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Fagus orientalis Lipsky (Dogu kayin1) Balkanlar’dan Bat1 Anadolu iizerinden Dogu Kafkasya, Kuzey iran ve Ki-
rim’a kadar yetigen yerli tiirlerdendir. Tiirkiye’de ayrica Fagus sylvatica L. (Avrupa kayini) da yayilis gostermektedir.

Bu ¢alismada, Tiirkiye’de dogal olarak yayilis gdsteren on bir Dogu kayin1 ve Avrupa kayini populasyonu ¢ekirdek
ITS-5 bolgesi incelenerek tiir farki belirlenmeye ¢alisilmistir. Calismada on bir farkli Avrupa ve Dogu kayini popu-
lasyonundan 6rnekleme yapilmistir. Ornekleme yapilirken dért tohum transfer zonu dikkate alinmistir. Bu zonlarin
disinda drnekleme yaparken yiikselti olarak marjinal populasyonlar da géz 6niinde bulundurulmustur. Her bir popu-
lasyondan beser agacin yapraklart DNA izolasyonu i¢in kullanilmis ve populasyonlarin ¢ekirdek ribozomal ITS-5
bolgesi dizi analizleri yapilmistir. Populasyonlarin ITS-5 bolgesi incelendiginde, bu bdlge DNA dizilerinde Dogu
kayini ve Avrupa kayini dizileri farkli bir gruplasma gostermemistir.

Anahtar Kelimeler: Fagus orientalis, Dogu kayini, Fagus sylvatica, Avrupa kayini, ITS-5.
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Abstract

Fagus orientalis Lipsky (Oriental beech) indigenously grows in the west from Balkans through Anatolia, to the east
Caucasus, northern Iran and Crimea. In Turkey there is also natural distribution of Fagus sylvatica L. (European
beech).

In this study molecular divergence of Oriental beech and European beech was investigated by ITS-5 region. Oriental
beech and European beech samples were collected from 11 different natural populations. During sampling, popu-
lations were selected from four seed transfer zones of distributional area in Turkey. In addition to different zones,
marginal populations were also sampled. For each population, leaves from 5 single-trees were harvested for DNA
isolation. Nuclear ribosomal ITS-5 region sequences didn’t show different grouping in European and Oriental beech
populations.
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1. Giris kullandigindan, dogal seleksiyon baskisi sonucu o
. ) i yorenin yasama kosullarina en iyi uyum saglaya-
Ulkemiz cografik yapisi dolayisi ile orman agaclari bilmis ve o yérede en iistiin yasama dzelligini gos-
cesitliligi ve dogal ormanlarin yayilis gostermesi  (eren bireylerdir. Genetik cesitliligi yiiksek olan
agisindan 6nemli bir konumdadir. Her biri birer  iirler ve irklar, zamana ve yere gore degisen gevre
gen kaynagi olan dogal ormanlarimizin genetik ya- - kogullarina daha basarili uyum gosterme yetenegi-
pilariin belirlenmesi ekonomik, ekolojik, etik ve e sahiptirler. Ayrica genetik ¢esitliligi yiliksek olan
estetik Ozelliklerinden dolayr 6nem tasimaktadir  tiirler ve irklar, bilimsel ve teknolojik gelismelere
(Isik, 1996). Ulkemizin topografik yapisi, iklimi ve  bagli olarak degisen insan isteklerini karsilamada
insan etkileri yliztinden gok kisa mesafelerde ¢ev-  daha etkili ve yararl olurlar (Isik 1996). Bu da gos-
re kosullar1 degismektedir. Bunun sonucunda her  teriyor ki; gerek 1slah gerekse koruma caligmalar:
degisik ¢evre kosulu, degisik genetik yap1 ve lokal  agisindan populasyonlarin genetik yapisinin be-
populasyonlar ortaya c¢ikarmaktadir. Agaclar, ya-  lirlenmesi 6nem tagimaktadir (Conkle, 1980). Tiir
samlar1 boyunca kisitli bir yagama ortami (habitat)  ici genetik cesitliligin yiiksekligi, degisen g¢evre
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sartlarina uyum acisindan bir giivencedir. Genetik
cesitlilik ayn1 zamanda 1slah caligmalar1 igin se-
killenecek bir hammadde gibidir (Cossalter, 1989).
Orman agaglarinda genetik cesitliligin belirlenme-
sinde geleneksel yontem fidan karakteristikleri ve
seri kontrollii caprazlamalarla elde edilen déllerin
izlenmesidir (El-Kassaby, 1995). Bu calismalar
ekonomik veya ekolojik 6neme sahip kantitatif ve
fizyolojik karakterlere dayanir.

