci of both
subspecies of H. pogonocarpum was 75 % and the average allel number in each locus
was 1.8. We also found that the genotype of the ADH isoenzymes of both subspecies
populations were in Hardy-Weinberg equilibrium. However, it was observed that for the
MDH-1 locus there were more heterozygoty (P<0.001) than the expected. While the
subsp. haradjani was found to be on Hardy-Weinberg equilibrium, the PGM-2 locus of
the subsp. pogonocarpum displayed a considerable deficiency (P<0.01) in heterozygoty.
10 % of the total genetic variation was due to the interpopulational differentiation. The
level of gene flow was found to be 2.05 per generation. Nei’s genetic distance
coefficient was 0.119 and genetic idendity was found to be 0.888. These measured
values propose that the sample populations analysed could be accepted as subspecies of
H. pogonocarpum.

2001, 74 pages

Key Words: Hedysarum pogonocarpum, Isoenzymes, Allozymes, Genetic Variation,
Systematic, Taxon, Genetic Differentiation, Subspecies, Starch Gel Electrophoresis
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ONSOZ

Giinlimiize kadar bitkilerin tammmlanmalari ¢ogunlukla morfolojik 6zelliklerine
gére yapilmgtir. Fakat, §zellikle Hedysarum pogonocarpum gibi iki ya da daha fazla
alttiire sahip politipik tiirlerin sistematiklerinin yapilmasi olduk¢a fazla giigliiklerle
doludur. Ciinkii, politipik tiirler birbirlerinden farkh olan allopatrik populasyonlardan
olugurlar. Fakat bilindii gibi, biitiin eseyli ¢ogalan organizmalara ait populasyonlar
birbirlerinden zaten az gekilde farkhdir ve her zaman bireyler arasinda bir takim
varyasyonlar vardir. Bu allopatrik populasyonlarm sistematiklerinin giivenilir bir
sekilde yapilabilmesi igin varyasyonlarin smurlarmm belirlenmesi ve bir dl¢lim haline
getirilmesi gerekir. Bu nedenle bu gibi cografik wrklarin tammlanmasinda ¢ogu zaman
morfolojik Ozellikler yetersiz kalabilmekte ve molekiiler tekniklerin uygulanmasi
gerekebilmektedir. |

Bu alanda kullamlan tekniklerin baginda izoenzim ve proteinlerin elektroforetik
analizi gelmektedir. Son yillarda DNA analizi de bu alanda Onem kazanmgtir,
Dogrudan DNA dizilimindeki varyasyonu inceleme genetikte gelinen son noktadir.
Sistematik ¢aligmalarmda da DNA kullammmn popiilaritesi artsa da bu enzim
elektroforezinin deSerini azaltmaz. Iki ySntem birgok durumda birbirlerini tamamlarlar,
Ornegin, kloroplast gemomu, bitki populasyonlar1 arasmdaki ve icindeki genetik
varyasyonu ve tlirlesmeyi tayin etmeyecek kadar korunmustur. Kloroplast DNA’s
filogeniyi incelemek i¢in faydahdir fakat, allelik bilgi populasyon diizeyindeki genetik
varyasyonu gdstermesi bakimmdan daha faydalidir (CRAWFORD, 1990).

Bu ¢ahsma ile sistematik agidan problemli bir tiir olan H. pogonocarpum’un
allopatrik populasyonlarmin molekiiler diizeyde analizi ile smiflandirimasma 15k
tutulmaya c¢ahsilacaktir. Aynca, iilkemizde heniiz yaygmlagmaya baglayan
izoenzimlerin elektroforetik analizleri, daha ¢ok genetik ¢esitlilik g¢aliymalarinda
kullanilmaktadir; oysa sistematik alaninda kullamilmas1 smirh kalmigtir. Bu yiizden, bu
g¢absmamn izoenzim bilgisinin taksonomik problemli tiirlerde uygulanmasimmn
iilkemizde de yaygmlagmasimna katkida bulunmas: beklenmektedir.
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1. GIRIS

Fabaceae, cins ve tiir sayist bakimindan Diinya’da Asteraceae ve
Orchidaceae’den sonra gelen liglincli biiyikk familyadir. HEYWOOD tarafindan
1971’de Fabaceae familyasimn Diinya florasmda 500 cins ve 12.000’den fazla tiir
igerdigi belirtilmistir (BAIRIGANJAN ve PATNAIK, 1989).

Tiirkiye'nin ekonomik deger tastyan ve en ¢ok tiir iceren familyalarimdan birisi
olan Fabaceae’ye dahil Hedysarum L. cinsi, Fabaceae familyasinin Papilionoideae alt
familyasinda sistematik yerini almaktadir. Hedysarum cinsi Diinya’da 154, iilkemizde
25 tiir (29 takson) ile temsil edilmektedir. Ulkemizdeki tiirlerin 15 (% 60) Tiirkiye igin
endemiktir. Hedysarum pogonocarpum Boiss. da bu endemik tiirlerden bir tanesidir.
Gen merkezi Orta Asya olarak kabul edilen Hedysarum’un en O6nemli gelisme
merkezlerinden biri Anadolu’dur. Tamm gii¢ tiirlerden olusan Hedysarum cinsi,
cicekleri, meyvesi ve tiiy durumu &zellikleriyle oldukga gdsterisgli ve hos kokulu tiirleri
icermektedir (YILDIZ ve AKTOKLU, 1996).

H.  pogonocarpum, Tiirkiye’de bulunan Crinifera (Boiss.) B. Fedtsch.
seksiyonuna dahil tiirlerden en degisken olamdir. H. pogonocarpum’un dogal yayihs
alam Dofu Anadolu’nun batisi (Amasya, Sivas ve Malatya) olan populasyonlar: ile
yayiis alam Giineydogu Anadolu’nun batis1 (Malatya, Kahramanmarag ve Adiyaman)
olan populasyonlarimin smiflandirilmasinda giigliikler ortaya ¢ikmugtir, Yayihs alanimun
glineyinde, H. pogonocarpum tiirliniin Ozellikleri, H. kotschyi Boiss.’ye benzerlik
gosterdifinden dolay1 Kahramanmarag gevresinden toplanan 6rnekler, arastirmacilar
tarafindan farkh sekillerde yorumlanmugtir, Kahramanmarag’ta bulunan Ahir Daf
populasyonu, 1949°da RECHINGER tarafindan, ayn bir tiir olarak (H. haradjani Rech.
fil) kabul edilmigtirr. HEDGE (1970) ise, H. haradjani’yi sinonime indirgeyerek H.
kotschyi’ye aktarmustir.

Daha sonra YILDIZ ve AKTOKLU (1996) tarafindan cins ile ilgili yapilan en
son g¢ahgmada Kahramanmarag ve Malatya’min gilineyindeki populasyonlarda, bitkinin
habitusu, boyunun kisah§, korollanin sari renkli olusu ve meyve ozellikleri ile H.
kotschyi’den ¢ok H. pogonocarpum’a yakm oldugu tespit edilmigtir. Bu bakimdan
RECHINGER’in goriisii daha gegerli goriilmiis fakat, giliney populasyonunun H.
pogonocarpum ile H. kotschyi arasinda gegit Ozellikleri tasidifi belirlenmigtir. Bu



nedenle, RECHINGER’in epiteti gegerli kabul edilmis, ancak ayri bir tiir olacak kadar
farkh olmadigindan H. pogonocarpum’un alttiirli olarak aktarilmgtir. Kuzey Malatya,
Elazi§ ve Sivas populasyonlarinda bitkilerin tamamu uzun-kalkik tiiylii, boyu daha kisa,
yapraklar tabanda yogun, yaprakeiklar kiigiik ve sik, meyve daha kiiciik olarak tespit
edilmigtir. Bu farklardan dolayr H. pogonocarpum’un bu iki farkh populasyonunun
alttiir olmas: uygun goriilmiigtiir.

H. pogonocarpum tiirlinlin morfolojik olarak smiflandiriimas: sirasinda,
populasyonlarin farkh sistematik¢iler tarafindan degisik sekillerde yorumlanmasi, bu
tirle ilgili taksonomik bir problem oldugunun gdstergesidir. Bu nedenle, H.
pogonocarpum tiiriiniin sistematikteki yerini daha net ve dogru bir sekilde bulabilmek
icin molekiiler seviyede galigilmasi gerektigi agik¢a goriilmektedir.

Populasyonlar arasindaki farkhilik ya da benzerliklerin belirlenmesi i¢in yapilan
ilk calgmalar, g¢evre ve genotip etkilesiminin son goriiniimii olan fenotip iizerine
olmugtur. 19. yy'in sonlarinda, tiirler kromozomlarin sekli, sayis1 ya da bantlanma
modellerine gore smmflandinlougtir. 20. yy’m sonlarinda hiicre aktivitesinin metabolik
{irlinlerine dayah galismalar yapilmistir. Ikincil kimyasal maddeler, 6zellikle flavonoid
bilesikler, birgok taksonomik arastirmamin bir parcasi olmustur. Fakat molekiiler
seviyedeki tiim degisiklikler fenotipte ya da ikincil liriinlerde degisiklik meydana
getirmeyebilir. (CRAWFORD, 1990; BRIGGS ve WALTERS, 1997). Bu yiizden,
morfolojik yolla elde edilen bilgiler, genetik bilginin ancak ¢ok kiigiik bir kismmm
olusturur. Genotip-gevre etkilesimi, bir karakterin birden fazla lokus tarafindan
belirlenmesi (poligenik kalitim) ve bir genin birden fazla karaktere etki etmesi
(pleitropik veya polifenik kalitim) gibi nedenlerden dolayi, morfolojik bilgi her zaman
populasyonlar arasinda ve populasyon i¢indeki genetik gesitliligi ve benzerligi saptamak
icin yeterli olmamaktadir METTLER ve GREGG, 1969; HARTL ve CLARK, 1989).

Bu nedenle, bireylerin morfolojik &zelliklerine dayali fenotipik farkliliklar her
zaman genotipik farkhhiklarn aym Glglide yansttmamaktadir. Ayrica, genotipik
farkliiklar da her zaman fenotipik olarak saptanamamaktadir. Morfolojik olarak
farklihk gOstermeyen bireyler, aslinda genetik olarak farkh olabilirler. Bunun bdyle
olup olmadifim saptayabilmek i¢in fenotipin olusumuna yol agan olaylar dizisinin ilk
basamaklarma inmek gereklidir. Bilindigi gibi enzimler genlerin birincil iiriinleridir. Bu
bakimdan genin {irlinii olan enzim diizeyindeki bir analizin, olaylar dizisinin diger



basamaklarindaki etkilerden arinmig balde bireyin genotipi hakkinda daha saglikh bilgi
vermesi beklenir (TURGUT, 1983; KARA, 1996’dan; LIENGSIRI ve ark., 1990).

Bitki taksonomisi, genetik ¢esitlilik ve filogenetik sistematik ile ilgili gesitli
problemlerin ¢6ziimlenmesinde oldukga faydalar saglayan izoenzim elektroforezi, bu
alandaki en etkili ve en hizh metodlardan birisidir (CRAWFORD, 1990).

Elektroforez teknigi, 1960°h yillarm sonlarinda populasyonlardaki genetik
cesitliligi belirlemek icin genis Glgiide kullaniimaya baglamistir (WILKINSON, 1966).
Daha sonraki yillarda ise; elektroforez, &zellikle sistematikteki problemlerin ¢6ziimii
i¢in tercih edilen bir teknik haline gelmistir (SARICH, 1977). Elektroforez, degisik
biyolojik tiirlerin genetiksel analizlerinde kullanilan biyokimyasal bir tekniktir
(SHIELDS ve ark., 1983). Bu ydntemde enzimler, proteinler, niikleik asitler belirli bir
elektrik akimi uygulanarak, elektriksel yiiklerine ve molekiil agrhklarina gére, bir jel
sistemi i¢inde hareket ederler (BREWER ve SING, 1970).

Izoenzimler, ilk kez 1959°da MARKERT ve MOLLER tarafindan bir enzimin
aym katalitik Ozgiilliige sahip farkhi formlarnn olarak tammlanmugtir. Buna gére
izoenzimler, yani birden fazla molekiiler formu olan enzimler, aym substrat1 kullanan
fakat molekiil biiyiikliikleri, elektrik yiikleri ve {i¢ boyutlu yapilar farkh oldugundan
dolayi, elektroforezdeki yiiriime mesafeleri farkh olan enzimlerdir. Izoenzim
analizlerinin temeli, dokulardan izoenzimleri elektroforetik olarak izole etmek ve
enzime Ozgii boyalarla renklendirmek esasina dayanir (WENDEL ve WEEDEN, 1989;
STUBER ve ark., 1988).

Elektroforetik analizler, tek bir lokustaki alternatif alleller tarafindan kodlanan
farkli elektromorflarin bir cogunu gdsterebilmektedir, Bu sekilde olusan allelik iiriinler
ilk kez 1969°da PRAKASH ve ark. tarafindan “allozim” olarak adlandinlmgtir
(WENDEL ve WEEDEN, 1989). Yani, eger enzim birden fazla gen lokusundaki alleller
tarafindan kodlanirsa izoenzimler meydana gelmekte, eger bir gen lokusundaki farkh
alleller tarafindan kodlanirsa allozimler meydana gelmektedir. Fakat giiniimiizde her iki
enzim smifi i¢in izoenzim ya da izozim terimi kullanilmaktadir,

Elektroforetik metodun birincil avantaji, genetik benzerlikleri ve fakhliklar:
Olcebilmesi ve 6zel bir enzimin tasidifi izoenzim sayisim dolaysiyla gen lokuslarinin
sayisim belirleyebilmesidir. 1977°de GOTTLIEB tarafindan, izoenzimlerin kodominant
kalitimimnmn, bitkilere ait populasyonlarin, tiirlerin, allel frekanslarnin aragtiriimasina



olanak sagladif1 belirtilmistir. Izoenzimler kodominant olarak kaltildig: icin homozigot
ve heterozigot genotipler kolayca ayirt edilebilmektedir. Epistatik ve pleitropik
etkilesimler yoktur, bu yiizden genotiplerin dogrudan saptanmasi miimkiindiir. Ayrica
izoenzimler ¢evresel degigimlerden etkilenmezler. Bu nedenle, populasyonlar,
populasyon gruplan, tiirler vs. arasmdaki benzerlk ve farklibiklar dogrudan
Sl¢iilebilmektedir (CRAWFORD, 1985; JACOBS ve OLEO, 1990).

Bu avantajlarindan dolayi, izoenzim elektroforezi, bitki sistematigi (BUTH,
1984; CRAWFORD, 1985; MURPHY ve ark., 1996) ve bitki populasyonlar: arasindaki
ve icindeki genetik cesitlilifin Slglilmesi igin yaygin olarak kullanilan molekiiler bir
teknik haline gelmigtir (LOVELESS ve HAMRICK, 1984).

Izoenzim analizi, giiniimiize kadar bakterilerden insana, bircok canl tiiriiniin
dogal ve yapay populasyonlarindaki genetik cesitlilik c¢aligmalarmda kullanilmigtir
(MAY, 1998). Bir¢ok aragtirmaci, izoenzim analizlerini kullanarak orman agaglarinin
dogal ve yapay populasyonlarinda genetik ¢esitlilik ve gen farkhlagmasinin dﬁzeyini
belirlemistir, Oysa izoenzimlerin, kapali tohumlu bitkilerde ¢alisilmasi nispeten suurk
kalmistir. Fabaceae familyasinda, 6zellikle sistematik amacgh olarak yapilan izoenzim
caligmalar1 oldukca azdw. Hedysarum cinsine ait tiirlerin hicbir dogal veya yapay
populasyonunda izoenzimatik temele dayal: herhangi bir ¢aligmaya da rastlanmamustr,
Bu nedenle, ¢alisma sonucunda elde edilecek bilgilerin, bu alanda yapilacak diger
arastirmalara katkilar saglamasi beklenmektedir. \

Bu ¢aligma ile, sistematik agidan problemli bir tiir olan H. pogonocarpum’un
farkli lokalitelerde dogal yayihs gOsteren iki populasyonu arasindaki morfolojik
degisikliklerin, genetik temelinin olup olmadifi aragtirmak; belirlenen izoenzimatik
Ozelliklerin, varsa farkliiklarm H. pogonocarpum tiiriiniin populasyonlar1 arasmdaki
genetik cesitlilifi mi yani tiiri¢i varyasyonu mu gosterdigi, yoksa tiirii iki alttiiriine ya da
iki ayn tlire ayracak kadar biiyilk mii olduunu tespit etmek ve populasyonlari
sistematik bakimdan dogru taksonlarda yerlegtirmek amaglanmstir,



2. ONCEKi CALISMALAR

Hedysarum cinsinin temel kromozom sayisi X= 8’dir (BAIRIGANJAN ve
PATNAIK, 1989). H. pogonocarpum’un da iginde yer aldig1 Crinifera seksiyonuna
dahil H. aucheri Boiss., H. rotundifolium Boiss. & Nog&, H. pycnostachyum Hedge &

Hub.-Mor. tiirleri ile yapilan bir ¢alismada kromozom sayis1 X= 8 (2n=16) olarak
bulunmugtur (AKPINAR ve YILDIZ, 1999).

2.1. Hedysarum L. Cinsine Ait Taksonomik Calismalar

Hedysarum cinsi ile ilgili ilk kaynak bilgileri 1753’te LINNE ile baglar. Cinsin
yazar1 olan LINNE, Species Plantarum adh eserinde, 33 adet Hedysarum tiirii
tanimlamugtir. Hedysarum cinsinin Tiirkiye tiirleriyle ilgili ilk ayrintih ¢aligma ve toplu
bilgiler, birgok tiiriin yannda, Hedysarum pogonocarpumv Boiss.’u da bizzat kendisi
tamimlayan BOISSIER tarafindan 1872’de yaymlanan Flora Orientalis’te yer
almaktadir. 1902°de FEDTSCHENKO tarafindan yaymlanan revizyon nitelizindeki
eserde 78 tiir ele alinmgtir. Tiirkiye tiirleriyle ilgili en kapsamh ¢ahgma ise HEDGE’in
(1970) Tiirkiye Florast igin yapmms oldugu revizyondur. 1996’da YILDIZ ve
AKTOKLU tarafindan yapilan Tiirkiye’'nin Hedysarum tiirlerinin revizyonunda, H.
pogonocarpum ve H. kotschyi tiirlerinin, dzellikleri ayrintih olarak incelenerek tamimlar
ve smurlar yeniden belirlenmistir. Arastirmacilar, daha &nce H. kotschyi’ye aktarilan H.
haradjani’nin, H. pogonocarpum’a aktarilarak bu tiirlin alttiirli olarak kabul edilmesi
gerektigini ileri stirmiiglerdir (YILDIZ ve AKTOKLU, 1996).

2.2. Elektroforetik Cahsmalar Sonucu Elde Edilen Genel Bilgiler

Proteinlerin  elektroforetik dafihmu ve spesifik histokimyasal boyalarla
enzimlerin goriiniir hale gelmesi bitki populasyonlarinda genetik olarak kontrol edilen
varyasyonlar1 biyokimyasal diizeyde ag¢ifa ¢ikarmay: saglar. HUNTER ve MARKERT
(1957) tarafindan geligtirilen zimogram metoduyla, ¢esitli doku ve organizmalar



arasinda nispeten bol miktarda olan enzimlerin kargilagtinimasi, populasyon genetigi,
taksonomi gibi g¢ahgmalarda elektroforez tekniginin kullanimmm arttirmugtir (SHAW ve
PRASAD, 1970; BROWN, 1979; CRAWFORD, 1985).

