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OZET

Ulkemizde dogal olarak bulunan, hizli biiyiiyen ve genelde serpili yayilis
gosteren yabani kiraz (Prunus avium L, syn. Cerasus avium L. Moench.) ekolojik ve
ekonomik agidan &nemli bir yere sahip yaprakli bir orman agacidir. Ulkemiz
ormanciliginda degeri yeterince anlasilmamis olan yabani kirazin populasyon i¢i ve
populasyonlar aras1 genetik ¢esitliligi bircok sebeple tehdit altindadir. Bu nedenle,
yabani kirazin genetik yapisi hakkinda bilgi edinilerek, ekolojik ve ekonomik degeri
yiiksek olan yabani kiraz icin 1slah ve koruma programi olusturulmalidir. Bu
kapsamda, Tiirkiye’de yabani kirazin en ¢ok yayilis gosterdigi bolgelerden olan
Adapazar1 ve Bolu Orman Bolge Midiirliikleri’'ndeki 3 populasyona ait 7 alt
populasyondan 140 birey érneklenmistir. Bu populasyonlarda bulunan yabani kiraz
bireylerinin genetik yapist 10 SSR (Simple Sequence Repeat, Basit Dizi Tekrar)
molekiiler belirteci ile belirlenmistir. Yapilan analizler sonucunda toplamda 90 allel
tespit edilmistir. Alt populasyonlar bazinda bakildigr zaman gbzlenen heterozigotluk
degeri 0.68-0.74 arasinda olmak tiizere ortalama olarak 0.71 bulunmustur. Beklenen
heterozigotluk degeri de 0.67-0.74 arasinda olmak {izere ortalama olarak 0.71 tespit
edilmistir. Populasyonlarin farklilagmasini gosteren Fst degeri alt populasyonlar
bazinda bakildigi zaman 0.02-0.05 degerleri arasinda bulunmus ve bdylece alt
populasyonlarin birbirlerinden ¢ok farkli olmadigi goriilmiistir. AMOVA testiyle
yapilan analiz sonucunda da populasyon i¢i genetik farklilik yaklasik olarak %96,
populasyonlar arasi genetik farklilik ise yaklasik olarak %4 bulunmustur. SSR analizi
sonucu elde edilen bulgulardan yabani kirazda genetik ¢esitliligin yiiksek oldugu ve
cesitliligin daha ¢ok populasyon iginde yapilandigi anlagilmaktadir. Filogenetik analiz,
temel bilesenler analizi ve genetik yap1 analizi sonucunda populasyonlarin cografik
yerlesimlerine gore ayrildigi goriilmiis ve yapilan ti¢ farkli analiz sonucunda da Diizce
ve Bolu populasyonlarinin bir arada gruplandigi, Kocaeli populasyonunun ise bu iki
populasyondan biraz daha uzakta gruplandig: tespit edilmistir. Bu ¢alismanin sonucu
olarak, iilkemizde yayilan yabani kiraz agacinin genetik yapisi hakkinda bilgi elde
edinilmistir. Bu genetik bilgi, tiiriin genetik kaynaklarimin korunmasina ve islahina
katk1 saglayacaktir.

Anahtar Kelimeler: Yabani Kkiraz, Prunus avium L., Genetik c¢esitlilik, SSR

belirtecleri.



SUMMARY

Wild cherry (Prunus avium L, syn Cerasus avium L. Moench.) which is naturally
found in our country, is a leafy forest tree which has an ecologically and economically
importance. The genetic diversity of wild cherries within and between populations,
whose value is not well understood in our country's forestry are under threat for many
reasons. Therefore, information about the genetic structure of wild cherries should be
obtained and a breeding and protection program for wild cherries with high ecological
and economic value should be established. In this context, 140 individuals were
sampled from 7 subpopulations belonging to the 3 populations of Adapazari and Bolu
Forest Regional Directorates, which are the regions where wild cherry is most widely
distributed in Turkey. The genetic structure of wild cherry individuals in these
populations is determined by 10 SSR (Simple Sequence Repeat) molecular markers.
A total of 90 alleles were identified as the result of the analysis. On the basis of
subpopulations, the observed heterozygosity value ranged from 0.68 to 0.74, with an
average of 0.71. The expected heterozygosity value ranged from 0.67 to 0.74, with an
average of 0.71. The Fst value indicating the differentiation of the populations was
observed between 0.02-0.05 values when evaluated on the basis of the subpopulations.
Thus, the subpopulations were not significantly different from each other. According
to the AMOVA test, the intra-population genetic difference was found approximately
96%, while the genetic difference between populations was approximately 4%. The
results obtained from the SSR analysis, it is understood that the genetic diversity is
high in the wild cherry and the diversity is more organized in the population.
According to the results of phylogenetic analysis, principle component analysis and
genetic structure analysis, it was observed that populations were separated according
to their geographical locations. As a result of three different analyses, it is observed
that, Diizce and Bolu populations were grouped together, whereas Kocaeli population
was grouped separately from the other tested populations. As a consequence of this
thesis study, information about the genetic structure of the wild cherry tree which is
spread in our country has been obtained. This genetic information will contribute to
the conservation and breeding of wild cherry genetic resources.

Key Words: Wild cherry, Prunus avium L., Genetic diversity, SSR markers.
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1. GIRIS

Ulkemiz, bitki gesitliligi agisindan etrafindaki bircok iilkeden farkli olmasiyla
dikkat ¢ekmektedir. Tiirkiye florasinda bitki taksonu sayis1 (tiir, alt tiir veya varyete
diizeyinde) yaklasik olarak 12.000 civarindadir ve bu say1 Avrupa kitasinin tiimiinde
yayilis gostermekte olan bitki tiirlerinin sayisina yakindir [Davis et al., 1988], [EKim,
2005], [Ozhatay ve Kiiltiir, 2006], [Demir, 2013]. Tiirkiye nin bu dzelligi; iklimin kisa
mesafede degismesinden, yiikselti farklilig1 ve toprak tiplerindeki cesitlilik gibi bircok
farkli cografik faktorden kaynaklanmaktadir [Demir, 2013]. Ulkemiz; Avru pa-Sibirya,
Akdeniz ve iran-Turan flora bdlgesi gibi 3 énemli gen merkezinin kesistigi konumda
bulunmakta, bu durum da bitki dagilimini ve gesitliligini etkilemektedir [Avci, 1993].
Ayrica lilkemiz Avrupa-Asya kitalar1 arasinda koprii konumunda oldugundan, iki kita
arasinda yasanan bitki goc¢leri de bitki gesitliligine katki saglamistir. Tarihsel siirece
baktigimizda Anadolu, go¢ yollar1 {izerinde bulunmus ve bircok medeniyete ev
sahipligi yapmistir, bu durum da gen kaynaklarimizin g¢esitlenmesini saglamistir
[Demir, 2013]. Tiirkiye’nin sahip oldugu bir¢ok kosuldan kaynaklanan bu yiiksek bitki
cesitliliginin igerisinde, yaklasik olarak 700’{in tizerinde de odunsu bitki tiiriiniin yer
aldig1 tahmin edilmektedir [Yaltirik, 1998], [Yaman, 2003].

Bitki ¢esitliligi agisindan oldukca zengin olan iilkemizin ormanlik alan miktar
22.3 milyon hektar olup, iilke genel alaninin % 28.6’sin1 olusturmaktadir. Gegen 42
yilda 2.1 milyon hektarlik ormanlik alan artist olmustur [OGM, 2015]. Orman
sanayisindeki gelismeler ve hammadde beklentisi ile beraber Orman Genel Miidiirligii

3 olan

(OGM) odun iiretimini arttirmis ve {lilkemizde 2002 oncesi 7 milyon m
endiistriyel odun {iretimi 2015 yilinda 16.6 milyon m*e cikarilmistir. Sektdriin 29
milyon m® olan y1llik odun talebinin %66 sin1 endiistriyel odun olusturmakta ve bunun
da 16.6 milyon m*®ii Devlet ormanlarindan, 3.4 milyon m*ii 6zel sektor tarafindan
geriye kalan kismi ise ithal edilerek karsilanmaktadir. Son yillarda ise odun ithalatinda
artis olmustur ve bunun nedenleri; istenilen kalite ve miktarda tiriiniin arz edilememesi
ve fiyatlarda olan artistir. Ayrica endiistriyel odun hammadde ihrag eden iilkelerin son
yillarda daha yiiksek katma deger yaratilmasi i¢in islenmis iiriinlere agirlik verdigi

goriilmektedir. Bu nedenle, hammadde ithalatindaki karsilasilan zorluklar ve gelecekte

ithalat imkanlarinin azalmasi goz Oniine alinarak kaliteli odun {iretimini arttirmaya



yonelik tedbirler alinmali, orman yonetiminde yeni teknikler ve uygulamalara agirlik
verilmelidir [OGM, 2016].

Ulkemizdeki bu odun hammaddesindeki ihtiyacin karsilanabilmesi igin
ekonomik ve ekolojik degeri yliksek olan ve hizli gelisen yerli tiirler kullanilarak
endiistriyel plantasyonlarin kurulmasi Onerilmistir [Boydak ve Dirik, 1998],
[Tungtaner, 1998], [TGRP, 2003], [DPT, 2005], [DPT, 2006]. Gerek Tiirkiye, gerckse
Avrupa’da dogal yaprakh tiirlerle yapilacak agaglandirma caligmalari, endiistriyel
odun ihtiyacini karsilamak i¢in kullanilabilecek se¢eneklerden bir tanesi olarak dnem
kazanmistir [Kahveci ve Tifek¢ioglu, 1998], [Lof et al., 2004]. Yaprakli orman

alanlarinin arttirilmak istenmesinin birgok sebebi vardir. Bunlar;

e Giderek degisen iklim kosullarina ibrelilere kiyasla yaprakli orman agaclarinin
biiylime hizlarinin daha ¢ok artacaginin diisiiniilmesi [Sykes and Prentice, 1996],
[Lofetal., 2004],

e Yaprakli orman agaglarinin kereste fiyatlarinin siirekli artmasi [Abildtrup et al.,
1997], [Lof et al., 2004], [Eastin and Turner, 2009],

e Biyogcesitliligin  korunmasi, arttirilmak istenmesi ve Yyaprakli ormanlarin
rekreasyon amaglarina hizmet etmesi, bOylece ormanlarin ¢ok yonlii

kullaniminin saglanmasidir [L6f et al., 2004].

Yaprakli orman agaglarindan biri olan yabani kirazin da plantasyon
caligmalarinda kullanimi; hizli gelismesi, odununun degerli olmasi, neslinin
tilkenmekte olmasi ve bu nedenle gen kaynaklarinin korumaya alinmak istenmesi gibi
bircok sebepten dolay: her gecen giin artmaktadir. Ulkemizde de dogal olarak bulunan
ve ekonomik deger tasiyan yabani kiraz Avrupa Orman Genetik Kaynaklar
(EUFORGEN)'nin “Degerli Yapraklilar (Noble Hardwoods)” listesine alinmigtir
[Kleinschmit et al., 2001]. Yabani kiraz, iilkemiz ormanciliginda ise gereken degeri
yeterince gormemis; uzun yillar boyunca Karadeniz ve Marmara Bolgesi’ndeki
ormanlarda kalin ve diizgiin govdeli fertleri kagak olarak kesilmis, tatl kiraza altlik
olarak kullanilmis ve bu ylizden ormanlik alanlarimizdaki yabani kiraz aZaglar
oldukea azalmistir [Tosun ve Ozpay, 1988], [Yaman, 2003], [Esen vd., 2005], [Esen
etal., 2006a], [Esen et al., 2009]. Ayrica, iilkemizde olduk¢a ihmal edilen yabani kiraz
agacinin genetigine ve biyolojisine dair ise fazla sayida kaynak bulunmamaktadir.

Yiiksek kalitede oduna sahip olan, hizli gelisen, peyzaj bakimindan estetik degerlere
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sahip ve yaban hayat1 icin de dnemli olan yabani kirazla ilgili kapsamli 1slah ve koruma
calismalar1 yapilmalidir [Yaman, 2003], [Esen vd., 2006b]. Islah ve koruma
calismalarina baslamadan 6nce de tiiriin populasyon i¢i ve populasyonlar arasi genetik
yapisinin bilinmesi gerekmektedir. Bu nedenle, tez kapsaminda yabani kiraz tiiriiniin
en fazla yayilis gosterdigi Bat1 Karadeniz’de bulunan Adapazar1 ve Bolu Orman Bolge
Miidiirliikleri mintikasindaki populasyonlar 6rneklenip, bu bolgede yetisen yabani
kiraz agaclarindaki genetik yapr SSR (basit dizi tekrari) molekiiler belirtegleri ile

degerlendirilmistir.
1.1. Tezin Amaci, Katkisi ve Icerigi

Avrupa’da degeri anlasilan ve bir¢ok calisma yapilan yabani kiraz agacinin
tilkemizde ise degeri tam olarak anlasilamamistir ve bu tiir ile ilgili yapilan ¢alismalara
daha c¢ok agirlik verilmesi gerektigini destekleyen pek c¢ok yayin vardir [Russell,
2003], [Yaman, 2003], [Esen et al., 2006a]. Genetik ¢esitlilik bakimindan tehdit
altinda olan yabani kiraz agaci i¢in Avrupa’da oldugu gibi iilkemizde de bir koruma
ve 1slah programi olusturulmalidir. Etkili bir program olusturulabilmesi i¢in de ilk
olarak 1ilgili tiirin dogal populasyonlarinin sahip oldugu genetik c¢esitliligin
belirlenmesi gereklidir. Genetik yapist belirlenen populasyonlarda, ncelikli alanlar
belirlenerek 1slah ve gen koruma calismalar1 basarili bir sekilde yiiriitiilmektedir
[Conkle et al., 1988]. Bu nedenle, sunulan tez ¢alismasinda Tiirkiye‘de yabani kiraz
tiirliniin en fazla yayilisinin oldugu bolgelerden olan Bati Karadeniz’de bulunan
Adapazari ve Bolu Orman Bolge Miidiirliikkleri mintikasindaki 3 populasyon
orneklenmistir. Bu populasyonlardan alinan yaprak orneklerinden DNA izolasyonu
yapilip, SSR molekiiler belirtecleri yardimiyla incelenerek, genetik cesitliligin
belirlenmesi amaglanmustir.

Tez kapsaminda, yabani kirazin 3 populasyonuna (Kocaeli, Diizce, Bolu) ait 7
farkli alt populasyondan (Kefken, Goélciik, Mollafenari, Diizce, Melen, Yedigoller,
Abant) toplamda 140 yaprak 6rnegi alinmis ve 10 farkli SSR belirteci kullanilarak
genetik cesitlilik irdelenmeye ¢alisilmistir. Tez kapsaminda, 6rneklenen populasyonlar
incelenerek ekonomik ve ekolojik degeri olan yabani kiraz agacinin koruma ve 1slah

programina katki saglanacaktir.



2. YABANI KIRAZ

2.1. Yabani Kiraz Agacinin Yayihisi

Yabani kiraz; Avrupa, Kuzey Afrika, Bati Asya ve dolayisiyla da iilkemizde
dogal olarak bulunan (Sekil 2.1) ve odunuyla degerli, dagimik dagilimli, yaprakli bir
orman agaci tiiriidiir [Davis, 1972], [Savill, 1991], [Santi et al., 1998], [Russell, 2003],
[Welk et al., 2016]. Bu tiir genel olarak Karadeniz Bolgesi’nde orman kenarlarinda ve
nadiren de sik karisik ormanlarda tek tek veya kiime halinde mescere tiir bilesimine
katilmaktadir [Donmez, 1997], [Yaman, 2003], [Esen vd., 2005]. Genelde diisiik
rakimli sahalar1 tercih eden yabani kirazin [Savill, 1991], iilkemizde 1700 m’li
yiikseltilere kadar ¢iktigi belirtilmekte [Yaman, 2003], fakat ¢alistigim kurum olan
Kavak ve Hizli1 Gelisen Orman Agaclar1 Arastirma Enstitiisii Miidiirliigii tarafindan
yaptigimiz envanter ¢alismalarinda Artvin-Velikdy’de 1950 m’li yiikseltilere ¢iktigi

da goriilmiistiir.

Sekil 2.1: Yabani kiraz agacinin yayilist.

Yabani kiraz agacinin yayilisi, Sekil 2.1’de gosterildigi gibi EUFORGEN’de
Russell tarafindan yayinlanmistir [Russell, 2003]. Fakat haritada tiirtin Tirkiye’deki

yayilisina baktigimizda bazi eksiklikler goriilmektedir. Yabani kiraz agaci iilkemizde



biitiin kuzey hatt1 boyunca bulunmakta, ayrica ana yayilis alan1 Karadeniz Bolgesi ve
Kuzey Marmara Bélgesi olsa da Ege, I¢ Anadolu, Akdeniz, Bat1 ve Giiney Marmara
Bolgeleri’nde de yasama ihtimali diisiik de (Sekil 2.2), [Welk, 2016] olsa yetistigi
goriilmektedir [Yaman, 2003].

Belirsiz olan yerler (Bilgi yok)
Tundra, soguk ¢oller
Cok éiytk yvagama olasilig:
Disik vagama olasiliit
Orta-digik yagama olasiligy
Orta yagama olasilid:
Orta-yiksek yagama olasilig:
- Yiksek vagama olasiliz:

~—sr

Sekil 2.2: Yabani kiraz agacinin yasama olasiliginin oldugu yerler.
2.2. Yabani Kiraz Agacinin Ekolojik ve Biyolojik Ozellikleri

Yabani kiraz (Prunus avium L.), visne ve mahlep gibi birgok 1liman iklim meyve
tiiriiniin yer aldig1 Rosaceae familyasina dahil olan, 2n=16 kromozom sayisina sahip
bir diploittir [Arumuganathan and Earle, 1991], [Russell, 2003].

Yabani kiraz bocek (entomogami) ve riizgar (anemogami) araciligiyla taginan
polenlerle tozlasarak generatif veya kokten siirgiin vererek vejetatif olarak
cogalabilmektedir [Frascaria et al., 1993]. Baslica eslesme sistemi kendinden bagka

bireylerle dollenme (outcrossing) seklindedir ve kendine uyumsuz bir bitkidir



[Vaughan et al., 2007]. Kirazlardaki uyusmazlik gametofitik olarak S-allel genleri ile
belirlenmekte, yani disicik borusu polen taneleri ile ayni S allel genlere sahipse
uyusmazlik meydana gelmektedir [Sehirali ve Ozgen, 1988]. Son zamanlarda bu
uyusmazlik problemini ¢ozmek igin S-allelleriyle yapilan molekiiler ¢alismalarda artis
olmustur [De Cuyper et al., 2005], [Schueler et al., 2006], [Stoeckel et al., 2006],
[Dogan, 2011], [Oztiirk-Erdem, 2012], [Jolivet et al., 2013].

Yabani kiraz derin, iyi bir su kaynagiyla beslenen aliivyonlu, nemli, besince
zengin ve aydinlik yerleri sever. Farkli pH’lara kars1 toleransh olsa da hafif asidik
topraklar1 daha ¢ok tercih etmektedir. Kis sartlarina karst dayanikli olan yabani kiraz
ilkbahar donlarindan ise zarar gorebilmektedir [Russel, 2003], [Yaman, 2003].

Yabani kirazin parlak ve diizgiin gévde kabugu iizerinde genis ve enine uzanan
lentiselleri bulunmaktadir (Sekil 2.3) ve bu durum diger agacglardan ayirt edilebilmesi
acisindan kolaylik saglamaktadir [ Yaman, 2002], [Russel, 2003].

Mart — Mayis aylar1 arasinda ciceklenen yabani kiraz, Mayis - Agustos aylari
arasinda olgun meyve olusturmaktadir [Donmez, 1997], [Yaman, 2002]. Ci¢eklenme
ve tohum iiretimi optimal kosullarda yaklasik 4 yilda baslamaktadir. Kiiciik siyah
(Sekil 2.4a) veya kirmizi (Sekil 2.4b) renkte olan meyveleri kuslar ve memeliler
tarafindan yenmekte ve bu durum tohumlarinin yayilmasini saglamaktadir [Russell,
2003]. Kurakliga dayanikli olan tohumlari olgun haldeyken uzun bir uyku donemi
gegirirler. Fizyolojik ve embriyo kaynakli oldugu belirtilen tohumlarindaki ¢imlenme
engelini agmak i¢in birgok c¢alisma yapilmistir [Sallard, 1996], [Cetinbas, 2004],
[Kutsal, 2005], [Esen vd., 2005], [Kulag vd., 2009].

Sekil 2.3: Yabani kiraz agacinin kabugu iizerindeki enine uzanan lentiseller.



Mesgere kapaliliginda diger yaprakli tiirlerden daha hizli gelisen yabani kiraz,
uygun yetisme ortaminda 25 m boya ve 50-70 cm ¢apa, daha iyi kosullarda ise 35 m
boya ve 120 cm ¢apa ulasabilmektedir [Savill, 1991], [Russell, 2003], [Esen vd.,
2005]. Belirli bir kapalilik ve siklikta dogal olarak biiyiiyen yabani kiraz bireyleri
kapaliliktan dolay1 dogal dal budanmasina ugramakta, gdvdenin yaklasik olarak 2/3’i
dalsiz olmakta ve dallanma daha {st kisimlardan baglayarak tepe tacini
olusturmaktadir. Boylece yabani kiraz bireyleri oldukga diizgiin govdeler meydana
getirmektedir (Sekil 2.4c). Bu diizgiin gévde formu yiiksek rakimlarda ve mesgere
kapaliliginin olmadigi yerlerde bozulmaktadir. Yiiksek rakimlarda biiyiiyen bireylerin
govde formu bozuk, agag boylari kisadir ve mesgere kapalilig1 yoksa da yabani kiraz
bireyleri yine bozuk gévde formu olusturmaktadir ve dallanmanin gévdenin daha asag1
kisimlarindan bagladigi goriilmektedir [Yaman, 2002]. Yabani kirazin yillik odun
tiretimi dogal kosullarda 6-10 m?/ha arasinda olup diger yaprakli orman agaglarindan
olduk¢a yiiksektir ve odununun ortalama yogunlugunun 630 kg/m* oldugu
belirtilmistir [Savill, 1991], [Russell, 2003].

Sekil 2.4: a) Yabani kiraz agacina ait siyah renkli meyveler, b) Yabani kiraz agacina
ait kirmizi renkli meyveler, ¢) Yabani kiraz agacinin govdesi.