Fagus; Fagaceae familyasina ait alt1 cinsten biridir.
Diinya iizerinde 10 ana tiir ve 2 adet melez tiir ile
temsil edilmektedir: Japon kayin1 (Fagus crenata),
Cin kayin1 (Fagus gleriana), Amerikan kayini (Fa-
gus grandifolia), Tayvan kayini (Fagus hayatae),
Japon mavi kayini (Fagus jaenponica), Giiney Cin
kayini (Fagus longipetiolata), pariltili kayin (Fa-
gus lucida), Meksika kayini (Fagus mexicana),
Dogu kaymi (Fagus orientalis), Avrupa kayini
(Fagus sylvatica) (Angin ve Ozkan, 1997). Dogu
kayini; Avrupa kayini ile benzer 6zelliklerde olup,
bircok bilim adami tarafindan Avrupa kayininin
alt tiiri olarak adlandirilmaktadir. Her iki tiirtin
baglanti bolgesi Yunanistan ve Bulgaristan’dir. Bu
bolgedeki kayinlar bazi bilim adamlar: tarafindan
Fagus taurica diger bir deyisle; Fagus sylvatica ve
Fagus orientalis arasinda geg¢is tiirii olarak adlan-
dirilmakta olup, bazilarina gore de farkli tiir olarak
kabul edilmektedir. Morfolojik ¢aligmalar Avrupa
kay1n populasyonlarinin Tiirkiye’den Iran’a uzanan
populasyonlardan daha homojen oldugunu goster-
mistir (Denk, 1996). Diger bir tartigmali durum da,
Fagus moesiaca’da goriilmektedir. Fagus moesica
ayr1 bir tiir olarak diisiiniildiigii gibi, ¢ogu zaman
da F. sylvatica’nin alt tiirii olarak kabul edilmek-
tedir (Paule, 1995; Vettori ve ark., 2004). Hatzis-
kakis ve arkadaglarinin (2011) Yunanistan’dan
orneklenen Fagus sylvatica subsp. sylvatica ve

Fagus sylvatica subsp. orientalis yapraklarinin
morfolojik varyasyonunu arastirdiklari ¢alismada,
Batidan o6rneklenen populasyonlarin sylvatica’ya
Dogudan o6rneklenen populasyonlarinda oreinta-
lis’e yakinlastiklarini tespit etmistir. S6z konusu
tlirlerden iilkemizde Dogu kayint ve Avrupa ka-
yini dogal olarak yayilis gostermektedir. Avrupa
kaymin adindan da anlasilacagi lizere anavatani
bati-orta ve giiney Avrupa’dir. Avrupa kayininin
yayilis gosterdigi alanlar iilkemizde net olarak be-
lirlenmemis olsa da dogu kayininin dogal yayilis
gosterdigi bazi yerlerde bulundugu bilinmektedir.
Aydindzii'niin yayininda (2008), Tiirkiye’de Yildiz
Daglarin’da yayilis gosteren Avrupa kayini popu-
lasyonlar1 yer almaktadir. Ayrica Tiirkiye Florasin-
da da Avrupa kayininin yayilis gosterdigi alanlar
belirtilmistir (Davis, 1982).

Kayin tiirleri birgok yaprakli ormanda baskin tiir
olarak goriilmektedir. Ozellikle kuzey yarimkii-
renin 1liman kusagi agaglarindan olan kayinin
ekolojisi ve populasyon dinamigi bu alanlarda
yogun olarak calisiimistir. Ulkemiz ormanlarimin
1.630.296 ha’1t normal, 269,733 ha’t bozuk olmak
iizere toplam 1.899.929 ha’in1 kayin ormant olus-
turmaktadir. Bu deger iilkemiz ormanlarinin ala-
ninin %11,3’tine karsilik gelmektedir (Kandemir,
2013; Anonim, 2015).

Dogu kayini diiz, piiriizsiiz, agik gri kiil renginde
govdesi olan bir agagtir. Ug tomurcuklar1 pseudo-
terminaldir (yan durumlu tomurcugun yaninda
gelisme gosteremeyen siirgiin ucu kurumus olarak
bir ¢ikint1 halinde bulunan). Yan tomurcuklar siir-
glinlere a¢1 yapacak sekilde almaglt dizilmislerdir.
Yapraklar eliptik, yumurtamsi eliptik olup tam ke-
narli digsizdir (Sekil 1).

Sekil 1. Avrupa Kayini (sol) ovate yaprak sekli ve Dogu Kayini yapragi (sag) obovate yaprak sekli
Figure 1. European beech (left) ovate leaf and Oriental beech (right) obovate leaf
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Monoik bir bitkidir, yani erkek ve disi ¢igekler ayni
agacin farkli pozisyonlarinda bulunur. Tohumla-
rinda ¢imlenme engeli vardir. Besin maddesi ve
humus bakimindan zengin, orta ve derin toprak-
larda en uygun gelisimi gosterir (Ansin ve Ozkan,
1997). Avrupa kayini ve Dogu kayin1 birbirlerine
cok benzemektedirler. Her ikisinde de gri piirtizsiiz
bir gévde vardir. Yalniz Dogu kayininin goévdesi
biraz daha ag¢ik gridir. Dogu kayininin yapraklari
yumurta seklinde ve parcaciksizdir (lobsuz). Av-
rupa kayini ile Dogu kayini arasindaki en 6nemli
fark kupula iizerindeki pullardir (Sekil 2). Spatulat
olan bu yapilar Avrupa kayininda bulunmamakta-
dir (Anonim, 1985; Kandemir ve Kaya, 2009).

Sekil 2. Uzerindeki belirgin spatulat pullarla bir Dogu
Kayni kupulasi
Figure 2. Spatulate scales on the Oriental beech cupule

Kayin ¢esitli kullanim alanlari ile de 6nem tagimakta-
dir. Kaymin odunu orta yogunlukta diye tabir edilen
0,66 g/cm?®), 6z odunu sert, giiclii ve darbelere
karsi oldukga direnglidir. Bu nedenle buharla sekil
verilmeye uygundur. Buna ragmen Dogu kayini-
nin asil kullanim alan1 yakit olarak bilinmektedir.
Bunun yaninda kaplama, mobilya, parke, maden
diregi, travers yapiminda ve kagit endiistrisinde de
kullanilmaktadir (Kandemir ve Kaya, 2009).

