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ONSOZz

S6égut cinsi (Salicaceae) dinya genelinde yaklasik 500 tlri kapsamakta olup ¢ok fazla
morfolojik farkliliklar géstermektedir. Ulkemizde 27 tiir yayilis gostermekte olup teshislerinde
problemler yaganmaktadir. Ozellikle morfolojik ve anatomik karakterler bu cins iginde yer
alan turlerin taksonomik tayini ve cins iginde yer alan diger tirlerle olan evrimsel iligkisini
tayin etmek icin yeterli olamamaktadir. Bu calismada evrimsel olarak korunmus olan ve
molekiler filogenetik calismalarda yayginca kullanilan kloroplast (matK, rbcL, tRNA) ve
cekirdek (rDNA ITS) genomlarinda bulunan bdlgeler karsilastirmali olarak arastiriimis ve
tirlerin molekiiler diizeyde nasil farklilastigi ortaya konmustur. ilave olarak Tirkiye nehir
ekosistemlerinin en dnemli tirlerinden olan ve habitatlari sulama ve elektrik amach yapilan
barajlarla pargalanmis ya da tahrip edilmis ekonomik ve ekolojik 6neme sahip Salix alba ve
Salix excelsa tirlerinin gen kaynaklarinin etkin bir sekilde belirlenmesi ve korunmasina
yonelik ¢calismalar yurutulmustir. Bu calismada bu cinste ileride yapilacak tur teshisi, gen
kaynaklarini koruma ve islah calismalarini daha etkin ve programli yapiimasina katkida
bulunulacak veriler Gretilmistir.

Kloroplast ve c¢ekirdek DNA bdlgeleriyle ayri ayri olusturulan her iki agagctaki tdrlerin
konumlari arasindaki farklar gérilmustir. Bu da ségat tlrlerinde goérilen kloroplast paylagimi
ve introgresif melezlenme (gen aktarimina yonelik birgcok nesilde benzer birey ve ebeveynler
arasinda geri c¢aprazlama) ile tirlerin arasinda yogun etkilesim ile aciklanmaktadir.
Altcinslerin bu sekilde molekuler veriye goére iki agacta da iki ana gruba ayriimasi (altcins
Salix ve Vetrix) farkl biyocograflarda; iliman (altcins Salix) ve soduk (altcins Vetrix) yer
almalariyla agiklanabilmektedir.

Morfolojik olarak iki farkh tir olarak ifade edilen S. alba —S.excelsa turlerinin kloroplast ve
cekirdek DNA bolgeleri ile DNA dizi analizi ile etraflica ¢aligiimasina ragmen net bir sekilde
ayrismadigi gorudlmastar. S. alba ve S. excelsa tirlerinde tirlesme devam ettigi icin kesin
bir tur farkhlagmasi gérilmemistir. Bu nedenle (S.alba/excelsa) kompleksi olarak érneklenen
10 nehirden toplanan tim populasyonlar S.alba- S.excelsa ve melezleri olarak cok fazla i¢
ice girdiginden S. alba baskin tur olarak dikkate alinmigtir.

Tarkiye capinda Salix alba populasyonlari 10 nehirde galisiimis ve alel paylasimina dayali
genetik yapilagma degerlendirmeleri bu tlrin populasyonlarinin 3 atasal gen havuzundan
evrimlestigini ve tlrlesmenin devam ettigini gostermektedir. Populasyonlarin  genetik
benzerliklerine gore yapilan siniflandirmada ise Anadolu Caprazinin énemli roli oldugu
go6rilmektedir. Bu caprazin dodusunda Seyhan, Ceyhan, Firat, Aras ve Coruh nehir

populasyonlari batisinda ise Ug¢ alt gruptan olusan Gdksu, Kizilirmak-lhlara-Aksu ve Susurluk



yeralmaktadir. Genetik cesitlilik de uzun ve farkli nehirlerde daha yiksek iken kisa ve daha

tahrip gérmus kisa nehirlerde oldukga dusuk ve akrabalik dereceside yluksek bulunmustur.

Bu proje kapsaminda 6rneklenen nehirlerin hemen hepsinde dogdal nehir ekosistemlerinin ve
habitatlarinin ¢esitli gevresel faktdrler yizinden ya yok oldugu ya da pargali bir yapiya sahip
olduklari gorulmuagtir. Halbuki ségutler nehir ekosistemlerinin en dnemli turlerinden olup,
nehirlerin temizlenmesi ve ekosistemin tekrar tamir edilmesi galismalarinda bitin dinya da
en etkili bitkisel ¢ézim (Phytoremediation) araci olarak kullaniimaktadir. Bu nedenle, bu
projenin verileri 1s1g1 altinda, parcalanmis ve tahrib olmus veya tahribatin devam ettigi nehir
ekosistemlere oncelik verilerek Salix alba ile akarsu boylari ekosistemlerin restorasyonuna
ve turdn gen kaynaklarini korumaya yonelik programlarin vakit geciriimeden olusturulmasi
gerekmektedir.

Proje TOVAG- 2130154 numarali arastirma projesi olup TUBITAK tarafindan
desteklenmigtir.

Proje sonugclarinin konuyla ilgilenen uygulamaci ve arastirmacilara yararl olmasi dilegiyle.
5 Nisan 2017
Prof. Dr. Zeki Kaya
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OZET

Ulkemizde dogal olarak 27 Salix turi yayilis gostermekte, teshisinde problemler
bulunmaktadir. ilk is paketi kapsaminda Tirkiye'deki sdgit tirleri arasindaki genetik iligkiyi
belirlemek ic¢in, kloroplast genomunun matK, rbcL ve tRNA ile cekirdek genomundaki rDNA
ITS bolgelerinin DNA dizileri ¢gogaltilarak, analiz edilmistir. Hem kloroplast hem de cekirdek
verilerine gore Turkiye Sogutleri monofiletik yapida olup filogenetik agacta, iki ana grupta
(Altcins Salix ve Vetrix) toplanmaktadir. S. pentandroides, S.babylonica ve S.acmophylla
(Altcins Salix), S.elbursensis ve S.amplexicaulis (Alt cins Vetrix) en uzak turler olarak
bulunmustur. iki agactaki tiirlerin konum farklari kloroplast paylasimi ve introgresif
melezlenme sonucunda olugsmustur. Morfolojik olarak iki farkli tlir olarak ifade edilen S.alba
ve S.excelsa’ nin molekiler olarak ayrimi icin ilave is paketinde, iki tUr icin molekuler
dizeyde ayrim yapilamamistir. S.alba/ S. excelsa kompleksi olarak dérneklenen 10 nehirden
toplanan tim popdulasyonlar, molekller tirlesme devam ettigi icin S.alba populasyonlari
olarak kabul edilmistir.

ikinci is paketinde; Tirkiye’ de dogal olarak yetisen ve ekonomik éneme sahip Salix
alba’nin gen kaynaklarinin belirlenmesi amaciyla, 10 farkli nehir havzasindan, toplam 23
farkli populasyon, 15 farkli gekirdek SSR belirteci ile taranmigtir. Genetik yapilasma analizi
sonuglarina goére birbirinden farkli 3 genetik gruba (K=3) yerlestiriimistir. Bu 3 ana grubu
yuksek ylzde ile temsil eden nehirler sirasiyla 1. grubu Gdéksu ve Kizilirmak, 2. grubu
Ceyhan-Seyhan-Firat ve ve 3. grubu ise Susurluk ve Coruh Nehir’lerini temsil eden
genotipler olusturmusglardir. Calisilan 10 nehir sistemindeki S. alba popUllasyonlari genetik
benzerlik bakimindan iki ana grupta toplanmis olup, Anadolu Caprazr’nin etkisi bariz bir
sekilde goérulmektedir. Uzun ve daha farkli habitatlar icinde bulunduran nehirler harig¢
(Kizihrmak ve Goksu), bltin nehirlerde genetik gesitlilik daha dusuk ve populasyon iginde
akrabalik derecesi ise daha ylksek bulunmustur. Orneklenen nehirlerde dogal ekosistemlerin
¢ogunun yok oldugu ve pargalandidi gértlmastir. Nehir ekosistemlerinin kontrol edici gérevi
olan 6nemli tdrlerin (Turkiye durumunda S. alba) gen kaynaklarini koruma programlarinin
acilen olusturulmasi ve bozulmus nehir ekosistemlerinin restorasyonunda kullaniimasi

gerekmektedir.

Anahtar Kelimeler: Salix spp., molekller sistematik, soyadaci, genetik c¢esitlilik, gen

kaynaklarinin korunmasi

Xi



ABSTRACT

Naturally, 27 Salix species are found in Turkey which have taxonomical problems. In the first
work package, all Salix species are studied with respect to cpDNA matK, rbcL and tRNA and
nrDNA ITS gene regions to reveal the genetic relationships. Based on molecular data, Salix
species in Turkey with a monophyletic structure were clustered in two major groups (subg.
Salix & Vetrix). S. pentandroides, S. babylonica and S. acmophylla (Subg.Salix), S.
elbursensis and S. amplexicaulis (Subg. Vetrix) were distantly located species within
subgenera. The differences in location of species in the both phylogenetic trees were due to
chloroplast sharing and introgressive hybridization. S. alba and S. excelsa species which are
morphologically close species were studied with an additional work package though it was
difficult to separate them clearly as due to haplotype (chloroplast) sharing. All populations (S.
alba/ S. excelsa) were considered as S. alba due to molecular evolution.

In the second work package, 23 populations (S. alba) from 10 rivers were screened with 15
markers (SSR) to generate the genetic data. Genetic structure analysis in S. alba
populations revealed 3 different genetic groups (K=3). These groups represented with high
membership values were 15 group with Goksu and Kizilirmak, 2" group with Seyhan-
Ceyhan-Euphrate and 3™ group with Susurluk and Coruh rivers. Genetic distance among S.
alba populations were clustered in two major groups in which the role of Anatolian Diagonal
is clearly present. Genetic diversity of all S. alba populations except for the populations from
the rivers with diverse habitats (Kizihrmak and Goksu) was low associated with high
inbreeding coefficients. Most of the river habitats studied were either destroyed or
fragmented. Genetic resources of Salix alba in Turkey with important regulatory functions in
river ecosystems need to be taken into conservation programs and used restoration of
degraded river ecosystems.

Key words: Salix spp., molecular systematics, phylogeny, genetic diversity, genetic resource

conservation.
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TUBITAK

PROJEYLE iLGILi BILIMSEL VE TEKNiK SONUGLAR

1. GIRIS

S6gut cinsi (Salicaceae) dinya genelinde yaklasik 500 tlri kapsamakta olup. ¢ok fazla
morfolojik farkhliklar gostermektedir (Hardig vd., 2010). Kuzey kirede daha fazla gorilen
ségut tarleri yogun olarak Cin (270 tur). Rusya ve Orta Asya Cumhuriyetleri sinirlari igcinde
(120 tar) bulunmaktadir. Ségutler Kuzey Amerika’da 103 tir ile temsil edilirken Avrupa icin bu
sayi 65'tir (Argus. 1997). Ulkemizde 27 tir yayilis gdstermekte olup, teshisinde problemler
bulunmaktadir (Terzioglu vd., 2014).

Turkiye de yayiligi bilinen dogal sogut turlerinin cografi dagilisinda bazi 6zellikler dikkat
cekmektedir. Bazi tUrler dar bir yayilis alani gdsterirken (S. triandra subsp. triandra). bazi
turler ise (S. alba) cografi bolgelerimizin hemen hemen hepsinde yayilis gostermektedir.

Son zamanlarda fark edilmistir ki; sadece morfolojik ve anatomik karakterler bu cins icinde
yer alan turlerin taksonomik tayini ve cins iginde yer alan diger turlerle olan evrimsel iligkisini
tayin etmek icin yeterli olamamaktadir. Bu yuzden, 6zellikle son 20 yildir kloroplast ve
cekirdek DNA'da yer alan ¢ok sayida farkli bélge, PCR (Polimeraz zincir reaksiyonu) metodu
kullanilarak c¢ogaltiimakta ve turlerin filogenetik iligkisi bitkilerin genetik materyali esas
alinarak ortaya konmaktadir. Bu sayede morfolojik, anatomik ve biyokimyasal olarak
degerlendirilmis 6rnekler genetik materyal bakimindan da degerlendiriimekte ve ortaya daha
tutarh bir sonug cikartilmaya calisiimaktadir.

Bu proje kapsaminca morfolojik olarak ¢ok benzer olan farkli bdlgelerden toplanmis Sog(it
turleri. total DNA’si izole edilmis ve hedeflenen bdlgelerin optimize edilmis metotlarla
cogaltiimistir. Bunun yaninda Orman ve Su isleri Bakanhgrnin ilgili kuruluslar tarafindan
s6gut gen kaynaklarini korumak ve islah ¢alismalarini yiriatmeye yonelik olarak Turkiye’'nin
belirli yorelerinden (6zellikle i¢ Anadolu bdlgesinden) ségut klonlari secilmistir. Segilen klonlar
Ankara Behicbey Fidanhgrndaki klon bankasina aktarilma calismalari bagslatiimis olmasina
ragmen bunlar hicbir genetik bilgi olmadan programsiz ve rastgele yapilmaktadir. Boyle
kurulan bir gen bankasindan. s6gut gen kaynaklarindan islah programlarinda etkin sekilde
yararlaniimasi simdiye kadar mimkin olmamistir. Yeterli genetik ve islaha yodnelik

arastirmalar olmadigi igin bu klonlar biyokutle tretiminde de kullanilamamaktadir.



Ulkemizde sdgutlerle ilgili cok az sayida galisma vardir. Tlrlerin yayiligi ile ilgili son yillarda
yapilmis glincel ¢ok az bilgiye ulasilabilinmektedir. Genetik c¢esitlilik ¢alismalari ise yoktur.
Bundan dolayi, bu proje calismasi ile Turkiye’de bulunan dogal ségat turlerinin evrimsel
iliskilerini ve ticari 6Gneme sahip turlerine ait gen kaynaklarinin genetik karakterizasyonlarini
ortaya konmasli saglanmis ve dolayisiyle bu cinste ziraat, orman ve eczacilik alanlarinda
yapilacak olan tir teshisi, gen kaynaklarini koruma ve islah ¢alismalari igin ¢gok degerli olan

ve bulunmayan bilgiler Gretilmistir.

1.1 Literatlre Ozeti

So6gut cinsi, sulak yerlerde yetisen yaprak ddken diyoyik agag¢ ve ¢ali formunda bitkileri icerir.
Cicek ve yapraklarinin farkhh zamanlarda gelisiminden dolayl butin karakterlerin tek bir
bitkide goOzlenmesini zorlastirmaktadir (Arthan ve Giveng, 2009). Az sayida turi orman
agaci olup, yine ¢ok az sayida tiru ekolojik olarak baskin tirler basamaginda yer alir. Bunlar
diger tarlerin tercih etmedidi ug alanlarda veya ekosistemdeki degisikliklerde dncu tir olarak
yetisir. Bu 6ncl 6zellikleri pamuksu tuylerle donanimli tohumlarinin kolayca yayilmasi ve ug
iklim kosullarina dayanikli olmasindan kaynaklanir (Davis, 1965). Ozellikle sulak alanlarda
veya daglarda yaygindirlar. S6gutler, 1s1k agaclari olup nem istekleri de fazladir. Dere, iIrmak
ve gol kiyllarinda, sulak cayirlarda yetismeyi yegler. durgun sudan zarar goérmezler.
Tohumlar ¢ok kuguk, ruzgar ile hizli dagilabilir ve nemli topraklar buldugunda c¢abuk
cimlenebilirler (Skvortsov, 1999). Skvortsov’a gore Rusya ve Avrupa’da yayilis gosteren
butiin S6gut turlerinin morfolojik karakterleri buyuk gesitlilik gostermektedir.

Soégut turlerinde melezlenme orani yuksektir (Argus, 1997). Melez turler tam olarak teshis
edilemedigi icin Sogutlerdeki taksonomi c¢alismalari ¢ok net degildir. Melezlenmenin ve
introgresyonun (tlrler arasi gen akigi) soégut turlerinde ¢ok goérilmesinden kaynaklanan,
taksonomideki bu sorunlari ¢gézmek zordur (Karrenberg vd., 2002). Biutin bitkilerin % 30-
80’ninin melezlenme olaylarindan kaynaklandigi distnilmektedir ve béylece melez zonlari
bitki evriminde 6nemli rol oynamaktadir (Campbell vd., 1997). Ayni habitati paylagsmak bir
¢ok s6gut tiriiniin melez zonlar olusturmasina sebep olmustur. Yapilan bir calismada sdgut
turlerinden S. eriocephala ve S. sericea ayni alani paylasarak melez zonlar olusturdugu
tespit edilmistir (Fritz vd., 1994).

Melez Sogut turlerinin gekirdek DNA igerikleri genellikle kararl iken, morfolojileri deg@iskenlik
gostermektedir. Melez tirler morfolojik 6zelliklerini iki ebeveyninden birden almakta, melez

fenotipleri bir ebeveyn 6zelligi baskin gelmektedir (Thibault, 1998). Hardig vd. (2010) Ségut



cinsinde melezlerin kloroplast haplotiplerinin dagilimlarina etkisi Gzerine bir calisma yaparak

melezlerin ségutler Uzerindeki etkisini net bir sekilde ortaya koymustur.

1.1.1 Sogiitlerin ekonomik degeri

Yizlerce yildir halk tarafindan kullanilan ve buglin ¢cagdas fitoterapi tarafindan da kullanimi
kabul edilmekte olan ilaclar arasinda s6gdut kabugundan elde edilen ‘cortex salicis’, aspirinin
daha az etkili bir 6ncusu olan salisinin 6zgun kaynagidir (Baytop, 1997). Aga¢ kabuklarinda
bulunan salisilin, salisilik asit molekuline donlserek aspirinin ham maddesi olan asetil
salisilik asitin kesfine dncl olmustur. Buglin yapilan arastirmalar 1siginda bu molekilin
antikanser 6zelligi oldugu da bilinmektedir (Mahdi vd., 2006).

Adaclardaki agir metal birikimine dayali fitoremediasyon ¢alismalarinda sdgut tarlerinin
yiksek potansiyeli dikkat cekmektedir (Pulford ve Watson, 2002). Sekiz sddut tlrlinde
yapilan arastirmada Cu ve Zn konsantrasyonlarinin ¢ok fazla degistigi. dokular arasi metal
birikiminin topraktaki metal oranini degistirdigi ifade edilmistir (Nissen ve Lepp, 1997).
Sander ve Ericsson (1998) 'in yaptigi calismada ise Salix viminalis’da bulunan Zn, Cu, Ni ve
Cd miktarlarinin boyla beraber arttigini goézlemlenmistir. Kontaminasyonun c¢ok oldugu
topraklarin artmasi soégut gibi hizli yetisen ve vejetatif olarak Uretilebilen agaglar ile bélgenin
iyilestiriimesi ¢alismalari giderek daha fazla 6nem kazanmaktadir.

Soégut tirleri erozyon ve rizgar perdesi, su bentlerinin ve hendeklerin tahkimi, sepet yapimi,
c¢it yapimi, yakacak, sellloz ve kagit, sus bitkisi, kriket sopasi ve kuguk el aletlerinin yapimi
ve hayvanlar icin yem olarak kullaniimasi gibi bircok amag icin degerlendiriimektedir
(Tunctaner, 1990). Ayni zamanda bu tirler mobilya yapiminda da kullaniimaktadir (Andleeb
vd., 2011).

Diger ve 6nemli bir ekonomik degeri ise sdgutler diinya genelinde enerji projelerinde en ¢ok
kullanilan tirler olmasidir (Vermerris, 2008). Ségut klonlarinin plantasyonu ile elde edilen
verileri abiyotik ve biyotik faktorlere direncli olan genleri belirlemekte uzun vadede biyoenerji
calismalarinda kullanilabilirligini - artirmaktadir  (Aravanopoulos vd., 1999). Bugun,
yenilenebilir biyoenerji kaynaklari olarak orman biyoteknolojisi ¢calismalarinda hizli buyimesi.
yaygin olarak bulunmasi, kontrolll su ve glibre kullanimi olmasi sebebiyle bazi ségut klonlari
tercih edilmektedir (Herrera, 2006). Sogut klonlarinin bocek ve hastaliklara direngli olma.
strese dayanikh olma. ilk yil kesiminden sonra hizli buyime 6zelliklerine sahip olmalari
biyoyakit olarak secilmesini saglamaktadir. Bu ise tlrlerin dogru teshisi, secimi ve genetik

karakterisizasyonu ile mimkin olmaktadir (Smaliukas vd., 2007). Ornegin Przyborowski'in



(2010) Salix viminalis Gzerinde yapmis oldugu c¢alismalar genetik cesitliligi cok ylksek olan

bu tdrin biyoenerji Grinl olarak uygunlugunu ortaya koymaktadir.

1.1.2 Sogutlerin taksonomisi

Salicaceae familyasi Populus ve Salix olmak tzere iki cinsi icermektedir (Cronquist. 1981).
Bazi kaynaklar bu familayaya farkh bir cins olan Chosenia veya Toisusu ekleyebilmektedir.
Fakat ségut tirlerinden sadece birkag farkh 6zellik ihtiva ettigi icin bu gruplar alt cins olarak
degerlendirmek daha dogru olacagdi disiinilmistir (Skvortsov, 1999). ilk olarak Linnaeus
tarafindan 1753 yilinda 23 Salix tlrd yayinlanmig, hayati boyunca bu sayi 31’e ¢ikmigtir
(Skvortsov, 1999). Tarihte S6g0t cinsi, yaprak karakterlerine, gicek gelisimlerine, ovaryum
durumlarina, anter boyutlarina gére seksiyonlara ayriimistir (Argus, 1997). Buradan elde
edilen bilgiler ile Cordatae seksiyonu igin polyploidi ¢alismalari farkli arastirmacilar tarafindan
devam ettirilmistir (Skvortsov, 1999). Bugtn Turkiye’'deki Sogut turleri alt cins Salix; seksiyon
Humboltianae Pax., seksiyon Amygdalinae W. Koch., seksiyon Pantandrae (Borrer)
Schneider. seksiyon Salix seksiyon Subalbae Koidzumi ve Alt cins Vetrix Dumort.,
seksiyon Hastatae Kerner., seksiyon Vetrix Dumort., seksiyon Vimen Dumort., seksiyon
Canae Kerner., seksiyon Helix Dumort ve seksiyon Cheilophilae Hao olacak sekilde 2 alt
cins (Subg. Salix ve Vetrix), 11 seksiyon altinda toplanmistir (Davis, 1965). Bu sayi
Turkiye'de oldugu tespit edilen yeni tirlerin seksiyonlari ile 13’e ¢cikmigtir (Skvortsov, 1999).

Soégut tarlerinin ihtiva ettidi ikincil bilesenler taksonomik ayrim igin kullaniimistir (Meier
vd.,1985). Yine de turlerin taninmasi ve teshis edilmesi zordur ve melezlerin varligi
yaygindir. 19. yizyil’da Avrupa’da melezlerin varliginin anlasilmasi J.Scopoli tarafindan
saglanmig ve turlerin tesghisinin ne kadar zor oldugunun alti gizilmigtir (Skvortsov,1999).
Farkl ekolojik toleranslarindan dolayr bazi melezler Uzerinde introgresyon ve geri
¢aprazlama galismalari ile genetik cesitliliklerinin saptanmasi saglanmistir (Hardig vd., 2000).
Yapilan diger genetik cesitliligi calismalarinda bazi ségut klonlarindaki heterozigotlugun
yakin akrabasi olan Populus tirlerine gére daha daha fazla oldugu belirtiimistir

(Aravanopoulos vd., 1999).

1.1.3 Tiirkiye’de sogiit cinsi

Eski kayitlara gore, diinyada ségut 300 tdr ile yayilis gdsteren zengin bir cinstir (Argus,1997).
Yeni kaynaklar i1si§inda ise S6gut cinsinde bulunan tirler. tim diinyada yetistirilir ve yaklasik
500 tirle temsil edilir (Hardig vd., 2010). Avrupa icin bu say1 65 iken (Argus, 1997). Tablo
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1’de goéruldagu Gzere Turkiye'de ise dogal olarak 27 tir bulunur (Terzioglu vd., 2014). Bazi
ségut tarleri Tarkiye deki yayilis alanlari elemani olarak nitelendirildikleri flora bdlgesi ile
uygunluk igerisindeyken (iran-Turan elemani olarak nitelenen Salix aegyptiaca sadece Dogu
Anadolu Bolgesi'nde yayilis gostermesi gibi). bir kismi bu 6zelligi gostermezler (6rnegin
Avrupa- Sibirya elemani olarak nitelendirilen Salix fragilis in Tirkiye deki yayilig alani Oksin
sahasi ile sinirli kalmayip, Dogu Anadolu Bolgesi'ne de tagar) (Avci, 1999).

Tarkiye Sogutlerinden 4 tanesi endemiktir;  S. trabzonica.  Salix purpurea subsp.
leucodermis (Erguvani s6gut). Salix rizeensis (Rize sé6gudu) (Skvortsov ve Edmonson, 1970;
Donner, 1990; Guner ve Zielinski, 1993; Glner, 2000). Diger bir endemik tirin tarin varligi
Adana’da yeni kesfedilmistir; Salix anatolica (Zielinski & Tomaszevsk, 2008) . Digerleri ise

Tablo 1 ‘de verilmistir.

Tablo 1 : Turkiye’de dogal olarak bulunan ségiit tirleri (Baytop, 1997).

Numara Salix tlrleri Yazar
1 Salix acmophylla Boiss.
2 Salix triandra subsp. triandra L.
Salix triandra subsp. bornmuelleri  (Hausskn.) A. Skv.
3 S. pentandra L.
4 S. pentandroides A. Skv
5 S. alba L.
6 S. excelsa J.F. Gmelin
7 S. fragilis L.
8 S. babylonica L.
9 S. apoda Trautv.
10 S. trabzonica * A. S.kv.
11 S. myrsinifolia Salisb.
12 S. caucasica Andersson
13 S. pedicellata subsp. pedicellata Desf.
14 S.caprea L.
15 S.aegyptiaca L.
16 S.cinerea L.
17 S.pseudomedemii E. Wolf
18 S.pseudodepressa A. Skv
19 S.viminalis L.
20 S.armenorossica A. Skv.
21 S.elaeagnos Scop.
22 S.elbursensis Boiss.
23 S.amplexicaulis Bory & Chaub
24 S.rizeensis * A. Glner et J. Zielinski
25 S.purpurea subsp. leucodermis * L.
26 S.wilhelmsiana Bieb.
27 S.anatolica * J.Zielinski & D. Tomaszewski

*Endemik turler



Sekil 1 : Tirkiye’de dogal olarak bulunan soégiit tirlerine ait harita. Her renteki
yuvarlak farkh bir tird temsil etmektedir.

(http:/fturkherb.ibu.edu.tr/index.php?sayfa=karsilastir).

Tarkiye’de s6gut agisindan en zengin bolge, llkemizde mevcut olan 27 tirin 23’Gnd
barindiran Karadeniz Bélgesi'dir ve bunu 15 tirle Dogu Anadolu Bdlgesi izlemektedir. Séguit
turleri bakimindan en az cesitlilige sahip bolgemiz ise 6 turle Gineydogu Anadolu Bolgesi'dir
(Arthan ve Guveng, 2009). Turkiye ve dlnya igin yeni bir Ségut tlirl olan Salix rizeensis.
Gller ve Zielinski (2007) tarafindan Rize’de tanimlanmis ve tarle ilgili morfolojik arastirmalar
Terzioglu vd. ( 2007) tarafindan gergeklestiriimistir. Bu tlrln yani sira S. myrsinifolia Salisb.,
Kuzey Anadolu’dan S. purpurea subsp. leucodermis Yalt. floranin 11. Cildine Turkiye florasi
icin yeni tarler olarak eklenmigtir (Zielinski ve Guner, 2000) (Sekil 1).

Turkiye’'de ségut cinsi ile ilgili eksik bilgileri tamamlamak adina Ankara gevresinde yetisen
so6gut tarleri incelenmis ve morfolojik 6zellikleri ile 9 tur belirlenmigtir. Ayni tarler Gzerinde
yapilan odun anatomisi g¢alismalarindan da net bir ayrim gdézlenememistir (Arthan ve
Gulveng, 2011). Ayrica bu cinsin yaprak morfolojisinin diger bir familya olan Lauraceae
familyasina ¢ok fazla benzemesi familya dizeyinde sorunlari beraberinde getirmistir ve bunu
ortadan kaldirabilmek igin yaprak damarlanmasi Uzerine morfometrik analiz ¢caligmalari da
denenmistir (Melanie, 2002).

Turkiye’deki So6gut cinsi igcin  daha o6nceden vyapilmis molekuler bir c¢alismaya
rastlaniimamigtir. Bu proje ile dnemli bir eksiklik olarak goérulen Turkiye ségutlerinin
molekdler biyoloji ydntemleriyle soy agaclarinin ¢ikariimasi ve aralarindaki genetik iligkilerin

ortaya konmasi saglanmistir.



1.1.4 Molekuler caligmalar

Sogut tart kromozomu kiguk ve tek tiptir. Familyanin digerlerinde de oldugu gibi kromozom
sayisi n=19'dur. Bazen kromozom fragmentasyonuna bagli olarak bu sayi 22 olarak
gecebilmektedir. Suda ve Argus (1968) S6gut tlrlerini kromozom sayilarina gére 6 seksiyona
ayirmigtir. Ségutlerin poliploidi seviyeleri 3x’den 12x’e kadar degisebilmektedir (Argus, 1997).
Morfolojik karakterler cinsteki turleri ayirt etmekte yeterli olmadigdi icin molekuler belirtecler
kullaniimaktadir (Saarela vd., 2007). Ségutler cinsinin sadece Longifolia seksiyonun Gzerine
Brunsfeld vd. (1991) tarafindan filogenetik analizler yapilmistir. TUrler arasi infragenerik
analizler ise dunyada ilk Argus (1997) tarafindan gerceklestiriimistir. Azuma vd. (2000)
sdgut cinsinin kloroplast rbcL nidkleotid bdlgesine bagh filogenetik iligkileri ¢alismiglardir.
Melezlenme. introgresyon ve filogenetik iligkileri ortaya koymak (zere Hardig vd. (2010)
kloroplast matK bélgesini ve rDNA ITS bdlgelerini ¢ogaltmiglardir. Dinya’da Salicaceae
familyasinda c¢ekirdek ribozomal ITS bdlgesine bagli ayrica molekiler ¢alismalar da yapilimis.
seksiyonlarin ayrilmasi i¢in anlamh veriler elde edilmigtir (Leskinen ve Alstrom-
Rapaport,1999; Abdollahzadeh vd., 2011).

