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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

MIKROSATELLIT BELIRTECLERI ILE DOGAL KUM ZAMBAGI (Pancratium
maritimum L.) POPULASYONLARINDA GENETIK CESITLILIGIN BELIRLENMESI

Ceren ELIBOL

Namik Kemal Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Tarimsal Biyoteknoloji Anabilim Dali
Danisman: Yrd. Dog. Dr. Behiye Banu BILGEN

Soganli bitkiler gesitli sanayi alanlarinda biiyiik bir kullanim potansiyeline sahip
olmalarmdan dolay: Tiirkiye biyogesitliliginde énemli bir yere sahiptir. Ulkemizde 6zellikle
Akdeniz kiyilarinda ve yalnizca bazi sahillerde goriilen, genel olarak kumullarda yayilim
gosteren kum zambagi (Pancratium maritimum L.), 6nemli soganli bitkilerimizden biridir. Bu
calismada Igneada Longoz Ormanlar1 Milli Parki (Kirklareli), Camlikoy Tabiat Parki
(Tekirdag), Pamucak Sahili (Izmir) ve Belek Sahili'nden (Antalya) toplanan 4 kum zambag:
populasyonunun 4 nSSR primeri kullanilarak genetik yapisi ve populasyonlarin genetik
cesitliligi belirlendi. Calismada kullanilan 4 nSSR lokusundan (SSR-15, SSR-20, SSR-27,
SSR-38) 3 tanesi (SSR-20 hari¢) polimorfik (%75) olarak saptandi. Analiz edilen 81 6rnekte
dort lokus i¢in toplam 20 allel bulundu. Genetik ¢esitlilik parametrelerinden; lokus basina diisen
ortalama allel sayisi (Na=3,313), etkili allel sayisi (Ne=2,190), Shannon sabiti (1=0,728),
gozlenen heterozigotluk (Ho=0,449) ve beklenen heterozigotluk (He=0,396) degerleri
hesaplandi. Populasyonlarin genetik ¢esitliliginin biiyiik oranda (%81) populasyon igerisinde
oldugu, populasyonlar arasi ¢esitliligin diisiik oldugu (%19) gozlendi. Calisma sonucunda elde
edilen UPGMA dendrogrammna gore, cografik olarak birbirine yakin bulunan igneada ve
Camlikoy populasyonlarinin bir grup, Antalya ve Pamucak populasyonlarinin diger grubu
olusturdugu gozlendi. Elde edilen sonuglar, ¢alisilan populasyonlarin genetik yapist hakkinda
onemli bilgiler icermektedir. Ayrica kum zambag1 ve yakin akraba tiirlerle yapilacak olan g¢esitli
genetik c¢alismalara ve gen kaynaklarini korunma stratejilerinin belirlenmesine yo6nelik
caligmalara yardimei olacak niteliktedir.

Anahtar kelimeler: genetik cesitlilik, kum zambagi, molekiiler belirtegler, nSSR, Pancratium

maritimum

2016, 61 sayfa



ABSTRACT

MSc. Thesis

DETERMINATION OF GENETIC DIVERSITY IN NATURAL POPULATIONS OF SEA
DAFFODIL (Pancratium maritimum L.) WITH MICROSATELLITE MARKERS

Ceren ELIBOL

Namik Kemal University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Agricultural Biotechnology
Supervisor: Assist. Prof. Dr. Behiye Banu BILGEN

Bulbous plants have important role in Turkey’s biodiversity due to their great potential
use in various industries. Sea daffodils (Pancratium maritimum L.) are one of the important
bulbous plants which are generally spreading in sand dunes and seen only in Mediterranean
coast and certain beaches in our country. In this study, the genetic structure and genetic diversity
of four natural sea daffodil populations from Igneada Longoz Forests National Park (Kirklareli),
Camlikoy National Park (Tekirdag), Pamucak Coast (izmir) and Belek Coast (Antalya) was
determined by 4 nuclear microsatellite (\SSR) primers. Four 4 nSSR (SSR-15, SSR-20, SSR-
27 and SSR-38) loci were analyzed. All, except SSR-20, were found to be polymorphic (75%).
A total of 20 alleles were determined for the analyzed four loci in 81 samples. Genetic diversity
parameters; mean number of alleles for each loci (N.=3.313), effective allele number
(Ne=2.190), Shannon’s information index (I=0.728), observed heterozygosity (Ho=0.449) and
expected heterozygosity (He=0.396) were calculated. Rather high proportion of the genetic
diversity (81%) was due to within population variation and the remaining part (19%) was due
to variation between populations. According to acquired UPGMA dendrogram, igneada and
Camlikoy populations, which are geographically close, takes place in one group, Antalya and
Pamucak populations occurs in other group. The results of this study include important
informations about the genetic structure of the studied populations. Also, the data obtained from
this study is valuable to provide important contributions to the national and international studies
with sea daffodil and other related species, and the determination of genetic resources
conservation strategies.

Keywords: genetic diversity, sea daffodil, molecular markers, nSSR, Pancratium maritimum
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ONSOZ

Soganli bitkiler gerek sanayi alaninda ticari amagli, gerekse siis bitkisi olarak biiyiik bir
kullanim potansiyeline sahip olmalarindan dolayi, Tiirkiye biyocesitliliginde onemli bir yer
tutmaktadirlar. Ulkemizin biyolojik zenginliklerinden biri olan ve &zellikle Akdeniz
kiyilarindaki kumullarda yetisen kum zambagi (Pancratium maritimum L.) 6nemli soganli
bitkilerimizdendir. Kum zambagi, giizel kokulu beyaz ¢igekleri ile dekoratif bir bitki olmasinin
yani sira, igerdigi bazi flavonoitler ve alkaloidler sebebiyle de 6nemli tibbi nitelikler
tasimaktadir. Bu alkaloidlerin antiviral, analjezik, anti-kolinasteraz ve anti-kanserojen gibi
farmakolojik 6zellikler tasidiklari bilinmektedir. Kum zambaginin igerdigi bazi maddelerin
ozellikle kanser tedavisinde kullaniliyor olmasi, bitkinin 6nemini daha da artirmaktadir.

Tiiriin varhiginin tehlike altinda olmasi ise, degerini artiran bir bagka faktordiir.
Tiirkiye'de Kirklareli, Tekirdag, istanbul, Bolu, Bartin, Sinop, Samsun, Giresun, Trabzon,
Antalya, Mersin, Izmir ve Adana'nin kumul sahillerinde dogal olarak bulunan kum zambaginin
yasam alanlarinin, 6zellikle turizm ve sehirlesme nedeniyle tahrip edilmesi sonucu tiiriin varlig
gittikge daha biiyiik bir tehlike altina girmektedir. Dogal yasam alanlar1 olan kumul sahillerin
plaj olarak kullanilmasi, turizme yonelik olarak gereginden fazla ve plansiz insa edilen oteller,
yazlik konutlar ve buna bagli olarak sahillerin kapatilmasi, bitkinin gigeklerinin insanlar
tarafindan bilingsizce koparilmasi, ¢ignenmesi ve soganlarinin toplanmasi gibi unsurlar, tiire
yonelik énemli bir tehdit olusturmaktadir. Gida, Tarim ve Hayvancilik Bakanlig1 tarafindan
2015 yil1 i¢in dogadan toplanarak ihracati yasak olan 20 ¢igek sogani arasinda kum zambag da
bulunmaktadir.

Bu tehlikenin en aza indirgenmesi i¢in yapilabilecek en yararli ¢aligmalar; dogal kum
zambag1 populasyonlariin in vitro ¢ogaltim yoluyla yetistirilmesi ve genetik yapisinin
belirlenmesidir. Bu dogrultuda ¢esitli tiniversiteler ve arastirma kurumlari tarafindan yapilmis
ve halen yapilmakta olan pek cok g¢alisma bulunmaktadir. Molekiiler diizeydeki mevcut
caligmalarda, kum zambagi populasyonlarimin genetik karakterizasyonu c¢ogunlukla RAPD
primerleri, kloroplast DNA belirtegleri ve AFLP analizleri kullanilarak belirlenmistir. Yapmis
oldugumuz c¢alismada ise, genetik karakterizasyonu belirlemede izlenebilecek en etkili ve
kullanishi metodlardan biri olan niiklear mikrosatellit belirtecleri (nSSR) kullanilmistir.
Karakterizasyonu yapilacak olan kum zambagi populasyonlar1 Tekirdag, Kirklareli, Izmir ve
Antalya'dan segilerek, toplam 81 6rnek toplanmistir. Bu 81 Grnegin her biri i¢in yaprak
dokusundan DNA izole edilmis ve niiklear mikrosatellit belirtegleri (nSSR) kullanilarak yapilan

PCR analizleri sonucunda elde edilen lokuslar ve alleller belirlenerek genotipleme yapilmaistir.



Bu calismada elde edilen verilerin, kum zambag1 ve yakin akraba tiirleri ile yapilacak diger
genetik caligmalara katki saglamasini  ve gen kaynaklarimi koruma stratejilerinin
belirlenmesinde yardime1 olmasini umut ederim.

Bu tez calismasinin bagtan sona tiim asamalarinda yardimlari ve bilgisi ile yanimda olan,
destegini daima hissettiren, 6grencisi olmaktan biiyliik mutluluk ve kivan¢ duydugum kiymetli
hocam ve akademik damismanim Yrd. Dog¢. Dr. Behiye Banu BILGEN'e (NKU, Ziraat
Fakiiltesi, Tarimsal Biyoteknoloji Boliimii) ve beni yetistirip donatan Namik Kemal
Universitesi Tarimsal Biyoteknoloji Boliimii hocalarima minnetlerimi sunarim. Ayrica tezin
son seklini almasiyla yapici elestirileri ve Onerileriyle degerli katkilarini esirgemeyen Tez
Savunma Smav Jiiri Uyeleri Prof. Dr. Ciineyt AKI’ya (Canakkale Onsekiz Mart Universitesi,
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ogrendigimiz lisansiistii arkadaslarim Ahmet Kubilay BARUT'a ve Selman OZKAN'a; beni
daima cesaretlendiren, moral veren ve destekleyen sevgili arkadastm Emel TUTEN SEVIM'e;
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Kasim 2016 Ceren ELIBOL

Xi



1. GIRIS

Tiirkiye; jeomorfolojik yapisi, cografik konumu ve kendine 6zgii ekolojisi dolayisiyla,
diinyanin en 6nemli gen merkezlerinden biri olarak kabul edilmektedir. Ayrica Asya ve Avrupa
kitalar1 arasinda bir gegit olusturmasi ve 3 ayr1 bitki cografyasi bolgesinin gegis alaninda
bulunmasi sonucu zengin floristik yapiya sahiptir (Ozhatay ve ark. 2003, Sekercioglu ve ark.
2011). Biyolojik cesitlilik, bir bolgedeki gen, tiir, ekosistem ve islevsel zenginligini ifade
etmektedir (Ozhatay ve ark. 2009, Atik ve ark. 2010). Bununla birlikte biyolojik gesitlilik,
yeryiiziinde canliligin ve insanligin devamu igin gereklidir. Biyolojik ¢esitlilik, her tilke igin
oldugu gibi Tiirkiye i¢in de 6nemli bir zenginlik ve gii¢ kaynagidir (Demir 2013). Fakat bu
essiz ve zengin floristik yapiya ragmen bazen yasal bosluklarin etkisiyle dogal bitkilerimiz ciddi
anlamda korunamamaktadir. Amerika ve Avrupa Birligi iilkeleri basta olmak {izere birgok
tilkede bitkilerin korunmasina yonelik ¢alismalar biiyiikk 6nem kazanmaktadir (Godt ve ark.
1995, Rossetto ve ark. 1995, Frese ve ark. 2014). Bulundugu bdlgenin ekolojik sartlari
sebebiyle yalnizca belirli bolgede yetisebilen, diinyanin baska yerinde yetisme ihtimali
olmayan, yoreye 6zgii bitki tiiriine "endemik bitki" adi verilir. Latince endemos (indigenous)
sOzciigiinden gelir ve "yerli, o yere ait" anlaminda kullanilir. Tiirkiye florasinda, yaklasik 3500
kadarmin endemik oldugu 12054 civarinda ¢igekli bitki tiirii bulunmaktadir (Kaya ve Aksakal
2005, Ozhatay ve Byfield 2005, Ozel ve Erden 2010, Ozhatay ve ark. 2011, Demir 2013).
Avrupa iilkeleriyle karsilastirildiginda, bu iilkelerin toplaminda 2500 kadar endemik tiirlin
bulundugu goriilmekte ve boylece iilkemizin biyogesitlilik acisindan zenginligi de daha iyi
anlasilmaktadir. Fakat ne yazik ki, Tiirkiye'deki endemik ve endemik olmayan birgok tiir agirt
otlatma, bilingsiz kesim/sokiim, yangin, yapilasma, sehirlesme ve kontrolsiiz herbisit kullanimi
gibi tehlikelerle kars1 karsiyadir. Bu olumsuz faktorler bitkinin yok olmasina, bir anlamda tiiriin
yeryiiziinden silinmesine neden olabilmektedir.

Endemik bitki zenginliginin yani sira, iilkemizde dogal olarak yetigmekte olan geofit
(soganli, rizomlu, yumrulu) bitki tiirii sayis1 da yaklagik 600'i bulmakta, bu da iilkemizi siis
bitkileri agisindan avantajli bir konuma yiikseltmektedir (Giimiis 2015). Tiirkiye’de bulunan
endemik tilirlerden Tirkiye florasinda, 26 cinse baglh 540 geofit tiiri bulundugu
kaydedilmektedir (Kaya ve Aksakal 2005, Ozhatay ve Byfield 2005, Ozel ve Erden 2010,
Ozhatay ve ark. 2011). Geofit ad1 verilen ve sogan, tuber, rizom gibi toprak alt1 organlarina
sahip olan soganhi bitkiler Tirkiye’deki biyogesitliligin olugmasina Onemli katkilar
saglamaktadir. Siis bitkisi olarak degerlendirilmek {izere yurtdisina gonderilen sogan ve

yumrularm %90°lik kismi dogadan sokiilmekte olup, geriye kalan %10’luk kismi ise kiiltiirii



yapilan tiirlerden olugmaktadir. Her yi1l dogadan yapilan sokiim dogal populasyonun hizla
azalmasina neden olmaktadir. Bunun sonucunda da iilkemiz geofitleri yok olma tehlikesi ile
kars1 karsiya kalmaktadir (Ekim ve ark. 1992, Ildir 1993, Sandal ve Sogiit 2010, Kahraman ve
Ozzambak 2015). Soganli bitkilere ait ihtiya¢ duyulan bitkisel materyalin karsilanmasinda,
dogadan toplama yerine yeterli miktarda liretim yapilarak dogay1 korumanin gerekliligi de giin
gectikce daha iyi anlagilmaktadir.

Ulkemizde dogal olarak yetisen bitkilerden hem iilke i¢inde yararlanilmakta hem de bir
kismi ihrag edilmektedir. Bu tiir zenginligi i¢inde yer alan ve ihrag edilen geofitin bitkiler i¢inde
yeri biyiiktiir. Yurdumuz geofitlerinin biiylik kismi1 Zambakgiller (Liliaceae), Nergisgiller
(Amaryllidaceae) ve Siisengiller (Iridaceae) familyalar1 kapsaminda bulunurken, bu familyalar
endemik tiirler bakimindan da oldukga zengindir (Titiz ve ark. 2000). Nergisgiller
(Amaryllidaceae) 85 cinse ait 1100 tiirii igeren, 6zellikle Pancratium maritimum L. (Kum
zambagi) gibi bazi tiirleri Avrupa ve Amerika’da bulunan bahgelerde siis bitkisi olarak
yetistirilen bir familyadir. Bu familya Tirkiye’de yurt disi kaynakli olup siis bitkisi olarak
cogaltilanlar hari¢ 5 cinse ait 28 tiir ve 33 taksonla temsil edilmektedir (Muhtar ve Sener 1997,
Giiner ve ark. 2000, Gimiis 2015). Nergisgiller familyasina dahil olan tiirler, genellikle
dekoratif amagh kullanilmaktadir. Pancratium, Nergisgiller familyasina ait bir cins olup
diinyada 21 tiiri bulunmaktadir (Anonim 2016). Pancratium cinsine ait tiirlerden Tiirkiye’de
dogal olarak yetistigi bilinen ve kayit altina alinan tek tiir P. maritimum’dur (Baytop 1984).
Kum zambag1, isminden de anlagildig: gibi kumul alanlarda yayilis gostermekte olan, dnemli
biyolojik zenginliklerimizden biridir. Kum zambaginin dekoratif bir bitki olmasinin yani1 sira
bitkide bulunan alkaloidler ve flavonoitlerin tibbi olarak ozellikle kanser tedavisinde
kullanilmast, bitkinin degerini daha ¢ok artirmaktadir (loset ve ark. 2001).

Kum zambaklar tilkemizde; Trakya bolgesi (Kirklareli ve Tekirdag), [stanbul, Bolu,
Bartin, Sinop, Samsun, Giresun, Trabzon, Antalya, Mersin, Izmir ve Adana'mmn kumul
sahillerinde dogal olarak bulunmaktadir (Davis 1984, Yaltirik ve Efe 1996, Giimiis 2015). Kum
zambag nesli tehlike altinda bulunan bir tiirdiir. Kum zambaginin, dogal yasam alan1 olan
kumul sahillerin plaj olarak kullanilmasi, plansiz bir sekilde turizme yonelik sahillerin
kapatilmasi, bitki soganlarinin toplanmasi nedeni ile dogal yasam alaninda geligsmesi tehlike
altindadir. ‘Siirdiirtilebilir Kalkinma’ stratejisi, dogal kaynaklarin kullanilmasin1 yasaklamak
yerine bu kaynaklara zarar vermeden uzun yillar kullanma yollarinin arastirilmasini
hedeflemektedir. Hem ekonomik hem de c¢esitlilik acisindan biiylik 6neme sahip olan kum
zambaginda gen kaynaklarmi koruma ve uygun lretim g¢alismalarmin yapilabilmesi i¢in

molekiiler ¢aligmalarla genetik yapmin belirlenmesine ihtiya¢ duyulmaktadir. Biyolojik
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cesitliligin 6nemli bilesenlerinden biri olan genetik cesitliligin belirlenmesi, ekosistemin
saglikli olabilmesi ve siirdiiriilebilirligi i¢in énemlidir. Bu bitkinin dogal populasyonlarinin
azalmasinin 6niline gegebilmek i¢in hem geleneksel hem de biyoteknolojik yontemlerle koruma
ve iretim ¢alismalarinin yapilmasina ihtiya¢ duyulmakta ve yapilan ¢alismalarin molekiiler
calismalarla desteklenmesi gerekmektedir.
Bu tez calismasi1 kapsaminda Tekirdag, Kirklareli, izmir ve Antalya illerinden toplanan
4 dogal kum zambagi populasyonunun niiklear mikrosatellit belirte¢leri (nSSR) kullanilarak
genetik yapisinin belirlenmesi hedeflenmistir. Bu tez ¢alismasinda;
1) 4 farkli kum zambagi populasyonunun ilgili niiklear mikrosatellit lokuslart (nSSR)
acisindan genetik yapilarinin ortaya konulmasi,
2) Calisilan populasyonlarin genetik parametrelerinin tahmin edilmesi ile genetik cesitlilik
diizeylerinin belirlenmesi,
3) Caligilan populasyonlarin nSSR belirtegleriyle belirlenen genetik gesitlilik diizeylerinin

literatlirde mevcut olan diger ¢aligmalarla karsilagtirilmas1 amaglanmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER VE KAYNAK OZETLERI

2.1 Soganh Bitkilere Genel Bakis

Soganl1 bitkiler; y1lin biiyiik bir kismini yeraltinda, yani toprak i¢inde sogan, yumru ve
rizom seklinde gegirmelerine ragmen, ilkbahar ve sonbahar aylarinda albenili ¢igekler agan;
dekoratif ve/veya tibbl ve aromatik amaglarla kullanilabilen ve "geofit" olarak adlandirilan
bitkilerdir (Sekil 2.1). Bu bitki grubu ger¢ek sogan, yumru, corm ve rizomlardan olusmaktadir.
Sogan ya da yumrunun en genis bolgesine "gap" denir. Bu bitkiler genellikle ge¢ sonbaharda
ve erken ilkbaharda ¢igeklenmektedir. Bu durum bu aylardaki sinirli olan ¢igek ¢esitliliginin
artmasini  saglamaktadir. Ayni1 zamanda baharin yaklasmakta oldugunun miijdesini de
vermektedir. Ilkbaharda cicek acanlar soguklara dayanikli, cicek agmak icin soguklanma
ihtiyact duyan ve sonbaharda dikilmesi gereken tiirlerdir. Yazin ¢igek aganlar ise diisiik

sicakliklarda zarar goriir ve ilkbaharda dikilirler (Arslan ve ark. 2002).

Sekil 2.1. Soganl: bitkilerden zambak (Lilium spp.) soganlari

Soganl1 bitki tiiriiniin yayilma alaninin genis veya dar olmasi bize 6nemli bilgiler verir.
Ama eger tiirlin yetistigi alan dar ise bitkinin spesifik c¢evre kosullarinda yetistigi ve
yetistiriciliginin kolay olmadigi sdylenebilir. Soganli bitkiler topraktan cikarildiktan sonra
uygun kosullarda (sicaklik ve nem gibi) depolanmalidir. Her tiiriin kendine 6zgii depolama
sicakligi ve nem istegi vardir. Soganlarda muhafaza siiresini belirleyen en 6nemli kriterlerden
birisi klorofil kaybina bagli olarak meydana gelen sararmadir. Bu {irlinlerde, renkte meydana
gelen bu degisimler iiriin bilinyesinde iiretilen etilen ve iirlinliin bulundugu ortamdaki etilen

nedeniyledir (Toivonen ve Sweney 1998).



