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TURKIYE ECHINOPS L. (ASTERACEAE) CINSI OLIGOLEPIS
SEKSiYONUNA AiT TAKSONLARIN 2C DNA MiKTARININ
BELIiRLENMESI

Handan SAPCI
Erciyes Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii
Yiiksek Lisans Tezi, Arahk 2011
Damisman: Do¢. Dr. Cem VURAL

KISA OZET

Bu ¢alismada, Echinops cinsinin Oligolepis seksiyonuna ait ti¢, Echinops ve Ritropsis
seksiyonlarindan da birer tiirin DNA miktarlari, flow sitometri teknigi kullanilarak
belirlenmistir. Calisilan tiirlerin 2C DNA miktar1 5.549 pg ile 9,166 pg arasinda
bulunmustur. Bu taksonlar arasinda 2C DNA degerleri arasinda ¢ok biiyiik farkliliklar
olmadigindan dolay: tiirlerin diploid oldugunu diisiiniilmektedir. Istatistiksel analiz
sonuglarina gore, genom miktari ile tiirlerin yasadiklar ytlikseklikler ve tohum boyutlari
arasinda onemli bir iligki yoktur. Oligolepis seksiyonu igerisinde 2C DNA miktarlari,
atasal tiir olarak belirledigimiz edilen E. melitenensis’ den grubun en modern tiirii olan
E. phaeocephalus’ a dogru bir artis gostermektedir. Bu ¢alismayla, Echinops cinsine ait
E. melitenensis, E. phaeocephalus, E. dumanii ve E. ritro tiirlerinin nuklear DNA

miktar1 ilk kez belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: 2C DNA, Oligolepis, Echinops, Tiirkiye.



vii

DETERMINATION OF 2C DNA CONTENTS OF OLIGOLEPIS SECTION
GENUS OF ECHINOPS (ASTERACEAE) IN TURKEY

Handan SAPCI
Erciyes University, Graduate School of Natural and Applied Sciences
M.Sc. Thesis, December 2011
Supervisor: Association Prof. Dr. Cem VURAL

ABSTRACT

In this study, nuclear DNA content has been estimated using flow cytometry for section
Oligolepis (three species), section Echinops (E. ritro) and section Ritropsis (E.
orientalis) of Echinops (Asteraceae). 2C DNA content of studied species values ranged
from 5,549 pg to 9,166 pg. 2C DNA values of these taxa, as there are not huge
differences, we think that these taxa are diploid. According to statistical analysis results,
correlation of genome size with altitude and seed length of species was not significant
correlation. 2C DNA value has been increasing from E. melitenensis, considered as
ancestral species in section Oligolepis, to E. phaeocephalus, the most modern species in
this section. The nuclear DNA amount of E. melitenensis, E. phaeocephalus, E. dumanii

and E. ritro was determined for the first time in this study.

Keywords: 2C DNA, Oligolepis, Echinops, Turkey.
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GIRIS

Flow sitometri (FCM) izole edilmis partikiillerin (hiicre, cekirdek veya
kromozomlardan) optik karakterlerinin olgiilmesi igin kullanilan bir metot olarak
tanimlanabilir. Bu teknik ilk olarak 1960-1970° li yillarda biyomedikal uygulamalarda
(6rnegin kan hiicrelerinin hizli sayimi ve analizi gibi) kullanilmak iizere gelistirilmistir
[1]. Son 30 yi1l boyunca, ¢ok yonlii kullanilabilmesi ve yeni boyama ydntemlerinin de
kesfedilmesiyle, canli biliminin ¢ok genis alanlarina yayilmistir. Giintimiizde FCM,
rutin bir sekilde klinik teshislerde, biyoteknolojide temel ve uygulamali arastirmalarda
(immunoloji, molekuler biyoloji, genetik, farmakoloji, zooloji, deniz biyolojisi ve
botanik) kullanilmaktadir. Bu teknigin kullanigli olmasinin sebebi, genis arakliklarda es
zamanl olarak kaydedilebilen parametrelerin elde edilebilmesi ve bu parametrelerin

popiilasyon igerisindeki dagilimlarinin nasil oldugu hakkinda bize fikir verebilmesidir.

Flow sitometri hiicredeki (boyut, sekil, tanesellik 6zelligi, olasi membran, hiicre
dongusu, apopitosis) ve hiicre i¢indeki (DNA ve RNA igerikleri, temel bilesenleri,
protein igerigi, hiicre i¢i pH, kalsiyum konsantrasyonlari, kromozom boyutlari, vb.)
cesitli karakterlerin tanimlanabilmesine imkan verir [2, 3]. FCM’ nin kendi kullanim
alanlart icerisinde bir kiyaslama yapildiginda, bitki bilimindeki FCM uygulamalarinin
insan ve hayvan biyolojisindeki FCM c¢alismalarina nispeten oldukca geride kaldigi
goraldr [4]. Literatiire bakildiginda, bu teknolojiden yararlanilarak yapilan ilk ¢alisma
1973’ de yayinlanmasina ragmen [5], bu teknik 1980’ lere kadar sadece birkag
laboratuarda kullanilmistir. Bu gecikme cogunlukla tek partikiil siispansiyonunun
gerekliliginden kaynaklanir. Bitki hiicrelerinin biiylik ¢ogunlugu kat1 i¢cinde birlesmis,

tic boyutlu dokular oldugundan dolayi, izolasyonlar1 i¢in bir metot gelistirilmesi



gerekmektedir. Bu amagla, analizlerde kullanmak igin hiicre duvarmin enzimatik
sindiriminden sonra elde edilen protoplastlarin kullanimi 6ncelikli olarak tercih
edilmistir. Ancak plazma membrani, DNA-spesifik florokromlar i¢in gegirgen degildir.
Bu sebebten ethanol/asetik asit fiksasyonu gereklidir [4]. Ayrica, sitometrik Olgiimler
sirasinda karsilagilan bazi zorluklar da vardir. Bu zorluklar sitoplazmik DNA’ nin
varligindaki ¢esitli kalintilar (nisasta tanecikleri gibi), dogal florokromlarin yiksek
muhteviyati (klorofil gibi) ya da ¢ekirdegin yerinin belirlenememesi (biiyiik vakuollerin
varligi nedeniyle) gibi nedenlerden kaynaklanir [4, 6]. Ancak s6zl edilen engeller,
niikleusun izole edilmesi ile elimine edilebilir. Iyonik olmayan deterjan Grinlerinin
varliginda protoplastin pargalanmasi ile nukleus, flow sitometri icin uygun hale
getirilebilmektedir [7]. Bu yaklasim rutin olarak birka¢ laboratuarda c¢alisilmasina
ragmen Ornek hazirlama zahmetli bir is oldugu i¢in tam olarak ilerletilememistir. Flow
sitometrideki asil biiyiik ilerleme, 1983 yilinda David Galbraith ve onun ¢alisma
arkadaglarinin bitki dokularindan nukleusun mekanik izolasyonu igin basit ve hizli bir
metodu bulmasi ile olmustur [8]. Bitki dokulari, iyonik olmayan deterjan ve florokrom
ilave edilmis Galbraith ¢ozeltisi denilen bu hipotonik solusyon igerisinde keskin bir jilet
ile pargalanarak DNA’ y1 izole etmekte kullanilmistir. Simdiye kadar da bu teknik, bitki

flow sitometrisinde 6rnek hazirlama i¢in en ¢ok tercih edilen metot olarak kalmistir.

C-Niiklear DNA miktarlarinin belirlenmesi tiirlerin tanimlanmasina ve ayni zamanda bir
cinse ait tlrler arasinda farklilik gdstermesinden dolayi, DNA miktarlari genetik
cesitlilik calismalarinda kullanilabilen 6nemli karakterlerden biridir. Yakin akraba
tirlerde, DNA  varyasyonlarinin  kokenini, degisikliklerin  yoniinii ve bu
degisikliklerdeki DNA’ nin fraksiyonlarim1 bilmek Onemlidir [9]. Ayrica DNA
miktarlarinin  bilinmesi, tarim ile ilgili o6zellikleri gelistirmesi i¢in Onemli
parametrelerden biridir. Ciinkii DNA miktarlari ile tohum boyutlari, yaprak genisligi ve

uzunlugu arasinda ki korelasyonlar goértlebilmektedir [10].