NEVO (1978) tarafindan, dogal populasyonlardaki genetik g¢esitlilik diizeyi
bakimindan, bitkilerin omurgasizlar ile omurgalilar arasmda yer aldifi bildirilmistir.
Bununla beraber aragtirmaci, bitkilerdeki genetik ¢esitliligin omurgalilara gore Onemli
derecede fazla olmadigim belirtmigtir.

HAMRICK ve ark. (1979), genel olarak agik tohumlu bitkilerin populasyon igi
genetik cesitlilifini monokotil ve dikotil bitkilere gore daha yiiksek oranlarda
koruduklarim ileri slirmiiglerdir.

POWELL ve TAYLOR (1979)’a gbre populasyon genetiindeki temel ilerleme,
primer gen lirlinleri olan proteinlerdeki varyasyonlar1 ¢aligmak igin molekiiler biyoloji
kavram ve tekniklerinin kullamlmasinda olmugtur.

TEMPLETON (1980)’a gore, bir tiir igindeki g6¢ miktarmin diisiik olmas: ana
populasyonun kiigiik altpopulasyonlara bdliinmesine neden olur. Ayrica arastirmact
tarafindan bGyle populasyonlarm yiiksek Fst degeriyle (populasyonlar arasindaki
farklilagma derecesi) karakterize edildigi bildirilmistir.

Bitkilerdeki ¢ogu enzimler izoenzimlere sahiptir. Ciinkii, aym katalitik reaksiyon
cogu kez birkag hiicresel altbdliimde (6zellikle plastidler ve sitozol) meydana gelir. Bu
da aym reaksiyonun meydana geldigi her bir hiicresel altbdliimde ayri bir izoenzime
ihtiyag duyuldugunu ifade eder. Izoenzimlerin hiicresel lokasyonu ve sayisi bitkilerde
yliksek derecede korunmustur. Bununla beraber diploid tiirlerdeki gen duplikasyonu
izoenzimlerin sayism arttirmustir (GOTTLIEB, 1982).

BUTH (1984) tarafindan bildirildigine gére, 1978°de BUSH ve KITTO adh
aragtirmacilar, taksonlar arasindaki genetik farkhbk diizeyini Olgmek igin birkag
molekiiler metodu degerlendirmigler ve sonugta analizin kolaylii ve hassasiyet
derecesine bagh olarak izoenzim elektroforezinin wklar, tiirler ve yakin akraba cinsleri
karsilagtirmak i¢in en iyi metod oldugunu gostermiglerdir.

LOVELESS ve HAMRICK (1984), bitki populasyonlarinin genetik yapisi
etkileyen ekolojik faktdrler iizerine, 1984’¢ kadar yapilan ¢aligmalardan derledikleri
sonuglar1 gbsteren bir makale hazirlamiglardir. Caligmaya gére, BROWN (1978; 1979)
tarafindan, populasyon i¢indeki ve populasyonlar arasindaki genetik yapiyr belirleyen



temel faktdr olarak bitki eslesme sistemleri belirlenmigti,. HAMRICK (1990);
HAMRICK ve GODT (1990) adh aragtirmacilar da yaymladiklart g¢ahgmalarinda,
populasyonlar arasmndaki allozim farkhbklarmin dagihmm belirleyen en Snemli
faktorlerin tozlagma mekanizmasiyla eslesme sisteminin kombinasyonu oldugunu
bildirmiglerdir. Arastrmacilar; tek yillik, kendi kendini délleyen tiirlerin populasyonlar:
arasinda % 50’den fazla farklibk oldufu halde baskin olarak disaridan déllenen,
riizgarla tozlagma yapan tiirlerin populasyonlar: arasinda bu oranin % 10°dan daha az
oldugunu belirtmiglerdir. Boylece, polen ya da tohum hareketi daha fazla tiirlerin gen
akimi sirlanmug tiirlere gore daha az farkhlagma gosterdiklerini ileri silirmiislerdir.
Aragtirmacilar tarafindan, hayvanlarla tozlasma yapan tiirlerin populasyonlar: arasinda
ise daha orta seviyelerde farkhilagma oldugu belirtilmistir.

Cografik wklarla ilgili (varyeteler ya da alttiirler) elektroforetik ¢ahigmalar; irklar
arasmnda, izoenzimleri kodlayan genlerde &nemli farkhliklarin meydana gelebildigini
ispatlamigtir. Ciinkii, cografik izolasyon nedeniyle populasyonlar arasindaki gen akist
kesildiginde, allozim farklihif: baslamakta ve morfolojik ve diger &zellikler agamali
olarak ayrlarak cografik irklar1 meydana getirmektedir. 1981°de GRANT tarafindan
ortaya atilan tiirlesmenin cografik modeline gore, bu tiirlesme modelinde bir asama
olarak cografik wklarm olustugu ileri siiriiliir. Bu gibi wklar arasinda allozimik
farklihfin gdzlenmesi, herhangi bir zamanda tiirlesme siirecinin tamamlanacag: (yani
tireme izolasyonunun gelisecegi) ve tam tiirlerin daha diisiik genetik benzerlikler
gOsterecegi fikrini destekler. Cogu Orneklerde genetik benzerlik ortalamasi aym
taksonun populasyonlart igin en yliksektir, farkli varyeteler ya da alttiirlerin
populasyonlar: i¢in daha diislik ve farkh tiirler i¢in ise genetik benzerlik ortalamas: en
diigliktiir. Bu durum gen akisgimn engellenmesi sonucu birgok 6zelliklerin kademe
kademe farkhlagmasiyla olugsur (CRAWFORD, 1985).

EL-KASSABY ve ark. (1987) ile FADY ve CONKLE (1993), populasyonlarin
Hardy-Weinberg dengesinden sapmasi durumunda gozlenebilecek heterozigot
agirihifnn, birbirine benzemeyen genotipler arasinda eglesmenin tercih edilmesi ve
heterozigotlar yararma seg¢ilim; heterozigot eksikliginin ise Wahlund etkisi, birbirine
benzeyen genotipler arasinda egslesmenin tercih edilmesi ve homozigotlar yararina

secilim ile agiklanabilecegini ileri stirmiislerdir.



ALONSO ve REGUERA (1989)’ya gire, populasyonlarin genetik yapisiu
belirleyen fiksasyon indeksi (F) degerinin sifirn g&stermesi, populasyonun Hardy-
Weinberg (H-W) dengesinde oldugunu gosterir. F’nin pozitif degeri populasyonda H-W
oranlarma ktyasla heterozigotlukta eksiklik, F’nin negatif degeri ise populasyonda H-W
oranlarina kiyasla heterozigotlukta agirihk oldugunu ifade eder.

RAELSON ve GRANT (1989)’a gdre, aym bireylerin farkh gelisim
asamalarindaki enzim fenotipleri, bu enzimlerin farkli izoenzimatik modellerini gosterir.

CRAWFORD (1990) tarafindan, bitki sistematik¢ilerinin, genel olarak
taksonomik amaglar igin populasyon igindeki degisen karakterleri ¢ok az kullandiklars,
fakat, bunun hatali bir diigiince oldugu, aksine genetik g¢esitlilik derecesinin
Olglilmesinin sistematige ¢ok faydah bilgiler sagladigi belirtilmistir. BROWN (1979)’a
gore, genetik cesitlilik bir tiirlin gen havuzundaki kalitsal bilginin cesitlilifi olarak
tanimlamr ve mutasyon, kromozomal degisimler, gb¢, dogal segilim, populasyon
biiyiikliigi ve eslesme modellerinin etkisiyle sekillenir.

CRAWFORD (1990) tarafindan, allelik bilginin, aym cinse ait tiirleri ¢aligmay1
saglayan en kullanigh yol oldugu ve morfoloji, sitogenetik, cografik dagiim gibi
bilgilerle kombine edildiginde daha degerli hale geldigi bildirilmistir.

WEEDEN ve WENDEL (1990) tarafindan, bir izoenzim lokusu, 6zellesmis bir
biyokimyasal reaksiyonu katalize edebilen bir enzim i¢in yapisal gen olarak tarif
edilmigtir.

KAZAN ve MUEHLBAUER (1991) tarafindan, enzim elektroforezinin, belirli
genlerin farkliifim belirledigi ve bdylece taksonlar arasindaki sistematik iligkileri
aciklayabildigi bildirilmigtir,

[zoenzim elektroforezi, &zellikle morfolojik olarak benzer taksonlarin sistematik
cahgmalarinda faydalar saglar. Cilinkii bu taksonlarin elektroforetik fenotipleri
farklihklar gOsterebilirler. Yani, bazi taksonlarda bulunan allellerden bazilan
izoenzimatik karakter olarak tespit edildifi halde, bu genler morfolojik karakterler
olarak tespit edilmezler (HORNERO ve PEREZ, 1997).



2.3. Bitkilerle Yapilan Onemli Elektroforetik Cahgmalar

WAIN (1983)’de cografik tiirlesme modeline gére, tiirlesmenin ilk asamasindaki
allopatrik populasyonlar1 gOsteren Helianthus debilis Nutt. (Asteraceae)’in alttiirleri
arasindaki genetik mesafe miktarmi Slgmiigtiir, Arastirmaci, bu taksona ait 5 alttiir
arasindaki genetik mesafe katsayisim 0.08 olarak belirlemis ve c¢aligilan alttiirlerin
cografik modele uygun olarak, tiirlesmenin ilk agamalarinda oldugunu bildirmistir.

SAIDMAN ve VILARDI (1987) tarafindan, morfolojik olarak farkh tiirler
halinde siniflandirilan taksonomik olarak problemli yedi Prosopis L. (Fabaceae) tiirii
arasindaki genetik benzerliklerin analizi, izoenzim elektroforezi yoluyla ¢aligilmigtir. 25
enzim lokusundaki allel frekanslarindan elde edilen genetik mesafe miktary, bu tiirlerin,
biyolojik olarak semi-ya da alt tiirler olabilecekleri hipotezini desteklemistir. Bylece,
daha énceden kromozom ¢ahigmalar1 ve biyokimyasal analizler (fenol ve ya§ asitlerinin
kromotografisi, serbest aminoasitlerin analizi, immiinolojik Gzelliklerin analizi) ile
bildirilen “seksiyon igindeki benzerlik, farkh tiirler olarak tanimlanmalarina gére daha
yiiksektir; onlar: tiir olarak teghis edecek belirtecler yoktur” goriigii izoenzimatik olarak
da kantlanmistir. Ayrica; arastrmacilar tarafindan, tiirler arasmda iireme
etkilegimlerinin belirlenmesinden dolayi, onlarmn tiir ve alttiir arasindaki ara taksonlan
ifade eden semitiir olabilecekleri bildirilmistir.

JAASKA ve JAASKA (1988), Aspartat aminotransferaz (AAT) ve Siiperoksit
dismutaz (SOD) izoenzimlerinden elde ettikleri bilgilere dayanarak Phaseolus L. ve
Vigna Savi cinslerinin (Fabaceae) sistematik agidan akrabaliklarim incelemiglerdir.
Vigna altcinsinin Catiang (DC.) Verdc. seksiyonunda bulunan Vigna unguiculata (L.)
Walp., cinsin difer seksiyonlarindan farkli, izole edilmis ve tekdiize olarak bulunurken
baz1 izoenzimler bakimmdan Phaseolus’a yakin olarak bulunmugtur. Arastirmacilar bu
ylizden, V. unguiculata’nm Vigna altcinsinden ayrilarak Catiang (DC.) Jaaska & Jaaska
seklinde ayr1 bir altcins olarak tammlanmasmin uygun olacagim bildirmiglerdir.

RAELSON ve GRANT (1988), tetraploid Lotus corniculatus L. (Fabaceae)
tiiriiniin k&keni ile ilgili hipotezleri degerlendirmek icin, dért diploid Lotus tiirtiniin (L.
alpinus Schleichs., L. japonicus (Regel) Larsen, L. tenuis Waldst. et Kit, L. uliginosus
Schkuhrs birkag cografik alana dagilmig Orneklerinde yatay nigasta jel elektroforezi

yoluyla, yedi enzim sistemindeki izoenzimleri incelemislerdir. L. wliginosus, yedi
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lokusta L. corniculatus’da bulunmayan monomorfik allellere sahip iken diger diploid
taksonlarin bu yedi lokus ve diger lokuslar i¢in L. corniculatus’da bulunan allelleri
icerdigi bulunmugtur. Elde edilen sonuglara gére, arastirmacilar birka¢ lokustaki baz
izoenzim allelleri bakimmdan L. wliginosus’un diger diploid tiirlerden ve L.
corniculatus’dan farkh oldugunu ancak L. cornmiculatus’un kékenini dogru bir sekilde
belirleyebilmek igin daha fazla izoenzim bilgisine ihtiya¢ duyuldugunu bildirmiglerdir.

KOENIG ve GEPTS (1989) tarafindan, Orta Amerika’dan Arjantin’e kadar olan
genis bir cografik alandan toplanan 83 yabani Phaseolus vulgaris L. (Fabaceae) 6rnek
grubu, dokuz polimorfik izoenzim lokusundaki gesitlilife ait cografik modelleri ve
genetik farkhilik diizeyini tespit etmek igin, allozimik olarak analiz edilmigtir.
Arastirmacilar tarafindan, genetik farkhilikla ilgili olarak, iki temel cografik merkezin
bulundugu (Meksika, Orta Amerika, Kolombiya ve Peru ile Peru ve Arjantin), ayrica
Kuzey Peru’dan alman 6rneklerin bu iki temel merkezdeki 6rneklerden farkh oldugu ve
iki ayr1 grup arasinda gegis zonu olugturdugu kanitlanmgtir.

GARVIN ve ark. (1989), Phaseolus acutifolius A. Gray un (Fabaceae) 8 enzim
sisteminden elde ettikleri izoenzimlerin linkaj ve kaltimim belirledikleri ¢aligmalarinda,
Alkol dehidrogenaz (ADH) enziminin dimerik yapida oldugu ve iki lokus tarafindan
kontrol edildigi bildirilmigtir.

CRAWFORD ve WILSON 1978’de diploid, tek yillkk yabani otlar olan
Chenopodium L. ’un birkag yakin akraba tiirleri arasindaki ve igindeki allozim
cesitlilifini analiz etmiglerdir. Arastirmacilar tarafindan, belirli taksonlarn beraber
biiytidiikleri zaman morfolojik olarak kangtirildifi belirlenmis ve bu yiizden farkh
oldugu siiphelenilen tiirler elektroforetik olarak ¢ahsidmistir,. CRAWFORD ve
WILSON, farkli oldugu diisiiniilen tiirlerin, gergekten birkag gende alternatif alleller
tagidiklarim ve izoenzim lokuslar1 temeline gore hibridizasyonla ilgili kamtlar elde
edilmedigini ve bu yiizden bunlarm farkh tlirler oldugunu belirtmislerdir
(CRAWFORD, 1990).

CRAWFORD (1990) tarafindan bildirildifine gére, JEFFRIES ve GOTTLIEB
adl aragtirmacilar 1982°de Salicornia L. *nin morfolojik olarak ¢ok benzer olan iki
diploid tlirlinli elektroforetik olarak incelemiglerdir. JEFFRIES ve GOTTLIEB bu
taksonlarn tuzlu batakliklardaki ¢ok az farkh olan habitatlarda yagadiklarim fakat
birbirleriyle karigmuig olarak da bulunabildiklerini tespit etmiglerdir. Bu nedenle,
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aragtirmacilar bu taksonlarin gen havuzlari farkh olan, farklh iki tlir mii yoksa bir
populasyon ¢esitlilisi mi oldugunu belirlemeye ¢ahgmuslardir. Elektroforetik analiz
sonucunda, her bir tiir i¢indeki bireyler arasinda allozim farklihig1 olmadig: belirlenmis;
fakat iki taksonun, 30 genin 6’sinda alternatif alleller bakimindan monomorfik oldugu
bulunmugtur, Bu nedenle, JEFFRIES ve GOTLIEB tarafindan tiirler arasinda
hibridizasyon olmadifi ve allozim bilgisinin taksonlarin farkli iki tiir olarak
tanumlanmas igin kuvvetli kanitlar sagladifi ileri siirtilmiigtiir.

BROWN ve ark. (1990), dikotil ve ¢ok yilhk bir Fabaceae tiirii olan Glycine
canescens F. J. Herm. ’in yayihs alammin tamamindaki genetik varyasyonu belirlemek
icin nigasta jel elektroforezi yoluyla allozim varyasyonunu incelemiglerdir.
Calismalarinda 11 enzim sistemine ait toplam 31 lokus belirlemigler ve polimorfik
lokuslarm oranni % 81 olarak bildirmiglerdir.

KAZAN ve MUEHLBAUER (1991), 9 tekyllik ve 1 g¢okyihk Cicer L.
(Fabaceae) tiiriinde, 30 allozim lokusundan elde ettikleri elektroforetik bilgilerle,
taksonlar arasindaki filogenetik iligkileri incelemigler ve genetik uzakhk degerlerine
bagh olarak, birkag tiir grubu belirlemislerdir. Omegin, C. arietinum L., C. reticulatum
Lad., ve C. echinospermum Dav. calisilan ¢ogu lokus igin aym allelleri paylagirken,
cokyillik C. anatolicum Alef bu gruba yakm akraba tiir olarak bulunmustur. Iki tekyillik
tir olan C. chorassanicum (Bunge) M. G. Popov ve C. yamashitae Kitam. birlikte
gruplandirilmugtir. Calismaya gore, genetik mesafe ve cografik dagihm arasinda
korelasyon tespit edilmigtir. Enzim elektroforezinden elde edilen sonuglar, daha
Onceden yaymlanan morfolojik benzerlik ve caprazlama denemelerine gore yapilan
taksonomik iligkileri, biiylik Olglide desteklemistir. Bununla beraber; arastirmacilar
tarafindan, C. yamashitae tiirlinlin genetik mesafe dendogrammdaki pozisyonunun,
caprazlama temeline gbre yapilan smiflandirmayla uyusmadiyy ve C. yamashitae’nin,
grubun geri kalan tlirlerinden morfolojik ve genetik olarak tamamen farkh oldugu ileri
stirlilmiigtiir.

AHMAD ve ark. (1992), dogal ve kiiltiirii yapilmug Cicer (nohut) tiirlerinde 16
enzim sistemi g¢aligmuglar ve sonugta varsaylan 22 lokustan 21’inin polimorfik
oldugunu tespit etmiglerdir. Elde edilen izoenzimatik verilere dayanarak tiirler
arasindaki polimorfizmi ve filogenetik iligkileri incelemiglerdir. Tiirler arasinda
belirlenen varyasyon derecesi tiir i¢inde goriilmemigtir. Kiltliri yapilmug Cicer



tirlerinin izoenzim lokuslarinda, ¢esitlilik belirlenememigtir. Allozim bilgisine goére
belirlenen tekyilik Cicer tiirlerinin filogenisi, daha O&nceden ¢esitli Ozellikler
bakimmdan yapilanlarla uygunluk gdstermistir. Izoenzim allellerinden birgogu dogal C.
reticulatum’da bulunurken, kiiltir formu olan C. arietinum’da tespit edilmemigtir. Bu
bakimdan, arastrmacilar nohutun islah edilmesinin Eski Diinya’nin bir bdlgesinde
yapildigint ve daha sonra “Fertile Crescent” denilen, Tiirkiye ve Irak’1 da i¢ine alan hilal
seklinde alami igeren ve tarim alam olarak kullamlan bélgeye, oradan da Asya ve
Amerika’ya yayildigin ileri stirmiiglerdir.