Son yillarda bitki tdrlerindeki mevcut genetik cesitlilik. molekiler calismalarla beraber
genomik. transkriptomik. proteomik ve metabolomik diizeylerde de incelenmektedir. Bu
varyasyolarin belirlenmesi ve korunmasi i¢cin molekuler markorlerin kullaniimasi dnem teskil
etmektedir. Model olarak kullanilan bitkilerin disinda kalan ségut gibi tirlerde etkin ve seri
arastirmaya olanak saglayan molekuler belirteg sistemlerinin kullanilmasi oldukga 6nemlidir.
DNA parmak izi tanisinda tercih edilen SSR markdorler. s6gutte; gesit tayini. ebeveyn analizi.
genetik cesitlilik ve genetik haritalama gibi calismalarda kullaniimistir. Genotipleme
arastirmalarinin yaninda. kodominatlk avantajindan dolayl ebeveyn ve melez tanisinda.
genomda korunan dizilerin baz almasindan dolayi ise bitkilerin genetik evrim ¢alismalarinda
kullaniimaktadir. Ayrica bitkilerdeki ekonomik Ozellikleri (tane rengi. hastaliklara dayaniklilik
gibi) kontrol eden genlerin klonlanmasi amaci ile yuritilen genetik haritalama ¢alismalarinda
ve genom projelerinde SSR belirteclerin 6nemi detayli sekilde geg¢mis calismalarda
tartisiimistir (Fischer vd., 2004; Welter vd., 2007; Akkurt vd., 1998; Velasco vd., 2007). Daha
once bu belirteclerle ilgili ségat calismalarn Turkiye’ de yapilmamistir. Farkli hedeflenen
amaclara yonelik SSR markérler kullanilarak dinyada sdégltte gergeklestirilen dnemili
¢alismalar bulunmaktadir. Birgok s6dut turinde popilasyon c¢alismalari igin mikrosatelit
belirteglerin gelistiriimis ve bunlar daha sonraki galismalar i¢in éncu olmustur (Lian vd., 2001,
Barker vd., 2003). Hanley vd. (2002). AFLP ve mikrosatellit belirteglerini kullanilarak Salix

viminalis S6gut turindn genetik baglanti haritasini olusturmuslardir. Lian vd. (2003). S. reinii



populasyonunun genetik yapisi ve uUreme dinamigini arastirmak; Stamati vd. (2003). S.
lanata, S. lapponum ve S. herbacea koruma stratejileri hakkinda bilgilendirme saglamak; Lin
vd. (2009) S. eriocephala ve S. purpurea tirlerinde genetik cesitlilik ve genetik yapi
karsilastirmak; Puschenreiter vd. (2010). Salix caprea turinde. genetik yapi ve Zn / Cd
birikimi kapasitesi Uzerinde uzun vadeli agir metal kirleticilerinin potansiyel segici etkilerini
ortaya koymak igin gesitli mikrosatellit bolgelerinin genotiplerini analiz etmisler ve genetik
tanimlama yapmisglardir. Sochor vd. (2013), SSR ve AFLP belirtegleri beraber kullanarak.
habitat parcalanmasindan dolayi tehlike altinda olan Salix daphnoides’in ekolojik ve
demografik olarak karaterize edilen populasyonlarinin genetik 6zelliklerini ortaya ¢ikarmiglar
ve biyotop, cinsiyet, yas, nufus ve genetik yapisi arasinda anlamli bir iliski bulmuslardir.
Lauron-Moreau vd. (2013). dizi analiz tamamlanan kavak genomuna gdre. 24 mikrosatellit
belirteclerini yerli Kuzey Amerika Sogut tirleri (S. amygdaloides, S. discolor, S. eriocephala,
S. interior ve S. nigra) Uzerinde test etmisler ve biyokultle agisindan ekonomik dnemi olan S.
eriocephala turinde 11 SSR belirte¢ yapilan galisma sonucu bu tirin potansiyelini teyit
etmiglerdir. BOylece bu mikrosatellit belirteclerinin Kuzey Amerika soégut tdrlerin genetik

cesitliligini degerlendirmede kullanilabilir oldugunu gostermislerdir.



2. CALISMANIN AMACI

Son zamanlarda fark edilmistir ki sadece morfolojik ve anatomik karakterler bu cins icinde yer
alan turlerin taksonomik tayini ve cins iginde yer alan diger tirlerle olan evrimsel iligkisini
tayin etmek igin yeterli olamamaktadir. Bu yuzden Ozellikle son 20 yildir kloroplast ve
¢cekirdek DNA’da yer alan ¢ok sayida farkh bolge, PCR metodu kullanilarak ¢ogaltiimakta ve
turlerin filogenetik iligkisi bitkilerin genetik materyali esas alinarak ortaya konmaktadir.
Morfolojik, anatomik ve biyokimyasal olarak degerlendirilen Ornekler, genetik materyal
bakimindan da degerlendiriimekte ve ortaya daha tutarh bir sonu¢ c¢ikariimaya
calisiimaktadir. Bu proje kapsaminda morfolojik olarak ¢cok benzer olan. farkli bdlgelerinde
yayilis gosteren Sogut tdrlerinin molekiler genetik teknikleri kullanilarak c¢ahsiimasi tar
ayrismasi ve sogut gen kaynaklarini koruma ve kullanima yonelik calisma ve programlar igin
dnemli veriler saglayacag dusuninilmektedir. Bunun yaninda Orman ve Su igleri
Bakanligi'nca secilen sdgut klonlari Ankara Behigcbey Fidanhdrnda bulunmakla beraber,
ancak bu materyallere dair higbir genetik bilgi bulunmamakatdir ve devam eden caligmalar
da genetik veri eksikliginden programsiz ve rastgele yapilmak zorunda kalmaktadir. Yeterli
genetik ve islaha yonelik arastirmalar olmadigl igin bu klonlar biyokltle Uretiminde de
kullanilamamaktadir. Ségutlerle ilgili Turkiye’de ¢ok az sayida ¢alisma vardir. Turlerin yayilisi
ile ilgili son yillarda yapilmis guncel ¢ok az bilgiye ulasilabilinmektedir. Genetik gesitlilik
calismalari ise yoktur. Bundan dolayi, bu proje ¢aligsmasi ile Turkiye’de bulunan dogal ségut
turlerinin evrimsel iligkilerini ve ticari 6neme sahip turlerine ait gen kaynaklarinin genetik
karakterizasyonlarini ortaya konmasi amaciyla ve dolayisiyle bu cinste ziraat, orman,
eczacilik gibi diger alanlarda yapilacak tir teshisi, gen kaynaklarini koruma ve islah
¢alismalarin icin ¢cok degerli olan ve bulunmayan bilgilerin tretilmesi amacglanmistir.
Basindan itibaren projenin iki temel amaci vardi: 1) Molekdler biyoloji ydontemleriyle kloroplast
(matK, rbcL, tRNA) ve ¢ekirdek genomundaki (rDNA ITS) evrimsel agidan korunan bdlgeleri
calisarak Ulkemizde dogal olarak bulunan Ségut turlerinin filogenetigini (soyagacini) ortaya
koymak (/s Paketi-1) ve 2) Molekiiler markérlerle (SSR markérler) yardimiyla Turkiye' de
dogal olarak yetisen ve ekonomik oneme sahip Salix alba ve S. excelsa’ nin gen
kaynaklarinin belirlenmesi, kullanimi ve genetik gesitliliginin korunmasina katkida bulunacak
genetik bilgiyi tiretmek (is Paketi-2).

Bunlara ek olarak yapilan is paketi 2 icin yapilan arazi ¢alismalarinda gorulmustar ki, her
nehir genelde tek bir 6ncu Salix turd ihtiva etmektedir. Arazi yapilan nehirlerde dogal olarak
yetisen ve ekonomik 6neme sahip Salix alba ve S. excelsa’nin arasinda morfolojik fark ¢ok

az oldugu igin morfolojik ayrimda problemler ¢ikmis, bu iki tiriin daha net tayin edilmesi igin



proje kapsaminda nehir sistemlerinde tir teghisine ydnelik ilave c¢alisma yapilmistir. Bu

calisma is Paketi-1’e ek olarak dahil edilmistir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1 Ornekleme ve bitki materyali (is paketi-1)

Turkiye Soguatlerinin molekdiler filogenetik ¢calismasinda. arazide tir teshisini kolaylastirmak
adina daha o©nceden Herbaryumlar (Herbarium Turcicum-ANK, Gazi Universitesi
Herbaryumu-GAZI, Hacettepe Universitesi Herbaryumu, Ankara Universitesi, Eczacilik
Fakiltesi Herbaryumu, Ankara Orman Mudurligua Herbaryumu) ziyaret edilmistir. Filogenetik
calismalar icin ayrica Davis (1965)'in Turkiye Florasi kitabina gore her Sogut turl icin
cografik bdlgeler tespit edilmis ve belirlenen nehir havzalarindan Aras, Coruh, Kizilirmak,
Susurluk, Aksu, Goksu, Seyhan, Ceyhan ve Firat olmak Uzere arazi ¢alismalari yapilmistir.
Literatire goére daha dnceden Tlrkiye’de dogal olarak yayilis gésteren s6gat tarleri Sekil 1 de
gosterilirken. bu proje ile gidilen arazi ¢alismalarindan elde edilen S6gut tirlerinin haritasi
Sekil 2 ’da verilmistir. Her tr icin en az 5 birey ve klon ve akrabalik yapisini bozmak igin en
az 200 metre aralik veya daha uzak ile toplanmasina dikkat edilmistir. Arazi calismalari
esnasindan bulunan her tur igin ayrica pres kullanilarak yaprak. ¢icek ve govde morfolojilerini
belilemek Uzere Ornekler muhafaza edilmig, daha sonra Davis (1965)'in Turkiye florasi 7
cildindeki s6gut anahtarina gore teghisleri yapilmistir. Sikintiya dasulen durumlarda Ankara
ve Gazi Universitesi Herbaryumlarina gidilerek karsilagtirmali galismalari yapilmistir.
Edinilemeyen bazi tdrler icin (S.myrsinifolia, S.rizeensis ve S.pseudodepressa)
herbaryumlardan yaprak materyali saglanmistir. Bunlarin sonunda projede Turkiye’de dogal
olarak yetisen 24 farkli Salix tir ve bir melez tire (S.albaxfragilis) ulasilmigtir (Tablo 2).
Toplanan o6rnekler silika jellerde muhafaza edilmis ve nemlenmeleri énlenmistir. Bunlar
icerisinden DNA miktarlari ylksek olan érnekler Gizerinden dizi analizi yapilmistir. Dizi analizi
yapilacak birey sayisi 126 olarak belirlenmistir. Ancak S6gdut turlerinde fenolik maddelerin
birikimine bagl olarak DNA'nin zor elde edilmesinden kaynaklanan. her gen bdlgesi her

ornekte ¢ogaltilamamistir. Her gen bolgesi igin dizilenen 6rnek sayisi farkhidir.
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Sekil 2 : Tiirkiye genelinde yapilan arazi ¢aligmalarinda orneklenen sogiit tiirlerinin

lokasyonlarini gdsteren harita (is paketi-1)
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TUBITAK

Tablo 2 : Ulkemizde dogal olarak bulunan ségiit tiirlerinin filogenetigi calismalan (is

Paketi-1) i¢in elde edilen tiirler ve yapilan arazi 6rneklemeleri

No | Seksiyon Altcins | Sogiit Turleri (")rneklt_ame yapilan yerler
(Belde/ll)
1 Humboltianae Salix S.acmophylla Asma Su Ceken Kopri/Batman,
Birecik Halfeti/ Sanliurfa, Birecik-
Pax Ziyaret Koyii/Sanliurfa
2 Amygdalinae W. | Salix S. triandra subsp. | Ihlara Vadisi /Aksaray, Cerkes Orman
triandra Fidanhgi(Goletler)/

Koch Cankiri.Ugkéy/Corum, Ardicli-
Niksar/Tokat, Afyon, Uzundere
vadisi/Rize, Tortum yol Kkenari
so6gutlik/Erzurum,Tosya- Besgcam-
Deringbz/Amasya

2 Amygdalinae W. | Salix S.triandra  subsp. | Celtek -Tersakan /Amasya
Bornmuelleri
Koch
3 Pentadrae Salix S. pentandroides Carsamba-Melikkdy/Samsun, Coruh-
(Borrer) Bagba§|/Erzurum
Schneider
4 Salix Salix S. alba Akyazi-vakiflar/Sakarya. Konya,
Kizilcahamam Soguksu Muilli
Parki/Ankara, Coruh Yavuz mah.
KoprisU yol kenari-Coruh/Artvin,
Aksu dere kenari/Antalya, Ispir/
Erzurum, Urgup/Aksaray. Ihlara
Vadisi/Aksaray, Kurtbogazi  baraj
alti/Ankara, llgin-Catak-Citdere/Konya
5 Salix Salix S. excelsa Carsamba-Celikli. Senyurt/ Samsun,
Kislacik Koéyu Yol Cikisi, Kirklar/
Kirklareli, Ovacik Koéyii Oncesi Yol
kenari/ Gebze, Derkapi-
Yusufeli/Artvin
6 Salix Salix S. fragilis Cay/Afyon,Beynam  Ormani/Ankara,
Aksehir/Konya
*k Salix Salix S.albaxfragilis Behigbey Fidanligi Ormani/Ankara
7 Subalbae Salix S. babylonica Kalecik/ Ankara, Yaylacikk Koyu-
. ) Goynucek/Amasya, Tokat. Coruh

Koidzumi Yaylacik Cikisi, Yusufeli gikisi/Artvin,

Ihlara Vadisi/Aksaray

8 Hastatae Kerner | Vetrix S. apoda Ladik/ Samsun

9 Nigricantes Vetrix S.myrsinifolia* llgaz/Kastamonu

10 | Vetrix Dumort Vetrix S. caucasica Yokuslu  k@yd/Artvin.  Coruh  —
Sirakonaklar-Incirli/Artvin,
llgaz/Kastamonu, Ayder/Rize

11 | Vetrix Dumort Vetrix S. pedicellata | Goksu-Ermenek Gayi/Karaman




subsp. pedicellata

12 | Vetrix Dumort Vetrix S. caprea Kizilcahamam Soguksu Milli
Parki/Ankara, Kastamonu Cankiri
ilsinin, Bostan/Kastamonu, Kafkasor
Yaylasi/ Artvin

13 | Vetrix Dumort Vetrix S.aegyptiaca Bahgesaray/Van, Tatvan/Bitlis

14 | Vetrix Dumort Vetrix S. cinerea Akyazi Gebes/Sakarya, Cubuk
Karag6l/ Ankara, Uzungdl/l Rize.
Coruh Bagbasi/Artvin

15 | Vetrix Dumort Vetrix S. pseudomedemii | Beynam Ormani /Ankara, Zile/Tokat

16 | Vetrix Dumort Vetrix S.pseudodepressa* | Sarikamis/Kars, GumusDamla
Kdyl/Bayburt

17 | Vimen Dumort Vetrix S.viminalis Nehirbagi/Erzurum

18 | Vimen Dumort Vetrix S. armenorossica Oltu/ Erzurum, Bagbasi-
Coruh/Erzurum

19 | Canae Kerner Vetrix S. elaeagnos ligaz/Cankiri, Tosya-
Besgam/Kastamonu, Ladik/Samsun

20 | Helix Dumort Vetrix S. elbursensis Coruh-Alanbasi/Artvin

21 | Helix Dumort Vetrix S. amplexicaulis Kizilcahamam/Soguksu Milli
Parki/Ankara, Cubuk Karagotl/Ankara,
llgaz kuzey yamaci/Kastamonu, llgaz
qag girisi/Kastamonu

22 | Helix Dumort Vetrix S.rizeensis* Ikizdere/Rize

23 | Helix Dumort Vetrix S. purpurea subsp. | Kéycegiz-Dana deresi/Mugla,

Leucodermis Gdkceova Gol Kiyisi/ Mugla
24 | Cheilophilae Vetrix S.wilhelmsiana Tortum/Erzurum, Kars-Erzurum Yolu

*Herbaryum Ornekleri
**Projeye dahil edilen Melez Ségut

3.2 DNA izolasyonu (is paketi 1-2)

Labaratuvar ortamina getirildiginde érnekler sivi azot kullanilarak toz haline getirilmistir. Toz
haline getirilen érnekler etiketlenerek ependorf tiplerde -20 °C saklanmistir. Yapraktan DNA
izolasyonu icin. arazi calismalarinda elde edilen turlerde Doyle ve Doyle’'un (1990) CTAB
metodundan yararlanilarak yeni bir yontem gelistiriimistir ve detaylari :

(1) Her bir ture ait 0.1 gram taze yaprak otoklavlanarak steril edilmis havanlara konularak
uzerine mekanik parcalanmayi kolaylastirici 1000 pl 6zutleme tamponu (CTAB-Cetil Trimetil

Ammonio Bromuro) ilave edilmesi,



(2) Olusan karigim homojen yesil bir gorunum alana kadar havanda ezildikten sonra 1.5
ml'lik epppendorf tlplerine konularak Uzerine tekrar 700 yl CTAB ve 200 pl B-merkapto-
etanol ilave edilmesi,

(3) igerisinde ezilen yaprak metaryalinin bulundugu eppendorf tiipler dnceden 65 °C’ye kadar
Isitilmis su banyosunda 30 dakika bekletiimesi,

(4) Daha sonra 15000rpm +4 °C’de 15 dakika boyunca santrifuj edilmesi,

(5) Alinan siipernatant yeni bir tiipe aktarilarak 0.8V Fenol : Kloroform: izoamil alkol (25:24:1)
eklenmesi (Eger istenilen berraklik saglanmaz ise Fenol ile ylkama asamasi bir kag kere
tekrarlanmasi),

(6) Supernatant yeni bir tipe alinarak 0.8V kloroform I1AA(24:1) eklenip. hafif¢ce karistiriimasi,
(7) 15000 rpm’de +4 °C’de 10 dakika santriflij edilmesi,

(8) Supernatant alinmasi ve 0.7-1V izopropanol eklenip ve karigtirilmasi ve ¢6ziinen DNA
alkol ile gorulir hale getirimesi,

(9) -20 °C’de 1 gun (veya -80 °C’ de 2 saat) bekleyen orneklerin 13000 rpm +4 °C’de 8
dakika santriflij yapilmasi,

(10) Pellet 500ml %70’lik etanol ile yikanmasi,

(11) Sdpernatant atilip pellet oda sicakliginda kurumaya birakilmasi. sonra DNA’yI kurutmak
amaci ile tipler oda sicakhginda yaklasik 30 dakika kadar bekletiimesi,

(12)DNA’ nin kurudugundan emin olunduktan sonra her bir érnek 80-90 pl TE tamponunda
(10 mM Tris. 1 mM EDTA pH 8.0) ¢ozulmesi ve elde edilen stok DNA ¢rnekleri uzun vadede
kullanim igin -80 °C’ de saklanmasi,

(13)Daha sonra elde edilen DNA miktarlari fluorometrik yéntemle belirleyerek 10 ng/ ul'ye
seyreltiimesi,

(14) DNA kalite ve miktar élgtimleri amaci ile %0. 8’ lik agaroz jel ve Thermo NanoDrop 2000
spektrofotometre (Thermo Fisher Scientific Inc. NanoDrop 2000 Spectrophotometer Version

1.4.1) kullanilarak dlgtlmesi seklindedir.

DNA izolasyonu sonunda DNA miktarlari 10-20 ng/ul (is paketi-1) ve 30-40 ng/pl (is paketi-2)

ayarlanmistir.



L S1 S2 S3 S4S5S6S7 S8 S9 S10S11S12 S13 S14 S15 S16 S17 S18 S19 S20

Sekil 3: izole edilen 19 ségiit bireyine ait DNA’larin %8’lik agaroz jelde yiritilmesi.
Soldan ilk kuyucuk markdr (Referans) DNA’y1, markor DNA’dan soldan saga sirasiyla
kuyucuklar 19 érnek DNA’lar temsil etmektedir.

3.3 Sogqiit tiirlerinin filogenetigini (soyagacini) Molekiiler yontemlerle (kloroplast DNA
matK, rbcL, tRNA ve cekirdek rDNA ITS) ortaya koyma caligmalan (is paketi-1)

Kodlanmayan kloroplast DNA bdlgeleri yilksek derecede mutasyon gostermektedir. Bundan
dolayr evrimsel iligki analizlerinde yaygin olarak kullaniimaktadir (Taberlet vd., 1991).
Kloroplast DNA’ sinda bulunan ve kodlanmayan bdlgelerden bir tanesi tRNA (trnT-trnF) dir
ve familya alti filogenetik iligkilerin belirlenmesinde tercih edilmektedir (Taberlet vd., 1991,
Kelchner, 2000). Bu bdlge trnL intronik geni ve buna bagh iki yan IGS (Inter genic spacer)
bdlgesinden (trnT-L ve trnL-F) olusmustur (Bakker vd., 2000). Ayrica bu bélge trn a-b, trn c-
d ve trn e-f adinda 3 zit yonli primer ile gogaltilmistir. Tablo 3 ‘te kloroplast trnT-F bdlgesi
ve diger gen bdlgeleri icin kullanilacak olan evrensel primer giftleri verilmistir.

Bir kloroplast geni olan maturaz kinaz (matK) geni trnK (lizin tRNA) geninin intron bélgelerinin
arasinda bulunmaktadir. ikinci tip intron iceren (Hausner vd.. 2006) trnK geni open reading
frame (ORF) olarak bilinen stop kodonu igermeyen DNA dizisinden olusur ve RNA ug
birlestirmede kullanilan maturaz proteinini kodlamakta gorevlidir (Neuhaus ve Link, 1987;
Wolfe vd., 1992; Mort vd., 2001). Bu matK geni ORF’lerin hizli evrimlesmesinden dolay! bitki
filogenisinde aile, cins ve tlr seviyesinde yaygin olarak kullanilan bir belirtectir (Hilu ve Liang.
1997; Kelchner, 2002; Hausner vd., 2006).



Kloroplast icerisinde yer alan rbcL geni PCR teknikleri kullanilarak iki primer ile Murakami vd.
(1999) tarafindan ¢ogaltilmistir. rbcL geni tutundeki pozisyonu 307-1016 nikleotid
uzunlugundadir ve agik tohumlular dahil bircok damarli bitki de etkin olarak bulunmaktadir
(Murakami vd.. 1999). Projede Ségut tarlerinde rbcL gen bdlgesini ¢ogaltmak amaci ile 1F
(forward) ve 724 (reverse) olmak tzere rbcL1 ve rbcL2 adinda iki primer kullaniimigtir (Tablo
3).

Okaryotik ribosomal RNA geni rDNA olarak ifade edilmektedir ve kromozom (izerinde NOR
adi verilen nikleer organize bdlgesinde bulunmaktadir. Her bir gen bdlgesi 18S (ribozomun
kucuk altbirimi). 5.8S ve 26S (blylk altbirim) genlerini icermektedir. 5.8S geninin her iki
yaninda bulunan kodlanmayan bodlgelere ‘internal transcribed spacer (ITS1 ve ITS2)
bolgeleri denilmekte ve bu alanlar filogenetik calismalar icin yaygin olarak kullaniimaktadir.
Cekirdek icinde yeni Uretilmis olan rRNA’lar 18S rRNA ITS1, 5.8S rRNA, ITS2, 26S rRNA
bolgelerini icermekte ve olgunlasma asamasinda rDNA ITS bdlgeleri kodlanan bolgelerden
uzaklagsmaktadir. 18S ve 26S gen bdlgeleri familya veya daha yiksek taksonomik
seviyelerdeki calismalar icin tercih edilse de (Zimmer vd., 1989) ITS hdlgesinin cins ve tir
gibi daha alt taksonlari caligmak igin daha uygun oldugu belirtiimektedir. Clnki bu bélgelerin
evrimlegsme hizlari kodlanan bdlgelere oranla daha yiksektir (Suh vd., 1993). Bu bdlgenin bir
diger avantaji ise bdlgenin tirler icinde ¢ok korunmasi fakat tlrler arasinda ¢ok cesitlilik
gostermesidir (Hillis ve Dixon, 1991). Bu gibi 6zelliklerinden dolay kloroplast trn T-F, matK
ve rbcL ve gekirdek rDNA ITS genleri Turkiye sogut turlerinin filogenetik iligkilerinin ortaya
konmasinda segilen gen bolgeleridir. Bu gen bolgelerine ait etrafli bilgi sematik ¢izimlerle ilgili
sekillerde verilmistir (Sekil 4, 5, 6, ve 7)
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Tablo 3 : Sogut turlerinde filogenetik agag¢ icin kullanilan primer nukleotid dizileri;
Kloroplast trnT-F, matK, rbcL ve Cekirdek rDNA ITS.

Caligilan

bolgeler Primer dizinleri Bolge uzunlugu

trna(F)
trnT IGS 5 CAT TAC AAATGC GAT GCT CT 3 ~ 830 baz cifti
trnb(R)

5 TCT ACC GATTTC GCCATATCZ
trnc (F)

trnL 5CGA AAT CGG TAGACG CTACG ¥ ~ 610 baz cifti
trnd (R)

5GGG GAT AGAGG ACTTGAAC 3
trne (F)

trnL-F IGS | 5 GGT TCA AGT CCC TCT ATCCC ¥ ~ 320 baz cifti
trnf (R)

5 ATT TGA ACT GGT GAC ACG AG 3’
F1

matK1 5 ACT GTATCG CAC TAT GTATCA 3
R3

5 GATCCGCTGTGATAATGAGAYZ
F5

5 TGGAGYCCTTCTTGAGCG 3

R1

5 GAACTAGTCGGATGGAGTAG ¥

1F

rbclL 1 5'-ATGTCACCACAAACAGAAAC-3' ~ 660 baz cifti
724R

5'- TCGCATGTACCTGCAGTAGC -3'

~ 1200 baz cifti

matK?2 ~ 720 baz cifti

636F ~ 840 baz cifti
rbcl 2 5-GCGTTGGAGAGATCGTTTCT -3'
1460R

5'- CCTTTTAGTAAAAGATTGGGCCGAG-3

ITSL-F

ITS 5TCG TAA CAA GGT TTC CGT AGG TG3'
ITS4-R

5" TCC TCC GCT TAT TGATAT GC 3

~ 650 baz cifti
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Sekil 4 : Klorplast trnT-F boélgesinin gorsel olarak konumu ve kullanilan primerler

(Taberlet vd., 1991).

INTRON 15120p INTRON

EXON = trnK matk trnK  t=EXON

matKFZ F4 n 6 R2 R2-2
>

s > > <= << &<

25kb

Sekil 5 : Klorplast matK bdlgesinin gorsel olarak konumu ve kullanilan primerler (Li

vd., 1997).



rbeL 1 rbeL 2

—» +—> +—
~ 400bp-Null 1F 724R 636F 1460R ~ 650bp-Null

Sekil 6 :Kloroplast rbcL bdlgesinin gorsel olarak konumu ve kullanilan primerler
(Savolainen vd., 2000).

L
-
Laa
3

~180 by

Sekil 7:rDNA ITS boélgesinin goérsel olarak konumu ve kullanilan primerler (Hsiao vd.,
1995).

3.3.1 Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Nukleotid dizileri elde etmek icin. ilgi duyulan gen bolgeleri polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)
ile cogaltiimistir. Her gen bdlgesi icin optimize edilmis program kosullari daha 6nceden belli
olsa da, Turkiye Salix tirleri icin PCR kosullari ve reaksiyon igerikleri tekrar optimize
edilmistir. Tablo 4 ’te her bdlge veya primer igin kullanilan PCR reaksiyon igerikleri
gorilmektedir. Ayrica, Tablo 5 'te de PCR c¢ogaltilan gen bdlgesi primerlerinin program

kosullari verilmektedir.



Tablo 4 : Butun gen bdlgeleri (cpDNA trn T-F, matK, rbcL ve rDNA ITS) i¢in PCR

reaksiyonunda kullanilan optimum ¢o6zelti miktarlari.

PCR trnT-L trnL trnL-F MatK1 MatK2 rbcL1 rbclL2 ITS
Karigimi IGS intron IGS

H20 12,9 ul 13,2 pl 12,4 ul 12,2 ul 14,1l 13,3 pl 13,3 ul 13,3 pl
MgCl2 4,0 ul 3,0 ul 4,0 pl 4,0 pl 3,0 pl 3,0 ul 3,0 pl 3,0 pl
(25 mM)

10X PCR 3,0 pl 2,0 ul 3,0 ul 4,0 pl 2,0u 3,0 ul 3,0 pl 3,0 pl
Tamponu

dNTP 0,6 pl 0,5 ul 0,5 ul 0,5 ul 0,6 pl 0,5 pl 0,5 pl 0,5 pl
(10 mM)

F- primer 0,5 pl 0,5 ul 0,4 ul 0,4 pl 0,4 pl 0,4 pl 0,4 pl 0,5 pl
(10 pm)

R-primer 0,5 pl 0,5 ul 0,4 ul 0,4 pl 0,4 pl 0,4 pl 0,4 pl 0,5 pl
(10 pm)

Taq DNA 0,5 pl 0,3 pl 0,3 pl 0,5 pl 0,5 pl 0,4 pl 0,4 pl 0,2 ul
polimeraz

(5u/ul)

DNA 3,0 pl 5,0 pl 4,0 pl 3,0 ul 4,0 pl 4,0 pl 4,0 pl 4,0 pl
(10 ng/ pl)

Toplam 25,0 pl 25,0 pl 25,0 pl 25,0 pl 25,0 pl 25,0 pl 25,0 pl 25,0 pl




Tablo 5 : Butlin gen bdlgelerinde (cpDNA trn T-F, matK, rbcL ve rDNA ITS) kullanilan

primerler icin optimize edilen ve uygulanan PCR kosullari.