2.1.1 Soganh bitkilerin kullamim alanlar:

Soganli bitkilerin genel olarak besin, baharat ve siis bitkisi olarak kullanimi ¢ok eskilere
dayanmaktadir. Bunlarin yan1 sira soganl bitkiler, hem siis bitkisi olarak, hem de kozmetik,
parfiimeri ve ilag gibi cesitli sanayi alanlarinda da biiylik bir kullanim potansiyeline sahiptir.
Tirkiye’nin hemen hemen tiim bolgelerinde dogal olarak yetisirler. Tiirkiye'de bulunan geofit
bitki tiirleri tarla agmalar ve asir1 otlatma, sanayilesme, tarimsal miicadeleler, orman yanginlari,
karayollarinin yol genisletme ve yeni yol agma faaliyetleri, izinsiz toplayicilar ayrica da ihrag
tirtinii olarak kullanilmasi nedeniyle tehdit altindadir (Ekim ve ark. 1989). Soganli bitkilerin siis
bitkisi olarak degerlendirilmelerinin disinda modern tipta da bu bitkilerden faydalanilmaktadir.
Soganli bitkilerden 6zellikle kum zambaklarinin estetik gériiniimii ve gilizel kokusunun yani
sira, yapisinda bulundurdugu alkaloidler sebebiyle tip alaninda da kullaniliyor olmasi; bu
alanda daha detayli caligmalar yapilmasi i¢in itici gii¢ niteligi tasimaktadir (Nikopoulos ve ark.
2008, Rokbeni ve ark. 2016).

2.1.2 Soganh bitkilerin yetistirilmesi

Soganlarin dikim derinlikleriyle ilgili genel kural, soganin boyunun iki kati derinlige
dikilmeleri gerektigidir. Kiigiik canli ¢igek soganlari, birbirlerine yakin olacak sekilde (yaklasik
10'ar cm araliklarla), daha biiyiik soganlar ise yaklasik 12-13 cm araliklarla dikilebilirler. Bu
dikim derinlikleri ortalama bir deger niteliginde olup, tiirlere gore farkliliklar gostermektedir.
Alinacak sogan tam biiyiiklikkte olmalidir. Sogan ne kadar biiyiik olursa, bitki o yil o kadar
glizel ve gosterisli ¢igek verir. Ezik ve yumusak soganlar, hastalikli ya da zarar gormiis olabilir;
bu nedenle alinmamalidir. Kokleri gelismeye baslamis olanlar ise dinlenme (uyku) donemini
atlatmis olacagindan, dikim i¢in gecikmis sayilir. Cicek kalitesi diistik olacak bu tiir soganlar,
alinmamali ve dikilmemelidir (Alp 2016). Soganlarin pek ¢ogu ayn1 zamanda ¢ok yillik bitkiler

olduklarindan toprakta yerlerinde birakilabilir ve bir sonraki sene de c¢iceklenmeleri

beklenebilir.
2.1.3 Soganh bitkilerin Tiirkiye biyogesitliligindeki rolii

Tiirkiye florasinda bulunan, geofit ad1 verilen ve sogan, tuber, rizom gibi toprak alti
organlarina sahip olan soganl bitkiler, Tiirkiye’deki biyocesitliligin olusmasina énemli bir
katk1 saglamaktadir (Ozel ve Erden 2010). Soganli bitkilerin tohumdan ¢icek acacak konuma
gelmesi i¢in 4-5 yil gibi uzun bir zamanin gegmesi gerekir. Farkli kullanim alanlarma sahip

olan bu bitkilere ihtiyacin siirekli artmasi, dogadan olan sokiimlerin de artmasmna yol



acmaktadir. Bu da sogan ile cogalan bitkilerin dogadaki stoklarinin azalmasina neden
olmaktadir (Karaoglu 2010). Onlem alinmadig: takdirde bu bitkilerin neslinin tiikenmesi sdz
konusu olacaktir (Ozhatay ve ark. 2011).

Bir¢ok soganli bitki tiirii ¢esitli tehlike kademelerinde bulunmakta olup, bazilarinin
dogadan sokiimii yasaklanmigtir (Cizelge 2.1). Gida, Tarim ve Hayvancilik Bakanligi
tarafindan 1989 yilinda ¢ikarilan yonetmelik 1991, 1995, 2005, 2013 ve 2015 yillarinda yeniden
diizenlenerek yaymlanmistir. Bu yonetmelik ile iilkemiz florasinin korunmasi, c¢igek
soganlariin tahrip edilmeden ve tiiketilmeden dogadan toplanmasi, tiretilmesi, depolanmasi ve
ihracat1 konular1 disiplin altina alinmistir. Bu yonetmelige gore Gida, Tarim ve Hayvancilik
Bakanlig1 tarafindan olusturulan teknik komite her y1l ihracat1 yapilan ¢i¢ek soganlarinin cins,
tiir, miktar, doga kontenjani, sokiim takvimini belirlemekte ve hazirlanan dogal cicek sogani
ithracat listesi de her y1l Ekim-Kasim aylarinda resmi gazetede teblig edilmektedir. Bu listenin
disinda teknik komitenin izni olmadan dogadan ticari amaglarla ¢igek sogani toplayip ihrag
etmek yasaktir (Anonim 2015).

Anadolu’daki soganl bitkilerin, 15. yiizyildan bu yana yabanci iilkelere gonderilmek
amactyla toplandigi bilinmektedir. Zamanla, toplu kiyima doniisen bu siirecin 6nlenmesi
amactyla yetistirme ¢alismalar1 baslatilmig; 6rnegin beyaz zambagin tamamen iiretilerek dis
tilkelere satilmasi agamasina gelinmis, golsogani, kardelen, terslale ve Adiyaman lalesinin

tiretiminde de gelismeler saglanmis, konuyla ilgili hukuki diizenlemeler yapilmistir (Anonim

2015).
2.1.4 Nergisgiller (Amaryllidaceae) familyasi ve 6nemi

Nergisgiller (Amaryllidaceae) familyasindan kardelenler (Galanthus), gol sogani
(Leucojum aestivum), karacigdem (Stenbergia lutea); zambakgiller (Liliaceae) familyasindan
beyaz zambak (Lilium candidum), terslale-aglayan gelin (Fritillaria imperialis), Adiyaman
lalesi (Fritillaria persica), ¢oban lalesi (Tulipa humilis); diigiingicegigiller (Ranunculaceae)
familyasindan  sarikokulu (Eranthis hyemalis); yogurtcigegi (Anemone blanda);
cuhagicegigiller (Primulaceae) familyasindan ise siklamen (Cyclamen spp.) ve siisengiller
(Iridaceae) familyasi soganli bitkilerin yaygin bilinen 6rnekleridir (Davis 1984).

Nergisgiller familyas1; Asparagales takimina ve Liliopsida (tek genekliler) sinifina
aittir. Toprak altinda sogan veya rizomlar1 bulunan g¢ok yillik otsu bitkileri kapsayan bu
familyanin {iyelerinde, yapraklar genellikle seritsi, bazen etli, sert ve liflidir. Cigekler
cogunlukla semsiyeye benzer durumlarda toplanirlar. Cicek oOrtiisii alti1 parcalidir. Tag

yapraklarinin i¢ kisminda ayr1 bir ta¢ vardir. Bu familyaya dahil olan tiim tiirlerde
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pankratistatin, nivalin, galanthamin, tazettin ve likorenin gibi sayist 150’yi bulan ve
"Amaryllidaceae alkaloidleri" olarak adlandirilan alkaloidler bulunmaktadir (Sener ve ark.
2003). Bu alkaloidlerin biyolojik aktiviteleri yiiksek olup, yapilarina gore antikanser, antiviral,
antimikrobiyal, antileukaemial ve savunma sistemini gii¢lendirici etkilere sahip olduklar

bilinmektedir (Koyuncu ve ark. 1993, Sener ve ark. 1999).

Cizelge 2.1. Gida, Tarim ve Hayvancilik Bakanligi tarafindan 2015 yil1 i¢in dogadan toplanarak
ihracat1 yasak olan 20 ¢icek sogani (dogal ¢icek soganlarinin 2015 yili ihracat
listesi hakkinda teblig (teblig no: 2014/56)in ekinden diizenlenmistir)

=

. Allium (Yabani sogan) tiirlerinin hepsi

2. Crocus (Cigdem) tiirlerinin hepsi

3. Fritillaria tiirleri (F. persica, F. imperalis harig)

4. Lilium (Zambak) tiirleri (L. candidum ve L. martagon harig)

5. Muscari (Muskari) tiirlerinin hepsi

6. Sternbergia (Kara ¢igdem) tiirleri (S. lutea harig)

7. Tulipa (Lale) tiirlerinin hepsi

8. Eminium tiirlerinin hepsi

9. Biarum tiirlerinin hepsi

10. Nympheaceae (Niliifer) familyasina dahil tiirlerin hepsi

11. Orchidaceae (Salep) familyasina dahil tiirlerin hepsi

12. Arum (Yilanyastig1) tiirlerinin hepsi (Arum italicum, Arum dioscorides harig)

13. Pancratium maritimum (Kum zambag)

14. Hyacinthus orientalis (Sark stimbiilii)

15. Gentiana lutea (Censiyan)

16. Cyclamen (Siklamen) tiirleri (C. coum, C. cilicium ve C. hederefolium haric)

17. Galanthus (Kardelen) tiirleri (G. elwesii ve G. woronowii harig)

18. Iris (Siisen) tiirleri

19. Paeonia ( Sakayik ) Tiirleri

20. Diger yumrulu ve soganl tiirler




2.2 Kum zambagina (Pancratium maritimum) Genel Bakis

Kum zambagi, Nergisgiller (Amaryllidaceae) familyasina ait, o6zellikle Akdeniz
kumullarinda yetisen, ¢ok yillik, soganli bir bitki tiiriidiir (Sekil 2.2). Giizel kokulu ve zarif
goriiniimlii beyaz ¢igekleriyle siis bitkisi olarak, icerdigi kimyasallar ve alkaloidler ile de tibbi
anlamda 6nem tasimaktadir (Petit ve ark. 1995, Georgiev ve ark. 2011, Sanaa ve ark. 2012, Di
Maio ve De Castro 2013).

Sekil 2.2. Izmir Pamucak Sahili'ndeki kum zambaklar

Cins adi pancratium, Yunanca “biitiin, hep” demek olan pan sozciigii ile "gligli" demek
olan cratys sozciiklerinin birlestirilmesi ile olugsmustur. Maritimum ise Latince kokenli olup
"denize yakin, denize ait" anlamindadir.

Cins adindaki "gliglii" sifatina yakisir bir bicimde tibbi acidan ¢ok 6nemli bitkilerdir.
Arizona Eyalet Universitesi Kanser Arastirma Enstitiisii'nde yapilan bir arastirmada kanser
tedavisinde etkili bir madde olan Pancratistain’in, kum zambaginda bulundugu tespit edilmistir
(Petit ve ark. 1995).

Anavatan1 Akdeniz bolgesi olan kum zambagi, Akdeniz havzasinda yer alan iilkeler ile
Gilineybatt Avrupa’da, Atlantik, Karadeniz ve Hazar denizinde dogal olarak yayilis
gostermektedir (Dothan 1986). Diinyada Yunanistan, Fransa ve Ispanya sahillerinde bulunan
kum zambagy; iilkemizde Kirklareli, Tekirdag, Istanbul (Kilyos-Sile sahil seritlerinde), Bolu,
Bartin, Sinop, Samsun, Giresun, Trabzon, Antalya, Mersin ve Adana’nin kumlu sahillerinde
dogal olarak bulunmaktadir (Davis 1984, Yaltirik ve Efe 1996). Ingilizce’de yaygin adlar1 "sea
daffodil (deniz nergisi/deniz giilii)" ve "sand lily (kum zambagi)"dir (De Felice ve ark. 2013).
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Kum zambaklar1 genellikle denize birkag metre uzaklikta olan bdlgelerde
goriilmektedir. Dipten ¢ikan uzun mizragi andiran 40 cm boyuna ulasabilen yapraklarini kisin
dokmez. Biitiin y1l plaj kumlarinin altinda beklerler ve yaz ortasinda ¢ok hizli bir gelismeyle
cigceklerini agarlar. Cok yillik, soganli ve yumrulu, genisce uzun seritsi yaprakli, yaklasik 40-
45 cm boyunda, beyaz ¢igekli ve cicek sayisit 3 ila 15 arasinda degisen bir bitkidir. Cigceklenme
zamani Agustos ve Ekim aylar1 arasindadir. Ekstrem iklim kosullarina ve tuzluluga dayanikli,
giinesi seven bir bitkidir. Diploid kromozom sayis1 2n=22"dir (Fernandez ve ark. 2000, Senel
ve ark. 2002).

Kum zambag ¢icekleri giizel kokuludur ve en ¢ok geceleri koku salar. Kum zambagi,
kisin en fazla -10°C soguga kadar dayanabilir. Yaz sicaklarinda susuz kalinca veya kigin don
olaylarinda yapraklar tamamen kuruyabilir; fakat fazla bir zarar1 yoktur. Bunlar olmadiginda
tiim y1l yesil kalir ve soganlar daha giiclii olup daha fazla gelisirler. Bir geofit olan kum zambagi
kis1 istirahat halinde gegirmekte olup asir1 yaz sicaklarinda su ihtiyacini atmosfer neminden ya
da gece olusan c¢igden saglayabilmektedir. Ayrica denizden gelen taban suyunu da
kullanabilmekte olup, dolayisiyla tuz toleransi yiiksek bir tiirdiir. Tiirlin nesli tehlike altindadir
ve Tiirkiye'deki tehdit, ihra¢c amaciyla sdkiimden c¢ok, kiyilarin bilingsiz bir sekilde kullanima
ve kentlesmeye agilmasi, bu bitkilerin tahrip edilmesi seklindedir (Glimiis 2015). Pancratium
maritimum tiiriinde yapilan birgok ¢alismada, tiiriin dogal yayilis alaninda 6zellikle Akdeniz’in
kumul sahillerinde asir1 derecede toplanmasi, kentlesme ve turizm nedeni ile ciddi bir sekilde
tehdit altinda oldugu bildirilmektedir (De Castro ve ark. 2012, Di Maio ve De Castro 2013).
Tiiriin italya, Fransa, Ispanya ve Girit’teki populasyonlar1 biiyiikliik ve say1 agisindan dnemli
derecede azalmistir ve tehlike altinda kategorisinde kabul edilmektedir (Zahreddine ve ark.
2004). Hem doganin korunmasi hem de ekonomik agidan 6nem tasiyan bitki tlirlerimizin
gelecegi dogal yasam alanlarinin tahrip edilmesi ve dogadan asir1 toplama gibi nedenlerle tehdit
altinda bulunmaktadir.

Eisikowitch ve Galil (1971) P. maritimum bitkisinin yabanci tozlanan bir bitki tiirii
oldugunu, ¢igeklerinin déllenmesinin 6zellikle Lepidoptera ve Sphingidae iiyesi kelebekler ve
bocekler tarafindan yapildigini belirtmistir. Grassi ve ark. (2005) ise tozlanmanin bolgelerdeki
farkli organizmalara bagli oldugunu ve degisiklik gosterdigini ifade etmektedir. Kahraman
(2016) tarafindan yapilan c¢alismada 4 ar1 (Hymenoptera) tiirti (Xylocopa violacea L.,
Anthophora sp., Apis mellifera L., Anthophora bimaculata Panzer) ve 1 giive (Lepidoptera)
tiirtintin (Agrius convolvuli L. syn. Herse convolvuli L.) tozlagsmada etkili oldugu bildirilmistir.

Icerdigi 150°den fazla alkaloid bakimidan tibbi bir bitki niteligi tasimakta ve ilag

yapiminda kullanilmaktadir. Pancratium tiirleri ekonomik 6neme sahip olduklari gibi tibbi bitki
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olarak 6nemli potansiyele sahiptir. Baz: tiirleri siis bitkisi olarak kullanilirken, bazilar1 da ¢ok
degerli alkaloidlerinin kansere karsi kullanilan ilaglarda yer almasi nedeniyle kiymetlidir (Ioset
ve ark. 2001). Gida, Tarim ve Hayvancilik Bakanligi’nin listesine dahil olan kum zambagi
bitkisi dekoratif bir bitki olmasinin yan1 sira bitkide bulunan pankratistatin alkaloidinin tibbi
acidan kanser tedavisinde kullanilmasi da bitkinin 6nemini daha ¢ok artirmaktadir (Petit ve ark.
1995, Di Maio ve De Castro 2013). Bu bitkinin Tiirkiye i¢in bir gen kaynagi olmasi ve gelecekte
milli ekonomiye biiyiik oranda katki saglamasindan dolay1 dogal yetisme alanlarinda korunmali
ve ¢ogalmasi saglanmali, kum zambaklarinin dogal yayilim gosterdikleri bolgelerde halk

bilinglendirilmelidir.
2.2.1 Kum zambaginin yasam dongiisii

Kum zambag: bitkisi, ¢imlendikten 3-4 yil sonra cicek acar ve cicek tozlasir.
Tozlagmanin ardindan biiyiik bir tohum kapsiilii seklindeki meyve olusur. Olgunlasan her bir
kapsiiliin i¢inde belirli bir sekle sahip olmayan, 10-40 arasi sayida, komiire benzeyen, siyah
renkte tohumlar bulunur. Kapsiiliin agilmasiyla birlikte bu tohumlar serbest kalir. Tohumlar,
dis kabuk dokularinin siingerimsi olmasi nedeniyle ¢ok hafiftir. Bu hafiflik sayesinde suda
yiizebilirler ve riizgarda savrularak kilometrelerce uzaktaki baska bir plaja tasmabilirler.
Tohumlar uygun bir plaj kumulu bulur bulmaz ¢imlenirler. Cimlenen tohumlar 3-4 sene
boyunca olgunlasarak giiclii soganlar olustururlar. 3-4 y1l sonra ise bitki yeniden ciceklenir ve

tozlasarak yagam dongiisiinii tamamlamis olur (Anonim 2014).
2.2.2 Yapraklanma ve Ciceklenme

Cigeklerden Once goriilen mavimsi yesilimsi renkli kum zambag1 yapraklar, genis,
seritsi ve etli yapidadir. Bu yapraklar tek yilliktir (Glimiis 2015). Yani her y1l bahar aylarinda
ortaya c¢ikarlar ve yaz veya sonbaharda kuruyarak yok olurlar. Fakat hava sartlar1 uygun olup
susuz kalmadig1 takdirde yapraklar daha uzun siire yasayabilir. Ilkbaharda havalarin
1sinmastyla birlikte, kum zambagi yeni yapraklar olugturmaya baglar. Yazin susuz kalmazsa
yapraklanma yavas yavas devam eder. Cigek actiktan sonra ise yaprak sayist maksimum diizeye
cikar. Kis boyunca yapraklarin ¢cogu bozulur. ilkbaharda yeniden yapraklanirken eger yaz
sicaklarinda susuz kalirsa, tiim yapraklarin1 kaybedebilir; fakat yaz sonunda ¢iceklendigi zaman
tekrar yapraklanir. Etli yapraklar, biiylime mevsimi boyunca fotosentezle soganin biiyiimesini
ve besin depolamasini sagladiktan sonra, Haziran-Temmuz aylar1 arasinda yavas yavas kururlar

(Anonim 2014).
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Nisan-Mayis aylarinda ¢ok sayida taze etli yaprak bulundugu i¢in, bitki bu aylarda daha
kolay farkedilir. Yapraklarin boylar1 bitkinin bulundugu sartlara gore degismekle beraber;
genellikle 10-60 cm arasindadir ve genislikleri 2-4 cm arasinda degisir. Yapraklarin alt yiizii ve
iist yiizii ayni1 olup, sirt-kenar dogrultusunda yassilasmaktadir. Bu nedenle yapraklarin orta
kism1 kenar kisimlarina gére daha kalindir. Yapraklarin u¢ kismi nispeten sivri, kenarlari ise
diizdiir (Anonim 2014).

Ciceklenme Temmuz sonu ile Agustos sonu arasinda baglar ve Ekim ayina kadar devam
eder. Kum zambaklar1 giinde en az 4 saat ¢ok kuvvetli giines 15181 almak isterler. Bunun
disindaki saatlerde de, giindiiz boyunca yeri son derece aydinlik olmalidir, yoksa ¢i¢cek agmasi
beklenemez. ilkbahar ortasindan itibaren siddetli giines 151811 2 ay kadar hissettikten sonra
cigeklenir (Davis 1984).

Saksilarda yetistirilenler, dogadakilere gore daha erken ve ¢ok ciceklenebilirler (bakima
gore degisir). Tek bir sogan; biiyiikliigline ve giiciine gore pes pese 2 ¢icek sap1 ¢ikarabilir, pek
giicli degilse sadece tek bir ¢icek sapr ¢ikarir. Cigek saplari 5-13 mm'dir. Kum zambaginin
gosterisli ¢igekleri, lizerinde yaprak bulunmayan bir sap tizerinde bulunur. Bu saplarin boyu ise
10-40 cm arasinda degisir. Yesil renkli olan bu saplar silindirik sekilli olup uca dogru incelen
bir yapiya sahiptir. Bu saplarin ortas1 genellikle doludur. Tek bir sapin iizerinde 3-10 arasinda
¢icek bulunur. Bu gigekler "semsiye (umbella)™ adi verilen bir ¢igek durumu olustururlar. Cigek

Ortiisii parcalari seritsi-mizraksi sekildedir (Glimiis 2015).
2.2.3 Sogan yapisi

Dogada, sogan1 kendisini 30 cm derine ¢ekmekte ve koklerini de 1 metreden daha
derinlere uzatmakta; boylece alt tabaka topraga kadar ulasabilmektedir. Derinlere inen kokler,
gerekli mineralleri bulabilmektedir. Kurakliga ve ekstrem kosullara dayanikli olmalari da bu
sayededir. Soganli gévde, ilkbaharda (Mart-Nisan gibi) uzun etli yapraklar ¢ikar. Her yil ya
besin depolamis olan soganlar gelisir ya da tohumdan ¢imlenme ile yeni bitki gelisimi devam
eder. Soganlarin gelisimiyle ortaya ¢ikan bireyler, tohumdan ¢imlenen bireylere gore daha bol
yapraklidir ve daha genis koloni olustururlar (Anonim 2014). Kum zambag soganlari kiiremsi

oval sekilde, kahve renkli, 14-16 cm ¢evre uzunlugunda ve tuniklidir (Glimiis 2015).
2.2.4 Toprak istegi

Kum zambaklari ekstrem iklim kosullarina ve kumul, kurak kosullara ¢ok dayaniklidir

(Meerow ve ark. 2002). Kum zambag bir giines bitkisidir. Bu nedenle kumullarin 1slak
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olmadigi, kararli (stabil) kumullarda ve diger bitki tiirlerinin zayif oldugu agik alanlari tercih
etmektedir (Sekil 2.3) (Anonim 2014).