LISTON (1992), Astragalus L.>un (Fabaceae) Leptocarpi Jones seksiyonuna ait
olan ve birgok Ozellik bakimindan diger altseksiyonlardan ayrilan Californici (Gray)
Barneby altseksiyonundaki yedi tiir ile bunlara akraba beg tiiriin elektroforetik olarak
genetik varyasyonunu analiz etmig, populasyonlar arasindaki genetik farkhlasmayr ve
sistematiklerini ¢ahgmigtir. Aym tiire ait tiim populasyonlar yiiksek genetik benzerlik (>
0.961) gosterirken, tiirler arasindaki genetik benzerlik ortalamasi ¢ok daha diisiik (0.69)
olarak bulunmustur. Genetik mesafe bilgisinden elde edilen grup analizi daglarin
giineyinde yetisen, tekyillik tiirlerin, ¢6lde yetisen li¢ tiir ve ¢okyillik tiirden tamamen
farklilasmug oldugunu gostermistir. Tiirigi genetik farklilik ve gesitlilik hem morfolojik
olarak tekdiize hem de degigken olan tiirlerde ¢ok diisiikk bulunmustur. Arastirmacilar
tarafindan, tlirlesmenin son zamanlarda meydana gelmis olmasi, bu durumu en iyi
agiklayan model olarak diistintilmiigtiir.

PASQUET (1993) tarafindan, yabani Vigna wunguiculata’nin yedi alttiirii
arasindaki taksonomik iligkiler, izoenzim g¢esitlilifi analiz edilerek agiklanmaya
cahgilmigtir, Sonuglar 6nceki morfolojik bilgilerden elde edilen tiiriistii simiflandirmayla
biiyllk Olclide uygunluk gOstermigtir, Bununla beraber; subsp. pubescens ile var.
spontanea arasmdaki genetik benzerlik morfolojik Ozelliklerine kiyasla daha fazla
bulunmus, diger ¢okyillik alttiirler arasindaki genetik farkliliklarm da daha fazla oldugu
belirlenmistir. Arastirmaci, alttiirler arasinda gbzlenen genetik fakhhklarm yiiksek
olmasindan dolayi, onlarm V. wunguiculata’dan gdk eskiden ayrilmig olduklarim ileri
stirmiigtiir, Ayrica, arastirmaci tarafindan V. wunguiculata tiiriinlin temel olarak bir
otogam ve tek yillik grup ( subsp. pubescens ve var. spontanea’y1 igeren) ve birkag ayri
allogam ve gokyillik alttiirler halinde ayrilmug olabilecekleri belirtilmigtir.
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HARRIS ve ark. (1994), Leucaena leucocephala (Lam.) de Wit. (Fabaceae)
tirlinfin 12 populasyonunda, izoenzim analizi yoluyla, populasyonlar i¢indeki ve
arasmndaki genetik c¢esitlilik miktarii Slgmiiglerdir. Arastirmacilar, incelemelerinde
kullandiklar: li¢ enzim sistemi olan Aspartat aminotransferaz (AAT), Peroksidaz (PER)
ve Fosfogluko izomeraz (PGI)’'m L. leucocephala’nn iki alttiiriinii teghis etmek ve
populasyonlar arasindaki farkhlagmayi belirlemek igin yeterli oldugunu bildirmiglerdir.
L. leucocephala’da tiir igi gesitlilik iki alttiir arasindaki fakhliklardan ve subsp. glabrata
(Rose) Zarate’ daki populasyonlar aras: gesitlilikten dolayr yiiksek seviyelerde agiga
cikmustir, L. Jeucocephala’nn iki alttiirli, subsp. leucocephala ve subsp. glabrata, AAT
izoenzimine ait C ve D allellerinin sadece subsp. leucocephala populasyonlarinda
meydana gelmesiyle birbirlerinden farklilagmuslardir.

GARWIN ve WEEDEN (1994) tarafindan 1slah edilmis Phaseolus acutifolius ile
onun gen kaynagi oldugu tahmin edilen dogal Phaseolus vulgaris arasinda, Akonitaz
(ACO) enzimine ait izoenzim varyasyonu caliilarak, islah edilmis tiiriin cografik
kbkeni aragtirlmustir.

TAYYAR ve WAINES (1996) tarafindan, 11 Cicer tiiriinde nisasta jel
elektroforezi yoluyla belirlenen, 23 izoenzim lokusundaki allelik varyasyon oOlgiilerek
Cicer tiirleri arasindaki ve igindeki genetik farklibk ve tiirlerarasi genetik iligkiler
agiklanmaya g¢ahsimistir. NEI’nin populasyonlar arasindaki farkhilbklari Glgen tarafsiz
genetik mesafesi dort genetik grup olusturmustur. Ornegin, itk grubu C. reticulatum, C.
arietinum ve C. echinospermum tiirleri meydana getirmistir ve bunlardan ilk ikisi
arasinda, tiireyen-ata tiir iligkisi oldugu belirlenmistir. C. arietinum ve C. reticulatum
arasinda gozlenen diisiik genetik mesafe degeri (D= 0.18), kiiltlir formu olan C.
arietinum’un yabani C. reticulatum’dan islah edildigi hipotezini desteklemigtir, C.
bijugum Rech., C. judaicum Boiss. ve C. pinnatifidum Jaub. ise ikinci grubu
olusturmustur. Bunlardan morfolojik olarak ¢ok benzeyen son iki tiir aym zamanda aym
tiire ait populasyonlarda tipik olarak g6zlenen miktarda genetik mesafe degeri (D= 0.13)
agiga qikarmugtir, Bu yiizden aragtirmacilar tarafindan, izoenzim bilgisinin C. judaicum
ve C. pinnatifidum ile ilgili olarak ¢aprazlama ve protein analizi ile elde edilen onlarin
ayn tlirler oldufu goriislinii desteklemedigi bildirilmistir. C. cuneatum Rich ise ¢ok
farkli izoenzim profili ve kendine has morfolojik 6zellikleri ile dérdiincii tiir grubunun

tek iiyesi olmustur,
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SAIDMAN ve ark. (1996), Prosopis cinsinin Strombocarpa seksiyonuna ait beg
tirlinlin populasyonlar1 arasindaki genetik farklilk ve gesitlilik derecesini izoenzim
elektroforezi yoluyla incelemiglerdir. Arastirmacilar, Prosopis reptans ile P.
strombulifera arasinda bulunan yeterince yiiksek genetik benzerlikten dolay1 (I= 0.986-
0.928); onlan1 ayn tiirler yerine, P. strombulifera’nn cografik wklari ya da alttiirleri
olarak siniflandirmanin daha uygun olacagm belirtmislerdir.

CHAMBERLAIN ve ark. (1996) tarafindan, Leucaena shannonii Donn. Smith
(Fabaceae) tiiriine ait 4 taksonun populasyonlar: arasmdaki ve igindeki genetik gesitlilik
izoenzimlerle analiz edilmistir. Izoenzim ¢esitlilizi, L. shannonii’nin iki alttiirii
arasindaki yakin akrabalify desteklememigtir. NEI’nin tarafsiz genetik mesafe katsayisi
(D= 0.184-0.454) iki alttiiriin populasyonlarmn birbirlerinden oldukg¢a farkh olduklarim
gOstermistir, Bu nedenle aragtirmacilar tarafindan, &nceden alttlir olarak ayrilan iki
taksonun (L. shannonii Donn. Smith subsp shannonii ve L. shannonii Donn. Smith
subsp. magnifica C. E. Hughes) ayr tiirler haline getirilmesi gerekti§i 6ne stirtilmiistiir.

HARRIS ve ark. (1997), Afrika’min tamamindan &rneklenen Faidherbia albida
(Del) A. Chev. 'nin (Fabaceae) 30 populasyonunda bes enzim sistemi yoluyla
belirlenen alt1 izoenzim lokusu kullanarak, populasyonlar arasindaki genetik gesitliligi
incelemiglerdir, Aragtirmacilar genetik ¢esitlilii, Bat1 Afrika populasyonlarinda en
biiyilk, Glineydogu Afrika populasyonlarmda en  diisik, Etiyopya/Sudan
populasyonlarinda ise orta seviyelerde Olgmiisler ve populasyonlar1 Giiney/Dogu Afrika
ve Etiyopya/Bat1 Afrika olarak iki temel gruba ayirmuglardir.

HORNERO ve PEREZ (1997) tarafindan, Colutea arborescens L. subsp. gallica
Browicz ve C. atlantica Browicz’dan (Fabaceae) alnan 23 populasyonda, on enzim
sistemindeki ¢esitlilik analiz edilmistir. Elde edilen sonuglara gire; arastirmacilar,
Colutea L. tiirlerine ait 0 zaman gegerli olan taksonomik sinirlamalarla uyusmayan, iki
temel gen havuzunun bulundugunu ileri siirmiiglerdir.

MAQUET ve ark. (1997), Phaseolus lunatus L. (Fabaceae) tlirlintin genetik
yapism ve populasyonlar: igindeki genetik g¢esitliligini ¢ahgmuglardir. Allozimlerden
Olclilen genetik parametreler, P. lunatus. tlrlinde kendi kendini dblleme eglesme
mekanizmasmin hakim oldugunu desteklemistir. Arastirmacilar, populasyonlarda kendi
kendini dolleme, kiigiik populasyonlarin varhf ve diisiik gen akigmin bulunmasi
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durumunda, populasyonlar arasi gen farklihimn populasyon igindeki gen farkliiindan
daha yiiksek oldugunu belirtmislerdir,

JAASKA (1999) tarafindan Vigna tiirleri ile yapilan izoenzimatik ¢alhigmada,
ADH enziminin iki lokus tarafindan kontrol edildigi bildirilmistir.

GONZALES-CANDALES ve MONTALIO (2000), Hippocrepis valentina
Boiss. (Fabaceae) tiiriiniin dofal populasyonlarinda, izoenzim gesitlilifini analiz
ederek, populasyonlarin genetik yapisiu ve genetik farkhlagmayr incelemiglerdir.
Aragtirmacilar, nigasta-jel elektroforezi yoluyla sekiz enzim sisteminden elde ettikleri
sonuglari, yakin akraba iki tiir olan H. balearica Jacq. ve H. grosii Pau ’deki genetik
cesitlilik diizeyleriyle kiyasladiklarinda, H. valentina’nin daha Onceden ileri siiriildiigii
gibi, H  balearica’dan bagmmsiz, ayri bir tir olmasmm uygun oldugunu
desteklemiglerdir,



3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Cahsilan Populasyonlar

H. pogonocarpum tiirlinin iki ayn lokal populasyonundan (Malatya ve
Kahramanmarag) toplanan tohumlar elektroforetik olarak ¢alisildi. H. pogonocarpum’un
her bir alt populasyonunun morfolojik &zelliklerine ait genel bilgiler Cizelge 3.1°de,
cografik konumlar: ile ilgili genel bilgiler Cizelge 3.2°’de gosterildi. Ayrica, ¢aligmada
kullanmlan H. pogonocarpum populasyonlarmm Tiirkiye’deki yayihs alanlari Sekil
3.1°de gosterildi.

3.1.2, Kullanilan Tohumlann Toplanmas: ve Saklanmasi

Tohumlar, YILDIZ ve AKTOKLU (1996) tarafindan yapilan “Tiirkiye'nin
Hedysarum L. (Fabaceae) cinsine ait Tiirlerin Revizyonu” adh aragtirma sirasinda
toplanmustir. Temmuz-Agustos aylarinda, her populasyondan ayri ayr toplanarak, farkli
torbalar ig¢ine konulan tohumlar; tohum torbalari ilgili populasyonlara ait bilgilerle
etiketlendikten sonra ¢imlendirme iglemine kadar +4 °C’de saklanmugtir, Elektroforetik
analiz swasmda ise, H. pogonocarpum tohumlari Mustafa Kemal Universitesi, Fen-
Edebiyat Fakiiltesi, Biyoloji B6limii &gretim iiyesi Yrd. Dog. Dr. Ekrem AKTOKLU
tarafindan saglanmgtir,

3.1.3. Elektroforetik Cahsmada Kullamilan Cihazlar ve Kimyasal maddeler

Elektroforez i¢in, 31x16 cm ebatlarinda 7 cm yiiksekliinde BIO/RAD marka
pleksiglas elektroforez tanki ve BIO/RAD marka, Power Pac 1000 model (azami 1000
V, 500 mA, 250 W) gii¢ kaynag: kullamidi. Laboratuvarda kullanilan bir elektroforez



17

seti Sekil 3.2°de gOsterildi. Elektroforetik g¢aliyma sirasmda kullamlan kimyasal

maddeler ise Ek 1’de sunuldu.

Cizelge 3.1. Izoenzim aragtrmasmda kullamlan H. pogonocarpum populasyonlarmmn
morfolojik &zellikleri hakkinda bilgiler (YILDIZ ve AKTOKLU, 1996)

TAKSON Yaprak Meyve Cigeklenme ve Habitat
Meyve zamam
Cogunlukla Legiimen, 1-2 Step, kalkerli
tabanda, segmentli Mayis- alanlar, bag ve
Subsp. pogonocar, yaprakgiklar sik, | segmentler Agustos kirag tarla
(3-)4-7x2-5mm, | eliptik, kiiciik, kenarlari,
tomentoz (yiinlii) | 7-8 x 5-6 mm meselikler
Govde lizerinde | Legiimen, 1-2 Step, kalkerli
dagmik, segmentli, Mays- alanlar
subsp. haradjani yaprakgiklar segmentler Temmuz

seyrek, 10-20x4- | eliptik, biiyiik,
6 mm, pubessent | 11-12x 7-8
(tiiylii) mm

Cizelge 3.2. H. pogonocarpum populasyonlarimn cografik konumlar: ile ilgili genel
bilgiler (YILDIZ ve AKTOKLU, 1996)

TAKSON Tiirkiye’de Genel Denizden
Yayilis1 Yayihst Yiiksekligi
(m)
subsp. pogonocarpum | A5 Amasya Endemik 750-1700
B6 Sivas,
B7 Malatya, Elazi§
subsp. haradjani | B6/7 Malatya Endemik 700-1700
Cé6, C7 Malatya
C6 Kahramanmarag
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Sekil 3.1. H. pogonocarpum populasyonlarinmn Tiirkiye’deki yayihig alanlart
& : H pogonocarpum subsp. pogonocarpum
% : H. pogonocarpum subsp. haradjani

Sekil 3.2. Cahsmada kullanlan elektroforez setinin goriintimii
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3.2. Yontem

3.2.1. Tohumlarin Cimlendirilmesi

Fabaceae familyast kapali tohumlu bitkilerin (Angiospermae) iki ¢enekli
(Dicotyledonopsida) smifinda yer alir. Tohum, 2n kromozomlu embriyo ve onu
cevreleyen tohum kabugundan olusur. Tohumun ¢imlenmesi i¢in gerekli olan besinler
olgun embriyonun kotiledonlarindan saglanir.

Tohum kabugunun fiziksel ya da kimyasal yapist ve lizerinde meyve kabugunun
bulunmas: c¢imlenmeyi engelleyebilir ya da geciktirebilir. Suya ve gaza kars:
gecirmezlik tohum kabugu dormansisinin en yaygm seklidir ve Fabaceae familyasinda
karakteristiktir (KRUGMAN ve ark., 1974). Calismada kullanilan H. pogonocarpum’a
ait 6rnek meyveler Sekil 3.3°de gdsterildi.

Tohumlar ¢ok duragan ve karsilastinlabilir  bitki asamasi  Ozelligi
gosterdiklerinden dolay1 izoenzim ¢alismalart igin olduk¢a uygundur (BOULTER ve
THURMAN 1968; HORNERO ve PEREZ, 1997°den). Geng dokular diisitk miktarlarda
fenolik bilesikler tasidiklarmdan dolayr daha fazla enzim aktivitesi gOsterirler.
Fenollerin ve diger ikincil bilesiklerin konsantrasyonlar1 bitki yaglandik¢a artar. Bu
yiizden, materyal olarak tohumun ¢imlendirilmesiyle elde edilen geng dokular
kullamldi.

Bu ¢aligmada tohumlarn ¢imlendirilmesi i¢in kullamilan biitlin arag-geregler
Onceden steril edildi. Cimlendirme igleminden dnce tohumlarin ncelikle meyve kabugu
soyuldu ve daha sonra su i¢inde 48 saat bekletilerek testanin yumugamasi saglandi. Bu
sekilde elde edilen geng embriyolar ADH enzim sistemini ¢ahgmak i¢in kullanilds.
Diger enzim sistemlerini ¢alismak i¢in ise ¢imlendirme iglemine devam edildi. Petri
kabr icine konulan filtre ka@idi, distile su ile islatildiktan sonra icerisine
¢imlendirilmeye hazir hale getirilen tohumlar konuldu. Her bir populasyondan alman
ornekler ayr petri kaplarinda ¢imlendirildi. Cimlendirme islemi 24 °C sabit sicaklikta,
havalandirmal: etlivde, 3-4 giinde yapldi (AKPINAR ve YILDIZ, 1999).
Cimlendirilmis ve g¢aligmaya hazir hale getirilmis H. pogonocarpum tohumlar: Sekil
3.4’°deki gibidir.
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Sekil 3.3. Calismada kullamlan H. pogonocarpum’a ait meyve drnekleri (6lgek: cm)
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Sekil 3.4, Cimlendirilip elektroforetik ¢absma i¢in uygun hale getirilmis H.
pogonocarpum tohumlan (Slgek: cm)




3.2.2. Orneklerin Hazirlanmasi

Enzim sistemlerini analiz etmek igin ¢imlendirilmis tohumlar kullamid:.
Cimlendirilmis her bir tohumun tohum kabugu bir pens yardumyla ¢ikarildi. Geriye
kalan plumula, kotiledon ve radikuladan olusan embriyo dokusu elektroforetik analizler
icin kullanildi. Enzimlerin hiicrelerden serbest kalmasim saflamak i¢in gen¢ fidenin
Oziitlenmesinde boyutlar1 12x8x1.4 ¢cm ve iizerinde 0.7 cm ¢apmda ve 1 c¢m derinliinde
kuyucuklar yer alan pleksiglas 6ziitleme kabi kullanilds.

Oziitleme swrasinda enzimlerin bozulmalarmi ve aktivitelerini kaybetmelerini
engellemek i¢in Oziitleme iglemi bir buz kabi lizerinde yapildi. Her bir kuyucuga birer
tane embriyo yerlestirildi ve {izerlerine 75 WL &ziitleme tamponu eklendi. Oziitleme
tamponu bazi modifikasyonlar ile CONKLE ve ark. (1982)’na gbére yapidi ve
hazirlamis1 Cizelge 3.3’de gdsterildi. Oziitleme tamponu her elektroforez deneyi igin
taze olarak hazirlandi. Dokular cam bir gubuk yardimiyla iyice ezildi. Elektroforezin ne
zaman tamamlanacagma karar vermek i¢in ayrica % 0.5 oraminda sulandirilmig brom
fenol mavisi belirleyici olarak kullanildi. Brom fenol mavisi 6rneklerin uygulama
noktasindan yaklagik 8 cm uzaklastigimda elektroforez islemi tamamlandi. Ornekler jele

uygulanmadan hemen &nce 6ziitlendi.