Tiirkiye ormanlarinin ¢ogunlugunu ibreliler olus-
turmasina ragmen (%53,92) kuzey yarikiirede 10
tiir ile temsil edilen kayin, yaprakli ormanlarin en
o6nemli tiirlerinden biridir (Anonim, 2006). Kayin
ormanlari, tilkemizde asirlardan beri siiregelmektedir,
ancak uygun amenajman plani ve isletmesi uygulan-
madan yapilan kesimler sonucu yerlerini 6nemli dl¢lide
ormangiill, bogiirtlen ve egreltilerden ibaret zengin ve
hizla yayilan ¢al1 ve ot katina birakmustir (Atalay, 1992;
Kandemir, 2010).

Avrupa kayini, Avrupa agag tiirleri icinde en ¢ok arag-
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tirmaya konu olan agag tiirii olup; bu tiir ile yapilan ¢a-
lismalarda ekoloji, paleoekoloji ve genetik 6nemli yer
tutmaktadir (Magri ve ark., 2006). Ancak en genis ya-
yilisini lilkemizde yapan Dogu kayini igin ayni seyleri
sOylemek miimkiin degildir.

Tiirkiye’'deki kayin ormanlarmin ¢ogu antropojen etki-
ler ve isletme hatalar1 nedeniyle siirgiin kokenli birey-
lerden olusmaktadir. Bu durum odun kalitesini olum-
suz yonde etkilemekte, genetik tabanin daralmasina
neden olmakta ve genetik yenilemeyi engellemektedir
(Calikoglu ve Kavgaci, 2001).

Anavatani iilkemiz olan ve dogal yayilisinin biiytik bir
kismin1 tilkemizde gergeklestiren dogu kayini diinya
tizerinde Bulgaristan’dan baslayarak, Tiirkiye, Kafkas-
ya ve Iran’da dogal olarak yayihs gostermektedir. Tiir-
kiye’deki en genis ve en uygun yayilisini Demirkdy’den
Hopa’ya kadar Karadeniz sahiline paralel uzanan dag-
larin orta ve yiiksek kisimlarinda ve 6zellikle kuzey ba-
kilarda kurdugu saf ve karisik ormanlarda yapar. Mar-
mara Bolgesi ile Anadolu'da da yer yer goriiliir. Dogu
Akdeniz’de Adanamin Pos ormanlarinda, Amanos
Daglarrnda, Yozgat-Cekerek’de, Kahramanmaras-An-
dirin yoresi ile Kiitahya cevresinde lokal ve relikt olarak
bulunur. Dogu kayini rutubetge zengin, yagisin dengeli
oldugu 1liman iklimlerden hoslanir (Ansin ve Ozkan,
1997; Atalay, 1992).

Dogu kayn, Tiirkiye'deki yaprakli agag tiirlerinin i¢in-
de agaclandirma hacmi bakimindan en 6énemli tiirdiir
ve bu tiirde dogal genclestirmeler yapilmaktadir. Kayin
ormanlar1 tomruk eldesi i¢in 6nem tagimasinin yaninda
cevre ve toprak koruma nedeniyle de géz oniinde bu-
lundurulmali ve ibrelilere alternatif olarak da diisiintil-
melidir (Koski ve Antola, 1993).

Dogu kayini yaygin bir yaprakli tiir olmasi ve Tiir-
kiye ekonomisi i¢in 6nemi diisiiniilerek Milli Agag
Islah1 Programina konu olmaktadir. Bu programa
dahil edilmis tek yaprakli tiirdiir. Kayinin temel 1s-
lah amaci ibrelilere benzer olarak boy ve hacim ar-
timidir. Diizglin gévde, yuvarlaklik, ince ve genis
dal ag1s1 gibi karakterler lizerinde de durulmasi ge-
rektigi diistiniilmektedir (Koski ve Antola, 1993).

Dogu kayini iklim ve ekolojik sartlara gore iki ana
1slah zonuna ayrilmistir (Atalay, 1992). Her iki 1s-
lah zonunun sinirt iklim sartlarinin deniz iklimin-
den karasala doniistiigli Karadeniz sahiline paralel
uzanan ilk siradaglardan gegmektedir. Bu iki 1slah
zonuna ilaveten Milli Agag Islaht Programinda bir
de tohum iiretim zonu dnerilmistir. Ana 1slah zon-
larinda g, tohum {iretim zonunda ii¢ olmak lizere
alt1 adet alt zon ve bir de Amanos Daglarinda gen
koruma zonu ayrilmistir. Boylece Milli Agag Islaht
Programinda Dogu kayin1 dort 1slah zonuna ayril-
mistir (Koski ve Antola, 1993).

Dogu kaymninin ilkemizde genis alanda yayilis
gostermesi, tohum iiretimi ve agaclandirma ca-
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lismalar1 agisindan tohum transfer zonlarinin be-
lirlenmesi ihtiyacini dogurmustur (Atalay, 1992).
Kayin ormanlarinin yetisme, dolayisiyla bonitet,
verim giici ve floristik kompozisyon o&zellikleri
bakimindan 6nemli farkliliklari bulundugu bil-
dirilmektedir. Bu nedenle, kayinin yetismesinde
etkili olan tiim ekolojik 6geler dikkate alinarak,
tohum transferi agisindan Tiirkiye kayin ormanla-
11 bolgelere ve bolgelerde degisen yagis, sicaklik,
baki, ytikseklik, floristik kompozisyona gore 4 ana
ve 30 alt bolgeye ayrilmigtir (Tablo 1). Dogu kayini
tohum transfer zonlar1 Tablo 1 de yer almaktadir.