2.3. Yabani Kiraz Agacimin Kullanim Alanlan

Ekonomik degeri yiliksek ve degerli bir oduna sahip olan yabani kiraz agaci

bir¢ok alanda kullanilmaktadir. Bunlar1 siralayacak olursak:

e Pembemsi kahverengi 6z oduna ve daha az olan diri oduna sahip diiz, ince taneli,
kolay calisilan kerestesiyle yabani kiraz mobilyacilik ve kabin yapiminda ayrica
kaplamacilik, panel yapimi ve tornacilikta kullanilmaktadir [Savill, 1991],
[Russell, 2003].

e Yabani kirazin kiiltiirlenmis formu tatli kiraz olarak anilir ve yabani kiraz tath
Kiraza altlik olarak da kullanilmaktadir [Kulag vd., 2009], [Erogul, 2012].

e Ayrica bu tiir ilkbahar baslangicinda agan beyaz renkli ¢icegi, sonbaharda yaprak
renklenmeleri, kisin degisik renkteki govdesi ve yazin farkli tonlardaki
meyvesiyle oldukca etkileyici oldugundan peyzaj amach da kullanilmaktadir
[Saatgioglu, 1971], [Giiltekin, 2014].

e Yabani kiraz yaban hayati i¢in de dnemlidir, insanlar tarafindan da yenebilen
meyveleri ayi, kus, kiigiik memeliler gibi bir¢ok hayvan i¢in besin kaynagidir
[Russel 2003].

e Yabani kiraz meyve saplariin diiiretik 6zelligi vardir ve bu amagla kaynatilarak

insanlar tarafindan igilmektedir [Baytop, 1963].
2.4. Yabani Kiraz Ile ilgili Yapilan Klasik Islah Calismalar

Yabani kiraz agaci son derece degerli olan odun potansiyelinden dolay1, diinya
genelinde birgok klasik 1slah ¢alismasina konu olmustur.

Yabani kiraza ait ilk klasik 1slah programi Almanya’da 1960’11 yillarda baslamis
ve 33 yillik sonuglar pratikte kullanilmasi i¢in Weiser tarafindan 1996 yilinda
yaymlanmistir. Bu ¢alismada klonlar mortalite, yiikseklik, ¢ap, dallanma, govde sekli
karakterleri agisindan degerlendirilmis ve secilen en iyi klonlarla bir tohum bahgesi
kurulmustur. Ardindan bir¢ok Avrupa ililkesinde bu tiirle ilgili 1slah caligmalari
baslamistir.

Fransa’da Santi ve arkadaslar1 (1998) tarafindan yapilan bir ¢alismada 33 klon 7
yil boyunca dallarin inceligi, agis1, sayisi, yaprak boyutu, ¢ap, yiikseklik, yaprak bitine



ve antraknoza kars1 duyarlilik gibi faktorler agisindan degerlendirilmistir. Calisma
sonunda 6 klon sertifikalanmistir ve bunlar Avrupa’da yabani kiraza ait secilen ilk
resmi klonlardir.

Belgika’da yabani kirazin ilk ¢ok alanli klonal testi caligmasi 2003 yilinda
Curnel ve arkadaglari tarafindan yayinlanmistir. Bu ¢aligmada yabani kiraza ait secilen
19 Kklon 1989-90 yillarinda Belgika’da 12 farkli bolgede dikilmistir. Bu klonlarin
yiikseklik, yiikseklik artisi, govde bilyiikligl, govde diizgiinligl, catallanma
miktarlar1 ve antraknoz hastaligina kars1 duyarliligi 10 y1l boyunca takip edilmistir.
Beklenen genetik kazang 6zelliklerin ¢ogunda yiiksek ve %7’den fazla bulunmustur.
Uzun Kklonlarin daha diizgiin gévdeye ve hastalik i¢in daha diisiik duyarliliga sahip,
fakat daha fazla catallanma egiliminde oldugu bildirilmistir.

Ispanya’da ise Diaz ve Merlo 2008 yilinda Kuzey-Bati Ispanya’daki klonal bir
tohum bahgesinde yabani kiraz agaclarinin tireme fenolojisini arastirmislardir. Kuzey
Ispanya’daki 7 bélgeden alman 103 klon 2 yil iist iiste kiraz ve ¢igek sayis1 ve farkli
tarihlerde en ileri ¢igeklenme evresi acgisindan gozlenmistir. Klonlar arasinda 6nemli
farkliliklar bulunmustur. 7 klondan 2’si daha ge¢ cigeklenmesine ragmen, tohum
bahgesinde genel olarak iyi iireme senkronizasyonu oldugu bildirilmistir. Jeo-iklimsel
durumla ¢igeklenme arasinda bir iligski bulunmus, diisiik rakim ve yiiksek sicakliktaki
Klonlarin daha erken gigeklenme egiliminde oldugu bildirilmistir.

Hajnala ve arkadaglarinin 2007 yilinda yaynladiklar1 ¢alismada Cek
Cumhuriyeti’ndeki 6 farkli bolgede bulunan yabani kiraza ait 6 yasindaki klonal
denemelerdeki 13 klonu 2004 yaz1 boyunca yiikseklik, ¢ap, saglik durumu, 6liim orani
ozellikleri agisindan degerlendirilmis ve sadece bir klonun digerlerinden daha iyi
performans gosterdigi bildirilmistir.

Ayrica Litvanya’da Petrokas ve Pliura’nin 2014’te yaptiklari ¢aligmada
Litvanya’ya transfer edilen yabani kiraz nesillerinin kaliciligi incelenmistir. Bu
caligmada sert ¢cevre kosullarina uyum saglayacak nitelikte olan yabani kiraz nesillerini
aragtirmak amagli; 9 Avrupa {lilkesinden alinan yabani kiraz yavrulari Kuzey
Litvanya’da test edilmistir. Bu bireylerden Polonya ve Avusturya’dan gelen
materyallerin Litvanya’ya en uygun populasyonlar olma ihtimalinin oldugu ve ileri

testler yapilmasi gerektigi bildirilmistir.



2.5. Yabani Kiraz ile ilgili Ulkemizde Yapilan Cahsmalar

Tiirkiye’de 6zellikle 2000’11 yillarda yabani kiraza yonelik ¢aligmalar baslamis
ve bu tiire yonelik en ¢ok ¢alisma Prof. Dr. Derya Esen tarafindan yapilmistir [Esen
vd., 2005], [Esen et al., 2006a], [Esen vd., 2006b], [Esen et al., 2009], [Esen vd., 2010],
[Esen et al., 2011], [Esen vd., 2012]. Ulkemizde yabani kirazin ekolojik ve ekonomik
onemine dikkat ¢eken tanitici yayinlar da bulunmaktadir ve bu yayinlarda iilkemizde
yabani kiraza gereken degerin verilmediginden, odunu ve meyvesi degerli ve hizl
gelisen bir tiir olan yabani kirazla ilgili verimliligini ve ekonomik girdisini arttiracak
kapsamli ¢aligmalar yapilmas: gerektiginden bahsedilmistir [Tosun ve Ozpay, 1988],
[Yaman, 2003], [Esen vd., 2005].

Ulkemizde yabani kirazin tohumlarinin ¢imlenmesi iizerine bircok ¢alisma
yapilmistir. Bu c¢alismalardan birinde; Kutsal (2005) tarafindan &zel katlama
metotlarinin yabani kiraz tohumunun ¢imlenmesi {izerine etkisi arastirtlmistir. Farkl
orijinlere ait dogal ortamlarindan toplanan tohumlarin gesitli fiziksel Ozellikleri
incelenmis ve c¢imlenme engeli olan yabani kiraz tohumlar1 sonrasinda ¢imlenme
yiizdelerini degerlendirmek icin kontrollii iklim kosullariyla beraber kum ortaminda
¢imlenme dolabinda ¢imlenmeye alinmistir. Yabani kiraz orijin tohumlar1 fiziksel
ozellikler bakimindan farklilik gostermis ve katlama metotlarinin ¢imlenme iizerine
etkisi orijinlere gore farklilik gostermistir. En basarilt orijin olarak “Eregli” tespit
edilmistir. Cimlenmede en basarili olan katlama metotlarinin ise “sicak ve soguk
islemlerin birlikte kullanildigi suni katlama ve ikinci derecede dogal katlama
(sonbahar ekimi)” oldugu bildirilmistir.

Esen ve arkadaslar1 2006 yilinda yerli ve yabanci yabani kiraz tiir ve orijinlerinin
uyku ve c¢imlenme davranisi ile en uygun katlama islemini belirlemek amaciyla
denemeler yapmis ve farkli orijinlerden elde edilen bir yash fidanlarin Bat1 Karadeniz
Bolgesi’ndeki 6 farkli yetisme ortamindaki biiylime performanslarini incelemistir.
Dikimden bir y1l sonra dikim sahalar1 arasinda canli fidan sayisi, ¢cap ve boy verileri
acisindan 6nemli farkliliklar gézlenmistir. Diisiik rakimli sahalardaki fidanlarin daha
yiiksek biiylime performans: sergiledigi bildirilmistir. Ayrica ardisik olarak nemli
sicak ve soguk katlama islemlerini igeren bir 6nislem uygulanarak veya dogadan yaz
aylarinda olgun meyvenin toplanip etinden ayrildiktan sonra hemen sahaya

dikilmesiyle yabani kirazin ¢imlenme oraninin arttig1 bildirilmistir.
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Edizer ve arkadaglarinin 2009 yilinda yaptiklari ¢alismada; Kastamonu ilinde
dogal olarak yetisen ve anaglik 6zelligi iyi olan bazi kiraz tiplerinin ¢imlenme
Ozelliklerinin belirlenmesi amaclanmistir. Toplanan tohumlar, canlilik testi sonrasi
GAgz’lin farkli dozlarinda, 24 saat siireyle bekletilmis, katlama ortamina konulmus ve
farkl siirelerde cikartilarak ¢imlendirme ortamina alinmistir. En yiiksek ¢imlenme
orani, 1000 ppm GA3z uygulandiktan sonra 105 giin boyunca +4°C'de katlama
uygulamasinda saptanmustir.

Yabani kirazin ¢cimlenme engeli iizerine bagka bir calisma da 2009 yilinda Kulag
ve arkadaslar tarafindan yapilmistir. Bu ¢alismada Karadeniz Teknik Universitesi
yerleskesinden 3 farkli zamanda yabani kiraz tohumlar: toplanmis ve bu tohumlardan
200’er adet 4 farkli ¢imlendirme ortamina meyve etli ve meyve etsiz olarak ekilmistir.
Calisma sonucunda 20 Haziran'da toplanan meyve etsiz olarak ibre ¢iirligii icerisine
ekilen tohumlarin ¢imlenme yiizdesi en yiiksek (% 82.52) olarak bulunmustur. Meyve
etiyle ekilen tohumlarda ise yine aymi tarihte toplanan ve yaprak ¢iiriigii igerisine
ekilen tohumlarda en yiiksek ¢imlenme yiizdesi (% 34) elde edilmistir.

Hocoglu (2013); Dogu Karadeniz’de dogal olarak yayilis1 olan kus iivezi,
kizilcik ve yabani kiraz tohumlarinin her birinde en uygun ¢imlenme yontemini
bulmak i¢in, baz1 6n islemlerden gecirerek cimlenme yiizdesi ve hizlarini belirlemeye
caligmustir. Yabani kiraz tohumlar1 hasat edilip hemen (haziran ayinda) ekildiginde
%52.9, +4°C’de katlama yapilip sonbaharda ekildiginde ise %52.6 ¢imlenme yiizdesi
elde edildigi belirlenmistir.

Tohum ¢imlenmesi ¢alismalarinin yani sira Erdogan (2008); 2006 sonbaharinda
dogu kaymi agirlikli yaprakl karisik mescerelerde, ¢aplari 24 m ve 50 m olan toplam
32 adet bosluk olusturmus, agilan her bosluga bir yash yabani kiraz fidanlarini dikmis
ve 2007 vejetasyon donemi sonunda fidanlarin biliylime performanslari tespit
etmistir. Ayrica 2008 ilkbaharinda ise acilan bu bosluklara gelen yeni tiirler
belirlenmistir. Mescerelerde agilan kii¢iik ve biiyilk bosluklarda, bosluk igci
bolgelerdeki ortalama 151k miktarlari arasinda farkliliklar bulunmustur. Isik agaci olan
yabani kiraz dogru orantili olarak biiyiikk bosluklari, yar1 gélge agact olan Anadolu
kestanesi %70 oraninda kenar bolgeleri, kaym agaci ise kii¢iik bosluklarda orta ve
kenar bolgeleri yaklasik ayn1 oranda, biiyilik bosluklarda ise, orta bolgeye gore kenar
bolgeyi daha fazla tercih etmistir. Bu sonuglara gore, kiigiik bosluklarin

genglestirilmesinde golge ve yar1 golge agaclarinin oldugu karisik mesgerelerin, biiyiik
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bosluklarda ise 1s1k ihtiyaci yliksek olan agagc tiirlerinin oldugu karisik mescerelerin
kullanilmasinin uygun oldugu goriilmiistiir.

Esen ve arkadaslar1 2010 y1linda yabani Kirazin yetistirilmesi tizerine bir ¢alisma
yapmuslardir. Bir yasindaki ¢iplak koklii ve tiiplii fidanlar Bati Karadeniz’deki 5
bolgeye dikilerek mekanik ve kimyasal diri Ortii miicadelesi, toprak isleme, suni
giibreleme, karisik dikim gibi cesitli kiiltiirel islemlerden gegirilmislerdir ve daha
sonra fidan yasama orani ve biiyiimesi ile beslenmesi iizerindeki etkisi aragtirilmistir.
Projenin 2 yillik sonuglarina gore emek-yogun plantasyonlarin kurulumunda tiiplii
fidanlarin tercih edilmesi ve diri Ortiiyle etkili miicadele edilmesi gerektigi
belirtilmistir. Fakat herbisit kullanimi1 otsu diri ortiiyli 6nemli oranda kontrol etse de
fidanlara biiylik zarar vermistir. Bu nedenle zararl diri 6rtii miicadelesinin geleneksel
isgliciiyle yapilmasi gerektigi belirtilmistir. Yine projenin 2 yillik sonuglarina gore
yapilan yiiksek maliyetli toprak isleme ve suni giibreleme islemleri yabani kirazin
tutma basaris1 ve gelisimine katkis1 olmadig1 fakat bu durumun ileriki donemlerde
degisebilecegi belirtilmistir. Yabani kiraz fidanlarinin en basarili oldugu yerler yagisin
dengeli oldugu, edafik 6zellikleri bakimindan elverisli sahalar olan Eregli, Bendere ve
Akgakoca sahalar1 oldugu bildirilmis, Diizce’deki Merkez ve Cumayeri sahalarinda
ise kuraklik ve kotii edafik etkilerden dolay1 fidan tutma basarisinin kétii oldugu tespit
edilmistir. 1 y1l sonraki analizlerde yapilan kiiltiirel islemlerin fidanlarin tutma basarisi
tizerinde 6nemli bir fark yarattigina dair istatiki bir kanit bulunamamaigstir. Dikimlerde
boylu ve ¢apl fidanlarin kullanilmasinin yabani kirazin tutma basarisini arttirmasiyla
beraber olumsuz sartlara da daha iyi uyum sagladigi bildirilmistir.

Esen ve arkadaslar tarafindan 2011 yilinda yapilan bir calismada Bati
Karadeniz’de algak ve yiiksek rakimli sahalarda c¢esitli yabani ve kara kiraz
tohumlarinin bir yillik fidelerinin erken biiylime performanslari ekildikten 1 y1l ve 5
yil sonra incelenmistir ve fidelerin biiytimesinde tiir-i¢i ve tiirler-aras1 varyasyonlar
bulunmustur. Tir bazinda diisiik rakimlarda yabani kiraz fidelerinin ¢ap ve boy
acisindan biiyiime performansi kara Kiraz fidelerinden daha iistiin oldugu bildirilmis,
fakat yiiksek rakimlarda 6nemli bir farklilik bulunamamistir. Genelde fideler diisiik
rakimli bolgelerde daha fazla hayatta kalim oranma sahiptir. Yerel yabani kiraz
kaynaklar1 diger tohumlardansa diislik rakiml1 alanlara daha 1yi uyum saglamistir, bu
tarz alanlarda yerel tohumlarin sec¢ilmesi onerilmistir.

Dinger (2011); Zonguldak ili Alaph yoresinde 3 yiikselti kusaginda, 3'er adet

olmak iizere 9 adet deneme alani1 kurarak, yabani kiraz fidanlarinin arazideki tutma
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basarisi, iki yillik kok bogaz capt ve boy gelisimleri ve giirbiizliik oranlarini
arastirmistir. Bu ¢alismada; Dikmenalti 1 ve Avulubogaz deneme alanlarinin toprak
havalanmasi ve toprak suyundan yararlanmasi Dikmenalt1 2 deneme alanina gore daha
iyi oldugundan fidanlarin gelisimlerinin de bu iki alanda daha iyi oldugu bildirilmistir.
Arastirmanin sonucunda; yabani kiraz agaclarinin organik maddece zengin, kiregsiz,
kumlu-killi toprak yapisina sahip ve toprak havalanmasinin iyi oldugu, 1liman iklim
kusaginda bulunan sahalara dikilmesinin daha faydali olabilecegi belirtilmistir.

Esen ve arkadaslar1 2012 yilinda kontrollii salimli bir giibrenin (%16 N, %18 P,
%12 K, %2 MgO, ve %5 S); nemli bir sahaya sahip olan Diizce, Ak¢akoca’ya dikilen
bir yasindaki yabani kiraz fidelerinin yasama ve biiyiimesi iizerine on etkisini
arastirmiglardir. Bu giibrenin bes farkli dozu uygulanmis ve denemeden bir ve iki yil
sonra, giibreleme denemeleri arasinda fidan yasama yiizdesinde, C ve N fidan yaprak
besin elementi yogunluklarinda ve C/N oraninda onemli bir fark bulunamamaistir.
Denemenin ikinci yili sonunda giibre atilmayan fidanlara kiyasla en diisiik dozlu
deneme (80 g) fidan ¢apini 6nemli oranda arttig1 ve en yiiksek giibre dozunun fidan
yasama yiizdesini bir miktar distirdigii tespit edilmistir. Arastirma sonucunda
dikimden sonraki ilk donemlerde, yabani kiraz fidan biiyiime performansini arttirmak
i¢in kontrollii salimli giibrenin en diisiik dozunun uygulanmasi, yiiksek dozlarinin geng
fidanlara zarar verebileceginden dolay1 kullanilmamasi1 6nerilmistir.

Yukarida bahsi gegen ¢alismalara ek olarak son zamanlarda yabani kiraz odunu
lizerine de c¢aligmalar yapilmistir. Aytin (2013) yabani kiraz odununa 1s1l islem ve
sonrasinda hizlandirilmis yaslandirma uygulayarak, bazi fiziksel, mekanik ve
teknolojik 6zellikleri incelemistir. Elde edilen sonuglara gore 1s1l islem goérmiis yabani
kiraz odununun, yiik tasiyict yapisal eleman olarak degerlendirilmesinin uygun
olmadigi, boyutsal stabilitenin 6n planda oldugu kullanim alanlar1 i¢in (dig cephe
kaplamalari, deck ve bah¢e mobilyasi) uygun oldugunu belirlenmistir.

Giil (2014) yabani kiraz odununun kagit tiretim kosullarini arastirmistir. Calisma
sonunda; yabani kiraz agacinin hem diri hem 6z odunundan kagit hamuru tiretmek igin
optimum Aktif Alkali/Siilfidite oran1 20/26 olacak sekilde Kraft ydnteminin

kullanilabilecegini bildirmistir.
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3. MOLEKULER BELIRTECLER

Ulkemizde 1980°’li yillarda calisiilmaya baslanilan molekiiler genetik
calismalariyla beraber molekiiler biyoteknoloji alan1 da gelismis ve bu alanda 6nemli
bir yol katedilmistir. Molekiiler biyoteknolojide kullanilan en 6nemli araglardan biri
de bireyler arasindaki ¢esitliligin tayin edilmesinde kullanilan belirteglerdir ve bunlar

3 temel sinifa ayrilmaktalardir [Agarwal et al., 2008].

e Morfolojik belirtegler

Bitkilerdeki fenotipik (tiy, ¢igek rengi, gévde uzunlugu, tohum yapisi, yaprak
sekli vb.) olarak var olan ve gorsel olarak karakterize edilebilen karakterler morfolojik
belirtegler olarak kullanilmaktadir ve bu yontem pahali bir teknolojiye ihtiyag
duymamaktadir. Fakat uzun zaman araliklar1 gerektiginden muhtemelen molekiiler
degerlendirmeye gore daha pahali olacaktir. Genotipte bulunan karakterlerin bazen
fenotipe yansimamasi, fenotipik karakterlerin ¢evreden etkilenmesi ve birbirine yakin
genotipler arasinda sl diizeyde polimorfizm gdstermesi bu yOntemin

dezavantajlaridir [Mohan et al., 1997], [Mondini et al., 2009], [Jiang, 2013].

e Biyokimyasal belirtecler (izoenzim ve allozimler)

Izoenzimler; farkli lokuslardaki genler tarafindan kodlanan, ayni reaksiyonu
katalizyen ve farkli kimyasal yapiya sahip enzimlerin ¢oklu molekiiler formlaridir
[Markert and Moller, 1959]. Allozimler ise yapisal genler tarafindan kodlanan
enzimlerin allelik varyantlaridir ve enzimatik aktiviteleri ayni1 olan fakat aminoasit
dizileri arasindaki farkliliklar sebebiyle ¢esitlilik gdsteren proteinlerdir. Izoenzimler
ve allozimler elektroforetik olarak ayrigtirildiktan sonra olusan bant desenleri
kullanilarak, bitkilerin genetik yapilarindaki benzerlik ve farkliliklar ortaya
konulabilmektedir. Diisiik maliyetli olmasi, DNA oziitlemesi ve dizi bilgisi
istemediginden kolay kullanimli olmasi1 bu belirteglerin avantajlari olsa da tiir bagina
diisen birka¢ 1zozim sisteminin olmasi, gozlenen c¢esitliligin tim genomu temsil
etmemesi, DNA iizerindeki polimorfizmi dolayli olarak ifade etmesi, alindig1 dokuya
gore bantlama profilinin degismesi yontemin dezavantajlaridir [Soltis and Soltis,
1989], [Kumar et al., 2009].
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e Molekiiler veya genetik belirtegler (DNA belirtecleri)

Molekiiler belirtegler; bitki 1slah1 ¢alismalarinda hizli sonu¢ vermeleri ve
cevresel sartlardan etkilenmemeleri nedeniyle bitki biyoteknolojisi (bitki genetigi,
bitki 1slahi, bitki genomik c¢aligmalari, filogenetik calismalar, evrimsel iliskilerin
arastirilmasinda) arastirmalarina biiylik katkilar saglamislardir. Eski ¢alismalarda
evrimsel teoriler cografik ve morfolojik farklilagma temeline dayanirken, molekiiler
belirtegler ile genetik yapimin detaylarinin aydinlatilmasi kolaylasmistir [Agarwal et
al., 2008].