Cizelge 3.3. Oziitleme Tamponu (CONKLE ve ark., 1982’den modifiye edilerek)

Bilegenler Miktar
0.2 M Fosfat tamponu*, pH: 7.5 5 mL
Bovin serum albumin (BSA) 4 mg
Polivinilpirolidin (PVP) 25 mg
Triton x-100 10 uL

* Hazirlanisi i¢in Ek 2°ye bakiniz.



Enzim elektroforezinde kullanilan Oziitleme tamponunun igerifi oldukga
Onemlidir, Dokularin ezilmesi sirasinda proteinler ve sekonder iiriinler arasindaki uygun
etkilesimleri saglayan hiicresel kompartimanlasma bozulur. Ozellikle fenoller olmak
fizere terpenler, pektinler, resinler, kumarinler ve hatta karotenoid pigmentler
proteinlerle kompleks kurarak enzimatik aktiviteyi disiiriirler. Bu nedenle &ziitleme
tamponuna fenollerle kompleks olugturan maddeler konur. Bu amagla kullanilan PVP
ve BSA fenoliklerle hidrojen bagi kurarak ¢Oziinemez bilegikler meydana getirir.
Boylece fenollerin proteinlere baglanma yetenegini smirlarlar. BSA ayrica yag asitlerini
de baglar. Bir deterjan olan Triton X-100 ise hiicre zarmna bagh organellerden enzimleri
‘'serbest birakmak i¢in kullamhr (KEPHART, 1990).

3.2.3. Enzim Elektroforezi

Elektroforez, enzim gibi belirli bir elektrik ylikiine sahip molekiillerin, molekiil
biiyiikliiklerine ve elektrik yiiklerine bagh olarak elektriksel alanda, hareket etmelerini
saglayan bir tekniktir, Protein igeren kompleks karigimlarin elektroforezle yiiriitiilmesi,
nigasta, poliakrilamid, silika, agaroz jel ile selilloz asetat gibi g¢esitli destek
maddelerinden olugan ortamlarda gerceklesir. Her jel ortamumn, ¢aligmanin amacma
bagh olarak birbirlerine gére daha avantajli olan ydnleri vardir (BREWER ve SING,
1970). Bu ¢aligmada nigasta jel elektroforezi teknifi uygulandi. Ciinkii nigasta jelin
hazirlanmas1 kolaydir, kullamlan madde toksik degildir, daha ucuzdur ve jel {izerine
Ornek yiiklenmesi kolaydwr. Ayrica birgok bireyin ¢ok sayidaki enzim fenotipi kisa
zamanda belirlenebilmektedir (RUSSEL, 1996).

Jel elektroforezinde, igine homojenize edilmis Srnekler yiiklenen nigasta jele
elektrik akimu uygulanir. Jeldeki proteinler net elektrik yiiklerine, agirliklarma ve
sekillerine gbre aynbirlar. Negatif yiikli molekiiller (anyonlar) pozitif yiiklii elektroda
(anot) dogru ‘hareket ederken pozitif yiiklii molekiiller (katyonlar) negatif yiikli
elektroda dogru (katod) hareket ederler (HARTL and CLARK, 1989; MAY, 1998).
Hareket eden her bir molekiiliin uygun sekilde dagihm: i¢in belirli bir akim ve voltaj ile
zamana gereksinim duyulur (McDONALD, 1985). Bu siire, kullanilan tamponun iyonik
kuvveti, pH, izoenzimlerin izoelektrik noktalari, molekiiler biiyiikliigii ile elektrik
akimindan etkilenir (STUBER ve ark., 1988).



Son agamada nisasta jel, enzimlerin gOriiniir hale gelmesi igin boyanir. Bu
amagcla enzim substratini ve boyay: igeren soliisyon jel {izerine dékiiliir. Béylece enzim
substratit kataliz ederek reaksiyonunu gergeklestirir. Bu gekilde jeldeki enzim-substrat
kompleksinin pozisyonu renkli bantlar halinde agi§a ¢ikar (SHAW ve PRASAD, 1970).

Bu ¢alijmada, Yatay Nigasta Jel Elektroforezi teknigi kullanilarak 3 enzim
sistemi incelendi. Cahsilan enzim sistemlerine ait bilgiler Cizelge 3.4°de verildi.

Enzim sistemlerine uygun olarak pH’lar1 7.0 ile 8.4 arasinda degisen ii¢ farkh jel
ve elektrot tamponu kullanildi. Bu sistemler I, II ve III olarak simgelendirildi. Cahsilan
enzimler i¢in hangi tampon sisteminin kullamldi1 Cizelge 3.4’de gsterildi.

Jel ve elektrot tamponlarinin zellikleri sunlardir;
Sistem [: Tris-Sitrat, pH: 7.0
Jel tamponu: 0.009 M tris-baz, 0.003 M sitrik asit.H,O ile pH: 7.0’a ayarlandu.
Elektrot tamponu: 0.135 M tris-baz, 0.043 M sitrik asit (monohydrate) ile pH:
7.0’a ayarlandi. (WENDEL ve WEEDEN, 1989; KEPHART, 1990; STUBER
ve ark., 1988)

Sistem II: Tris-Sitrat-EDTA, pH: 7.1
Jel tamponu: 0.009 M tris-baz, 2.6 mM sitrik asit (monohydrate), 1.3 mM
EDTA (Etilen diamin tetra asetikasit) (disodium salt) ile PH: 7.1’e ayarland.
Elektrot tamponu: 0.135 M tris-baz, 0.04 M sitrik asit (monohydrate), 1.3 mM
EDTA (disodium salt) ile PH: 7.1’e ayarlandi (MURPHY ve ark., 1996°dan
modifiye edildi).

Sistem III: Lityum-Borat pH: 8.1/Tris-Sitrat pH: 8.4
Jel tamponu: %90 0.03 M tris-baz, 0.05 M sitrik asit {izerine, %10 elektrot
tamponu ilave edilerek pH: 8.4’e ayarlandi.
Elektrot tamponu: 0.06 M LiOH, 0.3 M borik asit ile pH: 8.1°e ayarlandi
(RIDGWAY ve ark., 1970; RAELSON ve GRANT, 1989°dan).
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Cizelge 3.4. H. pogonocarpum’un embriyo dokusunda galigilan enzimler hakkmnda

bilgiler
No Enzimin Ad: Kisaltmasi E. C.No* Tampon
sistemi
1 Alkol dehidrogenaz ADH 1.1.1.1 I
2 Malat dehidrogenaz MDH 1.1.1.37 1I
3 Fosfogluko mutaz PGM 5422 I
2.7.5.1(eski)

*Enzim Komisyonu referans numarasi. Enzim smiflandirmasi igin ITUB (International
Union of Biochemists) tarafindan verilen numara

3.2.3.1. Nisasta-Jel Hazrlanmasi

Jelin hazirlanmasinda elektroforeze uygun olarak hazirlanmig hidrolize patates
nisastast kullamldi. Nisasta jel, farkh biyiiklik ve iyonik kuvvetteki protein
molekiillerinin elektrik akmm altinda birbirinden aynlmas: i¢in, drneklerin uygulandig
bir destek dolgu maddesidir (BREWER ve SING, 1970; SHIELDS ve ark., 1983;
STUBER ve ark., 1988; ANDREWS, 1990).

Nisasta jel % 12.5’lik olarak elektroforezden bir giin 6nce hazirlandi Jel
tamponunun 3/2’lik kismu 1000 mL’lik bir nuge erleni i¢ine konuldu. Erlen igerisindeki
tampon, ates iizerinde 3-4 dakika ismildiktan sonra isman tamponun havast vakum
pompasi ile uzaklagtirildi ve 1-2 dakika daha istilmaya devam edildi. Bu arada
tamponun geri kalan 1/2’lik kismu tartilarak 100 mL’lik bir beher igerisine konulmus
olan nigasta {izerine bosaltidi ve bir cam ¢ubuk yardmiyla iyice karstirilarak
¢bziinmesi saglandi. Nigasta ¢oziindiikten sonra, isman tampon ile birlestirildi ve
berraklagincaya kadar ates iizerinde karigtinlarak kaynatildi. Kaynatma sirasinda olugan
hava kabarciklan tekrar vakum pompas: ile uzaklagtirldi. Hazirlanan jel, cam plakalar
lizerine sabitlestirilmis 15x14x0.3 cm ebatlarinda pleksiglas gergeveler igerisine
bosaltilarak oda sicakliginda sogumaya birakildi. Yaklagik yarim saat sonra jelin iizeri
dondufunda kurumasim engellemek i¢in stre¢ film ile kapatildi ve gece boyunca oda
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sicakliginda tutuldu. Ertesi sabah, jel elektroforez iglemi uygulanmadan bir saat énce +4
°C’ye alind1 (CONKLE ve ark., 1982).

3.2.3.2. Jele Ornek Yiiklenmesi ve Yiiriitiilmesi

[zoenzim &zellikleri bakimindan iki populasyon arasndaki benzerlik ya da
farkhhklarm belirlenebilmesi i¢in, her iki populasyona ait 6rnekler jele, yan yana olacak
sekilde uygulandi BSylece populasyonlar arasinda daha dogru ve daha kolay
kargilagtirmalar yapilabilmesi saglandi.

Cahgilacak Orneklerin  §ziitlenmesinden hemen sonra, bir giin Onceden
hazirlanan ve elektroforezden bir saat 6nce +4 °C’ye alian jel, bir buz kab: iizerine
konuldu. Jel, katodal kismdan anodal kisma dogru yaklasik 2.5 cm Steden bir bistiiri
ile kesildi ve jelin kesilen iki pargasi birbirinden ayridi. Oziitleme kabmm her bir
kuyucugundaki 6rnekler 0.3x1 cm ebatlarinda kesilmis Whatman No:3 kromatografi
kagitlarina emdirilerek jelin kesilen kismma ince uglu bir pens yardmiyla uygulandi
(LATNER ve SKILLEN, 1968; MURPHY ve ark., 1990). Tim &rnekler jele
yiikklendikten sonra, kontrol olarak kullamlan brom fenol mavisi de kromatografi
kagidina emdirilerek jele uygulandi. Daha sonra jelin her iki pargas: tekrar birlestirildi
ve anodal uca konulan bir cam g¢ubuk ile sikigtirildi Elektroforez tankimin her iki
bdlmesine gahsilacak enzime uygun elektrot tamponu konuldu. Jel, elektroforez tankna
yerlestirildi. Jel ve elektrot tamponu arasmdaki baglantilar siinger bezler ile saglands.
Jelin elektroforez sirasmda buharlasarak su kaybetmesini dnlemek icin jel streg film ile
ortiildi. Glic kaynagmmin + ve — ¢iktilan ile elektroforez tankmmn + ve — girdileri
arasindaki baglant: saglandi. Caligilan enzime uygun elektrik akimi ve zaman ayarlandi.
1. Jel ve elektrot tampon sistemi igin 3 saat 50 mA akim, II. Jel ve elektrot tampon
sistemi i¢in 3 saat 55 mA akim, III. Jel ve elektrot tampon sistemi icin 4 saat 40 mA
akim uygulandi (RAELSON ve GRANT, 1989). Elektroforez iglemi, akim
uygulandifinda olusan issnmadan dolay: enzimlerin aktivitelerini kaybetmemeleri igin
dusuk sicakliklarda yapilmaya galisiidi. Bu amagla elektroforez tankmmn her iki y6niine
buz paketleri konuldu. Her 2 saatte bir, bu buz paketleri bagkalariyla degistirildi
(BREWER ve SING, 1970; SHAW ve PRASAD, 1970).
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3.2.3.3. Jellerin Kimyasal Boyanmasi

Coziinebilir proteinlerin biiylik ¢ogunlugu renksiz oldugundan, elektroforezin
ardindan jel, enzimleri gOriiniir hale getirmek igin boyandi. Elektroforez
tamamlandiktan sonra, gili¢ kaynag: kapatilarak jel elektroforez tankindan uzaklastirildi.
Jel bir misina ipi yardimiyla yatay dilimlere ayrildi. Her zaman en iistteki ve en alttaki
dilim atildi. Geri kalan jel dilimi boyama ig¢in 22x15x4 cm ebatlarindaki bir cam
boyama kabma alndi. Boyama iglemi, enzimlere uygun olarak hazirlanan boyama
¢Ozeltilerinin, jel dilimlerinin iizerine dékiilmesiyle yapildi, Boyama ¢&zeltisi, enzim
aktivitesinin meydana gelmesi i¢in enzime Ozgii substrat ve koenzim, iyi bir enzim
aktivitesi saglamasi amaciyla ¢alsilan enzime 6zgii bir pH’da boyama tamponu, ayrica
elektron tastyicis: olarak PMS ve boya olarak NBT (ya da MTT) kullanilarak hazirlandi.
Meydana gelen kimyasal reaksiyonda enzim, substrat: ile reaksiyona girip onu iiriine
doniigtiirdiigii sirada koenzime baglanan bir hidrojen atomu, PMS tarafindan NBT ya da
MTT gibi bir tetrazolium tuzuna aktarilarak “Formazan™ adi verilen mavi renkte bir
¢Okeltinin meydana gelmesini sagladi. Boyamada bazi modifikasyonlar ile CONKLE ve
ark. (1982)’nn metodu uygulandi. PGM enzimi i¢gin GAUR ve SLINKARD (1990)
tarafindan Onerilen boyama tamponu kullamildi. Boyama tamponlarmmn igerigi Ek 2°de,
enzimlerin boyama tamponu ve boya maddeleri Cizelge 3.5’de gosterildi. Ayrica,
enzimlerin boyanma reaksiyonlar1 Ek 3’de verildi (HARRIS ve HOPKINSON, 1976;
PASTEUR ve ark., 1988).

Jellerin kimyasal boyanmasinda kullamlan boya maddeleri, boyama isleminden
hemen &nce boyama tamponuna katild:. Iyice kanstiriidiktan sonra cam kap icerisindeki
jelin iizerine bosaltﬂarak 37 °C’de, karanlikta yaklagik bir saat boyanmaya birakilds,
Oda sicakhgindan daha yiiksek olan sicaklik, enzim reaksiyon oranm arttirarak daha
kisa zamanda boyamay:1 sagladi. ADH enziminde subsrat olarak kullamlan etanoliin
buharlasarak uzaklagmamasi igin cam kap bir stre¢ film ile 6rtiildii.

Boyanan jeller hafifge yikandiktan sonra, bantlagma modellerinin genetik
yorumlar: yapilarak kaydedildi. Daha sonra 50 ASA, Kodak renkli negatif film ile
fotograflandi ve wuzun siire korunabilmelerini saflamak amaciyla sabitlestirici
soliisyonda (4 Metanol: 5 Distile su: 1 Asetik asit) saklandi (PASTEUR ve ark., 1988).
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Cizelge 3.5. Caligilan enzimlerin boyama tamponu ve boya maddeleri (CONKLE ve
ark., 1982’dan modifiye edilerek)

Enzim Boyama tamponu Boya maddeleri

ADH 10.05M Tris-HCl, pH: 8.3 40 mL |% 95’lik Etil alkol 0.8 mL
'NAD 0.4 mL
'NBT 0.4 mL
PMS 0.2 mL

MDH |0.05 M Tris-HCL pH: 8.3 40 mL |1 M Malik asit, pH: 7.5 0.8 mL
NAD 0.4 mL
NBT 0.4 mL
PMS 0.2 mL

PGM |0.1 M Tris-HCl, pH: 7.5 40 mL | % 10’luk a-D-glukoz 1,6-difosfat 0.4 mL

a-D-glukoz-1-fosfat 100 mg
% 1 MgCl 0.8 mL
6PGDH 10U
NADP 0.4 mL
™MTT 0.4 mL
PMS 0.2 mL

' 10 mg/mL
? 5 mg/mL
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3.2.3.4. Sonuglarin Yorumlanmasi

Enzim elektroforezinden elde edilen bilgi, spesifik enzimler i¢in boyanma
yoluyla jellerde meydana getirilen bant modelleridir. Farkli bant modelleri farkh
lokuslardaki allelleri (izoenzim), ya da bir gen lokusundaki farkh allelleri (allozim)
gostermektedir (CRAWFORD, 1990). Elektroforetik olarak incelenen enzimlerin gogu,
monomerik ya da enzimin fonksiyon g&stermesi igin bir araya gelmek zorunda olan alt
birimlerin birlesmesiyle olusan ve genellikle dimer veya tetramer olan multimerik
yapida bulunurlar. Hangi yapida olursa olsun, bir enzimi olugturan alt birimlerin aym
alleller tarafindan kodlanmasi durumunda, jelde tek bir bant gbzlendi ve bdyle bantlar
homozigot olarak degerlendirildi. Allozimlerin ¢ogu kodominant olarak kalitildid: igin,
diploid dokularda heterozigot bireyler her bir allel tarafindan kodlanan polipeptidlerin
¢oklu bantlagma modelini gosterirler. Bu yiizden, heterozigotlarda gériilen bantlarin
sayisi enzimin monomerik ya da multimerik olup olmadifim belirlemek i¢in Snemlidir.
Heterozigot bireyler jelde, monomerik enzimlerde iki (1a, 1b), dimerik enzimlerde iig
(laa, 2ab, 1bb), tetramerik enzimlerde bes bant (laaaa, 4aaab, 6aabb, 4abbb, 1bbbb)
olustururlar (KEPHART, 1990; QUICKE., 1993; MURPHY ve ark., 1996; MAY,
1998). Monomerik ve dimerik enzim sistemlerinin nigasta-jel elektroforezinde meydana
getirdikleri zimogramlan Sekil 3.5°deki gibidir.

Jel tizerinde gbzlenen lokuslar uygulama noktasma olan hareket uzakhifina gore
adlandinldilar. Elektroforetik hareket sonucunda, anodal uca en yakin olarak bulunan
izoenzim lokusu 1, dieri 2 ve bu sekilde devam eden numaralandirma ydntemiyle
simgelendirildi (KOENIG ve GEPTS, 1989; KAZAN ve MUEHLBAUER, 1991). Her
bir lokustaki elektroforetik bantlar yaygin olarak bulunan allele olan nispi hareket
oranmina gore adlandirdddar. En yaygm allel 100 olarak simgelendirildi. Digerleri igin
ise su yol takip edildi. Ornegin, elektroforez srasmnda uygulama noktasmdan 25 mm
Stede gbzlenen bant 100 ile adlandirdifimz yaygm allel olarak kabul edildiyse, 15 mm
Stedeki ikinci bant 15/25x100=60 seklinde belirlendi. Ayrica, anoda en yakin olan allel
hizh (H), katoda en yakm olan allel yavas (Y), H ve Y allelleri arasinda bulunan allel ise
orta (H+Y) olarak kabul edildi (RAELSON ve GRANT, 1989).
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Sekil 3.5. Monomerik (A) ve dimerik (B) enzimlerin nisasta-jel elektroforezinde
meydana getirdikleri zimogramlar: 1,4 ) Homozigot hzl; 3,6) Homozigot
yavas; 2,5) Heterozigot (hizhi+yavasg)

3.2.4. Istatiksel Yontem

Farkli populasyonlar1 ve farkl genleri karsilastirabilmek igin genetik cesitlilikle
ilgili bazs uygun kantitatif Slgiimlere gereksinim vardr (HARTL ve CLARK, 1989).
Populasyonlardaki genetik ¢esitlilik ile populasyonlarin genetik yapilarmn
kargilagtirilabilmesi, e¢lde edilen verilerin ancak uygun istatiksel metodlar kullamlarak
analiz edilmesiyle saglanabilir. Genetik cesitlilik, allel frekans: ve heterozigotlukla ilgili
parametrelerin belirlenmesiyle Sl¢iilebilir (WILKINSON, 1966). Ciinkii NEI (1987)’e
gbre, bir populasyondaki genetik degisiklik, genellikle allel frekanslarindaki degisiklik
yoluyla tammlanr,

Enzimler genlerin birincil tirlinleri olduuna gore, jel lizerinde enzime &zgii
boyama yoluyla varhg: tespit edilen her bir enzim, 0 enzimi kontrol eden allel ya da
allellerin varhgm gosterir. Bu nedenle, analiz edilen her bir enzim igin her iki
populasyonun sahip oldugu alleller nispi hareket hizlarma gére belirlendi ve allel
frekanslar1 ayr ayrn hesaplandi. Populasyonlarm genetik ¢esitlilifini belirlemede ¢ok
giivenilir ve anlagilabilir sonuglar sagladiklan ve farkh populasyonlarin
kargilagtiriimasim miimkiin kildiklan icin asagidaki parametreler hesaplandi.