P. maritimum ile birlikte yayilis gosteren bazi bitki tiirlerinden 6zellikle odunsu olanlar,
kum zambagi i¢in “koruyucu” gorev yapmaktadir. S6yle ki, daha iri yapili ve yogun yaprakli
olan bu odunsu tiirler kumul hareketini nispeten durdurmakta, dolayisiyla soganlarin ya agiga
¢ikmasini ya da daha derinlere gomiilmesini engelleyerek kum zambaginin gelismesine mikro-

habitat hazirlamaktadir (Anonim 2014).

Sekil 2.3. Kum zambagimin dogal yasam alan1 (Pamucak Sahili, Izmir)

2.2.5 Meyveler ve tohumlar

Meyveleri kapsiil seklinde ve elips yapidadir, olgunlukta agilirlar (Medrano ve ark.
2000, Anonim 2012). Kum zambagi tohumlart siyah renkte ve son derece hafiftirler (yaklasik
4-8 mg), anemokori (riizgarla tasinma) ve hidrokori (suyla taginma) i¢in Ozellesmislerdir
(Werker ve Fahn 1975, Keren ve Evenari 1974). Tohumlar siingerimsi yapilart ve hafif olma
ozelliklerinden dolay1, su yiizeyinde batmadan kalabilmektedirler. Deniz suyu igerisinde
yaklasik 50 giin bozulmadan yiizebildikleri tespit edilmistir (Keren ve Evenari 1974). Tohumlar
Kasim ayindan itibaren olgunlasarak dokiiliir. Tohumun yayilmasinda riizgar ve kum

hareketleri 6nemli rol oynar (Glimiis 2015).
2.2.6 Cogalma sekilleri

Kum zambaklari iki sekilde ¢ogalmaktadir. Sogan yoluyla ¢ogalmada ergin bitkinin
toprak altinda bulunan biiyiilk soganlarinin yaninda olusan kiigiik soganlar yeni bitkilerin
olusmasini saglamaktadir. Riizgar ve ¢esitli nedenlerle ya da kum hareketleriyle yer degistiren

soganlar uygun ortamlarda geliserek yeni bireyler meydana getirmektedir. Tohum yoluyla

12



cogalma da olgunlasan ve serbest kalan tohumlar hafif olduklar1 i¢in riizgarla kolayca baska
yerlere yayilirlar. Yayilan tohumlar bir sonraki yilin ilkbaharinda ¢imlenirler. Polenleri ise ya

riizgarla (anemofil) ya da ar1 ve boceklerle (entomofil) dagilmaktadir (Glimiis 2015).
2.3 Mikrosatellitler (Basit Dizi Tekrarlari) ve Kullamim Alanlari

Populasyon genetigi ¢aligsmalarinda kullanilmak iizere bilim adamlar1 tarafindan DNA
tabanli genetik belirtegler (SSR, RFLP, PCR-RFLP, AFLP, RAPD, STR gibi) gelistirilmistir.
Genetik cesitlilik ve karakterizasyon, akrabalik arastirmalar1 gibi molekiiler seviyede yapilan
calismalarda kullanilan en hizli ve etkili metotlardan birisi, mikrosatellitlerin veya basit dizi
tekrarlarinin  (SSRs)  ¢esitliliginden  faydalanmaktir.  Yiiksek yapili organizmalarin
genomlarinda bulunan basit tekrarli diziler; satellit DNA'lar, minisatellitler ve mikrosatellitler
olmak iizere 3 ¢esittir (Ellegren 1993). Genomda bir lokusta arka arkaya gelen rastgele tekrar
dizilerine kisa ardisik tekrarlar (STR-“Short Tandem Repeat”) denilmektedir. STR’lerin 1-6 bg
tekrarlarindan olugmus belirtegler ise mikrosatellit markorler veya basit dizi tekrarlar1 (SSR-
“Simple Sequence Repeat”) olarak isimlendirilmektedir (Weber ve May 1989, Liu 1998).
Mikrosatellitlerin avantajlari arasinda yer alan yeniden iiretilebilirlik, ¢ok allellik, kodominant
kalitim ve bol miktarda genom kapsama gibi 6zellikler nedeniyle SSR belirtegleri populasyon
genetigi c¢alismalarinda kullanilan yiiksek etkili molekiiler araglardir. SSR belirtegleri
polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) tabanli genetik belirtegler olup arastirilan gen-i¢i ve/veya
genler-aras1 bolgelerdeki tekrar sayisindaki farkliliklarin belirlenmesine dayanmaktadir.
Mikrosatellit polimorfizminin belirlenmesinde, ¢alisilan tekrarli bolgenin veya lokusun yan
bolgelerine komplementer primerler kullanilarak PCR ile ¢ogaltilir ve elde edilen pargalar
(fragmentler) elektroforetik olarak analiz edilir (Anzidei ve ark. 1999, Scotti ve ark. 1999,
Bandelj ve ark. 2004, Varshney ve ark. 2005).

Mikrosatellitler igerisinde en yaygini diniikleotid (6rnegin ATATAT) tekrarlardir ve
yiiksek organizmalara ait kromozomlar iizerinde bol ve rastgele bir dagilim gosterirler (Tautz
1989). Yaygin olarak 2 niikleotidli tekrarlardan [(CA)n] olusmakla birlikte farkli formlarda da
[(TG)n, (AG)n, (CAG)n, (TAT)n, (AAT)N] bulunabilmektedirler (Ellegren ve ark. 1997, Orti
ve ark. 1997, Bruford ve ark. 2003). Burada, "n" toplam tekrar sayisini ifade eder ve toplam
tekrarlanan dizin sayis1 en az 10'dur. (AT)n, (AAG)n ve (AAT)n gibi tekrarlar bitkilerde ¢ok
yaygindir (Akkaya ve ark. 1992, Hancock 1998, Navascues ve Emerson 2005, Oliveira ve ark.
2006, Semagn ve ark. 2006).

Mikrosatellitler temel olarak tiim populasyon icerisinde benzer 6zellikler gostermesine

ragmen bireyden bireye kiiciik farkliliklar gostermektedirler (Catherine ve ark. 1992).
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Mikrosatellitlerin belirli bir tiir icerisinde polimorfik olmalar1 ve temelde benzer olmasina
ragmen bireyden bireye kiigiik farkliliklar igermeleri, molekiiler genetik alaninda belirteg olarak
kullanilmalarin1 uygun hale getirmektedir (Un ve ark. 2000). Polimorfizm, kaynagim tekrar
sayisindan alir ve aymi sayidaki tekrarlari temsil eden her bant, farkli bir allele isaret eder
(Schlotterer ve Tautz 1993). Molekiiler belirte¢ sistemlerinin aranan o&zellikleri, yiiksek
polimorfizm, kodominant kalitim, genomda sik dagilim gosterme, hizli sonu¢ alma, teknigin
kolay uygulanmasi, diisilk maliyetli ve tekrarlanabilir olmasidir (Gokdogan ve Kaya 2015).
Mikrosatellitlerin tek bir lokusta pek ¢ok allelin tanimlanmasina izin vermesi, genom boyunca
dagilmis olmalari, populasyon genetigi ile ilgili detayli bilgi vermesi, kodominant olmalari,
yiiksek derecede polimorfik, spesifik ve oldukc¢a tekrarlanabilir olmalari, gereksinim duyulan
DNA miktarinin az olmasi, ucuz ve kolay olmalari gibi 6zellikleri avantajlar1 arasindadir (Gillet
1999, Robinson ve Harris 1999, Scotti ve ark. 1999, Bandelj ve ark. 2004, Park ve ark. 2009,
Abdel-Mawgood 2012, Ozsensoy ve Kurar 2012). SSR belirtegleri populasyon genetigi ve gen
haritalama ¢aligmalarinda siklikla kullanilmaktadirlar (Powell ve ark. 1996).

Mikrosatellit analizlerinin pek ¢ok avantaj saglamasinin yani sira, bazi dezavantajlari
da s6z konusu olabilir. Bunlardan ilki; SSR analizleri sirasinda "null (gecersiz)" allellere
rastlanilmasidir. Bu alleller amplifiye olmadiklart i¢in jelde goriilmezler. Bu sebeple
heterozigotlarin eksik degerlendirilmesine neden olabilirler. Ancak, bu durum siklikla
rastlanilan bir durum degildir (Robinson ve Harris 1999, Scotti ve ark. 1999, Varshney ve ark.
2005). Mono ve di-niikleotid tekrarlarin analizinde amplifikasyon sirasinda DNA polimerazin
yanlighikla farkli biiytikliiklerdeki tirtinler vermesi, SSR analizlerindeki bir diger dezavantajdir.
Bu tirtinler cogunlukla istenilen veya ¢alisilan bolge tirliniinden daha az yogun olmakta ve goz
ard1 edilmektedir. Bununla birlikte, heterozigot bireylere ait farkli iiriinlerde (istenilen ve
yanliglikla ¢ogaltilan) ¢akisma olursa istenilen bdlge iiriinilinlin ayristirilmasi zorlagsmaktadir.
Daha once calisilmis ve bant biiyiikliigii bilinen i¢ standart kullanilmasi bu problemi ¢6ziilebilir
(Robinson ve Harris 1999, Scotti ve ark. 1999, Oliveira ve ark. 2006).

Mikrosatellit bolgelerinin belirlenmesi, izolasyonu, dizi analizleri ve belirteclerin
denenmesi, zaman ve uzmanlik gerektiren pahali bir islemdir. Etkin bir sekilde yeni primerlerin
elde edilmesi i¢in; kaynaklarin taranarak uygun primerlerin tespit edilmesi, veri bankalarindaki
dizilerden yararlanarak yeni primerlerin dizayn edilmesi, primer gelistiren alaninda uzman bir
arastirma laboratuvari ile birlikte ¢alisilmas1 gerekmektedir (Scotti ve ark. 1999, Varshney ve
ark. 2005).
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2.4 Kum zambaginda Yapilmis Calismalar

Literatiirde, bir¢ok farkli soganli bitki tiirii izerine yapilmis biyoteknolojik caligmalar
mevcuttur. Kum zambaginda da farkli arastirmacilar tarafindan molekiiler teknikler
kullanilarak genetik ¢esitlilik ¢alismalar1, mikrogogaltim ve klasik 1slah ¢alismalari, kimyasal

igerik ve eczacilikla ilgili ¢alismalar yapilmistir.
2.4.1 Genetik cesitlilik calismalar:

Kum zambaginda genetik ¢esitlilik, genetik karakterizasyon, eslesme sistemi ve gen
koruma stratejilerinin belirlenmesi konusunda yapilmis farkli ¢alismalara rastlanilmaktadir.
Zahreddine ve ark. (2004), Akdeniz'de yayilim gosteren tehdit altindaki dogal tiirlerin durumu
ile ilgili yaptiklar1 ¢alismada, Liibnan'daki P. maritimum tiirlerinin genetik ¢esitliligini ele
almiglardir. Calismada genetik karakterizasyonun belirlenmesinde Williams ve ark. (1990)'a ait
protokolde belirtilen 10 farklit RAPD primerleri kullanilmistir. Calisilan RAPD primerlerinin
%093 oraninda polimorfizm gdsterdigi bildirilmistir. Molekiiler varyans analizi, populasyon igi
gesitliligin belirgin oldugunu (%53) ve yiiksek derecede farkliligin bu populasyonlarda hala
mevcut oldugunu gostermistir.

Grassi ve ark. (2005) tarafindan italya aciklarinda yer alan Kuzey Tiren Denizi
bolgesinde bulunan 10 P. maritimum populasyonu i¢in biyogesitliligin degerlendirilmesi ve
koruma stratejilerinin belirlenmesi {izerine bir ¢alisma yapilmistir. Calismada 6 adet AFLP
belirteci kullanilmis ve %3,56 oraninda polimorfizm gozlenmistir. Populasyonlar aras1 genetik
iligkinin  belirlenmesinde ise UPGMA dendrogramindan faydalanilmistir. UPGMA
dendrogrami, ¢alisilan populasyonlardan bazilarinin azalan genetik cesitliligini ortaya koymus,
in situ ve ex situ koruma g¢alismalarinin hizlanmasi gerektigine dikkat c¢ekilmistir. Ayrica
populasyonlar arasi gen akiminin (Nm=0,4673) diisiik oldugu vurgulanmustir.

Sanaa ve Ben Fadhel (2010), nesli tehlike altinda bulunan Tunus’da yayilis gosteren P.
maritimum'un 5 ada ve 14 anakara populasyonlarindaki genetik ¢esitlilik iizerine bir ¢aligma
yapmiglardir. Calismada ada ve anakarada yayilis gosteren 19 populasyondan 6rneklenen
20’ser birey 7 izoenzim (ICD, 6-PGD, PGM, MDH, PGI, EST ve GOT) kullanilarak analiz
edilmistir. Calisilan 7 enzimde 18 lokus belirlenmis bunlardan 12 tanesinin polimorfik oldugu
bildirilmistir. Genetik farklilik degerleri ile yapilan UPGMA analizi, ada populasyonlar: ile
anakara populasyonlariin kesin bir sekilde birbirinden ayr1 kiimelendigini gostermistir.

Hocagil ve ark. (2010) tarafindan Tirkiye'de yapilan g¢alismada, P. maritimum

genotiplerinin genetik farkliliklari aragtirilmis ve bunun i¢in Mersin ilinden iki farkli bolgeden
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orneklenen 24 kum zambagi genotipi kullanilmistir. 5 adet RAPD ve 3 adet SRAP primer
kombinasyonu kullanilarak yapilan ¢alisma sonucunda; RAPD primerleri i¢in %63, SRAP
primerleri i¢in %67 polimorfizm saptanmistir. Genotipler arasindaki genetik farklilik degerinin
ise 0,71 ile 0,99 arasinda degismekte oldugu gbézlenmistir.

El-Hadidy ve ark. (2012), Misir'da yayilis gosteren Pancratium tiirleri arasindaki
morfolojik ve molekiiler farkliliklar ile ilgili bir ¢alisma yapmislardir. Calismada Doyle ve
Doyle (1990)nin CTAB protokoliinden modifiye edilerek gelistirilmis Porebsky ve ark.
(1997)'m metoduna gore genomik DNA ekstraksiyonu yapilmistir. Calismada morfolojik
Ozelliklerin yanisira 11 adet RAPD primeri kullanilmistir. Degerlendirmeye alinan 140 RAPD
lokusunun 111 tanesinin polimorfik oldugu gézlenmistir. RAPD sonuglar1 kullanilarak genetik
uzaklik degerleri hesaplanmis ve UPGMA dendrogrami yardimiyla dort Pancratium tiirii ¢
ana kiimeye ayrilarak siniflandirilmistir.

De Castro ve ark. (2012), Akdeniz'deki Pancratium tiirleri i¢in, plastid sekans verilerine
dayanan filogenetik ve biyocografik sonuglar {izerine bir ¢alisma yapmislardir. Calismada iKi
gen bolgesi (rbcL and ndhF), bir intergenik bolge [trnL(UAA)-trnF(GAA)] ve intron
[trnL(UAA)] belirteg olarak analiz edilmistir. Elde edilen sonuglara dayanilarak cinse ait bazi
tiirlerin evrimsel tarihi ve siniflandirmadaki yerinin belirlenmesi esas alinmistir.

Di Maio ve De Castro (2013), israil, Italya ve Ispanya’dan toplanan 48 P. maritimum
ornegini kullanarak P. maritimum tiirine 6zgli 21 mikrosatellit belirteci gelistirmislerdir.
Calisilan 6rneklerde 21 mikrosatellit belirtecinden 2 tanesi monomorfik digerleri ise polimorfik
olarak (0,198<PIC<0,752 ) saptanmistir. Bu belirteglerin, gelecekte P. maritimum'a yonelik
yapilacak gen koruma, gen akimi, genetik ¢esitlilik ve genetik yapi calismalarinda Katki
saglayacag belirtilmistir.

Giovino ve ark. (2015), P. maritimum'a ait taksonomi, koruma ve orta Akdeniz'deki
akrabalarina iligskin bir ¢alisma yapmislardir. Caligsmada, bu taksona ait fenotipik ve genetik
cesitlilige ulagmak i¢in ti¢ farkli plastid DNA bolgesinin (rbcL, matK, trnH-psbA) sekans
verileri kullanilmig ve tiiriin orta Akdeniz'deki benzer tiirlere (6zellikle Pancratium linosae)
¢ok yakin oldugu goézlenmistir. Ayrica P. maritimum'a ait gen havuzunun diger ¢alisilan
tiirlerden farkli oldugu vurgulanmis ve korunmasinin 6neminden bahsedilmistir.

Sanaa ve ark. (2015), P. maritimum'un Tunus ada populasyonlarinda hidrokorinin (su
ile yayilma) etkilerinin Petri nets metodu ile 6rneklenmesi iizerine bir ¢aligma yapmuiglardir.
Calismada kullanilacak materyalin temini i¢in 14 anakara ve 5 ada olmak tizere, Tunus'taki 19
kumul mekan secilmistir. Sanaa ve Ben Fadhel (2010) tarafindan yapilan ¢alismadan elde

edilen genetik cesitlilik verileride bu calismada kullanilarak kum zambaginin evrimsel
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gelisiminin incelendigi bu ¢alisma sonucunda olusturulan dendrogramlara bakilarak kuzey ve
giiney ada populasyonlart arasinda belirgin bir siniflanma oldugu belirlenmistir. Ayrica
hidrokorinin yalnizca ekolojik agidan 6nemli olmadiginin; bununla birlikte tiirlerin bolgeler
aras1 tasinmasini saglayarak P. maritimum populasyonlarinin korunmasinda da rol oynadiginin
alt1 ¢izilmistir.

De Castro ve ark. (2016a), P. maritimum'da kontrollii ¢aprazlama, tohum g¢imlendirme
ve molekiiler analizler yoluyla kloroplast kalitimi {izerine bir calisma yapmiglardir. Calismada
‘end-point PCR’ teknigi kullanilmistir. Calisma sonucu elde edilen veriler, ebeveynler, polen
ve F1 dollerinden cpDNA ¢ogaltiminda ‘end-point PCR’ tekniginin kullanilmasinin kloroplast
kalittminin hizli bir sekilde belirlenmesine yardimci oldugu ve polende plastid DNA varliginin
anasal kalitim1 belgeledigini gostermistir.

De Castro ve ark. (2016b), cografik alanlardaki ¢evresel unsurlarin kum zambaginin
genetik yapisi tizerine etkilerini inceleyen bir bagka calisma daha yapmislardir. Calismada 48
lokaliteden toplanan 867 birey kullanilarak 6 adet nSSR primeri (SSR-15, SSR-25, SSR-27,
SSR-30, SSR-31 ve SSR-38) ile genetik analizler yapilmistir. Calisma sonucunda ortalama
gozlenen heterozigotluk (Ho) degeri 0,60 ve ortalama beklenen heterozigotluk (He) degeri 0,54
olarak bulunmustur. Calisilan 48 populasyonun 17 tanesinde populasyona 6zgii alleller (private

alleles) tespit edilmistir.
2.4.2 Mikrocogaltim ve klasik 1slah calismalari

Kum zambagi ile ilgili ilk mikrogogaltim ¢alismasi Dragassaki ve ark. (2003) tarafindan
yapilmigtir. Calismada, NAA ve BA i¢eren MS ortaminda kiiltiire alinan P. maritimum
eksplantlarina, farkli dozlarda biiylime diizenleyicilerle muamele edilmistir. Daha sonra kiiltiir
ortamlarindan topraga transfer edilen bitkilerin hayatta kalma oranlar1 belirlenmistir.

Kum zambag ile ilgili iilkemizde yapilan ilk mikrogogaltim ¢aligmasi ise Giimiis ve
Ellialtioglu (2006)' na aittir. Calismada, P. maritimum'un sogan pul yapraklari eksplant olarak
kullanilmis ve yiizey sterilizasyonu igin farkli uygulamalar denenmistir. Caligmanin ilerleyen
kisminda canliligin1 korumakta olan eksplantlar KNAA, BAP ve sakkaroz iceren besin
ortaminda kiiltiire alinarak sogancik olusumu saglanmistir. Fakat soganciklarin canlhiliklarim
stirdiirmeleri miimkiin olmamuistir.

Bogdanova ve ark. (2008), ¢alismalarinda dogadan topladiklar1 olgun P. maritimum
tohumlarint kullanmiglardir. Yiizey sterilizasyonunun ardindan su ve agardan olusan kiiltiir

ortamina aldiklar1 tohumlarin hizla ¢imlendigini, NAA ve BAP igerikli katt MS ortaminda
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siirglin gelisiminin yavas ilerledigini, yine bu MS ortamina eklenen oksin ve sitokinin
hormonlariyla gelisim hizinin artirtlabildigini gézlemlemislerdir.

Nikopoulos ve Alexopoulos (2008) tarafindan yapilan mikrogogaltim g¢alismasinda
olgun tohumlar kullanmislardir. Calismada tohumlar yar1 kat1 MS ortaminda kiiltlire alinmis ve
%98-100 oraninda ¢imlenme gozlenmistir. Cimlenen bitkilerin kiiltir ortamlarina
transferlerinden sonra NAA, BA ve sukroz oranlarinin sogancik olusum basarisina etkileri
arastirilmistir. Calisma sonucunda %93 oraninda sogancik olusumu belirlenmistir.

Nesi ve ark. (2009), P. maritimum'un tahrip edilen dogal yasam alanlarinin
iyilestirilmesi ve kumul alanlarin bitkilendirilmesi amaciyla, tiiriin hizli ¢ogaltimi i¢in in vitro
tekniklerin kullanimi1 ve gelistirilmesinin gerekli oldugunu belirtmislerdir. Bu dogrultuda
yapilan caligmada eksplant olarak sogan pullar1 kullanilmis ve yiizey sterilizasyonunun
ardindan, BA ve sukroz iceren MS ortaminda kiiltiire alinmislardir. Eksplantlardan sogancik
olusumu gdzlenmis ve bu soganciklardan da bitkiler geliserek dis ortama transfer edilmistir.