Tablo 1. Tohum Transfer Zonlar1 ve Alt Zonlar1
(Atalay, 1992)
Table 1. Seed Transfer Zones and sub-zones of Oriental
beech (Atalay, 1992)
KARADENIZ SAHIL ZONU
Camili Havzasi

1.1

1.2 Goktag-Muratl arast Coruh Havzasi
1.3 Sarp-Ordu arasi
1.4 Ordu-Sinop arasi
1.5  Sinop-Eregli aras1
1.6 Eregli-Akcakoca arasi
1.7  Catalca-Kocaeli boliimii
1.8 Samanli Daglar1 dogu boliimii
1.9  Istranca Daglari dogu boliimii
1.10  Istranca Daglar1 orta ve bat1 boliimii
1.11  Istranca Daglar1 gliney bolimii
KARADENIZ ARDI ZONU
2.1  Ortakdy ve Dokmeci yukar1 havzasi
2.2 Artvin yoresi
2.3 Yukar1 Altiparmak (Barhal) Havzasi
2.4  Orta Harsit Havzast
2.5  Koyulhisar-Tagova, Kelkit Nehri kuzeyi
2.6 Kelkit vadisi giiney boliimii
2.7  Ladik-Boyabat bolimii
2.8 Kastamonu Havzasi
2.9  Arag ¢ay1 yukar1 havzasi (Karabiik-Arag arasi)
2.10 Dokurcun yukar1 havzasi
MARMARA ZONU (Trakya haric)
3.1 Samanli Daglar1 batt boliimii
3.2  Katirli-Avdan Daglar1 kuzey boliimii
3.3  Giliney Marmara (Kapidag-Karadag) boliimi
34  Uludag-Domani¢ Daglar1 boliimii
3.5  Catal-Omeralt1 Daglar1 boliimii
3.6  Biga-Gonen boliimi
37  Kazdagi bolimi
3.8 Akdag (Dursunbey) boliimi
Demirci-Saphane-Murat Daglar1 (Kuzeydogu
39 Ege boliimii)
AMANOS ZONU
4 Amanoslar (gen koruma alani)
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Son yillarda bitkilerin tanimlanmasinda morfolo-
jik karakterlerin yani sira molekiiler verilerin kul-
lanilmast hiz kazanmistir. Yiiksek yapili bitkiler
¢ekirdek genomu ve organel genomuna (kloroplast
ve mitokondri) sahiptirler. Cekirdek genomu lineer
yapidadir ve eseyli kalitimlanir. Fakat kloroplast ve
mitokondri genomu eseysiz olarak kalitimlanir ve
halkasal yapidadir (Graham ve Olmstead, 2000).
Kloroplast DNA dizileri bolgesi yapist itibari ile
bitkilerde molekiiler filogenetik caligsmalarda kul-
lanilan baglica bolgelerdendir (Baldwin, 1992; Al-
varez ve Mendel, 2003). Bu bolgeler kodlanmayan
yapilari itibart ile kodlanan bolgelere gore filoge-
netik analizler bakimindan daha anlamli varyas-
yonlar olusturmaktadir. Bu nedenle de taksonomik
calismalarda kullanilmaktadir (Gielly ve Taberlet,
1994). Cekirdek ribozomal ITS (Internal Transc-
ribed Spacers) bolgesi de son yillarda bitkilerin
evrimsel arastirmalarinda en ¢ok kullanilan bolge-
lerden birisidir (Alvarez ve Mendel, 2003; Hughes
ve ark. 2006; Feliner ve Rossellbo, 2007). Bunun
en dnemli nedeni, farkli taksonomik seviyelerdeki
bitkiler i¢in, genis bir yelpazedeki bitki tiirlerinde
kullanilabilen evrensel primerler gelistirilmis ol-
masidir (White ve ark. 1990). Ayrica, varyasyon
diizeyi nedeniyle, tiir seviyesinde molekiiler ¢alis-
malar i¢in yeterli belirte¢ saglar. Bu nedenle, ITS
bolgesi poliploid taksonlarin orjini, hibritlesme,
introgresyon (geri melezleme) ve filogenetik ca-
ligmalarda siklikla kullanilmaktadir. ITS bdlgesi
Fagacea ailesinde Quercus (Manos ve ark. 1999;
2001; Bellarosa et al. 2005; Cases ve ark. 2007,
Denk ve Grimm 2010), Castenea (Manos ve ark.
2001) ve Fagus (Denk et al. 2002)’ta filogenetik
iligkilerin ortaya koyulmasi amagli birgok ¢aligma-
da kullanilmistir.

Dirik (1994), ormancilikta kullanilabilmenin temel
kosullarindan biri olan korumanin; bir yandan ya-
sal ve yonetsel onlemlerin alinmasini, diger yan-
dan da teknik calismalarin ekolojik ve biyolojik
ilkelerle uyumlu olmasini, bu ilkelerin temel daya-
naklarindan birinin de ormanlarin genetik yapilari
oldugunu belirtmektedir. Bu baglamda ormanci-
likta yapilan genetik ¢aligsmalar direk ya da dolayl
olarak koruma ¢aligmalarina hizmet etmektedir.