Molekiiler belirtecler; genom i¢inde bir DNA parcasindaki eklenmeler,
silinmeler, yer degistirmeler, duplikasyonlar gibi degisimlerden meydana gelen genom
seviyesindeki farkliliklar1 temsil eder. Boylece incelenen bireyler arasindaki benzerlik
ve farkliliklar1 tespit ederek, g¢esitliligin tayin edilmesinde kullanilmaktalardir.
Molekiiler belirtegler, bir 6zelligin fenotipik ifadesiyle iligkili olabilir veya olmayabilir
[Schlotterer, 2004].

Bir molekiiler belirte¢ tekniginin ideal olmasi icin asagidaki kriterlere sahip
olmasi gerekmektedir [Agarwall et al., 2008]:

e Polimorfik olmal1 ve biitiin genomda dagilmali,

e Yeterli seviyede genetik farkliliklarin ¢oziintirliiglinii saglamali,

e Coklu ve giivenilir belirtecler iiretmeli,

e Basit, hizl1 ve ucuz olmals,

e Az miktarda doku ve DNA 6rnegine ihtiya¢ duymali,

e Farkli fenotiplere baglanmali,

e Bir organizmanin genomu hakkinda daha once herhangi bir bilgiye ihtiyag
duymamali,

e Tercihen kodominant olmalidir.

3.1. Molekiiler Belirteg¢ Tipleri

Molekiiler belirtegler kullanilan yontem bakimindan 2 ana gruba
ayrilmaktalardir. Bunlar, Hibridizasyona Dayali Belirtecler ve Polimeraz Zincir
Reaksiyonuna (PZR) Dayal1 Belirtegler’dir.
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3.1.1. Hibridizasyona Dayal Belirtecler

3.1.1.1. RFLP (Restriksiyon Par¢a Uzunluklar1 Polimorfizmi)

Hibridizasyon temelli teknik olarak en yaygin kullanilan RFLP teknigi;
bitkilerde genetik iliskilerin incelenmesinde kullanilan bir molekiiler belirte¢
yontemidir [ Tanksley et al., 1989]. Bu teknik, restriksiyon (endoniikleaz) enzimleriyle
Ozgiin olarak kesilen DNA pargalarinin jel elektroforezinde yiiriitiiliip, daha sonra
nitroseliiloz membran tizerine transfer edilip, kimyasal etiketli problarla hibridize
edildikten sonra olusan farkli uzunluktaki DNA parcalarinin incelenmesine
dayanmaktadir. RFLP belirtegleri yiiksek polimorfizme sahip, kodominant ve
tekrarlanabilirligi yiiksek belirtecler olmasina ragmen birgok dezavantaja sahiptir.
Bunlar; fazla miktarda ve kaliteli DNA ihtiyaci, problarin pahali ve toksik olmasi, fazla

zaman ihtiyaci ve yogun is gilicii gereksinimi istemesidir [ Young et al, 1992].

3.1.2. PZR’a Dayah Belirtecler

PZR, kii¢iik miktarda spesifik bir DNA pargasinin in vitro kosullarda enzimatik
olarak milyonlarca kez ¢ogaltilmasidir ve bu teknigin gelismesinde Thermus
aquaticus’dan elde edilen sicakliga dayanikli polimeraz enziminin (Tag DNA
polimeraz) kesfi ana rol oynamistir. PZR'a dayal teknikte kullanilan primer ve hedef

bolge ¢esitliligine gore farkli yontemler gelistirilmistir [Parveen et al., 2016].

3.1.2.1. RAPD (Rastgele Cogaltilmis Polimorfik DNA)

PZR teknigine dayali molekiiler belirteclerden ilk olarak gelistirilen RAPD
yontemi, Williams ve arkadaglar1 tarafindan 1990’da bulunmustur. RAPD teknigi,
basit ve kisa oligoniikleotid primerlerin genomik DNA’nin rastgele bdlgelerine
baglanip arada kalan bolgeleri ¢ogaltarak, tiirler arasindaki benzerlik ve farkliligin
analiz edilmesini saglar. RAPD tekniginin az miktarda DNA istemesine, ayni anda
bir¢ok lokusu analiz etmesine, kolay uygulanabilir, genom iizerinde genis bir yayilisa
sahip ve maliyeti diisiik olmasina karsin, dominant 6zellik gostermesinden dolayi

heterozigot bireyleri ayirt edemediginden, tekrarlanabilirlik 6zelliginin az olmasindan
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ve rastgele baglanmasindan dolayr kullanimi bazi ¢alismalar igin tercih

edilmemektedir [Williams et al., 1990], [Williams et al., 1993], [Parveen et al., 2016].

3.1.2.2. AFLP (Cogaltilmis Dizi Uzunluk Polimorfizmi)

RFLP ve PZR temelli belirteglerin birlesimi olan AFLP tekniginin,
tekrarlanabilirligi ve polimorfizm orami ¢ok yiiksektir. AFLP teknigi, genomik
DNA’nin restriksiyon endonuklezlar1 ile kesildikten sonra niikleotid dizilerinin
uclarina segici primerlerin baglanarak ¢ogaltilmasi esasina dayanmaktadir. Tek bir
reaksiyonda c¢ok sayida bant vermesi, yiiksek tekrarlabilirlik ve yiiksek oranda
polimorfizm goéstermesi, 6n dizi bilgisi gerektirmemesi, ¢alisma igin ¢ok az miktarda
DNA’ya ihtiyag¢ duymast en biiyilk avantajlarindandir. Ancak teknigin
uygulanmasinin pahali olmasi, ¢ogunlukla dominant belirteg vermesi ve ¢ogaltilan
bantlarin goriintiilenmesinde radyoaktif madde veya floresan boyama istemesi bu

yontemin uygulanmasini sinirlamaktadir [\Vos et al., 1995].

3.1.2.3. ISSR (Basit Tekrarh Diziler Aras1 Polimorfizm)

ISSR teknigi, tekrar eden 2, 3, 4 ve 5’li niikleotitlere sahip olan primerler
kullanilarak iki mikrosatellit aras1 bolgenin ¢ogaltildigi, RAPD yontemine gore daha
hassas, tekrarlanabilirligi yiiksek ve AFLP teknigine gore daha ucuz olan bir
yontemdir [Gupta et al., 1994], [Zietkiewicz et al., 1994]. ISSR, dizi bilgisi
gerekmeden primer dizayni yapilabilen, yiiksek polimorfizm ve iiretkenlik gosteren,
diisiik miktarda DNA kullaniminin yeterli oldugu, hizli ve uygulanmasi kolay
dominant bir belirtegtir [Gupta et al., 1994], [Zietkiewicz et al., 1994], [Joshi et al.,
2000].

3.1.2.4. SSR (Basit Tekrarh Diziler veya Mikrosatelitler)

Mikrosatelit teknigi, birli, ikili, ti¢lii, dortlii veya besli basit dizi tekrarlarinin yan
bolgelerinde bulunan 20-25 bg biiyiikliigiindeki bolgelerden elde edilen primerlerin
kullanilarak, tekrar eden bu bolgelerin ¢ogaltildig1 bir yontemdir. PZR ile ¢ogaltilan
SSR bolgeleri daha sonra agaroz jel, poliakrilamid jel ya da kapiller jel
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elektroforezinde biiyilikliklerine gore ayrilarak incelenir. Bu dizilerin tekrar
sayisindaki farkliliklar da polimorfizmi olusturmaktadir [Powell et al., 1996],
[Matsuoka et al., 2002], [Kumar et al., 2009].

Mikrosatelit terimi, ilk olarak Litt and Lutty (1989) tarafindan ortaya atilmis ve
insanlarda yapilan ¢aligmalardan sonra bu ¢aligmalar farelerde [Love et al., 1990],
domuzlarda [Johansson et al., 1992] ve sigirlarda [Kemp et al., 1993] yapilmustir.
Bitkilerde de basarili bir sekilde kullanilan SSR belirtecleri populasyon genetigi, tiirler
arast benzerlik ve farkliliklarin tespit edilmesi g¢alismalarinda yogun bir sekilde
kullanilmaktadir [Parveen et al., 2016].

SSR belirteclerinin; kiigiik miktarda DNA gereksinimi, yiikksek polimorfizm
gostermesi, otomasyon 6zelligi, ko-dominant olmasi, her lokus i¢in ¢ok sayida allel
iretebilir olmasi, tekrar edilebilir olmasi, ayn1 cinse ait tilirler ve ayni familyaya ait
cinsler arasinda transfer edilebilir olmasi gibi bircok avantaji vardir. Bu
avantajlarindan dolay: bitki tanimlamada oldukc¢a fazla bir sekilde kullanilmaktadir
[Powell et al., 1996], [Parveen et al., 2016].

Mikrosatellitleri cevreleyen DNA dizileri genellikle ayni tiiriin bireyleri arasinda
korunmustur ve bu spesifik diziler primer olarak kullanilarak PZR metodu ile bir
lokustaki farkl alleller tespit edilmektedir. Fakat bu yontemin kullanilmasi i¢in bu
primer dizilerinin dnceden bilinmesi gerekmektedir ve bu nedenle gelistirilmesi biraz
pahalidir [Parveen et al., 2016].

Her genotipin DNA dizilisi farkli oldugundan ayni primerler kullanilsa da her
bir genotipte genetik belirteg olarak kullanilan farkli DNA {iriinleri elde edilir. Bu
amacla cok sayida kendine 0Ozel prensipleri olan molekiiler belirteg teknikleri
gelistirilmis ve bdylece bitki biyoteknolojisi ¢alismalarma da yeni boyutlar
kazandirilmistir [Yorgancilar vd., 2015]. Tablo 3.1°de sik kullanilan molekiiler
belirte¢ teknikleri farkli karakterler agisindan karsilastirilmistir [Meksem and Kabhl,
2005].
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Tablo 3.1: Sik kullanilan molekiiler belirte¢ tekniklerinin farkli karakterlerinin

Karsilagtirilmast.

Markor PCR Polimorfizim Dominantlik Verimlilik | Otomasyon Maliyet
Teknigi | Temelli

olmast
RFLP Hayir Diisiik/Orta Kodominant Yiiksek Diistik Yiiksek
RAPD Evet Orta/Yiiksek Dominant Diisiik Orta Diisiik
AFLP Evet Yiksek Dominant Yiksek Orta/Yiiksek | Orta
ISSR Evet Yiiksek Dominant Yiiksek Orta/Yiksek | Diislik
SSR Evet Yiiksek Kodominant Yiiksek Orta/Yiiksek | Yiiksek
SCARS | Evet Yiiksek Kodominant Yiiksek Orta Orta
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4 YABANI  KIRAZ AGACININ GENETIK
CESITLILIGININ BELIRLENMESINE YONELIK
YAPILAN CESITLi CALISMALAR

Yabani kiraz ile ilgili ilk ¢alismalar genelde morfolojik agidan yapilmistir
[Weiser, 1996], [Santi et al., 1998]. Fakat morfolojik karakterlerle yapilan ¢aligsmalar
uzun zaman aldigindan, ¢evre kosullarina hassas ve kullanilan 6zellikler bakimindan
sinirli oldugundan [Mohan et al., 1997], [Mondini et al., 2009], [Jiang, 2013] bu
kisitlamalar1 ortadan kaldirmak i¢in daha sonra biyokimyasal ve molekiiler belirtegler
gelistirilmistir [Mohan et al., 1997], [Kumar et al., 2009]. Yabani kiraz agacinin
genetik ¢esitliligini belirlemek i¢in bu belirteglerden ilk olarak izozimler kullanilmigtir
[Frascaria et al., 1993], [Ducci and Santi, 1997], [Mariette et al., 1997], [Gomory,
2004].

Yabani kiraz ve kestane agaglarina ait populasyonlarin genetik cesitliligi
Frascaria ve arkadaglar1 (1993) tarafindan izozim belirtegleri kullanilarak analiz
edilmis ve calisma sonucunda, populasyonlarda bir lokus hari¢ Hardy-Weinberg
dengesinden 6nemli bir sapma olmadig1 goriilmistiir. F-istatistigi ve genetik uzaklik
Olgtimleri de bu tiirlerin populasyonlar arast genetik farkliliginin az oldugunu ortaya
koymustur. Kestane populasyonlari i¢in Fst degeri 0.027 iken yabani Kkiraz
populasyonlar igin 0.049 olarak bulunmustur. Ayrica populasyonlarin genetik ve
cografik uzakliklar1 arasinda bir korelasyon goriilmemistir. Bu durumu; insan
aktiviteleriyle, polenlerin bocekler tarafindan kolayca bulunmasiyla ve son buzul
doneminden sonra Avrupa’da c¢ogu agacin Fst degerinin heniliz dengeye
ulagsmamasiyla aciklamislardir.

Ducci ve Santi (1997) yaptiklar1 bir ¢alismada yabani kiraza ait yonetilen ve
yonetilmeyen dogal populasyonlarindaki klonlarin dagilimlarini, 9 enzim lokusunun
elektroforetik analiziyle degerlendirmislerdir. Genotip sayisinin toplam birey sayisinin
%6-%49’u arasinda oldugu belirlenmis ve genelde klonlarin siirgiinlerden
filizlendigini bildirmislerdir. Bu durum daha ¢ok kisa mesafelerde goriilmektedir. Bu
nedenle plantasyonlarda heterojenligi ve kendi kendine siirdiirebilirligi arttirmak i¢in,
plantasyonlar iyilestirmede segilen bireylerin arasindaki mesafe en az 100 m olmasi
ve farkli orijinlerden en azindan 5-10 farkli klon karisimi kullanilmas: gerektigini

bildirmislerdir.
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Fransa’da bulunan yabani kiraza ait 6 populasyon arasindaki genetik farklilik ve
gen cesitliligi Mariette ve arkadaslar1 (1997) tarafindan izozimlerle analiz edilmis ve
yeni kolonize olmus bir populasyonla koklii bir populasyonun genetik ozellikleri
karsilastirilmistir. Lokus basina diisen allel sayis1 1.4 olarak bulunmus, ayica %33.2
oraninda ortalama polimorfik lokus tespit edilmistir. Bolgeler arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir fark gériilmemistir.

Yabani kiraz bireylerinin genetik yapisini analiz etmek igin yapilan ve izozoim
belirteglerinin kullanildig1 bagka bir ¢alisma da Gomory (2004) tarafindan yapilmistir.
Bu ¢alismada Slovakya’daki terk edilmis mera ve ¢ayirlarda yayilmis yabani kiraza ait
bir populasyonun kolonizasyonu esnasinda allelik ve genetik yapilarin degisimi analiz
edilmistir. Gozlenen heterozigotluk degeri 0.113-0.147 arasinda bulunmustur.
Populasyon genislemesi sirasinda allelik zenginligin arttig1 ve kolonizasyon esnasinda
populasyonda 3 yeni allelin ortaya ¢iktig1 bildirilmistir. Calisma sonuglarina gore; yeni
olusan bir populasyonun yakininda bulunan bahgelerden tohumlarin dagilmas: veya
polenlerin taginmasi yoluyla verimli bir gen akisi sayesinde allelik olarak zengin

seviyeye ulastig1 tespit edilmigtir.
4.1. Yabani Kirazda Yapilan Mikrosatellit Calismalari

Schueler ve arkadaglar1 (2003), Prunus persica tiiriine ait 20 SSR primerini
kullanarak bunlardan 7 tanesinin Prunus avium tiiriinde polimorfik oldugunu tespit
etmiglerdir. Bu SSR primerleriyle dogal populasyonlardan 6rneklenen 75 tane yabani
kiraz agaci analiz edilmistir. Lokus basma diisen allel sayis1 4-9 arasi, beklenen
heterozigotluk orani 0.39-0.77 arasinda bulunmustur. Ayrica 13 tath kiraz ¢esidi de
incelenmis ve bunlardan 12’si ayirt edilmistir.

Yabani kirazin biiytik 6l¢ekli populasyon ¢aligsmalarinda kullanilmak tizere; tiire
Ozgii SSR belirteclerinin karakterizasyonu ve multipleks PZR gelistirilmesi igin
Vaughan ve Russell (2004) tarafindan 16 yabani kiraz bireyi 14 SSR primeriyle
karakterize edilmistir. 10 SSR lokusunun polimorfik, 4 SSR lokusunun monomorfik
oldugu belirlenmistir. Lokuslar bazinda bakildigi zaman go6zlenen heterozigotluk
degeri 0-0.81; beklenen heterozigotluk degeri 0.22-0.75 arasinda bulunmus, ayrica

lokuslara ait ayrim degerinin ise 0.22-0.87 arasinda oldugu bildirilmistir.
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Ingiltere’de dogal olarak olusan veya diisiik kalitedeki agaclarin ¢ikarildigr iki
farkli eski ormanlik alandaki vejetatif olarak iireyen yabani kiraz agaglarinin dagilimi
ve siklig1 13 SSR primeri ile Vaughan ve arkadaslar1 (2007) tarafindan incelenmistir.
Toplamda orneklenen 551 agagta 246 genotip belirlenmistir, yani klonal iireme
seviyesi iki populasyonda da yiiksek olarak bulunmustur. Yo6netilen alanlarin %48°1,
yonetilmeyen alanlarin ise %65’inin klonal agaglardan olustugu belirlenmistir. Ayrica
hem seksiiel tireme hem de aseksiiel tiremenin disaridan miidahele edilmeyen ormanlik
alanda daha yiiksek oldugu goriilmiistiir. Calisma sonucunda yabani kirazin oldugu
ormanlik alanlara miidahele etmeme politikasinin uygulanmasi 6nerilmistir. Bu yolla;
tiiriin seksiiel ve aseksiiel lireme seviyesinin artacagi ve olumsuz kis sartlarina karsi
genetik ¢esitliligin korunacagi diisiiniilmektedir.

SSR belirtecleri kullanilarak yapilan baska bir ¢alisma da Guarino ve arkadaslari
(2009) tarafindan yapilmistir. Bu calismada; Italya, Slovenya ve Hirvatistan’dan
orneklenen 5 yabani kiraz populasyonunun ve italya’nin farkli cografyalarindan alinan
87 tatli kiraz kiiltiivarinin genetik ¢esitliligi belirlenmistir. Eskiden bu tiirde gelistirilen
28 SSR belirteci polimorfik amplifikasyon iiriinleri iiretmis ve bu analizler sonucunda
yabani populasyonlarinda gozlenen toplam allel sayisinin 78, lokus basina diisen allel
sayismin 1-6 arasinda oldugu bildirilmistir. Kiiltivarlarda ise gozlenen allel say1s1 200,
lokus bagina diisen allel sayis1 da 1-14 arasinda bulunmustur. Yabani populasyonlarda
beklenen heterozigotluk orani 0.18-0.80, gdzlenen heterozigotluk orani ise 0.2-1
arasinda tespit edilmistir.

Avramidou ve arkadaslar1 (2010), 4 Kuzey Yunan populasyonundan alinan 36
yabani Kiraz orijinini 14 SSR lokusuyla analiz etmiglerdir. Genetik ¢esitlilik miktarinin
dikkate deger oldugu goriilmiis ve ortalama polimorfik bilgi igerigi 0.473 ve ¢esitlilik
indeksi 0.536 olarak bulunmustur. 14 SSR belirteciyle yapilan analiz sonucunda
ortalama gozlenen ve beklenen heterozigotluk degerleri sirasiyla 0.399 ve 0.472 olarak
bulunmustur. Ayrica Kuzey Yunanistan’da yaygin oldugu bilinen 5 tane tath Kiraz
kiiltivar1 ve yabani kiraz 6rnekleri 11 SSR lokusuyla karsilastirilmistir. Yabani kiraz
ve kiiltivarlarin bariz bir sekilde farkli oldugu belirlenmistir.

ISSR ve SSR primerleri kullanilarak Kuzey Yunanistan’daki yabani kiraza ait 5
populasyonun genetik cesitliligi Ganopoulos ve arkadaglar1 (2011) tarafindan analiz
edilmistir. Populasyonlarin genetik ¢esitliligi nispeten yiiksek ¢ikmistir. Beklenen
heterozigotluk degeri sirastyla ISSR ve SSR primerleri i¢in 0.166 ve 0.740 olarak

bulunmustur. ISSR ve SSR primerleriyle yapilan analiz sonucu lokus basina diisen
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ortalama allel sayis1 ise sirasiyla 9.2 ve 12.7 olarak tespit edilmistir. SSR analizi
sonucu Fst degeri ise 0.097 olarak bulunmus ve populasyonlar arasinda orta dereceli
genetik farklilasma gozlemlenmistir. AMOVA testiyle yapilan analiz sonucunda ise
populasyonlar arasinda 6nemli farkliliklar saptanmustir.

Tanceva-Crmaric ve arkadaslar1 (2011), Hirvatistan’in farkli bolgelerinden
secilmis yabani kiraza ait plus agaglarla kurulan klonal tohum bahgesindeki 24 tane
plus agacin genetik cesitliligini 15 SSR belirteci ile analiz etmislerdir. Yapilan
analizler sonucunda lokus basina diisen ortalama allel sayis1 6.667 olarak bulunmustur.
Ayrica beklenen ve gozlenen heterozigotluk degerleri lokuslar bazinda bakildigi
zaman sirasiyla 0.680 ve 0.661 olarak tespit edilmistir. AMOVA analizi sonucunda
populasyon i¢i genetik ¢esitlilik %95.88, populasyonlar arasi ise %4.12 bulunmustur.
Klonlar arasinda polimorfizm orani yiliksek ve SSR lokuslarinda allelik varyasyon
fazla olarak bulunmustur. 24 klon arasindaki genetik mesafe ortalama 0.573 olarak
hesaplanmustir.

Slovenya’da yabani Kiraza ait olan dogal 4 tohum standindaki (her stanttan en az
30 ornek) yabani kiraz ornekleri 10 SSR belirteciyle Jarni ve arkadaslari (2012)
tarafindan genotiplemis ve bu analizler sonucunda toplam genetik gesitliligin yiiksek
oldugu tespit edilmistir (He=0.704). Ayrica standlar arasinda kii¢ilk ama 6nemli
farkliliklar bulunmusgtur (Fst=0.053). D standinda genetik ¢esitliligin digerlerine gore
diisiik oldugu goriilmiis, 36 agagtan 11 farkli genotip bulunmustur. Yani D standinda
fazlasiyla vejetatif tireme tespit edilmistir. Diger standlarda ise genetik cesitliligin
daha fazla oldugu goriilmiistiir. Bu ¢alisma sonucunda; genetik gesitliligi fazla olan bir
tohum standi belirlenecekse oncelikle bitkilerin genetik ¢esitliliginin belirlenmesinin
ve biyolojilerinin hesaba katilmasinin 6nemi bildirilmistir.