Bogdanova ve ark. (2009), Pancratium maritimum'un in vitro kiiltiirleri araciligiyla,
antiviral ve antitimor etkileri oldugu bilinen Likorin biyosentezi lizerine bir calisma
yapmiglardir. Calismada Bulgaristan’in  Karadeniz sahilindeki dogal kum zambagi
populasyonlarindan toplanan tohumlar kullanilmistir. Tohumlar, BAP ve NAA igeren MS besin
ortaminda kiltiire alinmiglardir. P. maritimum'un 3 yillik in vitro kiiltiirlerinde yapilan
kromatografik analizler, biyosentetik aktivitenin varligini dogrulamistir. Likorin'in, in vitro
kosullarda tiretilen tek alkaloid oldugu belirlenmistir.

Balestri ve ark. (2001), P. maritimum ve diger iki kumul bitki tiirinden yaprak
protoplast1 izolasyonu hakkinda bir calisma yapmislardir. Yeniden iiretilen bitkiler i¢in optimal
kiiltiir kosullart saglandiginda, protoplast tespitinin seleksiyon ve daha genis kapsamli
restorasyon programlart i¢in bitkisel materyal iretimi konusunda yardimci olacagi
belirtilmistir.

Kum zambag ile ilgili yapilmis klasik 1slah caligmalar1 sayica ¢ok azdir. Balestri ve
Cinelli (2004), tiiriin Kuzeybat Italya kiyilarindaki ¢imlenme ve gelisimi {izerine bir arastirma
yapmiglardir. Calismada tohumlar farkli derinliklere ekilerek ¢ikis oranlari, bunu takiben
cimlenmis fidelerin hayatta kalma oranlar1 gézlenmistir. Diger yandan laboratuvar ortaminda
da c¢imlendirilmekte olan bir baska tohum grubunun c¢imlenme yetenegi, ilk grupla
karsilastirilmistir. Laboratuvarda c¢imlendirilen tohumlarin digerlerine oranla %87,5-100
oraninda ¢imlendigi ve daha diisiik dormansi gosterdigi belirlenmistir.

Ulun ve ark. (2010), kum zambagini kiiltiire alma ¢alismalar1 yapmislardir. Calismada,

yilin farkli zamanlarinda ekilen tohumlarin ve ¢imlenmeye alinan soganlarin ¢imlenme ve fide

18



olusturma oranlar1 gbzlenmistir. Olusan fidelerin hangi yetisme ortaminda daha iyi gelisme
gostereceklerini belirlemek amaciyla farkli ortamlar hazirlanmis ve fideler bu ortamlara
transfer edilmistir. Calisma sonucunda en iyi gelisme ortaminin kum oldugu ve sogandan

olusan bitkilerin, tohumdan olusanlarin aksine ikinci y1l tekrar ¢i¢eklenebildigi tespit edilmistir.
2.4.3 Kimyasal igerik ve eczacilik alanindaki calismalar

Berkov ve ark. (2004), P. maritimum'un yaprak, sogan ve koklerinde elde edilen 6ziitleri
GC/MS ile analiz etmis, belirlenen 16 alkaloidden 5 tanesinin ilk defa bu bitkide tanimlandigini
rapor etmislerdir.

Sener ve ark. (2003), aralarinda P. maritimum'un da bulundugu, Amaryllidaceae
familyasina ait ii¢ farkl bitki tiirlindeki alkaloidleri incelemislerdir. Arastiricilar tarafindan dort
alkaloid grubu izole edilmis ve bu alkaloidlerin (Likorin, Tazettin, Krinin ve Galantamin)
sitmaya kars1 bir aktivite gosterdikleri belirlenmistir.

Laurentis ve ark. (2004), P. maritimum'dan elde edilen Likorin alkaloidinin bazi maya
tiirlerinin gelisimine etkisini arastirmiglardir. Calisma sonucunda mayalarin Likorin'e duyarh
olduklar1 goriiliirken, funguslarin direng gosterdikleri belirlenmistir.

Berkov ve ark. (2010), P. maritimum'da in vitro organogenesis sirasindaki apolar
metabolit degisimleri lizerine bir ¢calisma yapmislardir. Baslangi¢c materyali olarak, bitkinin
Bulgaristan'dan toplanmis olan gen¢ meyveleri (tohum olusumunun erken evresi)
kullanilmistir. Sterilizasyon asamasindan sonra geng meyveler dilimlenerek, sukroz ve agar
iceren MS ortamina yerlestirilmistir. Ortama farkli konsantrasyonlarda ve kombinasyonlarda
biiyiime diizenleyiciler eklenmistir. Calisma sonucunda P. maritimum'daki alkaloid sentezinin,
doku farklilagmasiyla yakindan ilgili oldugu goriilmiistiir.

Georgiev ve ark. (2011), P. maritimum'un siv1 ortamlardaki siirgiin kiiltiiriinde alkaloid
biyosentezi lizerine bir ¢alisma yapmislar ve 22 farkli bilesik tespit etmislerdir. Kiiltiir
ortamlarinda agirlikli olarak Likorin varligina, siirgiinlerde ise Likorin'in yani sira Tiramin ve
Haemantamin'e de rastlanilmistir.

Sanaa ve ark. (2012) yapmis olduklar1 bagka bir ¢alismada, Tunus'ta nesli tehlike altinda
bulunan P. maritimum populasyonlarinda, c¢igekteki ugucu madde kompozisyonununun
cesitliligini arastirmiglardir. Calismada farkli cografik bolgelerden toplanmis 5 ada, 8 anakara
populasyonu kullanilmigtir. P. maritimum ¢iceginden elde edilen toplam ekstraktta,
populasyona bagli olarak %64,20-84,29 oraninda 18 farkl1 bilesik tespit edilmistir. Tiirden elde
edilen bazi bilesikler anti-kanser etkilidir ve tiimor hiicrelerinin béliinmelerini durdurmaktadir

(Adany ve ark. 1994). Ayrica varyans analizleri populasyonlar arasinda, tiirler arasi yiiksek
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kimyasal ¢esitliligi gosteren bilesik miktari agisindan yiiksek oranda belirgin (P<0,001) veya
belirgin (P<0,05) farkliliklar oldugunu gostermistir.

Hetta ve Shafei (2013), Misir'daki P. maritimum bitkilerinin ¢igek ve meyvelerinden
elde edilen alkaloidlerin, insan kolon kanseri gelisimi ile bazi funguslar ve bakterilere etkisini
arastirmiglardir. Calismadan elde edilen sonuglar dogrultusunda, kum zambagi alkaloidlerinin
kolon kanserine karsi bir etki gosterdigi ve kuvvetli bir antibiyotik olarak gorev yaptiklar
belirtilmistir.

Ibrahim ve ark. (2013) yaptiklar1 ¢alismada, P. maritimum'un taze gigekleri ile
yumrularmni kullanmislardir. Bu materyallerden 4 yeni alkaloid izole etmisler ve bunlarin insan
prostat kanseri hiicrelerinin ¢ogalmasini engelleyen bir aktivite sergilediklerini belirlemislerdir.

Sanaa ve ark. (2014), Tunus'ta tehdit altindaki P. maritimum populasyonlar1 arasindaki
genetik ve kimyasal yapiyla ilgili bir calisma yapmistir. Calismada, ada ve anakara
habitatlarindan 13 populasyonun (5 ada ve 8 anakara) genetik ve ugucu madde ¢esitliliginin 7
izoenzim ve 18 ugucu bilesik kullanilarak belirlenmesi esas alinmistir. Ugucu madde yiizdeleri
ve allel frekanslarina dayanan populasyon yapisina ulasmak i¢in, temel bilesenler analizi (PCA)
uygulanmistir. Calismanin sonucunda, P. maritimum’'un kimyasal ve genetik populasyon yapisi
yiilksek bulunmus ve bunun da genetik siirliklenmeye populasyonun tiikkenmesine yol
acabilecegi tahmin edilmistir. Tunus'ta sahil habitatindaki tahribatin endise verici boyuta

ulastig1 ve koruma calismalarinin hizlandirilmasi gerektigi vurgulanmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Kum Zambagi Populasyonlari

Bu tez ¢alismasinda; Tekirdag iline bagli Camlikoy Tabiat Parki, Kirklareli iline bagli
Igneada Longoz Ormanlar1 Milli Parki, izmir iline bagli olan Pamucak Sahili (Selguk ilgesi) ve
Antalya iline bagli olan Belek Sahili (Serik il¢esi)'nde yer alan dogal kum zambag:
populasyonlari kullanildi (Sekil 3.1, Sekil 3.2, Sekil 3.3). Populasyonlara ait bireyler rastlantisal
olarak aralarinda en az 10 m mesafe olacak sekilde secildi. Her bir populasyondan en az 20'ser
bireyin saglikli ve geng yapraklarindan ornekler Haziran-Agustos aylari arasinda toplandi.
Toplanan 6rnekler, ayr1 ayri aliiminyum folyolara sarilip populasyon ad1 ve birey numarasi ile

adlandirilarak buz igerisinde muhafaza edilerek laboratuvarimiza getirildi. Biitiin 6rnekler

DNA izolasyonu yapilincaya kadar -80°C'de muhafaza edildi.

Sekil 3.1. Calisilan kum zambag1 populasyonlarinin Tiirkiye haritasindaki yerlesimi (Google
Earth 2016)
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Sekil 3.2. Camlikoy Tabiat Parki (A) ve Igneada Longoz Ormanlari'ndaki (B) dogal kum
zambag1 populasyonlari

AR et pir B B f A
Sekil 3.3. Pamucak Sahili (A) ve Belek Sahili'ndeki (B ve C) dogal kum zambagi
populasyonlari

22



3.2 DNA izolasyonu

Kalite ve miktar olarak en iyi DNA izolasyonunu yapabilmek i¢in bircok manuel DNA
izolasyon yontemi ve bu yontemlerin modifikasyonlari denendi (Dellaporta ve ark. 1983, Doyle
ve Doyle 1990, Li ve ark. 2007, Azmat ve ark. 2012, Healey ve ark. 2014). Ayrica farkli DNA
izolasyon kitleri de (NANODbiz Bitki Genomik DNA Izolasyon Kiti, Vivantis GF-1 Plant DNA
Extraction Kit ve i-genomic Plant DNA Extraction Mini Kit) denendi. Kum zambag:
yapraklariin kalin etli yapist ve DNA izolasyonunun zorlu olmasi sebebiyle, DNA izolasyonu
optimizasyonlar1 sonucunda kalite ve miktar agisindan en iyi olan ve PCR analizlerinde
istenilen kalitede sonu¢ veren DNA 0Ornegi ‘i-genomic Plant DNA Extraction Mini Kit’
kullanilarak elde edildiginden kit kullanilarak DNA izolasyonu tercih edildi. DNA izolasyonu
tiretici firmanin prosediirleri dogrultusunda yapildi.

Calismada, yaprak oOrnekleri Retsch® MM400 model homojenizatér kullanilarak
homojenize edildi. Homojenizasyon isleminin etkinligini arttirmak i¢in bitki ornekleri bir-iki
giin 6nce hazirlanip -20 °C’de muhafaza edilmeli veya homojenizasyon isleminden hemen 6nce
miimkiin ise sivi azot iginde 5-10 saniye beklettikten sonra homojenizasyon islemine
gecilmelidir. Boylece, bitki materyali daha kuru bir hale gelmekte ve homojenizasyonu
kolaylasmaktadir. Kum zambagi yaprak Ornekleri, homojenizasyondan bir-iki giin Once
hazirlanip -20 °C’de bekletilmistir. -20°C'den alinan yaprak 6rneklerinin dis yiizeyindeki ince
zar, bistliri yardimiyla yapraktan ayrildi. 2 ml'lik santrifiij tiiplerine, zarlarindan temizlenmis
yaprak orneklerin her birinden yaklasik 1 g konuldu. Bu tiiplerin i¢ine, 6rnekleri ezecek olan 2
mm boyutundaki celik bilyelerden 3'er adet eklendi. Homojenizasyon siiresi olarak dorder
dakikadan olusan iki kisim olmak tizere toplam sekiz dakika kullanildi. Titresim frekansi ise
saniyede 28 olarak ayarlandi. Orneklerin iyi bir sekilde homojenize olup/olmadigi kontrol
edildikten sonra homojenizasyon iglemine son verildi. Eger o6rnekler ¢ok iyi homojenize
olmamissa (toz veya kina seklinde degilse) bir-iki dakika daha tekrar homojenizasyon yapildi.
Orneklerin bir kismi ise sivi azot kullamilarak homojenize edildi. DNA izolasyonunda

kullanilan yontemin basamaklar: su sekilde siralanmaktadir:
1) Homojenize edilmis yaprak Orneklerinin bulundugu santrifiij tiiplerine hazirlamisg

oldugumuz dziitleme tamponundan (Cizelge 3.1) her bir drnegin lizerine 300'er pl eklendi

ve bu sekilde 3'er gelik bilye ile 4 dk boyunca 1 kez daha ezildi.
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Cizelge 3.1. Oziitleme tamponu igerigi

Oziitleme Tamponu Icerigi | Miktar (1X)
Buffer PG 390 ul
Enhancer solution 7 ul
Proteinase K 20 pl
RNAse A 5pul

2) Ogiitiiciiden alinan &rneklerin igindeki celik bilyeler, miknatis yardimiyla ¢ikarildi ve
ornekler DNA izolasyonuna hazir hale getirildi.

3) Tiplerdeki ezilmis yaprak 6rneklerinin her birinin tizerine, 122 ul daha 6ziitleme tamponu
eklendi.

4)  Oziitleme tamponu eklenen &rnekler, 1sitict blokta 65°C'de 40 dk boyunca inkiibasyona
birakildi (Sekil 3.4). Ornekler 10 dakikada bir nazikge karistirildi.

5) Inkiibasyon asamasindan sonra, her bir 6rnege 100 ul PPT tamponu eklendi ve 5-6 kez
nazik¢e karigtirildi.

6) Tampon eklenen 6rnekler, i¢i buz dolu bir kapta 5 dk boyunca bekletildi.

7) Buzdan alinan 6rnekler oda sicakliginda 13000 rpm’de 15 dk boyunca santrifiij edildi.

8) Santrifiij asamasiyla birlikte fazlara ayrilan 6rnekler, cihazdan dikkatlice ve ¢ok sarsmadan
c¢ikarildi, supernatant (iist faz) otomatik pipet yardimiyla miimkiin oldugu kadar temiz bir
sekilde cekildi (yaklasik 500 pl kadar).

9) Cekilen st faz, 1,5 ml'lik yeni Eppendorf tiiplere aktarildi.

10) Yeni tiiplere alinan 6rneklerin lizerine, 650 ul PB tamponu eklendi ve nazikge 5-6 kez ters
diiz edilerek karistirildi.

11) Bu karisimdan otomatik pipet yardimiyla 650 pl alinarak, 2 ml ‘spin column’ tiiplere
aktarildi.

12) “Spin column’ tiipler, oda sicakliginda 13000 rpm’de 2 dk boyunca santrifiij edildi.
Santrifiij islemi sonrasinda, istenmeyen ve isimize yaramayacak olan s1v1 kisim tiiplerin alt
kismina inmis, DNA'lar iist kistmdaki filtrede kalmis oldu.

13) Cihazdan dikkatlice ¢ikarilan tiiplerin alt kismindaki istenmeyen sivi kisim dokiildi.

14) PB tamponu eklenerek hazirlanmis olan karigimdan geriye kalan 200 pl de yine bu tiiplerin
iistliine eklenerek islem tekrarlandi, 13000 rpm’de 2 dk daha santrifiij edildi.

15) Yine cihazdan dikkatlice ¢ikarilan tiiplerin alt kismindaki sivi dokiildii, st kisimdaki

filtreli boliim ¢ikarilarak 2 ml'lik temiz tiiplere oturtuldu.
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16) Filtrenin tizerine 700 pul PWA buffer eklendi. 13000 rpm’de 2 dk boyunca santrifiij edildi.

17) Santrifiij isleminden sonra cihazdan alinan tiiplerin alt kismma ¢oken PWA yikama
tamponu dokiildii.

18) Yikama islemine PWB buffer ile devam etmek igin, her bir 6rnegin lizerine bu kez de 700
ul PWB buffer eklendi ve 13000 rpm’de 1,5 dk kadar santrifiij edildi.

19) Islem tekrarlanarak, tiiplerin alt kismina ¢okmiis olan ytkama tamponu dokiildii ve son kez,
13000 rpm’de 30 s boyunca santrifiij edildi ve alt kistmdaki siv1 dokiildii. Boylece filtrede
kalmis olan ¢ok az miktardaki yikama tamponu da alt kisma c¢oktiiriilerek DNA'dan
uzaklagtirilmig ve yitkama iglemi tamamlanmis oldu.

20) Ustteki filtreli kisim tekrar ¢ikarilarak, 1,5 ml'lik temiz tiiplere yerlestirildi.

21) Tiplerin her birine, 125 pl PE tamponu eklendi ve oda sicakliginda 1 dk inkiibe edildi.

22) Inkiibasyon sonrasi 13000 rpm’de 1 dk boyunca santrifiij islemine tabii tutuldu ve DNA
izolasyonu agamasi tamamlanmis oldu.

23) Izole edilen genomik DNA 6rnekleri, PCR analizleri yapilincaya kadar -20°C'de muhafaza
edildi.

Sekil 3.4. Orneklere dziitleme tamponu eklenmesi ve inkiibasyon asamasi

3.3 izole Edilen DNA Orneklerinde Miktar ve Kalite Tayini

Elde edilen DNA o6rneklerinde miktar tayini i¢in Qubit® 2.0 Fluorometer cihazi
kullanildi. Bu o6l¢iimde oncelikle her bir 6rnek i¢in 198 pl ¢alisma soliisyonu (calisma
sollisyonu Qubit reagent ve Qubit buffer’dan olusmaktadir) ile 2 pl 6rnek karistirilarak oda
sicakliginda 2 dk inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasinda DNA miktar1 ng/ul olarak
cihaz ekraninda okundu ve kaydedildi (Cizelge 3.2). izole edilen genomik DNA 6rnekleri PCR

reaksiyonu i¢in konsantrasyonu 10 ng/ul olacak sekilde sulandirildi.
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Cizelge 3.2. Kum zambag1 populasyonlarina ait bazi DNA 6rneklerinin miktar 6lglim sonuglari

Populasyon adi-Ornek no | Miktar (ng/pl)
Antalya-3 33,5
Antalya-17 51,2
Pamucak-6 46,3
Pamucak-20 39,4
Igneada-8 40,2
[gneada-23 36,8
Camlikoy-10 49,7
Camlikoy-15 453

DNA'larn kalite tayini i¢in ise, ornekler %1'lik agaroz jellerde yiiriitiildii. %1'lik agaroz
jel hazirlanirken; 1 g agaroz tartilarak, 100 ml 1X TBE tamponuyla erlenmayer iginde
karigtirildi. Bu karisim, agarozun tampon iginde ¢Oziinmesini ve homojen bir yapiya
kavusmasini saglamak i¢in, mikrodalga firinda yaklasik 4 dk kadar 1sitildi. Mikrodalga firindan
c¢ikarilan jel karisimi, donmamasi ve homojen yapisini kaybetmemesi icin 4-5 dk kadar nazikce
calkalanarak biraz sogutuldu. Ardindan jelin i¢ine, bantlarin UV 151k altinda goériintiilenmesini
saglayan "RedSafe Nucleic Acid Staining Solution" boyasindan 2 pl eklendi ve yine nazikge
calkalanarak karistirildi. Karistirma sirasinda 1sis1 biraz diismiis olan jel, hazirlanmis ve
taraklar1 takilmis olan tray i¢ine, baloncuk olusmamasi i¢in bir kdsesinden yavasca dokiildii ve
donmaya birakildi. Yaklasik 20 dk igerisinde donmus olan agaroz jelin iizerindeki taraklar
dikkatlice ¢ikarildi ve jel, tray ile birlikte tankin icindeki 1X TBE tamponunun igine
yerlestirildi. Diger yandan, bir parca parafilm lizerine, yliklenecek DNA 6rnegi sayis1 kadar
yiikleme boyasi (Loading Dye) damlatildi (her bir 6rnek icin 2 pl). Yiikleme boyalarinin
tizerine, yiikklenecek DNA orneklerinin her birinden S'er pl eklendi. Jeldeki ilk kuyucuga 7 pul
100 bp Ladder, diger kuyucuklara ise yiikleme boyasiyla karistirilmis Ornekler sirasiyla
yiiklendi. Ornekler parafilm iizerinden cekilirken, yiikleme boyasi ile karismalar1 igin pipetleme
yapildi. Jeldeki kuyucuklara yiiklenen DNA oOrnekleri, 80 Volt akimda 30 dk yiiritiildii.
Elektroforez isleminden sonra tanktan ¢ikarilan jel, Gel Imaging System Vilber Lourmat

Quantum STS5 cihazi ile UV 151k altinda goriintiilendi (Sekil 3.5).
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100bp A3 Al7 P20

Sekil 3.5. Antalya (A), Pamucak (P), Igneada (1) ve Camlikoy (C) populasyonlarina ait bazi
DNA orneklerinin %1°lik agaroz jeldeki goriintiileri

3.4 Niiklear Mikrosatellit (nSSR) Primerlerinin Belirlenmesi, Polimeraz Zincir

Reaksiyonu (PCR) Analizleri ve Elektroforez

Tez ¢alismasinda kullanilacak NSSR primerlerinin se¢iminde;

1) Primerlerin polimorfik olmas,

2) Polimorfizmi saglamasi igin allel sayisinin yeterli derecede ¢ok olmasi,

3) Farkli florasan boya ile isaretlenerek multipleks PCR analizi yapabilmek i¢in PCR
tirlinlerinin uzunluklar: birbirinden farkli olmasi,

4) Baglanma (annealing) sicakliklarinin birbirine yakin olmast,

5) PIC (polimorfik bilgi igerigi) degeri yiikseldik¢e polimorfizm de artacagi igin, PIC

degerinin yiiksek olmasi gibi kriterler dikkate alinmistir.