-Polimorfik lokuslarm belirlenmesi,

-Polimorfik lokuslarm yiizdesi,

-Polimorfik lokuslardaki ortalama allel saysi,

-Gozlenen ortalama heterozigotluk (Hg),

-Hardy-Weinberg (H-W) sartlarinda beklenen ortalama heterozigotluk (Hb).

En yaygm allelinin frekans1 0.95°i gegmeyen lokuslar polimorfik olarak kabul edildi.



Polimorfik lokuslarin toplam lokus sayisina boliinmesiyle polimorfizm yiizdesi
belirlendi. Ortalama allel sayisi, ¢aligilan her bir populasyondaki her bir lokusun sahip
oldugu allel sayismin aritmetik ortalamasi almarak belirlendi. Gozlenen ortalama
heterozigotluk ise heterozigot bireylerin toplam birey sayisina bliinmesiyle belirlendi.

Populasyonlarin  genetik yapisim karsilagtirabilmek ve populasyonlardaki
farkllagmanin  Gzellikle hangi lokuslardan kaynaklandigim belirleyebilmek igin
Wright’in F-istatistifi kullamidi (JAIN ve WORKMAN, 1967; NEI, 1973; WEIR ve
COCKERHAM, 1984; HARTL ve CLARK, 1989). Eslesme katsayis1 ya da fiksasyon
indeksi olarak bilinen F-istatisti3i, g6zlenen genotip oranlarinda Hardy-Weinberg
kogsullarinda beklenen genotip oranlarindan sapmalar1 gosterir. AltbSliimlere ayrilmig
bir populasyon ii¢ farkli seviyede komplekse sahiptir: bireysel organizmalar (I), alt
populasyonar (S) ve toplam populasyon (T). Populasyonlardaki gametlere oranla
bireyleri olusturmak icin birlesen gametler arasindaki korelasyonun, her bir populasyon
g6z Oniine alndigimda ortalamasi olan Fis, populasyon igindeki gercek heterozigotluk
diizeyinde Hardy-Weinberg kosullarmdan beklenen diizeyden sapma olup olmadigim
gosterir. Tim populasyonlarm gametlerine oranla bireyleri iiretmek igin birlesen
gametler arasindaki korelasyon olan Fy, biitiin populasyonlar bir biitiin olarak gz
Oniine alindiginda gdzlenen heterozigotluk diizeyinde Hardy-Weinberg kosullarindan
beklenen diizeyden sapma olup olmadifm gésterir. Tiim populasyonlarin gametlerine
oranla her bir populasyon i¢indeki rastgele gametler arasindaki korelasyon olan Fst ise
populasyonlar arasndaki gen farkhlagmasimun derecesini gdsterir (NEI, 1973; NEI,
1987). Populasyonlar arasmdaki genetik farklilasma derecesini Glgen diger bir istatistik
NEI'nin Ggy istatistifidir. NEI’nin Ggr istatifi WRIGHT in Fgr istatistigine esittir
(NEI, 1973).

Fst degeri aymt zamanda WRIGHT m 1931°de ortaya koydugu populasyonlarin
Island Modeli’'ne gbre, her bir kugaktaki gen akimmnin diizeyini (Nem) tahmin etmek
igin de kullamldi (SLATKIN, 1985; SLATKIN ve BARTON, 1989). 1993’te
SLATKIN’i takiben “gen akim miktar’” olarak gdz Oniinde bulundurulan Nem degeri,

tek bir parametre ile (M) gosterilmeye bagland: [M= (1-Fst) /4Fs1)] NEIGEL, 1997).
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Populasyonlar arasindaki genetik farklibklan ve benzerlikleri belirleyebilmek
icin NEI (1972, 1978) ’nin genetik mesafe (D) ve genetik benzerlik (I) ortalamasi
hesaplandi. Genetik farklilk ve benzerlik katsayilarmin Glgiimii, allozim bilgisinin
populasyonlar arasindaki karglagtirmalart igin kullamlmasina imkan vermektedir. Bu
Olctim her ne kadar baglangicta tiir i¢i caliymalarda uygulanmigsa da (yani, gamma
diizeyindeki sistematik ¢ahgmalarda) daha sonra, tiir seviyesindeki ve daha yiiksek
kategorilerdeki taksonlarin karsilagtirilmas1 c¢ahgmalarinda (yani, beta diizeyindeki
sistematik ¢ahsmalarda) da kullamimigtir (BUTH, 1984). Istatistiki hesaplamalarda
BIOSYS (IBM PC version 1.7) bilgisayar programu kullanildi (SWAFFORD ve
SALENDER, 1981). Istatistiki hesaplamalara iligkin ayrmntih bilgiler ve ilgili formiiller
Ek 4’te sunuldu.



4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Enzim Fenotipleri

H. pogonocarpum’un iki altttiriintin (H. pogonocarpum subsp. pogonocarpum ve
H. pogonocarpum subsp. haradjani) dogal yayihs gosterdikleri lokalitelerden (sirastyla
Malatya ve Kahramanmarag) toplanan drnekler (YILDIZ ve AKTOKLU, 1996), tiirle
ilgili baz1 sistematik problemleri ¢6ziimleyebilmek igin elektroforetik olarak incelendi.
ADH, MDH ve PGM enzimlerinden elde edilen enzim fenotipleri her bir alttiir (her bir
alttiir birer populasyon olarak diistiniildii) i¢in ayr1 ayr belirlendi.

Takson Kisaltmasi
H. pogonocarpum subsp. pogonocarpum | subsp. pogonocarpum
H. pogonocarpum subsp. haradjani subsp. haradjani
4.1.1. ADH

ADH zimogramlar1 kullanilan dokuya, dokunun yagmma ve elektroforetik sisteme
olduk¢a bagh bulundu. Optimal olmayan kosullarda iyi olmayan, ¢arpik modeller
gbzlendi. ADH enzimi her iki populasyonda tek bir zona sahip bulundu. Bu zonda
toplam 2 allel g&zlendi. Bunlar, nispi hareket hizlarina gére Adh-100 ve Adh-75 olarak
adlandinldi. Bu zonda Adh-100/Adh-100 (homozigot zh) ve Adh-75/Adh-100
(heterozigot) olmak {izere 2 farkh genotip belirlendi. Cahgilan hicbir populasyonda
Adh-75/Adb-75 (homozigot yavas) genotipine sahip bireyler g6zlenmedi.

Bu c¢ahgmadakine benzer olarak bir lokus tarafindan kontrol edilen enzim
fenotipi, Fabaceae familyasindaki Prosopis cinsinin P. ferox tiiriinde go&riilmiistiir
(SAIDMAN ve ark., 1996). Fakat ADH’nin, Fabaceae familyasina ait olan baz
Phaseolus tirleri (GARVIN ve ark., 1989), Vigna tiirleri (JAASKA, 1999) ile baz1
Cicer tlrlerinde (AHMAD ve ark.,, 1992) ve ayrica Vigna unguiculata’nmn bazi
populasyonlarinda (PASQUET, 1993) iki lokus tarafindan kontrol edildigi bulunmustur.
ADH enzimine aijt 6rnek zimogramlar Sekil 4.1 ve 4.2°de sunuldu.
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4.1.2. MDH

MDH enziminde aktif olarak boyanan iki zon belirlendi: MDH-1 ve MDH-2. Bu
zonlar aym katalitik reaksiyonu gerektiren birden fazla hiicresel altbliim (kloroplast,
mitokondri, sitozol, plastid gibi) oldugunu gosterir. Her bir zon farkli genler tarafindan
kodlanan iiriinlerdir ve birbirlerinden bagimsizdir (GOTTLIEB, 1982).

Cabgilan tiim Orneklerde katoda yakin olan MDH-2 lokusu tek banth olarak
gbzlendi ve monomorfik olarak degerlendirildi. Bu lokusta sadece Mdh-100/Mdh-100
(homozigot) genotipi gdzlendi. Her iki populasyonun anoda yakin olan MDH-1 lokusu
hem monomorfik hem de polimorfik olarak bulunabildi. Polimorfik lokuslarda 5 ile 7
arasinda degisen sayida bant gdzlendi. Fakat NAD’a baglh olarak aktivite gosteren
MDH dimerik bir enzimdir. Bu nedenle heterozigot genotiplerde 3 tane bant gériilmesi
gerekir. Bu ¢aligmada agifa ¢ikan enzim fenotipi MDH lokuslarinin jel {izerinde iist iiste
cakigmig olmasmdan ileri gelebilir. Ciinkii, MDH enzimi diploid bitkilerde genel olarak
3 izoenzime (WEEDEN ve WENDEL, 1990) ya da 4 izoenzime (GOTTLIEB, 1982)
sahiptir. Bu nedenle MDH-1 lokusundaki fazla bantlar jel iizerinde tespit edilemeyen
diger lokus ya da lokuslarmn allelleri olabilir.

Bundan baska, go6zlenen fazla bantlarin sebebi olarak Malik Enzim (ME)
diistiniilebilir. Ciinkit ME’in kullandig: substrat MDH ile ortaktir. Boyama ¢dzeltisinde
bulunan malik asit, jel {izerinde bulunan malat dehidrogenaz enzimi ile reaksiyona
girdigi sirada malik enzim ile de reaksiyona girebilir. Boylece her iki enzime ait bantlar
agiga gikarak, enzim modelini bozabilir.

Ayrica, proteinlerin translasyon sonrasi modifikasyonlar, ya da belirli izoenzim
lokusundaki allellerin duplikasyonu da gozlenen fazla allellerin sebebi olabilir
(GOTTLIEB, 1982; KEPHART, 1990). Bu galismada MDH-1 lokusundaki bantlagma
modelleri her populasyon i¢in farkh bulundu. Subsp. pogonocarpum igin; Mdh-
100/Mdh-100 (homozigot) ile Mdh1-80/Mdh1-100 (heterozigot) genotipleri belirlendi.
Subsp. haradjani igin ise; Mdh1-120/Mdh1-120 (homozigot) ve Mdh1-100/Mdh1-120
(heterozigot) genotipleri bulundu.

Boyle bir MDH fenotipi KAZAN ve MUEHLBAUER (1991) tarafindan yapilan
¢absmada da goriilmiistlir. Arastirmacilar baz1 Cicer tiirleriyle yaptiklar elektroforetik
¢aligmada 4-7 arasinda bant tasiyan izoenzim lokuslan belirlemiglerdir. Genetik olarak
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iki lokus tarafindan kontrol edilen MDH enzimi JAASKA (1999) tarafindan ¢ahgilan
Phaseolus tiirlerinde de gozlenmigtir. Ayrica KOENIG ve GEPTS (1989) adh
aragtirmacilar da Phaseolus tiirleriyle yaptiklar1 elektroforetik ¢alismada, MDH
enziminde 2 lokus tespit etmisler ve bunlardan MDH-2 lokusunun, Gliney Peru ve
Arjantin’den toplanan tiim Orneklerde bu gahsmadakine benzer sekilde monomorfik
olarak sabitlendigini belirlemiglerdir. MDH enzimi i¢in 6rnek zimogramlar Sekil 4.3 ve
4.4’teki gibidir.

4.1.3. PGM

PGM enziminde biri daha aktif olarak boyanan iki zon goriildii. PGM-1 ve
PGM-2. Fakat PGM-1'in mobilitesi ¢ok hizhiydi ve ¢ofu zaman jelde
gozlenemediginden dolay1 fenotipler belirlenemedi. Gozlenebildigi durumlarda anodal
uca ¢ok yakmn, zayif boyanmis ve heterozigot olarak bulundu. Bununla beraber katodal
uca yakin olarak bulunan ve PGM-1"e gére ¢ok daha yavag mobiliteye sahip olan PGM-
2 lokusu ise biitiin 6rneklerde ¢ok belirgin bantlar agiga ¢ikardi. Her iki alttiirde hem
monomorfik hem de polimorfik PGM-2 lokuslar belirlendi. Her iki populasyon birlikte
goz Oniine ahndignda toplam 3 farkh allel bulundu. Bunlar subsp. pogonocarpum
populasyonu i¢in, Pgm2-100, Pgm?2-85; subsp. haradjani populasyonu i¢in Pgm2-100
ve Pgm2-110 olarak adlandirildi. Her iki populasyonda ortak olan ve en yaygn olarak
bulunan allel 100 olarak numaralandirilan alleldi. Fakat, subsp. pogonocarpum’da
yaygin olarak bulunan allelin diginda sadece Pgm2-85 alleline rastlanirken Pgm2-110
alleli hi¢ gozlenmedi. Benzer sgekilde subsp. haradjani’de de Pgm2-85 alleli
belirlenmedi. Bu ¢alismadakine benzer PGM fenotipi KAZAN ve MUEHLBAEUR
(1991) tarafindan bazi Cicer tiirlerinde yapilan izoenzimatik ¢aligmada goriilmiistiir.
Aragtirmacilar bu galiymada oldugu gibi sadece PGM-2 lokusunu be]irleyebﬂnﬁ§lerdir.
Fakat tiim populasyonlarda PGM-2 lokusunu monomorfik olarak bulmuslardir. Oysa bu
caliymada ¢ogu lokuslar polimorfikti. V. unguiculata’nn bazi alttiirlerinde ise her iki
PGM lokusu da aktif olarak boyanmis ve PGM-1 ile PGM-2 lokusu belirlenebilmistir.
Calsilan populasyonlar bu gahsmadakine benzer olarak hem monomorfik hem de
polimorfik bantlagma gostermiglerdir (PASQUET, 1993). PGM enzimine ait 6rnek
zimogramlar $ekil 4.5 ve 4.6°da gosterildi.



35

Sekil 4.1, ADH enziminin zimogramu. 1,2,3,4,5) subsp. pogonocarpum; 6,7) subsp.
haradjani
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Sekil 4.3. MDH enziminin zimogrami. 1,2,3) subsp. haradjani; 4,5,6,7)
subsp. pogonocarpum

Sekil 4.4. MDH enziminin zimogramu. 1,2,3) subsp. pogonocarpum; 4,5,6,7)
subsp. haradjani



o L

AT

MYy

enziminin

subsp. haradjan

9)

8

b

7

6,

.
y

pogonocarpum

,5) subsp

4

?

3

3

2

1,

zimogrami

Sekil 4.5. PGM

i

A

ljan

. haradj

»7) subsp

,3,6
pogonocarpum

4,5,

b

3

b4

2

»

1

14) subsp.

enziminin zimogramz.
>

8,9,10,11,12,13

Sekil 4.6. PGM



39

4.2. Allel Frekanslan ve Genetik Cesitlilik

H. pogonocarpum’da incelenen 3 enzim sisteminde toplam 4 lokus belirlendi.
Bu 4 lokusta toplam 9 allel gozlendi. G6zlenen 9 allelin frekanslar Cizelge 4.1°de
verildi. Cizelge 4.1°de goriildiigii gibi 4 lokustan sadece biri (MDH-2) her iki alttiirde
monomorfik olarak bulundu. Difer tiim lokuslar (ADH, MDH-1, PGM-2) ise
polimorfik olarak gézlendi. Cahgmada en diigiik 0.148 ile en yiiksek 0.852 arasinda
degisen allel frekansi degerleri gdzlendi.

Cizelge 4.1. Cahsilan Hedysarum pogonocarpum alttiirlerinde, 4 lokusta, gdzlenen allel

frekanslar
LOKUS/ALLEL TAKSON
subsp.pogonocarpum subsp. haradjani
ADH
*N= 33 16
100 0.333 0.344
75 0.667 0.656
MDH-1
= 58 33
120 0.000 0.606
100 0.595 0.394
80 0.405 0.000
MDH-2
= 58 33
100 1.000 1.000
PGM-2
N= 64 53
110 ' 0.000 0.179
100 0.852 0.821
85 0.148 0.000

*N: Analiz edilen 6rnek sayis1



40

Tiim lokuslar g6z Oniine alindifinda, her iki alttiir arasmda ADH ve MDH-2
lokuslarindaki allel frekanslan bakimindan belirgin bir farklillk g6zlenmedi. Oysa
MDH-1 ve PGM-2 lokuslarinda iki alttiir arasinda allel farklihklar belirlendi. Allel
frekanst 0.606 olan Mdh1-120 ile allel frekansi 0.179 olan Pgm2-110 alleli sadece
subsp. haradjani’de gbzlendi. Aym sekilde alle]l frekans1 0.405 olan Mdh1-80 ile allel
frekans: 0.148 olan Pgm2-85 alleli sadece subsp. pogonocarpum’da gézlendi. BSylece
alttiirler arasinda allel farkhhklari olduu belirlenmigtir. Bu sekildeki bir allel farkhhg
Leucaena leucocephala’min (Fabaceae) iki alttiirli subsp. leucocephala ile subsp.
glabrata arasinda bulunmustur. Bu iki alttlir, subsp. leucocephala’da AAT (Aspartat
aminotransferaz) izoenzimine ait C ve D allellerinin bulunmasiyla birbirlerinden
farkhlagmiglardir (HARRIS ve ark., 1994).

H. pogonocarpum’un iki alttiirinde her bir lokusu g¢ahgmak igin kullanilan
ortalama Srnek sayis1 (analiz edilen ¢imlendirilmig tohum sayis1) Cizelge 4.2°de verildi.
Ayrnica populasyonlar igindeki genetik cesitlilifin belirlenmesi igin her bir alttiirdeki
polimorfizm oram, her bir lokus i¢in ortalama allel sayis1 ve ortalama heterozigotluklar
hesapland1 (Bkz. Cizelge 4.2). Incelenen 4 lokustan 3’{inlin her iki alttiirde de
polimorfik oldugu gériildii. Bir lokusta en yaygimn allelin frekans: 0.95 veya daha diigiik
oldugu durumlarda (% 95 kriterine gbre) polimorfizm oram her iki taksonda %75 olarak
dlgiildii. Polimorfizm oram bakimindan iki alttiir de oldukga yiiksek degerlere sahipti.
Her bir lokus igin ortalama allel sayis1 da her iki alttiir igin 1.8 olarak aym: deferde
bulundu. Genetik ¢esitlilifin bir dijer parametresi olarak her bir alttliir icin
heterozigotluk degerleri belirlendi. Populasyonlarm dogrudan olarak genotip
frekanslarindan  hesaplanan  heterozigotluklar1  subsp.  haradjani’de  subsp.
pogonocarpum’a gire biraz daha yiiksek (0.365) bulunmasina ragmen, bu deger subsp.
haradjani’de Hardy-Weinberg kosullarmda beklenen heterozigotluk oranindan diisiik
bir degerdi.
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Cizelge 4.2. Calisilan Hedysarum pogonocarpum alttiirlerinde, 4 lokusta, populasyon igi

cesitlilige ait parametreler
Her bir Her bir | Polimorfik Ortalama
lokusi¢in | lokustaki [lokuslarin .
Takson ortal ortal yiizdesi* heterozigotluk
Ornek allel sayist Hg Hb**
sayis1 ]
subsp. pogonocarpum 533 1.8 0.352 0.298
(x6.9) (x0.3) 75.0 (£0.176) | (x0.112)
subsp. haradjani 33.8 1.8 0.365 0.312
(x£7.6) (£0.3) 75.0 (£0.162) | (0.112)

* Eger en yaygm allelin frekansi 0.95°’1 gegmedi ise, o lokus polimorfik lokus olarak
kabul edildi.