Sicaklik (°C) Sure Dongii Sayisi Tanim
95°C 4' 1 ilk sarmal bozulumu (Denaturation)
94°C 1 Sarmal bozulum (Denaturation)
35 tekrar . ;
58°C 45" Birlesme (Annealing)

lz' 72°C 40" Uzatma (Extension)

g 72°C 10' 1 Son Uzatma (Final Extension)
95°C 5' 1 ilk sarmal bozulumu (Denaturation)
94°C 30" Sarmal bozulum (Denaturation)

35 tekrar . 5
58.3°C 30" Birlesme (Annealing)

. 72°C 1 Uzatma (Extension)

£ 72°C 10 1 ilk sarmal bozulumu (Denaturation)
95°C 4' 1 Sarmal bozulum (Denaturation)
94°C 30" Birlesme (Annealing)

35 tekrar .
60.5°C 30" Uzatma (Extension)

o 72 oC 40" Uzatma (Extension)

£ 72°C 10' 1 Son Uzatma (Final Extension)
94°C 5' 1 ilk sarmal bozulumu (Denaturation)
94°C 1 Sarmal bozulum (Denaturation)
55.5°C 1 Birlesme (Annealing)

;' 72°C 2 Uzama (Extension)

g 72°C 10 1 Son Uzatma (Final Extension)
95°C 5 1 ilk sarmal bozulumu (Denaturation)
94°C 1 Sarmal bozulum (Denaturation)

35 tekrar
52°C 40" Birlesme (Annealing)

;‘ 72°C 1 Uzama (Extension)

g 72°C 8' 1 Son Uzatma (Final Extension)
95°C 5" 1 ilk sarmal bozulumu (Denaturation)
95 °C 1 Sarmal bozulum (Denaturation)

35 tekrar
49.5°C 30" Birlesme (Annealing)

N

= 72°C 1 Uzama (Extension)

-

§ 72°C 7' 1 Son Uzatma (Final Extension)
94°C 6' 1 ilk sarmal bozulumu (Denaturation)
94°C 70" Sarmal bozulum (Denaturation)

0 30 tekrar

= 57.5°C 45" Birlesme (Annealing)




72°C 90" Uzama (Extension)

72°C 10 1 Son Uzatma (Final Extension)

3.3.2 Agaroz jel elektroforez kosullari

Agaroz jeli hazirlarken ¢ozelti tampon sollsyon olarak TBE (Tris Borat EDTA) kullaniimistir.
Jelin orani ise ¢ogaltilan alanin bayikligine gére dedismekte olup genelde % 0,8 ile % 1,5
arasinda degismektedir. Agaroz jel tankta 100-120V arasinda c¢ogaltilan bdlgenin

blylukligine gore 30 dakika- 45 dakika arasinda yuartttilmastir. Kullanilan batin primerlere

ait jel fotograflar Sekil 8, 9, 10,11 ‘de gosterilmigtir.

—_—

L S1S2S3 S4 S5 S6 S7 S8 S9 S10 S11S12 L

Sekil 8: trnL bodlgesine ait PCR urtnlerinin %1.5 ‘luk agaroz jelde goriintiilenmesi. Jel
fotografindaki L referans DNA bandini digerleri ise (S1-S12) 6rneklerin DNA’larindan
c¢ogaltilmis trnL bantlarini gostermektedir.

-
-————- -

S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 S9 S10 L

Sekil 9 : matK-1 bdlgesine ait PCR urinlerinin %1.5’luk agaroz jelde goériintiilenmesi.
Jel fotografindaki L referans DNA bandini digerleri ise (S1-S10) &rneklerin
DNA’larindan ¢ogaltilimig matK-1 bantlarini géstermektedir.



Sekil 10 : rbcL-1 bélgesine ait PCR urinlerinin %1.5’luk agaroz jelde goriuntilenmesi.
Jel fotografindaki L referans DNA bandini digerleri ise (S1-S10) o6rneklerin

DNA’larindan ¢ogaltilmis rbcL-1 bantlarini géstermektedir.

S6 S7 S8 S9 S10 L

Sekil 11 : ITS bdlgesine ait PCR drinlerinin %1.5 ‘luk agaroz jelde goriintiilenmesi. Jel
fotografindaki L referans DNA bandini digerleri ise (S1-S10) drneklerin DNA’larindan

cogaltiimig ITS bantlarini gostermektedir.

3.4 Verilerin toplanmasi ve analiz edilmesi

Optimizasyon basamaklari gergeklestirildikten sonra PCR Urlnleri -20°C’de DNA dizileri
analiz edilene kadar bekletilmistir. DNA dizileme ve saflastirma islem basamaklari Genoks
Molekuler Biyoteknoloji Sirketi (Cinnah, Ankara) tarafindan ABI3730XL 96 kapillar otomatik
DNA dizi cihazlarinda yapilmigtir. DNA c¢ogaltma islemi icin “Mega Alignment software”
(Molecular Evolutionary Genetics Analysis) 7.0 kullaniimistir. Geopize Arastirma grubunun
gelistirdigi Finch TV (Versiyon 1.4) programi kromotogramlari goéruntilemek ve kontrolleri
yapmak i¢in kullaniimigtir (Patterson vd., 2004-2006).

Kloroplast ve gekirdek DNA gen bolgelerinden elde edilen DNA dizileri toplandiktan sonra
MEGA software formatina goére dizenlenip, molekiler c¢esitlilik parametre analizleri
gerceklestirilmigtir (Tamura vd., 2007). Butun filogenetik agaclari olusturmak igin “neighbor-
joining” (NJ) methodu kullaniimigtir. Adacin olusturulmasi ve o6rneklenmesi bin kere

tekrarlanarak. her filogenetik dalin olusturulmasinda tekrarlanma ylzdeleri (bootstrap) olarak



hesaplanmistir. E§er bu tekrarlanma yizde degeri %95’in Uzerinde ise glvenilir oldugu
dusundlip ve dallanma topolojisinin dogru oldugu soylenebilmektedir. Ayrica bu deger

%50’den blyukse bilgilendirici olarak degerlendiriimektedir (Nei ve Kumar, 2000).

3.5 Onemli nehir sistemlerinde dogal olarak bulunan Salix alba-S. excelsa tur

kompleksinin molekiler karakterizasyonu (is paketi 1-ek)

Proje amacinda ifade edildigi Uzere is paketi -2 icin butln nehir sistemlerine iki tir bulma
olasiigi ile arazi calismalarn yapilmistir. Ancak gidilen her nehirde morfolojik
degerlendirmeler sonucu. bir adet S6git tirdndn baskin gelerek. digerine olanak vermeden
nehir boyunca dagihm gdsterdigi gézlenmistir. Bu ylizden her nehirden. sadece tek bir tire
ait oldugu duasinllen S6gut orneklerinden toplanilmistir. Farkh nehir havzalarinda. her
populasyonda farkli morfolojik yapida Ségut tdrlerine rastlanildigi i¢in her popilasyonda
morfolojik ayrim yapilmaya ¢alisiimis. ancak c¢ok tutarli sonuclar elde edilememistir. Bu
ylzden is paketi 2'deki turlerin (S.alba ve S.excelsa) tur tayinini yapmak Uzere ig paketi-1'de
kullanilan gen dizileri (markdrler) ile taksonomik tayin yapilmak istenmistir. Bu amacla is
paketi-1’ e ilave olarak, Turkiye’deki ségut turlerinde 6zellikle S. alba ve S. excelsa’da ¢ok iyi
ayrim yaptig1 disunulen ve birka¢ bilgilendirici gesitlilik iceren gen bdlgelerine ait primerler
secilmistir. 9 nehir sisteminin de dahil edildigi 23 farkl popllasyondan. 3’er adet olmak Gzere
69 (23x3=69) adet Sogut drneginde bir adet kodlanan kloroplast (matK) ve iki adet ¢ekirdek
rDNA bolgelesi (ETS ve ITS) dizi analizlerine bakilmistir (Tablo 6 ve 7).

Son yillarda yapilan calismalara g¢ekirdek DNA ITS gen bolgesine ek olarak ‘external
transcribed spacer’ olarak bilinen ¢ekirdek DNA ETS boélgesinin ¢ok fazla varyasyon ihtiva
ettigi gorulmustar. Bu varyasyonlarin ¢ogunun bilgilendirici olmasiyla, ETS geni filogenetik
calismalarda kullaniimaya baglanmistir (Weeks vd., 2005). Wu vd. (2015) tarafindan
cekirdek ETS gen bolgesinin sdgutler tGzerinde etkisi, yaptiklari calismalarla ortaya ¢ikmis;
kisa bir bolge ancak ¢ok ayrici oldugu ifade edilmigtir. Béylece proje kapsamina ¢ok yakin
olan S.alba ve S.excelsa turlerin ayrimi igin sonradan ek bir gen bolgesinin dahil edilmesinin
yararli olacagi dusunulmastir. Tek bir primerin ¢ogaltiimasiyla elde edilen ¢ekirdek ETS
bolgesi. rRNA18S ve 26S bolgelerinin arasinda yer almaktadir (Sekil 12).

Kloroplast matK ve cekirdek ITS gen bolgelerine ait sematik sekil, PCR reaksiyonu ¢ozelti
miktarlari ve PCR kosullari is paketi-1 icerisinde daha énceden ifade edildidi i¢in sadece
cekirdek DNA ETS gen bdlgesine ait gorsel veriler (Sekil 12). PCR reaksiyonu ¢ozelti
miktarlari (Tablo 8) ve PCR kosullari (Tablo 9) olarak ayrica verilmistir.

Molekuler cesitliik parametereleri ve molekuller filogenetik analizler igin raporun 3.5 ile

belirtilen béliminde detaylari verilen yaklasim ve yéontemler kullaniimistir.



Tablo 6 : Onemli nehir sistemlerinde dogal olarak bulunan Salix alba-S. excelsa tiir
kompleksinin molekiler karakterizasyonuna yodnelik 6rneklenen populasyonlar ve
kodlan (is Paketi-1 ek galisma)

Nehir sistemi
No Popilasyon Kodlan

Kizilirmak K2

KAYSERI 53K2, 56K2, 57K2

Kizilirmak B B2-119, B3-120,
BAFRA B13-130

Goksu G1

ORTA G1-1, G1-2,G1-3

Goksu G3

ERMENEK G3-1, G3-3, G3-4

Aksu A

10 AKSU

A4, A6, A8

Firat F
12 FIRAT F1,F2,F3

Melendiz cayi |

14 IHLARA

12,13, 110

Ceyhan c1

16 CEYHAN

C1,C2,C3

Seyhan s

18 SEYHAN

S7, S9, S12

Susurluk R1

20 SUSURLUK

R1-1, R1-2, R1-3

Susurluk R3

2 SUSURLUK

R3-42, R3-44, R3-45

| |



Tablo 7: S. alba ve S.excelsa’da tiir ayrimi i¢in gahsilan c¢ekirdek ETS’ye yonelik
kullanilan primer nikleotid dizileri .

Primer . . <
Adi Dizin Bolge Uzunlugu
ETS 5TTC GGT ATC CTG TGT TGC TTA | ~ 340 baz cifti
1F-18R (0K}
5GAGACAAGCATATGACTACTGGCA
GGATCAACCAG-3
265 NTS ETS 188
"""" > > - <
265-1GS ETS- Hal -1 185-E 1BS-ETS
- -
ETS-Hed -2 185- IGS

Sekil 12: Gekirdek rDNA ETS bolgesinin gdrsel konumu ve kullanilan primer bilgileri
(Baldwin ve Markos, 1998).
Tablo 8: Cekirdek rDNA ETS gen bdlgesi icin optimize edilen PCR reaksiyonunda

kullanilan ¢6zelti miktarlar.

PCR Kanisimi Igindekiler ETS

H-20 13l
MgClz (25 mM) 3ul
10X PCR Tamponu 3l
dNTP (10 mM) 0,5l
F- primer (10 uM) 0,5 pl
R-primer (10 pM) 0,5 pl
Taq DNA polimeraz (5u/pl) 0,5 pl
DNA(10 ng/ pl) 4l
Toplam 25 pl




Tablo 9: Cekirdek rDNA ETS gen bolgesi icin kullanilan primerler icin optimize edilen

ve kullanilan PCR kosullari.

Sicaklik (°C)  Sire Dongii Sayisi Tanim
95°C 5' 1 llk sarmal bozulumu (Denaturation)
94°C 3 Sarmal bozulum (Denaturation)
58.3°C 1" }35 tekrar Birlesme (Annealing)

” 72°C 1,20' Uzama (Extension)

i 72°C 7 1 Son Uzatma (Final Extension)

3.6 Salix alba populasyonlarinin genetik cesitlilik ve yapilanmasinin Turkiye nehir

sistemlerinde (havzasinda) belirlenmesi (is Paketi 2)
3.6.1 Ornekleme ve bitki materyali

ilk olarak Orman ve Su isleri Bakanhgi Orman Genel Mudirligiine bagli Ankara Behigbey
Fidanhdrnda cesitli tarihlerde farkh yerlerden secilen ve Salix alba ve Salix excesla olarak
siniflandirilan ségutler galismaya dahil edilmistir. Bu amacla, Orneklenen 72 klondan 29
genotip S. excelsa tUriine aitken, 43 genotipin S. alba ‘ya ait oldugu 6ne surilmustir. Bu
siniflandirmalarin ¢ok da gecerli olmadigini disindik ve bu materyalleri sadece bir 6n
calisma olarak ele aldik. Farkli sehirlerden érneklenen bireyler kendi iglerinde Marmara (9 S.
alba genotipi ve 12 S. excelsa genotipi), Orta Anadolu (20 S. alba, 10 S. excelsa) ve

Karadeniz Bélgesi (14 S. alba, 17 S. excelsa) olarak u¢ grupta birlegtirilmistir.

Ekonomik acgidan 6nemli olan turlerin 1slahina yonelik gen kaynaklarinin karakterizasyonu
icin Salix alba ve S. excelsa tirlerinde Ornekleme yapilmistir. Salix alba’ nin yayilis
yogunlugu g6z o6nunde bulundurularak 9 nehir havzasindan (Aras, Coruh, Kizilirmak,
Susurluk, Aksu, Goksu, Seyhan, Ceyhan ve Dicle) farkli populasyonlarindan ve Salix excelsa
icin ise literatirdeki tirin yayilisina yonelik bilgileri dikkate alinarak 5 nehir havzasindan
(Aras, Coruh, Kizilirmak, Susurluk, Seyhan, ve Ceyhan) yine farkli populasyonlarindan
mumkln olan durumlarda en az 20’ ser genotipden (agagtan) 6rnekleme yapilmistir. Proje
basvurusunda alan sec¢imi yapilirken tirlerin en az iki alanda dogal olarak bulunmasina
dikkat edilecegi belirtiimisti. Fakat bazi nehir sistemleri beklenenden daha fazla habitat
parcalanmasi ve yok olmasinin varlidi Dicle nehri yerine Firat nehrinden o6rnekleme
yapmamiza neden olmustur. Firat nehir havzasinda bile yapilan barajlar, yerlesim ve diger
nehir ile ilgili aktiviteler (kum ocaklari) gibi 6érneklenecek populasyon sayisini kisitlamigtir.

Proje 6nerisinde belirtimeyen ancak proje ¢alismalari esnasinda dikkate alinan 6zel koruma
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alani, Ihlara vadisinden de (Melendiz Cayi) 6rnekleme yapilmigtir. Bu secilen her alanda
ture ait populasyon igerisindeki bireyler rastgele érnekleme yéntemiyle segilmis ve birbirinden
en az 200 metre uzaklikta olmalari ve ayni klondan gelmemelerine yonelik azami titizlik
gosterilmigtir. Bu amagla, tdrler icin 10 nehir havzasindan (lhlara dahil) mimkin olan
bolgelerde 3 farkli populasyon olacak sekilde 23 populasyon (nehrin yukari, orta ve asagi
kisimlarindan birer populasyon olmak Uzere toplam 3 populasyon) drneklenmistir. Ancak,
arazi sartlar topografik yapi, baraj ve tarla konumlari ve diger tahribatlar her nehir den en az
U¢ populasyon alinmasini engellemistir. Orneklenen poplilasyonlar harita tizerinde yesil daire
ile simgelenmistir (Sekil 13). Projede bulunan nehir isimleri, populasyon kodlari, bulunduklari

il/ilgeler, rakim araliklari ve populasonun su anki mevcut durumu Tablo 10’da verilmigstir.

Tablo 10 : Projede e¢aligilan nehirlerin isimleri, populasyon kodlari, bulunduklan

il/ilgeler, ve rakim araliklari.

Nehir Adi | Populasyon Kodu Bulundugu | Rakim Populasyon
iilge Araligi (m) | Durumu
(devamlilik
arzetmesi)
Goksu GKSYUKARI Mut 246-284
GKSERM Ermenek 333-342 _
GKSORTA Mut 91-104 lyi
GKSASAGI Silitke 27-58
Kizihrmak | KIZYUKARI-KAY Kayseri 789-1113
Urgup
KIZORTA-KIR Kirgehir 640-816 Iyi
KIZORTA-KRK Kirikkale 730-1269
KIZASAGI-COR Corum 358-424
KIZSON-BAF Bafra 0-2
Ceyhan CEYHANYUKARI Osmaniye 19-60 Orta
CEYHANASAGI Ceyhan 0-30
Seyhan SEYHAN Seyhan 0-13 Parcalanmisg, Kirli
Aksu AKSUYUKARI Aksu 39-329 Pargalanmlg,DSi,
AKSUASAGI Aksu 2-17 EXPO ingaati
Ihlara IHLARA Nevsehir 1102 Iyi
Aras ARASYUKARI Erzurum 1508-2012 Orta
ARASASAGI Igdir 850-870
Firat FIRAT Urfa 337-358 Parcalanmis
Susurluk | SUSYUKARI Balikesir 46-86
SUSMANNAS Balikesir 38-128 Iyi
SUSORTA Bursa 9-55
SUSASAGI Balikesir 30-72
Coruh CORUH Artvin 604-2099 Parcalanmis,
Erzurum HES ve baraj
tahribati
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Sekil 13 : Projede orneklenen popilasyonlarin harita uzerinde konumlan

(Kaynak:http:// cografyaharita.com).

3.6.2 SSR (Simple Sequence Repeats-Basit dizi tekrarlari) DNA belirteclerin se¢imi ve
PCR kosullarinin optmisazyonu

Genetik cesitlilik, genetik farkhlasma ve tirler arasi gen akigi icin SSR belirtegleri
kullanilmigtir. Daha 6nce Kavak (Rajora ve Rahman, 2003; Rahman ve Rajora, 2002;
Rahman vd., 2000; Dayanandan vd.,1998) ve S6gut (Lian, 2001;2003; Stamati vd., 2003;
Barker vd., Hanley vd., 2002; Lin vd., 2009; Puschenreiter vd., 2010; Socher vd., Lauron-
Moreau vd., 2013) igin gelistiriimis olan SSR belirteglerinden yiiksek polimorfizm gosteren 20
polimorfik SSR lokusu secilmis ve ¢aligilacak ségut turleri icin taranmistir. S6gut ve kavakta
yapilan literatir ¢galismasi sonucunda, SSR se¢iminde en az 3’li veya daha ¢ok tekrarli olan
ve ylksek allel sayili SSR primer ciftleri tercih edilmistir. Bu bilgilere dayanarak. 5’ uglari
floresan taqli olmayan 50 adet SSR primeri segilmis ve sentez ettiriimistir. Bunlardan 14 SSR
lokusu kavak genomundan, geri kalani ise s6gut genomundan geligtiriimistir. Segilmis olan
primerlerden, projede optimizasyonu hedeflenen 20 SSR lokusundan, genetik analiz
sisteminde tespit edilebilmeleri icin her lokusa ait forward primerler sentez sirasinda
floresans boyalarla isaretlettiriimistir (Tablo 11). Ancak bunlardan 5 tanesi populasyonlarda
orneklenen bireylerin %50’sinde ¢alismadigi icin analizi yapillamamigtir. Projede yer alan 15
SSR lokuslarina ait primerlerin baz dizileri, motif, baglanma sicakligi,ve kaynaklari Tablo

12'de detayli olarak verilmigtir. Behicbey Fidanliginda bulunan ségut klonlarinin toplanma
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sekli ve tlr tanimindaki yetersizliklerden dolayi ve gereksiz masrafdan kaginiimak icin 15
SSR primerden sadece 8 kullaniimigtir. Bunlar sirasiyla Tablo 11 ve 12 de isaret boyalari
ve DNA dizileri verilen Sare03, Sare04, Sare08, gSIMCT052, SB24, PMGC2163,WPMS18,
ve WPMS12 primerleridir.

Tablo 11 : SSR lokuslar ve igsaretleme boyasi.

SSR Isaretleme
Lokus adi | boyasi rengi

1 Sare03 Yesil

2 Sare04 Mawvi

3 Sare08 Siyah

4 SB24 Siyah

5 SB194 Siyah

6 SB196 Yesil

7 SB233 Mavi

8 SB243 Siyah

9 SB265 Yesil

10 SB493 Mavi

11 W293 Mavi

12 W784 Mavi

13 gSIMCT024 | Mavi

14 PMGC2709* | Yesil

15 PMGC2889* | Yesil

* Kavak genomundan geligtirilen SSR lokuslari
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Tablo 12 : SSR lokuslarina ait primerlerin baz dizileri, motif, baglanma sicakhgi ve

kaynaklari.
No | SSR Motif Primerler (5°-3’) Baglanma Kaynak
lokusu Sicakhg
Ta (°C)
1 Sare03 (AC) 28 TCATCATCCCATTCTCATTTG 55
AAATGGTAAGCCCTTGTTGTC Lian vd.,
2 Sare04 (AC)16C(AC)10 GACTTCTAGTATTTCTACCCCCTC 50 2001
TATAATTGAGAAAGAAAAAAGACG Lian vd.,
3 | Sare08 (GT)27 TATACAATAGGCCCTGGTACC 58 2003
ACCCAGCAAAGCAATAACTGG
4 | SB24 [TG]21AG[TG]sAG | ACTTCAATCTCTCTGTATTCT 55
[TG]s CTATTTATGGGTTGGTCGATC
AG[TG]sAGTGAG
[TG]s
5 SB194 TGTGAGATAAGATTTGTCGGT 50
CCATAAATAAAAAACGTGAAC
6 SB196 [GCC]o CTGTTTCCTGCCACTATTACC
TATAATCTGTCTCCTTTTGGC 57 Barker
7 SB233 [TA2[TGTGCG]4 | AAATTACCGTCCAACTAAAGA vd., 2003
TGJs CATTAGCCATGAACAAGTAAA Lin vd.,
8 SB243 [GCCATCATTC | ATTCCTTTCTTCATCAGTAGC 54 2009
CCC[GCCla GACAACGCCATTCACATGACC Sochor
9 | SB265 - ATTAGGGTTTGTTGCTTGGTG 53 vd., 2013
AACATACGTTTCAACGAGAAG Lauron
10 | SB493 - TTTCTGGATCAATGGAGCTTG vd. 2013
CATCTTTCCTTCTTTTACTCC 55 v
11 | w293 - TGATTGGGCTAAAGATGAAGC
AACTCAGCAACCACCAGAAAC
12 | W784 - GCACAGATAAAAAATTGGTTG 50
ATATGACTAGGAGGATGTGTT
13 | gSIMCTO (CMo TCATTTGCTCGATGAGGTTG 57 Stamati
24 GTGGTAGTTGCAAAAGGGGA vd., 2003
14 | PMGC27 GA ATTGTAATTATTGAACACATGCC
09 GTGCAGTTCAGAGTATTGTTG 52 IPGC*
15 | PMGC28 GA CCCAAGATCCGATTTTTGGG SSR
89 CACAATGTACAAATCGCTGTC Kaynag

“The International Populus Genome Consortium (IPGC) : Uluslararasi Kavak Genom Konsorsiyumu

Kavak genomundan gelistirilen SSR lokusu

3.6.3 Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

PCR kosullari yakin olan primerler “fragment” analizi igin ayni boya rengi ile isaretlenmis
“forward” primer olarak ilgili firmaya sentezlettiriimistir. PCR uygulamasi igin liyofilize sekilde
siparis edilen primerler uygun sekilde sulandirilarak éncelikle 100 pmol/pl stok primer ve
daha sonra bu stok primerden devamli kullanim i¢in 10 pmol/pl'lik primer solisyonu
hazirlanmigtir. DNA 6rneklerine uygulanan PCR kosullari baglanma isisi, MgCl,, ve Thermo

Taqg DNA Polymerase (Thermo,US) konsantrasyonlarini optimum hale getirmek icin gradient
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PCR uygulamasi yapilmigtir. ilgili bélgenin PCR ile ¢ogaltimasinda kullanilan bilesenler
Tablo 13'de, ve polimeraz zincir reaksiyonu i¢in uygulanan kosullar Tablo 14’te verilmigtir.
Elde edilen DNA 6rneklerinin PCR ile ¢ogaltiimasinda toplam reaksiyon hacmi 25 pl olarak
kullaniimigtir. Primerler yardimiyla mikrosatellit bolgelerinin gogaltilmasi igin Thermal cycler
(Eppendorf-Mastercycler, Eppendorf, Canada and Technegenius Thermocycler, Techne,
USA) kullanilmistir. Elde edilen DNA’lar ilgilenilen bdlgeye 6zgu floresan boya ile isaretli
forward primer ve herhangi bir floresan boya ile isaretlenmemis reverse primer kullanilarak

PCR ile ¢ogaltiimistir.

Tablo 13: Her bir primer ¢ifti i¢in belirlenen optimizasyon kosullari.

SSR 10x PCR MgCl, | dNTP Primer | Tag DNA | DNA Totql
Lokus adi1 | H20 tamponu (25 karigimi | (10 polimeraz | (10 hacim
mM) (20 mM) | mM) (5 u/ul) ng/ul)

Sare03 12u |4l 3y |04l &'5*0’5 0,5 ul

Sare04 11y |3yl 2wl o7l ﬁi8+0’8 0.4 ul

Saedl 12l | 4pl < T e i LA

ggigg 12 pl 4l 3l 1l 3i8+0,8 0,5 pl

gggig 11 |3l 2 ul 0,7 pl 3i8+0’8 0,4 pl 4l 25 ul
Soa 13l | 4p 3y 154 3i8+0’8 0,4

w293 12u |4yl 3y |04l &'5*0’5 0,5 ul

wrs4 11 |3y 2wl |07 3i8+0’8 0,4l

gSIMCTO24 [ 12l |, 3 1 3i8+o,8 0,5 i

Ve cate] 124 | 4y s |osw | 19" losp

* Kavak genomundan geligtirilen SSR lokusu
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Tablo 14: Optimize edilen PCR reaksiyon kosullari.

SSR Basamak | Sicakhk | Sure Dongl | Tanim
Lokus Adi sayisl
1 95°C | 3dak. 1 ilk sarmal bozulumu (Denaturation)
94°C 1 dak. Sarmal bozulum (Denaturation)
2:;283 2 Ta 30 sn. 35 Birlesme (Annealing)
720C 1 dak.. Uzatma (Extension)
3 720C 5 dak. 1 SON Uzatma (Final Extension)
1 94°Cc | 3dak. 1 ilk sarmal bozulumu (Denaturation)
ggrzef 8 940C 1 dak. Sarmal bozulum (Denaturation)
2 Ta 45 sec. 35 Birlesme (Annealing)
720C 1 dak. Uzatma (Extension)
3 72°0C | 10 dak. 1 SON Uzatma (Final Extension)
940C 3 dak. 1 ilk sarmal bozulumu (Denaturation)
SB194 94°C 30 sn. Sarmal bozulum (Denaturation)
SB293 2 Ta 45 sn. 30 | Birlesme (Annealing)
SB493 72°C 45 sn. Uzatma (Extension)
3 720C | 10 dak. 1 SON Uzatma (Final Extension)
95°C 3 dak. 1 ilk sarmal bozulumu (Denaturation)
SB196 94°C 1 dak. Sarmal bozulum (Denaturation)
\?VB’?%;? 2 Ta 30 sn. 35 Birlesme (Annealing)
720C 1 dak.. Uzatma (Extension)
3 720C 5 dak. 1 SON Uzatma (Final Extension)
1 94°C 3 dak. 1 ik sarmal bozulumu (Denaturation)
94°C 40 sn. Sarmal bozulum (Denaturation)
ggggg 2 Ta 30 sn. 30 Birlesme (Annealing)
720C 1 sn. Uzatma (Extension)
3 720C 10 dak. 1 SON Uzatma (Final Extension)
gSIMCT024 1 94°C 3 dak. 1 ik sarmal bozulumu (Denaturation)
94°C 1 dak. Sarmal bozulum (Denaturation)
2 57°C | 45 sec. 35 Birlesme (Annealing)
720C 1 dak. Uzatma (Extension)
3 72°C | 10 dak. 1 SON Uzatma (Final Extension)
PMGC2709* 1 94°C 3 dak. 1 ilk sarmal bozulumu (Denaturation)
PMGC2889* 94°C 40 sn. Sarmal bozulum (Denaturation)
2 520C 30 sn. 30 Birlesme (Annealing)
72°C 30 sn. Uzatma (Extension)
3 72°0C | 10 dak. 1 SON Uzatma (Final Extension)

* Kavak genomundan gelistirilen SSR lokusu
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3.6.4 Agaroz jel elektroforezi

Elektroforez uygulamasi icin %3 yogunlukta agaroz jel hazirlandi. Agaroz jelin hazirlanmasi
icin kullanilacak jel buyukligine goére tartilan agaroz ile tampon ¢ézeltisi olarak kullanilan
TBE kaynatma yolu ile (mikrodalga) ¢cozduruldu. Jel sicakligi yaklasik 50-55°C oldugunda
5ug/ml etidyum bromir eklendi. PCR sonucunda elde edilen drlnler ile yikleme c¢o6zeltisi (6x
loading dye) 4:1 oraninda karistirilarak mikropipet yardimi ile jele ytklendi. Elekroforez iglemi
1x TBE (Tris-Borate-EDTA) tamponunda en az 30 dakika slresince 120 volt elektrik akimi
uygulanarak gercgeklestirildi. Verilerin toplanmasi sirasinda SSR bantlarinin bayUklGgin(
belirlemek amaciyla 25 ile 700 baz ¢ifti arasinda bantlari iceren DNA standardi (GeneRuler
Low Range DNA Ladder, Thermo Scientific) kullaniimistir. Elektroforez islemi PCR UrUnleri
Alphalmager Gel Documentation System (Alpha Innotech, San Leandro, CA, USA) de UV

Isik altinda degerlendirilmigtir.