Di Maio ve De Castro (2013) tarafindan P. maritimum'a 6zgii olarak karakterize edilmis
ve gelistirilmis olan 21 mikrosatellit (nSSR) primerinden 4 nSSR primer c¢ifti, bu kriterler de
g0z Oniine alinarak ¢alismamizda kullanilmak {izere segilmistir (Cizelge 3.3). Segilen primer
ciftlerinin ileri (forward) primerleri 5' u¢larindan DNA parg¢a (fragment) analizi i¢in uygun

florasan boya (PET, NED, VIC, 6-FAM) ile isaretli olarak sentezlettirilmistir.
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Cizelge 3.3. Di Maio ve De Castro (2013) tarafindan P. maritimum'a 6zgii olarak karakterize
edilmis ve ¢alismada kullanilmak tizere se¢ilmis nSSR primerlerine ait bilgiler

Primer dizisi (sekansi) 5> > 3’ Tekrar 0
Primer adi o L T, (O
[F: Forward (ileri) primer, R: Reverse (geri primer)] | motifi M

F: 5°-PET-GATATCCTCAAACGCC-3’
SSR-15 (GA), 54
R: CGTCTTCCCCTTCTCTGG

F: 5-NED-GACTATTGGGCCATATTGGG-3’
SSR-20 (GT), 56
R: CCTGAATACACTCGCAATCC

F: 5°-VIC-ATGGAGGTTTATGAGATGGC-3’
SSR-27 (GA),, 56
R: CATATCTCTCTCCTCCACC

F: 5’-FAM-TGACGAGGATGAAGCTCC-3’
SSR-38 (GA),, 54
R: ACCTGTTTGACCCCTCAC

Calismada nSSR primerleri i¢in PCR analizleri Di Maio ve De Castro (2013) tarafindan
yapilan ¢aligmadaki reaksiyon kosullarinda ve PCR dongiilerinde denendi, ayrica laboratuvar
sartlarimiza uygun gerekli optimizasyonlar1 yapildi. PCR optimizasyonu i¢in degisik DNA
miktari (10, 20 ve 50 ng), primer (5 pmol ve 10 pmol), dNTP (0,2, 0,3, 0,5 ve 0,8 mM), MgCl>
(1,5mM, 2 mM ve 2,5 mM) ve Taq DNA polimeraz (1U ve 2U) konsantrasyonlart denenmistir.
Optimum reaksiyon kosullar1 Cizelge 3.4’de verilmistir. Ayrica calismada kum zambagi i¢in

optimize edilen PCR dongiileri Cizelge 3.5’de gosterilmistir.

Cizelge 3.4. Calismada kullanilan SSR primerleri i¢in optimize edilmis PCR kosullar

PCR Karisim Kullanilan Miktar 1X Son Konsantrasyon
10X PCR Tamponu 1,5l 1X
MgCl2 (50 mM) 0,6 ul 2 mM
dNTPs (10 mM) 1,2 ul 0,8 mM
Primer F* (5 pmol/ul) 1 ul 5 pmol
Primer R (5 pmol/ul) 1 ul 5 pmol
Tag Polimeraz (5U/ul) 0,4 ul 2U
DNA (10 ng/nl) Sul 50 ng
dH:20 4,3 ul -
Total 15 pl -

* Kullanilan primer 5’ ucundan florasan boya ile isaretlidir.
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Cizelge 3.5. Calismada kullanilan SSR primerleri igin optimize edilen PCR dongiileri

Basamak Sicakhik Siire Dongii sayisi
1 95 C 5 dk 1

2 95 C 1 dk

3 e 1 dk 35

4 720C 1 dk

5 72°C 10 dk 1

0
* (TM = DNA'nn erime sicakligi, SSR-15 ve SSR-38 primerleri i¢cin 54 C, SSR-20 ve SSR-27

o]
primerleri i¢in 56 C’dir.)

PCR islemine baslarken, dncelikle her bir DNA 6rneginden 5 pl (yaklasik 50 ng) 0,2 ml
PCR tiiplerine konuldu ve daha sonra ise PCR karisimi (mastermix) hazirlandi. Karigimin
icerigi Cizelge 3.4'de gosterilmistir. Hazirlanan karisim Vortex karistiricr ile karigtirildiktan
sonra, her bir tiipe 10 ul dagitilip toplam hacim 15 pl olarak ayarlandi. DNA amplifikasyonlari
Cizelge 3.4 ve Cizelge 3.5°de verilen kosullarda Applied Biosystems® Veriti® Thermal Cycler
ve Applied Biosystems® ProFlex™ PCR System Thermal Cycler kullanilarak yapildi (Sekil
3.6).

PCR iiriinleri elektroforez islemine kadar, aliiminyum folyoya sarilmis sekilde +4°C'de
saklandi. Bantlarin istenilen nitelikte olup olmadiklarini kontrol etmek i¢in %2'lik agaroz
jellerde yiiriitiildi (Sekil 3.6). %2'lik agaroz jel hazirlanirken; 2 g agaroz tartilarak 100 ml 1X
TBE tamponu ile karistirildi. Bu karigim, mikrodalga firinda 5 dk kadar 1sitildi. Mikrodalga
firindan c¢ikarilan jelin i¢ine, bantlar1 UV 1s1k altinda goriintiileyebilmemiz i¢in "RedSafe
Nucleic Acid Staining Solution" boyasindan 2 pl eklendi ve nazikge karistirildi. Jel, taraklari
takilmis olan tray icine yavasca dokiildii ve donmaya birakildi. Yaklasik 20 dk igerisinde
donmus olan agaroz jelin iizerindeki taraklar dikkatlice ¢ikarildi ve jel, tray ile birlikte tankin
icindeki 1X TBE tamponunun i¢ine yerlestirildi. Diger yandan parafilm iizerine, yiliklenecek
PCR firiinii sayis1 kadar yiikleme boyasi (Loading Dye) damlatildi (her bir 6rnek i¢in 2 pl).
Yiikleme boyalariin iizerine, 7'er pl PCR iirlinii eklendi. Jeldeki ilk kuyucuga 7 pl 100 bp
Ladder, diger kuyucuklara ise ylikleme boyasiyla karistirilmig PCR tirtinleri yiiklendi. Jeldeki
kuyucuklara yiiklenen PCR firiinleri, 80 Volt akimda 1 saat yiiriitiildii. Elektroforez isleminden
sonra tanktan ¢ikarilan jel, Gel Imaging System Vilber Lourmat Quantum STS5 cihazi ile UV
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151k altinda goriintiilendi (Sekil 3.7). PCR irtinleri elde edildikten sonra, iiriinlerin DNA parca
(fragment) biiytikliiklerinin belirlenmesi hizmet alimi ile yapildi. Calisilan populasyonlardaki
orneklerin DNA parga (fragment) analizlerinin sonucu laboratuvarimizda GeneMapper

Software 5.0 (Applied Biosystems) programi kullanilarak degerlendirildi ve her bir primerin

olusturdugu parcalarin (fragmentlerin) baz biiytikliikleri belirlendi (Sekil 3.8, Sekil 3.9, Sekil
3.10 ve Sekil 3.11).

Sekil 3.6. Orneklerin PCR analizine hazirlanmasi, Thermal Cycler cihazlarinda DNA
amplifikasyonlar1 ve Elektroforez

SSR-27
— G e W oews NS B omp GG SSR-20
e . . e O e - -

. '
100 bp A3 A4 143 )i P3 P4 Al A2 A3 A4 Pl P2

- —
- —
- ——
- —
- —
- —
- —

SSR-15

P. maritimum

PCR 12.01.2016

Sekil 3.7. Antalya (A) ve Pamucak (P) populasyonlarina ait bazi érneklerin PCR tiriinlerinin
UV 1s1k altindaki jel goriintiisii
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Sekil 3.9. SSR-20 primerine ait allelin GeneMapper Software 5.0 (Applied Biosystems)
programindaki goriintiisii
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Sekil 3.10. SSR-27 primerine ait allellerin GeneMapper Software 5.0 (Applied Biosystems)

programindaki goriintiisii
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Sekil 3.11. SSR-38 primerine ait allellerin GeneMapper Software 5.0 (Applied Biosystems)
programindaki goriintiisii
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Sekil 3.11. SSR-38 primerine ait allellerin GeneMapper Software 5.0 (Applied Biosystems)
programindaki goriintiisii

3.5 Verilerin istatistiksel Analizi

Polimorfizm o6l¢iitii olarak, bir lokustaki allel sayis1 dikkate alindi. Soyle ki, biitiin

populasyonlar g6z oniine alindiginda iki ve/veya daha fazla allele sahip olan mikrosatellit

bolgesi polimorfik lokus olarak degerlendirilmektedir. Populasyonlarin genetik ¢esitliligini

belirleyebilmek icin her bir populasyonda, polimorfik lokuslar ve ylizdeleri, polimorfik

lokuslardaki g6zlenen allel sayist (Na), etkili allel sayist (Ne), beklenen heterozigotluk (He),

gozlenen heterozigotluk (Ho), Shannon sabiti (I) ve standart hatalari hesaplandi. Polimorfik
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lokuslarin toplam lokus sayisina boliinmesi ile polimorfizm yiizdesi belirlendi. Ortalama allel
sayisi, ¢alisilan her bir populasyondaki her bir lokusun sahip oldugu allel sayisinin aritmetik
ortalamasi alinarak bulunur. Her bir populasyonun genetik ¢esitliligi, gézlenen ve Hardy-
Weinberg dengesinde beklenen heterozigotluk diizeyleri hesaplanarak belirlenir (Hartl ve Clark
1989). Polimorfik bilgi icerigi (PIC), bir belirtecin populasyon i¢indeki polimorfizm degerini
belirlemekte kullanilan bir parametredir. PIC degeri, bir lokusa ait allel sayisina ve allellerin
populasyon i¢indeki dagilimina gore degisebilir. Calismada kullanilan bireylerdeki her bir

nSSR lokusu i¢in polimorfik bilgi igerigi (PIC) degeri, asagida verilen formiil kullanilarak

hesaplandi.
" ) n=1 n -
PIC=1-(>p7)-> > 2p p;
i=1 i=l j=i+l

Formiildeki "p", bir nSSR lokusundaki her bir allelin frekansini, "n" ise bir nSSR
lokusundaki allel sayisini ifade etmektedir (Botstein ve ark. 1980).

Wright’in Nm = [(1-Fst)/4Fst] esitligi kullanilarak her kusakta populasyonlar arasindaki
gen akimi miktar1 tahmin edildi (Wright 1978, Mitton 1992). Ayrica populasyon giftleri
arasindaki kus ugusu mesafe (km) ile populasyon c¢iftleri arasindaki gen akimi (Nm) degerleri
arasinda iligski olup olmadigin1 belirleyebilmek i¢in regresyon ve korelasyon analizleri yapildi
(Sokal ve Rohlf 1995). Nei’nin (1987) populasyonlar arasindaki genetik farklilasma diizeyini
belirleyebilmek ve yakin baglanti agaglarini (neighbor-joining trees) olusturmak i¢in Nei’nin
tarafsiz genetik mesafe katsayisi hesaplandi (Nei 1987). Sonuglarin gorsel bir grafik {izerinde
goriilebilmesi i¢in, Nei’nin tarafsiz genetik mesafe katsayist ve UPGMA (Unweighted Pair-
Group Method with Arithmetic Average) kiimelendirme yontemi kullanilarak, bir dendrogram
olusturuldu (Sneath ve Sokal 1973, Isik ve ark. 2005). Bu yontemler genel olarak niimerik
taksonomide farkl1 taksonlarin (alt tiir, tiir veya daha iist diizey taksonomik birimlerin) birbirleri
ile olan benzerlik veya farklilik derecelerini bulmak i¢in kullanilir (Sneath ve Sokal 1973).

Istatistiki analizler, elde edilen ham veriler kullanilarak POPGENE (Microsoft
Window-based Freeware for Population Genetic analysis, Version 1.32) (Yeh ve ark. 1999) ve
GenAlEx [(Version 6.5) (http://www.anu.edu.au/BoZo/GenAlEx/)] (Peakall ve Smouse 2006)
istatistik paket programlar1 kullanilarak yapildi.

Basamakli mutasyon modeline gore molekiiler varyans analizinde (AMOVA)
ARLEQUIN [(Versiyon 3.11) (http://cmpg.unibe.ch/software/arlequin3/)] (Excoffier ve ark.
2005) istatistik programindan yararlanildi.
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4. BULGULAR
4.1 Niiklear Mikrosatellit (NSSR) Primerlerine ait Allellerin Belirlenmesi

Niiklear mikrosatellit (n\SSR) primerlerine ait ¢alisilan her bir primer bir lokus ve her
bir primerin ¢ogalttigi farkli niikleotid uzunlugundaki DNA parcalar1 tek bir allel olarak
degerlendirildi. Bu ilkeye dayanarak, analiz edilen her bir primer i¢in, 4 kum zambagi
populasyonundan ¢alisilan toplam 81 bireyin her birinin sahip oldugu alleller belirlendi ve

frekanslar1 ayr1 ayr1 hesaplandi (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1. Calismada analiz edilen dort nSSR lokusuna ait allellerin dort kum zambagi
populasyonundaki frekanslari

primer | Allel Allel FrekalTslarl ®
Antalya (A) | Pamucak (P) | Igneada (I) | Camhikoy (C)
189 |0,375 0,275 0,500 0,500
SSR-15 191 |0,600 0,725 0,500 0,500
193 |0,025* 0,000 0,000 0,000
SSR-20 130 |1,000 1,000 1,000 1,000
196 |0,000 0,050 0,425 0,425
198 0,875 0,850 0,575 0,575
SSR-27 200 |0,050* 0,000 0,000 0,000
202 |0,075* 0,000 0,000 0,000
204 10,000 0,100* 0,000 0,000
115 |0,275 0,325 0,000 0,000
117 {0,050 0,025 0,025 0,056
119 {0,000 0,200 0,600 0,417
121 {0,025 0,100 0,075 0,110
123 | 0,000 0,000 0,050 0,111
SSR-38 125 0,075 0,000 0,050 0,000
127 0,025 0,025 0,000 0,056
129 (0,275 0,175 0,175 0,139
131 (0,075 0,000 0,025 0,111
133 |0,125 0,150 0,000 0,000
135 |0,075* 0,000 0,000 0,000

* Populasyona 6zgii (private) alleller
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Calisilan dort nSSR lokusuna (SSR-15, SSR-20, SSR-27 ve SSR-38) ait alleller ve baz
cifti (bg) olarak biyiiklikleri belirlenmistir. Dort nSSR primerinden, SSR-20 primeri
monomorfik (130 b¢’lik tek allel), diger primerler ise polimorfik olarak saptanmistir. Analiz
edilen kum zambagi populasyonlarina ait orneklerde dort lokus igin toplam 20 allel
belirlenmistir. Analizlerde kullanilan primerlerden en ¢ok allel (11) SSR-38 primerinde, en az
allel (1) ise monomorfik olan SSR-20 primerinde goriilmiistiir. SSR-15 primerinde 3 allel ve
SSR-27 primerinde 5 allel gozlenmistir (Cizelge 4.1).

SSR-15 primeri i¢in hesaplanan allel frekansi degerleri g6z 6niine alindiginda 189 ve
191 bg'lik alleller biitiin populasyonlarda goriilmiistiir. 193 bg’lik allel ise sadece Antalya
populasyonunda gozlenmistir (f=0,025) ve Antalya populasyonuna 6zgii allel (private allel)
olarak degerlendirilmistir (Cizelge 4.1). 191 bg biiyiikligiindeki allel, Antalya populasyonunda
%60, Pamucak populasyonunda %72,5 oranla, igneada ve Camlikoy populasyonlarinda ise
%50 oranla gozlenmistir. 189 be¢ biiylikligiindeki allel, Antalya populasyonunda %37,5,
Pamucak populasyonunda %27,5 oranla, igneada ve Camlikoy populasyonlarinda ise %50
oranla gozlenmistir (Sekil 4.1a).

SSR-27 primeri i¢in hesaplanan allel frekans1 degerlerine bakildiginda 198 bg’lik allelin
frekansinin en yiiksek oldugu belirlenmis ve bu allel biitiin populasyonlarda gortilmiistiir. (Sekil
4.1b). 196 b¢’lik allel ise Antalya populasyonu hari¢ diger biitiin populasyonlarda gézlenmistir.
200 ve 202 be’lik alleller ise sadece Antalya populasyonunda gézlenmistir (sirasiyla; £=0,050
ve f=0,075) ve Antalya populasyonuna 6zgii alleller (private allel) olarak degerlendirilmistir
(Cizelge 4.1). 204 bg’lik allel ise sadece Pamucak populasyonunda gozlenmistir (£=0,100) ve
Pamucak populasyonuna 6zgii allel (private allel) olarak degerlendirilmistir (Cizelge 4.1).

SSR-38 primeri i¢in hesaplanan allel frekansi degerleri goz oniine alindiginda 117, 121
ve 129 bg’lik 3 allelin galisilan biitlin populasyonlarda varlig: tespit edilmistir. 115 ve 133 bg’lik
alleller sadece Antalya ve Pamucak populasyonlarinda gézlenmistir. 119 bg’lik allel Antalya
populasyonu hari¢ diger biitiin populasyonlarda gdzlenmistir. 123 b¢’lik allel sadece igneada
ve Camlikoy populasyonlarda gézlenmistir. 119 b¢’lik allel Antalya populasyonu hari¢ diger
biitiin populasyonlarda gdzlenmistir. 127 bg’lik allel Igneada populasyonu harig diger biitiin
populasyonlarda gozlenmistir. 135 bg’lik allel ise sadece Antalya populasyonunda gézlenmistir
(f=0,075) ve Antalya populasyonuna 6zgii allel (private allel) olarak degerlendirilmistir
(Cizelge 4.1) (Sekil 4.1c).

Her bir lokustaki allellerin populasyonlara gore dagilimina bakildiginda, bazi allellerin
sadece bir populasyona 6zgii allel oldugu (private allel) goriilmiistiir. Populasyona 6zgii alleler

en ¢ok Antalya populasyonunda (4 allel) gozlenmistir. Pamucak populasyonunda 1 allel
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populasyona 6zgili olarak belirlenmis, diger populasyonlarda ise populasyona 06zgii allel

gozlenmemistir.
SSR15
0,800
2 0,600 -
< 0,400 | mA
& 0,200 - mp
0,000 —
189 ‘ 191 193 wl
SSR15 mc
Lokus
a)
SSR27
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< 0,200 - I =P
0,000 - — -_— ) || )
19 ‘ 198 200 202 206 wl
SSR27 mc
Lokus
b)
SSR38
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'
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Sekil 4.1. Calismada analiz edilen polimorfik nSSR lokuslarinin [a) SSR-15, b) SSR-27, ¢)
SSR-38] her birindeki allellerin, allel biiyiikliklerine gore calisilan
populasyonlardaki frekans dagilimlari

4.2 Gen Frekanslar1 ve Genetik Cesitlilik

Caligma kapsaminda 4 kum zambag1 populasyonundan belirlenen toplam 81 bireyde 4
farkli nSSR lokusuna ait toplam 20 allel belirlenmistir. Her bir lokusta ve her bir populasyonda

gozlenen alleller karsilagtirmali olarak Sekil 4.2°de gosterilmektedir. Bu tez c¢aligmasinda
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orneklenen Antalya (A), Pamucak (P), igneada (I) ve Camlikoy (C) dogal kum zambag:
populasyonlarinin genetik ¢esitliligine ait bilgiler ve polimorfik bilgi igerigi (PIC) (Botstein ve
ark. 1980) Cizelge 4.2’de sunulmustur. Ortalama allel sayis1 (Na) 3,00 ile 4,00 arasinda, etkili
allel sayis1 (Ne) ise 1,860 ile 2,405 arasinda degismektedir. Allel sayist en yiiksek (16 allel)
Antalya populasyonunda, en diisiik (12 allel) igneada ve Camlikoy populasyonlarinda
goriilmiistiir.  Biitiin ornekler ele alindiginda ortalama Ne degeri 2,190 + 0,344 olarak
bulunmustur. Shannon sabiti (1), 0,779 + 0,402 degeri ile en yiiksek Antalya populasyonunda,
0,666 + 0,264 degeri ile en diisiik igneada populasyonunda hesaplanmustir. Yiiksek I degeri
populasyon i¢inde 6nemli oranda varyasyon oldugunu gostermektedir. Nei’nin (1987) beklenen
(He) ve gozlenen (Ho) heterozigotluk degeri her populasyon igin ayri ayri hesaplanmistir
(Cizelge 4.2). Gozlenen (Ho) ve beklenen (He) heterozigotluk degeri en yiiksek Camlikoy
populasyonunda saptanmustir (sirasiyla 0,546 ve 0,438).

Calismada kullanilan dort nSSR belirtecine ait ortalama polimorfik bilgi igerigi (PIC)
degeri, Antalya populasyonunda 0,350, Pamucak populasyonunda 0,332, Igneada
populasyonunda 0,328 ve Camlikoy populasyonunda 0,371 olarak hesaplanmistir. Analiz
edilen biitiin 6rnekler ele alindiginda ortalama PIC degeri, 0,345 olarak belirlenmistir. Ayrica,
en yiksek PIC degeri SSR-38 lokusunda, en diisik PIC degeri ise SSR-27 lokusunda
hesaplanmistir (SSR-20 lokusu monomorfik oldugundan PIC degeri sifir olarak hesaplanmistir)
(Cizelge 4.2).