Italya’daki yabani kiraz agaclarinin genetik gesitlilik seviyesini ve dagilimimi
tanimlamak i¢in Rogatis ve arkadaslar1 (2012) tarafindan 11 homojen bolgeden 278
tane yabani kiraz agaci orneklenmistir. Daha sonra bu bireyler kullanilarak 8 SSR
primeri ile genetik analizleri yapilmistir. Lokus basina diisen allel sayis1 ortalama 15.5,
gozlenen heterozigotluk degeri 0.573 ve beklenen heterozigotluk degeri 0.698 olarak
tespit edilmistir. Populasyonlar arasindaki farklilasmayi gosteren Fst degeri ise 0.046
olarak tahmin edilmistir. Populasyon yapisini test etmek i¢in yapilan genetik yapi
analizi (structure) sonucunda genetik yapr ile cografik yerlesim arasinda bir uyum

olmadig1 goriilmiistiir.
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Ispanya’da bulunan 5 populasyondan érneklenen 131 tane yabani kiraz agaci
Fernandez-Cruz ve arkadaslar1 (2014) tarafindan 9 SSR belirteci kullanilarak
genotiplenmistir. PZR analizi sonucunda en fazla Empa015 lokusunda olmak tizere
toplamda 84 allel belirlenmistir. Ayrica 131 bireyde toplam 122 multilokus genotip
tespit edilmistir. Structure analizi sonucunda populasyonlar iki kiimeye ayrilmistir. Bu
calismada belirlenen egssiz genotiplerin 1slah programlarima dahil edilmesi
Onerilmistir.

Khadivi-Khub ve arkadaslar1 (2014), 16 SSR ve 5 kloroplast DNA’sina 6zgii
SSR belirtegleriyle Iran’daki Cerasus’un yabani tiirleri ve kiiltiivarlar1 arasindaki
iligkiyi incelemislerdir. Tiir i¢i ve tiirler aras1 genetik cesitlilik incelenmis ve yiiksek
seviyede polimorfizm gozlenmistir. Cografi dagilim ve tiir i¢i genetik cesitlilik
arasinda yakin bir iligki bulunmustur. Gelecekteki 1slah ¢aligmalar1 i¢in bu dogal
populasyonlardaki yiiksek genetik g¢esitliligin korunmasi onerilmistir.

Cin’deki 3 Prunus tiiriiniin kloroplast ve mitokondriyal DNA’larina 6zgii SSR
primerleri kullanilarak Pervaiz ve arkadaslar1 (2015) tarafindan genetik ¢esitlilikleri
incelenmistir (Prunus persica, Prunus domestica, Prunus avium). Genotiplerin ¢ogu
filogenetik analiz sonuglarinda ortaya ¢iktig1 gibi genetik olarak benzer bulunmustur.
Ayrica; cpSSR ve mtSSR dendogramlari yapilmistir. Bu analizlerde mtSSR igin
CCB256 ve NADG6 primerleri; cpSSR i¢in ise ARCP511 primeri kullanilmigtir. Bu
arasgtirma ile evrim siireci boyunca Prunus tiirleri arasinda kloroplast ve mitokondriyal
genomlarinin yiiksek diizeyde koruma altinda oldugu bildirilmistir.

Yurtdisinda yabani kirazin genetigine dair bir¢cok molekiiler c¢alisma
yapilmisken, Tiirkiye’de ise yapilan molekiiler ¢alismalar (SSR, AFLP, cpSCAR)
yabani kirazin kiiltiirlenmis formu olan tatli kiraza daha ¢ok yogunlagmaktadir [Kagar
etal., 2005], [Tiirkeg et al., 2005], [Demirsoy et al., 2008], [Demir et al., 2010], [Giilen
et al., 2010], [Tiirkoglu et al., 2010], [Acunalp, 2012], [Tiiret-Sayar et al., 2012], [Oz
et al., 2013]. Yabani kirazin genetik ¢esitliligine dair ise sinirli sayida ¢alisma vardir.

Ercisli ve arkadaglar1 (2011), Coruh vadisinden elde ettikleri yabani-tath kiraz
agaclarina ait 18 kiraz genotipinin genetik varyasyonunu analiz etmek i¢in 10 SSR
primeri kullanmislar ve toplamda 46 allel bulmuslardir. Lokus basina diisen allel
sayisinin 3-7 arasinda degismekle birlikte ortalama 4.6 oldugu bildirilmistir. Bu
analizlere gore, 18 kiraz c¢esidi icin ¢izilen dendrogram incelendiginde Kkiraz
cesitlerinin 7 farkli gruba ayrildigi goriilmiistiir. Calisma sonucunda analiz edilen

yabani-tath kiraz agaglarinin yiiksek genetik ¢esitlilige sahip olduklar bildirilmistir.
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Tiirkoglu ve arkadaslart (2012), Ordu ilinden ornekledikleri 58 adet Prunus
avium, Prunus cerasus ve Prunus mahaleb tiirlerine ait bireyleri 12 SSR belirteci
kullanarak incelemislerdir. Toplam allel sayis1 108, lokus basina diisen ortalama allel
sayist ise 9 olarak bulunmustur. Gozlenen ve beklenen heterozigotluk degerleri
ortalama olarak sirayla 0.609 ve 0.720 bulunmustur. Analizler sonucunda olusturulan
dendrogram incelendigi zaman kiraz genotiplerinin ¢ok fazla dallandig1 goriilmiis ve

yine yabani kirazda genetik ¢esitliligin yiiksek oldugu bildirilmistir.

4.2. Yabani Kirazda Diger Molekiiler Belirteclerle Yapilan
Cahsmalar

Yabani kirazin genetik cesitliligini analiz etmek i¢in SSR belirteglerinin yaninda
baska belirte¢ sistemleri de kullanilmustir.

Fransa’da Tavaud ve arkadaslarmin (2001) gerceklestirdigi bir ¢alismada, 63
Fransiz kiraz kiiltiivarinin ve 165 tane yabani kiraz agacinin genetik ¢esitliligi AFLP
belirtegleri kullanilarak analiz edilmistir. UPGMA metodu ile kiimeleme analizi
yapilmig ve yabani-tath kiraz agaglari i¢in 4 kiime tespit edilmistir. Bunlardan 2°si
tamamen kiiltiivarlara, 1’inin 55 kiiltiivar ve 3 yabani kiraz agacina, 1’inin ise 1
kiiltiivar ve 162 yabani Kiraz agacina ait oldugu bildirilmistir.

PZR-RFLP teknigi kullanilarak, Mohanty ve arkadagslar1 (2001a) tarafindan bazi
tath kiraz kiiltivarlarinin ve Avrupa’nin 5 tane yaprak doken ormanindan alinan yabani
kiraz orneklerinin kloroplast DNA ¢esitliligi incelenmistir. Toplam Kkloroplast
genomunun %10.8’1 iizerinde yapilan c¢alismada, 12 haplotip ilizerinde dagilan 8
insersiyon/delesyon mutasyonu belirlenmistir. Haplotiplerden 6’s1 (1, 2, 3, 4, 5, 6)
yabani populasyonda, 8’i (2, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12) kiiltivarlarda bulunmustur. 2
haplotip (2, 6) ortak olarak gériilmiistiir. Yabani populasyonda en g¢ok goriilen
haplotipin H2 oldugu tespit edilmistir (%78) ve bu haplotipin eski kdkenli oldugunu
diistinmiislerdir. Yabani populasyonlarda toplam cpDNA ¢esitliliginin 0.40 oldugu ve
bunun da biyiikk kisminin populasyon iginde oldugu bildirilmistir (0.37).
Populasyonlar arasi genetik ¢esitliligin diisiik oldugu goériilmiistiir.

Mohanty ve arkadaglarinin (2001b) yaptiklari bagka bir ¢alismada da, Avrupa’da
bulunan 23 yabani kiraz populasyonunun kloroplast DNA’sinin genetik analizi

gerceklestirilmistir. Kloroplast DNA’sinin yaklasik olarak %9’unun analiziyle,
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cogunlukla insersiyon/delesyon ve bir nokta mutasyonu ve toplamda 16 haplotip
belirlenmistir. Bir haplotip 23 populasyonun 21’inde, 211 bireyin 161’inde tespit
edilmis ve onun eski bir koken olabilecegi diisiiniilmiistir. Yabani kiraz
populasyonlarinda cografik yapt ve haplotip filogenisi arasinda korelasyon
bulunamamistir. Yabani kirazdaki bu filocografik yapinin yoklugu hayvan, kus ve
antropogenik aktivitelerle populasyonlar aras1 uzak mesafe gen akisindan olabilecegi
distinilmistiir.

Segilen 96 tatli kiraz bireyinin kloroplast DNA ¢esitliligi Panda ve arkadaslar
(2003) tarafindan degerlendirilmis ve 23 yabani kiraz populasyonunda kloroplast
DNA ¢esitliliginin analiz edildigi dnceki bir ¢aligmanin sonucuyla [Mohanty et al.,
2001b] karsilastirilmustir. 5 evrensel primer ¢ifti ve 3 restriksiyon enzimiyle kloroplast
genomunun %9°’u analiz edilmistir. 10 polimorfik bantin yabani ve tatli kirazda ortak
olarak bulundugu tespit edilmis ve 8 polimorfik bant ise sadece yabani kirazda
bulunmustur. Yabani kirazda indel mutasyona ek bir nokta mutasyonu bulunmusken,
tath kirazda ise biitlin mutasyonlar indel olarak bulunmustur. Yabani kirazda 16
haplotip belirlenmis, kiiltivarlarda ise 3 haplotip belirlenmistir. Bu sonuglara
bakildiginda yabani kirazin cpDNA ¢esitliginin tath kirazinkinden daha yiiksek oldugu
bildirilmistir.

26



5. MATERYAL ve YONTEMLER

5.1. Materyal

5.1.1. Populasyonlarin Tanitimi ve Orneklenmesi

Tiirkiye’de yabani kiraz agacinin en ¢ok yayilis gosterdigi alanlardan olan,
Adapazar1 ve Bolu Orman Bolge Miidiirliikleri’ndeki 3 farkli populasyona ait 7 alt
populasyon (Kefken, Golciikk, Mollafenari, Diizce, Melen, Yedigdller, Abant)
belirlendi (Sekil 5.1). Bu 7 alt populasyonun her birinden 20 olmak {izere toplamda
140 agagtan yaprak ornekleri alindi. Populasyonlardan yaprak 6rnekleri alinirken;
agagclar arasinda en az 100 m mesafe olmasina ve agaglar arasinda 300 m’den fazla
yiikselti farki olmamasina dikkat edildi.

Her aga¢ numaralandirilarak yaprak ornekleri toplandi ve alinan yapraklar ayri
ayri torbalara konuldu (Sekil 5.2). Ayrica dig grup olarak segilen yabani erik agacindan
da (Prunus cerasifera) bir birey olmak {izere yaprak ornegi alindi. Daha sonra alinan
yaprak ornekleri sogutucu canta ve sogutucu buz akiileri kullanilarak en kisa siirede
Gebze Teknik Universitesi’ne getirildi ve burada -80°C’de DNA izolasyonu yapilana

kadar sakland1. Orneklenen populasyonlara ait dzellikler Tablo 5.1°de belirtilmistir.
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Sekil 5.1: Calisma kapsaminda 6rnekleme yapilan alanlar.
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Sekil 5.2: Toplanan yaprak drneklerinin ayr1 ayri etiketlenerek torbalara
konulmasinin goriintiisii.

Tablo 5.1: Toplanan yabani kiraz populasyonlarinin 6zellikleri.

No | Bolge Orijin Raki | Kuzey Dogu
Md. m

1 | Adapazan | Kocaeli-Golciik 670 |40°39'43.96" 29°41'59.59"
2 | Adapazan | Kocaeli-Kefken 150 | 41°7'59.51" 30°11'33.62"
3 | Adapazan | Kocaeli-Mollafenari | 300 | 40°58'28.87" 29°3229.88"
4 | Bolu Bolu-Abant 950 |40°39'30.50" 31°24'19.97"
5 |Bolu Bolu-Yedigoller 960 |40°47'24.03" |31°38'17.75"
6 |Bolu Diizce-Diizce 250 | 40°47'42.87" |31°15'21.42"
7 | Bolu Diizce-Melen 320 | 40°47'32.06" | 30°53'26.52"

5.1.2. Tez Calismas1 Kapsaminda Kullanilan Gerecler

Tez ¢alismasi kapsaminda DNA izolasyonu sirasinda kullanilan Kimyasallar,

enzimler ve kitler Tablo 5.2’de, cihazlar ise Tablo 5.3’te ayrintil1 olarak listelenmistir.
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Tablo 5.2: Tez kapsaminda; DNA izolasyonu, PZR reaksiyonu, agaroz jelin
hazirlanip gorlintiilenmesi, fragment analizi sirasinda kullanilan kimyasal
maddelerin isimleri, alinan firmalar ve katalog numaralari.

Kimyasal Adi Firma Adi Katalog No
Etil alkol (%96) Pro-Lab -

i-genomik bitki DNA ekstraksiyon mini kit Intron biotechnology | 17371

Hazir 5x FIREPol® Master Mix (12.5 mM Solis biodyne 04-12-00125
MgCl,)

Agaroz Sigma T6066
Trizma base Sigma S3014
Asetik asit Calbiochem 324503
EDTA Applichem A,11080,0100
Red safe dye Intron biotechnology | 21141

100 bp DNA belirtec (TrackIt™) Intron biotechnology | 32181

Jel Yiikleme boyasi Sigma 372978

A DNA-Hind I11 AppliChem A3461.1000
EX0SAP-IT PZR iiriinii temizlik kit Applied Biosystems 78201.1.ML
GeneScan 400HD ROX dye Size Standard Applied Biosystems 402985
Hi-Di Formamide Applied Biosystems 4311320

Tablo 5.3: Tez ¢alismasi kapsaminda kullanilan cihazlar.

Cihaz Adi Cihaz Modeli Firma

Hassas terazi TP3030 Denver Instrument
Otoklav HV-110L Hirayama

Etliv DIN 12880 Binder

Manyetik karistiric MR3001 Heidolph

Derin dondurucu (-20°C) GS26DN13NE Simens

Buzdolabi (4 °C) RG 1380 Indesit

Derin dondurucu (-80°C) DW-86L628AH VWR

S1v1 azot tanki ARPEGE 40 Dmc-airliquide
Havan H 100 MM Isolab

Sicak su banyosu D-77960 Julabo

Vorteks AC230 VNR International
Mikrodalga firin MWT71E Samsung
Otomatik pipet 3862243 Eppendorf Research
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Tablo 5.3: Devam.

Santrifiij

Universal 32

Hettich

Jel elektroforezi ve gii¢
kaynagi

MP300

Claver Scientific

Jel goriintiileme cihazi

Universal Hood I

BIO-RAD

Termal dongii cihaz1

PTC-200

MJ Research INC

3730xI DNA Analyzer

3730XL

Applied Biosystems

5.2. Yontem

5.2.1. Yapraklardan DNA izolasyonu

Tez kapsaminda yapilan DNA izolasyon calismasi, i-genomik Bitki DNA
Ekstraksiyon Mini Kit (intron biotechnology) ile gerceklestirildi. ilgili kit ile ilgili

DNA izolasyon protokolii asagidadir:

e Bitki parcalar1 havanda, s1v1 azot ile ezilerek toz haline getirildi.

Toz haline gelen yapraklardan 5 mg olgiilerek 1.5’luk ependorf tiipe aktarildi.
Tiip igerisine daha sonra 390ul Buffer PG (lizis tamponu), 7 pl Enhancer
Solution (baglayict gili¢lendirici tampon), 20 pl Proteinaz K, 5 pl Rnaz A
konulup, iyice karistirildi.

Karigim 65 °C’lik su banyosunda 30 dakika inkiibe edildi.

Lizat tlizerine 100 pl Buffer PPT (¢okeltme tamponu) konulup, iyice
karistirdiktan sonra 5 dakika buzda bekletildi.

Daha sonra oda sicakliginda 13000 rpm’de 5 dakika santrifiij yapildi.

Santrifiij sonrasi tliplin i¢indeki 6rnekten 200 pl iist s1v1 alinarak yeni bir 1.5’luk
ependorf tiipe aktarildi.

Alinan {ist sivinin iizerine 650 pl Buffer PB (baglama tamponu) eklendi.

850 ul’lik bu karisimdan 650 ul pipetle ¢ekilip 2 ml’lik koleksiyon tiip i¢ine
yerlestirilen spin kolona aktarildi ve 13000 rpm’de 1 dakika santrifiij yapildi.
Koleksiyon tiip i¢inde biriken s1vi dokiildiikten sonra karisimda kalan 200 pl’lik
siv1 tekrar spin kolona aktarilip 13000 rpm’de 1 dakika santrifiij yapildi. Daha

sonra koleksiyon tiiple beraber biriken siv1 atild1.
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e Kullanilan spin kolon yeni bir 2 ml’lik koleksiyon tiip igerisine yerlestirildi ve
spin kolona 700 ul Buffer PWA (yikama tamponu) eklendi. Daha sonra 13000
rpm’de 1 dakika santrifiij yapilip koleksiyon tiipte kalan sivi dokiildi ve tekrar
spin kolon ayni1 koleksiyon tiipe yerlestirildi.

e 700 ul Buffer PWB (yikama tamponu) spin kolona eklendi ve 13000 rpm’de 1
dakika santrifiij yapildi. Tiipte biriken s1v1 dokiildii. Membranin kurumasi igin
tekrar 1 dakika santrifiij yapilip kalan s1vi koleksiyon tiiple beraber atild1.

e Spin kolon yeni bir 1.5’luk ependorf tiip igerisine yerlestirildi. Uzerine 100 pl
Buffer PE (eliisyon tamponu) eklendi. Oda sicakliginda 1 dakika bekletildikten
sonra 13000 rpm’de 1 dakika santrifiij yapildi ve bdylece DNA 1.5’luk ependorf
tiip igerisine aktarilmis oldu. Elde edilen DNA -20 °C’ye kaldirild.

Tablo 5.4: I-Genomik Bitki DNA Ekstraksiyon Mini Kiti igerigi.

Igerik Tanimlama

Buffer PG Liziz tampon

Buffer PPT Coktiirme tampon

Buffer PB Baglama tampon

Buffer PWA Yikama tamponu A

Buffer PWB Yikama tamponu B

Buffer PE Eliisyon tampon

Encancer Solution Baglanmayi giiglendirici tampon
RNase A Enzim

Proteinase K Enzim

Izole edilen DNA’lar M/HindIII belirteci ile %1.5 agaroz konsantrasyonuna

sahip jel elektroforez sisteminde 80 volt altinda 30 dakika yiiriitiilerek incelendi.

5.2.2. PZR Reaksiyonlarimin Hazirlanmasi ve SSR Analizleri

SSR analizinde amplifikasyon reaksiyonu, 0.3 uM floresan isaretlenmis ileri
primer, 0.3 uM ters primer, 10-50 ng DNA kalib1 ve 5 ul hazir 5x FIREPol® Master
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Mix (Solis Biodyne) ile toplam 25 pl reaksiyon hacminde gergeklestirildi. DNA
¢ogaltimi icin Peltier Termal Dongii cihazi kullanildi.

SSR protokolii 10 isaretli primer kullanilarak gerceklestirildi. Bu primerlerden 7
tanesi yabani kiraza spesifik [Vaughan and Russell, 2004]; diger 3’ii ise baslangigta
tatli kiraza yonelik olarak dizayn edilmis [Clarke and Tobutt, 2003] ve Tablo 5.5°te

primerlere ait 6zellikler verilmistir.

Tablo 5.5: PZR reaksiyonunda kullanilan SSR primerleri.

Lokus Baz Dizisi (5 _ 37) Referans
Empas01 F:TAMRA- CAAAATCAACAAAATCTAAACC | Vaughan ve Russell, 2004
R: CAAGAATCTTCTAGCTCAAACC

Empas02 F: FAM-CTACTTCCATGATTGCCTCAC Vaughan ve Russell, 2004
R: AACATCCAGAACATCAACACAC
Empas06 F:HEX- AAGCGGAAAGCACAGGTAG Vaughan ve Russell, 2004

R:TTGCTAGCATAGAAAAGAATTGTAG
Empas10 F: TAMRA-GCTAATATCAAATCCCAGCTCTC | Vaughan ve Russell, 2004
R: TGAAGAAGTATGGCTTCTGTGG

Empasil F: FAM-ACCACTTTGAGGAACTTGGG Vaughan ve Russell, 2004
R: CTGCCTGGAAGAGCAATAAC

Empas12 F.FAM- TGTGCTAATGCCAAAAATACC Vaughan ve Russell, 2004
R: ACATGCATTTCAACCCACTC

Empasl4 F: HEX-TCCGCCATATCACAATCAAC Vaughan ve Russell, 2004
R: TTCCACACAAAAACCAATCC

Empa004 | F-TAMRA-TACGGTAGGCTTCTGCAAGG Clarke ve Tobutt, 2003
R:TTGGCAGGTTCTGTTCACAT

Empa005 F.TAMRA-TGGGTTTGAGCAATATGCAA Clarke ve Tobutt, 2003
R:CACCAATACACATGCACACG

Empa015 F.FAM-TTTTGGTCAATCTGCTGCTG Clarke ve Tobutt, 2003

R:CTCTCATCTTCCCCCTCCTC

Kullanilan primerlere gore degismekle beraber iki ¢esit PZR programi kullanildi.

DNA cogaltimi i¢in kullanilan PZR programlari:

e EmpasO0l, Empas02, Empas06, EmpaslO, Empasll, Empasl2, Empasl4

primerleri i¢in;
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- 95°C’de 15 dakika

- 94°C’de 30 sn

- Her dongiide 1°C azalarak 60°C’de 90 saniye 10 Dongt
- 72°C’de 60 saniye

- 94°C’de 30 saniye

- 48°C’de 90 saniye 25 Dongii
- 72°C’de 60 saniye

- 60°C’de 30 dakika

olarak uygulandi [Vaughan and Russell, 2004].
e Empa004, Empa005, Empa015 primerleri igin ise;

- 94 °C’del5 dakika

- 94 °C’de 30 sn

- Her dongtide 0,5°C azalarak 60 °C’de 45 sn 10 Dongti
- 72 °C’de 1 dakika

- 94 °C’de 30 sn

-55°C’de 45 sn 25 Dongii
- 72 °C’de 1 dakika

- 72 °C’de 5 dakika

olarak uygulandi [Clarke and Tobutt, 2003].