Bu calismada, ilkemizde yayilis gosteren Dogu
kayini ve Avrupa kayini populasyonlarinda ITS-
5 bolgesi farklilagmasi arastirilmistir. Morfolojik
olarak farklilik gésteren bu iki tiir arasindaki mole-
kiiler farklilagmanin ITS-5 bolgesindeki boyutunu
ortaya koymak hedeflenmistir.
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2. Materyal ve Yontem

2.1. Orneklenen populasyonlar

Ornekleme tohum transfer zonlar1 (Tablo 1) dikka-

te alinarak yapilmistir. Ornekleme yapilan popu-
lasyonlar Tablo 2’ de verilmistir. Populasyonlarin
Tiirkiye haritasi iizerindeki dagilimlart ise Sekil

3’te gosterilmistir.

Tablo 2. Orneklenen populasyonlar ve 6zellikleri
Table 2. Studied populations and properties

No Populasyonlar k0D (TR e Tala )y
1 Bolu- Ayikayasi AY1 5 2.10 1100
2 Akkus-Golliice GOL 5 1.4 1260
3 Kadirli-Tagkoprii TAS 5 4 1500
4 Demirkdy-Kadinkule DEM 5 1.10 700
5 Demirkdy-Kadinkule KAD 5 Avrupa kayini 700
6 Yusufeli-Altiparmak YUS 5 2.3 2100
7 Dursunbey-Camlik CAM 5 Avrupa kayini 1670
8 Alacam-Alacam ALA 5 Avrupa kayini 1700
9 Alagam-Degirmenegrek DEE 5 3.8 1600
10 Kalkim-Sariot SAR 5 Avrupa kayini 1300
11 Kalkim-Sariot SARdk 5 3.7 1300
e ae s0e e
o) v

Sekil 3.0rneklenen populasyonlarin kayin dagilim haritasi iizerindeki yerlesimleri
Figure 3. Distribution map of studied populations
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2.2. Ornekleme yontemi

Her bir populasyondan 5’er agac olmak iizere top-
lam 55 agagtan yaprak ornekleri alinmistir. Mes-
cerelerden ornekleme yapilirken, aileler arasinda
en az 100 m mesafe olmasina, 300 m’den fazla
yikselti farki olmamasina dikkat edilmistir. Her
bir agactan toplanan yapraklar ayri ayri torbala-
narak, buzluklarla en kisa slirede Orman Agaglari
ve tohumlari Islah Arastirma Enstitiisti Midirligi
derin dondurucularina ulastirilmistir. Yaprak or-
nekleri DNA izolasyonu yapilana kadar -80°C’de
saklanmistir.

2.3. DNA izolasyonu

PCR analizlerine uygun saflikta DNA elde ede-
bilmek i¢in hazir DNA izolasyon kiti denenmistir.
Ancak denenen farklt DNA izolasyon kitlerinden
hicbiri istenilen verimlilikte sonug¢ vermemistir.
Bu yiizden, ¢esitli DNA izolasyon yontemleri de-
nenmis ve bunlar arasinda en iyi sonu¢ Doyle ve
Doyle’nin (1990) CTAB (Cetryl Trimethyl Ammo-
nium Bromide) protokoliiyle elde edilmistir. Sonug
olarak, kayin yapraklarindan DNA izolasyonunda
baz1 degisiklikler yapilarak asagidaki protokoliin
kullanilmasina karar verilmistir:

1. Yapraklar sivi azotla beyazlayincaya kadar

ezilip 0.5 gram tartilarak tiiplere konulur.

2. Uzerine 6nceden 1s1tilmis 15 ml CTAB bziitle-
me tamponu eklenip karistirilir.

3. Tipler subanyosunda (65°C) 1 saat bekletildik-
tensonra 14000rpm’de 10dakikasantrifiijedilir.

4. Ust faz yeni tiiplere almr, iizerine 10 ml
kloroform:oktanol (24:1) soliisyonu eklenip,
karistirildiktan sonra 14000 rpm’de, 15 dakika
santrifiijlenir.

5. Ust faz alarak, daha énceden 10 ml soguk
isopropanol konulmus tiiplere aktarilir.

6. Ultra soguk (-80°C) dolapta 1 saat bekletilir.
7. Yeniden 14000rpm’de 10 dakikasantrifiijedilir.

8. Ust faz dokiiliir. Cokelti 5 ml %70 etil alkolle
iki kere yikanir.

9. Tipler ters gevrilerek kurumaya birakilir.
10. Cokelti 200 pl TE tamponuyla ¢oziiliir.
Elde edilen DNA -20°C’de saklanmistir.

2.4. Elde edilen DNA miktarlarinin olciilmesi
ve seyreltilmesi

Elde edilen tiim DNA &rneklerinin konsantras-
yonlar1 UV Visible spektrofotometreyle (Amers-

ham Gene Quant) dl¢iilmistiir. Elde edilen DNA
konsantrasyonlar1 40 pg/ml - 1100 pg/ml arasinda
degismistir. Sonug¢ olarak, PCR uygulamalar1 i¢in
tim DNA ornekleri 50 ng/ml olacak sekilde sey-
reltilmistir. Seyreltilmis DNA ornekleri ¢alisma
siiresince +4°C’de saklanmistir.

2.5. PCR optimizasyonu ve ITS bolgesi
cogaltilmasi

PCR’da dogru sonuglar elde edebilmek ve bant ya-
pisinin net olmasi i¢in degisik primerler denenmis-
tir. Elde edilen PCR iiriinleri 2 pl yiikkleme boyasi
eklenerek, % 2,5’lik Nu Micropor agaroz jelde, 1x
TAE tamponuyla, 80 Voltta 3 saat yiiriitiilmiistiir.
Ayrica jellerde 2-3 kuyucuga, elde edilen bantlarin
biiytikliiklerini belirlemek amactyla DNA standar-
d1 ytiklenmistir.