** Tarafsiz tahminler (NEI, 1978)

*: Standart hata

Hg: Gozlenen heterozigotluk (G&zlenen heterozigot bireyler/Toplam bireyler)

Hb: Hardy-Weinberg (H-W) sartlarinda beklenen heterozigotluk

Bitki tiirleri genel olarak populasyonlan igindeki allozim ¢esitliligini yiiksek
oranlarda korurlar ve genetik gesitlilik diizeyi bakmmindan omurgali ve omurgasiz
hayvanlar arasmnda yer alrlar (NEVO, 1978). Cizelge 4.3’de goriildiiZii gibi, diger canh
gruplan ile kargilagtirildifinda agik tohumlu bitkiler (Gymnospermae) genel olarak en
yiksek diizeyde genetik gesitlilik gostermektedirler. Monokotil bitki tiirleri ile yapilan
¢ahsmalarda polimorfizm diizeyi ortalama % 39, heterozigotluk diizeyi, ortalama
0.16’drr. Dikotil bitki tiirleri ile yapilan galigmalarda polimorfizm diizeyi ortalama %
31, heterozigotluk diizeyi ortalama 0.11°dir (HAMRICK ve ark., 1979). Genetik
cesitlilik diizeyi en diisiik canh grubu omurgahlar olup, omurgasiz hayvanlardaki
genetik gesitlilik seviyesi monokotil ve dikotil bitkileri kapsayan kapali tohumlu
bitkilere (Angiospermae) yakindir NEVO, 1978).
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Cizelge 4.3. Degisik canh gruplarnin polimorfizm ve heterozigotluk diizeyleri hakkinda

bilgiler
Ortalama Ortalama allel Ortalama
Grup ad1 polimorfizm saysi heterozigotluk Kaynak
diizeyi diizeyi

Acik tohumlular % 67.0 2.12 0.270 HAMRICK ve

ark., 1979
Dikotiledonlar % 31.2 1.46 0.113 HAMRICK ve

. ark., 1979
Monokotiledonlar % 39.7 2.11 0.165 HAMRICK ve

ark., 1979
Omurgasizlar % 39.7 - 0.112 NEVO, 1978
Omurgalilar % 17.3 - 0.049 NEVO, 1978

Bu c¢ahgmada subsp. pogonocarpum ve subsp. haradjani igin elde edilen
polimorfizm diizeyi (polimorfik lokuslarm oram) diger dikotil bitkilere gére oldukga
yiiksektir (Bkz. Cizelge 4.3). Elde edilen deBerin (% 75), genel olarak beklenen yaklagik
degerden (% 31) ¢ok daha fazla olmasi, gahgilan lokus sayisinin az olﬁ%mdm ileri
gelebilir, Cahsilan lokus sayis1 az oldufunda, polimorfik lokuslarin oram1 §rnekleme
hatasindan dolayr populasyon igindeki genetik gesitlilifi dogru bir gekilde gdsteremez
hale gelebilir. Ayrica g¢ahgilan 6rnek sayisimn az olmast da bu parametrenin
kullanighbim azaltir (NEI, 1987). Bundan bagka segilen enzim sistemine bagh olarak
da polimorfizm oram degisebilir. Ornegin, ¢aliymadaki 4 lokustan 3*{iniin polimorfik
olmas1 sebebiyle % 75 olarak ortaya gikan polimorfizm oram, baska 4 enzim sistemi
daha g¢alisilsayd: ve varsayilan 4 lokustan 3’i monomorfik olsaydi % 50 olacakti. Bu
nedenle genetik cesitlilifin belirlenmesinde ortalama allel sayis1 ve Hardy-Weinberg
sartlarmda tahmin edilen heterozigotluk diizeyi polimorfizm oramndan daha iyi bir
parametredir (NEVO, 1978). Heterozigotluk ortalamasi (ya da gen gesitlilii)
polimorfizmin tammlanmasindaki keyfiyete baglh degildir; gen frekansina dayanarak
siiphesiz bir gekilde dogrudan belirlenebilir (NEI, 1987). Nitekim, bu ¢ahgmada
ortalama allel sayis1 her iki alttiir i¢in 1.8, heterozigotluk ortalamasi subsp.
pogonocarpum igin 0.352, subsp. haradjani igin 0.365 olarak olgiildii. PASQUET
(1993) tarafindan yapilan V. unguiculata min 7 alttiiriinii kapsayan izoenzimatik
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caligmada, polimorfik lokuslarm oram bizim ¢ahgmada elde edilen degere yakn olarak
(% 78) bulunmustur. Fakat bu ¢alismada ADH, MDH ve PGM’de dahil olmak iizere 22
enzim sistemi ¢ahgilmig ve varsayilan 37 lokustan 29°u polimorfik olarak bulunmustur.
Ayrica heterozigotluk ortalamasi da 0.307 olarak Olgiilmiigtiir ki yine bu defer genel
olarak dikotil bitkilerde gdzlenen ortalamadan yiiksek fakat bizim ¢ahgmadakine yakin
bir degerdirr CHAMBERLAIN ve ark. (1996)'nin odunsu bir Fabaceae tiirii olan
Leucaena salvadorensis’in birkag alttiirliyle yaptiklan genetik ¢esitlilik ¢ahigmalarinda,
Leucaena salvadorensis subsp. shannonii’de bizim ¢aligmada elde edilen degere yakin
heterozigotluk ortalamas: 0.335 ve polimorfik lokuslarin orant 71.4 olarak bulunmugtur.
Ayrica BROWN ve ark. (1990)'da yaptiklani ¢aliymada, diploid ve ¢ok willik bir
Fabaceae tiirii olan Glycine canescens’de de polimorfik lokuslarin oranm % 81,
heterozigotluk ortalamasmni 0.31 olarak oldukga yiiksek miktarlarda belirlemiglerdir.

4.3. Genetik Yapinin Belirlenmesi

Populasyonlarm polimorfik lokuslar bakimindan Hardy-Weinberg dengesinde
olup olmadiklarim belirleyebilmek icin %> (ki kare) testi yapildi. Elde edilen sonuglar
subsp. pogonocarpum igin Cizelge 4.4°de, subsp. haradjani igin Cizelge 4.5°de
gosterildi. Ayrica populasyonlarn dengeden sapma gOsteren lokuslarinda dengenin
hangi yonde bozuldugu fiksasyon indeksi kullanilarak belirlendi (Bkz. Cizelge 4.6 ve
Cizelge 4.7).



Cizelge 4.4. H. pogonocarpum subsp. pogonocarpum’un polimorfik lokuslarmda

Hardy-Weinberg dengesinden sapmalar g8steren ki kare (0 testi

Lokus Genotipik | GOzlenen | Beklenen
sintf frekans frekans x’ DF P
ADH
100-100 4 3.554
100-75 14 14.892
75-75 15 14.554
‘ 0.123 1 0.726
MDH-1
100-100 11 20.400
100-80 47 28.200
80-80 0 9.400
26.265 1 0.000
PGM-2
100-100 49 46.346
100-85 11 16.307
85-85 4 1.346
7.109 1 0.008

Cizelge 4.5. H pogonocarpum subsp. haradjani’nin polimorfik lokuslarinda Hardy-
Weinberg dengesinden sapmalar gdsteren ki kare (y°) testi

Lokus Genotipik | GO6zlenen | Beklenen
smif frekans frekans + DF P
ADH
100-100 3 1.774
100-75 5 7.452
75-75 8 6.774
1.875 1 0.171
MDH-1
120-120 7 12.000
120-100 26 16.000
100-100 0 5.000
13.333 1 0.000
PGM-2
110-110 0 1.629
110-100 19 15.743
100-100 34 35.629
2.377 1 0.123

DF: Serbestlik derecesi (Degrees of freedom)

P: Olasihk (Propability)
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Ki kare testine gére MDH-1 lokusu her iki alttlirde Hardy-Weinberg
dengesinden istatistiki bakimdan &nemli derecede (P<0.001) sapma gosterdi. ADH
lokusu ise her iki alttiirde Hardy-Weinberg dengesinde bulundu. PGM-2 lokusu i¢in ise
iki populasyon birbirinden farkh ki kare degeri verdi. Elde edilen verilere gdre; subsp.
haradjani’yi  olugturan populasyon Hardy-Weinberg dengesindeyken  subsp.
pogonocarpum Hardy-Weinberg dengesinden Onemli derecede (P<0.01) sapma
gosterdi.

H. pogonocarpum’un iki alttiiriniin genetik yapisim belirleyebilmek ve alttiirleri
birbirleriyle kargilagtirabilmek i¢in Wright’m F istatistigi (Fiksasyon indeksi) kullamidi.
Boylece, populasyonlarm dengeden sapma gdsteren lokuslarinda dengenin hangi yonde
bozuldugu gosterildi. Ayrica, populasyonlarin polimorfik lokuslarinda go6zlenen
heterozigotlugun, Hardy-Weinberg sartlarinda beklenen heterozigotluga gore eksiklik
ya da agmilik miktar:1 belirlendi. Subsp. pogonocarpum populasyonu igin
heterozigotluktaki eksiklik ya da agiribklan gbsteren fiksasyon indeksi Cizelge 4.6’da,
subsp. haradjani i¢in ise Cizelge 4.7°de sunuldu.

Cizelge 4.6. H. pogonocarpum subsp. pogonocarpum’da heterozigotluktaki eksiklik ya
da agiriliklar: g6steren Fiksasyon Indeksi

Heterozigotlar Fiksasyon
Lokus Gozlenen Beklenen Indeksi (F) v X P
ADH 14 14.892 0.045 0.12 0.7267
MDH-1 47 ~ 28.200 —-0.681 26.23 . 0.0000
PGM-2 11 16.307 0.320 6.89 0.0087

Cizelge 4.7. H. pogonocarpum subsp. haradjani’de heterozigotluktaki eksiklik ya da

aginiliklar: g&steren Fiksasyon indeksi
Heterozigotlar Fiksasyon
Lokus Gbzlenen Beklenen Indeksi (F) X P
ADH 5 7.452 0.307 1.85 0.1743
MDH-1 26 16.000 —0.650 13.29 0.0003
PGM-2 19 15.743 -0.218 2.31 0.1284
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Cabgilan lokuslarda F-istatistigi degerleri —~1 ve +1 arasinda degigti. Negatif
degerler Hardy-Weinberg oranlarma kiyasla heterozigotlukta agirilik, pozitif deZerler
ise Hardy-Weinberg oranlarina kiyasla heterozigotlukta eksiklik anlamma gelir. F=0
olmas: durumu ise populasyonun Hardy-Weinberg dengesinde oldugunu g&sterir (JAIN
ve WORKMAN, 1967; ALONSO ve REGUERA, 1989).

Beklenen heterozigot bireylere oranla, gézlenen heterozigot bireylerdeki eksiklik
veya agirihiklar1 &lcen fiksasyon indeksine gore, her iki populasyon ADH lokusu
bakimindan beklenen ve gbzlenen heterozigot bireyler arasinda uygunluk gésterdi. Yani
ADH lokusunda heterozigotlukda agirtlik veya eksiklik yoktu ve populasyonlar Hardy-
Weinberg oranlarindan sapma gostermedi. MDH-1 lokusu igin ise her iki populasyon
heterozigotlukta istatistiki agidan 6nemli (P<0.001) miktarda agiriik gsterdi. MDH-1
lokusu bakimindan fiksasyon indeksi —0.681 olan subsp. pogonocarpum ve fiksasyon
indeksi —-0.650 subsp. haradjani birbirine yakin oranlarda heterozigot bireyler
bakimindan agmbk gosterdi. Oysa PGM-2 lokusundaki heterozigotluk igin alttiirler
arasinda farklihk gozlendi. Fiksasyon indeksi 0.320 olan subsp. pogonocarpum’da
istatistiki agidan Onemli (P<0.01) miktarda heterozigotlukta eksiklik (bundan dolay:
homozigotlukta agirthk) gbzlendi. Fiksasyon indeksi — 0.218 olan subsp. haradjani’de
heterozigotlukta agmbk (bundan dolayr homozigotlukta eksiklik) gozlendi, fakat bu
populasyon igin heterozigotluktaki agirilik istatistiki agidan Snemli bulunmad,

Her iki alttiir birer altpopulasyon olarak diisiiniildiifiinde, H. pogonocarpum
populasyonunda, 3 lokusta, Wright’in F-istatistigi degerleri Cizelge 4.8’de gsterildi.

H. pogonocarpum’da, Fig en diigiik MDH-1 lokusunda — 0.6699 ile en yiiksek
ADH lokusunda 0.1318 degerini aldi. Tiim lokuslar g6z 6niine ahndifmda Fig ortalama
~ 0.2067 idi. Fsr en diisik ADH lokusunda 0.0001 ile en yiksek MDH-1 lokusunda
0.2158 degerlerini aldi. Biitiin lokuslar gbz Sniine alindifinda Fst ortalama 0.1085 idi.

Frr en diigiik MDH-1 lokusunda — 0.3096 ile en yiikksek ADH lokusunda 0.1319

degerlerini aldi ve tiim lokuslar gtz Oniine almdifinda ortalama ~ 0.0758 olarak
bulundu.
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Cizelge 4.8. H. pogonocarpum alttiirlerinin, 3 lokusta, Wright’in F-istatistigi degerleri

LOKUS Fis FsT Fir
ADH 0.1318 0.0001 0.1319
MDH-1 - 0.6699 0.2158 —0.3096
PGM-2 0.0558 0.0479 0.1010
Ortalama —0.2067 0.1085 —0.0758

Caligilan biitiin lokuslar gdz 6niine alindigimda bulunan — 0.2067 ortalama Fig
degeri populasyonlarda ortalama olarak heterozigotlukta % 20’lik bir agirihg: (beklenen
oranlardan fazlah1) gostermektedir. PGM-2 lokusundaki Fig degerinin (0.0558) sifira
¢ok yakm bulunmasi, Hardy-Weinberg dengesinde oldugunu, bununla beraber bu
lokusta ¢ok diigiik polimorfizm oldufunu gosterir. Frr ise ortalama — 0.0758 olarak
bulundu. Bu deger ise populasyonlar bir biitiin olarak g6z 6niine alindigimda genelde H.
pogonocarpum’da heterozigotlukta % 7.5°lik bir agirih: géstermektedir.

Fis degerinin sifirdan negatif yonde sapmasi (heterozigotlarm agirilif1) birbirine
benzemeyen genotipler arasinda eglesmenin tercih edilmesi (negative assortative
mating) ve heterozigotlarin yararma olan bir segilim sonucu olugabilir. F degerinin
sifirdan pozitif yonde sapmasi (homozigot agmhgi) ise, Wahlund etkisi (Hardy-
Weinberg dengesindeki iki altpopulasyonun birlestifi yerdeki karigik populasyon difer
iki altpopulasyona gore ¢ok daha diisiik homozigotluk ortalamasi gosterir yani
altpopulasyonlar, tiim populasyona kiyasla daha fazla heterozigot eksikligi gosterir),
birbirine benzeyen genotipler arasinda eslesmenin tercih edilmesi (positive assortative
mating), homozigotlar yararina segilim gibi faktdrler neden olabilir (BROWN, 1979;
EL-KASSABY ve ark., 1987; FADY ve CONKLE, 1993).

Bununla beraber tesadiifi olmayan eglesmeler ve Wahlund etkisi tiim genom
fizerine etkilidir ve tiim lokuslari ayn: yolla etkilerler. Bu yiizden, biitiin lokuslarda ya
heterozigot eksikliginin ya da heterozigot asmiifmin yaklagik aym oranda olmasi
beklenir (ALONSO ve REGUERA, 1989). Fakat bu ¢ahgmada her iki alttiirde de ADH
lokusu bakimindan Hardy-Weinberg dengesinden sapmalar gozlenmezken, MDH-1
lokusu igin heterozigot asmih@ belirlendi. PGM-2 lokusu bakimindan ise, subsp.
pogonocarpum’da Snemli miktarda hetozigot aswilifi, subsp. haradjani’de istatistiki
bakimdan 6nemsiz de olsa bir miktar heterozigot eksikligi bulundu (Bkz. Cizelge 4.6 ve
4.7). Bu durum, tesadiifi olmayan eglesmelerin ve Wahlund etkisinin, fiksasyon indeksi
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(Fis) degerlerini agiklamasim olanaksiz yapar. Boyle bir durumda, sadece homozigotlar
yararma segilim (negative heterosis) homozigot agrihifim; benzer sekilde,
heterozigotlar yararma segilim (heterosis) de heterozigot asirthfm agiklayabilir
(BROWN, 1979). Eger dogal seleksiyon ile, populasyonlarda homozigotlar yararma bir
secilim yapiliyorsa heterozigot eksiklifinin, heterozigotlar yararma bir segilim
yapiliyorsa heterozigot agirihfmin ortaya ¢ikmasi miimkiin olur.

Bundan bagka, 1985°te SCHAEFFER ve ark. bagka bir a¢iklama ileri siirmiistiir:
Eger dogal seleksiyon heterojen bir ¢evrede etkiliyse, siddetli bir heterozigot eksikligi
meydana gelebilir. Boyle bir etki, Wahlund etkisinde oldugu gibi bir ya da daha fazla
lokus {izerine etkilidir fakat genomun tamammnda etkili degildir (ALONSO ve
REGUERA, 1989). Bu durumda, subsp. haradjani, subsp. pogonocarpum’a gére biraz
daha heterojen bir ¢evrede bulunuyor olabilir ve seleksiyon baskis1 subsp.
haradjani’deki 6zellikle PGM-2 lokusu iizerinde etkili olmus olabilir. Béylece, subsp.
haradjani’de PGM-2 lokusunda gozlenen heterozigot eksiklifi homozigotlar yararma
secilim ve/veya heterojen bir gevrede etkili seleksiyon ile agiklanabilir. Fakat subsp.
haradjani’nin bulundugu populasyonun subsp. pogonocarpum’a gore ok daha fazla
heterojen bir gevrede olmamasi gerekir. Ciinkii, her iki alttir MDH-1 lokusu
bakimindan istatistiki agidan 6nmemli miktarda heterozigot agirilifs agifa cikarirken,
subsp. haradjani’de gbzlenen homozigot asirihd istatistiki agidan nemli degildi.

Aym materyaldeki farkh lokuslarda c¢esitlilikle ilgili birbirinin zidd: olan
modellerin bulunmas: lokuslarin bazlarmda seleksiyon baskismin daha etkili
olmasindan kaynaklamr (CHRISTIANSEN ve FRYDENBERG, 1974; BROWN,
1979°dan).