Flow sitometri DNA miktarlarindaki kiiciik farkliliklart belirleyebilen, kolay (bitki
materyali hazirlama), hizli, kesin ve hatasiz bir yontemdir [11-18]. C-degerlerinin
belirlenmesi florokromlarla boyanmis nukleus ve DNA miktarlar1 arasindaki linear

iliskiye dayanir. Flow sitometri Ol¢timleri i¢in cogunlukla taze ve geng¢ yapraklar



kullanilir. Bu materyali elde etmek kolaydir ve yiiksek kararlilik gosteren histogramlar
verir. Ayrica geng yapraklarin hiicrelerinin biiyiik bir kismi hiicre dongiisiiniin Go/G;
fazinda olmasi ve bu fazdaki hiicrelerin nuklear DNA miktarlar1 karakteristik olarak
kabul edilmesinden dolayi, flow sitometrik Olglimler icin gen¢ yapraklar tercih
edilmektedir [18].

Flow sitometrinin avantajlari

Flow sitometri, kromozom sayma bakimindan énemli birka¢ avantaja sahiptir. Bunlar

kisaca soyle ozetleyebiliriz;
Ornek hazirlama oldukca kolay ve pratiktir. Ornekler sadece birkac dakikada analiz
icin hazirlanabilmektedir. Orneklerin &lciimleri de c¢ok hizli bir sekilde
yapilabilmektedir. Bu teknigin hizli olmasi sayesinde, ¢ok sayida ornek bir giin
icerisinde calisilabilmektedir.
FCM analizleri DNA miktarindaki en kiigiik varyasyonlarin belirlemesine imkan
verebilmektedir.
Bu teknigin kazandirdig1 en 6nemli 6zelliklerinden biri de ¢ok kiiciik miktarlardaki
orneklerle analizlerin yapilabilmesine olanak tanimasidir. Bu da nadir ve tehlike
altindaki tiirlerin popiilasyonunun azalmasina ya da tahrip olmasima yol agmadan
kapsamli ¢caligmalar i¢in biiyiik bir avantajdir.
Geng yapraklar nukleus izolasyonu i¢in ¢ogunlukla kullanilmasina ragmen, diger
bitki kisimlar1 da kullamlabilmektedir. Ornegin kok, govde, sepal, petal ya da
tohumlar analizlerde kullanilabilir. Alisilmis karyolojik ¢alismalarin yani sira,
mitotik olarak aktif hiicreler FCM calismalarinda vazgegilmez degillerdir.
FCM ayn1 zamanda, karisik ornekleri belirlemek icin de elveriglidir. Her partikiil
ayri bir floresana duyarli oldugundan dolayi, iki ya da daha fazla pik 6rnek
icerisindeki ¢esitliligi gosterecektir.
Son olarak da bu teknik, calisma maliyetinin diisiik olmas1 bakimindan bir avantaja

sahiptir.



Flow sitometrinin dezavantajlart

Diger analitik metotlar gibi FCM’ nin de bazi smnirlar1 vardir. Bunlarin en
onemlilerinden biri taze bitki materyalini gerektirmesidir. Orneklerin analiz
edilebilmeleri i¢in olabildigince taze olmalar1 gerekir. Bu problemin bitkilerin ¢cogunun
+4 C°’ de saklanilabilir olmas1 ve ethanol ya da ethanol asetik asit gibi fiksatiflerin
kullanilmasiyla tistesinden gelinebilmektedir. Klasik kromozom ¢aligsmalar1 anoploid
bitkilerle ya da ilave (=B) kromozomlarina sahip olan bireyler ile yapilan analizlerde
flow sitometriden daha Ustindlr. Cunki Flow sitometri ile tek bir kromozomu
belirleme sansi yaklasik 25 kromozomdan daha az kromozoma sahip olan tiirleri
siirlandirir (Clinkii bir kromozomun hacmi yaklagik olarak %’ 4 e esittir). Ayrica,
niikleus izolasyonu ve boyama bazi vaskiiler bitkilerde ciddi problemlere yol acarlar.
Bunlar ¢ogunlukla taninlerin, yapiskanli bilesenlerin ya da organik asitlerin yiiksek

konsantrasyonlarinin varlig ile iligkilidir.

Bir tiiriin DNA miktarlarinin belirlenmesi, 6zellikle morfolojik 6zellikleri i¢in yorum
yapmanin zor oldugu ya da morfolojik karakterlerin yetersiz oldugu ve daha gelismis

duzeylerde deneyler gerektiren tirlerin belirlenmesi icin olduk¢a énemlidir.

Turkiye Floras1 yazimi sirasinda toplanan ¢ok sayida materyal teshis edilirken de sadece
morfolojik karakterlerin degerlenmesinden dolayr pek cok taksonomik problemlerle
karsilasildigr goriilmektedir. Basta ¢ok tiir igeren cinsler olmak iizere bir¢ok cinsin bazi
tirlerinde, hatta seksiyonlarinda agikliga kavusturulamamis taksonomik sorunlar vardir.
Floranin yazimi esnasinda sinirli zaman ve materyal ile ¢alisildig1 i¢in ¢cogu cins veya
seksiyonlardaki eksiklikler florada belirtilmis, ancak ¢O6ziim getirilememistir. Bu
durumda olan cinslerin problemleri saptanarak iizerinde daha ayrintili galigmalarin
yapilmas1 gerektigi flora editoriiniin bazi yayimnlarinda da kaydedilmistir [19, 20]. Bu
problemli cinslerin arasinda Asteraceae familyasindan Echinops L. cinsi de
bulunmaktadir. Bu ¢alisma ile Echinops L. cinsi Oligolepis seksiyonuna ait turlerin
evrimleri ile ilgili ipuglar elde edilecektir. Tiirkiye’nin biyolojik ¢esitliligine, ¢cevre ve
canli koruma stratejilerine, c¢alisilan taksonlar seviyesinde ciddi anlamda bilimsel veri
saglanacaktir. Morfolojik verilerle ¢oziilemeyen filogenetik iliskilerin belirlenmesi igin

molekiiler tekniklerinden DNA igeriklerinin belirlenmesinin kullanilabilir olup



olamadiklar1 hakkinda tiirler aras1 diizeyde fikir edinilecektir. Caligma neticesinde,
tirlerin 2C DNA miktarlarindan yararlanilarak tiirler arasindaki akrabalik iliskilerinin

arastirtlmas1 amaclanmustir.



1. BOLUM
GENEL BIiLGILER

1.1. C-Degeri ve Genom Miktari

Toplam (nlklear) DNA miktari, tiim canli organizmalarin dnemli bir &zelligidir. Bu
miktar C-degerinin iki katina denk gelmektedir. C-degeri ise; c¢ogaltilmamig haploit
niikleusdaki DNA miktar1 bagka bir deyisle; organizmanin sahip oldugu toplam DNA
miktarinin yaris1 (Taksonlarin ploidi seviyesi ne olursa olsun) olarak adlandirilir [21].
Monoploid kromozom setinin DNA miktart (poliploidlerde) genom miktar1 olarak
isimlendirilir. Genom miktar1 polploid organizmalarda su formiille hesaplanir: 2C-
degeri/ploidi seviyesi. Yani, C-degeri diploid tlrlerde genom miktarina esit, fakat
poliploidlerde her zaman genom miktarindan daha biyiktir. Hem C-degeri hem de
genom miktar1 pikogram (=10 g) ya da megabazciftleri (1 pg=978Mbp) olarak ifade
edilir [22].

Bitkiler aleminde C-degerlerinin genis varyasyonlart bulunmaktadir [23]. En diisiik 1C-
degeri 0,16 pg ile Arabidopsis thaliana’ da (Brassicaceae) bulunurken, en yiksek 1C
degeri 127,4 pg ile Fritillaria assyriaca’ da (Liliaceae) bulunmaktadir. Goriildiigii tizere

iki deger arasinda yaklasik 800 kat fark bulunur.