PCR tepkime karigiminin optimizasyonu igin,
farkli DNA ve primer konsantrasyonlariyla, Bo-
vine Serum Albumin (BSA) ve Tween 20 etkisi
denenmistir. Cogaltilan ITS-5 bdlgesi, dizi ana-
lizlerinde kullanilmistir. S6z konusu bdlgenin pri-
merleri Tablo 3’de yer almaktadir.

Analizlerde en iyi sonug¢ verenlerden ITS-5 geni
kullanilmistir. Bu gen i¢in polimeraz zincir reak-
siyonu tepkime karisimi ve PCR bilgileri Tablo 4
ve 5 de verilmistir. DNA dizi analizinde hem geri
(reverse) hem de ileri (forward) primerler kullanil-
mis, elde edilen 2 dizi iist iiste konularak diziler
lizerindeki varsa bosluklar tamamlanmistir. Elli
bes bireyden otuzunda ileri ve geri primerlerle
olusturulan diziler eksiksiz tamamlanmis ve ana-
lizlerde eksiksiz dizi veren bu otuz birey kulla-
nilmistir. Her populasyondan minimum iki 6rnek
kullanilmistir.

2.6. Istatistik degerlendirme

DNA dizileri CHROMAS programi ile kontrol
edilmis, CLUSTELX 2 (Thompson ve ark., 1997)
programi ile alt alta dizilmis, diziler arasindaki
farklar isarctlenmistir. Daha sonra MEGA for-
matina donistiirilmiis, populasyonlar arast me-
safe MEGA-5 (Molecular Evolutionary Genetics
Analysis) (Tamura ve ark., 2011) analiz programi
ile hesaplanmistir.

3. Bulgular

Bu ¢alismada, Tirkiye’de yayilis gosteren on bir
Dogu kayini ve Avrupa kayini populasyonunun
dizi analizi ¢ekirdek ribozomal ITS-5 bolgesi ¢o-
galtilarak incelenmis ve populasyonlarin arasinda-
ki baglant1 hesaplanmustir.

On bir populasyonda 684 baz cifti analize tabi tu-
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Tablo 3. Populasyonlarin dizi analizlerinde kullanilan primerler
Table 3. Primers used for the sequence analysis

DNA dizi analizi Primer dizileri (5-3")
bolgeleri
. ITSS5 (ileri): GGA AGT AAA AGT CGT AAC AAG G
ITS-5 geni

26S-25R (geri): TAT GCT TAA ACT CAG CGG GT

Tablo 4. ITS-5 i¢in optimizasyonu yapilan PCR tepkime karigimi
Table 4. ITS-5 PCR mixture

PCR tepkime igerigi Kullanilan miktar Son etkin miktar
Steril Su 33,5ul
dNTP (10 mM) 1 ul 0,4 uM
MgCl, (25 mM) S5ul 1,5 uM
Tampon (10 x) S5ul 1x
Primer (100 uM) 2+2 ul 1 uM
TagDNA Polimeraz (5 u/ul) 0,5 ul lu
DNA (ng/pul) 2 ul 10 ng
Toplam Miktar 50 ul

Tablo 5. ITS-5 i¢in PCR tepkime reaksiyonlar1
Table 5. ITS-5 PCR reaction

Sicaklik Siire

C) (dakika) Dongii sayis1 Tanim
95 5 1 Ik sarmal bozulumu
95 1 Sarmal bozulumu
54 1 35 Birlesme
72 1 Uzama
72 10 1 Son uzama
Ayvikayasi
Demirkoy
Sariotdk
Alacam
1 Golluce
Taskopru
Kadinkule
Camlik
] Yusufeli
Degirmenegrek
Sariot
—,r——————T——7—T—T—TT
0.070 0.054 0.038 0.021 0.005

Tamura 3-parameter

Sekil 4. ITS-5 dizi analiz sonuglarina gore olusturulan dendrogram
Figure 4. ITS-5 sequence analysis dendrogram
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Tablo 6. ITS-5 bolgesi dizileri baz (Timin, Guanin, Adenin, Sitozin) kompozisyonu
Tabble 6. ITS-5 region sequence base composition (Thymine, Guanine, Adenine, Cytosine)

Bireyler T(imin)  S(itozin) A(denin) G(uanin) Toplam
Alagaml 18,5 32,3 20,0 29,2 650,0
Alagam?2 17,7 332 20,3 28,7 654,0
Alagam3 18,0 32,2 20,3 29.4 649,0
Ayikayasi2 17,8 32,7 20,2 29,3 645,0
Ayikayas15 18,2 32,9 20,0 28,9 650,0
AF456965 (Gen bankasi 6rnegi) 18,6 31,9 20,7 28,8 652,0
AF456959 (Gen bankasi drnegi) 17,7 324 20,5 29,3 648.,0
Camlik3 18,1 32,6 20,4 29,0 6480
Camlik4 17,6 32,7 20,3 29.4 649,0
Degirmenegrek! 18,0 32,7 20,2 29,1 649,0
Degirmenegrek4 18,0 32,0 20,0 30,0 650,0
Degirmenegrek5 17,9 33,2 19,9 28,9 653,0
Demirkdyl 18,5 31,9 20,3 29,3 659,0
Demirkdy?2 18,2 32,0 20,3 29,5 660,0
Demirkoy5 18,0 32,1 20,3 29,5 660,0
Golliicel 18,4 32,1 20,0 29,5 651,0
Golliice2 17,9 32,6 19,9 29,5 647,0
Golliice3 17,9 32,7 20,3 29,1 649,0
Kadinkule3 18,0 32,7 20,3 29,0 649,0
Kadinkule4 19,7 32,7 19,7 27,9 664,0
Sariot3 17,9 32,5 20,3 29,3 649,0
Sariot4 18,2 32,5 19,9 294 649,0
Sariotdk1 17,7 32,5 20,2 29,6 649,0
Sariotdk3 17,9 32,4 19,8 29,9 6480
Sariotdk4 18,1 33,6 19,5 28,7 645,0
Sariotdk5 17,9 32,7 20,2 29,2 648,0
Taskopriil 18,0 31,7 20,7 29,6 646,0
Taskoprid 18,2 32,4 20,2 29,3 649,0
Taskopriis 18,0 32,4 20,2 29,4 649,0
Yusufeli2 17,9 32,5 20,2 29,4 649,0
Yusufeli3 18,2 32,5 20,2 29,1 649,0
Yusufeli4 18,2 32,4 20,2 29,3 649,0
Ortalama 18,1 32,5 20,2 29,2 650,3