Bircok c¢aliyma heterozigot agmbfmin cevreye gore degistifini ortaya
koymugtur. Genel olarak “ekstrem” (kserik, marjinal) gevrelerde heterozigot asirii
yliksek oranlardadir (BROWN, 1979).

Fst degerinin gézlenen ortalama degeri (0.1085) incelenen populasyonlar
arasmdaki genetik farkhilagmanin orta seviyelerde oldufunu gosterir. Bu deger tiirdeki
genetik  gesitlilifin % 10’unun populasyonlar arasi genetik farkliliklardan
kaynaklandifm ifade eder. Tiirdeki toplam genetik cesitliliin geri kalan % 90°hk
kismn populasyon igi gesitlilikten gelmektedir. Elde edilen Fst degeri incelenen lokuslar
bakimindan H. pogonocarpum’un populasyonlarmin cografik olarak giighi bir sekilde
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farkhlagmadiim gosterir. Bu sonuglar agik¢a populasyonlar arasmda bir miktar genetik
benzerlifin oldugunu gdsterir.

Genel olarak populasyonlar arasindaki genetik farklilasma derecesi dikotil
bitkilerde monokotil ve agik tohumlu bitkilere gére daha fazladir. Ayrica, populasyonlar
arasindaki genetik farkhlagma; eslesme sistemi, tozlagma sekli, yasam formu ve tohum
dagilim gibi tiiriin diger yasamsal 8zelliklerine de olduk¢a bagldir. Bireyler arasinda
polen hareketini arttiran eglesme sistemleri, tiir icindeki farkhlagmayr azaltir ve
allellerin populasyonlar arasinda genis bir sekilde paylagilmasmna izin verir. Bu nedenle,
digaridan dbllenen (outcrossing), riizgarla tozlagma yapan koniferlerde populasyonlar
arasindaki genetik farklilik derecesinin % 10’dan daha agaf: olmasi tipiktir. Hayvanlar
aracihf ile tozlagma yapan digaridan déllenen tiirlerin populasyonlan arasinda ise daha
orta seviyelerde (0.197) farkhiagma gézlenir. En yiiksek Fgt degerine (0.510) kendi
kendini délleyen tiirlerde rastlanir (LOVELESS ve HAMRICK, 1984; HAMRICK ve
GODT 1990). H. pogonocarpum digaridan dollenen entomofil bir dikotil bitkidir. Bu
cahsmada elde edilen Fgr deferi HAMRICK ve GODT (1990) tarafindan bildirilen
degere yakin olmakla beraber biraz daha kiiciiktiir. Bunun sebebi, tiiriin endemik
olmasindan ileri gelebilir. Ciinkii, endemik ‘titrlerin bolgesel dagilmm populasyonlar
arasindaki gen akigm arttirarak, farkhilagmay: azaltabilir (HAMRICK ve GODT, 1990)
ya da genis populasyonlara sahip olan endemik tiirler, genetik siiriiklenmenin etkisine
karsi gelerek populasyon farkhlagmasim azaltabilirler (LOVELESS ve HAMRICK,
1984). Ayrica tohumlarin dafihm mekanizmas: da populasyonlar arasindaki genetik
farkhlagma derecesini etkileyen faktdrlerden biridir. H. pogonocarpum’da tohum
dagihm, otlatma sirasinda hayvanlarin tiiylerine yapisan meyvelerin uzak mesafelere
taginmas1 ve yer¢ekimine bafli olarak daha yakin mesafelere taginmasi seklinde olur.
Ozellikle otlatma mevsiminde tohum hareketinin devaml gerceklesmesi populasyonlar
arasindaki farkhlik seviyesini azaltabilir, Bunun yaninda  yer¢ekimine bagh tohum
dagihmu ise yere diisen tohumlarin ana populasyonun g¢evresinde ¢imlenip fide
olugturabilmesi sebebiyle populasyonlar arasindaki farkhlagma derecesini arttirabilir,
Bu gekilde, alttiirler arasindaki genetik farklilagma derecesinin orta seviyelerde olmasi
agiklanabilir. Bundan bagka, ¢ahgilan lokus sayisinin az olmasi da genetik farklilagmay:
diisiiren etkenlerden biri olabilir. Bu yiizden, populasyonlar arasinda belirlenen %
10’luk genetik farkhlagma derecesi, her ne kadar diigiik bir defer gibi goriinse de,
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populasyonlarin cografik olarak izole edilmis olmasi ve her bir populasyonun farkh
mikrohabitatlara uyumu, onlart H. pogonocarpum’un farkh alttiirleri olarak kabul
etmemizi saSlayabilir,

Fst deperinin biyiikliigi ayrica bir lokusun populasyonlar arasmdaki
farklibklara yaptii katki derecesinin bir gOstergesidir. Elde edilen sonuglara gore,
polimorfik olan bazi lokuslar genetik c¢esitlilife olduk¢a fazla katkida bulunurken
monomorfik olan MDH-2 ise hi¢ katkida bulunmamaktadir. Fis, Fir ve Fs’nin ¢aligilan
tiim lokuslarda farkli degerlerde olmasi, her bir populasyondaki her bir lokusun gevresel
faktorlerdeki degigimlerden bagimsiz olarak etkilendigini ifade eder. Cizelge 4.8’de de
populasyonlar arasindaki farkllagmaya en biiylik katki saglayan lokusun MDH-1
(Fs1=0.2158) oldugu goriilmektedir.

Populasyonlar arasindaki genetik farkhlagmay: etkileyen faktorlerden birisi gen
akmmdir, Fst (veya Gsy) deferi kullamlarak populasyonlar arasmdaki gen akimmnm
miktarm (M) belirlemek miimkiindiir. Izoenzim lokuslan gen akim cabsmalan igin
segkin Ozelliklerdir. Ciinkii izoenzimler, tohumu dagitan ajanlarin davraniglarindan ya
da polinatdr aktivitelerinden etkilenmezler (HAMRICK, 1990). Calsmada elde edilen
verilere gére, M= 2.05tir. Bu deger H. pogonocarpum’un her iki alttiirii arasmdaki gen
akim orammn her bir kusakta yaklagk 2 oldugunu gosterir, Tohumlu bitkilerde
populasyonlar arasindaki gen akim: hem polen hem de tohum aracih: ile olabilir,
HAMRICK ve GRISWOLD 1988°de ¢esitli bitki gruplarindaki gen akimi miktarm
besaplamuglardir. Bu ¢aliyma sonucunda, gen akimu miktarim kendi kendini ddlleyen
tiirlerde 0.265, disaridan ddllenen, tohum ve polenlerini riizgar veya hayvanlar aracihf
ile uzak mesafelere yayan tiirlerde ise 4.750 olarak bulmuglardir (HAMRICK, 1990). H.
pogonocarpum da disaridan d6llenen ve polenlerini bdcekler aracihf ile nispeten uzak
mesafelere yayan bir tiirdiir. Populasyonlar ya da altpopulasyonlar arasindaki gen
hareketi, genetik gesitliliin dafimu {izerine dnemli bir etkiye sahiptir, Gen hareketi
kisith tiirlerin, polen ya da tohumlari genis &lgiide yayilan tiirlere gére daha fazla
genetik farkllagma gOstermesi gerekir. Bdceklerle tozlagsma polen hareketini riizgarla
tozlagmaya gore daha fazla kisitlayacafindan ¢aliymada elde edilen M degeri beklenen
bir deferdir. Fakat bu defer populasyonlar arasmmda ¢ok &nemli bir farkhlagma
oldugunu gisterecek kadar kiigiik degildir.
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4.4. Genetik Benzerlik ve Genetik Mesafe

NEI'nin (1972) genetik benzerlik (I) ve genetik mesafesi (D) ile daha az
sayidaki Ornekler i¢in hazirlanmig olan NEI’nin (1978) tarafsiz genetik benzerlik (I) ve
genetik mesafe (D) katsayisi kullanilarak populasyonlar arasindaki genetik
farklilagmanin diizeyi belirlendi. Cizelge 4.1°deki allel frekanslari, NEI'nin benzerlik ve
tarafsiz genetik mesafe metodu ile populasyonlar arasmdaki genetik benzerlik ve
farkhliklarm Slgiimii igin kullanldi. 4 lokusa dayanarak elde edilen I ve D degerleri NEI
(1972) igin Cizelge 4.9°da, NEI (1978) i¢in Cizelge 4.10°da gbsterildi.

Cizelge 4.9. H. pogonocarpum alttiirleri arasindaki genetik benzerlik ve genetik mesafe
degerleri (NEI, 1972). (sol alt diagonal: genetik benzerlik (I), sag st
diagonal: genetik mesafe (D) degerleri)

TAKSON subsp. pogonocarpum subsp. haradjani
subsp. pogonocarpum
ook okokok 0 . 1 19
subsp. haradjani
0.888 e

Cizelge 4.10. H. pogonocarpum alttiirleri arasindaki tarafsiz genetik benzerlik ve
genetik mesafe degerleri (NEI, 1978). (sol alt diagonal: genetik benzerlik
(I), sag list diagonal: genetik mesafe (D) degerleri)

TAKSON subsp. pogonocarpum subsp. haradjani
subsp. pogonocarpum
o 3 2 ot o 0 . 1 1 2
subsp. haradjani
0 , 89 4 35 24 2 2 2k

Allelik frekans genellikle bitki populasyonlar, tiiriistli taksonlar, tiirler vs.
arasindaki farkhliklar1 ya da benzerlikleri slgmek icin kullamitmaktadir, NEI'nin (1972)
genetik benzerlik istatistifi populasyonlar arasindaki benzerligin bir 8lgiisti olmaktadr.
Herhangi iki populasyon igin bu defer 0.0’dan 1.0’a kadar siralanmaktadir;
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populasyonlar arasinda ortak alleller yoksa 0.0 degerini verir, oysa her iki populasyonda
aymn: alleller aym frekansta meydana gelirse bu deger 1.0 olur. Genel olarak aym taksona
ait bitki populasyonlan allozimik olarak ¢ok benzerdir. Bu populasyonlar igin genetik
benzerlik miktar1 goguntukla 0.90°nm {izerindedir. GOTTLIEB 1977°de aym cinse ait
populasyonlarin aym tiiriin populasyonlarina gore allozimik olarak birbirlerine daha az
benzer olduklarii Dbildirmigtir. Disaridan dollenen bitkiler igin herhangi bir
populasyonda tespit edilen allellerin frekans: ve sayis1 ¢ounlukla aym taksonun diger
populasyonlarina ¢ok benzerdir. Kendi kendini délleyen tiirlerde ise genetik farklilik
tipik olarak tiirlerin populasyonlar: igindeki ¢esitlilikten ziyade populasyonlar arasinda
bulunur (GOTTLIEB, 1981; CRAWFORD, 1990’dan). CRAWFORD’un 1983’te
yaptif1 birka¢ ¢alismada bir tiirlin cografik wklari arasindaki allozimik benzerlikler
Slgiilmiistiir, Cografik wrklar ¢ou zaman taksonomik olarak alttiir ya da varyete olarak
tamumlanirlar.  Genel olarak tliriisti taksonlarn populasyonlar, aymi taksonun
populasyonlarinda oldugu kadar elektroforetik olarak benzerdir. Bununla beraber belirli
Orneklerde tiiriistii taksonlarin genetik benzerlikleri aym cinse ait tiirlerde goriilen
genetik benzerlikten daha diigiiktiir, Farkh ¢alismalardaki cografik wklar arasinda
belirlenen allozim benzerliklerin farkli olmas: sagirtict degildir. Ciinkii, biyolojik
kosullarin farkli durumlarda tamamen farkl olmas: giiphe gétiirmez (CARWFORD,
1990).

Koniferlerin alttiirleri tipik olarak tek bir taksonun populasyonlari arasinda
bulunan yiiksek benzerlifin aymis1 kadar genetik benzerlik agifa ¢ikarirlar, HAMRICK
1981’e gore, alttiirler arasinda genetik farklilifin olmamasi; digsaridan déllenme, tohum
ve polenlerin ¢ok uzaklara dagimasi ve alttiirlerin yeni yayilmig olmasi sebebiyledir
(CARWFORD, 1990).

Tamamen ya da biiylik 6lglide allopatrik olan tiiriistii taksonlar i¢in 1979°da
WHALEN, 1981°de CRAWFORD ve BAYER; 1983°’te McNEILL ve JAIN tarafindan
daha diisiik miktarlarda genetik benzerlikler gdsteren galiymalar da bildirilmistir. Bu
caliymalardaki genetik farklihigin yiiksek deferi homojenlestirici bir etki olan gen
akmminin yoklugundan kaynaklanmaktadir. Ayrica, bu durum populasyonlar arasindaki
gen akiminin kesilmesinden sonra daha fazla zaman gegmesinin bir yansimasi da
olabilir. Tiirlistli taksonlardaki morfolojik &zelliklerdeki farkhibklar ¢ogu kez
izoenzimlerin gen lokuslarinda farklilk meydana getirmeksizin geligebilirler. Bu durum
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en iyi islah edilmig bitkiler ile onlarin gen atalarinda (progenitdrlerinde) gézlenir.
Tiiriistii seviyede farkh olarak tanimlanan bu taksonlarda uygun morfolojik degisiklikler
vardir, Fakat allozimlerinde ¢ok az ya da hi¢ farkhlagma meydana gelmeyebilir,
Insanlar tarafindan kiiltiirlesmeyle birlikte bazi &zellikler icin seleksiyon baskis1 &yle
hizli fenotipik degisiklikler meydana getirir ki 6zgiil enzimleri kodlayan genlerde
mutasyon meydana getirecek zaman yoktur (CARWFORD, 1990).

4.5, Tiirlesme Modeli

Bitki sistematifindeki elektroforetik kamtlarin en etkili yonlerinden biri
tiirlegme modelini gosterebilme yetene§idir (GOTTLIEB, 1981; CRAWFORD,
1985°den). Tiirlesmenin yonii belirlenirken hem populasyonlar arasindaki genetik
farkhlasma miktar1 hem de populasyonlarin genetik yapist bir Olglim haline
getirilmelidir (TEMPLETON, 1980).

Bitkilerin tiirlesme siirecinde en azindan su Ozellikler olmahdr (CRAWFORD,
1985).

1) Genellikle morfolojik olarak baz &zellik ya da dzelliklerde farkliik olmalidir.
Boyle bitkiler kolaylhikla ayirt edilebilirler.

2) Bu ayirt edici dzelliklerin korunmasi igin yeterli iireme izolasyonu geligmelidir.
Farkhlik ve izolasyonun her ikisi genetik ve/veya kromozomal bir temele sahip
olmahdir. GOTTLIEB (1984), bitkilerin ta;idifi karakterlerdeki morfolojik
Ozelliklerin genetik temelinin taksonlar arasinda farkli oldufunu gdstermistir,
Tirlesmeyle ilgili herhangi bir ¢ahsmada tiirler arasindaki genetik farkhhgin
miktar1 ve tiirleri izole eden fakt6r(ler) géz dniinde tutulmahdir.

Tiirlesmenin cografik modeli populasyonlarm zamanla gesitli $zellikler bakimindan
derece derece aynldifim varsayar. 1981°de GRANT tarafindan bildirildigine gore,
cografik tiirlegme yavag asamah bir siireg goriiniimiindedir. Bu modele gbre,
populasyonlar zamanla spatial (uzamsal, uzaysal) olarak ayrihrlar, sonunda {ireme
izolasyonunun gelismesiyle tiirlesme siireci tamamlanir, Aragtirmaciya gore, cografik
wklarm (alttiir ya da varyete) gelismesi cografik tiirlesme siirecindeki bir asamay:
gosterir. Yapilan calgmalar cografik wklar arasmdaki farkhhin aym wkin
populasyonlarina gére ¢ok ya da en azindan biraz daha fazla oldufunu gdstermistir.
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Bununla beraber farkh alttiirlerde daha diigiik genetik farkhliklagma ortaya koyan
cahigmalar da vardir (CRAWFORD, 1985).

LISTON (1992) tarafindan Astragalus’un (Fabaceae) baz1 taksonlariyla yapilan
izoenzimatik temele dayall sistematik cahsmada, aym tiriin farkh cofrafik wklan
arasinda ¢ok diigiik genetik farkllagma belirlenmistir. Aragtrmaci tarafindan,
Astragalus rattanii var. rattanii’nin populasyonlari arasindaki genetik benzerlik miktan
(1) 0.997, 4. rattanii var. jepsonianus’un_populasyonlar arasmdaki I deZeri ise 0.999
olarak bildirilmistir. Her iki varyete arasndaki genetik benzerlik miktan 0.995 olarak
oldukga yiiksek miktarda dlgiilmiigtiir. Benzer sekilde 4. tener var. tener ile A. tener var.
titi taksonlan arasmdaki genetik benzerlik miktar1 da 0.998°dir (NEI 1978’¢ gdre).
Astragalus®un cografik wklan igin bildirilen bu degerler H. pogonocarpum’un cografik
wklart arasinda gézlenen genetik benzerlik miktarina gore (0.894) oldukea yiiksektir.

WAIN 1982’de, Helianthus debilis (Asteraceae) tiiriiniin 3 alttiiriindeki
jzoenzimleri ¢ahsmustir. Helianthus debilis, H. pogonocarpum’da oldugu gibi diploid,
otsu, disaridan_ dollenen ve boceklerle tozlasma yapan bir bitki tiirlidiir. Aragtwmacs, H.
debilis’in alttiirleri olan subsp. vestitus ve subsp. tardiflorus’un populasyonlarim
kargilagtrdiginda ortaya cikan genetik benzerlik ortalamasinm, 3 alttiiriin her birinin
jgindeki populasyonlarn  kargilagtirilmasiyla ortaya g¢ikan genetik benzerlik
ortalamastyla aym oldufunu gOstermistir (yaklagik 0.99). Bunun aksine, subsp.
debilis’in populasyonlariy subsp. vestitus ve subsp. fardiflorus ile karsilagtirildifinda
benzerlik ortalamalar1 subsp. debilis ile subsp. vestitus arasinda 0.886 ve subsp. debilis
ile subsp. tardiflorus arasmda 0.902 olarak bulmustur. Aragtirmaci subsp. vestitus ve
subsp. tardiflorus’un ortak bir ata populasyondan son zamanlarda tiirediklerini ileri
siirmiistiir, Bunun aksine hem morfolojik hem de izoenzim bilgisi subsp. debilis’in gok
uzun zamandir cografik olarak izole edilmig oldufu hipotezini desteklemigtir,
Helianthus'la ilgili cahsmalar populasyonlar arasindaki gen alumu kesildiginde allozim
farklilifn baglayacafm ve morfolojik ve diger ozelliklerin asamah olarak cofrafik
wklar1 meydana getirecegini ispatlanustir. Buna gore, izoenzimleri kodlayan genlerde
farkhliik tiirlesme olmadan meydana gelebilir (CRAWFORD, 1985).