3.6.5 Fragment analizi

Elektroforez jel sonuglarina goére calisilan lokuslarda kaliteli bant gézlenen bireylerin PCR
dranleri, tek tip igerisinde U¢ farkh renkte olan SSR primerleri birlestirilerek analize
gonderilmigtir. Bu noktada primerlerin alel buyutklikleri 6nemlidir. Diger bir 6nemli nokta ise,
bazi boya sinyalleri baskin oldugu igin analiz sirasinda digerlerinin gdériinmesini
engellemektedir. Bu nedenle, baskin boyalar PCR urinleri karisiminda daha az miktarda
kullaniimistir. PCR urlnlerinin fragment analiz basamaklarinin bir kismi REFGEN sirketi'ne
(Teknokent, ODTU, Ankara), geri kalan biyik bir bolimii ise BMLabosis sirketi'ne (Cankaya,
Ankara) yaptirilmigtir. Mikrosatellit analizi icin, ABI 310 Genetik Analiz (PE Applied

Biosystem) dizi analiz programi kullaniimigtir.

Alel bayuklUkleri, analiz programinda (Peak Scanner ™ Software v 1.0. Applied Biosystems,
CA, ABD) bilinen “standart fragment” buyuklukleri esas alinarak belirlenmigtir. Homozigot ya
da heterozigot ornekler analiz programi yardimiyla elde edilen piklerden yararlanilarak ortaya
konmustur. Yazihimda, analiz metodu icin “Sizing Default NPP (NPP: No Primer Peaks)” ve

“size standart GS400” olarak belirlenmistir.

3.6. 6 Genetik veri analizleri

Nehirlerde dogal olarak yayilig gosteren Salix alba turinin populasyonlari arasindaki mevcut

genetik yapiyl agida ¢ikarmak populasyonlar arasindaki genetik farkhliklari belirleyebilmek
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icin lokuslarin pikleri degerlendirilerek istatistiksel analiz igin ham veriler olusturuldu.
Fragment analizi sonuglari genetik data analizi programi olan GDA (Genetic Data Analysis,
Lewis ve Zaykin, 2002) ile de@erlendirilmistir. Her primer igin 6zgun allel sayilari, poimorfizm
orani (P), polimorfik lokus bagina ortalama allel sayisi (Ap), beklenen genetik cesitlilik (He),
gbzlenen genetik cesitlilik (Ho), kendileme katsayisi/ populasyon (Fis), kendileme katsayisi/
genotip (Fit) ve Genetik farklilasma (Fst) degerleri hesaplanmigtir. Bu analiz sonuglarina
gore populasyonlarin birbirlerine olan akrabalik dereceleri, genetik uzakliklari ve genetik
yapilarinda olan farkhliklar (genetik cesitlilik) saptanmistir. Behigcbey fidanhigindaki klon
bankasindaki materyallerdeki genetik gesitlilik parameterelerinin bulunmasinda daha 6nce de
belirtildigi gibi sadece Sare03, Sare04, Sare08, gSIMCT052, SB24, PMGC2163,WPMS18,
ve WPMS12 primer verileri kullaniimistir.

Heterozigotluk, soy ici eslesmenin (inbreeding) 3 seviyede tespitinde kullaniimaktadir (Nei,
1987). Fis her bir alt-populasyon icindeki fiksasyon endeksini yani her bir altpopulasyondaki
heterozigotlugun Hardy-Weinberg dengesinden sapmasini gostermektedir. Fis degeri —1 ile
+1 arasinda degisir. Negatif degerler populasyon icindeki heterozigot bireylerin fazlaligina,
pozitif degerler ise homozigot bireylerin fazlaligina isarettir. Fit, ana populasyon icindeki tim
bireylerin Hardy-Weinberg dengesinden sapmasinin élguttdur. Fst ise genetik farklilagmanin
goOstergesidir. Baska bir ifade ile populasyonlar arasindaki allel frekanslari farkliliklari
nedeniyle meydana gelen fiksasyon endeksindeki azalmayi gostermektedir. Ayrica.
populasyonlar arasi genetik farklilagsmayi gdsteren en kapsamli élgitlerden biridir. Daima 0
ile +1 arasinda degisen pozitif degerler almaktadir. Populasyonlar genetik izolasyonla
birbirlerinden farklilasmigsa ve aralarinda gen aligverigi yoksa, Fst dederi 1 e yakin
olmaktadir. Fst degeri 0,05 ve daha azsa populasyon i¢i genetik farklilasma ihmal edilebilir
dizeydedir. Bu deger, 0,25den blylkse ciddi olglide genetik farklilagsmadan s6z
edilebilmektedir.

Genetik cesitliligin dlgulmesinde; heterozigotluk. polimorfik lokuslara sahip olan bireylerin
ortalama degeridir. Bir populasyondaki genetik varyasyonun en yaygin kullanilan olg¢utu
heterozigotluktur. Genetik varyasyonun bir diger gdstergesi de lokus basina dusen allel
sayisidir (A). Alelik zenginlik olarak da bilinen bu dlgut 6rnek sayisindan etkilenmektedir.
Lokus basina dusen alel sayisi da genetik gesitliligi gostermek icin kullanilhr.

Molekuler coancestry katsayisindan elde edilen genetik mesafelere gére UPGMA
(unweighted pair group method using arithmetic averaging) yontemi ile genetik iligki agaci
olusturulmustur.

Tlrkiyede varolan ve her cografik bolgeyi temsil edecek sekilde segilen 10 nehirden

orneklenen (Goksu, Kizilirmak, Ceyhan, Seyhan, Aksu, Ihlara, Aras, Firat, Susurluk, Coruh)
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23 Salix alba populasyonunun mevcut genetik yapisini incelemek, populasyonlar arasindaki
genetik farkhliklar belirleyebilmek. caligilan bireylerin (genotiplerin) farkl genetik gruplara
atanmasini yapabilmek ve genetik yapr bakimindan karismis olan melez bireyleri
belirleyebilmek icin STRUCTURE 2.3.4 ( Hubisz vd., 2009; Falush vd., 2003; Falush vd.,
2007) kullanilarak genetik yapilasma analizi gergeklestiriimistir. Genetik yapilasma analiz
yonteminde (Structure test method) varsayilan farkh genetik gruplar (K) her bir populasyonda
yeralan butin bireylerin herbir lokusundaki alel frekansi setleri ve aleller arasindaki farkhliklar
dikkate alinarak bireyler farkli genetik gruplara yerlestirilir. Alel frekanslari dikkate alinarak
yapilan bu ayirimda, orneklenen genotipler tek bir gruba yuksek bir ihtimal ile tayin
edilebildigi gibi eger bireylerde calisilan lokuslar acgisindan genetik karisim (admixture) séz
konusu ise iki yada daha fazla gruba da tayin edilebilmektedir. Genetik yapilasma analiz
yonteminde, Bayesian yaklasimi ve Markov Chain Monte Carlo (MCMC) metodu
kullaniimaktadir. 10 nehirden 6rneklenen 23 populasyonun genetik gesitliligini belirlemek igin
toplamda 643 agac 15 mikrosatellite (SSR) DNA markéru kullanilarak analiz edilmistir.
Orneklenen populasyonlarin kag genetik gruba ayrildigini bulmak icin hem biitiin nehirlerden
orneklenen populasyonlari bir butln olarak kabul edilip degerlendirme yapilmistir. Ayrica her
nehir kendi icindeki populasyonlari gézdnine alinarak nehir bazinda dederlendirmeye tabi
tutulmustur. Analizler programin genetik karisim (admixture) modelini kullanarak 20000
Burn-in tekrari ve 100000 MCMC tekrarlari ile yapiimigtir. Olasi genetik gruplarin (K) arahgi 1
den 10’a kadar 10 tekrar ile test edilmistir. Elde edilen veriler kullanilarak farkh genetik grup
sayisi (K degeri) STRUCTURE HARVESTER (Earl vd., 2012) adl program kullanilarak
hesaplanmistir. Bireylerin belirlenen genetik gruplardan herhangi birinde yer almasi o gruba
ait olma katsayisinin 0,5 ten blyik olmasina baghdir. CLUMPP (Jakobsson ve Rosenberg,
2007) programi kullanilarak 10 tekrarli genetik yapilagma analizinde belirlenen K degerine
gbre genotiplerin belirlenen genetik gruplara ait olma katsayilarinin ortalamasi alinmistir.
CLUMPP programindan elde edilen ortalama degerler POPHELPER (Francis, 2016)
programi kullanilarak bireylerin belirlenen genetik gruplara dagiliminin grafigi elde edilmigtir.

Populasyonlarda ayni genotipe sahip bireylerin var olup olmadiginin belirlenmesi igin

GenClone2.0 programi kullaniimigtir (Arnaud-Haond ve Belkhir, 2007).
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4. BULGULAR

4.1 Turkiye sogiit tiirlerinin molekiler filogenetigi

Kloroplastin kodlanmayan t-RNA (trnT-F) bolgesi 24 adet Soégut tart ve bir adet melezde 3
primer yardimiyla elde edilmigtir. Bu diziler Mega programinda birbiri ucuna eklenerek 1338
b¢ uzunluguna ulagsmistir (Tablo 15). Ségut turlerinde trn T-F bélgesinin en fazla varyasyon
gosteren bolgesi trn L intronu olarak tespit edilmigtir. Bu bolgede hicbir baz kayibi (deletion)
veya eklenmesi (insertion) (“deletion” ve insertion” birlikte indels olarak kullaniimaktadir)
gorulmemistir. Trn T-F gen bdlgesindeki varyasyonlarin ¢cogu parsimony bilgilendirici bolgedir
(49 baz posizyonu). Bu gen bdlgesinin GC icerigi genel olarak %30 civarindadir. Bir purin
bazinin diger bir purin ile (Adenin ve Gunain) veya bir pirimidinin diger bir pirimidin (Timin ve
Sitozin) ile yer degistirmesine tranzisyon olarak degerlendirilirken, bir parinin pirimidin ile
yerdegistirmesi (Adenin ve Timin) veya tersine (Sitozin ve Guanin) tranversiyon adi
verilmektedir. Trn T-F bolgesinde bu degerler 50,1 ve 49,29 olarak bulunmustur. Bu
degerlerin birbirine orani ise R degeri olarak bilinmektedir (0,85). Bir gen bolgesini niikleotid
cesitliligi ise bir gen dizisinin polimorfizm 6l¢usudar ve trn T-F bdlgesi icin bu deger 0,017
olarak kloroplast gen bdlgeleri icinde en ylksegi olarak ifade bulmustur.

Turk s6gut turlerinde matK gen bélgesinin 23 adet S6gut tlrd ve bir melez igin gogaltilmasi
ile uzunluk 1731 bg olarak belirlenmistir. Herbaryum 6rnegi olan S. myrsinifolia’nin matK gen
bdlgesinin ¢ogaltiimasinda zorluklar yasandigi icin, bir istisna olarak analizden ¢ikariimigtir.
Varyasyonun matK ‘nin matK-1 primeri ile gogaltilan 5’ ucunda daha ¢ok bulundugu ve matK-
2 pirmeri ile ¢ogaltilan 3’ ucunun daha konservatif oldugu goérilmustir. MatK geninin GC
icerigi trn T-F bolgesi gibi % 35 civarindadir. Tranzisyon ve transversiyon ciftleri sirasiyla
60,78 ve 39,22 olarak bulunmustur. R degeri de Salix turlerinde 1,36 olarak belirlenmistir.
Tek bir insersiyon (indel) oldugu gérulmustir. Nukleotid cesitliligi s6zkonusu oldugunda ise
0,006 degeri ile diger gen bdlgeleri arasinda en dusik degere sahiptir.

Kloroplast genomunun calisilan son bélgesi rbcL geni 24 adet S6gut tirld ve bir melez igin
1480 bg olarak cogaltiimistir. Bunun icin iki adet kicik uzunluklarda rbclL1-2 primeri
kullanilmistir. Kloroplast gen bdlgeleri icerisinde en disuk nikleotid cesitliligi gosteren bdlge
rbcL gen bolgesidir (22 baz posizyonu). insersiyon ve delesyon (indel) gériilmemistir. GC
icerigi diger kloroplast gen bdlgeleri arasinda en yuksegdidir (%43,4). Tranzisyon ciflerinin
transversiyona orani (R) 1,39'dur. Nukleotid cesitlilik sayisi ise 0,005’ tir.

Kloroplast gen bdolgelerinin birlestirilerek filogenetik aga¢ olusturulacagdr igin molekuler
parametreler bltin kloroplast gen bdlgelerini birlestirilerek (toplam) de hesaplanmistir (Tablo

16). 113 adet Sogut kloroplast genom bdlgelerine ait DNA dizisi ile yapilan analizlerinde
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toplam uzunluk 4552 b¢'ne cikmistir. Korunmus bdlge 4420 iken toplam varyasyon gdsteren
bblge 123 baz posizyonu olarak ifade edilmistir. Bunlardan 89'u ise “parsimony” olarak
bilgilendiricidir. Kloroplast bdolgeleri toplam molekuler analizlerinde tek bir insersiyon
gorulmustur ki bu matK gen bdlgesinden kaynaklanmaktadir. GC igerigi ayri ayri butin
kloroplast gen bdlgelerinde oldugu gibi % 35,5 cikmigtir. Ortalama R degeri 0,90 olarak
belirlenmisgtir.

Cekirdek ITS gen bolgesi tek primer ile 24 adet S6gat tirld ve bir melez igin cogatiimistir.
Toplam cekirdek ITS gen bdlgesinin uzunlugu 657b¢ olarak bulunmustur. GC igerigi diger
kloroplast bdlgelerine gore cok daha % 64,5'tir. Yiksek GC igerigi DNA sekansinda ylksek
genomik cesitliligin gostergesidir (Serres Giardi vd., 2012). Varyasyon goésteren nikleotid
sayisi 657°de 17baz posizyonu olarak bulunmustur. Cogdu bilgilendiricidir. Cekirdek gen
bdlgesi ITS vasyasyon orani (17/657), toplam kloroplast gen bolgesi varyasyon icerigine gore
orani (123/4452) daha yuksektir. ITS gen bolgesinde bir tane indel (insersiyon/delesyon)
kaydedilmistir. R degerine (tranzisyonel ciftler/ transversiyonel ciftler) baktigimizda,
tranzisyonlarin (74,88) sayisinin ¢cok olmasindan kaynaklanan deger 2,73'tlr ve diger bitin
kloroplast bdlgelerinden fazladir. Nukleotid cesitlilik parametresi 0,013 gibi yiksek bir deger
bulunmustur.
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Tablo 15: Calisan kloroplast genomu gen bdlgelerinde belirlenen molekiler cesitlilik

parametreleri.

Molekiiler Cesitlilik trn T-F matK rbclL Toplam

Parametreleri CPDNA
trnT-F+ matK
+rbcl)

Kullanilan Tiir sayisi 24+1  23+1Melez 24+1Melez  24+1melez

Melez

Kullanilan DNA dizi sayisi 126 113 121 113

Toplam uzunluk (bg) 1339 1731 1480 4552

GC icerigi (%) 30,4 32,4 43,4 35,5

Korunmus bdélge 1281 1683 1457 4420

uzunlugu (bg)

Cesitlilik gosteren 56 45 22 123

baz posizyonu sayisi

Parsimony 49 33 15 89

bilgilendirici posizyon sayisi

Tranzisyonal ciftler 50,71 60,78 56,72 49,14

Transversiyonal ciftler 49,29 39,22 43,28 50,86

Tranzisyon /Transversiyon (R) 0,91 1,36 1,29 0,90

Bias (R)

Indel 0 1 0 1

Niikleotid Cesitliligi 0,017 0,006 0,005 0,011

Tablo 16: Cahsan cekirdek gen bdlgesinde (ITS) belirlenen molekuler cesitlilik

parametreleri.

Molekiiler Cesitlilik rDNA
Parametreleri ITS
Kullanilan Tiir sayisi 24+1melez
Kullanilan Dizi sayisi 117
Toplam uzunluk 657
GC igerigi (%) 645
Korunmus bolge 640
Cesitlilik gdsteren bolge 17
Parsimony bilgilendirici 14
boélge

Tranzisyonal ciftler 74.88
Transversiyonal ciftler 2512
Tranzisyon 273
[Transversiyon Bias (R) '
Indel 1
Niikleotid Cesitliligi 0.013
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4.2 Filogenetik Agaclarin Degerlendirilmesi (trn T-F, matK, rbcL ve rDNA ITS)

Butun kloroplast genlerine (trnT-F, matK, rbcL) gére Mega programinda (7.0) neighbor
joinining (NJ) ile cizdirilen kloroplast agacinda iki ana grup olustugu gbze carpmaktadir.
Populus tremula (titrek kavak)' ya ait kloroplast dizileri disg grup olarak analizde kullanilimigtir.
Altcins Salix ve altcins Vetrix Uyeleri kloroplast dizi analizlerine gore yuksek yuksek tekrarli
(bootstrap) degerleri ile filogenetik adacta iki ayri gruba ayriimiglardir. Buna sebep olan
substitiisyonlar (baz degisimleri) 6zellikle trn T-F geninde 39 baz dedisimden
kaynaklanmaktadir. Bu substitlisyonlar rbcL geninde ise 114, 264, 342, 603, 671, 690, 772,
952, 1120, 1156, 1243, 1261 ve 1457™ baz posizyonlarindaki degisimlerden
kaynaklanmaktadir.

Altcins Salix’in Uyelerinin olusturdugu grupta Salix seksiyonu Uyeleri (S.alba, S. excelsa, S.
fragilis ve S. albaxfragilis) birbirinine ¢ok yakin cikmistir (6z yazilim-bootstrap; 100).
Morfolojik olarak melez oldugunu diastindigumuiz tir S. albaxfragilis, S. alba’dan c¢ok S.
fragilis’e yakin pozisyon aldigi goériilmektedir. is paketi-2 icin ¢alisilan S. alba ve S. excelsa’
nin ¢ok yakin oldugu ve cok fazla ayrim teskil etmedigi gorilmektedir. S. triandra subsp.
triandra ve S. triandra subsp. bornmuelleri alttirleri beklenildigi Gzere birbirine ¢ok yakin
bulunmaktadirlar.

Altcins Vetrix'te ise altcins Salix’teki gibi ayni seksiyonu paylasan Uyeler ¢ok yanyana
konumlanmaktan ¢ok daha daginik bulunmaktadirlar. Yine de seksiyon Helix, Vetrix ve
Vimen Uyeleri kloroplast verilerine goére cizdirilen agacta genel olarak birarada
bulunmaktadir. Altcins Vetrix icerisinde 2 adet grup bulunmaktadir. Bunlardan birinci grup ¢
adet alt kol ihtiva etmektedir. Bunlar; S. pseudomedemii-S. pseudodepressa-S. viminalis-S.
armenorossica (1.alt grup), S. cinerea-S. aegyptiaca-S.myrsinifolia (2. alt grup), S. apoda-S.
caprea-S. caucasica-S. pedicellata subsp. pedicellata (3. alt grup). Bu ana gruba disaridan
S.elaeagnos kardes grup olarak baglanmigtir. Altcins Vetrix'in ikinci ana grubu ise bir alt grup
icermektedir. S. wilhelmsiana-S. rizeensis-S. purpurea subsp. leucodermis. Bu alt gruba en
disaridan iki tir kardes grup olarak eklenmektedir. S. amplexicaulis ve S. elbursensis, S.
amplexicaulis turtinun altcins Vetrixin tabaninda ve altcins Salix’e bu kadar yakin olmasi
Ozellikle matK gen bdlgesindeki 370, 533, 780 ve 1634’ncu bazlarindaki substitisyonlardan

kaynaklanmaktadir.
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A S.pseudomedemii-BEH126 }Vemx
A S.pseudodepressa-PSE-ANK

— A S.viminalis-E.V.1 ]vimen

- A S.armenorossica-ARM1BAG3  vimen

- A S.cinerea-BEH43A  Jvetrix

_I: A S.aegyptiaca-AE-ANK  vetrix
A S.myrisinifolia-MY1  Jnigricantes

'I- A S.apoda-AP1 LAD2 ]Hastatae

Pre

A S.caucasica-CORL121 }Vemx
64 || | A S.pedicellatasubsp.pedicellata-GKS3PEDI
A S.ealeagnos-MYROILG1  canae
A S.wilhelmsiana-E.W.1 cheiophiae
61 'I__ A S.rizeensis-Her-RIZ ‘ i|HeIix
A S.purpureasubsp.leucodermis-PUR1DAN2
A S.elbursensis-EL1AL1  JHelx
A S.amplexicaulis-AMP2KUZ1  Helx
S.pentandroides-BEH111  |Pentandrae
l S.babylonica-BEH108 |subalbae
100 S.triandrasubsp.triandra-BEH104
826 S.triandrasubsp.bornmuelleri-TRI3CEL1
S.acmophylla-AC-1  ]Humboltianae
S.alba-ALP4ULU
S.excelsa-BEH102
S.fragilis-BEH128
S.albaxfragilis-BEH11
H Populus tremula outgroup  Josgrup

91

i| Amygdalinae

75

Salix

0.005

Sekil 14: Kloroplastin trn T-F. matK ve rbcL bdlgelerine gore 24 Salix tiri ve ve 1
Salix melezi igin NJ ile elde edilen Filogenetik Aga¢. Filogentik agag¢ dallari lizerindeki
numaralar: 6z yazihm (bootstrap) degerleri. ®: Altcins Salix. €: Altcins Vetrix. B; Dig

grup (outgroup).

Cekirdek genomu ITS gen bdlgesi verilerine gore olusan filongenetik agacta altcins Salix
uyeleri %99 6z yazilim (boostrap) degeri ile bir grup olusturmaktadir. Altcins Vetrix Uyeler ise
bu gruba disaridan eklenmekte ve kendi i¢cinde klgUk gruplar olusturarak agacta yerlerini
almaktadirlar. Bu ayrimdan sorumlu substitilisyonlar; 57, 99, 125, 128, 143, 181, 188, 246,
391, 421, 501 ve 564’ Uncu baz pozisyonlari ile 576'inci baz pozisyonundaki delesyondur
(indel). Cekirdek ITS diger kloroplast gen bolgelerine gore ¢ok daha kisa olmasina ragmen
altcinsleri siniflandirmasi agisindan en ¢ok bilgilendirici bdlgeye sahiptir.

En yakin tirler: S. alba, S.excelsa, S.fragilis, S.albaxfragilis, S.triandra subsp. triandra, S.
triandra subsp. bornmuelleri ve S. babylonica tirleri yiksek 6z yazilim (bootsrap) degeri ile

beraber bir ana grup olusturmaktadirlar. S. babylonica bu gruptaki en alt pozisyonu
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almaktadir. S. acmophylla 54’Uncu baz pozisyonundaki spesifik substitiisyon ile bu gruptaki
(altcins Salix) en uzak konuma sahiptir.

Altcins Vetrix Oyelerinin tek bir ana grup olusturdugu gértilmemektedir. Bundan ¢ok altcins
Vetrix altindaki seksiyon Vetrix Uyeleri S. caprea-S. cinerea-S. aegyptiaca-S. pseudomedemii
tarlerinin bir alt grup olusturdugu soylenebilir. Ozellikle S. caprea ve S. cinerea c¢ekirdek ITS
gen bolgesindeki 605. bazdaki degisime bagh olarak agactaki en yakin turlerdir. Diger
altcins Vetrix uyeleri, S. pseudodepressa, S. elbursensis ve S. amplexicaulis cok uzakta yer
alip, altcins Salix’e yakin olduklari gozlenmistir. Ozellikle S.amplexicaulis tirinin altcins
Salix’e altcins Vetrix'ten daha yakin olmasina sebep olan substitisyonlar 57, 99, 145, 421,

501 ve 564t baz pozisyonlaridir.
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53;| A S.caprea-ARTKAF1
A S.cinerea-Cin1Bag1
'I_A S.aegyptiaca-AE-H

A S.pseudomedemii-BeyP1
A S.apoda-Apo-H Hastatae
A S.caucasica-RIZCINSIR1 }Vemx
A S.pedicellatasubsp.pedicellata-PEDI-H
A S.elaeagnos-KS-ELA-1  Tcanae _
A S.rizeensis-RIZ-H }Heﬁx R
— A S.purpureasubsp.leucodermis-PUR1DAN2
A S.viminalis-E.V.1 ]viren
— A S.myrsinifolia-MY1  nigricantes
— A S.armenorossica-Arm1Bag2 ]vimen
A S.wilhelmsiana-Will-H cheiophiae
|_— A S.pseudodepressa-PSE-ANK ~ vetrix

A S.elbursensis-Her-el  JHeix

51 — A S.amplexicaulis-Amp1Dag1  JHeix

64 —— @ S.acmophylla-Ac-FIR-7  JHumboltianae
67 S.triandrasubsp.triandra-BEH104  amygdalinae
S.triandrasubsp.bornmuelleri-TRISCEL1  Jamygdalnae
91 @ S.pentandroides-HerPen rentandrae
S.alba-Alp4ULU  Jsalix
63} @ S.excelsa-C3KIS3 saix
S.fragilis-BeyF2 Jsaix Altcins
S.albaxfragilis-Beh11 Jsaix 3l
S.babylonica-IHRBAB  |subalbae
M Populusalba-Outgroup

Vetrix

A
0.005

Sekil 15: Cekirdek rDNA ITS bélgesine gore 24 Salix turt ve 1 Salix melezi i¢cin NJ ile
elde edilen Filogenetik Agac ( Dallardaki numaralar: 6z yazihm (bootstrap) degeri.

Altcins Salix € Altcins Vetrix, l: Dig grup (outgroup), ]; Seksiyon.

4.3 Turkiye nehir sistemlerinde Salix alba-S.excelsa teshisi (is paketi 1-ek)

Bu ilave is paketinde her poplilasyondan alinan ségut érneklerde (69) matK gen bdlgesine ait
dizi analizi ancak 62 taneside gergeklestirilebilmistir. Bunun sebebi kloroplast matK gen
bdlgesinin uzun olmasindan kaynaklanan PCR c¢alismalarinda istenilen bdlgenin
¢ogaltimasinda sikinti yasanabilmektedir. Bu ilave is paketinde S. alba / S. excelsa tayini
yapabilmek icin sadece bir adet kloroplast gen bdlgesine bakilmistir. Diger cekirdek gen
bolgelerine kiyasla (ITS ve ETS) matK gen bdlgesinin molekiler parametrelerinden GC
icerigi dusik cikmistir (%31,5). 1093 b¢g’'nden 2 tanesi S. alba/excelsa érnekleri igin gesitlilik
gostermekte ve her ikisi de bilgilendiricidir. Tranzisyonel giftlerin sayisi ¢ok oldugu igin

(69,88). R degeri 2,0 oldugu gozlenmistir. NUkleotid cesitlilik parametresi matK geni kodlanan
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bir kloroplast geni oldugu icin ¢ok duguktur (0,001). MatK geninde Ihlaradan toplanan
populasyonlara bagli olarak 2 insersiyon (indel) bulunmaktadir.

Cekirdek ETS gen bolgesi kuguk (343bg) oldugu icin PCR caligmalari daha kolay olmus ve
69 sogut érneginden genin ¢oglatiimasinda higbir sorun yasanmamistir. Her iki ¢cekirdek gen
bolgesinde de (ITS ve ETS) GC igerigi yuksek gikmistir. Bu deger ITS gen bélgesinde en
yuksek sayiya ulasir (64,9). Cekirdek genlerinde S. alba/excelsa ayrimi igin varyasyon
goOsteren ITS icin 3, ETS i¢i ise 5 adet bulunmaktadir. Bunlarin her biri bilgilendiricidir. ITS
gen bolgesinde trazisyonel ve transversiyonel ciftlerin esit olarak dagilmasindan dolayr R
degeri 1,0 olarak hesaplanmistir. ETS bdlgesinde ise transversiyonel ciftlerin sayisinin ¢ok
yuksek olmasi (77,10) bu degerin 0.28’e dismesine sebep olmustur. Nukleotid cgesitliligi
parametresine gbére ETS gen bdlgesi diger iki bolgeye gore (matK ve ITS) en polimorfik gen
bdlgesidir (0,005).

Tablo 17: S.alba ve S.excelsa’ya yonelik calisilan kloroplast ve cekirdek gen

bolgelerinde belirlenen molekuler cesitlilik parametreleri.

Molekiiler Cesitlilik Parametreleri matK ITS ETS
Kullanilan Dizi sayisi 62 64 69
Toplam uzunluk (bg) 1093 656 343
GC igerigi (%) 31,5 64,9 60,3
Korunmus bdélge (b¢) 1091 653 338
Cesitlilik gosteren baz posizyon sayisi 2 3 5
Parsimony bilgilendirici baz posizyon 2 3 5
sayisl

Tranzisyonal ciftler 69,88 52,38 22,90
Transversiyonal ciftler 30,12 47,62 77,10
Tranzisyon /Transversiyon (R) Bias (R) 2,0 1,0 0,28
Indel 2

Niikleotid Cesitliligi 0,001 0,002 0,005

4.4 S. alba-S.excelsa filogenetik agacglarinin degerlendirilmesi

Morfolojik olarak tir tayini yapilamayan ségut turlerinde (23 Popilasyonx3=69) belirlenen
sekans dizileri (markoérler) ile molekiler filogenetik analiz yapilmigtir. Kloroplast matK gen
bolgesine gore filogenetik agag cizdirilmistir (Sekil 16). Daha 6nceki verilerimize gore, S.alba
ve S.excelsa oldugu diusunulen sablon turlerde analize eklenmigtir. Tablo 18 ‘de kloroplast

(matK) ve cekirdek (ITS ve ETS) gen bolgelerindeki substitisyonlarin S.alba ve S.excelsa
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olma durmuna gdre degisim gostermektedir. MatK gen bdlgesinde 2 adet baz degisimi, ITS
gen bolgesinde 3 adet, ETS bdlgesinde ise en kisa ¢ekirdek boélgesi olmasina ragmen 5 adet
baz degisimi olarak S.alba ve S.excelsa turlerinde farkhliklar gorilmektedir. Her gen
bdlgesindeki bu substitiisyonlar 2 tart ayrimda bilgilendirici iken ETS gen bdlgesinin 53’Uncu
baz posizyonunda S.alba/excelsa degisiminden ¢ok, tir icerisinde cografik izolasyona bagl

olan bir baz degisimi s6z konusudur (Tablo 18).