PZR sonrast elde edilen SSR reaksiyon fiirtinleri 100 bp DNA belirtegleri
kullanilarak %1.5 agaroz iceren jel lizerinde 80 wvoltta 30 dakika yiiriitiildii.
Elektroforez sonrasi SSR bantlari floresan goriintiilleme cihazinda (Biorad, Chemidoc)

incelenerek fotograflar: ¢ekildi.
5.2.3. PZR Uriinlerinin Kapiller Elektroforezi

Jel elektroforezinde yiiriitiillen SSR iirtinlerinden uygun oldugu belirlenenler
fragment analizi i¢gin BM Yazilim Danis. ve Lab. Sis. Ltd. Sti. adli sirkete gonderildi.

Fragment analizi sirasinda EXOSAP-IT PZR irini temizlik kiti kullanilarak
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saflastirma islemleri yapilmis daha sonra saflastirilan PZR {iriinleri farkli primer
setlerine gore seyreltilerek analize gonderilmistir. Analizden 6nce 6rneklere GeneScan
400HD ROX dye Size Standard ve Hi-Di formamide eklenmistir. Ornekler 3730XL
DNA Analyzer (Applied Biosystems) cihazinda 400HD size standart marker i¢in DS-
30 boya seti kullanilarak okuma yapilmistir. Okuma analizleri de Genemapper v.5
programi kullanilarak diizenlenmistir.

Okuma sonras1 gelen fragment analizi sonuglarini degerlendirmek i¢in Peak
Scanner Software v1.0 adli program kullanildi. Lokuslardaki allellerin uzunluklar
kapiller jel elektroforezi sirasinda kullanilan o6lgiit markoriine gore hesaplandi.
Primerlerin her biri floresan etiketli farkli bir boya ile isaretli oldugu i¢in lokuslara ait
bant boyutlar1 belirlenirken piklerin renkleri goz oniine alindi ve lokuslardaki piklere
bakildig1 zaman en fazla yiikseklige sahip olan pik o lokustaki allelin ait oldugu bg
uzunlugu olarak belirlendi. Eger programla allel uzunluklari arastirilan lokusta iki tane
ayni sekile sahip yiliksek pik varsa o lokus i¢in incelenen birey heterozigot, bir tane

yiiksek pik varsa o lokus i¢in incelenen birey homozigot olarak kabul edildi.

5.2.4. Genetik Analizler

Yapilan ¢alismada; allel sayisi (n), beklenen heterozigotluk (He), gozlenen
heterozigotluk (Ho), tahmin edilen sessiz allel frekansi (null allel), kayip veri orani, F
istatistigi tahminleri, populasyonlar aras1 gen akisi degerleri (Nm) ve her bir grup i¢in
Ozel allel sayilart hesaplanmistir. Daha sonra bu veriler kullanilarak populasyonlar ve
alt populasyonlar arasindaki akrabalik iligkisini gosteren genetik iliski dendrogrami
olusturulmustur. Yapilan analizler i¢in R istatistik programlama dili (3.3.2) {izerinde
calisan poppr [Kamvar et al., 2014], ape [Paradis et al., 2004], adegenet [Jombart,
2008], pegas [Paradis, 2010], PopGenReport [Adamack and Gruber, 2014], hierfstat
[Goudet, 2005], diveRsity [Keenan et al.,, 2013] populasyon genetigi analiz
kiitiiphaneleri kullanilmaistir.

Sessiz (null) alleller, genomda var olan fakat primerlerin baglanma boélgesindeki
varyasyonlar nedeniyle ya da baska bir sebepten PZR ile giivenilir bir sekilde
cogaltilamamis allellerdir. Beklenenden daha az heterozigotluga sebep olurlar ve
analiz sonucunda bulunan deger negatif ya da sifira yakinsa null allel olma olasilig

diisiik demektir. Null allel analizi; R istatistik programlama dili (3.3.2) tizerinde
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calisan PopGenReport [Adamack and Gruber, 2014] analiz kiitliphanesi ile Brookfield
tarafindan belirtilen yontem [Brookfield, 1996] kullanilarak yapilmustir.

Orneklenen bireylerde klonal g¢ogalma olup olmadigini 6grenmek igin R
istatistik programlama dili (3.3.2) lizerinde ¢alisan poppr [Kamvar et al., 2014] analiz

kiitiiphanesi kullanilmstir.

5.2.4.1. Heterozigotluk

Bir populasyondaki genetik varyasyonun en yaygin kullanilan 6lgiitlerinden biri
olan heterozigotluk derecesi, R istatistik programlama dili (3.3.2) {izerinde ¢alisan
poppr [Kamvar et al., 2014] analiz kiitiiphanesi ile gozlenen (Ho) ve beklenen (He)
heterozgotluk olmak tizere iki sekilde hesaplanmistir. Bir lokustaki heterozigot
bireylerin toplam birey sayisina olan orant o lokus ic¢in gdzlenen heterozigotlugu
vermektedir. Beklenen heterozigotluk (He, Hei) tahminleri ise allel frekansi (Pi), lokus
sayist (1), ornek genisligi (n) verileri kullanilarak yansiz olarak Nei (1978)’e gore

hesaplanmis ve bu hesaplama yapilirken asagidaki formiiller kullanilmistir:

He=Yi Hei /1 (5.1)
Hei=(2n (1-3iPi2))/(2n -1) (5.2)
V(He)=V(He:)/r (5.3)

V(Hei )=Yi( Hei-He )2/(r-1) (5.4)

5.2.4.2. Hardy-Weinberg Dengesinin (HWE) Hesaplanmasi

1908 yilinda iki bilim adami tarafindan ortaya konulan Hardy-Weinberg prensibi
temel olarak evrimsel siireglerin var olmadigi durumda bir populasyon igindeki allel
frekanslar1 toplaminin nesiller boyunca sabit kalmasini ifade eder. Bu dengeye gore
eger bir populasyon Hardy-Weinberg dengesinden uzaklasmigsa mutasyon, dogal
secilim, genetik siiriiklenme, gen akisi, genetik goc ve rastgele olmayan ¢iftlesme gibi

olaylar ger¢eklesmis demektir [Campbell et al., 2006].
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Bu calismada lokuslarin, populasyonlarin ve alt populasyonlarin Hardy-
Weinberg dengesinden anlamli bir sekilde uzaklasip uzaklasmadigini analiz etmek igin
istatistiksel onemlilik testi olan ki-kare testi kullanilmistir. Bu analiz i¢in R istatistik
programlama dili (3.3.2) iizerinde ¢alisan pegas [Paradis, 2010] analiz
kiitiiphanesinden yararlanilmistir. Genom caligsmalarinda hipotez testleri i¢in yaygin
olarak kullanilan ki-kare testi bir veri setindeki gozlenen ve beklenen frekanslar
arasindaki farkin anlamli olup olmadig1 temeline dayanir. X? testinin hesaplanmasinda

asagidaki formiil kullanilmistir [Thompson and Thompson 1986], [Liu, 1998].

_ (H, — He)z
X% = ZH—e (5.5)

5.2.4.3. F-istatistigi ve Gen Akis1 (Nm)

Akrabali yetistirilen (inbreeding) populasyonlarin genotip frekanslarinda Hardy-
Weinberg dengesinin beklenen oranlarindan homozigotlasmaya dogru bir degisim
olur. Calisilan populasyonlarda veya lokuslarda Hardy-Weinberg genetik dengesinden
ne kadar sapma oldugunu gosteren bu homozigotlagsma indeksi F istatistigi (F, fixation
index) olarak isimlendirilmektedir [Wright, 1978]. Akrabali yetistirme durumunun
belirlenmesinde kullanilan bu F istatistik modeli; Fiz, Fis ve Fst parametrelerini
kullanmakta ve aralarindaki iligki asagidaki sekilde formiile edilmektedir [Nei, 1987],
[Hartl and Clark, 2007].

1-Fit=(1-Fis).(1-Fst) (5.6)

Fis, her bir alt populasyonun igindeki heterozigotlugun Hardy-Weinberg
dengesinden sapmasini gostermekte ve -1 ile +1 arasinda degerler almaktadir. Bu
degerin negatif olmasi heterozigotluk fazlaligina, pozitif olmasi homozigotluk
fazlaligina ve sifira yakin bir deger almasi Hardy Weinberg dengesinde olduguna
isarettir. Fir degeri, tim populasyonlardaki heterozigotlugun Hardy-Weinberg
dengesinden sapmasini gostermektedir. Fst degeri ise populasyonlar ya da alt
populasyonlar arasindaki farklilagsmay1 gostermekte ve 0 ile 1 arasinda deger

almaktadir. Fst degeri 0-0.05 arasindaysa populasyonlar arasindaki genetik farklilik
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diisiik, 0.05-0.15 arasindaysa populasyonlar arasindaki genetik farklilik orta, 0.15-0.25
arasinda ise populasyonlar arasindaki genetik farklilik yiiksek ve 0.25’ten biiyiik ise
populasyonlar arasindaki genetik farklilik ¢ok yiiksek seviyededir [Hartl and Clark,
2007]. Calismada bulunan populasyonlarin ve lokuslarin F istatistikleri; R istatistik
programlama dili (3.3.2) lizerinde ¢alisan pegas [Paradis, 2010] analiz kiitiiphanesi ile
Weir ve Cockerham tarafindan belirtilen yonteme gore hesaplanmistir [Weir and
Cockerham, 1984]. Ayrica populasyonlarin birbirleri arasindaki farkliliklarini
gosteren ikili Fst degerlerini hesaplamak i¢in Nei tarafindan gelistirilen yontem
kullanilmis [Nei, 1973] ve bu hesaplama R istatistik programlama dili (3.3.2) tizerinde
calisan hierfstat [Goudet, 2005] analiz kiitliphanesi ile yapilmistir.

Bir alt populasyondaki bir bireyin baska bir alt populasyona genetik faktor olarak
katkida bulunmasi gen akis1 (Nm) ile ifade edilmekte ve bu Nm degeri her generasyon
go¢ eden bireylerin gergek sayisini vermektedir. Bu ¢alismada Nm (gen akisi) degeri
hesaplanirken Slatkin tarafindan gelistirilmis Fst metodu kullanilmistir [Slatkin,

1985].

5.2.4.4. Molekiiler Genetik Verilerinin Varyans Analizi (AMOVA)

Weir ve Cockerham (1984) ile Excoffier ve arkadaslart (1992) tarafindan
gelistirilen molekiiler varyans analizi (AMOVA) populasyon genetigi ¢alismalarinda
molekiiler bilgilerden elde edilen verileri kullanarak populasyonlar arasindaki
farklilagsmalarin ve farklilagma ile ilgili hipotezlerin tespit edilmesi amaciyla
kullanilan istatistik bir analizdir. Bu analizle toplam genetik c¢esitlilik, bilesenlerine
ayrilarak genetik ¢esitliligin her bir faktoriiniin toplam varyasyondaki pay1
belirlenmektedir. AMOVA analizi Excoffier tarafindan belirtilen yonteme uygun
olarak, 1000 permiitasyon testi ile birlikte yapilmistir [Excoffier et al., 1992]. Bu
analiz, R istatistik programlama dili (3.3.2) iizerinde ¢alisan poppr [Kamvar et al.,

2014] analiz kiitiiphanesi ile yapilmistir.

5.2.4.5. Temel Bilesenler Analizi (PCA)

Temel bilesenler analizi (PCA) populasyonlari goérsel olarak en az grup ve

eksende toplamayir amaglayan bir istatiksel analiz aracidir. Bu analiz,
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populasyonlardaki bireylere ait verileri kullanarak onlar1 tek bir nokta gibi
degerlendirerek kombinasyonlar olusturmakta ve daha sonra uygun bir ag¢1 yani
koordinat sistemi segmektedir. PCA’da uygun koordinat sistemi ararken birinci eksen
olarak verilerin en biiyiik degisiminde olan yon segilir, ikinci eksen olarak birinci
eksene dikey olan ve kalan verilerin en biiyiik degisiminde olan yon seg¢ilir. Bu sekilde
secilen en biiyiik degisim ydnlerine temel bilesenler denir [Dytham, 2003], [Ozkan,
2005]. 10 SSR primeriyle yapilan PZR analizi sonucu elde edilen allellerin frekanslar
kullanilarak bireylerin uzaysal diizlemde gruplagsmasini saglayan temel bilesenler
analizi (PCA) R istatistik programlama dili (3.3.2) iizerinde ¢alisan adegenet [Jombart,

2008] analiz kiitiiphanesine gore gerceklestirilmistir.

5.2.4.6. Genetik Yap1 Analizi (Structure)

Genetik yap1 analizi, populasyon genetigi ¢alismalarinda birbirleriyle iligkisi
olmayan belirteglerden elde edilen genotipik veriler kullanilarak populasyonlar
olusturan bireylerin benzer gruplarinin tespit edilmesi i¢in yaygin olarak kullanilan
model tabanli bir gruplama yontemidir [Pritchard et al., 2000], Evanno et al., 2005].
Model tabanli bu yontemde, K sayis1 kadar populasyon oldugu kabul edilmekte ve her
lokus igin tahmin edilen allel frekanslari kullanilarak populasyonun genetik yapisi
belirlenmektedir. Boylece birbirleriyle iliskili olan bireylerin bulunduklar
populasyonlara dogru bir sekilde atamasi yapilmaktadir [Pritchard et al., 2000],
[Rosenberg et al., 2001]. Dogru populasyon sayisini (K) tespit etmek i¢in AK temelli
istatistiksel yontem kullanilmistir. Bu yontemde AK’ya ulagsmak i¢in 6ncelikle her bir
K degerinin tekrarlama sayilarindaki ortalama olasilik [L(K)], daha sonra bu K
degerlerinin  ardistk olasililk  degerleri arasindaki ortalama fark [L'(K)]
hesaplanmaktadir. Bu ardistk L'(K) degerlerinin arasindaki fark mutlak deger
formiiliiyle hesaplandiktan sonra mutlak degerin ortalamasi, tekrarlama sayilar1 igin

hesaplanan L(K) degerinin standart sapmasina boliinmektedir [Evanno et al., 2005].

LK)=L(K) - L(K-1) (5.7)

IL"(K)| = IL'(K + 1) = L'(K)| (5.8)
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AK = m(|L"(K)])/s[L(K)] (5.9)

Bu c¢alismada genetik yapi analizi igin Structure 2.3.4 bilgisayar paket

programindan yararlanilmistir [Pritchard et al., 2010].

5.2.4.7. Filogenetik Analiz

UPGMA ile filogenetik dendrogram ¢izme yoOnteminde, lizerinde calisilan
taksonomik tiniteler arasindaki benzerlik algoritmasina dayanan bir gruplama yapilir.
Genetik benzerligi en yakin olan iki taksonomik iiniteden baslayarak en uzak genetik
benzerlik gosteren iiniteye kadar tiim gruplar1 dallarin koklerini esas alarak birlestirir
ve olusan filogenetik agacin dallar1 boyunca mutasyon hizinin sabit oldugu kabul
edilir. Filogenetik agaglar olusturulurken UPGMA (Unweighted Pair Group Method
with Arithmetic Mean) [Sokal and Michener, 1958] yontemi kullanilmis ve UPGMA
agaci, R istatistik programlama dili (3.3.2) {izerinde galisan poppr [Kamvar et al.,

2014] analiz kiitliphanesi ile ¢izilmistir.
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6. BULGULAR

6.1. DNA izolasyonlan

Arastirmada kullanilan 7 alt populasyona ait 140 tane yabani kiraz 6rneginden
ve dis grup olarak segilen 1 tane erik drneginden elde edilen DNA’larin agaroz jel
elektroforez sonrasi resimleri UV goriintiileme sisteminde incelenmistir. Sekil 6.1 ve
Sekil 6.2’de Goélciik ve Yedigoller alt populasyonlarina ait DNA goriintiileri 6rnek
olarak sunulmustur. Yabani kiraz genotiplerinin DNA bantlar1 Sekil 6.1 ve Sekil
6.2’de oldugu gibi ¢ok net goriintiilenmis, SSR yontemi ile gergeklestirilecek PZR

calismalari i¢in yeterli saflikta ve miktarda olduklar1 goriilmiistiir.

23000
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560

M 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
23000 | SRR S g e
2000 < 2 4 5
560

Sekil 6.1: Golciik alt populasyonuna ait bireylerin DNA jel goriintiisii.
(*Belirteg: A HindlIII ile kesilmis, M=Ladder.)
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Sekil 6.2: Yedigoller alt populasyonuna ait bireylerin DNA jel gériintiisii.
(*Belirteg: A HindIII ile kesilmis, M=Ladder.)

6.2. SSR Lokuslarimn PZR Reaksiyonu

7 alt populasyona ve erik drnegine ait DNA ornekleri elde edildikten sonra metot
boliimiinde bahsedildigi gibi 10 SSR lokusuyla PZR analizleri yapilmis ve PZR
sonrasi c¢alisilan lokuslarda amplifikasyon olup olmadigi agaroz jelde kontrol
edilmistir. Sekil 6.3’te Abant-9 bireyinin 10 SSR lokusuyla yapilan PZR
amplifikasyon sonucu 6rnek olarak sunulmustur. Sekil 6.3 incelendigi zaman her
lokusun Tablo 5.5’te verilen baz ¢ifti araligina uygun olarak ¢ogaldigi ve bu PZR
trlinlerinin fragment analizine gonderilmesi i¢in yeterli miktarda olduklar

belirlenmistir.
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Sekil 6.3: Abant-9 bireyine ait 10 SSR lokusuyla yapilmis PZR jel goriintiisii.
(M=Ladder, 01=Empas01, 02=Empas02, 04=Empa004, 05=Empa005, 06=Empas06,
10=Empasl10, 11=Empasll, 12=Empasl2, 14=Empasl4, 15=Empa015).

6.3. SSR Lokuslarina Ait Allel Biiyiikliiklerinin Belirlenmesi

Uygun goriilen PZR {iriinleri 3730XL DNA Analyzer (Applied Biosystems)
cihazinda elektroforez edilmistir. Her lokustaki allel biiyiikliikleri sistem dahilinde
yazilim programi (Peak Scanner Software v1.0) ile belirlenmis ve Tablo 6.1°de bant
boyutlari lokuslar bazinda verilmistir. Tablo 6.1’de de goriildigii gibi fragment analizi
sonrast Empas0l lokusunda 225-253, Empas02 lokusunda 131-146, Empa004
lokusunda 182-196, Empa005 lokusunda 239-264, Empas06 lokusunda 202-226,
Empas10 lokusunda 152-190, Empas11 lokusunda 62-110, Empas12 lokusunda 123-
153, Empas14 lokusunda 196-210 ve Empa015 lokusunda 203-245 bg araliginda yer
alan alleller tespit edilmistir. Ayrica; Sekil 6.4, Sekil 6.5, Sekil 6.6, Sekil 6.7, Sekil
6.8, Sekil 6.9, Sekil 6.10, Sekil 6.11, Sekil 6.12 ve Sekil 6.13’te sirastyla Empas01,
Empas02, Empa004, Empa005, Empas06, Empas10, Empasll, Empas12, Empasl4 ve
Empa015 lokuslarma ait segilen dort allelin goriiniisii sunulmustur. Belirtilen
sekillerde de sunuldugu gibi lokuslara ait allel profilleri kapilleri elektroforezde net bir
sekilde belirlenebilmis ve her lokusa ait homozigot ve heterozigot olan alleller tespit
edilmistir. Bu da tezin metot asamalarinda iyi optimizasyon yapildiginin gostergesi
olup, tiim lokuslardaki allel biiyiiklerinin basarili bir sekilde tespit edilmesini

saglamistir.
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Tablo 6.1: Lokuslara ait elde edilen allel biiyiikliikleri.

Lokuslar Lokuslar Bulunan Allel Biiytikliikleri (bg)
Empas01 225, 227, 231, 233, 235, 237, 241, 243, 247, 253
Empas02 131, 134, 138, 140, 142, 144, 146

Empa004 182, 184, 188, 190, 192, 194, 196

Empa005 239, 241, 245, 247, 249, 253, 255, 257, 259, 264
Empas06 202, 204, 206, 210, 212, 214, 216, 218, 220, 222, 226
Empas10 152, 156, 158, 160, 162, 164, 170, 184, 190

Empasll 62,71, 73, 75, 83, 85, 91, 95, 101, 103, 106, 110
Empas1?2 123, 137, 139, 141, 145, 147, 149, 153

Empasl14 196, 198, 200, 210

Empa015 203, 205, 211, 213, 215, 219, 221, 223, 231, 239, 241, 245
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Sekil 6.4: Empas01 lokusuna ait a) 235 b¢ uzunlugunda olan homozigot allel
goriintiisii, b) 241 bg uzunlugunda olan homozigot allel goriintiisii, ¢) 231-253 bg
uzunlugunda olan heterozigot allellerin goriintiisii.
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Sekil 6.5: Empas02 lokusuna ait a) 131-140 b¢ uzunlugunda olan heterozigot
allellerin goriintiisii, b) 144-146 b¢ uzunlugunda olan heterozigot allellerin

goruntisi.
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Sekil 6.6: Empa004 lokusuna ait a) 182-192 bg uzunlugunda olan heterozigot
allellerin goriintiisii, b) 188-190 b¢ uzunlugunda olan heterozigot allellerin

goruntisi.
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Sekil 6.7: Empa005 lokusuna ait a) 247-257 bg uzunlugunda olan heterozigot
allellerin goriintiisii, b) 247-253 b¢ uzunlugunda olan heterozigot allellerin
goriintiisii, ¢) 245 b¢ uzunlugunda olan homozigot allel goriintiisii.
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Sekil 6.8: Empas06 lokusuna ait a) 212-226 bg¢ uzunlugunda olan heterozigot
allellerin goriintiisii, b) 202-204 b¢ uzunlugunda olan heterozigot allellerin

goruntisi.
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Sekil 6.9: Empas10 lokusuna ait a) 156 b¢ uzunlugunda olan homozigot allel
goriintiisii, b) 156-162 b¢ uzunlugunda olan heterozigot allellerin goriintiisii, ¢) 158-

160 b¢ uzunlugunda olan heterozigot allellerin goriintiisii.
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Sekil 6.10: Empas11 lokusuna ait a) 62-73 b¢ uzunlugunda olan heterozigot
allellerin goriintiisii, b) 62-83 b¢ uzunlugunda olan heterozigot allellerin goriintiisii,

C) 73-95 b¢ uzunlugunda olan heterozigot allellerin goriintiisii.
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Sekil 6.11: Empas12 lokusuna ait a) 123 b¢ uzunlugunda olan homozigot allel
gorlintiisii, b) 145-153 bg uzunlugunda olan heterozigot allellerin goriintiisi, c) 145-
147 b¢ uzunlugunda olan heterozigot allellerin goriintiisii.
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Sekil 6.12: Empas14 lokusuna ait a) 200-210 bg¢ uzunlugunda olan heterozigot
allellerin goriintiisii, b) 196-198 b¢ uzunlugunda olan heterozigot allellerin
goruntusu.
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Sekil 6.13: Empa015 lokusuna ait a) 203-221 bg¢ uzunlugunda olan heterozigot
allellerin goriintiisii, b) 203-231 bg uzunlugunda olan heterozigot allellerin
goriintiisi, €) 219 b¢ uzunlugunda olan homozigot allel goriintiisii.