Cografik modele uygun olarak tiirlesmenin ilk asamasindaki allopatrik
populasyonlari gdsteren Helianthus debilis’in alttiirleri arasindaki genetik mesafe
miktar1 WAIN (1983) tarafindan gahgilmigtir. Aragtirmact tarafindan Helianthus



55

debilis’in. 5 alttiirli arasindaki genetik mesafe (D) ortalama olarak 0.08 olarak
bildirilmigtir. Helianthus debilis’in alttiirleri arasindaki genetik mesafe degeri (0.08),
Hedysarum pogonocarpum alttiirleri arasindaki genetik mesafe miktarma (0.11) gore
daha diigiiktiir. Bu nedenle subsp. pogonocarpum ve subsp. haradjani’nin Helianthus
debilis’in alttiirlerine gore birbirlerinden daha fazla farkhlagtiklan: diistiniilebilir,

Bu galiymada her biri aym bir alttiirli gostermek {izere sadece iki populasyon
cahgildi. Bu yiizden her bir taksonun kendi populasyonlari arasindaki genetik benzerlik
ya da farkhliklar Glglilemedi. Bunun yaminda iki taksonun populasyonlari arasinda
gbzlenen genetik benzerlik degeri (0.88), 1982°de WAIN tarafindan Helianthus debilis
subsp. debilis ile Helianthus debilis subsp. vestitus i¢in bildirilen degere yakm ve
Helianthus debilis subsp. débilis ile Helianthus debilis subsp. tardiflorus igin bildirilen
degerden daba disiiktlir. Ayrica Hedysarum pogonocarpum’un alttiirleri arasinda
belirlenen genetik mesafe degeri (0.11) Helianthus debilis’in alttiirleri arasinda
gozlenen genetik mesafe ortalamasindan (0.08) daha yiiksektir. Her ne kadar her bir
taksona ait daha fazla sayida populasyon ile gahgilarak daha kesin sonuglar elde
edilebilecek olsaydt da Hedysarum pogonocarpum subsp. pogonocarpum ile
Hedysarum pogonocarpum subsp. haradjani arasinda gbzlenen genetik farkhhk miktari
onlari H. pogonocarpum’un alitiirleri olarak kabul etmemizi saglayabilir. Ayrica,
populasyonlarm cografik olarak ayrimiy olmasi ve elde edilen genetik benzerlik
miktarmm (0.88), tek bir tiirlin populasyonlar1 arasinda gdzlenebilecek benzerlik
miktarma yakin fakat farkh iki tiiriin populasyonlar1 arasmda gdzlenebilecek benzerlik
miktarina gére oldukca yiiksek olmas: bu fikri destekler. Bundan bagka, eldeki genetik
benzerlik degerinin yiiksek olmas: subsp. haradjani’nin H. pogonocarpum tiiriinden son
zamanlarda aynlmig olabilecegini diiginmemizi saBlar. Kisacasi, elde edilen veriler
cografik tiirlesme modeline uygunluk gésterir ve cofrafik olarak izole edilmis iki
populasyonun zamanla farkh iki tiir haline gelecekleri goriisiinii destekler. Ciinkii;
diploid, otsu, disandan déllenen bitki tiirlerinde gdzlenen yiiksek genetik benzerlikler,
onlarm farkh ekolojik kogullara uyum saglayarak ayirici siireg igine girdiklerini gésterir.
Yani tiir ¢iftlerine evrimsel bir agidan bakildiginda ayrilmanmn ilk agamalarindadirlar ve
gen akimina zaman bariyerinin girmesiyle (yani zamanla gen akimmm engellenmesiyle)
tam olarak farkh tlirler haline gelirler. Kisacasi, aym cinse ait tiirlerin aym tiire ait
populasyonlar gibi genetik bakimdan benzerlik g8stermesi tiirlesmenin yeni olmasindan
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kaynaklanir, Yani, bunlar nispeten “yeni” tiirlerdir. Tiirlesme siirecinde “yeni” ya da
“son zamanlarda” terimlerini acgiklamak =zor, hatta c¢ofu Orneklerde imkansizdir,
Tiirlegme stireci her ne kadar baz taksonlar i¢in 20-50 yil kadar kisa olabilse de
muhtemelen bu siire 1 milyon yil kadar vzundur (CRAWFQORD, 1990).

PASQUET (1993) tarafindan yapilan Vigna wunguiculata’nm alttiirlerine ait
izoenzimatik ¢algmada ise, alttiirlerin V. wnguiculata’dan ¢ok daha eskiden ayrilnmg
olduklar: ileri siiriilmiigtiir. Ciinkii elde edilen genetik benzerlik deZerleri var. spontanea
ve subsp. pubescens (0.77-0.90) hari¢ oldukca diigiikk miktarlarda (0.52-0.86)
belirlenmigtir. Bu yiizden, alttiirlerin V. unguiculata’dan eskiden ayrildiklari kabul
edilmigtir. Buna gore, bizim ¢aliymada subsp. pogonocarpum ve subsp. haradjani
arasmda Olglilen genetik benzerlik miktar1 (0.88), subsp. haradjani’nin  H.
pogonocarpum tiriinden daha yakmn zamanlarda ayrildig: fikrini dogrular,

SAIDMAN ve ark. (1996) tarafindan yapilan ¢alismada, Prosapis reptans ile P.
strombulifera tiirlerinin populasyonlar1 arasmda NEI 1972’ye gore oldukga yiiksek
genetik benzerlik degerleri (0.980-0.934) bulunmugtur. Bu deferler bizim cahsmada
alttlirler i¢in buldufumuz genetik benzerlik degerinden ve genel olarak farkh tiirler icin
beklenen benzerlik degerinden oldukca yiiksektir. Oysa CRAWFQORD (1985)’a gore,
¢ogu Orneklerde genetik benzerlik ortalamasi aym taksonun populasyonlan igin en
yliksektir, farkli varyeteler ya da alttiirlerin populasyonlari icin daha diigiik ve farkli
tiirler i¢in en diigiiktiir, SAIDMAN ve ark. (1996) aym ¢aligmada diger Prosopis tiirleri
icin daha diigiik genetik benzerlikler (0.315-0.666) elde etmiglerdir. Ayrica 1976’da
BURKART tarafindan P. reptans ile P. strombulifera’nm morfolojik olarak birbirlerine
¢ok benzeyen allopatrik tiirler oldufu bildirilmigtir. Bu nedenle aragtirmacilar P.
reptans ile P. strombulifera arasindaki yeterince yiiksek genetik benzerlikten dolayy,
onlarm tam tiirler yerine P. strombulifera’nin cografik wklan ya da alttiirleri olarak
smiflandirilmasimin uygun olacagim ileri siirmiiglerdir.



5. SONUC VE ONERILER

Tiirkiye’ye endemik olan H. pogonocarpum tiiriiniin, dogal yayihg alan1 Malatya
ile Kahramanmaras olan populasyonlari, tiirle ilgili sistematik problemleri
¢bziimleyebilmek icin elektroforetik olarak cahsilds.

Izoenzim elektroforezi sonucunda, H. pogonocarpum’a ait altpopulasyonlar
arasinda allel farkhhklan agi8a ¢ikti. Ayrica altpopulasyonlar arasmda yaklagik olarak
% 88’lik genetik benzerlik ve %12’lik genetik mesafe katsayisi belirlendi.

H. pogonocarpum’un Kahramanmarag’ta bulunan Ahrr Dagi populasyonu
simdiye kadar farkhi sistematikgiler tarafindan farkh taksonlarda gruplandirilnug olup
buradan toplanan Srneklerin hangi taksona dahil edilecegi hususunda degisik yorumlar
ortaya ¢ikmugtir.

Tleri siiriilen goriiglerden birincisi, 1949°da RECHINGER tarafindan Ahir Daj
populasyonunun H. pogonocarpum’dan ayr bir tiir olarak (H. haradjani) kabul edilmesi
olmustur (YILDIZ ve AKTOKLU, 1996). izoenzim verileri bu goriisii desteklemez.
Ciinkti, ki populasyon arasinda elde edilen genetik benzerlik miktar1 (0.888) farkh
tiirler arasinda gézlenebilecek benzerlik miktarina gore oldukga yiiksektir, Ayrica elde
edilen genetik mesafe katsayis1 da (0.119) iki farklh tiirli gosteremeyecek kadar
diigiiktiir. Boylece, izoenzim bilgisi Kahramanmarag’tan toplanan Orneklerin H.
pogonocarpum tiiriine ait oldugunu gosteren kuvvetli kanitlar sagladi

Ileri siiriilen ikinci goriis ise HEDGE (1970) tarafindan Kahramanmarag’taki
Ahir Dag1 populasyonunun Hedysarum kotschyi’ye aktarilmasi olmustur. Bu goriisii de
ispatlayacak elektroforetik kanit elde edilememistir. Ciinkii Kahramanmarag’tan
toplanan &rnekler, tiim aragtirmacilar tarafindan H. pogonocarpum olarak kabul edilen
Malatya’dan toplanan Orneklere genetik bakimdan yeterince benzer bulundu. Calisilan
populasyonlar disginda H. kotschyi’ye ait bir populasyon daha ¢ahsilsaydi daha kesin
sonuglar elde edilebilirdi. Fakat, morfolojik kamtlarin yaninda elektroforetik kamtlar da
Ahir Dag1 populasyonunun H. pogonocarpum tiiriine ait oldugunu destekledi.
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Bu goriislerden ({icilinciisii ve sonuncusu, YILDIZ ve AKTOKLU (1996)
tarafindan ileri stiriilen Alr Dad1 populasyonunun H. pogonocarpum’un alttiirli olarak
kabul edilmesi olmustur. Calsma sonucunda elde edilen izoenzimatik kamtlar en ¢ok
bu goriisii destekler. Ciinkii, populasyonlar arasinda belirlenen genetik benzerlik onlar
H. pogonocarpum’un birer liyesi yaparken, aym zamanda elde edilen genetik mesafe de
populasyonlar arasinda belirli genler bakumindan farkhiikk oldugunu ifade eder. Bunun

yaninda Fst olarak Olgiilen populasyonlar arasindaki farkhlasma derecesi de (0.10)

populasyonlarin birbirlerinden orta seviyelerde farkhlastiklarimi kanitlar.

Tiim bunlarin diginda populasyonlarin cografik olarak izole edilmig olmasi,
farkli mikrohabitatlarda bulunmalari, onlarin allopatrik alttiirler olarak kabul edilmesini
destekleyen Ozelliklerdir. Ciinkii, herhangi bir tiir yer ve zamana gére dadilmus olan
populasyonlardan olusur. Lokal bir populasyon igindeki bireyler yakinliklarindan dolay:
6ncelikle baskin olarak birbirleriyle ¢iftlegirler, buna ragmeﬁ komgu populasyonlara bir
miktar gen akiminin olmasi her zaman miimkiindiir. Komsu populasyonlar bu yiizden
cogu kez ortak genlere ya da karakterlere sahip olurlar. Bununla birlikte uzak
populasyonlar benzer olmayan gevrelere miikemmel sekilde uyum saglayarak farkh gen
bilegimine ve farkh Ozelliklere, aym zamanda yerel segilim farkhliklarmdan dolayr
farkh allellere ya da aym allelin farkli frekanslarina sahip olurlar. Bu nedenle tiirii
olusturan populasyonlari bu benzerlik ve farkliiklardan dolayr bazen wklar ya da
alttiirler denilen tiir i¢i gruplar halinde kategorize etmek uygun olmaktadir. BGylece
alttiirler, tiirlin cografik alamnin farkh alt boliimlerinde yagayan ve bir ya da daha fazla
karakteri farkli olan lokal populasyonlara ait bir grup olarak gériiniirler.

Buna gfre, Malatya’dan toplanan Omekler nominat alttiir olarak H
pogonocarpum Boiss. subsp. pogonocarpum, Kahramanmaras’tan toplanan Srnekler H.
pogonocarpum’dan ayrilan ve farkli bir ¢evreye uyum sonucu dogal seleksiyonla
birtakim yeni ¢zellikler kazanan H. pogonocarpum Boiss. subsp. haradjani (Rech. fil.)
B. Yildiz & E. Aktoklu ’yi olusturabilir. Daha kesin sonuglar i¢in her bir takson igin
daha fazla sayida populasyon ¢algilmasi uygun olabilirdi. Bdylece, hem her bir
taksondaki populasyonlar arasindaki genetik benzerlik, hem de farkh taksonlarin
populasyonlar1 arasindaki genetik benzerlik miktar1 belirlenerek, daha kolay ve daha
dogru bir kiyaslama yapilabilecekti.
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EK1

Elektroforetik Caligma Sirasinda Kullanilan Kimyasal Madde Listesi

Kimyasal Madde Ad1 Katalog No Firma
BILE Bovine B-3883 Sigma
Boric acid B-0252 Sigma
Bromphenol blue, sodium salt B-8026 Sigma
Calcium chloride C-3881 Sigma
Citric acid-1-hydrate 27102 Riedel-de Haén
DL-Malic acid (DL-Hydroxybutanedioic acid) M-0875 Sigma
EDTA (Ethylene diamine tetra acetic acid) E-5513 Sigma
Etil alkol 1.00971.2500 Merck
Glucose-6-phosphate dehydrogenase G-7877 Sigma
Lithium hydroxide, monohydrate L-4256 Sigma
Magnesium chloride, hexahydrate M-0250 Sigma
MTT (3-[4,5-Dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyl- M-2128 Sigma
tetrazolium bromide
Nitro blue tetrazolium (NBT) N-6876 Sigma
Phenazine methosulfate (PMS) P-9625 Sigma
Polyvinyl-Pyrrolidone PVP-40 Sigma
Sodium phosphate, dibasic, anhydrous S-0876 Sigma
Sodium phosphate, monobasic, anhydrous S-0751 Sigma
Starch (potato), hydrolyzed S-4501 Sigma
Triton X-100 T-8787 Sigma
Trizma base (Tris [hydroxymethyl] aminomethane) T-1503 Sigma
a-D-glucose 1,6 diphosphate G-5750 Sigma
a-D-glucose 1-phosphate G-1259 Sigma
B-nicotinamide adenine dinucleotide (NAD) N-0632 Sigma
B-nicotinamide adenine dinucleotide phosphate N-0505 Sigma

(NADP)
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EK 2

Oziitleme ve Jellerin Boyanmasinda Kullanilan Tamponlarin Bilegenleri

Tampon pH Bilesenler
Sodyum fosfat monobazik 384¢g
0.2 M Fosfat tamponu 7.5 Sodyum fosfat dibazik 2386 g
Distile su 1.0L
Trizma baz 6.05g
0.05 M Tris-HCl tamponu 8.3 Distile su 10L

HCl ile pH: 8.3’e ayarland..

Trizma baz 1211 g
0.1 M Tris-HCI tamponu 7.5 Distile su 1.0L

HCl ile pH: 7.5’e ayarland.




EK3

Calisilan Enzimlerin Boyanma Reaksiyonlar1 (HARRIS ve HOPKINSON, 1976;
PASTEUR ve ark., 1988).

Dehidrogenazlarm ¢ogu (DH), substratlarindan (A-H) gelen bir hidrojen
atomunu koenzimine (NAD" ya da NADP') aktarmay: kataliz ederler. Boylece
agagidaki reaksiyon gergeklesir.

DH
A-H+NAD' ———p A+NADH

“Tetrazolium sistem” de PMS, NBT ve MTT Hidrojen alicis1 olarak gérev
yaparlar. PMS, NADH’dan aldi1 Hidrojen atomunu NBT ya da MTT’ye aktarir, Bu

sekilde ¢oziinemeyen mavi ¢6kelti (formazan) meydana gelir.

NAD yadaNADP® ~——— %  NADH yada NADPH

PMSH <«— PMS

NBT ya da MTT > NBTH ya da MTTH=Formazan
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ALKOL DEHIDROGENAZ (ADH)

E.C. 1.1.1.1

(Diger adlar: Aldehyde oxidase, Alcohol NAD+-oxidoreductase)

ETANOL + NAD" —» ASET ALDEHIT+ NADH

NADH +MTT (NBT) + PMS » FORMAZAN

MALAT DEHIiDROGENAZ (MDH)
E.C.1.1.1.42

MDH
D, L-MALIK ASIT + NAD" » OXALOASETAT + NADH

NADH + NBT + PMS —» FORMAZAN




71

FOSFOGLUKO MUTAZ (PGM)
E.C.5.4.2.2

(Diger adi: Glucose phosphomutase)

PGM
GLUKOZ-1-FOSFAT » GLUKOZ-6-FOSFAT

G6PGD
GLUKOZ-6-FOSFAT + NAD" » 6-FOSFOGLUKONAT + NADH

NADH + NBT (MTT) + PMS » FORMAZAN
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EK 4

Istatistiki Hesaplamalara iliskin Bilgiler ve Ilgili Formiiller

WRIGHT’IN F-ISTATISTIGi

F-istatistii ile populasyonlarda gbzlenen genotip frekanslarmda ve bundan
dolay: heterozigotluk diizeyinde, Hardy-Weinberg sartlarinda beklenen degerden sapma
olup olmadig: belirlenir. Asagidaki gibi hesaplanir:

Fis= (Hs-Hy)/Hs
Frn= (Hr-Hp/Hy
Fgr= (Hr-Hs)/Hr

Hj, bir altpopulasyondaki bireylerin gdzlenen heterozigotluk diizeyidir.
HrF X Hoj/n

Hoj=J. populasyonun heterozigotluk diizeyi

n= populasyon sayist

Hs, tesadiifi esglesme kogullarmda, bir altpopulasyondaki bireylerin Hardy-Weinberg
sartlarinda beklenen heterozigotluk diizeyidir.

Hg= < Hejn

Hej= J. populasyonun beklenen heterozigotluk diizeyi

n= populasyon sayisi

Hy, tesadiifi eglesme kosullarinda, populasyonun tamamnda Hardy-Weinberg
sartlarmda beklenen heterozigotluk diizeyidir.
Hi= 1- X(Xia)*
Xia= biitiin populasyonlar g6z &niine alindiinda i. allelin ortalama frekansidir.
(1-Fp= (1-Fis) (1-Fsy)
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NEI’NIN GENETIK BENZERLIK (I) VE GENETIK MESAFESI (D)

Populasyonlar arasindaki genetik benzerlik ve farkhiliklari belirlemek igin
yapilan bir istatistiktir. Asagidaki gibi hesaplanir.

D=-Inl

D= Genetik Mesafe Katsayisi

I= Genetik Benzerlik Katsays:

I= [Jxy/ (3xJy)"]

Jxy= ZxiYir,
Jx=Zxi’/r

Jy=Syihr

Xi ve Yi= X ve Y populasyonlarinda i. allelin frekans:

r= lokus sayis1



Alttiir:

Monomorfik lokus:

Polimorfik lokus:

Polimorfizm:

Semitiir:

Takson:

Zimogram:

EKS

Tammlamalar

Bir tiirlin cografik alanimin altboliimlerinde yagayan ve bir
ya da daha fazla karakteri farkh olan lokal populasyonlara
ait taksonomik bir gruptur.

En yaygin allelinin frekans1 % 95°den daha fazla olan
lokus, monomorfik lokustur.

En yaygm allelinin frekansi % 95 veya % 95’den daha az
olan lokus, polimorfik lokustur.

Populasyonda bir karakterin birden fazla alternatifinin
bulunmasidir.

Alttiir ve tiir arasindaki ara taksonlar ¢ogu kez semitiir
olarak ifade edilirler (MAYR ve ASHLOCK, 1991).
Smiflandirma kademelerinin herhangi birinde, belirli bir
kategoriye girebilecek kadar yeterli farkliliklara sahip olan
taksonomik bir gruba takson denir. Ornegin, tiir bir takson
degildir, fakat bir kategoridir. Oysa, Hedysarum
pogonocarpum bir taksondur.

Enzimler substratlar1 ile reaksiyona girdiklerinde,
substratlarim iirline doniistiiriirler. Bu iiriinler de boyanma
yoluyla jelde renkli bantlar halinde gériiniirler. Enzimlerin

jelde gozlenebilen bu fenotiplerine zimogram denir.
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