tulmustur. Bu baz ¢ifti dizisinde 684 bazdan 499
tanesi korunan bolgedir (conserved), diger bir de-
yisle 499 baz biitiin bireylerde ayni1 siralamay1 gos-
termistir. Calisilan bolgede 169 baz degisken ve 60
tanesi de filogenetik olarak bilgi saglayan baz di-
zisi (parsimony informative) olarak bulunmustur.

Bu bolgedeki mutasyonlar kontrol edilmis ve baz
dizisi incelendiginde toplam yedi transisyon (pii-
rin-piirin ve pirimidin-pirimidin degisikligi) ve on
bir adet de transversiyon (piirin-pirimidin veya pi-
rimidin-piirin degisikligi) tespit edilmistir. Dizide
629 bazda ise herhangi bir degisiklik bulunmamis-
tir. Transisyon/transversiyon orani ise 0,62 olarak
hesaplanmistir.

Yapilan dizi analizlerinde baz kompozisyonu her
bir birey icin bakilmig ve T (Timin), G (Guanin),
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A (Adenin) ve S (Sitozin) oranlar1 tespit edilmis-
tir. Tablo 6 da goriildiigii gibi dizilerin 645 baz ile
664 baz arasinda degistigi gozlenmistir. Ortalama
650,3 baz bulunmaktadir. Analiz edilen Dogu ka-
yini ve Avrupa kayini bireylerinde ITS-5 bolgesi
cogunlukla Sitozinlerden olusmaktadir, (%32,5) en
az Timin (%]18,1) icermektedir (Tablo 6).

Yapilan dizi analizleri sonucuna gore Dogu kay1-
n1 ve Avrupa kayini arasinda farkli bir gruplasma
gozlenmemistir. Avrupa kayini populasyonlari
olan Demirkéy-Kadinkule, Dursunbey-Camlik,
Alagam-Alagam ve Kalkim-Sariot gruplagmalar
icerisinde dagilmistir. Ayni bdlgeden toplanan
Dogu kayini ve Avrupa kayimi populasyonlari
(Demirkdy- Kadinkule ve Kalkim-Sariot) Kimura
mesafe analizine (Kimura,1964; 1980) gore farkl
kollarda yer almislardir. Ancak yakin mesafeden
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toplanan Alagam, Sariotdk (Sariot dogu kayini),
Degirmenegrek populasyonlar1 birbirine yakin
cikmistir.  Avrupa kayinlar1 bu ikinci gruplasma
alaninda cogunlukta bulunmaktadir. Bu grubun
disinda bir tek Sariot Avrupa kayini populasyonu
yer almaktadir. Yine Demirkoy-Kadinkule’den
toplanan Dogu kayini ve Avrupa kayini dizileri
farkli gruplarda yer almislardir (Sekil 4).

Aritmetik ortalamalara gére UPGMA (Unweigh-
ted Pair Group Method with Arithmetic Mean) ile
her bir bireyler gruplandiginda Avrupa kayinlari
ve Dogu kayinlarinin grup olusturmadigi daginik
gruplar olusturduklar1 gériilmektedir (Nei, 1972).

4. Tartisma ve Sonuc¢

Bu calismada orneklenen on bir Dogu kayini ve
Avrupa kayini populasyonunun ITS-5 bolgesi dizi
analizleri yapilmistir. Yapilan ITS-5 bolgesi dizi
analizleri sonucuna gére Dogu kayini ve Avrupa
kayini arasinda farkli bir gruplasma gozlenme-
mistir. Sariot (Avrupa kayini) populasyonu diger
populasyonlardan ayrilmistir. Sariot bolgesinden
orneklenen Avrupa kayimi ve Dogu kayimni farkli
gruplar iginde yer almistir. Diger bir degisle Sariot
Avrupa kayini, Avrupa kayinlari ile grup olustur-
madig1 gibi, diger populasyonlardan da ayrilmistir.

Denk ve arkadaslarinin (2002) Dogu Avrupa ve
Bat1 Asya kayin populasyonlarinda genetik, mor-
foloji ve fosil kayitlar1 kullanarak yaptigi kapsamli
bir ¢alisma bulunmaktadir. Avrupa ve Asya’ya ait
kayin populasyonlarinda yapilan allozim ¢aligma-
sinda populasyonlar arasi genetik gesitlilik (F)
degerleri bakimindan oldukga farklilastiklarini or-
taya koymuslardir. Asya populasyonlarit Dogu ka-
yminda da Avrupa kayininda da allelik zenginlik
acisindan Avrupa populasyonlarindan daha yiik-
sek seviyede bulunmustur (Gomory ve ark. 2007).