Bitkiler aleminde rastlanilan en kii¢iik C-degerinden daha kiiciik degerler rapor
edilmesine ragmen (6rn. Cardamine amara’ da 0,05 pg’ dir.), bu degerlerin hatali
oldugu diisiiniilmektedir. Sonraki arastirmalar da bu analizlerin hatali oldugu
dogrulanmaktadir [24]. Angiospermlerin yaklagik olarak % 1,4 Unin C-degerleri
bilinirken, son yillarda yapilan g¢alismalar ile bu oran gittikge artmaktadir [25-31].
Ayrica Ingiltere Kraliyet Botanik Bahgesi (KEW)’ ne ait internet sitesinde yaklasik
6,805 kara bitkisi turiiniin C-degerlerine ulasilabilmektedir [32].


http://users.rcn.com/jkimball.ma.ultranet/BiologyPages/P/Plants.html#Families
http://davesgarden.com/guides/pf/b/Liliaceae

C-degerini etkileyen en onemli 6zellikler hiicrelerin ve g¢ekirdegin boyutu iken ayni
zamanda mitoz ve mayoz hiicre bolinmelerinin streleri de 6nemli kabul edilir [33-37].
Bu kapsamda, pek c¢ok arastirmact daha biiylik genomun ve daha biiyiik hiicrelerin daha
yavag biiyiime egiliminde oldugunu ve daha kii¢iik genom ve hiicrelerinde daha hizl
blylmeye izin verdigini iddia etmektedirler, ki bu da, 6nemli ekolojik ve evrimsel

etkilere neden olmaktadir.

Yapilan literatlir arastirmalar1 neticesinde c¢alismamizda yer alan Oligolepis Bunge
seksiyonuna ait tiirlerle ilgili bir ¢alismaya rastlanilmamistir. Ancak Echinops cinsinin
dahil oldugu Asteraceae familyasinda ya da diger familyalarda ayni yOntemin
kullanildig1 benzer c¢alismalar bulunmaktadir. Jedrzejczyk ve Sliwinska (2010),
Rosaceae familyasina ait 11 tiiri propidium iyodiir boya inhibitorlerinin yiiksek
konsantrasyonlarinda her bir tiirlin tohumlarin1 ve yaprak kisimlarini kullanarak genom
miktarlarint hesaplamistir. Her tiir i¢in nukleus izolasyon tamponunda antioksidanlarin
konsantrasyonunu ve kompozisyonu optimize edilmesine ragmen yapraktaki sitolozik
bilesenlerin varliginin etkisinden tam olarak kaginamamiglardir. Ancak tiirlerin
tohumlarinin hi¢ birinde inhibitér bulunmadigi goriilmiis ve kaliteli histogramlar elde
edilmistir. Calismalar1 sonucunda 11 Rosaceae tiiriinlin genom boyutlarint 1.15-3.17
pg/2C olarak bulmuslardir [38]. Mazzella et al. (2010), flow sitometri teknigi
kullanilarak Asteraceae familyasinin Gnaphaliea tribusuna dahil olan Achyrocline
cinsinin 2C degerlerini 6l¢miistiir. Analizleri sonucunda Achyrocline cinsine ait tirlerin
2C DNA miktarlarimi 5.73-6.03 pg araliginda bulmustur [39]. Chrtek et al. (2009)
tarafindan vaskiiler bitkilerin karistk gruplarindan biri olan Hieracium altcins
Hieracium (Asteraceae)’ un genom boyutu filogenetik ¢ercevede analiz edilmistir.
Genom boyutu ve ploidi iliskileri degerlendirilmistir. Haploid ve monoploid genom
boyutlar1 (C- ve Cx- degerleri) 89 populasyona ait 215 kdltlr bitkisinde propidium
iyodiir flow sitometri teknigi kullanilarak belirlenmistir [40]. Dydak et al. (2009),
Centaurea (Asteraceae) cinsine ait ¢ turin (C. jacea, C. oxylepis, C. phrygia) birkac
populasyonunun sitogenetik analizi flow sitometri teknigi kullanarak galisilmislardir.
Bu yontem i¢in ¢esitli boyalar ve Fish teknigi kullanilarak genom boyutlari
belirlenmistir [41]. Kheria et al. (2008), Atriplex halimus (Chenopodiaceae) turinin
populasyonlarinin DNA miktarlarinin belirlenmesi amaciyla etkili bir metot olan flow

sitometri teknigini kullanmistir. Bu ¢alisma ile tiirlin DNA miktarlarinin belirlenmesinin



yaninda ploid seviyesi de belirlemislerdir [42]. Suda et al., (2007), vaskuler bitkilerin
taksonomik olarak ¢ok degisken gruplar1 arasinda yer alan Hieracium subgenus
Pilosella (Asteraceae)’ nin habloid ve monoploid genom boyutlar1 (C- ve Cx- degerleri)
propidium iyodiir varlifinda flow sitometri teknigi kullanilarak belirlediler. Bu ¢alisma
kapsaminda 24 tiire ait 271 birey c¢alisilmistir [43]. Baz kompozisyonlari (AT/GC
bazlarinin orani) sitometrik olarak hesaplanmistir. Albach ve Greilhuber (2004),
yaptiklar1 ¢alismada Veronica cinsine ait bazi tiirlerin DNA miktarlarinin iliskilerini ve
olasi1 korelasyonlara dogrudan neden olan etkileri arastirmistir [44]. Garnatje et al.
(2004) Cardueae tribusuna ait Echinops cinsi (Asteraceae) bazi taksonlarin ve birbirine
yakin bazi bagka cinslerin 2C nukleus DNA igeriklerinin oranlar1 hesaplanmis ve 1.49-
16.98 pg arasinda bulunmuslardir. Calisma sonucunda analizi yapilan taksonlarin DNA
miktarlar1 arasindaki iliskiler ve molekiiler filogenileri belirlenmistir [45]. Dimitrova ve
Greilhuber (2000) tarafindan, Bulgaristan’ dan 10 Crepis (Asteraceae) turi DNA flow
sitometri teknigi kullanilarak analiz ettiler. Calismada kullanilan 10 Crepis tiiriiniin besi
cok yillik, dordi tek yillik ve diger bir tanesi de iki yillik bir bitki olup analizler
sonucunda ¢ekirdek DNA’ larinin 1C degerlerinin genel olarak ¢ok yilliklarinkinde tek
yilliklarinkinden daha yiiksek oldugu tespit edilmistir [46]. Price (2000), Helianthus
annuus (Asteraceae) tiiriiniin farkli populasyonlarina ait bireylerin yapraklar1 flow
sitometri yontemi kullanilarak (PI ile) 2C DNA miktarlarim1 7.3 pg olarak bulmustur
[47].

1.2. Asteracea familyasinin taxonomisi

Asteraceae ya da diger adiyla Compositac (Papatyagiller) cigekli bitkilerin en blyuk
familyasidir. 1100 cins ve 25000 civarinda tiire sahiptir [48]. Papatyagiller familyasina
ait taksonlar diinyanin ekvatoral yagmur ormanlari hari¢, tamamina yakin kisminda
gortlebilirler. Yagmur ormanlarimin sadece acgik alanlarinda az sayida bulunurlar.
Senecio belkide en biiyiik ve en genis yayilisli (kozmopolitan) cinstir [49]. Bununla
birlikte Aster, Artemicia, Chrysanthemum ve Saussurea familyanin en biiyiik cinsleri

arasindadirlar.

Asteraceae familyas: ile ilgili ilk kayitlara izlerine ilk kez milattan 6nce 500 yilinda

ortaya konmus yazitlarda rastlanmaktadir. Burada, kiigiik sarigigekli biiyiik ihtimalle



Linnaeus tarafindan 1753’ te Chrysanthemum indicum olarak adlandirilmis Cin’de

dogal olarak yetisen krizantem tlriinden s6z edilir [50].

Echinops cinsi, monotipik genus Acantholepis ile beraber; Cardueae Cass. Tribusunun
Echinopinae O. Hoffm. alt tribusunda smiflandirilmaktadir. Cardueae tribusu
involukrak braktelerinin genellikle bes halkada dizilmesi ve dikensi uglari olmasi;
yapraklarin dikenli olmasi; stilusun silindirik ve stigma dallanmasi altinda siskinlik
tilyler tagimast; anter tabanlarinin apandeyc bulundurmasi, anter filamentlerinin papilloz

olmasi; stamenlerin tigmotropik olmasi ile karakterize edilir [51-53].

Tirkiye Floras1’ nda Davis (1975), Asteraceae familyasina ait tlirlerini 11 tribus altinda
toplamistir. Tiirkiye florasinda yer alan tribuslar sunlardir: Heliantheae, Inuleae,
Astereae, Senecioneae, Calenduleae, Eupatorieae, Anthemideae, Arctoteae, Cardueae,
Mutisieae ve Lactuceae. Vernonieae tribusun Turkiye’ de temsilcisi yoktur. Echinops

cinsi Cardueae tribusunun Echinopsidinae alttribusunda siniflandirilmastir.