Tablo 18 : S.alba/S. excelsa tir tayinini belirleyen 3 gen bélgesine (matK, ITS ve ETS)

ait substitiisyon bazlari ve pozisyonlar (A: adenin, G: guanin, C: sitozin, T: timin)

Gen matK ITS ETS

Substitiisyon 211 469 139 465 651 9 34 47 53* 297
No

S.alba G A C G G A T T T C
S.excelsa A C T T A T G G T T

*Salba/excelsa tayini agisindan bilgilendirici olmasa da cografik olarak tur i¢i varyasyonlar

icin bilgilendiricidir.

Gen bolgelerindeki degisimlere bagh olarak dizi analizlerinde NJ metodu ile MEGA
programinda (7.0) filogenetik agaglar gizdirilmistir. Kloroplast matK bélgesi dizilerine gore
cizdirilen agagta populasyonlar iki sablon tirin (S. alba/excelsa) etrafinda yayillim
gOstermistir. Daha detayli olarak, ana gruplardan bir tanesinde Erzurum, Igdir, Firat, Coruh,
Aksu 1-2, Goksu ilk, Goksu Ermenek, Goksu Son, Bafra, Ceyhanl-2, Susurluk R1-2-3-4 ve
Seyhan populasyonlarina ait bireyler filogenetik agacta net bir sekilde S.alba etrafina
konuslanmislardir (Sekil 16). Kizilirmak Kirsehir, Kizilirmak Kirikkale, Corum, Géksu Orta ve
Ihlara populasyonu bireyleri ise birka¢ dallanma yapsa da genel olarak matK filogenetik
agacinda S.excelsa turu etrafinda bulunmaktadirlar. Cekirdek ITS ve ETS dizilerinin
birlestirilerek olusturulan NJ filogenetik agacinda ise matK agacindan daha fazla gruplara
ayrilmasi goze carpmaktadir. Yine de genel olarak iki ana grup etrafinda populasyona ait
bireyler toplanmigtir. ilk ana kolda, Susurluk R1-2-3-4, Seyhan, Ceyhan 1-2, Aksu 1,
Kizihrmak Kayseri S. alba’ya yakin konumlanmigken, Coruh, Kizihrmak Kirgehir, Aksu 2,
Igdir ve Bafra populasyonlari alttan kollar ile S. alba ana grubuna eklenmektedirler. Diger
ana grupta ise Goksu orta, Goksu son, Goksu Ermenek, Gdksu ilk ve Firat S.excelsa’ya
yakin konumlanirken, Erzurum, lhlara, Kizilirmak Kirsehir ve Corum populasyonlari ise
disardan dallanma yaparak ve filogenetik agacgta S. excelsa ana koluna yakin bir posizyon

almiglardir.
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Tdr tayini (S.alba/excelsa) yapilmak istenen populasyonlarin kloroplast ve c¢ekirdek
filogenetik agactaki konumlari net bir taksonomik ayrim yapamazken, populasyonlarin turlere
olan yakinhgini ifade edebilmektedir. Cekirdek ve kloroplast filogenetik agaclarinda
populasyonlarin turlere yakinhgi farklilik gostermektedir (Tablo 18). Bazi populasyonlar her
iki bolgeye gore ayni tir (S.alba-alba) ¢ikarken bazi populasyonlarda iki bolge farkh ayrim
(S.alba-excelsa) yaptigi gortlmastir. Bu durum Ségut tarlerin dioik yapisindan kaynaklanan
dollenmeyi saglayacak digi bireyin bir agacta ve erkek cicegin farkh bir agagta olmasiyla
aciklanmaktadir. Anneye ait kalitim materyali kloroplast DNA’sI tek bir atadan soy agacinda
devam etmekte iken cekirdek DNA’si hem anne hem babaya ait genleri ifade eden
recombinasyon drtntdir (Allendorf ve Luikart, 2007). Tur tayinin yapilirken cekirdek ve
kloroplast DNA'sina gore iki farkh sonucun goérildigu durumlarda, ilave degerlendirmeler
yapilabilir. Disi cicek yumurta hlicresi annesel kloroplast DNA’sini igerirken, melezlenme
sonucu polenini farkl tir erkek bireyden alan bireylerde cekirdek DNA’si, kloroplast
DNA’sindan farkli tir olarak belirlenebilmektedir (Tablo 19). Bu melezlenme durumu,
Kizthrmak Kirsehir, Goksu ilk, Goksu Ermenek, Goksu son, Firat ve Erzurum
populasyonlarinda gézlenmistir. Melezlenmeler ve her iki filogenetik agacta populasyonlarin

farkli bir tire yakin durmasi tam bir taksanomik ayrim yapmayi zorlagtimaktadir.
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Salix-F1-Firat
Salix-F2-Firat
Salix-E4-Erzurum
Salix-E3-Erzurum
Salix-E1-Erzurum
Salix-16-lgdir
Salix-15-1gdir
Salix-14-lgdir
Salix-CO3-Coruh
Salix-CO2-Coruh
Salix-CO1-Coruh
Salix-A35-aksu
Salix-A33-aksu
Salix-A8-aksu
Salix-A6-aksu
Salix-A4-aksu
Salix-G4.15-Goksu-llk
Salix-G4.14-Goksu-llk
Salix-G4.5-Goksu-llk
Salix-G3.4-Goksu-Ermenek
Salix-G3.3-Goksu-Ermenek
Salix-G3.1-Goksu-Ermenek
Salix-G2.3-Goksu-Son
Salix-G2.2-Goksu-Son
Salix-G2.1-Goksu-Son
Salix-B13-130-Bafra
55 Salix-B2-120-Bafra
Salix-B2-119-Bafra
Salix-F3-Firat

S.alba-ALP4ULU
Salix-C1-ceyhan
Salix-C2-ceyhan
Salix-C3-ceyhan
Salix-C69-ceyhan
Salix-C70-ceyhan
Salix-C73-ceyhan
Salix-R.1.1-Susurluk
Salix-R1.2-Susurluk
Salix-R2.21-Susurluk
Salix-R2.22-Susurluk
Salix-R2.23-Susurluk
Salix-R3.44-Susurluk
Salix-R3.45-Susurluk
Salix-R4.68-Susurluk
Salix-R4.69-Susurluk
Salix-R4.70-Susurluk
Salix-S7-Seyhan
Salix-S9-Seyhan
Salix-S12-Seyhan

| Salix-7K1-Kizilirmak-Kirik
I salix-9K1-Kizilirmak-Kirik

I S.excelsa-BEH102
Salix-86K3-Kizilirmak-Kirseh
Salix-87K3-Kizilirmak-Kirseh
Salix-90K3-Kizilirmak-Kirseh
Salix-C3-135-Corum
Salix-C6-138-Corum
Salix-C8-140-Corum
Salix-G1.1-Goksu-Orta
Salix-G1.2-Goksu-Orta
Salix-G1.3-Goksu-Orta
Salix-11-lhlara
Salix-12-lhlara
Salix-I13-lhlara

0.0001

Sekil 16: S.alba ve S.excelsa’ya yodnelik. Kloroplast matK gen bdlgesine gdre NJ

elde edilen Filogenetik Agag.
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Salix-R4.70-Susurluk
Salix-A8-Aksu
Salix-R4.69-Susurluk
Salix-R4.68-Susurluk
Salix-R3.45-Susurluk
Salix-R3.44-Susurluk
Salix-R3.42-Susurluk
Salix-R2.22-Susurluk
Salix-R2.21-Susurluk
Salix-R1.3-Susurluk
Salix-R1.2-Susurluk
Salix-R1.1-Susurluk
Salix-S12-Seyhan
Salix-S9-Seyhan
Salix-S7-Seyhan
Salix-C73-Ceyhan
Salix-C70-Ceyhan
Salix-C69-Ceyhan
Salix-C3-Ceyhan
Salix-C2-Ceyhan
Salix-C1-Ceyhan
Salix-A6-Aksu
— |Salix-A4-Aksu
Salix-B2-119-Bafra
Salix-57K2-Kizilirmak-Kayse
Salix-56K2-Kizilirmak-Kayse
Salix-53K2-Kizilirmak-Kayse
S.alba-Beh3
Salix-R2.23-Susurluk

Salix-CO1-Coruh
4| Salix-CO2-Coruh
**| salix-c03-Coruh
Salix-86K3-Kizilirmak-Kir
Salix-87K3-Kizilirmak-Kir
Salix-90K3-Kizilirmak-Kir
Salix-A33-Aksu
Salix-A34-Aksu
Salix-14-1gdir
Salix-15-1gdir
Salix-16-Igdir
Salix-A35-aksu
Salix-B3-120-Bafra
Salix-B13-130-Bafra
Salix-E3-Erzurum
Salix-E4-Erzurum
Salix-E1-Erzurum

Salix-12-lhlara
4| Salix-I13-lhlara
] %I salix-110-Ihlara
s Isa-Beh57b
Salix-3K1-Kizilirmak-Kirik
Salix-7K1-Kizilirmak-Kirik
| salix-9K1-Kizilirmak-Kirik
4 Salix-C6-138-Corum
22 Salix-C8-140-Corum
Salix-C3-135-Corum
Salix-G1.1-Goksu-Orta
Salix-G1.2-Goksu-Orta
Salix-G1.3-Goksu-Orta
Salix-G2.2-Goksu-Son
Salix-G2.3-Goksu-Son
Salix-G3.1-Goksu-Ermenek
Salix-G3.3-Goksu-Ermenek
Salix-G3.4-Goksu-Ermenek
Salix-G4.5-Goksu-llk
Salix-G4.14-Goksu-llk
Salix-G4.15-Goksu-llk
Salix-F1-Firat
Salix-F2-Firat
Salix-F3-Firat
Salix-G2.1-Goksu-Son

@
2

0001

Sekil 17: S.alba ve S.excelsa’ya yonelik cekirdek ITS ve ETS gen bolgelerine gore NJ

ile elde edilen filogenetik agag.
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Tablo 19: Her popiilasyondan alinan ségiit tiirlerinin ¢ekirdek (ITS ve ETS) ve

kloroplast (matK) gen bolgesi agaglarina gore S.alba / S.excelsa tayini

degerlendirilmesi.

No Popiilasyon Ismi cpDNA rDNA Degerlendirme
matK ETS-ITS

K2(53-56-57)KAYSERI  Alba Alba Alba

B2-3 (2-3-13)BAFRA  Alba Alba (ex!) * Alba *

G1(1-2-3)ORTA Excelsa Excelsa Excelsa

8 G3(1-3-4)ERMENEK Alba Excelsa Melezlenme
(alba Q X excelsa d)

10 Al (4-6-8)AKSU Alba Alba Alba
F(1-2-3)FIRAT Alba Excelsa Melezlenme

(alba 9 X excelsa d)

I (2-3-10)Ihlara Excelsa Excelsa Excelsa

C1 (1-2-3)Ceyhan Alba

Alba Alba Alba

S (7-9-12)Seyhan

R1 (1-2-3)Susurluk Alba

R3 (42-44-45)Susurluk  Alba

ve



23 R4 (68-69-70)Susurluk  Alba  Alba Alba

*Populasyonda genel bir ture yakinlik hakimken 1 bireyde diger ture yakinlik gézlenmektedir.

4.5 Salix alba populasyonlarinin genetik cesitliliginin belirlenmesi ve genetik

yapilarinin karakterizasyonu (is Paketi 2)

4.5.1 DNA izolasyonu ve PCR

Gerecg ve yontem bolimunde belirtildigi gibi. 10 nehirden 6rneklenen 23 populasyona ait 643
Salix alba genotipinin DNA’lari “fenol kloroform oktonol” yéntemi kullanilarak izole edilmigtir.
DNA izolasyonunun basarili olup olmadigini gérmek icin érnekler %1’lik agaroz jelde 30
dakika elektroforez iglemine tabi tutulmustur. Ayrica elde edilen DNA’lar. DNA
konsantrasyonlari ve safligi spektrofotometre ile dlgtlmustir. DNA konsantrasyonlarinin
Olcim sonuglarinin 50-100ng/ul arasinda ve DNA saflik oranlarini gdsteren A260/280nm
degerlerinin 1.8-1.9 arasinda olmasi g6z 6ninde bulundurulmustur. DNA konsantrasyonu
Olcim0 sonuclarina goére stok DNA’lar PCR uygulamasi igin 10-20 ng/ul olacak sekilde
sulandirihp. uygun PCR kosullari uygunlanmigtir.

4.5.2 Fragment Analizi

Analiz programi ile (Peak Scanner software v1. Applied Biosystems. CA. ABD) elde edilen
pikler her 6rnek igin ayri ayri degerlendirilmistir (Sekil 18). Her érnegin fragment uzunlugu ve
elde edilen pik sayisina gére homozigot ya da heterozigot olma durumu belirlenmistir (Sekil
19). SSR lokuslarin ait Cogaltilan DNA’lara ilgili fragment uzunluklarinin dagilimi Tablo 20’de

verilmigtir.
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Sekil 18: Farkh renkte boyanan SSR primerlerini analiz programi ile (Peak Scanner
software v1.0) degerlendirme. Mavi, siyah ve yesil pikler farkli SSR lokuslarini kirmizi

pik ise kontrolli temsil etmektedir.
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Sekil 19: Pik profiline gore 6rneklenen her genotipin homozigot (A) ya da heterozigot

(B) olma durumunun belirlenmesi.
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Tablo 20: Fragment analizi yontemi ile 6rneklerin fragment (alel) uzunluklarinin

dagilhimi.
No SSR Alel Alel Aleller
lokusu Araligi Sayisi

1 Sare03 72-213 24 72, 76, 78, 81, 83, 85, 87, 89, 91, 93, 95, 97, 99, 101,
103, 105, 107,111, 113, 115, 117, 119, 153, 213

2 Sare04 73-180 29 73, 76, 80, 83, 86, 88, 90, 92, 94, 96, 98, 100, 102, 104,
106, 108, 110, 112, 114, 116, 118, 120, 122, 124, 126,
130, 132, 134, 180

3 Sare08 107-190 25 107, 120, 125, 127, 131, 134, 136, 139, 141, 143, 145,
147, 151, 153, 155, 157, 159, 161, 163, 167, 173, 176,
180, 184, 190

4 SB24 113-160 17 113, 116, 118, 124, 126, 128, 130, 132, 134, 136, 138,
140, 142, 144, 146, 158, 160

5 SB194 104-118 6 104,108, 111, 113, 115, 118

6 SB196 150-185 11 150, 153, 158, 160, 164, 167, 170, 173, 177, 180, 185

7 SB233 170-259 34 170, 172, 176, 178, 181, 184, 186, 190, 193, 195, 197,
200, 202, 204, 207, 209, 213, 215, 217, 219, 221, 223,
225, 228, 234, 236, 240, 243, 245, 247, 251, 253, 255,
259

8 SB243 81-126 9 81, 84, 100, 102, 104, 108, 110, 113, 126

9 SB265 110-139 5 110, 132, 135, 137, 139

10 SB493 206-245 13 206, 208, 210, 212, 214, 216, 220, 223, 226, 233, 238,
242, 245

11 W293 107-160 20 107, 111, 114, 116, 118, 120, 122, 124, 126, 128, 131,
133, 135, 137, 141, 143, 146, 151, 154, 160

12 W784 144-169 10 144, 147, 150, 153, 155, 157, 159, 161, 163, 169

13 gSIMCTO024 | 266-304 13 266, 276, 278, 280, 284, 287, 289, 293, 296, 298, 300,
302, 304

14 PMGC2709 | 160-224 22 160, 166, 174, 180, 184, 186, 188, 190, 192, 194, 196,
198, 200, 202, 204, 208, 210, 212, 214, 216, 218, 224

15 PMGC2889 | 174-222 19 174, 178, 182, 184, 188, 190, 192, 194, 196, 198, 200,
202, 204, 206, 208, 210, 212, 214, 222

TOPLAM 257

4.5.3 Genetik verilerin degerlendirmesi

4.5.3.1 Genetik cesitliligin nehirler arasi yapilanmasi

10 nehirden 6rneklenen 643 Salix alba genotipi i¢in toplanan SSR verileri GDA programinda

analiz edilip sonuglar Tablo 21° de, lokuslar icin hesaplanan Fis, Fitve Fstdegerleri ise Tablo

22’de verilmigtir.
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Tablo 21: Tum Salix alba populayonlarinda lokuslara ait genetik gesitlilik parametreleri
(Polimorfizm orani (P), gozlenen alel sayisi (Ap), beklenen heterozigotluk (He),
gozlenen heterozigotluk (Ho) kendileme katsayisi/ populasyon (Fis), kendileme

katsayisi/ populasyon (Fit) ve Genetik farklilagma (Fst) ).

Ozglin

Lokus Alel P |Ap Ho He Fis

Sare03 7 1 |25 [074 092 0,20
Sare04 6 1 |30 0,75 0,93 0,20
Sare08 7 1 |25 |0,70 |0,90 0,22
SB24 4 1 |18 |o54 085 0,37
SB194 1 1 |7 |o56 055 -0,02
SB196 3 1 |11 o013 |o16 0,19
SB233 5 1 |35 |o,75 0,82 0,09
SB243 1 1 |8 [063 |068 0,08
SB265 - 1 |6 o026 |0,36 0,26
SB493 4 1 |14 [054 0,63 0,15
W293 4 1 |21 |o76 |0,64 -0,18
w784 6 1 |10 [1,00 0,56 -0,77
gSIMCT024 | - 1 |11 [091 0,75 -0,21
PMGC2709 |4 1 |23 063 |083 0,25
PMGC2889 |3 1 |20 [o077 o082 0,07
Ortalama |1 [176 [o69 |064 | 0,07

Tablo 22: Lokuslar icin hesaplanan Fis, Fit ve Fst degerleri.

Lokus Fis Fit Fst

Sare03 0,15 0,21 | 0,08
Sare04 05| 0,21 0,07
Sare08 0,7 | 0,23] 0,07
SB24 0,28 0,38 0,14
SB194 -0,03 | -0,02| 0,02
SB196 0,14| 0,19 0,07
SB233 0,05 0,10 | 0,05
SB243 0,02| 0,08 0,06
SB265 0,23| 0,27 0,05
SB493 -0,01| 0,17 0,18
W293 -0,22| -0,17 | 0,04
W784 -0,79| -0,76 | 0,01
gSIMCT024 -0,25| -0,20| 0,04
PMGC2709 014| 0,26] 0,14
PMGC2889 0,00 | 0,08 0,08
Ortalama [0,01 |0,08 [0,08
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10 nehir birlikte degerlendirildiginde, Tablo 21’de lokuslarin istatistiksel sonuglarina
gore polimorfik lokus basina disen ortalama allel sayisi 17.6 bulunmustur. En disuk
ortalama alel sayisi olan 6, 7 ve 8 olarak sirasiyla SB265, SB194 ve SB243
lokuslarinda tespit edilmistir. Her lokus icin beklenen heterozigotluk (genetik cesitlilik)
0,16 ile 0,93 arasinda degismis ve ortalamasi 0,69 olarak hesaplanmigstir. Ortalama
goOzlenen heterozigotluk (genetik cesitlilik) 0,64 tir. En dugsuk Ho degeri (0,13) SB196
lokusunda goézlenmistir. SB194, W293, W784 ve gSIMCTO024 lokuslarinda gozlenen

heterozigotluk degerlerinin beklenenden ylksek oldugu tespit edilmigtir.

Salix alba populasyonlari i¢in kendilesme katsayisi (inbreeding coefficients. Fis)
0,01'dir; bu deger populasyon igerisinde homozigot bireylerin az oldugunu

gostermektedir. Fit ve Fst degerleri 0,08 olarak hesaplanmistir.

Tablo 23: Tum nehirlerdeki Salix alba tlrine ait populayonlarinda bulunan genetik
cesitlilik parametreleri. o6rnek Sayis (N), ortalama Alel Sayisi (A), beklenen
heterozigotluk (He), goézlenen heterozigotluk (Ho) kendileme katsayisi/ populasyon

(Fis), kendileme katsayisi/ populasyon (Fit) ve Genetik farklilagma (Fst) ).

Populasyon N Ozgiin Alel (A) |Ho He fis fst
GOKSU 112 11 10 0,75 0,67 |-0,12
KIZILIRMAK | 147 19 12 [0,72 |068 [-0,05
CEYHAN 74 1 6 050 056 0,10
SEYHAN 29 1 5 050 057 0,12

AKSU 58 8 8 054 064 0,16
IHLARA 30 2 6 0,62 |0,65 |0,05

ARAS 55 2 8 0,60 0,63 0,06

FIRAT 25 - 5 052 054 0,04
SUSURLUK |86 1 10 |067 |0,68 |0,02
CORUH 27 9 8 0,63 |073 0,14
Ortalama 1643 | | 060 |0,64 [0,05 [0,08

Tanimlayici genetik gesitlilik parametrelerine gore (Tablo 23), toplam 6zgun alel sayisi
54 olarak tespit edilmistir. Lokus basina dusen ortalama alel sayisi en yuksek (19)
Kizilirmak Nehrin’den érneklenen populasyonlarda en dislk deger ise Ceyhan, Seyhan,
Firat ve Susurluk Nehir'lerine ait populasyonlarda gorulmustir. Elde edilen bu veri

Kizihrmak Nehri'nde genetik acidan daha farkli genotiplerin oldugunun gostergesidir.

38



Ortalama beklenen heterozigotluk 0,64 ve goOzlenen ise 0.60 tir. Projede kullanilan 15
lokus ve tim nehirlerde bulunan populasyonlar birlikte degerlendirildiginde, Fst degeri

0,08 olarak hesaplanmistir.

UPGMA phenogram
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Sekil 20 : UPGMA (unweighted pair group method using arithmetic averaging)

yontemi ile olusturulan genetik iligski agaci.

Genetik benzerligi 6lcmenin yollarindan bir baskasi da genetik mesafe populasyon (ya da
tur) ciftleri arasindaki genetik farkhhklarinin buyukligunin (genetik mesafe) 6lgtulmesidir.
Populasyonlar arasindaki genetik mesafeyi belirlemek igin, 15 SSR lokusuna gore matrix
olusturulmus ve bu matrix ile molekuler coancestry katsayisi kullanilarak UPGMA ydntemiyle
genetik agac¢ (dendrogam) cizdirilmigtir (Sekil 20). Tum nehirlerde bulunan populasyonlari
birlikte degerlendirdigimizde, dendogram oOnce biri kiguk digeri buylk olmak uUzere iki ana
gruba ayrilmistir. Blyldk ana grup kendi icinde Aras-Coruh Nehirleri ve Goksu-Kizilirmak-
Susurluk-Aksu-lhlara Nehirleri olarak iki gruba ayrilmistir. Kigik ana grup ise Ceyhan-

Seyhan-Firat Nehirlerinden olugsmaktadir.
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4.5.3.2 Genetik cesitliligin nehir bazinda yapilanmasi

Birden fazla populasyonu olan nehirlerde 6zgln alel sayisi, nehrin kendi populasyonlari
degerlendirilerek belirtiimistir. Tek populasyon olan nehirlerde bu deger verilmemistir.
Ozgin allel sayisi Géksu Nehri'nin yukari ve asagdi populasyonlarinda, Kizilirmak
Nehri’'nin ise orta populasyonunda, Ceyhan ve Aras Nehirlerinin yukari
populasyonlarinda, Aksu Nehri'nin son poplasyonunda ve Susurluk Nehri’ nin Manyas

populasyonda en fazla gértlmustir (Tablo 24).

Calisilan tim populasyonlarda gozlenen heterozigotluk orani yiksek (Ho= 0,48-0,78) ve
benzer bulunmustur. Goksu, Kizilirmak ve Susurluk Nehir’lerine ait populasyonlar yukari,
orta ve asagi populasyon olarak dikkate alindijinda Fis deg@erleri sirasiyla -0,18, -0,16, -
0,03 olarak hesaplanmistir. Yukari ve ortha nehir populasyonlarinda heterozigot fazlaligi

oldugu goérulmustar.

iki populasyon ile temsil edilen Aras ve Ceyhan nehirlerinde ise asadi populasyonlarda
genetik cesitliligin daha fazla oldugu tespit edilmistir. Aksu nehrinde ise, yukari ve asagi

populasyonlarda ayni oranda genetik cesitlilik gorilmustir.

Genetik  gesitlilik nehir bazinda degerlendirildiginde, Goksu ve Kizilirmak
populasyonlarinin sirasiyla ortalama Fis degerleri -0,13 ve -0,07 olarak bulunmustur. Bu
deger, Goksu ve Kizilirmak nehirlerinde daha fazla heterozigot birey oldugunu
gostermektedir. Seyhan, Ceyhan, Ihlara, Aras, Firat, Susurluk, Coruh ve Aksu
populasyonlarinin pozitif Fis degerleri bu nehirlerdeki homozigot bireylerin daha ¢ok
oldugunun gostergesidir. Nehir igindeki populasyonlarin genetik farklilagmalari
incelendiginde, ¢ok buyuk bir farkhlagsmanin olmadigi gorilmektedir. Cunki tdm

populasyonlarin Fst degerleri 0,05’ten kugUktir (Tablo 24).
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Tablo 24: Tum nehirlerdeki Salix alba tlirine ait populayonlarinda hesaplanan genetik

cesitlilik parametreleri.

Ozgiin

Populasyon N Alel A Ho He Fis | Fst
GKSYUKARIPOP 31 10 8 0,71 [0,66 -0,09
GKSERMPOP 23 4 7 0,75 |0,67 -0,12
GKSORTAPOP 30 3 7 0,78 [0,66 -0,18
GKSASAGIPOP 28 10 8 0,75 |0,66 -0,13
Ortalama 28 0,75 0,66 -0,13|0,02
KIZYUKARIPOPKAY 33 8 8 0,70 0,67 -0,06
KIZORTAPOPKIR 32 6 8 0,72 |0,69 -0,05
KIZORTAPOPKRK 52 11 9 0,75 |0,65 -0,16
KIZASAGIPOPCOR 15 4 6 0,67 |061 -0,10
KIZASAGIPOPBAF 15 7 6 0,68 |0,69 0,00
Ortalama 29 071 |0,66 -0,07|0,05
CEYHANYUKARIPOP 40 14 5 0,48 [0,55 0,13
CEYHANASAGIPOP 34 11 5 0,53 0,56 0,05
Ortalama 37 0,50 0,55 0,090,004
SEYHANPOP 29 |- s  Jos0 o057 0,12
AKSUYUKARIPOP 26 18 7 055 0,64 0,15
AKSUASAGIPOP 32 23 7 0,53 0,63 0,15
Ortalama 27 0,54 0,64 0,15|0,02
IHLARAPOP 30 |- 6  |oe2 o065 0,05
ARASYUKARIPOP 27 19 7 0,58 0,62 0,07
ARASASAGIPOP 28 11 6 0,61 (0,63 0,02
Ortalama 27.5 0,60 0,63 0,05|0,02
FIRATPOP EE s  |os2 o054 0,04
SUSYUKARIPOP 27 7 7 0,68 [0,69 0,02
SUSMANYASPOP 21 12 7 0,63 [0,69 0,08
SUSORTAPOP 18 3 6 0,69 |0,67 -0,03
SUSASAGIPOP 20 8 6 0,62 [0,62 0,00
Ortalama 21,5 0,65 0,66 0,02 | 0,006
CORUHPOP 27 |- s  |o63 073 0,14

41



UFGMA phenogram
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Sekil 21 : Nehir bazinda UPGMA (unweighted pair group method using arithmetic

averaging) yontemi ile olusturulan genetik iliski agaci.

Nehir bazinda, 15 SSR lokusuna gére matrix olusturulmus ve bu matrix ile molekuler
coancestry katsayisi kullanilarak UPGMA yontemiyle genetik aga¢ (dendrogam) cizilmistir
(Sekil 21). Kizihrmak Nehri harig, her nehirde bulunan populasyonlar kendi i¢inde bir grup
olusturmustur. Kizilirmak Nehri’nin asagi kismini olusturan Corum ve Bafra populasyonlari,
ayni nehrin diger kisimdaki populasyonlarindan ayrilmaktadir. Tim nehirlerde bulunan

populasyonlari birlikte degerlendirildiginde, dendogram yine onceki gibi biri klguk digeri
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buyuk olmak Uzere iki ana gruba ayirmistir. Kuguk ana grup kendi igcinde Aras, Coruh
nehirlerine ait populasyonlar ve Ceyhan, Seyhan, Firat nehirleri ait populasyonlar olarak iki
gruba ayriimigtir. Blyik ana grup ise Goksu, Kizilirmak, lhlara, Aksu ve Susurluk nehirlerine

ait populasyonlardan olugsmaktadir.

GenClone2.0 programi kullanilarak (Arnaud-Haond ve Belkhir, 2007) 643 6rnekten sadece 2
bireyin ayni genotipe sahip oldugu tespit edilmistir. Bu genotipler, lhlara (441-442 nolu

genotipler) ve Aras nehrinin asagi populasyonunda (453-454 nolu genotipler) bulunmustur.