6.4. Genetik Analizler

6.4.1. Populasyonlardaki Kayip Veri Yiizdeleri ve Klon Durumu

Calisilan 10 SSR lokusuyla yapilan analiz sonucu elde edilen verilere gore
oncelikle 7 yabani kiraz alt populasyonu ve dis grup olarak secilen erik 6rneginde
kayip veri olup olmadigina bakilmistir. Sekil 6.14'te, dis grup ve her alt populasyonun
lokuslardaki belirlenen kayip veri yiizdeleri gosterilmistir. Bu sonuglara gore, sadece
Melen alt populasyonunun 2. bireyinin Empasl0 lokusunda ve dis grup olarak
sectigimiz erik Orneginin Empa005, Empasl0, Empa0l15 lokuslarinda kayip veri
oldugu tespit edilmistir.
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Sekil 6.14: Dis grup ve yabani kiraz alt populasyonlariin lokuslarda
belirlenen kayip veri yiizdeleri.

Ayrica; 6rneklenen bireylerde yapilan SSR analizleri sonucunda klon veriye
rastlanilmamistir.  Bu durum materyal-metod kisminda anlatilan agaglarin
orneklenmesi kisminin (agacglar arasinda en az 100 metre mesafe olmasi) dogru

yapildigin1 gostermektedir.

6.4.2. Lokuslara Ait Genetik Parametrelerin incelenmesi

140 bireyin her bir SSR lokusundaki analizleri sonucu, lokuslardaki genetik
parametreler; allel sayilari, beklenen-gozlenen heterozigotluk oranlari, sessiz (null)

allel frekanslari, Nm, Fit, Fis ve Fst degerleri Tablo 6.2°de sunulmustur.
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Tablo 6.2: Lokuslar bazinda hesaplanan genetik parametreler.

Allel | Ho He Fiut Fst Fis Nm | Null Allel
sayi1s1
Empas01 10 0.75 | 0.769 | 0.032 | 0.029 | 0.003 | 8.373 0.012
Empas02 7 0.821 | 0.778 | -0.049 | 0.02 | -0.07 | 12.56 -0.027
Empa004 7 10.793 | 0.784 | -0.003 | 0.034 | -0.038 | 7.185 -0.005
Empa005 10 |0.793 | 0.774 | -0.015 | 0.043 | -0.06 | 5.55 -0.012
Empas06 | 11 |0.864 | 0.832 | -0.03 | 0.041 | -0.074 | 5.825 -0.019
Empas10 9 |0.647 | 0.694 | 0.078 | 0.032 | 0.047 | 7.545 0.035
Empasl1 12 | 0.679| 0.7 0.04 | 0.048 | -0.008 | 4.942 0.015
Empas1?2 8 0.65 | 0.762 | 0.157 | 0.057 | 0.106 | 4.136 0.079
Empas14 4 10.421|0.458 | 0.091 | 0.062 | 0.032 | 3.808 0.042
Empa015 12 [ 0.714 | 0.778 | 0.091 | 0.045 | 0.048 | 5.284 0.043
Ortalama 9 |0.713|0.733 | 0.039 | 0.041 | -0.001 | 6.521 0.016

Hesaplanan genetik parametreler incelendiginde, genetik varyasyonun bir
gostergesi olan lokus basina diisen allel sayisi ortalama olarak 9 bulunmus ve allel
sayist en fazla olan lokuslar Empa015 (12) ve Empasll (12), en az olan lokus ise
Empasl4 (4) oldugu belirlenmistir. Ortalama gézlenen ve beklenen heterozigotluk
degerleri sirastyla 0.713 ve 0.733 bulunurken, lokuslar itibari ile deger araliklari Ho
igin; 0.421-0.864, He i¢in; 0.458-0.832 olarak tespit edilmistir.

Nei (1978)’nin beklenen ve gozlenen heterozigotluk degerlerinden
yararlanilarak Weir ve Cockerham (1984)’a gore hesaplanan Fis degeri her bir lokus
icinde, Fit degeri lokuslarin tiimiinde Hardy-Weinberg dengesinden sapmanin
derecesini vermektedir. Fis degeri lokuslar bazinda ortalama -0.001 olarak bulunmus,
-0.074 ile 0.106 arasinda degismistir. Fit degeri ise ortalama olarak 0.039 olarak
bulunmus, lokuslara bakildiginda -0.049 ile 0.157 arasinda degistigi goriilmiistiir.
Hesaplanan bu sonuglara gore en fazla Fis (0.106) ve Fit (0.157) degerlerinin Empas12
lokusunda oldugu tespit edilmistir. Bu degerler bu lokusta homozigot fazlaligina isaret
etmektedir. En diisiik Fis degerinin Empas06 (-0.074) ve Empas02 (-0.07), en diisiik
Fit degerinin ise yine Empas06 (-0.03) ve Empas02 (-0.049) lokuslarinda oldugu tespit

edilmistir. Bu degerler de bu lokuslardaki heterozigot fazlaligina isaret etmektedir.
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Fakat lokuslar genel olarak Fis ve Fit degerleri bakimindan sifira yakin degerler almis

ve lokuslarin Hardy-Weinberg dengesinde oldugu goriilmiistiir.

Populasyonlar arasindaki genetik farklilasmay1 gosteren Fst degeri lokuslar

bazinda bakildig1 zaman ortalama olarak 0.041 olarak bulunmus ve bu deger 0.05’in

altinda oldugu i¢in populasyonlar arasi genetik farklilagsmanin ihmal edilebilir diizeyde

oldugu goriilmiistiir. Fst degerleri dikkate alinarak hesaplanan Nm degerine lokuslar

bazinda bakildig1 zaman ortalama olarak 6.521 olarak bulunmus ve bu deger her bir

kusakta yaklasik olarak 7 bireyin gdg ettigini gdstermektedir.

Sessiz (null) allel frekansina baktigimizda ise degerlerin -0.027 ile 0.079

arasinda oldugu goriilmiis ve bu degerlerin negatif veya sifira yakin pozitif degerler

almasi1 null allel varlig1 olasiligini diistirmiistir.

6.4.3. Hardy-Weinberg Dengesi (HWE)

Lokuslar bazinda ki-kare testinin hesaplanan degerleri Tablo 6.3’te verilmistir.

Hesaplanan degerlere bakildigi zaman Empas11 lokusu hari¢ diger lokuslarin Hardy-

Weinberg dengesinde oldugu gorilmistiir. Empasl1 lokusu ise Hardy-Weinberg

dengesinden anlamli bir sekilde uzaklagsmistir (p<0.05).

Tablo 6.3: Lokuslarin HWE Dengesi (p<0.05).

Lokus Ki-kare Serbestlik derecesi P
Empas01 26.85 45 0.99
Empas02 22.54 21 0.37
Empa004 24.25 21 0.28
Empa005 53.9 45 0.17
Empas06 70.88 55 0.07
Empas10 28.18 36 0.82
Empasll 219.2 66 0
Empas12 31.43 28 0.3
Empasl4 411 6 0.66
Empa015 47.52 66 0.96
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Populasyonlarin ve alt populasyonlarin hangi lokuslar bakimindan Hardy-
Weinberg dengesinden uzaklastigi sirastyla Sekil — 6.15°te ve  Sekil  6.16’da
gosterilmistir. Populasyonlar bazinda baktigimizda Empas11 lokusu Kocaeli ve Diizce
populasyonlarinda HWE dengesinden anlamli bir sekilde uzaklasmis ve diger biitiin
lokuslarin HWE dengesinde oldugu tespit edilmistir. Alt populasyonlar bazinda
baktigimizda ise Kefken ve Mollafenari alt populasyonlarinin biitiin lokuslar
bakimindan HWE dengesinde oldugu tespit edilmistir. Diizce ve Golciik alt
populasyonlarinda Empasll lokusunun, Melen alt populasyonunda Empasl4
lokusunun, Yedigoller alt populasyonunda Empas02 lokusunun, Abant alt
populasyonun da ise Empas01 ve Empas06 lokuslarinin HWE dengesinden anlamli bir
sekilde uzaklastigi goriilmiistir. 10 SSR lokusuyla yapilan analiz sonuglarina
baktigimizda yabani kiraz bireylerinin populasyonlar ve alt populasyonlar bazinda

genel olarak HWE dengesinde oldugu goriilmiistiir.
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Sekil 6.15: Populasyonlar bazinda lokuslara ait HWE dengesi (p<0.05).
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Sekil 6.16: Alt populasyonlar bazinda lokuslara ait HWE dengesi (p<0.05).

6.4.4. Populasyonlara ve Alt Populasyonlara Ait Genetik
Parametrelerin incelenmesi

Yabani kiraza ait 140 bireyin 10 SSR lokusundaki analizleri sonucu, dncelikle
populasyonlar ve daha sonra alt populasyonlar bazinda hesaplanan genetik
parametreler; ortalama allel sayilari, private (6zel) allel sayilari, beklenen-g6zlenen

heterozigotluk oranlari, Fis degerleri sirasiyla Tablo 6.4 ve Tablo 6.5’te sunulmustur.

Tablo 6.4: Populasyonlar i¢inde gozlenen genetik cesitlilik degerleri.

Populasyon | Ornek Ortalama | Ozgiin Ho He Fis
sayi1sl allel sayis1 | allel say1s1

Kocaeli 60 9 12 0.7 0.73 -0.05

Diizce 40 9 4 0.72 0.73 -0.05

Bolu 40 9 9 0.73 0.7 -0.06

Ortalama 46.67 9 8.33 0.72 0.72 -0.05

53



Populasyonlar bazinda genetik ¢esitlilik parametreleri incelendiginde 3
populasyon i¢in de ortalama allel sayist 9 olarak belirlenmistir. Bu populasyonlardan
Kocaeli populasyonunda 12, Diizce populasyonunda 4 ve Bolu populasyonunda ise 9
adet populasyona 6zgiin allele rastlanmistir. Populasyonlarin gézlenen (0.70-0.73) ve
beklenen (0.70-0.73) heterozigotluk degerlerinin birbirlerine yakin oldugu tespit
edilmistir. Populasyonlarin Fis degerlerine baktigimizda ise 3 populasyon da negatif
deger almig, ortalama Fis degeri -0.05 olarak bulunmustur. Bu degerlerin negatif

olmasi heterozigotluk fazlaligina isarettir.

Tablo 6.5: Alt populasyonlar iginde gozlenen genetik ¢esitlilik degerleri.

Alt popiilasyon Ornek Ortalama | Ozgiin Ho |He |Fis
Sayist allel sayis1 | allel sayis1

Kocaeli-Golciik 20 9 4 0.72 | 0.74 | -0.08
Kocaeli-Kefken 20 9 6 0.68 | 0.73 | -0.03
Kocaeli-Mollafenari | 20 9 0 0.71 | 0.67 |-0.07
Diizce-Diizce 20 9 1 0.74 | 0.73 | -0.06
Diizce-Melen 20 9 3 0.69 | 0.72 | -0.04
Bolu-Abant 20 9 5 0.72 | 0.68 |-0.05
Bolu-Yedigoller 20 9 4 0.73 | 0.7 |-0.07
Ortalama 20 9 3.29 0.71 |0.71 | -0.06

Alt populasyonlar bazinda genetik ¢esitlilik parametreleri incelendiginde 7 alt
populasyon i¢in de ortalama allel sayist 9 olarak belirlenmistir. Bu alt
populasyonlardan en fazla 6zgiin allel sayis1 Kefken (6), en az Mollafenari (0) alt
populasyonunda tespit edilmistir. Ortalama gozlenen (Ho) ve beklenen (He)
heterozigotluk degerleri incelendiginde, bu degerlerin esit (0.71) oldugu goriilmiistiir.
Alt populasyonlar itibari ile deger araliklar1 Ho igin; 0.68-0.74, He igin; 0.67-0.74
oldugu tespit edilmistir. Alt populasyonlarin Fis degerlerine baktigimizda ise 7 alt
populasyon da negatif deger almis, ortalama Fis degeri -0.06 olarak bulunmustur. Bu

degerlerin negatif olmasi alt populasyonlarda heterozigotluk fazlaligina isarettir.
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6.4.5. Alt Populasyonlardaki Farklilasmanin incelenmesi

Nei (1973)’ye gore hesaplanan ve alt populasyonlarin birbirinden ne kadar
farklilagtigim1 gosteren ikili Fst degerleri Sekil 6.17°de gosterilmistir. Hesaplanan
sonuclara gore Fst degerlerinin 0.02-0.05 arasinda degistigi goriilmiistiir. FSt’nin bu
degerler arasinda olmasi alt populasyonlar arasinda diisiikk farklilasma oldugunu
gostermektedir. En fazla farklilasmanin Mollafenari alt populasyonu ile Abant ve

Yedigoller alt populasyonlart arasinda oldugu goriilmiistiir.
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Sekil 6.17: Alt-populasyonlarda gézlenen ikili Fst degerleri.

6.4.6. Alt Populasyonlardaki Gen Akis1 (Nm)

Nm degeri Fst degerine bagh olarak hesaplanmis ve en az gog eden birey
sayisinin Mollafenari-Yedigoller alt populasyonlar: arasinda (4.95), en fazla gog¢ eden
birey sayisinin Diizce-Yedigoller alt populasyonlar arasinda (12.76) oldugu tespit
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edilmistir (Sekil 6.18). Bu sonuglara gore her generasyon yaklasik olarak en az 5, en
fazla 13 yabani kiraz bireyi alt populasyonlar arasinda gog etmis ve alt populasyonlarin

birbirlerine benzer olmasina katki saglamistir.

Kocaeli_Mollafenari-|(4.97]|(4.95] (576 ]| [5.49] | [6.7] |[ 7.13

Kocaeli_Kefken -|[ 6.79 ]|{ 6.27 || 8.22 ||| 8.28 J| 8.09 | 7.3
Nm
§ Kocaeli_Golcuk - || 6.14 6.84 8.09 y
o
®
E_ Duzce_Melen - [8.25] [5.49] 9
Q
gl Duzce Duzce - 5.76 7
5

Bolu_Yedigoller -

Bolu_Abant -

Alt-populasyon

Sekil 6.18: Alt populasyonlar arasinda goriilen gen akis (Nm) orani.

6.4.7. Molekiiler Varyans Analizi (AMOVA)

AMOVA analizi ile toplam genetik farklilagsma degeri bilesenlerine goére ayr ayri
hesaplanmistir. Tablo 6.6°da verilen AMOVA sonuglarina gore, populasyonlarin birbiri
arasindaki genetik farklilik %1.098, populasyonlardaki alt populasyonlar arasindaki
genetik farklilik %3.169, alt populasyonlardaki bireyler arasindaki genetik farklilik
%0 (-0.4659) ve toplam bireyler arasindaki genetik farklilik %96.2 olarak
bulunmustur. Bu farkliliklarin anlamli olup olmadigi 1000 permiitasyon ile

tekrarlanarak test edilmis ve istatistiksel olarak sadece alt populasyonlarin birbirleri
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arasindaki genetik farklilik degeri ve toplam bireylerin birbirleri arasindaki genetik
farklilik degeri anlamli bulunmustur (p<0.05). Bu sonuglara gore asil genetik

farklilasmanin populasyonlar iginde oldugu goriilmiistiir.

Tablo 6.6: AMOVA analizi sonucu elde edilen genetik ¢esitlilik yiizdeleri.

Varyasyon SD | Kareler | Kareler Phi P %VARYANS
kaynagi toplam1 | ortalamasi

Populasyonlar 2 23.89 | 11.95 0.01098 | 0.069 | 1.098
arasinda

Populasyonlardaki | 4 3291 |8.227 0.03204 | 0.0009 | 3.169

alt populasyonlar

arasinda

Alt 133 | 469.5 | 3.53 -0.0049 | 0.611 | -0.4659

populasyonlardaki
bireyler arasinda

Toplam  bireyler | 140 | 499.1 | 3.565 0.038 0.0199 | 96.2

arasinda

6.4.8. Temel Bilesenler Analizi (PCA)

Yabani kiraz alt populasyonlarini ve dig grup olarak segilen erik 6rnegini uzaysal
diizlemde gruplayan PCA analizi sonucuna ait grafik Sekil 6.19°da gosterilmistir. PCA
grafigi incelendiginde dis grup olarak segilen erik 6rneginin yabani kiraz bireylerinden
ayri gruplandigr goriilmiistiir. 1. grupta yabani kiraz alt populasyonlari, 2. grupta ise
dis grup olarak segilen erik drneginin oldugu tespit edilmistir.

Yabani kiraz bireylerini dig grup olmadan populasyonlar bazinda uzaysal
diizlemde gruplayan PCA analizi sonucuna ait grafik ise Sekil 6.20’de gosterilmistir.
PCA analizi sonucuna baktigimizda Bolu, Diizce ve Kocaeli populasyonlarinin 3 gruba
ayrildig1 ama yine de birbirlerinden ¢ok uzakta gruplanmadig1 goriilmiistiir.

Yabani kiraz bireylerini dig grup olmadan alt populasyonlar bazinda uzaysal
diizlemde gruplayan PCA analizi sonucuna ait grafik ise Sekil 6.21°de gosterilmistir.
PCA analizi sonucuna baktigimizda 7 alt populasyondan Abant, Yedigoller, Melen ve

Diizce alt populasyonlari bir arada gruplanmistir. Kocaeli’ye ait alt populasyonlardan
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Ketken ve Golciik alt populasyonlarinin da bu 4 alt populasyona yakin gruplandigi
goriilmiis fakat Mollafenari alt populasyonu Kefken ve Golciik alt populasyonlarina
daha yakin olsa da biitiin alt populasyonlardan biraz daha uzakta gruplandig: tespit

edilmistir.

+ Bolu_Abant

* Bolu_Yedigoller
Duzce_Duzce
Duzce_Melen
Kocaeli_Golcuk
Kocaeli_Kefken
Kocaeli_Mollafenari

* Disgrup_Erik

DA eigenvalues

PCA eigenvalues
]

Sekil 6.19: PCA analizi sonucu dis grup olan erik ve yabani Kiraz alt
populasyonlarindan elde edilen gruplar.
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Sekil 6.20: Yabani kiraz populasyonlarinda PCA analizi sonucu elde edilen gruplar.
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Sekil 6.21: Yabani kiraz alt populasyonlarinda PCA analizi sonucu
elde edilen gruplar.
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6.4.9.

Genetik Yap1 Analizi (Structure)

Genetik yap1 analizinden yararlanilarak, yabani kiraza ait bireyler ait olduklari

alt populasyonlara gore tanimlanip ¢aligilan populasyonlar kdkenlerine uygun olarak

smiflandirilmis ve temelde kag gruba ayrildiklar: belirlenmistir (Sekil 6.22). Evanno

ve arkadaslar1 (2005) tarafindan onerilen yonteme gore yapilan denemeler sonucunda

populasyonlardaki bireyleri ve populasyonlari en iyi aywran K degeri 2 olarak

belirlenmistir.

Delta K

Deltak = mean(|L"(K}|) / sd(L{K))

.
7

10F

Sekil 6.22: 140 yabani kiraz bireyinin ayrildig1 ideal populasyon
yapi sayisini (DeltaK) gdsteren grafik.
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Sekil 6.23: 10 SSR lokusuna ait genetik verilerle yapilan structure analizi sonucunda
7 alt populasyonun gruplandirilmasini gosteren sema (K degeri 2-7 arasinda).
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Yapilan genetik yap1 analizi sonucunda K degerinin en fazla pik yaptigi nokta
olan K=2’deki populasyon yapisina baktigimiz zaman; Diizce ve Bolu
populasyonlarinin birbirlerine benzedikleri fakat Kocaeli populasyonlarinin 6zellikle
de Mollafenari ve Golciik alt populasyonlarmin onlardan biraz daha farklilastigi
goriilmiis ve bu gruplasmayr gosteren sema Sekil 6.23’te sunulmustur. 2 ve 7
arasindaki K degerlerini incelendiginde, K degeri arttikca Mollafenari alt

populasyonunun diger populasyonlardan daha da farklilastigi goriilmiistiir.

6.4.10. Filogenetik Analiz

Yabani kiraz bireyleri ve alt populasyonlar arasindaki genetik iligkiyi tahmin
etmek i¢in Nei (1978)’nin genetik mesafe degerleri hesaplanmis ve bu genetik mesafe
degerleri kullanilarak “"UPGMA”’ metoduyla dendrogramlar olusturulmustur.
Dendrogramlar 1000 farkli permiitasyonla olusturulmus ve agaglar {izerinde belirtilen
tekrar kiimeleme degerleri o Orneklerin yiizde ka¢ oraninda gruplandiklarini
gostermektedir. Bu yiizde oran ne kadar biiyiikse aga¢ o kadar giivenilir demektir.

Yabani kiraz bireylerini bulunduklar1 alt populasyonlara dahil etmeden
birbirleriyle ve dis grup olan erik 6rnegiyle olan genetik iligkisini gosteren dendrogram
(Sekil 6.24) incelendiginde 140 yabani kiraz bireyinin dis grup olan erik érneginden
ayrt gruplandigr goriilmiistiir. Populasyonlar ve alt populasyonlar arasi farklilasma
degerlerinin diisiik olmasindan dolay1 birinci grupta yer alan yabani kiraz bireylerinin

birbirleriyle i¢ ige gecmis sekilde gruplandigi belirlenmistir.
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Sekil 6.24: UPGMA yontemi kullanilarak elde edilen dis grup olan erik ve yabani
kiraz bireylerine ait filogenetik dendrogram.