Hatziskakis ve arkadaslarinin (2009) F. sylvatica
da kloroplast haplotip ¢esitliligi ile ilgili yaptik-
lar1 ¢aligmada genetik ¢esitlilik degerlerinin 0,69
ile 0,19 arasinda degismekte oldugu goriilmiistiir.
Bu degerlerin iginde en diisiik olan1 0,19°1a Tiirki-
ye’den toplanan populasyonlardan elde edilmistir.
Yine Papageorgiou ve arkadaglarinin (2008) F.
sylvatica ve F. orientalis ile yaptiklar1 ¢alismada
(F.orientalis’i, F.sylvatica’nin alttiirii olarak kabul
etmislerdir. Rodoplar’dan, toplanan populasyonlar-
da AFLP kullanilarak elde edilen genetik ¢esitlilik
degerleri oldukga diisiik ve kloroplast DNA’s1 ile
yapilan caligmada ise daha yiiksek bulunmustur.
Ayrica ayn1 ¢alismada dogudan batiya gidildikge
kayin populasyonlarindaki genetik ¢esitlilik dege-
rinin yiikseldigine igaret edilmistir.
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Gailing ve Wuehlisch (2004)’'in Dogu kayini ve
Avrupa kayininda AFLP belirtegleri ve kloroplast
mikrosatellitleri ile yaptiklar1 calismada, Avru-
pa kayini ve Tirkiye’'nin kuzeyinden orneklenen
Dogu kayinlar1 farkli gruplasma olustururken,
yine ayni ¢alismada kloroplast mikrosatellitleri
kullanilarak yapilan gruplamada Avrupa kayinlar1
iki farkli tip olusturmus, Tirkiye’nin kuzeyinden
alinan orneklerde ise farkli kloroplast tipleri goriil-
miigtlir. Bu 6rneklerde yiiksek kloroplast varyasyo-
nu tespit edilmistir. Kloroplast bolgesi belirtecleri
ile ITS-5 bolgesinin benzer sonuglar ortaya koydu-
gu disinilmektedir. Calisma F. orientalis ve F.
sylvaticanin cografik olarak ayrilmis (allopatik)
taksa oldugunu ortaya koymustur.

Avrupa kayini ile yapilan bir ¢aligmada paleobota-
nik ve genetik veri kullanilarak iklim siginaklar1
ile Iber Yarimadasi, Italya ve Balkanlar’da ki bit-
ki cografyasi hakkinda farkl: bir yapilagma ortaya
koyulmustur. Bu calismada kloroplast markorle-
ri kullanilmig, ancak farkli haplotip gruplasmasi
gozlenmemistir (Magri ve ark. 2006). Ancak daha
once yapilan farkli bir ¢alismada 3 farkli haplotip
bulunmustur (Demesure ve ark. 1996). Yunanis-
tan’in kuzeyinden Rodop Daglarr’ndan toplanan
populasyonlarla yapilan ¢alismada morfolojik ola-
rak Dogu kayini ve Avrupa kayini 6zellikleri gos-
teren populasyonlarda genetik ¢esitlilikte dogudan
batiya gidildik¢e kademeli bir artis oldugu gozlen-
mistir (Papageorgiou ve ark. 2008).

Iran’dan 6rneklenen 14 Dogu kayini populasyo-
nunda, kloroplast DNA’st #ruD, truT bolgesi ile
yapilan ¢alismada 3 farkli haplotip bulunmustur
(Shanjani ve ark., 2004). iran’dan 6rneklenen bu
bireylerde farklit DNA bdlgelerinin dizileri Dogu
kayininda belirgin ya da ayirt edici bir dizilim ol-
madig1 sonucunu dogurmaktadir.

ITS-5 bolgesi incelendiginde Dogu ve Avrupa ka-
yinlarinin ayirt edici bir fark olusturmamasr iki tii-
riin birbirinin hibriti olabilecegi fikrini de diisiin-
diirmektedir. Ciinkii bu tiirlerin hibritlesmesi i¢in
en gecerli sebep olan cografik yakinliktir ve ayni
ornekleme alaninda her iki kayinin da bulunuyor
olmasi bu fikri pekistirmektedir. Ayn1 sekilde Bal-
kanlar da ki kayinin her iki kayina da benzemesi
ya da her iki kayindan da ayrilmasi Avrupa kayi-
ninin bir ekotipi olabilecegi hipotezini de ortaya
koymaktadir (Goméry ve ark. 1999).

Linnaeus zamanindan buyana botanikgiler bitki
tiir ¢esitliligini ortaya koymak i¢in ¢esitli karakter-
leri taksonomik kanit olarak kullanmislardir. Bun-
larin i¢inde morfoloji, anatomi, embriyoloji, polen
biyolojisi, kromozomlar, proteinler, bitkilerin yan
iiriinleri ve DNA dizi verisi yer almaktadir. Buna
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ragmen hizli ve dogru olarak bitki tiiriinii ayirt
etmek oldukg¢a zordur (Li ve ark., 2011). Kayimin
genom biiyiikliigii de dikkate alinirsa (Lesur ve
ark.,2015), tiim genomdaki bir DNA bdlgesinde tiir
farklilagmasi goriilmemesi ¢ok sasirtict bir sonug
degildir.
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