4.5.3.3 Tiirkiye bazinda Salix alba populasyonlarin genetik yapilanmasi

Genetik yapilanma analizi s sonugclarina goére 10 nehirden 6rneklenen 643 Salix alba genotipi
3 farkli genetik gruba (K=3) yerlestiriimistir. Goksu ve Kizilirmak’tan 6rneklenen genotipler
birinci grupta yeralirken; Ceyhan, Seyhan, Aras ve Firat Nehirlerinden érneklenen genotipler
ikinci grubu meydana getirmislerdir. Aksu, lhlara, Susurluk ve Coruh Nehir’lerini temsil eden
genotipler Gglnct grubu olusturmuslardir (Tablo 25, Sekil 22). Goksu, Ceyhan, Seyhan ve
Susurluk Nehirlerinden toplanan bireyler %100 gibi bir aitlikle kendi gruplarina
yerlestiriimistir. Kizihrmak nehrinden toplanan érneklerin %79'u Géksu Nehri ile ayni grupta,
%21’ i ise Aksu, Ihlara, Susurluk ve Coruh Nehri’'nden toplanan érneklerin de dahil oldugu
ikinci grupta yeralmaktadir. Aksu Nehri'nden &rneklenen agaclarin %86’ si, lhlara’dan
orneklenenlerin %66’ si ve Coruh’tan Orneklenen bireylerin %89 u ikinci grupta
yeralmaktadir. Ugiinci grupta Ceyhan ve Seyhan ile birlikte yer alan Firat ve Aras
Nehir'lerinden toplanan 6rneklerin bu grupta olma oranlari sirasi ile %96 ve %56 dir. En
dislk yuzde ile Gguncu gruba yerlestirilen Aras Nehri'nden érneklenen bireylerin %44’ G de
ikinci grupta yer almaktadir. Sekil 22 ile 10 nehirden toplanan 643 Salix alba bireyinin 3 farkli
genetik gruba ne oranda dagildigini gosteren bilgiler verilmigtir. Mavi renk grup 1, turkuaz
renk grup 2, ve kirmizi renk grup 3’0 gostermektedir. Nehirler birbirlerinden siyah kalin
cizgilerle ayrilmistir. Nehir bazinda yapilan degerlendirmelerde Goksu ve Seyhan Nehri igin

K degeri 3 olarak belirlenmistir. Geriye kalan 8 nehir i¢in ise K=2 olarak hesaplanmistir.

43



Tablo 25 : 10 nehirden 6rneklenen 643 Salix alba genotipinin STRUCTURE genetik yapi analizi

programi ile belirlenen 3 farkh genetik gruba ait olma sayisi ve ylizdeleri.

Orneklenen
Nehir adi |agag sayisi | Grupl Grup2 Grup3
Goksu 112 112(%100)
Kizilirmak | 147 117(%79) |30(%21)
Ceyhan |74 74(%100)
Seyhan |29 29(%100)
Aksu 58 8(%14) 50(%86)
Ihlara 30 5(%17) 20(%66) |5(%17)
Aras 55 24(%44) | 31(%56)
Firat 25 1(%4) 24(%96)
Susurluk |86 86(%100)
Coruh 27 24(%89) |3(%11)

Tablo 26 : 10 nehirden 6rneklenen 643 Salix alba genotipinin 3 farkli genetik

gruba ait olma katsayisi1 oranlari

Grupl Grup 2 Grup 3

Orneklenen
Nehir adi |aga¢ sayisi |0,8-0,9 |<0,8(0,8-0,9 |<0,8|0,8-0,9 |<0,8
Goksu 112 112
Kizihrmak | 147 96 21 |16 14
Ceyhan 74 74
Seyhan 29 28 1
Aksu 58 2 46 4
Ihlara 30 4 1 14 6 5
Aras 55 17 7 24
Firat 25 1 19 5
Susurluk |86 82 4
Coruh 27 21 3 2 1
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Sekil 22 : Tiirkiye’de ki farkh cografik bolgeleri temsil eden 10 nehirden 6rneklenen
643 Salix alba genotipi icin 15 mikrosatellit markorii kullanilarak yapilan STRUCTURE
genetik yapi analizi testi sonucu. Her renk farkh bir genetik grubu temsil etmektedir.
Siyah gizgiler nehirleri birbirinden ayirmaktadir. Mavi renk grup 1 ‘i, turkuaz renk grup

2’yi kirmizi renk grup 3’u temsil etmektedir.

4.5.3.4. Nehir bazinda Salix alba populasyonlarinin genetik yapi analizi

Tarkiye’nin en uzun nehri olan Kizilirmak'tan 147 bireyden olusan 5 populasyon
orneklenmigtir. Structure genetik yapi analizi programina goére Kizilirmak Nehri'nden
toplanan 5 populasyon iki farkli genetik gruba dahil olmaktadir. (Tablo 27, 28, Sekil 23).
Orneklenen 147 bireyin 114’ (i birinci grupta 33’ U ikinci grupta yeralmaktadir. Bafra ve
Gorum’dan orneklenen nehir asagisi populasyonlardaki bireylerin hepsi birinci gruba aittir.
Nehirin yukarisindan érneklenen Kayseri populasyonundaki bireylerin  %91’i i birinci grupta
%9’ u ikinci grupta yer almaktadir. Orta populasyonu temsil eden Kirsehir ve Kirikkale
populasyonlarindan Kirsehir'den érneklenen bireylerin ¢cogu birinci grupta yeralsada Kirikkale
populasyonunda bireyler ¢ok yakin ylzdeler ile iki gruba ayrilmistir( %56 ile birinci grup,

%44 ile ikinci grup).
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Tablo 27 : Nehirlerin bireysel olarak STRUCTURE genetik yap! analizi programi ile

belirlenen farkh genetik gruplara ait olma sayisi ve yuzdeleri.

Nehir ismi GOKSU

Orneklenen Toplam

Populasyonlarin isimleri | agag¢ sayisi | Grupl Grup2 Grup3
Yukari populasyon 31 15(%48) 10(%32) | 6(%20)
Ermenek populasyonu |30 11(%37) 6(%20) 13(%43)
Orta populasyon 23 6(%26) 6(%26) 11(%48)
Asagi populasyon 28 9(%32) 14(%50) | 5(%18)
Nehir ismi KIZILIRMAK

Orneklenen Toplam

Populasyonlarin isimleri | agag sayisi | Grupl Grup2
Kayser(Yukari) 33

populasyonu 30(%91) 3(%9)

Kirsehir (Orta) | 32

populasyonu 25(%78) 7(%22)

Kirikkale (Orta) | 52

populasyonu 29(%56) 23(%44)

Corum (Asag) | 15

populasyonu 15(%100)

Bafra (Asagi) | 15

populasyonu 15(%100)

Nehir ismi CEYHAN

Orneklenen Toplam

Populasyonlarin isimleri | aga¢ sayisi | Grupl Grup2

Yukari populasyon 40 22(%55) 18(%45)

Asagi populasyon 34 18(%53) 17(%47)

Nehir adi SEYHAN

Orneklenen Toplam

Populasyonlarin isimleri | agag sayisi | Grupl Grup2 Grup3
Seyhan populasyonu 29 9(%31) 12(%41) |8(%28)
Nehir AKSU

Orneklenen Grupl Grup2
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Populasyonlarin isimleri | Toplam

agag sayisl
Yukari populasyon 26 16(%62) 10(%38)
Asagi populasyon 32 30(%94) 2(%6)
Nehir adi IHLARA
Orneklenen Toplam
Populasyonlarin isimleri | agag sayisi | Grupl Grup2

30
Ihlara populasyonu 9(%30) |21(%70)
Nehir adi ARAS
Orneklenen Toplam
Populasyonlarin isimleri | ada¢ sayisi | Grupl Grup2
Erzurum  populasyonu | 28
(Yukarr) 6(%21) 22(%79)
Igdir populasyonu | 27
(Asagn) 13(%48) 14(%52)
Nehir adi FIRAT
Orneklenen Toplam
Populasyonlarin isimleri | agag¢ sayisi | Grupl Grup2 Grup3
Firat populasyonu 25 13(%52) 12(%48)
Nehir adi SUSURLUK
Orneklenen Toplam
Populasyonlarin isimleri | aga¢ sayisi | Grupl Grup2 Grup3
Yukari populasyon 27 16(%59) 11(%41)
Manyas populasyonu 21 11(%52) 10(%48)
Orta populasyon 18 8(%44) 10(%56)
Asagi populasyon 20 8(%40) 12(%60)
Nehir adi CORUH
Orneklenen Toplam
populasyonlarin isimleri | adag sayisi | Grupl Grup2
Coruh populasyonu 29 14(%48) 13(%52)
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Tablo 28 : Kizihrmak Nehri’nden 6rneklenen 147 Salix alba genotipinin 2 farkl genetik

gruba ait olma oranlari.

Kizilirmak

Grupl Grup2

Orneklenen Toplam
populasyonlarin | ada¢
isimleri sayisi 0,8-0,9 |0,7-0,8 |<0,6|0,8-0,9 |0,7-0,8 |<0,6

Kayseri (Yukar)

populasyonu 33 30 3

Kirsehir ~ (Orta)

populasyonu 32 20 3 2 6 1

Kirikkale (Orta)

populasyonu 52 22 2 5 20 1 2

Corum  (Asagi)
populasyonu 15 14 1

Bafra (Asag)

populasyonu 15 11 3 1
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Kizilirmak Kizihrmak Kizihrmak Kirikkale populasyonu Kizihirmak
Kayseri populasyonu  Kirsehir populasyonu . Corum populasyonu
Kizihrmak

Bafra populasyonu

Sekil 23: Kizihrmak Nehri’nden 5 populasyon olarak orneklenen 112 Salix alba genotipi
icin 15 mikrosatellit markorii kullanilarak yapilan STRUCTURE genetik yapi analizi
testi sonucu. Her renk farkli bir genetik grubu temsil etmektedir. Siyah c¢izgiler
populasyonlarn birbirinden ayirmaktadir. Mavi renk grup 1 ‘i, kirmizi renk grup 2’yi
temsil etmektedir.
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Tarkiye’nin ikinci uzun nehri olan Goéksu’dan 112 bireyden olusan 4 populasyon
orneklenmigtir. Nehrin yukari, orta ve asagisini temsilen 4 populasyon olarak érneklenmistir.
Orneklenen 112 bireyin 41’ i birinci grupta 36’ si ikinci grupta ve 35 i de Ugiincl grupta
yeralmaktadir. Yukari populasyondaki bireylerin %48’ i en yiksek aitlik oraniyla birinci
grupta yeralirken, Ermenek ve orta populasyondaki bireylerin sirasiyla %43’ U ve%48’ i en
yuksek oranla dGglncu grupta yeralmaktadir. Asagi populasyonda yeralan bireylerin %50’
ikinci grubu tegkil etmektedir ( Tablo 29, Sekil 24).

Tablo 29 : Goksu Nehri’nden orneklenen 112 Salix alba genotipinin 3 farkli genetik

gruba ait olma katsayisi oranlari.

GOKSU
Grupl Grup2 Grup3

Orneklenen Toplam
Populasyonlarin | agag 0,8- 0,7- 0,8- 0,7- 0,8- 0,7-
isimleri sayisi | 0,9 0,8 <0,6 (0,9 0,8 <0,6 (0,9 0,8 <0,6
Yukari 31
populasyon 15 1 9 1 5
Ermenek 30
populasyonu 11 3 3 4 9
Orta 23
populasyon 6 6 5 6
Asagi 28
populasyon 9 3 11 2 3
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populasyon 1, hu1asyvon

Salix alba Goksu Nehri K=3

Sekil 24: Goksu Nehri’nden 4 populasyon olarak orneklenen 112 Salix alba genotipi
icin 15 mikrosatellit markori kullanilarak yapilan STRUCTURE genetik yapi analizinin
sonucu. Her renk farkhh bir genetik grubu temsil etmektedir. Siyah cizgiler
populasyonlarn birbirinden ayirmaktadir. Mavi renk grup 1 ‘i, turkuaz renk grup 2’yi

kirmizi renk grup 3’ui temsil etmektedir.

Ceyhan Nehri'nden drneklenen yukari ve asagi populasyonlar 2 genetik gruba ayriimistir.
Yukari populasyondan drneklenen bireylerin %55’ i birinci grupta %45’ i ikinci grupta yer
alirken asagi populasyondaki bireylerin %53’ U birinci grupta % 47’si de ikinci grupta
yeralmistir (Tablo 27). Orneklenen populasyonlardaki biitiin bireyler her iki genetik grubun
Ozelliklerini tasimaktadir. Bireylerin gruplara ait olma katsayilari genellikle 0,5 e yakindir
(Tablo 30, Sekil 25).

Tablo 30 : Ceyhan Nehri’nden orneklenen 74 Salix alba genotipinin 2 farkli genetik

gruba ait olma oranlari.

CEYHAN
Grupl Grup2

Orneklenen Toplam
populasyonlarin | agag 0,7- 0,8-
isimleri sayisl 0,8-0,9 |0,8 <0,6 (0,9 0,7-0,8 [<0,6
Ceyhan yukari
populasyon 40 22 18
Ceyhan asagi
populasyon 34 18 17
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Sekil 25 : Ceyhan Nehri'nden 2 populasyon olarak orneklenen 74 Salix alba genotipi
icin 15 mikrosatellit markoru kullanilarak yapilan STRUCTURE genetik yapi analizinin
sonucu. Her renk farkhh bir genetik grubu temsil etmektedir. Siyah cizgiler
populasyonlar birbirinden ayirmaktadir. Mavi renk grup 1 ‘i, kirmizi renk grup 2’yi
temsil etmektedir.

Seyhan Nehri'nden toplam 29 birey orneklenebilmistir. Birey sayisinin azligina ragmen
genetik yapi analizi ile 3 farkli grup bulunmustur. Bireylerin %41’ i ikinci grupta, %31’ i birinci

grupta %28’ i de uguncu grupta yeralmistir (Tablo 31, Sekil 26).

Tablo 31 : Seyhan Nehri’nden 6rneklenen 29 Salix alba genotipinin 3 farkli genetik
gruba ait olma katsayisi oranlari.

SEYHAN
Grupl Grup2 Grup3
Orneklenen Toplam
Populasyonlarin | agac 0,8- 0,7- 0,8- 0,7- 0,8- 0,7-
isimleri sayisi | 0,9 0,8 <0,6|0,9 0,8 <0,6 0,9 0,8 <0,6
Seyhan 29 9 12 8
populasyonu
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Salix alba Seyhan Nehri populasyonu K=3

Sekil 26 : Seyhan Nehri’nden bir populasyon olarak érneklenen 29 Salix alba genotipi
icin 15 mikrosatellit markori kullanilarak yapilan STRUCTURE genetik yapi analizinin
sonucu. Her renk farkhh bir genetik grubu temsil etmektedir. Siyah cizgiler
populasyonlan birbirinden ayirmaktadir. Mavi renk grup 1 ‘i, turkuaz renk grup 2’yi

kirmizi renk grup 3’ui temsil etmektedir.

Aksu Nehrinden 58 bireyden olusan 2 populasyon o6rneklenmistir. Nehirin yukarisindan
Oorneklenen populasyondaki genotiplerin  %31’i birinci grupta %69u ikinci grupta
yeralmaktadir. Nehir asagisindan 6rneklenen populasyondaki genotiplerin birinci gruba ait

olma orani %8, ikinci gruba ait olma orani da %92 olarak hesaplanmistir (Tablo 32, Sekil 27).

Tablo 32 : Aksu Nehri’nden o6rneklenen 58 Salix alba genotipinin 2 farkli genetik gruba

ait olma katsayisi oranlari.

58 Salix alba genotipinin 2 farkli genetik gruba ait olma oranlari
Grupl Grup2

Orneklenen Toplam
populasyonlarin agac
isimleri sayisl 0,8-09 |0,7-0,8 |<0,6 (0,8-0,9 |0,7-0,8 |<0,6
Yukari
populasyon 26 14 2 9 1
Asagi populasyon | 32 27 1 2 2
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Sekil 27 : Aksu Nehri’nden 2 populasyon olarak érneklenen 58 Salix alba genotipi igin
15 mikrosatellit markorii kullanilarak yapilan STRUCTURE genetik yapi analiz sonucu.
Her renk farkh bir genetik grubu temsil etmektedir. Siyah c¢izgiler populasyonlari

birbirinden ayirmaktadir. Mavi renk grup 1 ‘i, kirmizi renk grup 2’yi temsil etmektedir.

Ihlara Melendiz cayindan 6rneklenen 30 genotipli Ihlara populasyonu genetik olarak iki farkli
gruptan olusmustur. Genotiplerin %30’ u birinci grupta %70’i de ikinci grupta yeralmaktadir.

Bu populasyon igerisinde 4 birey her iki grup igin de esit gruba ait olma katsayisina sahiptir
(Tablo 33, Sekil 28).

Tablo 33 : Ihlara, Melendiz ¢cayindan 6rneklenen 30 Salix alba genotipinin 2 farkh
genetik gruba ait olma katsayisi oranlar.

IHLARA
Grupl Grup2
Orneklenen Toplam
populasyonlarin | ada¢
isimleri sayisl 0,8-0,9 |0,7-0,8 |<0,6|0,8-0,9 |0,7-0,8 |<0,6
Ihlara
populasyonu 30 6 3 12 9
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Sekil 28 : |hlara, Melendiz ¢ayindan bir populasyon olarak drneklenen 30 Salix alba
genotipi icin 15 mikrosatellit markoérii kullanilarak yapilan STRUCTURE genetik yapi
analizinin testi sonucu. Her renk farkh bir genetik grubu temsil etmektedir. Siyah
gizgiler populasyonlari birbirinden ayirmaktadir. Mavi renk grup 1 ‘i, kirmizi renk grup

2’yi temsil etmektedir.

Dogu anadolu bélgesinde bulunan Aras Nehri’'nden drneklenen 55 genotip genetik olarak
farkli iki gruba ayrilmigtir. Erzurumdan dérneklenen 28 genotipin %82’ si birinci grupta %18’ i
ikinci grupta yerlirken, Igdirdan 6rneklenen 27 genotipin %48’ i birinci grupta %52’si de ikinci
grupta yeralmaktadir (Tablo 34, Sekil 29).

Tablo 34 : Aras Nehri’nden o6rneklenen 55 Salix alba genotipinin 2 farkli genetik gruba

ait olma katsayisi oranlari.

ARAS
Grupl Grup2

Orneklenen Toplam
populasyonlarin | aga¢
isimleri sayisl 0.8-0.9 |0.7-0.8 {<0.6|0.8-0.9 [ 0.7-0.8 |<0.6
Erzurum
(Yukarr) 28
populasyonu 4 1 1 21 1
Igdir (Asag)
populasyonu 27 9 4 13 1
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Sekil 29 : Aras Nehri’nden 2 populasyon olarak érneklenen 55 Salix alba genotipi igin
15 mikrosatellit markorii kullanilarak yapilan STRUCTURE genetik yapi analizinin
sonucu. Her renk farkhh bir genetik grubu temsil etmektedir. Siyah cizgiler
populasyonlarn birbirinden ayirmaktadir. Mavi renk grup 1 ‘i, kirmizi renk grup 2’yi
temsil etmektedir.

Firat Nehri'nden 6rneklenen 25 genotipin %52’ si birinci grupta %48’i de ikinci grupta
yeralmistir (Tablo 35, Sekil 30).

Tablo 35 : Firat Nehri’nden 6rneklenen 25 Salix alba genotipinin 2 farkli genetik gruba

ait olma katsayisi oranlari

FIRAT
Orneklenen Grupl Grup2
populasyonlarin | Toplam agdag | 0,8- 0,7- 0,7-
isimleri sayisl 0,9 0,8 <0,6 |0,8-0,9 |0,8 <0,6
Firat
populasyonu 25 13 12
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Sekil 30 : Firat Nehri’nden bir populasyon olarak drneklenen 25 Salix alba genotipi igin
15 mikrosatellit markorii kullanilarak yapilan STRUCTURE genetik yapi analizinin
sonucu. Her renk farkhh bir genetik grubu temsil etmektedir. Siyah cizgiler
populasyonlan birbirinden ayirmaktadir. Mavi renk grup 1 ‘i, kirmizi renk grup 2’yi
temsil etmektedir.

Akdeniz boélgesinde yeralan Susurluk Nehri’nden 4 populasyon érneklenmigstir. Toplamda 86
bireyden olusan bu 4 populasyon Structure genetik yapi analizi ile iki farkli genetik gruba
yerlestiriimistir. Nehir yukarisi ve Manyas populasyonundan érneklenen bireylerin %59’ u ve
%52’ si birinci grupta yeralirken orta ve asagi populasyondaki genotiplerin %56 ve %60’ 1
ikinci grupta yeralmaktadir (Tablo 36, Sekil 31).
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Tablo 36 : Susurluk Nehri’nden orneklenen 86 Salix alba genotipinin 2 farkh genetik
gruba ait olma oranlari.

SUSURLUK
Grupl Grup2
Orneklenen Toplam
populasyonlarin | ada¢
isimleri sayIsl 0,8-0,9 |0,7-0,8 |<0,6 |0,8-0,9 |0,7-0,8 |<0,6
Yukari
populasyon 27 11 3 1 11 1
Manyas
populasyonu 21 8 2 1 6 2 2
Orta populasyon |18 7 1 8 1 1
Asagi 20
populasyon 6 2 10 2
mGrup1  m Grup?

1 7 10 13 16 19 22 25 28 31 4 37 40 43 46 49 5

Yukar populasyon Manyas

Orta Asag
populasyon

populasyonu populasyon

Salix alba Susurluk Nehri K=2

Sekil 31 : Susurluk Nehri’nden 4 populasyon olarak drneklenen 86 Salix alba genotipi i¢in 15
mikrosatellit markori kullanilarak yapilan STRUCTURE genetik yapi analizinin sonucu. Her
renk farkli bir genetik grubu temsil etmektedir. Siyah c¢izgiler populasyonlari birbirinden

ayirmaktadir. Mavi renk grup 1 ‘i, kirmizi renk grup 2’yi temsil etmektedir.

Coruh Nehri'nden orneklenen 27 genotip iki farkli genetik gruba yerlestiriimistir. Grup 1 de
bireylerin %52’ si Grup 2 de %48’ i yeralmaktadir ( Tablo 37, Sekil 32).
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Tablo 37 : Coruh Nehri’nden orneklenen 27 Salix alba genotipinin 2 farkh genetik

gruba ait olma katsayisi oranlari.

CORUH
Grupl Grup2
Orneklenen Toplam
populasyonun agac
ismi sayisl 0,8-0,9 |0,6-0,7 |<0,6|0,8-0,9 |0,6-0,7 |<0,6
Coruh
populasyonu 27 2 9 3 6 6 1

M Grupl = Grup2

£ 15 1

Salix alba Coruh Nehri populasyonu K=2

Sekil 32 : Coruh Nehri’nden bir populasyon olarak 6rneklenen 27 Salix alba genotipi
icin 15 mikrosatellit markoru kullanilarak yapilan STRUCTURE genetik yapi analizinin
sonucu. Her renk farkhh bir genetik grubu temsil etmektedir. Siyah cizgiler
populasyonlari birbirinden ayirmaktadir. Mavi renk grup 1 ‘i, kirmizi renk grup 2’yi

temsil etmektedir.

4.5.3.5 Behigbey Sogut (“Salix alba-Salix excelsa”) klon bankasinda genetik

cesitlilik ve yapilanma

Orman ve Su igleri Bakanhgi, Orman Genel Mudirligune bagli Ankara Behigbey
Fidanligr'nda ex situ gen kaynaklari olusturmak igin Salix alba ve Salix excelsa olduklari
distnulerek Tarkiye'nin farkl yerlerinden ségut klonlari toplanmigtir. Bu klonlarin gergekten
Salix alba veya Salix excelsa olduklari konusunda ciddi tereddutler bulunmaktadir. Yine de
toplanan érnekler geldikleri cografik orijinlere gére Karadeniz, Marmara, ve i¢ Anadolu olarak
gruplandiriimig ve

8 farkh SSR lokusu ile genetik gesitlilik bakimindan tarama yapilmigtir.
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Tablo 38 : Behigbey klon bankasinda bulunan ve Salix alba ve Salix excelsa tiri

oldugu varsayilan sogut populayonlarin genetik gesitlilik parametreleri.

Salix alba i}
Ozgun

) Alel
Tar Ornek |[Sayisi |A Ho He Fis Fst
Marmara 9 5 3 0,53 0,52 -0,01
Karadeniz 12 11 4,87 0,59 0,62 0,04
i¢ Anadolu 20 13 5,62 0,49 0,55 0,10
ORTALAMA 0,54 0,56 0,05 0,01
Salix excelsa
Marmara 12 9 4,5 0,48 0,59 0,20
Karadeniz 7 4 2,75 0,51 0,49 -0,05
i¢ Anadolu 10 11 4,12 0,53 0,62 0,15
ORTALAMA 0,51 0,57 0,12 0,00

Salix alba popilasyonlari genetik cesitlilik parameterleri dikkate alindiginda lokus basina
diisen ortalama alel sayisi en yiiksek i¢ Anadolu populasyonunda gérilmistir. En diisik
deger ise, Marmara populasyonunda bulunmustur. Karadeniz ve i¢ Anadolu populasyonlari
6zgun alelerin birgoguna sahiptir (Tablo 38). Toplam 6zgin alel sayisi 29 olarak tespit
edilmistir. Ortalama beklenen heterozigotluk 0,56 ve gtzlenen ise 0,54 tir. Projede kullanilan
8 lokus ve tim popllasyonlar birlikte degerlendirildiginde, Fst degeri 0,01 olarak
hesaplanmistir (Tablo 38). Bunun anlami genetik varyasyonun %99 Unln populasyonlar

arasinda, %1’ inin ise popilasyon iginde olmasidir.

Salix excelsa populasyonlari genetik c¢esitlilik tanimlayici parametreler dikkate alindiginda,
lokus basina disen ortalama alel sayisi en yiksek Marmara populasyonunda goériimustar.
En duslk deder ise, Karadeniz populasyonunda bulunmusturr. Salix alba popolasyonlarinda
oldugu gibi; Karadeniz ve i¢ Anadolu popiilasyonlari 6zgiin alellerin birgoguna sahiptir.
Toplam 6zgun alel sayisi 24 olarak tespit edilmigtir. Ortalama beklenen heterozigotluk 0,57
ve gozlenen ise 0,51 tur (Tablo 38). Projede kullanilan 8 lokus ve tum populasyonlar birlikte
degerlendirildiginde, Fst degeri 0,002 olarak hesaplanmigtir. Bunun anlami neredeyse
populasyonlar arasinda genetik farklilasmanin olmadigidir. Fis degerlerine gore, S. excelsa
klonlar (Fs = 0,12) S. alba (Fis = 0,05) klonlari ile kargilagtirildiginda, S. excelsa klonlarinda
daha fazla akrablik oldugu gorulmustur (Tablo 38).

59



UPGMA phenogram
+5.alba Marmara
| +5.excelsa Marmara
| | +5.alba Karadeniz

| | +5 excelsa Icanadolu

| B S.alba Icanadolu

|

e e s.excelsa Karadeniz
0.029 0.021 0.014 0.007 0.000

Sekil 33 : UPGMA (unweighted pair group method using arithmetic averaging)

yontemi ile olusturulan genetik iligski agaci.

Genetik benzerligi 6lgmenin yollarindan biri genetik mesafenin dlgtlmesidir. 8 SSR lokusuna
gore matrix olusturulmus ve bu matrix ile UPGMA ydntemiyle ¢izilmis dendogram elde
edilmistir. Genetik agaca gore, 6 populasyonu birlikte degerlendirdigimizde, iki ana grup
olusmus ve bunlardan birini Salix excelsa Karadeniz populasyonu digerini ise geri kalan

populasyonlar olusturmustur (Sekil 33).

S.excelsa
S.alba S. alba S.alba S.excelsa S-excelsa jc apadolu
Marmara Karadeniz ic Anadolu Marmara Karadeniz

1.00
0.80
0.60
040
0.20
0.00

Sekil 34 : Structure programi ile elde edilen populasyonlar gruplari.

STRUCTURE programi verilerin kullanildigi diger programdir. En iyi K degeri 2 bulunmus ve
gercek populasyon sayisinin 2 oldugu belirlenmistir. Ayni renkler ayni gruba ait bireyleri
gosterir (Sekil 34). Resimden de anlasildigi gibi. Behigbey Fidanhginda buluna Salix alba ve
Salix excelsa bireyleri ¢cok fazla genetik benzerlik gostermektedir ve farkli tlr olmalari
oldukca zor gérinmektedir.
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5. TARTISMA

5.1 Turkiye Sogiit turlerinin molekuler filogenetigi

Uc kloroplast ve bir cekirdek gen bélgesi is paketi-1 igin ¢alisilmistir. Tirkiye Sogutlerindeki
kloroplast gen bdlge uzunluklari trnT-F icin 1339 bg, matK igin 1731 bg, rbcL icin 1480 b¢ ve
ITS icin 657 bg ‘dir.

Turkiye Salix turlerinde kloroplast kodlanmayan trn T-F gen bdlgesi daha dnceden kloroplast
kodlanmayan boélgelerin yiksek mutasyona sahip oldugu ifadesiyle ortismektedir (Taberlet
vd., 1991). Bu durum ayrica Avrupa sdgutlerinde de kodlanmayan kloroplast gen bolgesinin
yuksek poliformizm icerdigi ifade edilmistir (Bakker vd., 2000). En yuksek nukleotid cesitliligi
bu ¢alismada Sogutler igin kodlanmayan kloroplast bolgesi trn T-F'de gbzlenmistir. Ozellikle
trn L intronik bdlgesi bu gesitliligi intiva etmektedir.

MatK gen bdlgesinin uzunlugu dinyadaki calismalarda 797°b¢’den 1565’e kadar uzamaktadir
(Hardig vd., 2010; Barkalov ve Kozyrenko, 2014a; Percy vd., 2014; Lauren Moreau vd.,
2015; Wu vd., 2015). Dinyada yapilan calismalara oranla en yiksek bilgilendirci bdlge
Tarkiye sogutleri matK gen bdlgesinde bulunmustur (33). Bu sonuglar Kuzey Amerika
Sogutlerinde de ylksek olarak ifade edilmistir (50) (Percy vd., 2014). Yiksek varyasyon
matK geninin 3’ ucundan c¢ok 5 ucunda bulunmaktadir. Hilu ve Liang (1997)a goére
konservatif 3’ ucu filogenetik ¢caligmalarda daha fazla bilgilendirici baz degisimi icermesiyle
yararli olmaktadir. Ayrica matK gen bolgesinde gorulen bu ortalama degerde nukleotid
degisimi, Kelchner (2002) tarafindan ifade edilen matK gen bdlgesi yuksek evrimsel
potensiyelini destekler niteliktedir.