Bremer (1994)° e gore, Asteroideae altfamilyas1 bazi istisnalar hari¢ gercek ligulat (ray
flowers) ciceklere sahip olusu, kisa loblu tubulat (disk) korollalari, cavate (eksin
tabakalar1 arasinda bos alanlarin bulunmasi) polenleri, stillus parcalarinin stigmatik
yiizeylerini iki kenar c¢izgisine ayirmast bazen de ucta birlesmesi ve bazi ayirici

sekonder kimyasallar ile karakterize edilir.

Asteraceae’ nin siiflandirilmasinda en biiyiik altfamilya, tirlerin % 75’ inden fazlasini
iceren Asteroideae’ dir. Diger biiyiik altfamilyalar Carduoideae ve Cichorioideae de
dahil, her biri 2000 den fazla tlr icerirler. Geriye kalan altfamilyalar ise 1000” den az
tiire sahiptir. Gymnarrhenoideae ve Hecastocleidoideae altfamilyalari ise sadece birer

tar icerirler.

1.3. Echinops L.

Diinyada Echinops cinsi 125 ila 130 kadar tiirle temsil edilmektedir. Cogunlukla kuzey
yarikiirede olmak {izere, yogun olarak tropik Afrika’ nin yar1 nemli alanlari, Kuzey
Afrika’nin yar1 kurak alanlari, Akdeniz havzasi ve Orta Asya’ya kadar Avrasya’ nin
iliman kusaginda yayilis gostermektedir. Genel olarak, birkag tek yillik tiir iceren ¢ok
yillik bir cinstir [55, 56].
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Echinops cinsi dyeleri genellikle insanlarin yasama ortamlarina yakin alanlarda, yol
kenarlarinda, kurak tashik alanlarda, step alanlarda, az olarak da korunmus alanlar ile
daghik bolgelerde yayilis gostermektedir. Cogu botanik¢i bu cinsin taksonlarini
toplamaktan kaginir. Ciinkii Echinops ornekleri dikenli ve hacimli oldugundan
toplamas1 ve preslenmesi zordur. Aynit zamanda toplanan drneklerin de kapitulumlar
kurudukc¢a dagilarak muhafazasi ¢ok zor bir duruma gelmektedir. Cogu herbaryum
orneginde rastlanilan dagilmamis kapitulumlar ise ¢ok gen¢ oldugundan bu 6rneklerin
teshisi olduk¢a zordur. Ciinkii teshisler olgun kapitulum o6zelliklerine dayanmaktadir

[57, 58].

Bu cinsin Tiirkiye florasinda 22 taksonu bulunmaktadir. Bunlardan dokuzu endemiktir.
Endemik taksonlarin biri CR, biri EN, biri VU, ikisi LC, biri NT ve t¢t DD, endemik
olmayanlarin ise ikisi VU, Ucl DD tehlike kategorisindedir. Alti1 taksonun durumu belli
degildir [59].

Hedge (1975), Tirkiye florasinda Echinops cinsini ¢ seksiyon (Echinops, Ritro,
Oligolepis) altinda 16 tiir olarak siiflandirmistir. Gemici ve Leblebici (1992) ve Vural
(2010) tarafindan bilim diinyasina tanitilan yeni iki tirle (E. mersinensis ve E. dumanii)
beraber iilkemizde yayilis gosteren tiir sayisi 18’e ylikselmistir. Son yillarda yapilmis
olan revizyon c¢alismasi sonucunda ise bir alt tiir ve 3 varyete tiir seviyesine ¢ikarilmis,
ve bir tiirlinde sinonim oldugu belirtilmistir. Ayrica yapilan bu revizyon galismasi
neticesinde bes yeni kayit tiir tespit edilmistir. Boylece cinse ait takson sayisi, 24 tiir ve
bir alt tur olmak Uzere 25’ e ulagmistir. Taksonlarin biri CR, ikisi EN, ti¢ii VU, ikisi LC,
biri NT tehlike kategorisindedir. Bu taksonlardan yedisi endemiktir [62].

1.4. Oligolepis Seksiyonunun Genel Ozellikleri

Sek. Oligolepis Bunge, Bull. Acad. Science Petersburg. 6: 400. 1863.
Tip: E. leucographus Bunge.

Involukrum brakteleri 12-15 adet, En igtekiler birleserek saglam, derimsi yapida

(genellikle pentagonal) tiip olusturmus.
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1.5. Oligolepis Seksiyonunun Tiir Teshis Anahtar1

1. Brush kapitulum boyu kadar uzun, meyvede iken 23-26 mm
ceeeenen....E. melitenensis

1. Brush kapitulumun yarisina kadar yada daha kisa, 7-12 mm

2. Govde saman renginde, distaki fillariler 6-8 mm, brush ortalama 7 mm

.......................................................................................................... E. phaeocephalus
2. GOvde beyaz-gri, distaki fillariler 9-12 mm, brush 11-14 mm ................ E.dumanii
1.6. Oligolepis seksiyonuna ait tarlerin morfolojik 6zellikleri

1.6.1. Echinops phaeocephalus Hand.-Mazz. in Ann. K. K. Naturhist. Hofmus. 27:
439. 1913, Sekil 1.1.

Tip: C8 Siirt: trockene, bebuschte Hange am Bohdan unter Sert (Siirt), 17 viii

= Echinops bicolor Nabe¢lek in Spisy Prir. Fak. Masarykovy Univ. 52: 28. 1925 Tip:
Mar Jakup, Prope Siirt in rubestribus, alt. Ca. 900 m, 12 vii 1910, Nab¢lek 3650. (K!).

Govde ¢ok sayida bir arada, dik yada yiikselici, yaprakli, soliter ya da iist tarafta 2-3
dalli, 15 mm’ye kadar kalinlikta, 30-60 cm boyunda, hafifce oluklu (sulcate), seyrek
lanat tiiylerle kapli, kahve rengi-kizil renkte goriiniir, tist kisim genellikle salgi tiiyli
taban glabroz, yiiksek alanlardaki bireylerin govdesi tamamen salgi tiiysiiz. Yaprak
kenarlar1 diizensiz, 1 cm’ e kadar uzun, ince dikenli. Genel goriiniisii oblong-eliptik,
eliptikten ovat’ a kadar degisebilir, basit, 4-7 loplu, Ust yapraklar sapsiz ve hafifce
govdeyi sarar (amplexicaule), aurikulat-kordat. Ustii yogun salgi tiiylii, alt yiizey yogun
lanat tlylii seyrek salg tiiyleri var. Salg tilyleri damarlar {izerinde bolca bulunur. Cigek
durumu baglar cicekte iken 5 cm’ e kadar; meyvede iken 8 cm’ e kadar ¢apa sahip
olabilir. Kapitulum 16-35 mm boyunda, cicekte ort. 16 mm boyunda ve 3 mm eninde
iken meyvede ort. 8 mm’ ye kadar genisler ve 35 mm’ ye kadar uzar. brush seyrek, 5-
12 mm. Fillariler meyvede koyu kahverengi olur, sayisi (19-)20-24, tamami glabroz,
pektinat-siliat kenarlara sahip. En distakiler 7 mm (meyvede 10 mm) civarinda,
ortadakiler genisce obovat ort. 30 mm, en ictekiler meyvede 16-28 mm civarinda,

boylarinin en az yarisina kadar kaynasarak birlesmis. Korolla koyu mavi, tiip 6-9 mm,
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loplar 7,5-13 mm. Papus pentagonal sekilli, tiiyleri 2-3 mm, tabanda boylarinin yarisina
kadar birlesik. Meyve eliptik, 15-16,5 mm boyunda, 5-5,5 mm eninde.

Ciceklenme: Agustos.

Yetisme Ortami: Kayalik, calilik yamaglar, tarla kenari, nehir kenari.

Yikselti: 110-600 m.

Endemizm: Endemik.

Genel Yayilisi: Tiirkiye, Endemik. Iran-Turan elementi.

Turkiye’ deki yayiligi: Dogu Anadolu bolgesi, Gliney Dogu Anadolu Bolgesi.

IUCN Tehlike Kategorisi: Tehlikede (EN, Endangered).