Allel Frekanslari

1,200 -
1,000 -
0,800 -

0,600 - A

Frekans

0,400 - mp

0,200 -
mC

0,000 -~
189|191|193|130|196(198|200|202|206/115117|119|121|123|125|127|129(131{133|135

SSR15 45R2b SSR27 SSR38
Lokus

Sekil 4.2. Calismada kullanilan nSSR lokuslarindaki allelerin 4 kum zambag1 populasyonunda
frekans dagilimlari
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Cizelge 4.2. Dogal kum zambag1 populasyonlarina ait genetik cesitlilik parametreleri

Populasyon | Lokus N* Na* Ne* I* Ho* He* PIC*
SSR-15 20 3,000 1,995 0,767 0,450 0,499 0,397
> SSR-20 20 1,000 1,000 0,000 0,000 0,000 0
5 SSR-27 20 3,000 1,292 0,461 0,050 0,226 0,214
E SSR-38 20 9,000 5,333 1,887 0,950 0,813 0,789
Z 4,00 2,405 0,779 0,363 0,384
Ortalama |20 0,350
(£1,732) |(0,998) |(+0,402) |(+0,220) |(+0,175)
SSR-15 20 2,000 1,663 0,588 0,450 0,399 0,319
o SSR-20 20 1,000 1,000 0,000 0,000 0,000 0
QD
g SSR-27 20 3,000 1,361 0,518 0,200 0,265 0,247
90,3_ SSR-38 20 7,000 4,762 1,691 0,900 0,790 0,760
3 3,250 2,196 0,699 0,388 0,363
Ortalama |20 0,332
(+1,215) |(+0,866) |(+0,356) |(+0,194) |(+0,165)
SSR-15 20 2,000 2,000 0,693 1,000 0,500 0,375
_ SSR-20 20 1,000 1,000 0,000 0,000 0,000 0
U,%( SSR-27 20 2,000 1,956 0,682 0,450 0,489 0,369
o
& SSR-38 20 7,000 2,484 1,290 0,550 0,598 0,566
= 3,00 1,860 0,666 0,500 0,397
Ortalama |20 0,328
(+1,354) |(+0,311) |(+0,264) |(+0,205) |(+0,134)
SSR-15 18 2,000 2,000 0,693 1,000 0,500 0,375
a SSR-20 21 1,000 1,000 0,000 0,000 0,000 0
=
g SSR-27 20 2,000 1,956 0,682 0,350 0,489 0,369
§ SSR-38 18 7,000 4,235 1,693 0,833 0,764 0,739
@ 19,25 |3,00 2,298 0,767 0,546 0,438
Ortalama 0,371
(+0,750) | (+1,354) |(+0,686) |(+0,349) |(+0,228) |(+0,159)
19,813 (3,313 2,190 0,728 0,449 0,396
Toplam | Ortalama 0,345
(+0,188) | (+0,656) |(+0,344) |(+0,155) |(+0,097) |(+0,072)

*N = ornek sayisi, Na = gozlenen allel sayisi, Ne = etkili allel sayisi, I = Shannon sabiti, Ho, = gozlenen
heterozigotluk, He = beklenen heterozigotluk (Nei 1987), PIC = Polimorfik bilgi icerigi, = standart hata.
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Basamakli mutasyon modeline gore yapilan molekiiler varyans analizi (AMOVA)
sonuglarina gore c¢aligilan dort kum zambagi populasyonlar1 arasindaki varyasyonun biiyiik
oranda (%81) populasyon igerisinde oldugu, populasyonlar arasi genetik ¢esitliligin diisiik
oldugu (%19) gozlenmistir (Fst = 0,194) (Cizelge 4.3). Istatistiki analizler sonucunda, biitiin
ornekler ele alindiginda Fst degerleri SSR-15 lokusu i¢in 0,036, SSR-27 lokusu i¢in 0,149 ve
SSR-38 lokusu i¢in 0,107 olarak bulunmustur. Fis ve Fir degerleri biitiin lokuslar ele alindiginda

sirasiyla ortalama -0,111 ve -0,019 olarak bulunmustur.

Cizelge 4.3. Basamakli mutasyon modeline gore yapilan molekiiler varyans analizi
(AMOVA) sonuglari

- | Serbestlik | Kareler | Varyans o
Varyasyon kaynagi derecesi | toplamm | bilesenleri Varyans (%)
Populasyonlar-arasi 3 28,678 0,392 %19
Populasyonlar-i¢i 77 125,100 1,625 %81
Toplam 80 153,778 2,017 %100

Calisilan dort populasyonun Nm degerlerini bulmak i¢in Fst degerleri kullanildi. Fst
degerleri kullanilarak tiim populasyonlar hep birlikte degerlendirildiginde Nm degeri ortalama
10,13 olarak hesaplanmistir. Populasyon giftleri arasindaki Fstve Nm degerleri Cizelge 4.4’te
sunuldu. Populasyonlarin cografik mesafeleri (km) ve Nm degerleri arasinda bir iliskinin olup
olmadigin1 belirlemek i¢in korelasyon analizi yapilmistir (Sekil 4.3). Buna gore, populasyon
ciftleri arasindaki cografik mesafe ve gen akimi degerleri arasinda istatistiksel olarak dnemli
bir iligki bulunmustur (r = -0,945, p<0,05, sd:4). Populasyonlar aras1 cografik mesafe arttikca,

gen akimi azalmaktadir (rtabio = 0,812).

Cizelge 4.4. Caligilan P. maritimum populasyonlar1 arasindaki Fst ve Nm degerleri (sol alt
diyagonal: Fstdegerleri, sag tist diyagonal: Nm degerleri)

Populasyonlar | Antalya Pamucak |Igneada Camhikoy
Antalya fleka 12,500 2,089 2,555
Pamucak 0,020 fleka 2,429 2,809
Igneada 0,107 0,093 ikl 38,394
Camhikoy 0,089 0,082 0,006 faleled
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Sekil 4.3. Calisilan P. maritimum populasyonlarinin Nm degerleri ile cografik mesafeleri
arasindaki iligki

Nei’nin tarafsiz genetik benzerlik veya farklilik katsayisi kullanilarak populasyonlar
arasindaki genetik farklilasmanin diizeyi belirlenmistir (Nei 1987). Calismada kullanilan 4
NSSR lokusuna ait bilgilere dayanarak elde edilen genetik benzerlik ve genetik mesafe degerleri
Cizelge 4.5’de gosterilmistir. Genetik benzerlik degerleri 0,840 ile 0,989 arasinda degisiklik
gostermistir. Cizelge 4.5’de goriildiigii gibi genetik mesafe degeri en diisiik (0,011) Camlikoy-
Igneada populasyonlar arasinda, en yiiksek (0,175) igneada-Antalya populasyonlari arasinda
bulunmustur. Miimkiin olan biitiin populasyon ¢iftleri g6z 6niine alindiginda ortalama genetik
mesafe degeri 0,100 olarak hesaplanmistir.

Calisilan dort dogal kum zambag: populasyonunda genetik farklilagmanin gorsel bir
grafik iizerinde izlenebilmesi i¢in, genetik farklilasma degerleri UPGMA kiimelendirme
yontemi kullanilarak siniflandirildi ve bir dendrogram yapildi (Sekil 4.4). Bu dendrograma
bakilarak populasyonlar arasindaki genetik farkliliklar gorsel olarak da anlasilmaktadir.
Dendrograma bakildiginda cografik olarak da birbirine yakin olan Igneada ve Camlikoy
populasyonlarinin, Antalya ve Pamucak populasyonlarinin genetik yapilarinin birbirine benzer
oldugu ve 2 ayr1 grubu olusturdugu goriilmektedir. Pamucak populasyonu cografik olarak yakin
olmasinin da etkisi ile Igneada-Camlikoy ¢iftine genetik olarak Antalya populasyonuna kiyasla

daha yakin bulunmustur (Cizelge 4.5).
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Cizelge 4.5. P. maritimum populasyonlar1 arasinda Nei (1987)'ye gore hesaplanan genetik
benzerlik ve genetik mesafe degerleri (sol alt diyagonal: genetik benzerlik, sag iist
diyagonal: genetik mesafe degerleri)

Populasyonlar | Antalya Pamucak |Igneada Camlikoy

Antalya faleka 0,025 0,175 0,141

Pamucak 0,975 falakel 0,134 0,115

igneada 0,840 0,875 Fkk 0,011

Camlikoy 0,869 0,891 0,989 folelal

0.15 0.14 0.13 012 0.1 0.0 0.09 0.08 0.07 0.06 0.05 0.04 0.03 0.02 0.01 0.00

| ] ] ] ] ] | | | ] | ] | ] | |
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015 0.14 0.13 012 o011 0.10 0.09 0.08 0.07 006 005 004 0.03 0.02 0.01 0.00

Sekil 4.4. P. maritimum populasyonlarmin nSSR analizleri sonucunda genetik mesafe
degerlerine gore olusturduklar: dendrogram (UPGMA ’ya gore)
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5. TARTISMA VE SONUC

Bu calismada, kum zambaginin tilkemizde dogal yayilis gosterdigi dort farkli
populasyondan (Igneada, Camlikoy, Pamucak ve Antalya) toplanan taze yaprak &rnekleri
kullanilarak genetik analizler yapilmistir. Toplanan yaprak orneklerinden DNA izolasyonu
yapilmis ve elde edilen DNA 6rnekleri kullanilarak dort nSSR lokusu (SSR-15, SSR-20, SSR-
27, SSR-38), PCR ile ¢ogaltilmistir. DNA parca (fragment) analizleri ile NSSR lokuslarina ait
toplam 20 allel belirlenmistir. Calismada; her populasyon i¢in 6rnek sayisi (N), gézlenen allel
say1s1 (Na), etkili allel sayis1 (Ne), Shannon sabiti (I), gézlenen heterozigotluk (Ho) ve beklenen
heterozigotluk (He) gibi genetik parametreler hesaplanmistir (Cizelge 4.2). Cizelge 4.3'teki
veriler ise AMOVA sonuglarini ortaya koymaktadir. Analizler sonucu elde edilen verilerle
dogal kum zambagi populasyonlarinin genetik c¢esitliligi ve tiirlin genetik yapis1 hakkinda
onemli bilgilere ulasilmistir.

Kum zambagi ile ilgili daha dnce yapilmis ¢alismalar incelendiginde; kum zambaginda
alkaloid biyosentezi, kimyasal kompozisyon ve eczacilikla ilgili calismalar, genetik
karakterizasyon, farkli bolgelere ait kum zambagi populasyonlar1 arasindaki morfolojik ve
molekiiler farkliliklar gibi konularda galismalara rastlanilmaktadir. Kum zambagi ile ilgili farkli
tilkelerde farkli arastirmacilar tarafindan izoenzim (Sanaa ve ark. 2010), RAPD (Zahreddine ve
ark. 2004, El-Hadidy ve ark. 2012), AFLP (Grassi ve ark. 2005), plastid DNA belirtecleri (De
Castro ve ark. 2012) ve SSR (Di Maio ve De Castro 2013, De Castro ve ark. 2016b) gibi
belirtecler kullanilarak filogenetik, biyocografik veya genetik yapiy1 ve ¢esitliligi belirlemeye
yonelik calismalar yapilmistir. Ulkemiz populasyonlarindan &rneklenen molekiiler diizeyde
yapilmis sadece bir ¢alisma mevcuttur. 2010 yilinda IV. Ulusal Siis Bitkileri Kongresinde
poster olarak yayinlanmis bu calismada Mersin ilinden iki farkli bolgeden toplanan kum
zambag1 genotiplerinin genetik farkliliklarinin SRAP ve RAPD belirtecleri kullanilarak
belirlendigi bildirilmistir (Hocagil ve ark. 2010).

Yapmis oldugumuz ¢aligmada kullanilan 4 nSSR lokusundan (SSR-15, SSR-20, SSR-
27, SSR-38) 3 tanesinin (SSR-20 hari¢) %75 oraninda polimorfik oldugu saptanmistir. Benzer
genetik calismalarla karsilagtirildiginda; Zahreddine ve ark. (2004)'nin Liibnan'da yayilis
gosteren kum zambag1 populasyonlarinin genetik yapisini belirlemek i¢in 10 RAPD primeri
kullanarak yaptiklar1 ¢alismada, kullanilan 10 primerde 110 tanesi polimorfik olmak {izere
toplam 118 bant belirlendigi goriilmektedir. Grassi ve ark. (2005) tarafindan yapilan ve Kuzey
Tiren Denizi bdlgesindeki 4 farkli iilkenin (Fransa, Ispanya, italya ve Yunanistan) 10 farkl

yerinden toplanan kum zambaklariyla yapilan, biyogesitlilik degerlendirmesi ¢aligmasinda, 6
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farkli AFLP primeri kullanilmistir. Calisilan 10 P. maritimum populasyonunda 956 bant
belirlenmis ve bunlardan 34 tanesinin (%3,56) polimorfik oldugu bildirilmistir. Sanaa ve ark.
(2010)'nin Tunus'taki 5 ada ve 14 anakara populasyonunda yaptiklar1 ¢alismada 7 izoenzim
kullanilmis, caligmalar sonucunda 18 lokustan 12 tanesinin polimorfik oldugu belirlenmistir.
El-Hadidy ve ark. (2012), Misir'daki Pancratium tiirlerinin taksonomik revizyonunu belirlemek
amaciyla yaptiklar1 ¢calismada 26 kantitatif morfolojik karakter ve 11 adet RAPD primerleri
kullanmislardir. Calismada, %74,13"ii polimorfik olmak iizere 140 bant belirlenmistir. Toplam
bant sayis1 140 (ortalama 12,72) ve polimorfik bant sayist ise 111 (ortalama 10,09) olarak
bildirilmistir. Di Maio ve De Castro (2013), SSR protokolii uygulayarak 21 mikrosatelit
belirteci gelistirme ve karakterizasyonu konusunda bir ¢aligma yapmislardir. Gelistirilen 21
belirtegten 19 tanesi polimorfik bulunurken, 2 tanesinin monomorfik oldugu gézlenmistir. De
Castro ve ark. (2016b)'nin, ¢evresel degiskenlerin Akdeniz havzasindaki P. maritimum tizerine
etkilerini ve tiiriin genetik yapisini analiz etmeye yonelik yaptiklari ¢alismada, 6 adet nSSR
primeri kullanilmistir. 48 P. maritimum populasyonu i¢in yapilan analizler sonucunda,
populasyonlar i¢i polimorfik lokus oranmi %67-100 arasinda, ortalama olarak %94,44
bulunmustur.

Yapmis oldugumuz g¢alismada kullanilan 4 nSSR belirtecine ait ortalama polimorfik
bilgi igerigi (PIC) degeri, Antalya populasyonunda 0,350, Pamucak populasyonunda 0,332,
Igneada populasyonunda 0,328 ve Camlikoy populasyonunda 0,371 olarak hesaplanmustir. Di
Maio ve De Castro (2013), Israil, Italya ve Ispanya’dan &rneklenen toplam 48 bireyde 21
mikrosatellit belirtecine ait PIC degerlerini hesaplamak i¢in CERVUS v3.0.3 (Kalinowski ve
ark. 2007) programini kullanmislar ve bu degerin 0 ile 0,752 arasinda degistigini, ortalama
olarak ise 0,39 oldugunu belirlemislerdir. Di Maio ve De Castro (2013) tarafindan yapilan
calismada en yiikksek PIC degerinin SSR-38 lokusunda oldugu bildirilmistir. Bu tez
caligmasinda da biitiin populasyonlar ele alindiginda en yiiksek PIC degeri SSR-38 lokusunda
saptanmistir (Cizelge 4.2).

Cizelge 4.2°deki veriler dort kum zambagi populasyonuna ait bireylerin genetik
cesitliligine ait bilgileri ortaya koymustur. Calisilan dort nSSR lokusu (SSR-15, SSR-20, SSR-
27, SSR-38) ele alindiginda toplam 20 allel saptanmistir. Biitin SSR lokuslar1 birlikte
diisiiniildiglinde populasyon basina diisen ortalama allel sayis1 12,25 olarak belirlenmistir. Her
bir SSR lokusu ayr1 olarak degerlendirildiginde populasyondaki her bir lokus i¢in ortalama allel
sayist 3,313 (+0,656) olarak hesaplanmistir. De Castro ve ark. (2016b) tarafindan yapilan
¢alismada alt1 nSSR lokusu kullanilarak (3 tanesi bu tez ¢alismada kullanilan lokuslar ile ortak)

48 kum zambagi populasyonunda yapilan calismada lokus basina 17 ile 27 arasinda allel
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belirlenmis, lokus basina diisen ortalama allel sayis1 22 (£1,53) olarak bildirilmistir. De Castro
ve ark. (2016b)’nin ¢alismasinda elde edilen bu degerin bu tez ¢aligmasindan elde edilenden
yiiksek olmasinin nedeni Cezayir (3), Hirvatistan (2), Fransa (5), Yunanistan (4), Israil (1),
Italya (19), Libya (1), Malta (1), Fas (3), Portekiz (1), Ispanya (6), Tunus (1) ve Tiirkiye (1)
gibi farkli lilkelerden populasyonlara ait yiliksek sayida (toplam 867) birey iizerinde analizlerin
gerceklestirilmesi ve her bolgedeki populasyonun farkli gen havuzlarina sahip olmasi olabilir.
Ayrica her bir SSR lokusu ayr1 olarak degerlendirildiginde populasyondaki her bir lokus i¢in
allelik zenginlik 2,14 ile 3,85 arasinda, ortalama allel sayis1 2,84 (+0,06) olarak bildirilmistir.
Bu tez calismasinda elde edilen etkili allel sayis1 (allelik zenginlik) 1,86 ile 2,405 arasinda
(ortalama 2,190 + 0,344) olarak hesaplanmistir, hesaplanan deger ile De Castro ve ark.
(2016b)’nin ¢alismasinda elde edilen deger arasinda paralellik bulunmaktadir. Sanaa ve ark.
(2010), Tunus’da tehlike altinda bulunan P. maritimum‘a ait 19 populasyonunun genetik
cesitliligi izerine 7 izoenzim beliteci kullanarak bir ¢alisma yapmistir. Sanaa ve ark. (2010) nin
izoenzimleri kullanarak yaptiklari ¢alismada gozlenen ortalama allel sayisim (Ng) ada
populasyonlari i¢in 1,37, anakara populasyonlari igin 1,30 olarak bildirmistir. Di Maio ve De
Castro (2013) tarafindan yapilan ¢alismada, 3 farkli populasyonun (israil, italya ve Ispanya)
her birinden 16 birey olmak iizere toplam 48 bireyde karakterize edilen 21 mikrosatellit
belirtecine ait allel sayilar1 1 ile 11 arasinda (ortalama 4,4) bulunmustur.

Bu ¢aligmada Antalya populasyonunda SSR-15 lokusuna ait 1, SSR-27 lokusuna ait 2
olmak tizere toplam 3 adet, Pamucak populasyonunda SSR-27 lokusuna ait 1 adet populasyona
Ozgili (private) allel belirlenmistir (Cizelge 4.1). De Castro ve ark. (2016b), calisilan 48
populasyonun 17 tanesinde toplam 42 adet populasyona 6zgii (private) allel bulundugunu
bildirmistir. Bildirilen 42 adet populasyona 0zgii (private) allelin dagilimi; Cezayir 2,
Hirvatistan 6, Fransa 2, Yunanistan 6, Israil 6, italya 14, Libya 1, Malta 2, ispanya 2 ve Tiirkiye
1 olarak rapor edilmistir.

Calismamiz sonucunda genetik gesitlilik parametrelerinden biri olan Shannon sabiti (1)
en yiiksek Antalya populasyonunda (0,779 + 0,402), en diisiik igneada populasyonunda (0,666
+ 0,264) hesaplanmustir. Yiiksek I degeri (ortalama 0,728) populasyon i¢indeki varyasyonun
yiiksek oldugunun gostergesidir. Bu ¢alismada gozlenen ortalama heterozigotluk degeri (Ho)
0,449 ve beklenen ortalama heterozigotluk degeri (He) ise 0,396 olarak hesaplanmistir. Di Maio
ve De Castro (2013) tarafindan yapilan ¢alismada gozlenen heterozigotluk degeri her lokus igin
0,000 ile 1,000 arasinda degisirken, beklenen heterozigotluk degerinin 0,000 ile 0,830 arasinda
oldugu hesaplanmisgtir. De Castro ve ark. (2016b) yaptiklari ¢alismanin sonucunda, gézlenen

ortalama heterozigotluk degerini 0,60, beklenen ortalama heterozigotluk degerini ise 0,54
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bulmuslardir. Sanaa ve ark. (2010) yapmis olduklari ¢aligmada, gézlenen ve beklenen ortalama
heterozigotluk degerlerini BIOSYS-1 programi (Swofford ve Selander 1981) kullanarak
hesaplamiglardir. Sanaa ve ark. (2010) tarafindan yapilan bu ¢alismada ortalama beklenen
heterozigotluk (He) 0,100 ve ortalama gozlenen heterozigotluk (Ho) 0,086 olarak
hesaplanmistir. Ayni ¢alismada Hardy—Weinberg dengesinden istatistiki olarak 6nemli
derecede sapmalar ve onemli derecede heterozigotluk eksikligi (Fis = 0,195) bildirilmistir.
Sanaa ve ark. (2010)’nmin g¢alismasindan elde edilen sonuglarin Hamrick ve Godt (1990)
tarafindan hayvanlarla tozlagan karsilikli déllenen tohumlu bitkiler i¢in bildirilen degerlerden
biraz diisiik oldugu gorilmistir (Na = 1,54, P = %35,90 ve He = 0,124). Ayn1 ¢alismada
ortalama He degeri ada populasyonunda 0,125, anakara populasyonunda 0,075 olarak
saptanmistir, ada populasyonlarinda degerlerin anakaraya oranla yiiksek olmasi sans, yiiksek
gb¢ orani ve farklilagmis anakara populasyonundan meydana gelen gogler ile aciklanabilecegi
belirtilmistir. Bu tez c¢alismasinda Fst, Fis ve Fir degerleri biitiin lokuslar ele alindiginda
sirasiyla ortalama 0,194, -0,111 ve -0,019 olarak bulunmustur. De Castro ve ark. (2016b)’ nin
calismasinda Fst ve Fis degerleri sirasiyla 0,21 ve -0,08 olarak bildirilmistir. Fis degerinin
0,1’den diisiik olmasi ¢alisilan populasyonlar arasinda soy-i¢i iireme seviyesinin ¢ok diisiik
seviyelerde oldugunu gostermektedir. Bu ¢alismadan elde edilen F istatistigi degerleri ile De
Castro ve ark. (2016b)’nin ¢alismasindaki degerler arasinda uyumluluk bulunmaktadir. Analiz
edilen populasyonlarda seyrek olarak g6zlenen soy-i¢i tireme P. maritimum tiiriiniin farkli
cevresel baski altinda farkli lireme stratejileri gostermesinden kaynaklanmaktadir (6rnegin
vejetatif tireme, populasyon dis1 veya populasyon i¢i karsilikli tozlasma).