Bircok arastirmaci kloroplast rbcL genini Ségutlerde filogenetik iligkilerini ortaya koymak igin
kullanmistir (Azuma vd., 2000; Chen vd., 2010; Barkalov ve Kozyrenko, 2014a; Percy vd.,
2014; Lauren Moreau vd., 2015; Wu vd., 2015; Liu vd., 2016). Bu gen boélgesi Avrupa ve
Rus Salix turlerinde ¢cok korunmus (degismeyen) olarak bulunmustur (Hamza-Babiker vd.,
2009; Barkalov ve Kozyrenko, 2014b). Buna karsin, Chen vd. (2010)na gére butin
¢oglatilan rbcL genininde (1484), degisim gdsteren baz posizyonunun (117) c¢ogu
bilgilendircidir (53). Bu ¢alismada da varyasyon gosteren 22 baz posizyonundan 19 tanesi
bilgilendirci olmasina ragmen, rbcL gen bélgesi Turkiye sdégltlerinde korunmustur. Bu genin
etkinliginin artirabilmek icin CBOL (The Consortium for Barcode of Life -Plant working group,
2009) DNA barkod grubunun da 6nerdigi ve bu galismada da yapildigi Uzere matK gen ile

birlestirerek iliskiler Gzerindeki etkisi arastiriimalidir.

Cekirdek ITS geninde bulunan varyasyon gosteren pozisyon sayisi (17) daha énce Avrupa

(Leskinen ve Alstrom-Rapaport, 1999) ve Rus sogutlerinde (Barkalov ve Kozyrenko, 2014b)
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yapilan ¢alismalarda bulunan ylksek varyasyon ile uyum godstermektedir. Ancak bu veriler
diger birka¢ calismada bulunan c¢ekirdek ITS genindeki yiksek poliformizm ile de ters
dusmektedir (Wu vd., 2010; Lauren-Moreau vd., 2015). ITS genindeki yuksek GC icerigi DNA
dizilerindeki yuksek genomik varyasyonun habercisidir ki bu rakam Turkiye Sogutlerinde %
65'tir (Serres Giardi vd., 2012; Mishra vd., 2009). Ayrica bu bdlge yuksek nukleotid
cestiligine de sahiptir (0,013).

Kloroplast gen bélgelerinin birlestirilerek filogenetik aga¢ olusturuldugu icin molekiler
parametreler, bitin kloroplast gen bdlgelerini birlestirilerek hesaplanmistir. Kloroplast gen
bolgelerini GC igerigi cekirdek ITS gen bdlgesine gore ¢ok dusuktir (%35,5). Toplam
kloroplast gen bdlgelerinde (4420bg) varyasyon gosteren bdlge (123 bg) miktari gekirdek
ITS gen bolgesinin (657) varyasyon goésteren kismina goére (17) dusuktir ki bu durum
Sogutlerde calisan diger arastirmacilar tarafindan da desteklenmektedir (Wu vd., 2015).
Soégut turlerinde kloroplast paylasimi (chloroplast capturing-sharing) ¢ok yaygin oldugu ve
melez tlrlesme goruldugu icin ¢ekirdek genomu dizi analizlerine de kesinlikle bakiimalidir
(Brunsfeld vd., 1991).

Salix turlerinde ¢ok fazla generik ve infragenerik siniflandirma bulunmaktadir (Fang, 1987;
Argus, 1997; Hardig vd., 2010). Projenin bu is paketinde Skvortsov (1999)un subgenerik
uygulamasina bagl kalinarak; Turkiye’de iki altcins oldugu dusundimektedir (Altcins Salix ve
Vetrix). Cizdirilen iki filogenetik ajaca gore (kloroplast ve cekirdek) altcins Salix ve altcins
Vetrix olmak Uzere iki ayri gruba ayriimiglardir. Turk sogutlerindeki bu ayrim ayni sekilde
Japon Salix (Azuma vd., 2000) ve Cin Salix (Chen vd., 2010) tlrlerinde de gézlemlenmisgtir.

Hem kloroplast hemde c¢ekirdek filogenetik agacinda altcins Salix Uyelerinden Seksiyon
Salix’e dahil olanlar S. alba, S.excelsa, S.fragilis ve melez S.albaxfragilis birbirlerine ¢ok
yakin olarak konumlanmiglardir. Hepsi agagsi formda ve lanseolat yaprak yapisina sahip
olan bu ségut turleri diger altcins Salix tirlerinden farklilik géstererek hem morfolojik hem de
molekiler verilere gore birbirlerine ¢ok benzemektedirler. Altcins Salix’'te ayrica her iki
agacta da S.babylonica’nin bazal pozisyonda oldugu gorilmektedir. Ekzotik kokeninden
dolayi S.babylonica diger turlerden ayrilabilmektedir (Azuma vd., 2000). S.acmophylla tirt
cekirdek gen bolgesi (ITS) agacinda altcins Salix icerisinde en uzak tur olarak yer almaktadir.
S.acmophylla’nin polimorfik bélgelerinden dolayi. iran’da yapilan bir galismada S. alba’nin
bagka bir s6gut turiyle melez yapmasi sonucu olusabilecek bir tir oldugu ifade edilmektedir
(Abdollhzadeh vd., 2011). S.alba ve S.fragilis arasindaki melezler Avrupa’da dogal olarak
cok gorulmektedir (Hamza- Babiker vd., 2009). Morfolojik olarak S.alba ve S.fragilis’in

arasinda karakterler iceren S. albaxfragilis melezi, molekiler veriye gore de S. alba ve S.
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fragilis’e yakindir. Altcins Salix grubu bircok atasal ilksel karakter iceren ve dinyanin iliman
kusaklarina dagilim goéstermis dogal bir gruptur (Azuma vd., 2000; Hardig vd., 2010;
Abdollahzadeh vd., 2011). Birgok g¢alismada oldudu gibi bu calismada da altcins Salix
kloroplast ve ¢cekirdek DNA bazli agaclarda monofiletik yapida oldugu gozlenmistir (Chen vd.,
2010; Abdollhazadeh vd.. 2011).

Altcins Vetrix'e ait bireyler kloroplast (trn T-F, matK, rbcL) verilerine gore olusturalan agacta
2 ana kolda toplanmisglardir. Ozellikle kloroplast ajacinda altcins Vetrix tyeleri seksiyonlarina
bagh kalarak gruplandirma yaptiklari géze carpmistir. Kloroplast agacinda ve cekirdek
agacindaki ortak nokta ise S.amplexicaulis tlrinin en uzak tir olarak bulunmasidir. [iman
iklime sahip habitatlarda S. amplexicaulis’in altcins Salix Uyeleri ile karigik populasyonlar
olusturdugu goézlenmistir. Bu durumda altcins Vetrix Uyesi olan S. amplexicaulis’ in altcins
Salix (yeleri ile daha kolay melezleme vyapabilmektedir. S.elbursensis tiri de
S.amplexicaulis kadar olmasa da altcins Vetrix Uyelerine uzak konumlanmistir. Yayilis alani
daha dogu bdlgeleri olan tiriin habitati hakkinda ¢ok fazla bilgi edinilememistir. Btlin altcins
Vetrix Uyeleri bu calismada ve daha dnceden yapilan kloroplast DNA si analizlerinde politomi
(polytomy) goéstermiglerdir (Hardig vd., 2010); Chen vd., 2010). Bu durum cekirdek DNA
(ITS)’'sina gore gizdirilen agagta da devam etmekte, altcins Vetrix Gyeleri karmasik bir iligkiye
sahiptir. Hatta ITS adacinda altcins Vetrix Gyeleri tam bir anakol olusturmamakta ve altcins
Salix GOyelerine disaridan baglamaktadirlar. Cekirdek DNA (ITS) filogenetik agacina gore
altcins Vetrix'te en yakin turler S. caprea ve S. cinerea olarak belirlenmigtir. Yiksek nikleotid
cesitliligine bagli olarak altcins Vetrix tyelerinde yiiksek polimorfizme sebep olmasi politomik
dagihm ile sonuglanmaktadir. Altcins Vetrix Uyelerinin dogal bir yapida oldugu tam olarak
belli degildir (Hardig vd., 2010). Vetrix'te gorulen bu kompleks iligki, yayihs gosterdikleri
soguk ve yiksek rakiml habitatlarda kendi aralarinda strekli melezleme yapmalari ile
aciklanabilir (Lauren-Moreau vd., 2015). Bu sekilde lokal habitatlarda kloroplast transferinin
kolay olacagi bilinmektedir (Brunsfeld vd., 1991). Altcins Salix, Turkiye’de daha genis
yaylhimh ihman iklimleri tercih ederken, altcins Vetrix Gyelerinin Turkiye’nin kuzeyinde soguk
ve yuksek rakimli bolgelerinde yer aldiklari gozlenmigtir. Altcins Vetrixin ayrica Salix L.
cinsindeki diger altcinslere (Chamaetia, Chosenia, Longifoliae, Protitea ve Salix) gore daha
yakin zamanda evrimlesmeye ve degisime gqittigi dustunulmektedir (Lauren-Moreau vd.,
2015).

5.2 Salix alba-S. excelsa tiirlerinin molekuler fiogenetigi

Bu ilave is paketinde Turkiye genelinde 23 populasyondan toplanan ségut turlerinden (is
paketi 2) S. alba/excelsa olmak Uzere taksanomik tayin yapmak amacli bir adet kloroplast

(matK) ve iki adet cekirdek gen bolgesi (ITS ve ETS) dizilerinin analizi yapilmstir. Kloroplast
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matK bdlgesi uzun olmasina ragmen sadece 2 adet bilgilendirci baz igermektedir. Ihlara
populasyonunda net bir sekilde 2 insersiyon (indel) gdzlenmistir. Ayrica kloroplast matK
bolgesi diger iki bolgeye gore nukleotid cesitliligi cok dusuktur. Nukleotid cesitliligi ve GC
icerigi cekirdek gen bdlgelerinin her ikisinde de (ITS ve ETS) yuksektir. Yiksek poliformizm
S. alba/excelsa tur tayini igin de faydali olmus; ITS igin 3, ETS i¢i ise 5 adet bilgilendirici
polimorfik bdlge bulunmaktadir. Nukleotid cesitliligi parametresine gére ETS gen bdélgesi
diger iki bolgeye gore (matK ve ITS) en polimorfik ve bilgilendirici gen bdlgesidir. ETS gen
bdlgesinin 53. bazinda S.alba S. /excelsa degisiminden c¢ok, tir igerisinde cografik
izolasyona bagl olan bir baz degisimi s6z konusudur.

Belirlenen substilisyonlara gore kloroplast ve c¢ekirdek gen bolgeleri agaglarinda tur tayini
(S.alba / S. excelsa) yapiimak istenmistir. iki gen bélgesine gdre her popiilasyon bireylerinin
hangi ture (S.alba/excelsa) daha yakin oldugu ve her iki gen bdlgesi agisindan da tutarlilik
gOsterip gostermedigi tespit edilmistir. Buna gore Kizilirmak Kirikkale, Corum, Goéksu Orta,
Ihlara S.excelsa’'ya yakin iken, Kizilirmak Kayseri, Bafra, Igdir, Aksul-2, Ceyhan 1-2,
Seyhan, Coruh ve Susurluk R1-2-3-4 populasyonlari S. alba’ya yakin durmaktadir. Kloroplast
ve cekirdek gen bolgeleri arasinda disi ebeveyn kalitim ve recombinant kalitim bilgileri
Isiginda Kizilirmak Kirsehir, Géksu ilk, Goksu Orta, Goksu Ermenek, Firat ve Erzurum
populasyonlarinda farkli tlr poleniyle déllenme sonucu melez popullasyonlarin olustugu
dusinutlmektedir.

Ekolojik olarak dioik karakterde olan ségut bireylerinde introgresif melezleme (gen aktarimina
yonelik bircok nesilde benzer birey ve ebeveynler arasinda geri caprazlama) ¢ok
gorulmektedir (Anderson ve Stebbins, 1954). Bu iki tlrl karakterize edilebilmek igin yapilan
molekdiler dizileme analizleri sonucunda hem kloroplast (2 baz degisimi) hem gekirdek gen
bolgelerinde (8 baz degisimi) baz degisimleri gdzlenmistir. Ancak daha ©6nce so6gut
turlerindeki filogenetik iligkileri belirlemek icin yapilan molekller analizlerde (is paketi -1)
gOrulmustur ki sadece bir tir icinde de bu kadar substitusyon olabilmektedir. S6gut tirlerinde
genel olarak gorulen melezlemeye ek olarak ayni biyocografyayi paylasan bireyler arasinda
haplotip paylagimi adi verilen kloroplast aktarimi (sharing-capturing) oldugu bilinmektedir
(Stegemann vd., 2012). Bu turlesme yolunda, bireyler arasinda kloroplast geninin
paylasimina izin vererek ortak gen havuzlar olusturmaktadir. Bu populasyonlar arasinda
mutasyon bazinda degisimler olmus ancak tam bir cografik izolasyon ve bunu izleyen yogun
ve benzer kosullar altinda dogal seleksiyon gerceklesmedigi igin tirlesme devam etmektedir.
Kloroplast melezlemesinden kaynaklanan bu durum. S.alba/excelsada tamamlanmamis

tirlesme (incomplete lineage sorting) olarak adlandiriimaktadir (Wayne ve Knowles, 2006).
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Salix alba ve Salix excelsa turlerini taksonomisi ve filogenisi cok komplike ve karmasiktir.
Bunun en buyuk nedeni iki turin birbirlerine morfolojik olarak olduk¢a benzerlik
gostermesidir. Salix alba tirinun tomurcugu lanseolat-oblong ve amentum uzunlugu ise 25-
30 x3-4mm. Salix excelsa’ninki ise ovat-lanseolattir ve 40-50 x 10mm. Goruldigu Uzere
sadece yaprak ve amentum uzunluklarindan birbirlerinden ayrilmaktadir. Fakat bu iki 6zellik
cok ayirt edici olmadigi icin ayrim imkansizdir. Ayrica. bu morfolojik 6zelliklerin
karsilastiriimasi igin iki farkli tirden ayni yasta birey érneklenmelidir ve bu durum dogal
populasyonlarda gegerli olamaz. Skortsov’ (1999) a goére, Salix alba Avrupa-Sibirya
bolgesine ait bir tirken. Salix excelsa ise iran-Turan flora bolgesine aittir. Her ikisi de Dogu
Asya bdlgelerinde ¢ok eski zamanlardan beri yetistiriimektedir. Fakat dogal alanlari insanlar
tarafindan tahrip edilmistir. Sonu¢ olarak ¢ok fazla ara formlar olusmustur. Bunun yaninda,
bu iki tirtn birlestiriimesi ve tek bir tir gibi muamele gérmesi dngoérilmektedir. Molekuler

galismalar da tek tur olabilecegini desteklemektedir.

Salix alba, Salix fragilis ile Orta ve Bati Avrupa’da, buyulk oranda Rusya’da hibrit yapmaktadir
ve hibritleri saf S.fragilis'ten daha yaygindir. Fakat, Asya’da bu kadar hibritlesmemistir.
S.alba ve S.excelsa tirlerinin ortak yasadiklari alanlarda ¢ok sayida ara form bulunur.
Tanimlamasi zor olan bu formlarin melez oldugu 6ngodrilmektedir. S.alba ve S.excelsa
hibritleri Asya, Suriye ve Kafkaslarda gértlmustir (Skvortsov, 1999)

Morfolojik olarak iki farkl tur olarak ifade edilen S.alba ve S.excelsa’nin molekuler olarak
tirlesme devam ettigi icin kesin bir tiir farkllasmasi goriilmemistir. ileriye déniik olarak
yapilacak olan islah ve gen kaynaklari koruma c¢alismalarinda, S.alba/excelsa kompleksi
olarak 6rneklenen 9 nehirden toplanan bitiin popullasyonlarin S. alba popilasyonlari olarak

kabul edilmesi dogru olacaktir.

5.3 Salix alba popiilasyonlarinin Tiirkiye bazinda genetik gesitliligi ve yapilanmasi

Tarkiye’nin  farkh bdélgelerinde bulunan 10 nehirlerden 6rneklenmis 23 Salix alba
populasyonunda hem  populasyon ici hem de populasyonlar arasi genetik cesitliligi
belirlemek amaciyla 15 SSR lokusla molekiler karakterizasyon yapilmistir. Yapilan genetik
analiz sonuclarina goére lokus basina ortalama alel sayisi 17.1 olarak tespit edilmistir.
Aragtirmadaki ortalama allel sayisi diger arastiricilarin verilerine yakin degerler olarak
bulunmustur. En ylksek allel sayisi SB233 (34 allel) lokusunda, en dusuk allel cesitliligi ise
SB265 (5 allel) lokusunda bulunmustur. 643 Salix alba genotipinde sadece 2 tane
tekrarlanan klon tespit edilmigtir. Bu, Salicaceae ailesinde klonal Ureme olduk¢a yaygin

olmasina ragmen, S. alba tirinin dogal populasyonlarda asekslel olarak yayiligin yaygin
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olmadigi anlamina gelmektedir. Bu bulgu sasirtici degildir. Cunki benzer sonuglar, Salix
huakoana’da (Kikuchi vd., 2011), kuzey kutup bdlgesindeki tundrada gorillen bircok ségut
turinde (Douhovnikoff vd., 2010) ve Salix arctica 'da (Steltzer vd., 2008) yapilan
calismalarda da tespit edilmistir. Buna ragmen. vejatatif dreme bu aileye ait Populus

turlerinde daha fazla gérilur (Castiglione vd., 2010).

King vd. (2010) S. alba da SB194 lokusunda bu caligmada oldugu gibi 6 alel bulmustur.
Fakat Fis degeri pozitiftir (Ho: 0,36, He: 0,57). Farkli bir tlr olan S. caprea da yapilan SSR
calismasinda SB24 lokusunda 15 alel tespit edilmistir. Bu calismada ise 17 alel tespit
edilmistir (Ho: 0,89, He: 0,77, Fst: 0,005). gSIMCTO024 lokusunda ise 18 alel goriimustir. Bu
calismada ise, 13 alel tespit edilmistir (Ho:0,85, He:0,80, Fst: 0,009) (Puschenreiter vd.,
2010).

S. reinii de yapilan SSR calismasinda, Sare04 and Sare08 lokuslarinda sirasiyla 37 ve 34
allel bulunmustur (Lian vd., 2003). Bu calismada Sare04 lokusunda 24. Sare08 lokusunda
ise 25 alel bulunmustur. Lin ve arkadaslari (2009), S. purpurea ve S. eriocephala tirlerinde
PMGC2709, PMGC2889, W293, SB24, ve SB493 lokuslari ile ¢calismiglardir. S. purpurea
tiriinde bulunan Fis degerleri sirasiyla; 0,51, 0,36,-0,08, -0,02 ve -0,08’dir. S. eriocephala
tartinde ise; 0,23, 0,33,-0,007, -0,07 ve 0,12'dir. Bu calismada sadece PMGC2709 ve
PMGC2889 pozitif Fis degerine sahipken, diger lokuslar negatif degere sahiptir.

Sochor vd. (2013) S. daphnoides tlrandn genetik yapisini anlamak igin yaptiklari SSR
¢alismasinda gSIMCT024 lokusunda bu ¢alisma sonucunda oldugu gibi 13 alel, fakat diger
lokuslarda, 6érmegin SB24 lokusunda 7 alel , SB196 lokusunda 3 SB233 lokusund 8 alel,
SB243 loksunda 3 alel tespit etmiglerdir. Turlerin yayiligi, iklimsel ve yetisme ortamlari
istekleri ve maruz kaldiklar cevresel ve antropojenik faktorlerin gdsterdigi genetik ceglilik
dikkate alindiginda ayni lokuslarin farkli tirlerde allel sayilarinin degisim gostermesi
beklenen sonuclardir.

Bir populasyonu olusturan alt populasyonlardan bazilarinda genetik cgesitlilik fazla iken,
bazilarinda daha az olabilir. Yani mikrohabitat farklliklarinin yarattigi seleksiyondan dolayi
genetik cesitlilik alt populasyonlarda esit olarak dagiimayabilir. Bu ¢galismada hesaplanan Fis,
Fit ve Fst degerleri lokuslarda farkhidir. Bu durum her populasyondaki lokuslarin gevresel
faktorlerdeki degisimlerden bagimsiz olarak etkilendigini gostermektedir. Lokus basina dusen
Fst degerinin buyUkligli o lokusun populasyonlar arasindaki farkliliga yaptigi etkiyi
gostermektedir. Populasyonlar arasindaki farklilasmaya en buyuk katkiyi SB24, SB493 ve
PMGC2709 lokuslarindaki gorulen alellerin yaptidi gérulmustur. Fis ve Fit degerlerinin negatif

olmasi birbirine benzemeyen genotipler arasindaki eslesmenin tercih edilmesi (negative
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assortative mating) ve heterozigotlarin lehine bir secilim sonucu olabilir. Populasyon
icerisinde gbzlenen heterozigotluk beklenenden az ise Fis ve Fit degerleri pozitif bulunur ve
bu populasyonda homozigot bireylerin fazla oldugu gorulur (heterozygote deficiency). Ayni

zamanda, gen aligverisinin de sinirli sayidaki bireyler arasinda olduguna isaret etmektedir.

Kizilirmak ve Gdksu nehirlerinde bulunan populasyonlarda genetik cesitlilik diger nehirlere
kiyasla daha yiksek bulunmustur. Yani populasyonlarda heterozigot bireyler, homozigot
bireylere gore daha fazladir. Bu kurucu populasyonda bulunan bireylerin heterozigotluk orani

ve vejatatif Ureme stratejisinden kaynaklanabilir.

Diger nehirlerde bulunan alt populasyonlarda gorulen heterozigot eksikligi populasyon icinde
var olan bireylerin surekli olarak kendi iclerinde gen alig verigsi yapmalarindan ve insan
etkisiyle vejetatif materyallerin daha kolay yayillmasindan kaynaklanabilir. ~ Alt
populasyonlarda hesaplanan pozitif Fis degeri (akrabalik derecesi) bu hipotezi
desteklemektedir. S6gut tohumlari rizgar ile uzun mesafelerde tasinabilmesine ragmen,
blylk cogunlugu ana bitkide yada yakininda kalmaktadir. Ayrica Ségutlerin birincil polen
tasiyicisi arilar oldugu igin (Tamura ve Kudo, 2000), ¢ok uzun mesafeli tozlasma
beklenmemektedir. Boylece, kisith tohum veya polen dagihimi ve uygun habiatatin
bulunmamasi gibi nedenlerle alt populasyonlar arasindaki gen aligverigini sinirlayabilmekte
ve bu nedenle ayni gen havuzuna ait bitkilerin genaligverisi yapma sansini artirmaktadir.
Buna ek olarak, kiglk populasyon buyudkligi habitat seciminde farkliliklar veya tarimsal
nedenlerden dolayl habitat parcalanmasi gibi bazi diger faktorler, ayni popullasyondaki
bireyler veya klonlar arasinda (remeye sebeb olacagl icin populasyon igerisinde
kendilesmeye ve akrabalar klonlar arasinda gen aligverisine yol acabilir (Delmotte vd., 2002 ;
Funk vd., 2005; Galeuchet vd., 2005 ). Stamati vd. (2007)’de Salix lapponum ve Salix lanata’
da yaptiklarn galismada gozlemlenen ve beklenen heterozigotluklarda buyuk farklar tespit
etmigtir. Trybush vd. (2012) tarafindan yapilan benzer c¢alismada Salix viminalis

populasyonlari igin Fis degerleri 0,05 ile 0,14 arasinda hesaplanmigtir.

Orta populasyonlarda genetik gesitliligin daha fazla goérildigi tespit edilmistir. Bunun sebebi,
caligilan nehirlerin orta kismina ait olan habitatin Géksu nehrinde oldugu gibi daha az insan
mudahalesine maruz kalmasi ve nehrin bu bolumune gen kaynagi saglayacak nehrin yukari

kollardaki populasyonlarin genetik cesitlilik boyutlariyla yakindan ilgilidir.

Nehirlerin genetik yapisi incelendiginde, Fst degeri 0,08 olarak hesaplanmistir. Bunun anlami

genetik varyasyonun %92’ sinin nehir populasyonlari i¢cinde, %8’inin ise nehir populasyonlari
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arasinda olmasidir. Genel olarak, riizgar tarafindan dagilabilen ve cok uzak yerlere etkili bir
sekilde tasinabilen kigik tohumlar sayesinde, s6git populasyonlarl arasinda genetik
farklilasmanin orani ¢ok yiksek dedildir (Hérandl vd., 2002). Cok yillik odunsu bitkilerde
genetik ¢esitliligin populasyon iginde gorilme yizdesi daha fazladir (Hamrick vd., 1992; Berg
ve Hamrick,1994). Uzun mesafeli gen akigi, s6gut turlerinde yaygin olmamasina ragmen, sik
esen rizgarlar, su, hayvan ve insan aracili tohum, polen ve sdrgin tasinmasi uzak
mesafelerdeki populasyonlarin birbirlerine genetik olarak benzemelerine yol acmaktadir
(Triest vd., 2000).

Her nehir igin hesaplanan Fst dederine gére, Ceyhan (0,004) ve Susurluk (0,006) nehirlerine
ait populasyonlardaki benzer bireyler arasindaki gen alis verisi Goksu, Aras ve Aksu (0,02)
nehirlerine ait populasyonlardan daha fazladir. Tim nehirler karsilastirildiginda en az gen
alisverisi Kizilirmak nehrine ait populasyonlarda gértilmektedir (0.05). Bunun sebebi, en uzun
nehir olan Kizilirmak nehrinin populayonlar arasindaki mesafesinin fazla olmasidir. Fakat
tim populasyonlarin Fst degerleri 0,05’ten kic¢lk oldugu icin genetik agidan ¢ok buyuk bir
farkhlasmanin olmadigi soylenebilir. Her nehirdeki dogal sogut populasyonlari birbirine
benzer genotipde bireylerden olustugu ve kendi aralarinda gen alig verisinde bulunduklari
icin populasyonlar arasindaki genetik farklilasma ¢ok dusik seviyede tespit edilmigtir. Farkli
s6gut turlerinde yapilan benzer galismalarda Fst degeri genel olarak dusik bulunmustur.
Ornegin. S. viminalis de yapilan calismada Fst degerleri 0,03-0,07 arasinda tespit edilmistir
(Trybush vd., 2012). S. caprea ya ait yedi Avrupa populasyonunda Fst degeri 0,01 ve 0,05
arasinda hesaplanmistir (Puschenreiter vd., 2010). Sochor vd. (2013), S. daphnoides de Fst
degerlerini 0,05 ile 0,14 bulmustur.

5.4. Salix alba populasyonlarinda genetik yapilagsma

10 nehirden orneklenen 643 Salix alba genotipi genetik yapilasma analizi programi
sonuglarina gore birbirinden farkh 3 genetik gruba (K=3) yerlestiriimigtir. Elde edilen K
degerine gore Tlrkiye’nin her bdlgesini temsil edecek sekilde drneklenen 10 nehirdeki 23
populasyon 3 farkl atasal gen havuzundan evrimlesmistir ve bu gen havuzlari birbirlerinden
tamamen farkhlagsmis goézikmektedir. Salicaceae ailesine ait olan Populus ve Salix cinsi
turler iki evcikli olup polenleri ve tohumlari rizgar ve su yardimiyla uzak mesafelere kolaylikla
tasinabilir. Tohumlarin ve polenlerin yayiima sekli farkli lokasyonlarda bulunan populasyonlar
arasindaki genetik aligverisi kolaylastirdigindan birbirlerine cografik olarak yakin bulunan
populasyonlar arasinda gen akigi daha kolay olacagi icin benzer genetik yapiya sahip
olmalari beklenir. Uzak mesafelerde yer alan s6gut populasyonlari arasindaki gen akiginin

¢cok yaygin olmadigi bulunmustur (Lin vd., 2009). Bunun aksine Perdereau vd. (2014)
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yaptiklari galismada Salix caprea tariiniin 230 km uzakliktaki populasyonlari arasinda yuksek
oranda gen aligverigi oldugunu gostermistir. Uzak mesafelerde bulunan populasyonlar
arasindaki gen aligverigi tohumlarin, polenlerin ve vejetatif materyallerin insan araciligiyla

tasinmasi ile gerceklesmis olabilir.

Bu projede cografik olarak birbirine yakin olan nehirlerden 6rneklenen populasyonlar genel
olarak ayni genetik grupta birlikte yeralmistir. Benzer sonuglar farkli s6gut turleriyle yapilan
calismalarda da bulunmustur (Sochor vd., 2013; Gyllenstrand vd., 2014; Trybush vd., 2012).
Farkli cografik bolgelerdeki nehirlerde farkh genetik yapi gorilmustir. Birinci grupta yeralan
Goksu ve Kizilirmak nehirleri komsu cografik boélgeler olan Akdeniz ve i¢ Anadolu
bolgelerinden 6rneklenmistir. Goksu ve Kizilirmak Nehir'leri arasindaki genetik benzerlik
nehirler arasindaki gen alisverisini mimkun kilan tohum ve polen dagilma mekanizmalari ile
kolaylikla olabilecedi gibi tarihsel veya geleneksel olarak Akdeniz-i¢ anadolu arasinda
gerceklesen insan hareketleriyle de aciklanabilir. ikinci grubu olusturan nehirlerden Aksu ve
Susurluk birbirlerine yakin olan Akdeniz ve Ege bdlgelerinden &6rneklenmis olmalarina
ragmen ayni grupta yer alan Coruh ve |hlara cografik olarak bu nehirlere yakin degildir. Triest
(2007) ségat tarlerinde populasyonlar iginde ve populasyonlar arasinda uzakliga bagl olarak
genetik izolasyonun oldugunu ve gen aligveriginin sinirlandirildigini belirtmistir. Bu nehir
sistemlerinde akdeniz bitki ©6rtisii  elemanlari dogal olarak bulunmaktadir. Bu
populasyonlardaki genler muhtemelen insan araciliiyla materyal tasinmasi sonucu ya da
tarihsel olarak ortak gen havuzundan beslenme sonucu olabilir. Yalniz bu kony tarihsel
insan harekteleriyle iligkili olarak c¢alisiimasi gerekmektedir. Bir baska acgiklamada Ihlara
populasyonuna bakildigi zaman her ne kadar bireylerin %66’ si ikinci grupta yer alsa da
birinci ve Ug¢lncl gruba da ait olan adaclari da igermektedir. Eski yerlesimlerin oldugu Ihlara
Vadisi gegmigde yerlesimciler tarafindan uzun yillar yogun olarak kullaniimistir. Buradaki
farkli yapi diger nehirlerden tohum yada vejetatif olarak getirilmis ve bu nehirde yayginlagsmig
olmasiyla izah edilebilir. Clnkl burada Akdeniz bitki 6rtisi elemanlarini da gérmek
mumkindir. Ceyhan, Seyhan, Firat ve Aras Nehir'leri de cografik olarak komsu bdlgelerden
orneklenmis olup Gglincl genetik grubu teskil etmektedirler. Bu populasyonlar bir cografik
bariyer olarak bilinen ve tirlesme de 6nemli olan Anadolu Capraz’inin dogusunda
kalmaktadir.