Sekil 1.1. Echinops phaeocephalus’un ¢igekli ve meyvede iken fotograflar1 (C.Vural 4482,
fotograflar Cem VURAL))



13

1.6.2. Echinops dumanii C. Vural in Turk J Bot 34 (2010) 513-519, Sekil 1.2.

Tip: C5 Adana: Yumurtalik 36°46°371” N, 35°45°420” E, deniz kenar1 tuzlu
kumullar,1-3 m 9.ix.2008, Cem Vural 4738 (holotype: Herbarium of Erciyes University,
isotype: GAZI, ANK, and ISTE)

Bitki ¢ok yillik, beyazimsi- gri renkli. Govde tek, dik, dalli, birkag basli, 1 m’ ye kadar,
yogun lanat ve seyrek morumsu glandular tiiyler. Yapraklar; lanseoalattan onlong-
lanseolat’ a kadar, oblong’ dan oblong-lanseolat’ a kadar 1-2 pinnatisekt, kenarlar
geriye kivrik ve giiclii sert tiiyler; gri araknoid lanat ve nadiren bazilarinda iistlerde
glandular tiiyler, hemen hemen hepsi beyaz yogun asagilarda seyrek mor glandular
tiiyler. Alt yapraklar petiolat, iistte subampleksikal ya da basit. Baslar; 3,5-7 cm
capinda, govdeler ve yapraklarin basindan sonuna kadar, grimsi-mavimsi. Kapitulum 30
mm’ ¢ kadar. Brush esit distaki fillarilerden daha uzun, 11-14 mm. Fillariler; 15-18
adet; distakiler 9-12 mm, tiysuz spatulat-deltoid, kenarlar serrat; ortadakiler 15-25 mm,
sert tuylu, ovattan lanseolata kadar, kenarlar serrat; ictekiler benzer %2’ sinden daha
uzun. Korolla; beyaz ya da soluk mavi. Korolla tupleri; 10-11 mm, glandular. Korolla
loblari; 8-9,5 mm. Anter tabani; fimbriat. Akenler; 9-11 mm, sar tiiylerle ¢evrili, papus

tiiyleri; yarisina kadar birlesik.

Ciceklenme: Agustos-Eylul.

Yetisme Ortami: tuzlu kum, tuzlu deniz kenar1 ekoton alanlari.
Yikselti: 1-5 m.

Endenizm Durumu: Endemik.

Genel yayilisi: Turkiye, endemik. Akdeniz elementi

Tiirkiye’ deki yayilisi: Akdeniz Bolgesi.

IUCN Tehlike Kategorisi: Kritik seviyede tehlikede (CR, Critically Endangered).
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Sekil 1.2. Echinops dumanii’nin habitus fotografi (C.Vural 4738,
fotograf Cem VURAL).

1.6.3. Echinops melitenensis Hedge & Hub.-Mor. in Notes R.B.G. Edinb. 33: 237, f. 4
(1974). Figure 23, p. 615, Sekil 1.3.

Tip: B7 Malatya: 18 km N. of Malatya, edge of wheat field, 700 m, 22 vi 1949, Huber-
Morath 10394 (Holo Hub-Mor.)
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Govde bir, genellikle tabandan itibaren ya da iist kisimda dallanir dik ya da yukselici,
yaprakli, 12 mm’ ye kadar kalinlikta, 70 cm’ e kadar boylu, oluklu (ridged), oluk
sirtlarinda lanat, oluk iclerinde salg tiiylii. Yaprak Kenarlar1 ¢cok sayida, tiknaz dikenli.
Genel goriiniisii alt kisimdakiler lanseolat, oblanceolat, basit pinnatifit 3-6 loplu, ya da
2-pinnatifit, iist kisimdakiler basit, ovat-triangular, pinnatifit. Ust yapraklar sapsiz ve
hafifce govdeyi sarar (amplexicaule), aurikulat-kordat. Ustii yogun salgi tiiylii ve
araknoid tomentoz, alt ylizey yogun lanat tiiylii seyrek salgi tiiyleri var. Salgi tiiyleri
damarlar iizerinde belirgince bulunur. Cigek durumu baslar 4,5-5,5 cm, capta.
Kapitulum 20-28 mm boyunda, ¢i¢ekte ort. 20 mm boyunda iken, meyvede 28 mm’ ye
kadar uzar. brush yogun ve belirgin, bitki cicekte iken 10 mm, meyvede 30 mm’ ye
kadar uzar (kapitulum boyunu gecer). Fillariler 1-20, En distakiler 7-8 mm ugta kiiguk
salgr tiiylii, ortadakiler araknoid 15-20 mm en ictekiler meyvedel0-16 mm civarinda,
boylarinin en az yarisina kadar kaynasarak birlesmis. Korolla soluk mavi, tiip 6,5-7,5
mm, loplar 6,5-9 mm. Papus pentagonal sekilli, tiiyleri 2-3 mm, tabanda boylarinin

yarisina kadar birlesik. Meyve 9-12 mm boyunda.

I

s

.. ¥
&2
Sekil 1.3. Echinops melitenensis’in habitus fotografi (C.Vural 4372, fotograf Cem
VURAL).
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Ciceklenme: Haziran-Temmuz.

Yetisme Ortami: Meyve bahgeleri, nadas tarlalar ve tarla kenari, mese c¢aliliklari.
Yikselti: 700-1400 m.

Endemizm Durumu: Endemik.

Genel yayilisi: Tiirkiye, endemik. Iran-Turan elementi.

Turkiye’ deki yayilisi: Giiney Dogu Anadolu Bolgesi.

IUCN Tehlike Kategorisi: En az endise verici (LC, Least Concern).



2. BOLUM
MATERYAL VE YONTEM

2.1. Bitkisel Materyal

Bu c¢alismada Echinops cinsinin Oligolepis seksiyonuna déahil olan Echinops
phaeocephalus, E. melitenensis ve E. dumanii tiirlerinin tohumlar1 ¢imlendirilerek
kotiledondan sonra olusan saglikli yapraklar materyal olarak kullanilmistir. Calismamiz
Echinops cinsi Oligolepis seksiyonuna ait tiirleri kapsamasina ragmen; karsilastirma
imkan1 vermesi i¢in yine iilkemizde yayilis gostermekte olan Ritropsis (E. orientalis) ve

Echinops (E. ritro) seksiyonlarindan birer tiir daha ¢alismamiza dahil edilmistir.

2.2. Bitkilere Ait Tohumlarin Toplanmasi

Calismada kullanilan tohumlar Erciyes Universitesi Biyoloji Boliimii dgretim iiyesi
Dog. Dr. Cem VURAL tarafindan temin edilmistir. Caligmada kullanilan &rneklerin

toplayict numaralart Tablo 2.1 de gdsterilmistir.
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Tablo 2.1. Calismada yer alan tiirlerin lokaliteleri

Tar Toplayici-No Lokalite

C9 Cizre-Sirnak, Giigliikonak yolu,
Echinops
CV4582 kayalik yamaclar, 42°10.857N,
phaeocephalus
37°23.404'E, 404 m, 06 viii 2008.

B7 Malatya: Malatya-Arapkir 18. km,
CV4473, CV-
Echinops 38°29.546'N, 38°12.936'E, 738 m,
4372A, CV4369B,
melitenensis Sulama kanali, tarla kenarlar1, nadas
CVv43721, 4369C.
tarlalar, 05 viii 2007.

C5 Adana: Yumurtalik 36°46°371” N,

Cv4744 35°45°420” E, deniz kenari tuzlu
Echinops dumanii
kumullar,1-3 m 9 ix 2008.

E. orientalis A7 Sivas: Sebinkarahisar-Susehri 34.
CVv4413 km, 40°14.890'N, 38°06.757'E, 757 m,
22 viii 2007.
E. ritro B6 Kahramanmaras: Ahir dagi,
CV4476

1700m, yamaclarda, 15 viii 2007.

2.3. Bitki Tohumlarinin Cimlendirilmesi ve BUyuttlmesi

Daha onceden elde edilen tohumlar arasindan verimli olanlar1 segilerek ¢imlenme
kaplar1 igerisinde olan kurutma kagitlar1 arasina yerlestirildi (Sekil 2.1). Tohumlarin
yuzeyleri de kurutma kagidi ile ortaldikten sonra 50 ml su eklenerek tohum kutulari
kapatildi. 22° C’ de karanlikta ¢imlenmesi amaciyla inkiibasyona birakildi.
Cimlendirilen tohumlar saksilara ekilerek 22° C’ de aydinlik ortamda biylmeleri
sagland1 (Sekil 2.2).
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Sekil 2.1. Bitkilerin ¢imlendirilme sathasi.
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Sekil 2.2. Bitkilerin biiyiitildiigi yetistirme dolaplari (University of Technology and
Life Science).