Basamakli mutasyon modeline gore yapmis oldugumuz molekiiler varyans analizi
(AMOVA) sonuglarma gore, ¢alisilan dort kum zambagi populasyonu arasindaki varyasyon
biiyiik oranda (%81) populasyon igerisindedir. Populasyonlar arasi1 genetik gesitlilik ise daha
diistiktiir (%19). Zahreddine ve ark. (2004), AMOVA analizleri sonucu ¢alisilan Liibnan
populasyonlar1 arasi g¢esitliligin %47, populasyon ig¢i ¢esitliligin ise %53 oldugunu
belirlemislerdir. Bu sonuglara gore, ¢alisilan populasyonlarda hala yiiksek derecede gesitlilik
oldugu belirtilmistir. De Castro ve ark. (2016b), AMOV A sonuglarini baz alarak toplam genetik
varyasyonun %23'linli populasyonlar aras1 farklara, %77'sini ise populasyon i¢i bireyler arast
farkliliklara dayandirmiglardir. Gen akimi (Nm) genetik ¢esitliligin populasyon i¢i ve arasindaki
dagilimimi etkileyen Onemli faktorlerden birisidir. Bu tez calismasinda Fst degerleri
kullanilarak tim populasyonlar hep birlikte degerlendirildiginde Nm degeri her bir kusakta
ortalama 10,13 olarak hesaplanmistir. Populasyonlarin cografik mesafeleri (km) ve Nm

degerlerine gore, populasyon ¢iftleri arasindaki cografik mesafe ve gen akimi degerleri arasinda
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istatistiksel olarak énemli bir iliski bulundugu ve populasyonlar arasi cografik mesafe arttikca,
gen akiminin azaldigi saptanmigtir. Sanaa ve ark. (2010), Nm degerini 0,77 olarak
bildirmislerdir. Grassi ve ark. (2005) tarafindan yapilan ¢alismada ortalama genetik farklilasma
katsayisi (Gst) 0,5169 olarak bildirilmistir. Grassi ve ark. (2005)’in ¢alismasindan elde edilen
Gst degerine gore farkli populasyonlar arasi gen akimi oraninin azaldigi goriilmektedir. Ayni
calismada Nm degerinin nesil basina 0,4673 olarak hesaplanmasi gen akim oraninin azaldigini
desteklemektedir ve bazi populasyonlarin genetik ¢esitliliginde meydana gelen azalma
nedeniyle oncelikle bu populasyonlarda in situ ve ex situ koruma ¢alismalarinin gerekliligi
calismada vurgulanmustir.

Calismamizda populasyonlar arasindaki genetik farklilasma diizeyi, Nei'nin tarafsiz
genetik benzerlik veya farklilik katsayilar1 kullanilarak hesaplanmistir (Nei 1987). Kullanmis
oldugumuz nSSR lokuslarina dayanarak hesaplanan genetik benzerlik degerleri 0,840 ile 0,989
arasinda degismektedir. Genetik farklilik degeri ise 0,011'lik degerle en diisiik Camlikoy ve
Igneada populasyonlar1 arasinda, 0,175'lik degerle de en yiiksek igneada ve Antalya
populasyonlar1 arasinda bulunmustur. Bu da igneada ve Antalya populasyonlarinin genetik
olarak birbirinden en farkli iki populasyon oldugunu gosterirken, Camlikoy ve Igneada
populasyonlarinin cografik yakinliklart nedeniyle yiiksek benzerlik gosterdiklerini isaret
etmektedir. Zahreddine ve ark. (2004) Nei'nin genetik benzerlik degerini ortalama 0,09 (0,06
ile 0,11 arasi) bulmuslardir. Grassi ve ark. (2005)’nin ¢alismasinda populasyon g¢iftleri
arasindaki en yiiksek genetik mesafe degerini 0,0156 olarak belirlemiglerdir. Genetik
farklilasma degerinin diisiik olmasmin populasyonlarin uzun vadede karsilasabilecekleri
biyotik ve abiyotik cevresel degisikliklere karsi hayatta kalma potansiyelini diigiirecegini
belirtmislerdir. Sanaa ve ark. (2010), Nei'nin genetik uzaklik degerini ortalama 0,024
bulmuslardir, bu sonucun populasyonlar arasi benzerligin fazla oldugunu ve soy-i¢i liremenin
kanit1 olabilecegini bildirmislerdir. EI-Hadidy ve ark. (2012) Nei'nin genetik uzaklik degeri ile
Pancratium'un galisilan tiirlerinin agikga birbirinden farkli oldugunu bulmuslardir. T{im tiirlerin
%15'ten daha yiiksek bir oranda birbirlerinden farkli olduklarini belirtmislerdir. En yiiksek
genetik mesafe degeri (0,56) P. arabicum ile P. tortuosum arasinda, en diisiik genetik mesafe
degeri (0,15) ise morfolojik ve ekolojik olarak benzer olan P. arabicum ile P. maritimum
arasinda hesaplanmistir Sanaa ve ark. (2015) ada populasyonlar1 arasinda Nei'nin genetik
uzaklik degerini 0,003 ile 0,013 arasinda olmak tizere, ortalama 0,007 olarak hesaplamislardir.

Calismamiz sonucunda elde edilen UPGMA dendrogramina gore, cografik olarak
birbirine yakin bulunan igneada ve Camlikoy populasyonlarinin bir grup, Antalya ve Pamucak

populasyonlarmin diger grubu olusturdugu gézlenmistir. Zahreddine ve ark. (2004), UPGMA
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dendrogramina gore c¢aligtiklar1 Liibnan populasyonlarinin 2 ana kiimeye ayrildigini, bu
gruplamada hem giliney hem kuzey populasyonlarinin yer almasindan dolay1 cografik
yakinligin 6n planda olmadigini bildirmislerdir. Grassi ve ark. (2005) UPGMA dendrogramina
gore, orta Akdeniz'de ¢alisilan tiim populasyonlar i¢in yiiksek genetik farklilik belirlemislerdir,
calisilan populasyonlarin genetik benzerliklerinde cografik mesafenin etkili oldugunu
bildirmislerdir. Calisilan baz1 populasyonlarin genetik ¢esitliliginde azalmalar saptamuslar, in
situ ve ex situ koruma c¢alismalarinin gerekliligini vurgulamiglardir. Sanaa ve ark. (2010)
calistiklar1 populasyonlart UPGMA dendrogramina gore 3 kiimeye ayirmislardir. Anakara
populasyonlar1 ile ada populasyonlarinin bazilarinin ayni grupta yer aldigini bildirmislerdir.
Sanaa ve ark. (2010) calistiklar1 ada ve anakara populasyonlarinin gruplanmasinda deniz ve
riizgar yolu ile tohum yayilmasinin etkili olabilecegini rapor etmislerdir. EI-Hadidy ve ark.
(2012) ise RAPD wverilerini kullanarak olusturduklart UPGMA dendrogramina gore 4
Pancratium tiiriinii 3 ana kiimeye ayirmuslar; birinci gruba P. tortuosum'u, ikinci gruba P.
sickenbergeri'yi dahil ederken, son gruba P. maritimum ile P. arabicum'u almiglardir.
Akdeniz iilkelerinde genis alanlarda yayilis gosterdigi rapor edilmis kum zambaginin
gereginden fazla toplanmasi, kentlesme ve gelisen turizmle birlikte tehdit altinda oldugu da
goriilmektedir (www.minenv.gr/4/41/4107/e410705.html). Ornegin; Ispanya ve Tunus’da
benzer nedenlerle dogal kum zambagi populasyonlarinin azaldigi tespit edilmistir
(www.ddgi.es/espais/illirima.htm, Sanaa ve ark. 2010). Ayrica Fransa sahilleri boyunca yayilis
gosteren P. maritimum populasyonlari kentlesme nedeniyle ciddi bir sekilde azalmis ve koruma
altina almmustir (www.perso.club-internet.fr/v_pascal/amaryllidaceae/321_pancratium.htm).
Kum zambaginin tehlike altinda olan tiirler kapsamina alindig1 bir diger bolge de Girit’tir.
Girit’te 1996 yilindan beri tiirlin bulundugu kumullarda koruma c¢alismasi siirmektedir
(www.greenglobe.org/econett/practice/prac0043.htm). Liibnan’daki dogal kum zambagi
populasyonlarina ev sahipligi yapan kumul habitata verilen zararlarin ¢ok ciddi boyutlara
ulastig1 ve sahillerin diizenlenmesinde kum zambagi populasyonlarina zarar vermeden, peyzaj
caligmalarinin i¢ine dahil edilerek koruma calismalarinin yapilmasinin gerektigi bildirilmis,
bunun yanisira bolgesel seviyede ‘TUCN Red List” (IUCN kirmizi liste) kriterlerine gore
(Gardenfors ve ark. 2001, IUCN 2001) P. maritimum’un populasyonlar1 zarar gorebilir
[Vulnerable (VU)] olarak degerlendirilmistir (Zahreddine ve ark. 2004). Tiirkiye’de ise kum
zambag1 populasyonlarindaki mevcut habitat tahribatlarindan dolay1 bu tiir Tiirkiye Bitkileri
Kirmizi Kitabinda nadir ve tehlike altinda [rare and endangered (EN)] olarak degerlendirilmis
(Ekim ve ark. 2000) fakat IUCN (International Union for Conservation Nature) tarafindan

heniiz bir degerlendirme yapilmamaistir.
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Tiirkiye’de 6zellikle Kirklareli, Tekirdag, Istanbul, Bolu, Bartin, Sinop, Samsun, Giresun,
Trabzon, Antalya, Mersin, [zmir ve Adana’nin kumul sahillerinde dogal olarak bulunan kum
zambaklar1 Gida, Tarim ve Hayvancilik Bakanligi tarafindan 2015 yil1 i¢in dogadan toplanarak
ihracat1 yasak olan 20 cicek sogani arasinda yer almaktadir. Ozellikle bu tez galismasinda
orneklenen 4 dogal kum zambagi populasyonu dogadan rastgele toplanilmasi, turizm, halkin
yeterince tiir hakkinda bilgilendirilmemesi, insan eliyle meydana getirilen ¢evre kirliligi gibi
nedenlerle ciddi tehlike altindadir ve gerekli gen koruma ¢alismalar1 ciddi olarak
planlanmalidir. Bu ¢alisma ile tiirlin sadece dort populasyonu ele alinmis ve 6nemli bilgiler
literatiire kazandirilmistir. Tiirkiye’de bulunan diger populasyonlarin genetik agidan
degerlendirilmesi i¢in yeni calismalarin yapilmasit onemlidir, iilkemizde yer alan biitiin
populasyonlar1 iceren etkin molekiiler belirtegler kullanilarak yapilacak yeni ¢alismalar tiirlin
gen kaynaklarini koruma stratejilerinin belirlenmesinde 6nemli rol oynayacaktir.

P. maritimum gibi bir¢ok canli tiiriine ev sahipligi yapan kumul habitatlarin 6zellikle
insan eliyle zarar goérmesi giin gectik¢e ciddi boyutlara ulagmaktadir. Bunun sonucunda bu
habitatlarda yasayan canlilarin nesilleri tehlike altina girmekte ve icinde bulunduklar: tehlike
kategorisinde bir list seviyeye ¢ikmalarina neden olmaktadir. Bu nedenle acil bir sekilde
koruma caligsmalar1 yapilmazsa ilerde gen kaynaklar1 agisindan ciddi sonuglarla karsilasmak
olasidir. Tirlerin genetik cesitliliginin analizi koruma ¢alismalarinda bir yol belirlemek
acisindan ¢ok kritik bir noktadir. Bu nedenle 6zellikle tehlike altinda olan tiirlerde gen koruma
caligmalarinin planlanmasi i¢in etkili belirtegler ile tiiriin genetik yapisinin ortaya konulmasi ve
genetik ¢esitliliginin belirlenmesi biiyiikk énem tasimaktadir. Insan aktivitelerinin tiirlerin
biitlinliigii ve genetik cesitliligine olan katkis1 asikardir, bu nedenle ciddi tehlike altinda olan
biitiin tiirler i¢in her birine uygun in situ ve ex situ gen koruma ¢aligmalar1 planlanmalidir. Ex
situ gen koruma ¢aligsmalari bulundugu bolgedeki biitiin populasyonlardan yeterli sayida tohum
ve sogan toplanarak uygun habitatlarda yetistirilmesi ile veya yeteri kadar tohum veya sogan
elde edilemiyorsa doku kiiltiirii calismalar ile kisa siirede fazla sayida bitki elde edilip onlarin
yetistirilmesi ile saglanabilir. Ayrica etkili koruma programlarinin olusturulmasi i¢in kantitatif
karakterler kullanilarak yapilan c¢aligmalardan elde edilen verilerin farkli populasyonlar ve
bireyler kullanilarak molekiiler belirteglerden elde edilen verilerle iliskilendirilmesi de
onemlidir. Sonug¢ olarak yapmis oldugumuz bu tez ¢alismasi ve elde ettigimiz veriler, kum
zambag1 koruma programlar1 ve gen kaynaklar1 agisindan ileride yapilacak caligmalara 6nemli

katkilar saglayacaktir.

50



6. KAYNAKLAR

Abdel-Mawgood AL (2012). DNA Based Techniques for Studying Genetic Diversity, Genetic
Diversity in Microorganisms. Prof. Mahmut Caliskan (Eds.). ISBN: 978-953-51-0064-
5.

Adany |, Yazlovitskaya EM, Haug JS, Voziyan PA, Melnykovych G (1994). Differences in
sensitivity to farnesol toxicity between neoplastically- and nonneoplastically-derived
cells in culture. Cancer Lett. 79: 175-179.

Akkaya MS, Bhagwat AA, Creagan PB (1992). Length Polymorphism of Simple Sequence
Repeat DNA in Soybean. Genetics, 132: 1131-11309.

Alp S (2006). Soganli bitkilerin kent peyzajinda kullanimui. http://www.plantdergisi.com/yazi-
doc-dr-sevket-alp-186.htmi

Anonim (2014). Siis Bitkileri ve Cigek Bakimi, Kum zambagi, deniz nergisi ‘P. maritimum’
http://www.bitkivecicek.com/kum-zambagi-deniz-nergisi-pancratium-maritimum
(Erisim tarihi: 29 Aralik 2014)

Anonim (2015). Dogal Cicek Soganlarmin Uretimi, Dogadan Toplanmas1 Ve fhracatina Iliskin
Yonetmelik, Gida, Tarim ve Hayvancilik Bakanligi (teblig no: 2014/56).

Anonim (2016). Pancratium. http://eol.org/pages/29183/names/related_names. (Erisim tarihi:
29 Ekim 2016)

Anzidei M, Madaghiele A, Sperisen B, Ziegenhagen B and Vendramin GG (1999). Chloroplast
microsatellites for analysis of the geographic distribution of diversity in conifer species.
In: E.M. Gillet (Ed.). Which DNA Marker for Which Purpose? Final compendium of
the research project development, optimization and validation of molecular tools for
assessment of biodiversity in forest trees in the European Union DGXII Biotechnology
FW 1V Research Programme Molecular Tools for Biodiversity.
URL:http://webdoc.sub.gwdg.de/ebook/y/1999/whichmarker/index.htm.

Arslan N, Giirbiiz B, Giimiiscii A, Sarthan EO, Ipek A, Ozcan S, Mirici S, Parmaksiz I (2002).
Sternbergia fischeriana (Herbert) Rupr. Tiirliniin kiiltiire alinmasi tizerinde arastirmalar.
I1. Ulusal Siis Bitkileri Kongresi, 22-24 Ekim 2002, Antalya.

Atik AD, Oztekin M, Erko¢ F (2010). Biyogesitlilik ve Tiirkiye’deki Endemik Bitkilere
Ornekler. Gazi Egitim Fakiiltesi Dergisi, 30(1): 219-240.

Azmat MA, Khan IA, Cheema HMN (2012). Extraction of DNA suitable for PCR applications
from mature leaves of Mangifera indica L. J. Zhejiang Univ. Sci. B, 13: 239.
doi:10.1631/jzus.B1100194.

Balestri E, Luvvarini G, Cinelli F (2001). Isolation of leaf protoplasts from Pancratium

maritimum L. and two other dune plants: possible applications. Journal of Coastal
Research, 17(1), 188-194. West Palm Beach (Florida), ISSN 0749-0208.

51



Balestri E, Cinelli F (2004). Germination and early-seedling establishment capacity of
Pancratium maritimum L. (Amaryllidaceae) on coastal dunes in the North-Western
Mediterranean. Journal of Coastal Research, 20 (3): 761-770.

Bandelj D, Jakse J, Javornik B (2004). Amplification of fluorescent-labelled microsatellite
markers in olives by a novel, economic method. Acta Agriculturae Slovenica, 83(2):
323-329.

Baytop T (1984). Tiirkiye’de Bitkiler ile Tedavi (Ge¢miste ve Bugiin). Istanbul Universitesi
Yayinlart: 3255, Eczacilik Fakiiltesi Yayinlari: 40, 520 s., Istanbul.

Berkov S, Evstatieva L, Popov S (2004). Alkaloides in Bulgarian Pancratium maritimum L. Z.
Naturforsch, 59: 65-69.

Berkov S, Pavlov A, Georgiev V, Weber J, Bley T, Viladomat F, Bastida J, Codina C (2010).
Changes in apolar metabolites during in vitro organogenesis of Pancratium maritimum.
Plant Physiology and Biochemistry 48, 827e835.

Bogdanova Y, Stanilova M, Gussev C, Bosseva Y, Stoeva T (2008). In vitro propagation of
Pancratium maritimum L. (Amaryllidaceae) by liquid cultures. Propagation of
Ornamental Plants, 8 (1): 45-46.

Bogdanova Y, Pandova B, Yanev S, Stanilova M (2009). Biosynthesis of Lycorine by in Vitro
Cultures of Pancratium maritimum L. (Amaryllidaceae), Biotechnology &
Biotechnological Equipment, 23: 919-922, DOI: 10.1080/13102818.2009.10818572.

Botstein D, White RL, Skolnick K, Davis RW (1980). Construction of a genetic linkage map
in man using restriction fragment length polymorphism. American Journal of Human
Genetics, 32: 314-331.

Bruford MW, Bradley DG, Luikart G (2003). DNA markers reveal the complexity of livestock
domestication. Nat Rev Genet. 4(11): 900-910.

Catherine MH, Ghosh S, Todd JA (1992). Microsatellites for Linkage Analysis of Genetic
Traits. Tig August 1992 vol.8 No.8 England.

Davis PH (1984). Flora of Turkey and the East Aegean Islands, Edinburgh University Press,
Edinburgh. 8: 1-632.

De Castro O, Brullo S, Colombo P, Jury S, De Luca P, Di Maio A (2012). Phylogenetic and
biogeographical inferences for Pancratium (Amaryllidaceae), with an emphasis on the
Mediterranean species based on plastid sequence data. Botanical Journal of the Linnean
Society, 170: 12-28.

De Castro O, De Luca A, Menale B (2016a). Chloroplast inheritance in the sea daffodil
(Pancratium maritimum, Amaryllidaceae) through controlled crosses, seed germination
and molecular analyses, Plant Biosystems - An International Journal Dealing with all
Aspects of Plant Biology, DOI: 10.1080/11263504.2016.1244123.

De Castro O, Di Maio A, Di Febbraro M, Imparato G, Innangi M, VeAla E (2016b). A Multi-
Faceted Approach to Analyse the Effects of Environmental Variables on Geographic
Range and Genetic Structure of a Perennial Psammophilous Geophyte: The Case of the

52



Sea Daffodil Pancratium maritimum L. in the Mediterranean Basin. PLoS ONE 11(10):
e0164816. doi:10.1371/journal. pone.0164816.

De Felice B, Manfellotto F, D’Alessandro R, De Castro O, Di Maio A, Trifuoggi M (2013).
Comparative transcriptional analysis reveals differential gene expression between Sand
Daffodil tissues. Genetica, 141: 443.

Demir A (2013). Siirdiriilebilir gelismede yiikselen deger; biyolojik gesitlilik agisindan Tiirkiye
degerlendirmesi. Istanbul Ticaret Universitesi Fen Bilimleri Dergisi, 24: 67-74.

Dellaporta SL, Wood J, Hicks JB (1983). A Plant DNA Minipreparation: Version Il. Plant
Molecular Biology Reporter, 1: 19-21.

Di Maio A, De Castro O (2013). SSR-patchwork: an optimized protocol to obtain a rapid and
inexpensive SSR library using firstgeneration sequencing technology. Appl Plant Sci
1(1):1200158.

Dothan NF (1986). Flora Palaestina Vol. 4. Israel Academy of Sciences and Humanities,
Jerusalem, Israel.

Doyle JJ, Doyle JI (1990). Isolation of plant DNA from fresh tissue. Focus, 12: 13-15.

Dragassaki M, Economou AS, Vlahos JC (2003). Bulblet formation in vitro and plantlet
survival extra vitrum in Pancratium. I. International Symposium on Acclimatization and
Establishment of Micropropagated Plants, 25 November, Sani-Halkidiki, Macedonia,
Greece, pp: 347-352.

Eisikowitch D, Galil J (1971). Effect of wind on the pollination of Pancratium maritimum L.
(Amaryllidaceae) by Hawkmoths (Lepidoptera: Sphingidae). Journal of Animal
Ecology, 40 (3): 673-678.

Ekim T, Koyuncu M, Erik S, Ilarslan R (1989). Tiirkiye'nin Tehlike Altindaki Nadir ve
Endemik Bitki Tiirleri. Tiirkiye Tabiatin1 Koruma Dernegi Yayin No: 18, Ankara.

Ekim T, Arslan N, Koyuncu M (1992). Exported flower bulbs from Turkey and measurements
taken, Acta Hortic., 325:861-866.