Kizihrmak ile kargilastirildiginda Goksu Nehri genetik yapisini daha homojen halde
koruyabilmigtir. Goéksu populasyonuna diger nehir populasyonlarindan tohum ve polen
vasitasi ile gen akigl sinirlandirimistir. insan vasitasiyla materyal aktarimi da
gozlenmemektedir. Genetik olarak diger populasyonlardan izole olmustur. Orneklenen 112

bireyin tamami 0,8-0,9 gruba ait olma katsayisi ile birinci grupta yeralmistir. Kizilirmak
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Nehri’'nden 6rneklenen ve birinci grupta yeralan 117 bireyden 96’sinin grup 1’e ait olma
katsayilar1 0,8 ile 0,9 arasinda bulunmustur. Kizilirmak Nehri’'nin asagi kismindan érneklenen
Corum ve Bafra populasyonlarindaki 15 bireyin de dahil oldugu 30 bireyden olusan ikinci
grupta calisilan lokuslar agisindan bir genetik karisim(admixture) sézkonusudur. Bu 30
bireyin 16 si 0,8-0,9 ait olma katsayisi ile ikinci gruba aittir. ikinci grubu olusturan nehirlerden
Susurluk’ ta ki 86 bireyden 82’ si 0,8-0,9 ait olma oranina sahiptir. Susurluk nehri genetik
yapisini birka¢ birey disinda homojen olarak koruyabilmistir. Géksu nehrinde oldugu gibi
diger populasyonlardan genetik olarak izole olmustur. Aksu ve Coruh populasyonlarindaki
bireylerin sirasi ile 50’ si ve 24’ U ylksek ait olma oranlari(0,8-0,9) ile ikinci grupta yeralmistir.
Ama bu populasyonlarda bazi bireylerde lokuslar acisindan genetik karisikhk mevcuttur ve
diger genetik gruplara aittir. Aksu nehrinin basindan érneklenen bireylerin 8i cografik olarak
uzak olan Kizihrmak ve Goksu Nehri'nden 6rneklenen bireylerin genetik yapisiyla benzerlik
gostermektedir. Ihlara’dan 6rneklenen bireyler %66 orani ile ikinci gruba ait olsa da her U¢
genetik gruba ait bireyleri icermektedir. Genetik karisikhdin gézlendigi nehirlerde farkli
nehirlerin populasyonlari ile arasinda gen alisverisi oldugu beklenmektedir. Bu gen aligverisi
rizgarla veya suyla kolaylikla tasinabilen tohumlarin c¢imlenip yeni lokasyonlarinda
gelismesiyle olabilecegi gibi insanlar tarafindan vejetatif olarak treyen ségit materyallerinin
tasinmasi ile de olabilir.

Ucuncui grupta yer alan Ceyhan ve Seyhan populasyonlari genetik olarak homojen
bulunmustur ve Seyhan Nehri’ndeki bir birey hari¢ bireylerin tamami 0.8-0.9 ait olma orani ile
bu grupta yeralmistir. Bu grupta yeralan Firat populasyonu minumum oranda genetik
karisiklik icermektedir. Bireylerin sadece birtanesi birinci gruba aittir. Bu ¢ populasyona
disaridan gen akisi gézlenmemektedir. Aras populasyonu %56 ile tc¢lncl grupta yeralsada
bireylerinin %44°( ikinci gruba yerlesmistir. ikinci grupta yeralan bireylerin 17’si 0,8-0,9 ait
olma katsayisina sahip iken dglncu grupta yeralan bireylerin 24’ O bu katsaylya sahiptir.
Aras Nehri'nde ylksek oranda bir genetik karisiklik mevcuttur. Aras populasyonunun ikinci
grubunu temsil eden bireyler cografik olarak Aras nehrine yakin olan ve ikinci grupta yeralan
Coruh nehrinden tohumla ya da insan aracigi ile Aras nehrine ulasmis ve gogalmis olabilir.
Firat nehrindeki ikinci grupta yeralan bireylerde ayni sekilde Aras nehrinden buraya tasinmig

olabilir.
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5.5 Nehir bazinda Salix alba populasyonlarinin genetik yapilanmasi

Kizilirmak Nehri kendi icinde iki farkli genetik grup icermektedir. Genetik cesitlilik ve
popilasyonlara 6zgu aleller dikkate alindiginda yukari ve orta nehir populasyonlarida genetik
cesitlilik daha yiksek ve nehrin asagi populasyonlarida genetik cesitlilik ve 6zgin alel sayisi
daha dusuktir. Genel olarak heterozigot bireylerin fazlaliligi gértlmektedir. Populasyonlar
arasi farklilasmaninda en yiuksek oldugu nehir Kizilirmaktir. Genetik yapilasma analizinde,
nehrin yukari kismindan 6érneklenen Kayseri populasyonu 3 birey disinda birinci grupta yani
ayni grupda yeralmaktadir. Bireylerin tamami 0,8-0,9 ait olma katsayisi ile kendi gruplarina
aittir. Nehrin yukari kismi genetik olarak homojen bir yapi sergilemektedir. Nehrin orta
kismini temsil edecek sekilde drneklenen Kirgsehir populasyonunda yer alan bireylerin de
¢ogunlugu yine birinci gruba ylksek ait olma katsayisi ile yerlesmistir. Nehrin yukarisindaki
homojen yapi bu kisimda da godzlenmektedir. Nehrin orta kismini temsil eden diger
popilasyon olan Kirikkale popllasyonuna bakilidiinda genetik karisikhdin daha fazla
oldugu, iki genetik gruba ait bireylerin bu kisimda daha fazla birlikte yeraldiklari
gorulmektedir. Bu nehrin yukari ve asagi kisimlarinda her iki gruba ait bireyler arasinda gen
aligverisi daha ylksek orandadir. Genetik olarak farkli yapidaki bireylerin her ne kadar nehrin
orta ve asagi kisminda daha fazla olmasi beklense de nehrin asagi kismini temsil eden
Corum ve Bafra populasyonlarinda birinci gruba ait bireyler baskin olarak bulunmustur. ikinci
gruba ait olan bireylerin bu populasyonlarda bulunmama nedeni tohum ya da strgtnlerin
ruzgar ve nehir akintisi ile nehrin asag! kisimlarina taginamamasi ya da yapilan barajlarla
habitat devamliliginin kaybolmasi ile ilgili olabilir.

Goksu nehrinin habitat pargalanmasi goérilmeyen ve nispeten dogalligini koruyan yukari ve
asag! populasyonlara 6zgl alel bakimindan daha zengin olmakla beraber genetik gesitlilik
bakimindan butlin populasyonlar benzer boyutda genetik gesitlilik gostermektedir. Genetik
cesitliligin yapilagsmasi bakimindan karsilastirilinca, Goksu Nehri'nden o6rneklenen butin
bireyler gegcmiste olusan g farkl gen havuzu gruplarinin ézelliklerini tagimaktadir. Bireylerin
cogunlugunun (93) gruplarina ait olma katsayisi 0,5-0,6 arasinda bulunmustur. Ug farkl gen
havuzu iceren ve kendi iclerinde surekli gen aligverisi yapan bireyler nehir boyunca benzer
genetik yapilya sahip olmuslardir. Nehrin yukarisi ve asagisi arasinda genetik agidan bir
farkhihk gdézlenmemigtir. Uzak olan populasyonlar arasinda genetik bir izolasyon
bulunmamistir. Farkli ségut tlrlerinde yapilan c¢alismalarda da nehirler iginde ve nehirler
arasinda karsilastirilan populasyonlar arasinda c¢ok buydk bir farklilk olmadigr ve
popilasyonlarin genetik agidan birbirlerine benzer olduklari bulunmustur (Triest vd., 2000).
Ceyhan ve Seyhan nehirleri genetik g¢esitlilik bakimindan benzerlik géstermektedir. Her iki
nehirde de drneklenen bireylerin genetik akrabaliklari diger nehir sistemlerine gore ylksek

bulunmustur. Nehir boyunca gozlenen ayni genetik yapiya sahip olan bireylerin sirekli kendi
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iclerinde gen aligverisi yapmalarindan, materyal tagsinmasi ve habitat tahribatindan dolayi
populasyonlar ciddi erozyona ugramistir. Ceyhan Nehri’'nden 6érneklenen 74 genotipin 40’ |
birinci grupta 34’ U ikinci grupta yeralmaktadir. Bireylerin elde edilen iki genetik gruptan birine
ait olma katsayisi ¢ogunlukla 0,5-0,6 arasinda bulunmustur. Nehirden 6rneklenen bitin
bireyler her iki genetik gruptanda 6zellikleri (alelleri) yakin ylzdelerle icermektedir.

Aksu Nehri Ceyhan ve Seyhan nehirleri ile genetik ¢esitlilik bakimindan karsilastirildiginda
benzer sekilde disuk genetik cesitlik ve ylksek akrabalik dereceleri bulunmustur. Aksu’dan
orneklenen 58 bireyden 46’ si ikinci grupta yeralirken 10 birey nehrin yukarisinda, 2 bireyde
nehrin asagisinda olmak Ulzere 12 birey de birinci grupta yeralmaktadir. Aksu Nehri'nde
genetik karisiklik yiksek oranda gorilmemistir. Bireylerin buylik ¢odunlugu 0,8-0,9 ait olma
katsayisi ile gruplarina ayrilmistir ve genel olarak iki grubun bireyleri arasindaki gen aligverisi
cok kisitlidir. ikinci gruptaki bireyler nehir boyunca baskin olarak bulunmaktadir. Bu da ana
gen kaynaginin bu gruba ait bireyler tarafindan olusturuldugunu gostermektedir.

iki farkli gruba vyerlesen Ihlara populasyonu beklenen ve gdzlenen genetik cesitlilik
bakimindan dengede ve akrabalik derecesininden dusuk oldugu bulunmustur. Ihlara
populasyonundaki bireylerden 12’ si her iki grubun 6zelliklerini tagimaktadir. ikinci gruptan
12 birey, birinci gruptan 6 birey ¢ok yiksek ait olma katsayisi (0,8-0,9) ile gruplarina
yerlesmistir. iki genetik grup arasindaki gen aligverisi nehrin tamaminda géziilkmemektedir.
Her ne kadar kuguk bir populasyon olsa da Ihlara’nin tarihsel gegmisi ve korunan alan olmasi
genetik cesitliligin korunmasi ve dengede olmasini saglamistir.

Genetik olarak iki farkl grup igeren Aras Nehri’nin yukari kismi olan Erzurum’dan drneklenen
populasyon birka¢ birey disinda genetik yapisini homojen olarak koruyabilmistir. 1gdir
populasyonunda yeralan bireylerde populasyonun Ust kisminda genetik yapisini homojen
olarak koruyabilmistir. Aras Nehri'nin asagi kisminda her iki genetik gruba ait bireyler birlikte
gozukmektedir. Tohum veya vejetatif materyal tasinmasi populasyon igindeki iki genetik
gruba ait bireylerin birlikte goérilmesine yol acmis olabilir. Her ne kadar lokuslar agisindan
genetik bir karisiklik s6zkonusu olsada bireylerin kendi gruplarina ait olma oranlari buyuk
¢ogunlukla 0,8-0,9 dur .

Firat Nehri'nden oOrneklenen 25 genotipin 13’ U birinci grupta 12’ si ikinci grupta yer
almaktadir. Ceyhan Nehri’nde oldugu gibi Firat Nehri’nde de bireylerin olusturulan iki genetik
gruptan birine ait olma katsayisi tamamiyla 0,5-0,6 arasinda bulunmustur. Nehirden
orneklenen bltun bireyler her iki genetik gruptanda ozellikleri (alelleri) yakin yutzdelerle
icermektedir. Nehir boyunca goézlenen ayni genetik yapi bu iki farkli genetik havuzdan
evrimlegen bireylerin surekli kendi i¢lerinde gen aligverisi yapmalarindan veya genetik ve
cografik izolasyonla baska populasyonlarla gen alisverisinin engellenmis  olmasindan

kaynaklanabilir.
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Susurluk Nehri'nden 6rneklenen 4 populasyon genetik ¢esitlilik bakimindan ciddi farkhliklar
gostermemekle beraber, korunan alan olan Manyas popllasyonun en yiksek 6zgin alele
sahip oldugu bulunmustur. Beklenen ve gdzlenen genetik cesitlililik dnemli farkhliklar
gbstermemektedir. Genetik yapilasma analizi sonuglari ise, populasyonlarda genetik olarak
bir karisiklik oldugunu gostermektedir. Genetik yapi analizi programiyla iki grup icerdigi
ongorilen nehirdeki populasyonlar her iki gruba ait bireyleri icermektedir. Bireylerin buyuk
¢ogunlugu (67) 0,8-0,9 ait olma katsayisina sahiptir. Her iki gruba ait olan bireyler arasindaki
karsilikli  gen aligverisinin orani da ylksek degildir. Nehrin basindan &6rneklenen
populasyonlarin genel olarak genetik agidan daha homojen olmasini beklenir. Nehrin akintisi
veya rizgarla nehrin asagi kismina tasinan tohumlar ve vejetatif surglnler nehrin bu
kisminda geliserek nehrin yukarisindaki bireylerdeki genleri aktarabilir. Her ne kadar nehrin
asagl kisminda genetik karigikligin daha ¢ok olmasi beklensede, Susurluk Nehri'nin yukari,
orta ve son kismindan orneklenen batlin populasyonlarda genetik karisiklik s6zkonusudur.
Bu genetik karisikhga nehrin akis yonl, nehrin cografik yapisi sebep olabilecegi gibi
(tohumlarin, strglnlerin tasinmasi), vejetatif materyallerin insan midahalesi ile nehrin
degisik kisimlarina tasinmasi ve buralarda gelismesinden bu karigikha sebep oldugu
dusUnUtlmektedir.

iki farkh genetik grup iceren Coruh Nehri populasyonu icin genetik agidan bir karisiklik
(admixture) soézkonusudur. Birinci gruptaki bireylerin kendi grubuna ait olma oranlari
¢ogunlukla (9 birey) 0,6-0,7 arasinda bulunmustur. 13 bireyden olusan ikinci grupta bireylerin
gruba ait olma katsayilari birinci gruba gére daha ytiksek bulunmustur. Nehir icinde gézlenen
iki genetik gruba ait bireyler surekli kendi iglerinde gen aligverisinde bulunduklari igin butin
bireyler genel olarak her iki gruptan da 6zellikler(aleller) tagsimaktadir.

Bu calisma Turkiye’deki Salix tirlerinin evrimlesmesi ve Salix alba populasyonlarinda
genetik g¢esitliligin boyutu ve yapilanmasinin ele alindigi bu boyutda yapilan ilk ¢alismadir.
Turkiye ‘de Salix cinsine ait ve dogal olarak bulunan tirler arasindaki genetik iligkiler etrafli
bir sekilde ortaya konulurken, ekonomik dneme sahip Salix alba gen kaynaklarinin durumuda
detayli bir sekilde galisilmistir. Calisilan 10 nehir sistemindeki S. alba populasyonlari genetik
benzerlik bakimindan iki ana grupda toplanmaktadir. Bu gruplasmada Anadolu Gaprazi'nin
etkisi bariz bir gekilde gorulmektedir. Anadolu gaprazi, kuzeyde Zigana Gegidi'nin guney
¢ikisindan baslayip, giineyde iskenderun Amanos Daglari ve Dogu Toroslara kadar uzanan
bir hattir. Ayrica g fitocografik bolgenin (iran-Turan, Avrupa-Sibirya ve Akdeniz fitocografik
boélgeleri) kesistigi bir alandir.

Bu cografik bariyerin dogusunda kalan Ceyhan, Seyhan, Aras ve Coruh S. alba
populasyonlari bir grubu geride kalan nehirler ise diger grubu olusturmaktadir. Anadolu

Caprazinin batisinda kalan nehir sistemlerinde alt grublari Géksu, Kizilirmak-Aksu-lhlara ve
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Susurluk nehirleri olusturmaktadir. Uzun ve daha farkli habitatlari iginde bulunduran nehirler
hari¢ (Kizilrmak ve Goksu) butin caligilan nehirlerde genetik cesitliik daha dusuk ve
populasyon igcinde akrabalik derecesi de daha ylksek bulunmustur.

Nehirlerimizin genel cevresel problemlerini yapilan yogdun ve plansiz yapilasmalar, yogun
olarak yapilan tarimsal faaliyetler, endustriyel tesislerden kaynaklanan Kkirlilik, tarim
faaliyetlerde bilingsizce kullanilan kimyasal ilag ve gubreler, kontrolsiiz olarak yapilan saz
kesimi ve yakimi ile yasa disi avlanmalar seklinde belirtebiliriz. Bu tir bilingsiz insan
mudahaleleri ekosistem dongulstnin halkalarinin yavas yavas kopmasina sebep olmaktadir.
Nehirlerin temizlenmesi ve ekosistemin tekrar islevsel hale gelebilmesi icin Sogutler bitln
dinya da en etkili bitkisel ¢ozim (Fitoremediasyon) araci olarak kullaniimaktadir. Bu
nedenle, bu projenin verileri 1s1ginda, parcalanmis ve tahrip olmus veya tahribatin devam
ettigi nehir ekosistemlere oncelik verilerek akarsu boylari ekosistemlerinin restorasyonuna
ve gen kaynaklarini korumaya yodnelik programlarin vakit geciriimeden olusturulmasi

gerekmektedir.
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6. SONUGCLAR

Turkiye'de dogal olarak bulunan sogut turlerinin morfolojik 6zelliklerine gore
siniflandiriimasi  taksonomik ayristirmada kullanilan bir ¢ok karakterin cevre
kosullarindan ¢ok etkilenlemesi ylzinden oldukca zor olmaktadir. Bu projede gevre
kosullarindan etkilenmeyen genetik veriler (hem kloroplast hem de cekirdek DNA
verilerine gore) Turkiye'deki Sogut tirlerinin monofiletik yapida oldugu ve iki ana grup

(Altcins Salix ve altcins Vetrix) altinda filogenetik agaclari olusturtugu gértlmustir.

Sogutlerde en yuksek cesitlilik gosteren ve niikleotid gesitliligine sahip gen bdlgesi
kloroplast genomunun kodlanmayan trn T-F bdlgesi olarak belirlenmistir. Ayrica
cekirdek ITS gen bolgesi diger butin kloroplast bolgelerinden daha ¢cok GC igerige

ve bilgilendirici bélgeye sahiptir.

Kloroplast ve gekirdek DNA bdlgeleri kullanilarak olusturulan her iki agagtaki tdrlerin
konumlari arasindaki farkliliklar goérilmis ve bunun so6git turlerinde gorilen
kloroplast paylasimi ve introgresif melezlenme (gen aktarimina ydénelik birgok nesilde
benzer birey ve ebeveynler arasinda geri ¢aprazlama) ile turlerin arasinda yogun
etkilesim ile aciklanmaktadir. Altcinslerin bu sekilde molekdler veriye gore iki agacta
da iki ana grupta ayriimasi (altcins Salix ve Vetrix) farkh biyocograflarda; ihman

(altcins Salix) ve soguk (altcins Vetrix) yer almalariyla agiklanabilmektedir.

Calisilan bolgelerden farkli olarak ilave ¢ekirdek ve kloroplast gen bélgeleri ile, daha
fazla takson ve dizisinde galigilarak Tarkiye’deki S6gat turlerinin altcins, seksiyonel ve

tursel iligkileri belirlemek daha bilgilendirici olacagi dugunilmektedir.

Ekonomik olarak énemli olan S.alba / S. excelsa kompleksinde tir tayini yapiimak
istenen populasyonlarin  kloroplast ve c¢ekirdek filogenetik agagtaki konumlari
populasyonlarin énceden morfolojik olarak belirlenen S.alba / S. excelsa tirlerine
olan yakinhgi ifade edebilmekte, ancak net bir taksonomik ayrim yapilamamaktadir.
Bundan dolayi, kloroplast ve c¢ekirdek DNA'larinda yapilan detayli degerlendirmeler
kloroplast melezlenmelerine bagli olarak ayni biyocografyayl paylasan tirlerde
haplotip (kloroplast DNA) paylasiminin ¢ok oldugu, cografik izolasyona bagli ise tur ici

mutasyonlarin etkili oldugu sonucuna variimistir.
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Morfolojik olarak iki farkh tur olarak ifade edilen S.alba ve S.excelsa’nin molekuler
olarak tirlesme devam ettigi icin kesin bir tur farklilagsmasi gérilmemistir. Bu nedenle,
S.alba /S. excelsa kompleksi olarak ©rneklenen 10 nehirden toplanan tim

popilasyonlarin S.alba populasyonlari oldugu sonucuna variimigtir.

10 nehirden 6rneklenen 643 Salix alba genotipi genetik yapilasma analizi programi
sonuglarina goére birbirinden farkh 3 genetik gruba (K=3) yerlestiriimistir. Bu 3 ana
grubu ylksek ylzde ile temsil eden nehirler sirasiyla 1. grubu Goksu ve
Kiziirmak’tan 6rneklenen genotipler , 2. grubu Ceyhan-Seyhan-Firat Nehirlerinden
orneklenen genotipler ve 3. grubu ise Susurluk ve Coruh Nehir’lerini temsil eden
genotipler olusturmuslardir. Elde edilen K degerine ve drneklenen genotiplerin alel
paylasimina goére Turkiye’nin her bdlgesini temsil edecek sekilde 6rneklenen 10
nehirdeki 23 popilasyonun 3 farkli atasal gen havuzundan evrimlestigi ve bu gen

havuzlarinin zamanla birbirlerinden tamamen farklilasmis oldugu gézukmektedir.

Calisilan 10 nehir sistemindeki S. alba populasyonlari genetik benzerlik bakimindan
iki ana grupta toplanmaktadir. Bu gruplasmada Anadolu Caprazrnin etkisi bariz bir
sekilde goériulmektedir. Bu cografik bariyerin dogusunda kalan Ceyhan, Seyhan, Aras,
Firat ve Coruh S. alba populasyonlari bir grubu geride kalan nehirler ise diger grubu
olusturmaktadir. Anadolu Caprazinin batisinda kalan nehir sistemlerinde alt grublari

Goksu, Kizilirmak-Aksu-lhlara, ve Susurluk nehirleri olusturmaktadir.

Uzun ve daha farkli habitatlari igcinde bulunduran nehirler hari¢ (Kizilirmak ve Géksu)
batin c¢alsilan nehirlerde  genetik cgesitlilik daha dislk ve populasyon iginde

akrabalik derecesi de daha yiksek bulunmustur.

Kizilirmak ve Goéksu nehirlerinde bulunan popllasyonlarda genetik cesitlilik diger
nehirlere kiyasla daha ylksek bulunmustur. Yani populasyonlarda heterozigot
bireyler, homozigot bireylere gore daha fazladir. Bu kurucu populasyonda bulunan
bireylerin heterozigotluk orani ve vejatatif Ureme stratejisinden kaynaklanabilir. Diger
nehirlerde bulunan alt populasyonlarda gorulen heterozigot eksikligi populasyon
icinde var olan bireylerin strekli olarak kendi iclerinde gen alig verisi yapmalarindan

ve insan etkisiyle vejetatif materyallerin daha kolay yayilmasindan kaynaklanabilir.

Kizihrmak Nehri kendi iginde iki farkli genetik grup icermektedir. Genetik gesitlilik ve

populasyonlara 6zgu aleller dikkate alindiginda yukari ve orta nehir poulasyonlarinda
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genetik cesitlilik daha yuksek ve nehrin asagi populasyonlarinda genetik gesitlilik ve
Ozgun aleller daha dusuktur. Genel olarak heterozigot bireylerin fazlaliigi
gorilmektedir. Populasyonlar arasi farkllasmanin da en yiksek oldugu nehir

Kizilirmak'tir.

Bu proje kapsaminda o&rneklenen nehirlerin hemen hepsinde dogal nehir
ekosistemlerinin ve habitatlarinin c¢esitli cevresel faktorler yizinden (barajlar,
hidroelektrik santralleri, kum ocaklari, endustriyel ve kentsel atiklar gibi) ya yok
oldugu ya da parcali bir yapiya sahip olduklari goértlmastir. Halbuki ségutler nehir
ekosistemlerinin en énemli tlrlerinden olup, nehirlerin temizlenmesi ve ekosistemin
tekrar tamir edilmesi caligmalarinda bitin dinya da en etkili bitkisel ¢dzim
(Fitoremediasyon) araci olarak kullaniimaktadir. Bu nedenle, bu projenin verileri
Isiginda, parcalanmis ve tahrip olmus veya tahribatin devam etti§i nehir
ekosistemlerine oOncelik verilerek Salix alba ile akarsu boyu ekosistemlerinin
restorasyonuna ve bu tlrin gen kaynaklarini korumaya yoénelik programlarin vakit

geciriimeden olusturulmasi gerekmektedir.
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Oz:

Ulkemizde dogal olarak 27 Salix tiirii yayilis géstermekte, teshisinde problemler
bulunmaktadir. Projenin ilk is paketi kapsaminda dogal olarak bulunan s6gut tirleri arasindaki
genetik iligkiyi belirlemek icin Turkiye bazinda 6rneklenerek, kloroplast genomunun matkK,
rbcL ve tRNA ile gekirdek genomundaki rDNA ITS bolgelerinin DNA dizileri gogaltilarak
karsilastirmali olarak analiz edilmistir. Tlrkiye?deki S6gut tirleri hem kloroplast hem de
cekirdek verilerine gére monofiletik yapida olup filogenetik agacda, iki ana grup (Altcins Salix
ve Vetrix) altinda toplanmaktadir. Altcins Salix tlrleri olan S. Alba, S.excelsa, S.fragilis ve
melez S.albaxfragilis birbirlerine cok benzer iken S. pentanroides, S.babylonica and
S.acmophylla tirleri alt cins iginde daha uzak tirler olarak bulunmustur. Alt cins Vetrix tirleri
S.elbursensis ve S.amplexicaulis altcins iginde en uzak tiirler olarak bulunmustur. iki
agactaki tirlerin konumlar arasindaki farklar S6gut turlerinde gorilen kloroplast paylasimi ve
introgresif melezlenme sonucunda olusmustur. S6gitlerde en yiksek cgesitlilik gosteren ve
niikleotid gesitliligine sahip gen bolgesi kloroplast kodlanmayan (trn T-F) bolgesi iken en
ylksek GC igerige sahip gekirdek ITS gen bolgesi olarak bulunmustur. Morfolojik olarak iki
farkli tir olarak ifade edilen S.alba ve S.excelsa? nin molekdler olarak ayrimi icin ilave is
paketi yapilmistir. Fakat iki tir ayinmi molecular diizeyde net bir sekilde yapilamamistir.
Kloroplast melezlenmelerine bagdh olarak ayni bioycografyayi paylasan bu populasyonlarda
haplotip (kloroplast DNA) paylasiminin ¢ok oldugu sonucuna variimistir. S.alba/ S. excelsa
kompleksi olarak drneklenen 9 nehirden toplanan tim populasyonlar, molekiler tirlesme
devam ettigi icin S.alba poptilasyonlari olarak kabul edilmigtir.

Projenin ikinci is paketinde; molekuler markérler (SSR markorler) yardimiyla Tirkiye? de
dogal olarak yetisen ve ekonomik 6neme sahip Salix alba?nin gen kaynaklarinin
belirlenmesi, kullanimi ve genetik cesitliliginin korunmasina katkida bulunacak genetik bilgiyi
uretmek amaciyla, 10 farkli nehir havzasindan, toplam 23 farkli popilasyon, 15 farkli gekirdek
SSR belirtegi ile taranmistir. Orneklenen Salix alba populasyonlari yapilan genetik
yapilagsma analizi sonuglarina gére birbirinden farkli 3 genetik gruba (K=3) yerlestirilmistir. Bu
3 ana grubu ylksek ylizde ile temsil eden nehirler sirasiyla 1. grubu Goéksu ve Kizilirmak, 2.
grubu Ceyhan-Seyhan-Firat ve ve 3. grubu ise Susurluk ve Coruh Nehir?lerini temsil eden
genotipler olusturmuslardir. Elde edilen K degerine ve érneklenen genotiplerin alel
paylasimina goére Salix alba Turkiye populasyonlar 3 farkli atasal gen havuzundan
evrimlestigi ve bu gen havuzlarinin zamanla birbirlerinden tamamen farklilasmis oldugu
go6zikmektedir. Calisilan 10 nehir sistemindeki S. alba poptlasyonlari genetik benzerlik
bakimindan iki ana grupda toplanmaktadir. Bu gruplasmada Anadolu Caprazi?nin etkisi bariz
bir sekilde gorilmektedir. Bu cografik bariyerin dogusunda kalan Ceyhan, Seyhan, Aras, Firat
ve Coruh S. alba populasyonlari bir grubu geride kalan nehirler ise diger grubu
olusturmaktadir. Anadolu Caprazinin batisinda kalan nehir sistemlerinde alt grublari Géksu,
Kizihrmak-Aksu-lhlara, ve Susurluk nehirleri olusturmaktadir. Uzun ve daha farkl habitatlar
icinde bulunduran nehirler harig (Kizilirmak ve Goksu) butln calisilan nehirlerde genetik
cesitlilik daha dustk ve populasyon icinde akrablik derecesi ise daha ylksek bulunmustur. Bu
proje kapsaminda 6rneklenen nehirlerin hemen hepsinde dogdal nehir ekosistemlerinin ve
habitatlarinin blyuk bir bélimiiniin yok oldugu ya da parcali bir yapiya sahip olduklar
gorulmustir. Nehir ekosistemlerinin kontrol edici gorevi olan dnemli tirlerinden sdgutler icin
(Turkiye durumunda S. alba) gen kaynaklarini koruma programlarinin acilen olusturulmasi ve
bozulmus nehir ekosistemlerinin restorasyonunda kullaniimasi gerekmektedir.
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