2.4 Nuklear DNA miktarlarimin belirlenmesi

Niiklear DNA miktarlarinin analizi i¢in O6rneklerin hazirlanmasinda Galbraith et al.
(1983)’ e ait protokol takip edilmistir [8]. Bu protokolde taze bitki dokular1 keskin bir
bicak ile mekanik pargalanmasi saglanarak bitki dokusunun cekirdeginin izolasyon
tamponu igerisinde serbest kalmasi saglanir. Ardindan bu stispansiyon 50 um’ lik
naylon filtreden gegirilerek diger bliyiik partikiillerden ayrilmasi saglanir ve DNA’ ya
spesifik florokromlar ile boyanir. FCM analizi floresans yogunlugu ile ilgili oldugundan
dolay1, niiklear DNA miktarinin kesin tahmini genom miktar1 bilinen bir referans
standart kullanimin1 gerektirir. Bu nedenle, ¢calismamizda referans standart olarak DNA

miktar1 16.19 pg olan Secale cereale kullanilmistir.

Analizler icin bitkilerin taze yapraklari kullanilmistir. Yaklasik olarak 20-100 mg

yaprak bir analiz i¢in yeterli olmaktadir.
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2.4.1. DNA izolasyon tamponu

Yukarda bahsedildigi tizere, DNA izolasyonu i¢in Galbraith tamponu kullanilmistir [8].
Bu tamponun kompozisyonu DNA’ nin tampon igerisinde yeterli miktarda serbest
kalabilmesi, DNA’ nin bozulmadan yapisini koruyabilmesi ve DNA birlesmelerinin
engellenmesi  igin olduk¢a Onemlidir. Ayrica, bu tamponun kompozisyonu
endoniikleazlardan kaynaklanan bozulmaya karst DNA korunmasinda, stokiyometrik
boyamada ve sitozolik bilesenlerin negatif etkilerine karsi ¢ekirdegin korunmasinda da

onemli bir fonksiyona sahiptir.

2.4.2. Galbraith tamponu;

45 mM MqgCl;

30 mM sodyum sitrat

20 mM MOPS (4-morpholinepropan sulfat)

% 0,1 (v/v, ¢dziinen sivinin hacmi (mL) / ¢dzeltinin hacmi (mL)) Triton X-100

pH 7,0

Bu calismada her bir 6rnekten alinan taze yaprak dokusu iizerine 1 mlt Galbraith
tamponu eklenildi. Bu Galbraith tamponu c¢alismada kullanilmadan Once igerisine
florokrom bir boya olan Propidium iodid (PI) (50 pug/ml) ve riboniikleaz A (50 pg/ml)
ilave edilerek stok karisim hazirlandi. Propodium iodide (PI) flow sitometrik
caligmalarda DNA miktarlar1 hesaplamalarinda en yaygin olarak kullanilan, 488 nm
uyarilan kirmizi floresana sahip bir boyadir. Galbraith tamponu, Pl ve RNAse’ dan
olusan bu karisim Ornekler Gzerine eklenerek keskin bir jilet yardimiyla mekanik

parcalamalar saglandi.
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2.4.3. Filtrasyon
Sitometrik Ol¢iimler yapilmadan ©once homejenatin igerisinde bulunan biiylik atik
parcalarin ve hiicre pargaciklarinin uzaklastirilmast amaciyla 50 um’ lik naylon filtre

kullanilarak siizme islemi yapilarak bu fazla kisimlar elimine edildi.

2.4.4. Cihazin kalibre edilmesi ve standart se¢imi

Orneklerin hazirlanmasi ve boyanmasina 6zen gosterilmesine ek olarak, c¢aligmanin
giivenirligi icin cihazin da iyi bir sekilde ayarlanmasi gerekmektedir. Bu amagcla altin
bitki olarak adlandirilan “Pisum sativum™ bitkisinin taze yapraklarinin DNA’ s1 izole
edilerek kullanildi [8]. Bu bitkinin 6l¢iimleri sonucunda verimsizlik katsayisi (CV) % 2-
2,5 oldugu anda ¢alismaya baglanildi.

Flow sitometri ¢alismalarinda en uygun standart tlr secimi yapilirken bazi kriterler
vardir: Biyolojik benzerlik, genom miktari, C-degerinin giivenilirligi gibi. En ideal
referans standardin biyolojik olarak benzer olmasi ve Ornegimizden farkli DNA
miktarina sahip olmasi gerekir. Bu kriterler géz oniine alinarak ¢alismamizda referans

standart olarak DNA miktar1 16.19 pg olan Secale cereale kullanilmistir.

2.4.5. Kalite kontrol( ve veri sunumu

Her bir analiz icin genellikle 5,000-10,000 adet hiicre sayim1 gereklidir. Calismamizda
analizler, hiicre sayis1 7,000’ in altina diismeyecek sekilde yapilmistir.

DNA FL histogrami 2C DNA miktarina sahip olan, hiicre ddngusinin Gy/G;
sathasindaki DNA miktarmni gosteren piki igerir. Bazen bu pikin yaninda kicuk bir pik
daha olusur. Bu kugcik pikde ya G2 fazindaki 4C DNA miktarini ya da sentez fazindaki
yeni DNA sentezlendigi S fazindaki DNA miktarim1 gostermektedir. Histogramlarda

meydana gelen ¢esitliligin en 6nemli nedeni hiicre kalintilaridir. lyi bir histogram bu
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hiicre kalintilarin1 olabildigince az igermelidir. Ayrica simetrik Go/G; ve G, piklerine

sahip olmalidir [63].

Histogramlardaki standarda ve Ornege ait piklerin degerleri ve icerdigi hiicre miktari
Lysak ve Dolezel, (1998)’ de ki standart formiil kullanilarak 6rnegin DNA miktari

hesaplandi [64].

Ornegin 2C DNA miktar1 (pg) =

[Ornegin pik degeri x Standardin hiicre sayis1 / Standardin pik degeri]

2.5. Istatistiksel Analiz

Tiirlerin DNA miktarlar ile tohum boylar1 ve yasadiklari yiikseklikler non-parametrik
“sperman’s rho korelasyon testi” yapilarak karsilastirllmistir. Karakterler arasinda

anlamli bir iligki olup olmadigi belirlendi.



3.BOLUM
BULGULAR

Calismamizda Tirkiye de yayilis gosteren Echinops L. cinsi Oligolepis seksiyonuna ait
tirlerin DNA miktarlar1 flow sitometri teknigi ile belirlenmistir. Her tir icin yapilan 5’
er tekrarli 6lgimlerin sonuglari Tablo 2, 3, 4’ de gosterilmistir. Ayrica bu olglimler
sonucu elde edilen histogramlarda asagida verilmistir (Sekil 6, 7, 8). Ritropsis (E.
orientalis) ve Echinops (E. ritro) seksiyonlarindan ¢alismamiza dahil edilen turlere ait
analiz sonuglar1 Tablo 5 ve 6’ da yer almaktadir. Analizler sonucu elde edilen
histogramlarda asagida Sekil 9 ve 10° da verilmistir. Ayrica ¢alismamiz sonucunda
ulagilan 2C DNA sonugclart ile tiirlerin habitat ve tohum boylar1 kullanilarak yapilan

korelasyon testi sonuglar1 da Tablo 6’ da yer almaktadir.

3.1. Oligolepis Seksiyonu
3.1.1. Echinops phaeocephalus

E. phaeocephalus cinsine ait tek populasyona ait farkli tohumlar ¢imlendirilerek elde
edilen yapraklardan 5 farkli analiz yapilmistir. Analizler sonucunda E. phaeocephalus
tiriiniin 2C DNA miktarlart 6,719-6,870 pg araliginda bulunmustur. Yapilan biitlin
analizlerin aritmetik ortalamalarinin alinmasi ile bu tiiriin 2C DNA miktar1 6,80 +0.054

olarak tespit edilmistir.