Ekim T, Koyuncu M, Vural M, Duman H, Ayta¢ Z, Adigiizel N (2000). Red Data Book of
Turkish Plants (Pteridophyta and Spermatophyta). Turkish Association for
Conservation of Nature, Ankara and Van Yiiziincii Y1l University (in Turkish).

Ellegren H (1993). Genome Analysis with Microsatellite Markers. Dissertation. Department of
Animal Breeding and Genetics, Swedish University of Agricultural Science, Uppsala.

Ellegren H, Moore S, Robinson N, Byrne K, Ward W, Sheldon BC (1997). Microsatellite
evolution-a reciprocal study of repeat lengths at homologous loci in cattle and sheep.
Mol Biol Evol. 14(8): 854-860.

El-Hadidy A, ElI-Ghani MA, Amer W, Hassan R (2012). Morphological and molecular

differentiation between Egyptian species of Pancratium L. (Amaryllidaceae), Acta
biologica cracoviensia series botanica, 54/1: 53-64.

53



Excoffier L, Laval G, Schneider S (2005). Arlequin (version 3.0): An integrated software
package for population genetics data analysis. Journal List Evol Bioinform Online v.1,;
2005 PMC 2658868.

Fernandez MP, Narbona FE, Ortiz M, De los A, Talavera S, Salgueiro FJ (2000). Chromosome
numbers in western plants, 892-906. Anales del Jardin Botanico de Madrid 58 (2)
Madrid: Instituto Botanico, Real Jardin de Botanico CSIC, 344-345.

Frese L, Palme A, Kik C (2014). On the sustainable use and conservation of plant genetic
resources in Europe. Report from Work Package 5 “Engaging the user Community” of
the PGR Secure project “Novel characterization of crop wild relative and landrace
resources as a basis for improved crop breeding”.

Gardenfors U, Hilton_Taylor C, Mace GM, Rodriguez JP (2001). The Application of IUCN
Red List Criteria at Regional Levels. Conservation Biology 15(5): 1206-1212.

Georgiev V, Ivanov |, Berkov S, Pavlov A (2011). Alkaloids biosynthesis by Pancratium
maritimum L. shoots in liquid culture. Acta Physiol Plant 33: 927-933.

Gillet EM (1999). DNA markers-concepts and characteristics. In: E.M. Gillet (Ed.). Which
DNA Marker for Which Purpose? Final compendium of the research project
development, optimisation and validation of molecular tools for assessment of
biodiversity in forest trees in the European Union DGXII Biotechnology FW IV
Research Programme Molecular Tools for Biodiversity.

URL http://webdoc.sub.gwdg.de/ebook/y/1999/whichmarker/index.htm.

Giovino A, Domina G, Bazan G, Campisi P, Scibetta S (2015). Taxonomy and conservation of
Pancratium maritimum (Amaryllidaceae) and relatives in the Central Mediterranean,
Acta Botanica Gallica, 162:4, 289-299, DOI: 10.1080/12538078.2015.1089416.

Godt MW, Hamrick JL, Bratton S (1995). Genetic diversity in a threatened wetland species,
Helonias bullata (Liliaceae). Conservation Biology. 9: 596-604.

Gokdogan E, Kaya E (2015). Bitki Germplazmalarinin Korunmasinda Biyoteknolojik
Yontemlerin ve Biyocesitliligin Belirlenmesinde Molekiiler Markér Sistemlerinin
Kullanimi. Anadolu Doga Bilimleri Dergisi 6 (Ozel Say1 2): 98-107.

Grassi F, Cazzanigal E, Minuto L, Peccenini S, Barberis G, Basso BG (2005). Evaluation of
biodiversity and conservation strategies in Pancratium maritimum L. for the Northern
Tyrrhenian Sea. Biodivers. Conserv. 14: 2159-21609.

Gilimiis C (2015). Kum zambag1 (Pancratium maritimum L.) bitkisinde yapilan arastirmalar
iizerinde bir inceleme. Derim, 32 (1): 89-105.

Gumiis C, Ellialtioglu S (2006). Kum zambag (Pancratium maritimum)’nin doku kiiltiiri ile

cogaltilma olanag: iizerinde bir ¢aligma. II1. Ulusal Siis Bitkileri Kongresi, 8-10 Kasim,
[zmir, Bildiri Kitabi: 435-441.

Giiner A, Ozhatay N, Ekim T, Baser KHC (2000). Flora of Turkey Vol.11 (supplement 2),
Edinburgh.

54


http://pubmedcentralcanada.ca/journals/
http://pubmedcentralcanada.ca/journals/396/
http://pubmedcentralcanada.ca/issues/77010/
http://pubmedcentralcanada.ca/issues/77010/

Hamrick JL, Godt MJW (1990). Allozyme diversity in plant species. In: Brown, AHD., Clegg,
MT, Kahler, AL, Weir, BS (Eds.), Plant Population Genetics, Breeding, and Genetic
Resources. Sinauer, Sunderland, MA, USA, pp. 43-63.

Hancock JM (1998). Microsatellites and other simple sequences: genomic context and
mutational mechanisms. In: D.B. Goldstein and C. Schlétterer (Eds.). Microsatellites:
Evolution and Applications. pp. 1-9. Oxford University Press.

Hartl DL, Clark AG (1989). Principles of population genetics. 2nd edn. Sinauer Ass. Inc.,
Sunderland, Massachusetts.

Healey A, Furtado A, Cooper T, Henry R (2014). Protocol: a simple method for extracting next-
generation sequencing quality genomic DNA from recalcitrant plant species. Plant
Methods 10:21 DOI: 10.1186/1746-4811-10-21.

Hetta MH, Shafei AA (2013). Comparative cytotoxic and antimicrobial activities of the alkaloid
content of Egyptian Pancratium maritimum L. fruits and flowers. The Journal of
American Science, 9 (7): 104-109.

Hocagil MM, Pinar H, Ulun A (2010). Mersin ilinde iki farkli bélgede belirlenen kum zambagi
genotiplerinin  genetik farkliliklarinin  SRAP ve RAPD markirlart  yardimiyla
belirlenmesi. IV. Ulusal Siis Bitkileri Kongresi, 20-22 Ekim, Erdemli, Mersin, Bildiri
Kitabi: 245-250.

Ibrahim SRM, Mohamed GA, Shaala LA, Youssef DTA, El-Sayed KA (2013). New alkaloids
from Pancratium maritimum. Planta Medica, 79 (15): 1480-1484.

I1dir S (1993). VI. 5 yillik kalkinma plani: Bitkisel tirtinler (dogal ¢igek soganlari siis bitkileri
grubu) 6zel ihtisas komisyonu, Atatiirk Bahge Kiiltiirleri Merkez Arastirma Enstitiisii,
Yalova.

loset JR, Marston A, Mahabir PG, Hostettmann K (2001). A methylflavan with free radical
scavenging properties from Pancratium littorale. Fitoterapia, 72: 35-39.

IUCN 2001. IUCN Red List Categories and Criteria: Version 3.1. IUCN Species Survival
Commission. IUCN, Gland, Switzerland and Cambridge.

Isik K, Semiz G, Kurt Y (2005). Farkli Dogal Alanlarin, Igerdikleri Tiirler Agisindan UPGMA
Kiimelendirme Yontemine Gore KArsilastirilmasi. Korunan Dogal Alanlar
Sempozyumu, SDU, Isparta.

Kahraman O, Ozzambak ME (2015). Farkli Yetistirme Ortamlarinin Toros Kardeleni
(Galanthus elwesii Hook.)’nin Sogan Performansi1 Uzerine Etkileri. COMU Zir. Fak.
Derg. (COMU J. Agric. Fac.), 3 (1): 109-114.

Kahraman B (2016). Izmir ili Pancratium maritimum L. (Amaryllidaceae) (kum zambag)
populasyonlarmin belirlenmesi ve tozlasma biyolojisi. Y. Lisans Tezi, Ege Universitesi,
Fen Bilimleri Enstitiisii, Bornova, Izmir.

Kalinowski ST, Taper ML, Marshall TC (2007). Revising how the computer program CERVUS
accommodates genotyping error increases success in paternity assignment, Mol. Ecol.,
16: 1099-1106.

55



Karaoglu C (2010). Soganli Bitkiler ve In Vitro Hizli Cogaltim, Tarla Bitkileri Merkez
Aragtirma Enstitiisii Dergisi, 19: 24-29.

Kaya Y, Aksakal O (2005). Endemik bitkilerin diinya ve Tiirkiye’deki dagilimi, Erzincan
Egitim Fakdiltesi Dergisi, 7 (1): 85-99.

Keren A, Evenari M (1974). Some ecological aspects of distribution and germinationecology
of Pancratium maritimum L. Isr. J. Bot. 23. 202-215.

Koyuncu M, Sener B, Temizer H, Bing6l F (1993). Leucojum aestivum bitkisinin alkaloidleri
iizerinde arastirmalar. VIII. Bitkisel Ilac Hammaddeleri Toplantis1, Istanbul, Bildiri
Kitabi: 227-232.

Laurentis N, De Rosato A, Vitali C, Leone L, Milillo MA (2004). Activity of lycorine extracted
from Pancratium maritimum on growth of some yeast strains. Rivista Italiana, EPPOS
(38) Mozzo: Istituto Tetrahedron, pp: 19-23.

Li JT, Yang J, Chen DC, Zhang XL, Tang ZS (2007). An optimized mini-preparation method
to obtain high-quality genomic DNA from mature leaves of sunflower. School of Life
Sciences, China West Normal University, Nanchong, Sichuan, P.R. China. Institute of
Rare Animals and Plants, China West Normal University, Nanchong, Sichuan, P.R.
China. Genet. Mol. Res. 6 (4): 1064-1071.

Liu BH (1998). Statistical genomics: Linkage, mapping, and QTL analysis. CRC Press LLC,
Boca Raton New York.

Medrano M, Guitian P, Guitian J (2000). Patterns of fruit and seed set within inflorescences of
Pancratium maritimum (Amaryllidaceae): nonuniform pollination, resource limitation,
or architectural effects. American Journal of Botany 87(4): 493-501.

Meerow AW, Guy CL, Li QB, Clayton JR (2002). Phylogeny of the Tribe Hymenocallideae
(Amaryllidaceae) Based on Morphology and Molecular Characters. Annals of the
Missouri Botanical Garden 89(3): 400-413.

Mitton JB (1992). The dynamic mating systems of conifers. New Forest 6: 197.
doi:10.1007/BF00120645.

Mubhtar F, Sener B (1997). Tiirkiyeden ihra¢ edilen baz1 Amaryllidaceae Familyas1 bitkilerinin
likorin yoniinden degerlendirilmesi. XI. Bitkisel [lagc Hammaddeleri Toplantisi, 22-24
Mayis 1996, Ankara, Bildiri Kitab1: 384-388.

Navascues M, Emerson BC (2005). Chloroplast microsatellites: measures of genetic diversity
and the effect of homoplasy. Molecular Ecology, 14: 1333-1341.

Nei M (1987). Molecular Evalutionary Genetics. Columbia University Press, New York. 512
p.

Nesi B, Trinchello D, Lazzereschi S, Ruffoni B, Grassotti A (2009). Micropropagation of
Pancratium maritimum from twin- and tri-scales. Societa Ortoflorofrutticoltura Italiana,
pp: 136-138.

56



Nikopoulos D, Alexopoulos AA (2008). In vitro propagation of an endangered medicinal plant:
Pancratium maritimum L. Journal of Food, Agriculture & Environment, 6(2): 393-398.

Nikopoulos D, Nikopoulou D, Alexopoulos AA (2008). Methods for the preservation of genetic
material of Pancratium maritimum (Amaryllidaceae). Journal of Food, Agriculture &
Environment, 6(3-4): 538-546.

Oliveira EJ, Padua JG, Zucchi M1, Vencovsky R, Carneiro-Vieria ML (2006). Origin, evolution
and genome distribution of microsatellites. Genetics and Molecular Biology, 29(2): 294-
307.

Orti G, Pearse DE, Avise JC (1997). Phylogenetic assessment of length variation at a
microsatellite locus. Proc Natl Acad Sci USA. 94(20): 10745-10749.

Ozel A, Erden K (2010). Thrag edilen baz1 geofitlerin pazarlanabilir sogan iiretme kapasiteleri
ve bazi bitkisel &zelliklerinin belirlenmesi, Hr.U.Z.F. Dergisi, 14 (2): 90-99.

Ozhatay N, Byfield A, Atay S (2003). Tirkiye’nin Onemli Bitki Alani, Dogal Hayat1 Koruma
Vakfi yayini, Mas Matbaacilik, Istanbul.

Ozhatay N, Byfield A (2005). Tiirkiye nin Onemli Bitki Alani, Dogal Hayat1 Koruma Vakfi,
5.1-24, 476 sf, Istanbul.

Ozhatay N, Kiiltiir S, Aslan S. (2009). Check-list of additional taxa to the supplement flora of
Turkey IV. Turk J Bot. 33: 191-226.

Ozhatay FN, Kiiltiir S, Giirdal MB (2011). Check-list of additional taxa to the supplement Flora
of Turkey V, Turkish Journal of Botany, 35: 589-624.

Ozsensoy Y, Kurar E (2012). Markor Sistemleri ve Genetik Karakterizasyon Calismalarinda
Kullanimlar1. Journal of Cell and Molecular Biology, Hali¢ University, Printed in
Turkey. 10(2):11-109.

Park Y-J, Lee JK, Kim N-S (2009). Simple Sequence Repeat Polymorphisms (SSRPs) for
Evaluation of Molecular Diversity and Germplasm Classification of Minor Crops.
Molecules.14: 4546-4569.

Peakall R, Smouse PE (2006). GENALEX 6: genetic analysis in Excel. Population genetic
software for teaching and research. Molecular Ecology Notes, 6: 288-295.

Petit G, Groszek G, Backhaus R, Doubek D, Barr R, Meerow A (1995). Antineoplastic Agents.
An Investigation Of The Amaryllidaceae Genus Himenocallis, J. Natural Products-
Lloydia, 58: 756-759.Sanaa A, Fadhel N.B (2010). Genetic Diversity in Mainland And
Island Populations Of The Endangered Pancratium Maritimum L. (Amaryllidaceae) In
Tunisia, Scientia Horticulturae, 125: 740-747.

Porebsky S, Grant-Bailey L, Baum B (1997). Modification of a CTAB DNA extraction protocol
for plants containing high polysaccharide and polyphenol components. Plant Molecular
Biology Reporter 15: 8-15.

Powell W, Machray GC, Provan J (1996). Polymorphism Revealed by Simple Sequence
Repeats. Trends in Plant Science. 1 (7): 215-221.

57



Robinson JP, Harris SA (1999). Amplified fragment length polymorphisms and microsatellites:
A phylogenetic perspective. In: E.M. Gillet (Ed.). Which DNA Marker for Which
Purpose? Final compendium of the research project development, optimisation and
validation of molecular tools for assessment of biodiversity in forest trees in the
European Union DGXII Biotechnology FW IV Research Programme Molecular Tools
for Biodiversity.

URL.: http://webdoc.sub.gwdg.de/ebook/y/1999/whichmarker/index.htm

Rokbeni N, M’rabet Y, Cluzet S, Richard T, Krisa S, Boussaid M, Boulila A (2016).
Determination of phenolic composition and antioxidant activities of Pancratium
maritimum L. from Tunisia. Industrial Crops and Products, 94: 505-513.

Rossetto M, Weaver PK, Dixon KW (1995). Use of RAPD analysis in devising conservation
strategies for the rare and endangered Grevillea scapigera (Proteaceae), Molecular
Ecology, 4: 321-329.

Sanaa A, Fadhel NB (2010). Genetic Diversity in Mainland And Island Populations Of The
Endangered Pancratium maritimum L. (Amaryllidaceae) In Tunisia, Scientia
Horticulturae, 125: 740-747.

Sanaa A, Boulila A, Bejaoui A, Bousaid M, Fadhel NB (2012). Variation of thechemical
composition of floral volatiles in the endangered Tunisian Pancratium maritimum L.
populations (Amaryllidaceae). Ind. Crop Prod., 40: 312-317.

Sanaa A, Boulila A, Boussaid M, Fadhel NB (2014). Pancratium maritimum L. in Tunisia:
Genetic and chemical studiesamong the threatened populations. Industrial Crops and
Products 60: 75-78.

Sanaa A, Abid SB, Boulila A, Messaoud C, Boussaid M, Fadhel NB (2015). Modeling
hydrochory effects on the Tunisian island populations of Pancratium maritimum L.
using colored Petri nets. BioSystems 129: 19-24.

Sandal G, Ségiit Z (2010). Tiirkiye Orkideleri (Salepler). Akdeniz Universitesi, Ziraat Fakiiltesi
Dergisi 23(2): 109-116.

Schlotterer C, Tautz D (1993). Slippage Synthesis of Simple Sequence DNA. Nucleic Acid
Research 20: 211-215.

Scotti I, Paglia G, Magni F, Morgante M (1999). Microsatellite markers as a tool for the
detection of intra- and interpopulational genetic structure. In: E.M. Gillet (Ed.). Which
DNA Marker for Which Purpose? Final compendium of the research project
development, optimisation and validation of molecular tools for assessment of
biodiversity in forest trees in the European Union DGXII Biotechnology FW IV
Research Programme Molecular Tools for Biodiversity.
URL.: http://webdoc.sub.gwdg.de/ebook/y/1999/whichmarker/index.htm

Semagn K, Bjornstad A, Ndjiondjop MN (2006). An overview of molecular marker methods
for plants. African Journal of Biotechnology, 5(25): 2540-2568.

Shannon CE, Weaver W (1949). The Mathematical Theory of Communication. University of
Illinois Press, Urbana, Illinois.

58



Sneath PHA, Sokal RR (1973). Numerical Taxonomy: The Principles and Practice of
Numerical Classification. W.H. Freeman and Co., San Francisco, 573 pp.

Sokal RR, Rohlf JF (1995). Biometry. San Francisco, CA: W.H. Freeman.

Swofford DL, Selander RB (1981). Biosys-1: A Computer Program for the Analysis of Allelic
Variation in Genetics. University of Illinois, Urbana, USA.

Sekercioglu CH, Anderson S, Akcay E, Bilgin R, Can OE, Semiz G, Tavsanoglu C, Yokes M
B, Soyumert A, Ipekdal K, Saglam IK, Yiicel M, Dalfes HN (2011). Turkey’s globally
important biodiversity in crisis, Biological Conservation, 144: 2752-27609.

Sener B, Orhan I, Satayavivad J (2003). Antimalarial activity screening of some alkaloids and
the plant extracts from Amaryllidaceae, Phytotherapy Research, 17 (10): 1220-1223.

Sener B, Koyuncu M, Bing6l F, Muhtar F (1999). Production of bioactive alkaloids from
Turkish geophytes, IUPAC.

Senel G, Ozkan M, Kandemir N (2002). A karyological investigation on some rare and
endangered species of Amaryllidaceae in Turkey. Pakistan Journal of Botany, 34 (3):
229-235.

Tautz D (1989). Hypervariability of Simple Sequences as General Source for Polymorphic
DNA Markers. Nucleic acid research 17: 463-6471.

Titiz S, Cakiroglu N, Birisci YT, Cakmak S (2000). Siis Bitkileri Uretim ve Ticaretindeki
Gelismeler, Tarimsal Kongre 1. Cilt. S: 709-740.

Toivonen PMA, Sweney M (1998). Differences in chlorophyll loss at 13°C for two broccoli
(Brassica oleracea L.) cultivars associated with antioxidant enzyme activities. J. Agric.
Food. Chem. 46: 20-24.

Ulun A, Kara H, Hocagil MM, Kaya E (2010). Alata 1. derece dogal sit alan1 kumullarinda
bulunan dogal bitkilerin siis bitkisi olarak kullanim olanaklarinin arastirilmasi. IV.
Ulusal Siis Bitkileri Kongresi, 20-22 Ekim, Erdemli, Mersin, Bildiri Kitab1: 457-462.

Un C, Wimmers K, Ponsuksili S, Schmoll F, Schellander K (2000). Mikrosatellitler ve
Kullanim Alanlari. Institute of Animal Science, University of Bonn, Germany
Hayvansal Uretim 41: 9-14.

Varshney RK, Graner A, Sorrels ME (2005). Genic microsatellite markers in plants: features
and applications. Trends in Biotechnology, 23: 48-55.

Weber JL, May PE (1989). Abundant class of human DNA polymorphisms which can be typed
using the polymerase chain reaction. Am J Hum Genet. 44: 388-396.

Werker E, Fahn A (1975). Seed anatomy of Pancratium species from three different habitats.
Bot Gaz. 136: 396-403.

Williams JK, Kubelik AR, Livak KJ, Rafalski JA, Tingey SV (1990). DNA polymorphisms
amplified by arbitrary primers are useful as genetic markers. Nucleic Acids Research,
18: 6531-6535.

59



Wright S (1978). Evolution and the Genetics of Populations: Variability Within and Among
Natural Populations. Chicago University Press, Chicago, Illinois.

Yaltirik F, Efe A (1996). Otsu Bitkiler Sistematigi, istanbul Universitesi Orman Fakiiltesi
Yayinlari:10, Ders Kitabi, 518 s., Istanbul.

Yeh FC, Yang R, Boyle T (1999). POPGENE Version 1.32. Windows-based software for
population genetics analysis.

Zahreddine H, Clubbe C, Baalbaki R, Ghalayini A, Talhouk SN (2004). Status of native species

in threatened Mediterranean habitats: the case of Pancratium maritimum L. (sea
daffodil) in Lebanon. Biol. Conserv. 120: 11-18.

60



OZGECMIS

Ceren Elibol 1991 yilinda Bergama'da dogdu. ilk, orta ve lise 6grenimini izmir'in Selguk
ilgesinde tamamladi. Lisans 6grenimi i¢in 2009 yilinda Namik Kemal Universitesi, Ziraat
Fakiiltesi, Tarimsal Biyoteknoloji Boliimii'ne girdi. Bu béliimden 2014 yilinda mezun oldu.
Eyliil 2014'te Namik Kemal Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Tarimsal Biyoteknoloji

Anabilim Dali'nda, Bitki Molekiiler Genetigi iizerine yiiksek lisans egitimine basladi.

61