Alt populasyonlarin birbirleri ve dig grup olarak se¢ilen erik 6rnegi ile arasindaki
genetik iliskiyi gosteren dendrogram (Sekil 6.25) incelendiginde temel olarak iki ana
dal olusmustur. Yabani kiraz alt populasyonlar1 birinci ana dali, dis grup olarak segilen

erik Ornegi ise ikinci ana dali olusturmus ve bu iki grup %100 oraninda ayri
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gruplanmistir. Yabani kiraz alt populasyonlari da kendi iglerinde Kocaeli populasyonu
bir grupta, Diizce ve Bolu populasyonlart diger grupta olacak sekilde %100 oraninda
ayr1 gruplanmistir. Birinci grupta yer alan Kocaeli populasyonu incelendigi zaman
Kefken ve Mollafenari alt populasyonlar1 birinci dalda gruplanmis, Golciik alt
populasyonu ise ikinci dalda gruplanmistir. Diizce ve Bolu populasyonlarina ait alt
populasyonlar incelendigi zaman ise birinci dalda Melen ve Abant alt
populasyonlarinin, ikinci dalda ise Diizce ve Yedigoller alt populasyonlarinin bir arada
gruplandig: goriilmiistiir. Alt populasyonlar genel olarak cografik yerlesimine uygun

olarak gruplanmistir.
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Sekil 6.25: UPGMA yontemi kullanilarak elde edilen yabani kiraz alt
populasyonlarina ait filogenetik dendrogram.
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7. TARTISMA

7.1. Cahsilan Populasyonlardaki ve Lokuslardaki Allelik
Cesitlilik Sonu¢larimin Degerlendirilmesi

Tez calismasinda, yabani kiraza yonelik gelistirilen Empas01, Empas02,
Empas06, Empas10, Empasll, Empasl2, Empasl4 [Vaughan and Russell, 2004] ve
tath kiraza yonelik gelistirilen Empa004, Empa005, Empa015 [Clarke and Tobuitt,
2003] SSR primerleri 140 yabani kiraz genotipinin ve dis grup olarak secilen erik
orneginin molekiiler tanimlanmasinda kullanilmigtir. 10 SSR lokusu kullanilarak 140
genotipte toplam allel sayis1 90, ortalama allel sayis1 ise 9 olarak bulunmus ve en
yiiksek allel sayis1 Empa015 (12) ve Empas11 (12) lokuslarinda, en az allel sayisi ise
Empas14 (4) lokusunda tespit edilmistir.

Literatiirde yapilan calismalara bakildig1 zaman bazi ¢aligmalarda lokus bagina
diisen ortalama allel sayis1 3.27-6.6 arasinda degerler aldig1 goriilmiis [Schueler et al.,
2003], [Avramidou et al., 2010], [Ercisli et al., 2011], [Tanceva-Crmaric et al., 2011]
ve bu tez kapsaminda elde edilen sonucun daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. Bu
calismalar disinda Ingiltere’de 551 yabani kiraz agacinin 13 SSR primeriyle yapilan
molekiiler analizi sonucunda, toplamda 116 allel belirlenmis ve lokus basina diisen
allel sayis1 8.77 olarak bulunmustur [Vaughan et al., 2007]. Yunanistan’da bulunan 93
yabani kiraz bireyinde 11 SSR lokusu kullanilarak yapilan baska bir ¢aligmanin
genetik analizi sonucunda lokus basina diisen ortalama allel sayist 12.7 olarak
bulunmustur [Ganopoulos et al., 2011]. Slovenya’daki 131 yabani kiraz bireyinin 10
SSR belirteciyle genotiplenmesi sonucunda toplamda 71 allel bulunmustur. Ortalama
allel sayis1 7.1 olarak belirlenmistir. En fazla allel sayisinin Empa015 (13), en az allel
sayisinin ise Empas14 (3) lokusunda oldugu goriilmistiir [Jarni et al., 2012]. 8 SSR
primeriyle Italya’daki 11 yabani kiraz populasyonuna ait 278 yabani kiraz bireyi analiz
edilmis ve lokus basina diisen allel sayisi ortalama 15.5 olarak bulunmus, toplamda
124 allel tespit edilmistir [Rogatis et al., 2012]. Tiirkiye’de Ordu ilinden toplanan
Prunus avium, Prunus cerasus ve Prunus mahaleb tiirlerinin 12 SSR primeriyle
yapilan genetik analizi sonucu toplam allel sayis1 108 ve lokus bagina diisen ortalama
allel sayis1 9 olarak bulunmustur [Tiirkoglu et al., 2012]. Ispanya’da 131 yabani kiraz

bireyi kullanilarak 9 SSR primeriyle yapilan bir genetik analiz ¢calismasinda da toplam
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allel sayis1 84 ve ortalama allel sayis1 9 olarak bulunmustur. En fazla allel sayisi
Empa015 (17) lokusunda en az allel sayisi ise Empas14 (4) lokusunda tespit edilmistir
[Fernandez-Cruz et al., 2014]. Bu ¢alismalara bakildig1 zaman genel olarak bizim
sonuclarimizla ortiismektedir. Bu ¢alismalardan bazilarinda ise lokus basina diisen
ortalama allel sayisinin fazla oldugu goriilmekte, bu durumun da c¢aligmalarda
orneklenen populasyonlar aras1 mesafenin (yaklasik olarak en uzak mesafe 400 km)
bizim ¢alismamizda kullandigimiz populasyonlara (yaklasik olarak en uzak mesafe

200 km) gore daha fazla olmasindan kaynaklandig diistiniilmektedir.
7.2. Heterozigotluk Analizi

Lokuslar bazinda ortalama gdzlenen ve beklenen heterozigotluk degerleri
strastyla 0.713 ve 0.733 bulunurken, lokuslar itibari ile deger araliklar1 gozlenen
heterozigotluk igin; 0.421-0.864, beklenen heterozigotluk igin; 0.458-0.832 olarak
tespit edilmistir. Alt populasyonlar bazinda ortalama gozlenen (Ho) ve beklenen (He)
heterozigotluk degerleri incelendiginde ise, bu degerlerin esit (0.71) oldugu
goriilmiistiir. Alt populasyonlar itibari ile deger araliklar1 gozlenen heterozigotluk
degeri i¢in; 0.68-0.74, beklenen heterozigotluk degeri icin; 0.67-0.74 oldugu tespit
edilmistir. Bu heterozigotluk degerleri dikkate alindiginda incelenen populasyonlarda
ve alt populasyonlarda genetik varyasyonun yiiksek oldugu goriilmektedir.

Bolu, Diizce ve Kocaeli populasyonlarindaki yabani kiraz bireylerinin beklenen
ve gozlenen heterozigotluk degerleri farkli calismalardaki beklenen ve godzlenen
heterozigotluk degerleriyle benzer [Vaughan et al., 2007], [Ganopoulos et al., 2011]
[Tirkoglu et al., 2012] olsa da bu degerlerin yabani kiraz ile ilgili yapilan bazi
caligmalardan [Schueler et al., 2003], [Vaughan and Russell 2004], [Avramidou et al.,
2010], [Tanceva-Crmaric et al., 2011], [Jarni et al., 2012], [Rogatis et al., 2012] daha
yiiksek oldugu belirlenmistir. Bu degerler literatiirde bulunan onceki ¢alismalarda
sirastyla He i¢in 0.472-0.698 ve Ho i¢in 0.399-0.740 arasinda bulunmustur.

7.3. F Istatistikleri ve Hardy-Weinberg Dengesi

Yabani kiraz bireylerinin lokuslar bazinda hesaplanan Fit degeri 0.039, Fis

degeri ise -0.001 olarak bulunmustur. Ayrica Ki-kare testiyle lokuslarin Hardy-
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Weinberg dengesinden uzaklasip uzaklasmadigi incelenmis ve hesaplanan degerlere
bakildiginda Empas11 lokusu hari¢ diger lokuslarin Hardy-Weinberg dengesinde
oldugu goriilmiistiir. Alt populasyonlar bazinda baktigimizda ise Sekil 6.16°da
goriildiigii gibi bazi alt popiilasyonlarin bir ya da iki lokus bakimindan Hardy-
Weinberg dengesinden anlamli bir sekilde uzaklastigi tespit edilmistir. Ozellikle
Empasl1 lokusunda goriilen HWE dengesinden sapmadan dolayr sessiz allel
varligindan siiphelenilmis ve lokuslar igin sessiz (null) allel analizi yapilmistir.
Lokuslarin sessiz allel degeri -0.027 ile 0.079 arasinda tahmin edilmistir. Tahmin
edilen bu deger iist sinir olarak kabul edilen 0.19 degerinin [Chapuis et al., 2008]
altinda oldugu i¢in lokuslarimizda null allel tespit edilmemistir. Bu deger PZR
analizinin giivenilir bir sekilde yapildigini gostermektedir.

Yabani kiraz bireylerinin populasyonlar bazinda ve alt populasyonlar bazinda
hesaplanan Fis degerlerine baktigimizda ortalama olarak sirastyla -0.05 ve -0.06 olarak
bulunmustur. Akrabalar arasi déllenme derecesini saptamak i¢in hesaplanan Fis degeri
+1 ile -1 arasinda degerler almakta ve negatif deger almasi heterozigot fazlaligina
isarettir. Bu ¢alisma sonucunda tahmin edilen Fis degerinin sifirdan farkli ve negatif
bir deger aldig1 tespit edilmis ve bu da Ornekledigimiz yabani kiraz
populasyonlarindaki bireylerin benzer genotipler arasi degil farkli genotipler arasi
dollenme yaptiklarina isarettir. Literatiirde bulunan ¢alismalarla karsilastirildig
zaman bazi c¢aligmalarda bizim buldugumuz Fis degerine yakin negatif degerler
bulundugu bildirilmistir [Frascaria et al., 1993], [Vaughan et al., 2007], [Guarino et
al., 2009]. Fakat yabani kirazin genetik yapisini anlamaya yonelik yapilan ¢ogu
calisgmada Fis degerinin 0.001-0.185 arasinda sifirdan biiyiik degerler aldigi
goriilmiistiir [Avramidou et al., 2010], [Ganopoulos et al., 2011], [Jarni et al., 2012],
[Rogatis et al., 2012].

Populasyonlar arasindaki genetik farklilasmayi gosteren Fst degeri 0 ile +1
arasinda degerler almakta ve bu deger 0.05 ve bu degerin altindaysa genetik
farklilasma ihmal edilebilir diizeydedir [Hartl and Clark, 2007]. Yabani kiraza ait
ornekledigimiz alt populasyonlarin Fst degeri 0.02-0.05 arasinda bulunmustur.
Hesaplanan Fst degerine gore de alt populasyonlar bazindaki en fazla farklilasma 0.05
degeri ile Mollafenari alt populasyonu ile Abant ve Yedigdller alt populasyonlari
arasinda oldugu gorilmistiir. Fakat Fst degeri 0.05 ve altinda oldugu igin alt
populasyonlar arasindaki farklilagmanin ihmal edilebilir diizeyde oldugu

gorilmektedir. Eski caligmalara baktigimiz zaman bu diisiik farklilagsma degeri diger
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caligmalarda da tespit edilmistir [Frascaria et al., 1993], [Tanceva-Crmaric et al.,
2011], [Jarni et al., 2012], [Rogatis et al., 2012]. Ganopoulos ve arkadaslarinin (2011)
yaptiklar ¢alismada ise Ornekledikleri yabani kiraz populasyonlarinin arasindaki
farklilasma degerinin 0.097 olarak ortalama diizeyde bir farklilasmaya sahip oldugunu
bildirmislerdir. Bizim populasyonlarimiz arasi mesafenin (yaklasik olarak en uzak
mesafe 200 km) yapilan bu caligmaya gore daha az (yaklasik olarak en uzak mesafe
400 km) olmasindan dolay1 Fst degerimizin daha diisiik oldugu diisiiniilmektedir.
Baslica eslesme sistemi kendinden baska bireylerle dollenme sekilde olan yabani
kiraz kendine uyumsuz bir bitki oldugundan [Vaughan et al., 2007] bu eslesme
sisteminden dolay1 bir¢ok allel heterozigot durumda varligini siirdiirmeye devam
etmektedir. Akrabalar aras1 dollenme yapan bitkilerde ise benzer genotiplerle
dollenme oldugundan dolay1 cekinik alleler seleksiyona ugrayarak homozigotlagsma
yoniinde bir artis goriilmektedir. Calismamizdaki Fis degerinin negatif ¢ikmasi ve
heterozigotlagsma yoniinde olan artigin yabani kiraz agacinin bu eslesme sisteminden
dolay1 oldugu disiiniilmektedir. Ayrica akrabalar-arasi dollenme yapan gruplar
arasinda, kendinden-baska bireylerle dollenme yapan gruplar arasinda oldugundan
daha biiyiik farklilasma beklenir [Ledig, 1998]. Bizim ¢alismamizdaki Fst degerinin
yabani kiraz agacinin sahip oldugu bu eslesme sisteminden ve populasyonlar arasi

mesafenin uzak olmamasindan dolay1 diisiik ¢iktig1 diisiiniilmektedir.
7.4. Gen Akisinin Degerlendirilmesi (Nm)

Calismamiz sonucunda Fst degerine bagli olarak hesaplanan Nm degeri en diisiik
Mollafenari-Yedigoller alt populasyonlari arasinda 4.95 olarak, en fazla ise Diizce-
Yedigoller alt populasyonlart arasinda 12.76 olarak bulunmustur. Tahmin edilen Nm
degeri incelendiginde; her jenerasyon yaklasik olarak en az 5, en fazla 13 yabani kiraz
bireyinin bir alt populasyondan digerine gog ettigi ve alt populasyonlarin birbirlerine
benzer olmasina katki sagladigi tespit edilmistir. Bu sonuglarin Slovenya’da 131
yabani kiraz bireyinde 10 SSR lokusuyla yapilan genetik analiz sonucunda tahmin
edilen Nm degeriyle (4.2) paralel oldugu goriilmistir [Jarni et al., 2012].
Populasyonlar arasi mesafe azaldik¢a gen akisi dolayisiyla Nm degeri de artmaktadir
[Kara, 1996] ve disaridan dollenen tiirlerde ortalama Nm degerinin 4.750 olarak

bulundugu bildirilmistir [Hamrick, 1989]. Ornekledigimiz populasyonlar arasi
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mesafenin fazla olmamasindan dolayr ve yabani kirazin eslesme seklinden dolayi
buldugumuz Nm degerinin yiiksek bulundugu diisliniilmektedir. Ayrica yabani kiraz
meyvelerinin memeliler ve kuslar araciligiyla yenilmesi ve bu sayede tohumlarinin
uzak mesafelere tasinabilmesinden dolay1 [Russell, 2003] gen akist oranmnin yiiksek

¢iktig1 diisiiniilmektedir.
7.5. AMOVA Analizi

10 SSR belirteciyle elde edilen verilerle 6rnekledigimiz yabani kiraz bireylerinin
populasyon ig¢i ve populasyonlar arasi farklilasma yiizdeleri AMOVA testiyle tespit
edilmistir. Tablo 6.6’da verilen AMOVA sonuglarina gore asil genetik farklilagmanin
populasyonlar i¢inde oldugu goriilmiistiir. Hirvatistan’da 15 SSR primeri kullanarak
yapilan analiz sonucunda yabani kiraz bireylerinde populasyon i¢i genetik gesitlilik
%95.88, populasyonlar aras1 genetik ¢esitlilik %4.12 olarak bildirilmis ve sonuglarin
bizim sonuglarimizla benzer oldugu goriilmiistiir [Tanceva-Crmaric et al., 2011].
Kendinden baska bireylerle dollenen, cografik olarak kesintisiz yayilis gosteren ve
uzun omiirli bitki tiirlerine ait populasyonlar genel olarak yiiksek diizeyde populasyon
i¢i genetik ¢esitlilik tagimaktadir [Brown, 1978], [Ledig and Conkle, 1983], [Conkle
et al., 1988], [Giannini et al., 1991]. Yabani kiraz bireylerinin populasyon i¢i genetik
cesitliligin  yiikksek olmasi, toplam genetik g¢esitliligin  yliksek oldugunu

gostermektedir.

7.6. Temel Bilesenler (PCA), Genetik Yap1 (Structure) ve
Filogenetik Analizlerinin Degerlendirilmesi

Yabani kiraza ait ornekledigimiz Kocaeli, Bolu, Diizce populasyonlarinin
gruplandirilmasinda ve populasyonlar arasindaki filogenetik iliskilerin grafikler
halinde ifade edilmesinde temel bilesenler analizi (PCA), genetik yapi analizi
(structure) ve filogenetik analiz yontemlerinden yararlanilmistir. Sekil 6.21, Sekil 6.23
ve Sekil 6.25’te goriildiigii gibi farkli yontemler kullanilarak yapilan tiim kiimeleme
analizleri sonucunda, Diizce ve Bolu populasyonlarinin birbirlerine daha yakin
gruplandiklari, Kocaeli populasyonunun ise onlardan biraz daha uzakta gruplandigi
goriilmistiir. Yani, alt populasyonlar genel olarak cografik yerlesimine uygun olarak

gruplanmaistir.
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Yabani kiraz alt populasyonlarinin dis grup olan erik 6rnegiyle olan genetik
iligkisini analiz etmek icin; Sekil 6.24’teki UPGMA dendrogrami ve Sekil 6.19°daki
temel bilesenler analizi (PCA) incelendiginde her iki analizde de 140 yabani kiraz
bireyinin dis grup olan erik drneginden ayr1 gruplandigi goriilmiistiir. Calisilan bu iki
tiriin genetik yapilariin incelenen lokuslar bakimindan farkli olmasindan dolay1
birbirlerinden uzakta gruplandiklar disiinilmektedir.

Populasyon yapisi analizinde, 10 SSR lokusuyla elde edilen genotipik veriler
kullanilarak yabani kiraz populasyonlarini olusturan bireylerin benzer gruplari tespit
edilmis ve Sekil 6.23’te sunuldugu gibi populasyonlarin genetik yapilari belirlenmistir.
Yapilan populasyon yapisi analizinde, 7 alt populasyon i¢in en uygun K degerinin 2
oldugu belirlenmistir. Yabani kirazla ilgili yapilan eski genetik ¢aligmalara bakildigi
zaman Italya’da yabani kiraza ait 11 populasyondan alinan 278 bireyin 8 SSR
primeriyle elde edilen verileri kullanilarak yapilan structure analizi sonucu K=11
bulunmustur. Populasyonlarda belirli  bir cografik yapilanma bulunmadig:
bildirilmistir [Rogatis et al., 2012]. Kuzey, Kuzey-bati ve Orta Ispanya’daki 5
populasyondan 6rneklenen 131 yabani kiraz bireyinin 9 SSR lokusuyla analizi sonucu
elde edilen verilerle yapilan structure analizinde K degeri 2 olarak belirlenmistir
[Fernandez-Cruz et al., 2014]. Yunanistan’da yabani kiraza ait 5 populasyodan alinan
93 bireyde 11 SSR lokusuyla yapilan structure analizi sonucu ise K degeri 5 olarak
bulunmustur [Ganopoulos et al., 2011].

Caligmamizda elde edilen biitlin analizler incelendigi zaman yabani kirazin
populasyon i¢i genetik cesitliliginin yiiksek oldugu goriilmistiir. Yabani kiraz
agacinda buldugumuz populasyon i¢i yiiksek genetik ¢esitlilik miktarinin; kuslar ve
memeliler tarafindan meyvelerinin yenmesi ve tohumlarimin uzak mesafelere
taginabilmesinden, kendine uyumsuz bir bitki olmasi bdylece kendinden baska
bireylerle dollenmesinden, cografik olarak kesintisiz bir yayilis gostermesinden ve ¢cok
uzun yillardan beri {ilkemizde varligmi siirdiirmesinden kaynaklandigi
diistiniilmektedir. Yabani kiraz agaclarinda toplam genetik cesitliligin yiiksek olmasi
bu tiirde yapilacak 1slah ¢aligmalarinda genetik kazancin da fazla olacaginin

gostergesidir [Isik ve Kaya, 1995].
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8. SONUC ve ONERILER

Calismamizda Kocaeli, Diizce ve Bolu illerine ait 7 alt populasyondan
orneklenen 140 yabani kiraz agacindaki genetik cesitliligin boyutu ve yapilanmasi
SSR belirtegleri kullanilarak analiz edilmistir. Yapilan analizler ve degerlendirmeler
sonucunda c¢alisilan yabani kiraz populasyonlariyla ilgili 6nemli bilgiler elde
edilmistir.

Yabani kiraz populasyonlar1 10 SSR belirteciyle taranmis ve toplamda 90 allel
tespit edilmistir. Hesaplanan genetik cesitlilik parametreleri populasyon ayrimi
yapilmaksizin tim lokuslar tizerinden Tablo 6.2’de verilen ortalama degerlerden

hareketle incelendiginde;

Lokus bagina diisen ortalama allel sayis1 9,

Gozlenen ve beklenen heterozigotluk degerleri sirasiyla 0.713 ve 0.733,
Fis degeri -0.001, Fit degeri 0.039, Fst degeri 0.041,
Nm degeri ise 6.521

olarak tahmin edilmistir.

PZR sonucu elde edilen allellik farkliliklarla alt populasyonlardaki genetik
cesitlilik parametreleri Tablo 6.5’te verilen degerden hareketle incelendiginde;

e Ortalama allel sayis1 9 olarak hesaplanmistir.

e Ozgiin allel sayis1 en fazla Kefken (6), en az Mollafenari (0) alt populasyonunda
bulunmustur.

e Ortalama gozlenen (Ho) ve beklenen (He) heterozigotluk degerleri esit (0.71)
olarak hesaplanmistir

e Fis degerleri ortalama -0.06 olarak tahmin edilmistir.

o Alt populasyonlar arasindaki farkliligi gosteren Fst degeri 0.02-0.05 arasinda,
ortalama 0.03 olarak hesaplanmstir.

e Alt populasyonlar arasindaki gen akis1 miktarin1 gosteren Nm degeri ise 4.95-

12.76 degerleri arasinda tahmin edilmistir.
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e Orneklenen yabani kiraz bireylerinin populasyonlar aras1 genetik farklilasma
degeri yaklasik olarak %4, populasyon i¢i genetik farklilasma degeri ise yaklagik
olarak %96 bulunmustur.

e Kiimeleme analizleri sonucunda; Diizce ve Bolu populasyonlarinin birbirlerine
daha yakin, Kocaeli populasyonunun ise onlardan biraz daha uzakta gruplandigi

tespit edilmistir.