Tablo 3.1. Echinops phaeocephalus tiiriine ait 2C DNA miktari analiz sonuglari

Ortalama Peak (pg) | Toplam hiicre sayis1 | 2C DNA Ccv
Omek No | Ornek | Standart | Ornek | Standart | miktari
RNI | RN2(G2) | RN1 | RN2(G2) | (P9) | oymek | standart
(G1) (G1)
Cv4582 100,56 239,16 1904 3449 6,807 4,65 3,16
CVv4582 100,21 241,47 2405 3836 6,719 5 3,39
CVv4582 100,56 239,91 1969 2538 6,786 44 3,00
Cv4582 100,76 237,46 4360 1680 6,870 2,85 2,09
CVv4582 101,16 240,45 1891 3527 6,811 4,76 3,39
Oralama | 680 | | 0,054
sapma
400 A
320 1
240 4

Hucre sayisi

160

80 A

Echinops
phaeocephlaus

(2C)

100

200

(20)

300

Secale cerale

Floresan yogunlugu

Sekil 3.1. E. phaeocephalus tiiriine ait histogram
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500
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3.1.2. Echinops melitenensis

E. melitenensis cinsine ait tek populasyona ait farkli tohumlar ¢imlendirilerek elde
edilen yapraklardan bes farkli analiz yapilmistir. Analizler sonucunda E. melitenensis
tiriiniin 2C DNA miktarlar1 5,526-5,59 pg araliginda bulunmustur. Yapilan biitiin
analizlerin aritmetik ortalamalarinin alinmasi ile bu tiirin 2C DNA miktar1 5,549

+0.019 pg olarak tespit edilmistir.

Tablo 3.2. Echinops melitenensis tiiriine ait 2C DNA miktar1 analiz sonuglart.

Ortalama Peak (pg) Toplam hiicre sayisi Ccv
" " 2C DNA
Ornek Ornek
. Standart Standart | miktar1
Ornek No RN1 RN1 )
RN2 (G2) RN2 (G2) (P9) Ornek | Standart
(G1) (G1)
CV4473 96,93 281,78 2140 4324 5,59 4,39 2,74
CV4372A 99,02 289,14 4177 2198 5,544 5,25 3.39
CV4369B 100,81 295,37 1605 3365 5,526 4,68 3,43
CV4372l 100,49 293,79 2345 2382 5,538 4,62 3,17
CV4369C 99,79 290,29 1907 3424 5,565 4,12 2,3
Standart
Ortalama 5,549 0,019
sapma
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Sekil 3.2. E. melitenensis turiine ait histogram.

3.1.3. Echinops dumanii

E. dumanii cinsine ait tek populasyona ait farkli tohumlar ¢imlendirilerek elde edilen
yapraklardan bes farkli analiz yapilmistir. Analizler sonucunda E. dumanii tirinin 2C
DNA miktarlar1 6,474 -6,656 pg araliginda bulunmustur. Yapilan biitiin analizlerin
aritmetik ortalamalarinin alinmasi ile bu tiiriin 2C DNA miktar1 6.595 £0.074 pg olarak

tespit edilmistir.



Tablo 3.3. Echinops dumanii tiiriine ait 2C DNA miktar1 analiz sonuglari.

28

Ortalama Peak (pg) Toplam hiicre sayisi CVv
9, ” 2C DNA
Ornek Ornek
Ornek Standart Standart miktari
RN1 RN1 )
Numarasi RN2 (G2) RN2 (G2) (P9) Ornek Standart
(G1) (G1)
CV4744 99,16 242,34 1161 5589 6,625 5.26 3,90
CV4744 98,93 244,65 3864 4754 6,547 6,43 454
CV4744 100,53 246,76 2264 3812 6,596 5,38 3,85
CV4744 99,88 242,94 1990 3122 6,656 6,14 4,79
CV4744 99,16 247,97 1099 3579 6,474 4,69 3,17
Standart
Ortalama 6,595 0,074
sapma
400 1
320 -+
240 4
5
g ﬂ')*']; "J"]J
= Echinops Secale cerale
1604  dumanii (2C)
2C)
80
U o - T T .-um"“"'
0 100 200 300 400 500

Floresan yogunlugu

Sekil 3.3. E. dumanii turune ait histogram
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3.2. Ritropsis Seksiyonu

3.2.1. Echinops orientalis

E. orientalis cinsine ait tek populasyona ait farkli tohumlar ¢imlendirilerek elde edilen
yapraklardan bes farkli analiz yapilmistir. Analizler sonucunda E. orientalis tlriiniin 2C
DNA miktarlar1 6,292-6,382 pg araliginda bulunmustur. Yapilan biitin analizlerin
aritmetik ortalamalarmin alinmasi ile bu tiiriin 2C DNA miktar1 6.328+0.034 pg olarak

tespit edilmistir.

Tablo 3.4. Echinops orientalis tiiriine ait 2C DNA miktari analiz sonuglari.

Toplam hiicre
Ortalama Peak (pg) 2C Ccv
sayl1s1
. » - DNA
Ornek Ornek Ornek ‘
Standart Standart miktari
Numarasi RN1 RN1 .
RN2 (G2) RN2 (G2) | (p9) Ornek | Standart
(G1) (G1)
CV4413) 100,00 253,69 2119 3153 6,382 3,38 2,91
CV4413E 98,74 254,07 2584 2592 6,292 4,38 3,41
C4413A 98,85 253,52 1750 3552 6,313 5,56 3,80
CV4413A 101,13 259,29 1505 3499 6,315 4,54 3,77
CV4413B 103,79 265,10 1280 3718 6,339 4,01 3,34
Standart
Ortalama 6,328 0,034
sapma
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Sekil 3.4. E. orientalis turune ait histogram.

3.3. Echinops Seksiyonu
3.3.1. Echinops ritro

E. ritro cinsine ait tek populasyona ait farkli tohumlar ¢imlendirilerek elde edilen
yapraklardan bes farkli analiz yapilmigtir. Analizler sonucunda E. ritro turuntn 2C
DNA miktarlar1 9,081-9,254 pg araliginda bulunmustur. Yapilan biitiin analizlerin
aritmetik ortalamalarmin alinmasi ile bu tiiriin 2C DNA miktar1 9,166£0.075 pg olarak

tespit edilmistir.



Tablo 3.5. Echinops ritro tiriine ait 2C DNA miktar1 analiz sonuglari.

Ortalama Peak (pg) Toplam hiicre sayis1 Ccv
- " 2C DNA
Ornek Ornek
Ornek Standart Standart miktar
RN1 RN1 .
Numarasi RN2 (G2) RN2 (G2) (p9) Ornek Standart
(G1) (G1)
CV-4476 99,71 174,81 3384 1743 9,235 3,38 2,91
CV-4476 100,52 175,86 1811 3255 9,254 4,38 3,41
C-4476 101,20 180,42 1558 3328 9,081 5,56 3,80
CV-4476 101,47 179,86 2404 4498 9,134 454 3,77
CV-4476 99,25 176,11 1633 3002 9,124 4,01 3,34
Stndrt
Ortalama 9,166 0,075
sapma
400
320 +
Echinops Secale cerale
240 - i e
?E 1itro (2(3)
§ Eid)
v
5
B
160
80 4
0 - Rty T
0 100 200 300 400 500

Floresan vogunlugu
Sekil 3.5. E. ritro tirine ait histogram.
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Tablo 3.6. Spearman's rho korelasyon testi sonuglari.

Habitat
Tohum boyu _
Yuksekligi
Correlation 0.300 -0.600
Ecninops ritro Coefficient
Sig. (2-tailed) 0,624 0,285
2C DNA Miktari
N 5 5
Correlation 20,900 0.600
Echinops orientalis Coefficient ’
Sig. (2-tailed 0,285
2C DNA Miktan 9-( ) 0,037
N 5 5
Correlation
-0,300
. . Coefficient 0,154
E. melitenensis - -
Sig. (2-tailed) 0,805 0,624
2C DNA Miktari
N 5 5
Correlation 0.616 20100
E. phaeocephalus Coefficient '
Sig. (2-tailed 0,269
2C DNA Miktar1 9-( ) 0,873
N 5 5
Correlation 0.667 20100
E. dumanii Coefficient : :
Sig. (2-tailed 0,873
2C DNA Miktari 9-( ) 0,219
N 5 5

E. ritro turu igin yapmis oldugumuz korelasyon testi ele alindiginda, 2C DNA miktar1
ile tohum degiskenleri arasinda pozitif yonli, disiik diizeyde bir iliski vardir (rho=
0,300, p= 0,624). E. ritro turlinin yasadig1 yiikseklik ve 2C DNA miktar1 arasinda ise
negatif yonlu, orta diizeyde bir iligski vardir. (rho= -0,600, p= 0,285). Fakat 2C DNA
miktar1 ile her iki karakter arasinda da istatistiksel anlamda bir iliski s6z konusu

degildir.