Orman agaglarinin gelecekte ¢evre kosullarindaki degisimlere ve biyolojik
zararlilara kars1 adapte olabilmesi i¢in genetik ¢esitliliginin yiiksek olmasi gerekir
[Wei, 1995]. Olumsuz birgok kosulla beraber olusacak riskler simdiden tahmin
edilemediginden genetik cesitlilik Onemli bir savunma mekanizmas1 olarak
degerlendirilmektedir [Ledig, 1988], [Lindgren, 1993]. Bu nedenle karsilastig1 birgok
riske ragmen genetik cesitliligi yiiksek olan yabani kiraz agaci i¢in koruma ve 1slah
programi gelistirilmelidir. Bu ¢aligma kapsaminda yapilan genetik analizlerle elde
edilen sonuclar iilkemiz ormanlarinda cesitli faktdrlerden dolay1 sayist giderek azalan
yabani kiraz agacinin korunmasi ve devaminin saglanmasi ayrica 1slahi i¢in 6nemli bir
asamadir. Ulkemizde bu populasyonlara ek olarak yabani kiraz agacina ait olan farkli
populasyonlar da belirlenip 6rnek genisligi arttirilarak daha fazla populasyonlara ait
bireylerle genetik ¢alismalarin yapilmasi 6nerilmektedir. Ayrica, tez bulgularimin,
giiniimiizde ve gelecekte orman agaclarmin genetigi lizerine yiiriitiilecek benzer

kapsamli caligmalara 151k tutacagi timit edilmektedir.
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EKLER

Ek A: SSR Analizleri Sonucunda Bireylerde Belirlenen Bant

Uzunluklan

Tablo A.1: Bireylerde Empas01, Empas02, Empa004, Empa005 ve Empas06
Lokuslarinda Tespit Edilen Allel Uzunluklari.

Empas01 Empas02 Empa004 Empa005 Empas06
Abant-01 233 241 140 144 182 | 184 |245 257 | 202 204
Abant-02 235 241 140 142 194 | 194 | 247 257 | 204 204
Abant-03 225 233 131 140 192 | 194 | 245 257 | 202 218
Abant-04 231 231 134 138 184 |192 |245 257 | 202 218
Abant-05 231 235 142 146 182 | 194 |245 247 | 204 226
Abant-06 231 233 138 140 188 | 192 |245 247 | 204 218
Abant-07 231 233 134 138 188 | 194 |245 245 | 226 226
Abant-08 231 233 140 140 192 | 194 | 257 264 | 210 212
Abant-09 235 241 138 140 182 192 |239 247 | 202 204
Abant-10 231 233 138 144 184 | 194 |245 247 | 216 220
Abant-11 231 231 138 144 182 | 194 |245 247 | 204 218
Abant-12 235 241 140 142 182 | 194 |245 247 | 218 226
Abant-13 225 235 138 142 188 | 194 |239 257 | 204 212
Abant-14 231 233 142 144 184 |194 | 257 257 | 202 204
Abant-15 233 241 140 142 188 | 194 | 247 249 | 202 204
Abant-16 231 241 140 146 188 | 194 | 247 257 | 204 226
Abant-17 225 233 138 138 188 | 192 | 247 247 | 204 218
Abant-18 231 233 142 144 194 | 194 | 247 257 | 202 204
Abant-19 231 233 140 144 192 | 194 |245 245 | 204 226
Abant-20 225 235 140 140 190 | 194 |245 247 | 202 204
Yedigoller-01 231 235 140 146 192 192 |239 257 | 202 220
Yedigoller-02 233 241 140 144 182 | 184 | 247 257 | 202 226
Yedigoller-03 231 233 140 146 190 | 192 |245 247 | 202 204
Yedigoller-04 231 231 140 146 184 |194 | 257 257 | 202 220
Yedigoller-05 233 235 144 144 188 |192 | 247 257 | 204 204
Yedigoller-06 231 233 144 146 188 | 190 |239 247 | 202 202
Yedigoller-07 231 233 140 140 192 192 |239 245 | 204 212
Yedigoller-08 231 233 140 140 192 | 194 | 247 257 | 202 202
Yedigoller-09 231 233 140 144 188 |188 |239 245 | 202 212
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Tablo A.1: Devam.

Yedigoller-10 241 241 142 146 182 | 182 |239 247 | 202 204
Yedigoller-11 231 241 140 144 184 192 |239 257 | 202 206
Yedigoller-12 231 233 140 144 182 |192 | 247 253 | 204 226
Yedigoller-13 231 253 140 144 188 192 |245 247 | 212 218
Yedigoller-14 233 233 134 138 188 |192 |247 257 | 206 218
Yedigoller-15 233 233 140 144 182 194 239 253 | 204 206
Yedigoller-16 225 231 140 140 182 184 |245 247 | 204 216
Yedigoller-17 233 235 134 140 188 |192 |247 257 | 206 226
Yedigoller-18 235 241 140 144 188 |192 |247 257 | 214 226
Yedigoller-19 231 253 140 140 188 |192 |247 257 |204 226
Yedigoller-20 225 233 144 144 188 |188 |245 247 | 202 202
Diizce-01 225 231 140 144 190 |192 |245 257 |204 226
Diizce-02 231 233 140 140 188 |188 |247 247 | 202 204
Diizce-03 225 233 142 142 188 |192 |247 257 |204 218
Diizce-04 225 233 140 144 192 192 |245 247 | 202 226
Diizce-05 231 233 140 144 192 194 |247 247 | 204 212
Diizce-06 231 235 140 144 188 |192 |247 247 | 202 204
Diizce-07 233 235 138 140 194 194 | 245 247 | 202 212
Diizce-08 231 233 144 144 188 |194 |245 247 | 202 202
Diizce-09 231 233 134 146 188 |192 |241 247 | 202 202
Diizce-10 225 233 140 144 182 |192 | 247 247 | 202 202
Diizce-11 225 231 138 142 184 192 |245 247 | 202 216
Diizce-12 235 235 140 142 184 | 190 |247 257 | 204 212
Diizce-13 231 235 138 140 192|194 |241 247 | 204 212
Diizce-14 233 235 144 146 188 |194 |241 247 | 202 204
Diizce-15 231 231 140 144 190 |192 | 247 247 | 204 218
Diizce-16 225 233 140 146 192 194 | 245 245 | 204 220
Diizce-17 235 235 140 146 182 192 |241 249 | 202 212
Diizce-18 231 235 138 140 188 [192 |239 247 | 212 218
Diizce-19 231 241 138 146 182 |194 |245 257 | 202 204
Diizce-20 231 235 140 146 188 [192 |241 241 | 202 202
Melen-01 233 235 140 146 182 |188 |241 249 | 204 218
Melen-02 233 235 144 146 190 |194 |247 249 | 204 218
Melen-03 225 243 138 142 182 194 |247 249 |210 218
Melen-04 231 231 140 142 192 194 |245 257 |210 218
Melen-05 231 235 138 138 188 |192 |247 247 |202 204
Melen-06 231 243 144 146 182 194 |249 257 | 202 218
Melen-07 225 231 140 144 184 194 |245 247 | 206 210
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Tablo A.1: Devam.

Melen-08 231 233 138 144 194 194 | 247 257 | 210 212
Melen-09 233 243 140 144 192|192 | 247 259 | 202 204
Melen-10 233 235 144 146 190 |192 | 247 257 | 202 204
Melen-11 225 231 134 140 182 | 188 |245 259 | 210 218
Melen-12 225 231 140 144 190 | 194 | 247 249 | 204 204
Melen-13 235 247 140 146 192 1192 | 249 259 | 206 218
Melen-14 225 235 140 140 188 |194 |257 257 | 202 204
Melen-15 225 231 142 142 194 194 |247 257 | 202 226
Melen-16 235 241 140 146 192 192 |249 259 214 226
Melen-17 231 233 140 142 182 192 (241 247 | 204 218
Melen-18 241 241 142 142 190 |192 (241 247 | 204 216
Melen-19 231 241 140 144 182 190 |245 245 |202 218
Melen-20 233 235 140 146 188 |192 |249 257 | 206 210
Golciik-01 225 231 140 146 182 192 |245 247 | 204 204
Golciik-02 235 235 138 144 184 192 |239 247 | 204 220
Golciik-03 227 231 138 140 188 |196 |257 257 |202 210
Golciik-04 225 225 140 146 190 192 |241 257 | 202 210
Golciik-05 235 235 134 146 184 |194 |241 257 | 202 220
Golciik-06 231 237 138 140 190 192 |241 257 | 202 202
Golciik-07 235 235 138 146 192|192 | 247 257 | 204 218
Golciik-08 231 235 134 146 190 |190 |241 257 | 202 218
Golciik-09 235 235 138 144 184 |190 |239 245 | 204 220
Golciik-10 231 231 138 142 192 194 | 245 247 | 218 220
Golciik-11 231 231 138 144 188 |192 |239 241 | 202 204
Golciik-12 231 235 138 140 188 |192 |241 245 | 202 204
Golciik-13 231 235 140 140 188 |192 |241 257 | 212 214
Golciik-14 235 235 138 140 190 | 190 |247 247 | 212 218
Golciik-15 231 235 138 144 188 [192 |241 257 | 212 214
Golciik-16 225 231 140 144 188 [192 |245 257 |218 218
Golciik-17 235 235 134 140 182 |184 |247 257 | 202 202
Golciik-18 231 235 138 140 184 |188 |241 241 | 212 220
Golciik-19 231 233 138 142 188 |190 |245 257 | 204 212
Golciik-20 235 235 140 146 190 |192 |247 257 | 202 220
Kefken-01 235 235 138 144 188 |190 |247 257 |202 212
Kefken-02 235 253 138 144 192 194 |247 247 |210 218
Kefken-03 231 235 140 144 192 194 |247 257 |202 212
Kefken-04 225 231 134 138 182 188 |241 247 |202 218
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Tablo A.1: Devam.

Kefken-05 233 235 142 146 188 192 |245 257 | 202 202
Kefken-06 233 235 140 140 192 192 | 245 257 | 202 218
Kefken-07 231 231 144 144 192|194 | 257 257 | 212 220
Kefken-08 231 233 142 144 182 194 |245 257 | 204 218
Kefken-09 235 235 138 144 188 192 |245 247 | 212 226
Kefken-10 233 241 140 144 188 192 |245 245 | 212 218
Kefken-11 231 235 140 144 188 |192 |257 257 | 202 210
Kefken-12 233 235 146 146 192 192 |245 245 | 212 218
Kefken-13 225 235 134 140 188 [192 |239 245 |202 218
Kefken-14 225 225 134 138 184 |188 |245 257 |202 222
Kefken-15 235 235 144 144 192 192 |245 247 | 220 220
Kefken-16 231 231 142 144 188 |192 |245 255 |202 212
Kefken-17 225 235 134 140 184 188 |257 257 |212 222
Kefken-18 235 241 140 146 192 192 (241 245 | 204 212
Kefken-19 231 235 140 144 188 |188 |257 257 | 202 210
Kefken-20 231 233 134 146 190 |196 |245 257 | 202 202
Mollafenari-01 | 241 241 138 140 192|192 | 247 247 | 202 204
Mollafenari-02 | 231 241 138 144 184 |192 | 247 257 | 202 206
Mollafenari-03 | 231 235 140 140 188 |190 |241 245 | 202 220
Mollafenari-04 | 231 231 138 144 188 |192 |245 247 | 212 220
Mollafenari-05 | 235 235 138 140 184 |192 | 247 247 | 202 220
Mollafenari-06 | 233 233 142 144 188 |190 |257 257 | 204 220
Mollafenari-07 | 231 235 140 144 188 |190 |241 257 | 202 220
Mollafenari-08 | 231 233 140 140 192|192 | 247 257 | 206 220
Mollafenari-09 | 231 233 138 138 188 |192 |247 257 | 204 210
Mollafenari-10 | 231 235 140 140 188 |190 |241 257 | 202 220
Mollafenari-11 | 231 241 140 142 190 192 |241 257 | 204 220
Mollafenari-12 | 231 235 138 140 190 |192 |257 257 204 220
Mollafenari-13 | 231 231 138 140 192 194 | 247 257 | 220 220
Mollafenari-14 | 231 235 140 142 192 192 |239 245 |202 220
Mollafenari-15 | 225 233 142 144 188 |190 |247 257 204 220
Mollafenari-16 | 235 241 138 140 190 |190 |245 247 |210 218
Mollafenari-17 | 231 231 138 140 192 192 |247 257 | 206 210
Mollafenari-18 | 231 231 138 140 192 192 (241 257 | 202 220
Mollafenari-19 | 225 235 138 144 188 [192 |247 257 |202 204
Mollafenari-20 | 231 231 140 142 184 |188 |241 257 |204 220
Erik 243 251 107 107 164 164 |NA NA |222 243
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Tablo A.2: Bireylerde Empas10, Empasl11, Empas12, Empasl4 ve Empa015
Lokuslarinda Tespit Edilen Allel Uzunluklari.

Empas10 Empasll Empasl2 Empasl4 Empa015
Abant-01 156 156 |73 73 137 145 196 |196 219 223
Abant-02 162 162 |73 101 153 153 | 196 |196 221 223
Abant-03 158 162 |73 110 145 153 |196 |210 223 223
Abant-04 156 170 |62 101 137 139 | 196 |198 219 221
Abant-05 156 |162 |73 |73 139 139 |196 |196 223|223
Abant-06 162 162 |83 103 137 137 |196 |196 223 223
Abant-07 156 158 |73 101 145 145 196 |196 223 223
Abant-08 158 162 |73 73 137 139 |196 |210 221 241
Abant-09 156 162 |73 73 137 145 196 |196 211 223
Abant-10 156 156 |73 103 145 153 | 196 |196 219 223
Abant-11 158 162 |73 73 137 137 |196 |196 223 223
Abant-12 156 162 |73 83 137 145 |196 |210 219 223
Abant-13 156 156 |73 101 137 145 196 |196 211 223
Abant-14 162 162 |73 85 145 145 | 200 |200 223 223
Abant-15 156 162 |73 73 145 153 |196 |210 219 223
Abant-16 156 162 |73 83 137 137 |196 |210 223 241
Abant-17 156 162 |73 73 137 139 | 196 |196 219 223
Abant-18 158 158 |73 73 137 153 | 196 |200 219 223
Abant-19 156 162 |73 101 137 149 |196 |210 219 223
Abant-20 156 156 |73 73 137 141 |196 |196 213 223
Yedigoller-01 158 162 |83 101 145 145 |196 |210 223 223
Yedigoller-02 152 158 |73 73 137 139 | 196 |200 223 223
Yedigoller-03 156 158 |73 95 139 145 |196 |196 205 219
Yedigoller-04 158 158 |73 101 145 153 | 196 |196 205 223
Yedigoller-05 158 158 |73 101 139 153 | 196 |196 223 223
Yedigoller-06 156 162 |73 73 145 147 196 |196 219 223
Yedigoller-07 156 |162 |73 |95 139 139 |196 |200 205 |223
Yedigoller-08 156 158 |73 73 137 139 |196 |196 219 221
Yedigoller-09 156 158 |62 83 145 145 |196 |210 205 221
Yedigoller-10 152 158 |62 73 137 145 |200 |210 213 223
Yedigoller-11 158 162 |73 73 139 153 |196 |196 221 223
Yedigoller-12 156 162 |95 101 145 153 |196 |200 223 223
Yedigoller-13 156 |158 |73 |73 137 139 |198 |200 205 |223
Yedigoller-14 158 190 |73 73 137 153 |196 |196 205 241
Yedigoller-15 156 158 |73 101 139 145 |196 |196 221 223
Yedigoller-16 156 162 |62 73 145 145 |196 |196 223 223
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Tablo A.2: Devam.

Yedigoller-17 158 162 |73 73 153 153 |196 |196 215 223
Yedigoller-18 156 158 |73 73 137 137 196 |196 221 223
Yedigoller-19 156 162 |73 73 145 153 |196 |200 219 223
Yedigoller-20 156 158 |73 83 137 145 |196 |196 205 219
Diizce-01 156 162 |73 95 145 145 | 210 |210 219 221
Diizce-02 162 162 |73 101 137 145 |196 |196 213 219
Diizce-03 158 162 |73 95 139 145 196 |196 213 223
Diizce-04 158 162 |73 101 145 153 |196 |196 223 223
Diizce-05 156 162 |62 73 137 145 210 |210 213 221
Diizce-06 156 162 |62 73 137 145 196 |210 213 219
Diizce-07 156 156 |73 75 137 137 196 |198 203 213
Diizce-08 162 162 |73 75 137 145 196 |210 221 223
Diizce-09 156 158 |73 73 137 153 |196 |196 213 223
Diizce-10 158 158 |75 101 137 137 196 |196 219 241
Diizce-11 156 156 |73 75 139 145 196 |198 223 223
Diizce-12 156 184 |91 106 145 145 196 |196 221 241
Diizce-13 158 184 |73 101 137 145 |196 |196 219 223
Diizce-14 156 158 |83 101 145 145 196 |200 223 223
Diizce-15 158 162 |62 73 137 137 196 |210 219 219
Diizce-16 156 162 |73 101 145 153 |196 |200 223 241
Diizce-17 156 156 |73 73 145 145 |196 |198 203 221
Diizce-18 158 162 |62 73 137 153 |200 |210 219 223
Diizce-19 158 170 |73 73 139 145 |196 |198 241 241
Diizce-20 156 162 |73 101 145 149 196 |200 223 223
Melen-01 158 158 |73 83 139 139 |196 |196 213 223
Melen-02 NA NA |73 83 139 139 |196 |196 213 219
Melen-03 156 158 |73 83 137 137 |196 |196 213 223
Melen-04 158 158 (83 83 139 145 |196 |200 219 241
Melen-05 156 158 |73 101 145 145 196 |210 221 223
Melen-06 156 156 |83 83 139 139 196 |196 223 223
Melen-07 156 156 |73 83 137 137 196 |196 211 219
Melen-08 158 158 |73 101 137 145 196 |196 219 223
Melen-09 156 162 |73 101 137 153 |196 |196 219 219
Melen-10 158 158 |73 73 137 137 196 |196 221 223
Melen-11 158 162 |73 75 137 145 198 |198 219 223
Melen-12 162 162 |73 73 145 153 |196 |200 213 223
Melen-13 156 162 |73 73 139 153 |196 |[196 223 223
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Tablo A.2: Devam.

Melen-14 156 156 |75 101 137 137 196 |196 219 223
Melen-15 162 162 |62 83 137 139 196 |210 221 223
Melen-16 158 158 |62 83 137 137 |196 |196 219 223
Melen-17 156 162 |83 101 137 137 |196 |196 219 221
Melen-18 156 156 |83 83 137 137 196 |200 219 223
Melen-19 156 158 |73 103 139 145 |196 |196 219 223
Melen-20 156 156 |62 101 137 139 196 |196 219 223
Golciik-01 156 156 |73 101 123 137 196 |196 213 223
Golciik-02 156 170 |73 73 123 153 |196 |200 223 241
Golciik-03 162 162 |62 73 123 137 196 |210 223 223
Golciik-04 158 158 |73 73 137 145 196 |210 219 245
Golciik-05 156 162 |73 83 123 137 196 |210 219 223
Golciik-06 156 158 |62 73 137 153 |196 |200 223 223
Golciik-07 158 162 |73 73 123 137 210 |210 221 221
Golciik-08 158 162 |62 83 123 145 196 |196 223 223
Golciik-09 156 156 |91 101 137 139 196 |210 203 203
Golciik-10 158 158 |73 83 137 145 200 |210 223 223
Golciik-11 158 162 |73 91 137 137 196 |210 219 241
Golciik-12 162 170 |73 75 137 137 196 |210 211 223
Golciik-13 156 158 |73 73 137 145 | 210 |210 221 221
Golciik-14 156 184 |62 83 137 137 |196 |196 221 241
Golciik-15 158 158 |73 73 137 137 200 |210 221 221
Golciik-16 156 158 |73 83 123 145 196 |210 203 223
Golciik-17 156 162 |73 75 123 137 196 |210 213 213
Golciik-18 156 170 |73 73 137 145 196 |200 213 221
Golciik-19 156 170 |73 73 123 123 196 |210 219 241
Golciik-20 156 156 |71 71 137 139 | 210 |210 219 219
Kefken-01 156 164 |83 103 137 137 196 |210 213 231
Kefken-02 156 162 |83 103 137 139 196 |196 219 241
Kefken-03 156 162 |101 |103 123 153 |196 |196 223 241
Kefken-04 156 156 |83 101 145 153 |196 |196 219 221
Kefken-05 164 170 |73 91 137 137 198 |210 203 231
Kefken-06 156 158 |73 103 137 139 196 |196 223 223
Kefken-07 156 164 |73 73 145 153 |196 |198 223 223
Kefken-08 156 156 (83 83 145 145 196 |196 219 241
Kefken-09 156 162 |62 91 137 145 196 |210 219 231
Kefken-10 156 160 [103 |103 137 137 196 |196 223 231
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Tablo A.2: Devam.

Kefken-11 156 162 |73 75 123 137 |196 |198 211 241
Kefken-12 156 156 |73 73 139 153 | 196 |198 223 223
Kefken-13 156 162 |62 101 137 137 |196 |196 223 223
Kefken-14 156 156 |62 75 153 153 | 196 |196 203 223
Kefken-15 162 184 |62 83 123 149 |210 |210 211 223
Kefken-16 156 156 |73 73 149 153 | 196 |210 213 239
Kefken-17 156 |156 |62 |62 139 153 196 |196 203 |223
Kefken-18 156 156 |62 101 137 139 | 196 |196 223 223
Kefken-19 162 162 |73 95 123 137 |196 |196 223 223
Kefken-20 158 160 |62 101 137 149 |196 |196 221 241
Mollafenari-01 156 156 |62 73 137 149 |196 |196 203 213
Mollafenari-02 156 156 |62 73 137 149 |196 |210 213 223
Mollafenari-03 156 |158 |83 |83 137 137 196 |210 203 241
Mollafenari-04 156 162 |62 73 153 153 | 196 |196 213 221
Mollafenari-05 156 156 |73 |73 137 149 1196 |210 203 | 203
Mollafenari-06 162 |170 |62 |103 137 139 196 |196 203 |213
Mollafenari-07 156 162 |73 73 137 149 |196 |196 203 221
Mollafenari-08 156 162 |62 73 153 153 | 196 |196 213 223
Mollafenari-09 162 170 |62 73 139 153 | 196 |196 213 219
Mollafenari-10 156 162 |73 103 137 149 |196 |210 203 205
Mollafenari-11 156 162 |62 83 137 137 |196 |196 223 223
Mollafenari-12 156 162 |73 103 149 149 |196 |196 203 223
Mollafenari-13 156 170 |73 73 139 139 |196 |196 203 241
Mollafenari-14 158 162 |62 73 137 139 | 196 |210 213 241
Mollafenari-15 156 162 |73 103 139 149 |196 |196 213 223
Mollafenari-16 156 162 |73 83 137 139 | 196 |196 221 221
Mollafenari-17 162 162 |73 103 137 153 | 196 |196 213 223
Mollafenari-18 156 156 |62 73 149 149 |196 |210 213 221
Mollafenari-19 156 156 |62 73 137 147 196 |196 213 213
Mollafenari-20 156 158 |62 73 137 149 |196 |196 203 241
Erik NA NA |71 77 114 125 |204 |208 NA NA
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