E. orientalis tiirii igin yapmis oldugumuz korelasyon testinde, 2C DNA miktar1 ile
tohum degiskenleri arasinda negatif yonlu, gucli seviyede bir iliski vardir. (rho= -0,900,

p= 0,037). E. orientalis tiirtiniin DNA miktar1 ve yasam yeri karsilastirildiginda ise
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pozitif yonlii, orta diizeyde bir iliski vardir. Ancak istatistiksel anlamda bir iligki yoktur
(rho=-0,600, p=0,285).

E. melitenensis tiiriiniin 2C DNA miktari ile tohumlar karsilastirildiginda, pozitif yonla,
diisiik diizeyde bir iliski gézlenmistir (rho=-0,154, p= 0,805). Bu tiiriin DNA miktar1 ve
habitat yiiksekligi karsilastirildiginda ise yine diisiik diizeyde, negatif yonlii bir iligki
goriilmiistiir (rho= -0,300, p= 0,624). Ancak 2C DNA miktar1 ile hem tohum hem de

habitat ylikseklikleri arasinda istatistiksel anlamda bir iligki bulunmamaktadir.

E. phaeocephalus tlrinin 2C DNA miktar1 ile tohumlar1 karsilastirildiginda, pozitif
yonlii, gii¢li bir iliski vardir (rho= -0,656, p= 0,269). Bu tiiriin DNA miktar1 ve habitat
yiiksekligi karsilastirildiginda ise negatif yonlii, diisiik diizeyde bir iliski goriilmektedir
(rho= -0,100, p= 0,873). Ancak 2C DNA miktar1 ile hem tohum hem de habitat

yiikseklikleri arasinda istatistiksel anlamda bir iligki bulunmamaktadir.

E. dumanii tlrdnin 2C DNA miktart ile tohumlar karsilastirildiginda, pozitif yonld,
giiclii bir iliski vardir (rho= -0,667, p= 0,219). Bu tiiriin DNA miktar1 ve habitat
yiiksekligi karsilastirildiginda ise negatif yonlii, diisiik diizeyde bir iliski goriilmektedir
(rho= -0,100, p= 0,873). Ancak 2C DNA miktar1 ile hem tohum hem de habitat

yiikseklikleri arasinda istatistiksel anlamda bir iliski bulunmamaktadir.



4. BOLUM
TARTISMA-SONUC ve ONERILER

4.1 TARTISMA

Tirkiye’ de yayilis gosteren Echinops cinsine ait tirlerden E. sphaerocephalus, E.
spinosissimus, E. orientalis, E. tournefortii turlerinin farkli popiilasyonlarinin 2C
degerleri Garnatje et al. (2004) [45] tarafindan daha Once belirlenmesine ragmen bu
calismada yer alan E. phaeocephalus, E. melitenensis, E. dumanii ve E. ritro tirleri ilk

kez tarafimizdan ¢alismistir.

Vizintin et al. (2006), Trifolium (Fabaceae) cinsine ait 31 tirin 2C-degerlerini
belirlenmistir. Calistigi tlirlerin 2C degerleri 0,688 pg ile 7,375 pg arasinda
degismektedir. En kiiciik ve en biiylik 2C degeri arasinda 10,7 katlik oldukga buyik bir
farklillk  vardir. Vizintin et al. bu biyik farkliligi poliploidi seviyeleri ile
iliskilendirilebilecegini belirtmistir. Ayrica tUrlerin genis cografik dagilimlarinda bu
derecede farkli degerler elde edilmesinde rolii olabilecegini belirtmislerdir [65]. Ayni
durum, Naganowska et al. (2003) tarafindan ¢alisan Lupinus turlerinde de gézlenmistir.
Calistiklar1 18 Lupinus tiru arasinda, en biiyiikk 2C degerlerine (2,44 pg) sahip olan
tiirin, en kiiclik 2C degerine (0,97 pg) sahip olan tiirden 2,5 kat daha fazla oldugunu
bulmuslardir [66]. Yapilan bir baska ¢alismada, 24 Lathyrus tirlerinin 2C degerlerini
hesaplamistir ve en biiyiik 2C DNA miktarin en kiigiik 2C DNA miktarindan yaklasik
2,4 kat daha fazla oldugunu goérmiislerdir [67]. Bu ¢aligmalarin tiimiinde 2C DNA
degerlerinde gozlenen biiyiik fark ikincil sebeplerin yaninda temelde taksonlarin
poliploid olmasindan kaynaklandigi vurgulanmaktadir. Bu calismada ise 2C DNA
miktarlar arasinda farklilik verilen 6rnek calismalarda oldugu kadar yiiksek seviyelerde
degildir. Bu nedenle analizi yapilan Echinops tlrlerinin poliploid degil, diploid

oldugunu gorulmektedir.
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Garnatje et al. (2004) tarafindan yapilan bir ¢aligmada Asteraceae familyasinin iyeleri
olan ve Echinops cinsi ile birlikte gruplanmis cinslerden Amphoricarpus, Xeranthemum,
Siebera ve Chardinia cinslerine ait bazi tiirlerin 2C DNA miktarlarini1 belirlenmistir.
Yapilan analizler sonucunda 1,73 pg degeriyle en kiiciik 2C degerine sahip olan
Amphoricarpus, yapilan bazi molekiiler ¢alismalara ve yasam formlarina (gok yillik bir
genus) gore grubun atasal cinsi olarak kabul edilmistir. Xeranthemum ise grup
icerisindeki en gelismis cins olarak kabul edilmistir. 4,06 pg 2C degerine sahip olan
Xeranthemum cinsinin  Chardinia cinsinden koken aldigimi diistinmektedirler.
Xeranthemum ve Amphoricarpus cinsleri arasinda yer alan bu cins de 3,75 pg 2C DNA
miktarma sahiptir. Grubun diger iiyesi olan Siebera cinsi ise, 16,98 pg 2C DNA
miktarina sahiptir ve Xeranthemum’ a dahil oldugunu diisiinmektedirler [45]. Calisilan
cinslerin olusum zamanlar1 ve 2CDNA miktarlar1 incelendiginde atasal olarak
diisiiniilen cinsten en modern cinse dogru gidildikce 2C DNA miktarlarinin arttig
gozlemlenmistir. Baz1 aragtirmacilar bu durumu destekleyerek, atasal angiospermlerin
genomlarmin daha kiigiik oldugunu ve gelismis dikotlar ve monokotlarda 2C DNA
degerlerinin ¢ok daha biiyiikk oldugunu belirtmislerdir [68, 69]. Yine Gatnatje et al.
(2004) [45] in yaptiklar ¢alisma kapsaminda, 2C DNA miktar1 belirlenen Echinops
cinsinin durumu ise bu kadar blyuk bir cins igin yetersiz sayida 6rnek ile calisilmasi
nedeniyle tam olarak bir agikliga kavusturulamamistir. Bu analizleri sonucunda elde
ettikleri 2C DNA miktarlar1 ile cinsin bilinen kromozom sayilar1 arasinda
degerlendirmelerde bulunmustur. Echinops cinsinden c¢alisilan tiirlerin bir kismi
Echinops seksiyonuna ait olup bu grupta yer alan tiirlerin hepsinin kromozom sayilari
2n=30’ dur ve ortalama 2C DNA miktarlar1 7,50+0,38 pg’ dir. Diger bir seksiyon olan
Ritropsis seksiyonunun kromozom sayis1 ise 2n=28,30,32 olarak g¢esitlilik
gostermektedir ve daha degisken olan DNA miktarlarinin ortalamasi 6,70+1,92 pg’ dir.
Chanaechinops seksiyonunun kromozom sayist 2n=30, 32 iken ortalama 2C DNA
miktar1 (7,72+£2,26 pg) diger seksiyonlardan daha yiiksek ve daha degiskendir. Bu
biylk orandaki 2C DNA miktarindaki farkliligi vejetasyon periyodunun kisa oldugu
ekolojik sartlarda, tiirlerin hizli yasam dongiilerinden dolayr seleksiyon siireclerinin
baskilanmasi sonucunda hizli hiicre dongiisiine sahip tirlerin daha kigik 2C DNA
miktarina sahip olabilmesinden kaynaklanabilecegini belirtmislerdir. Kalendear et al.

(2000)’ nin de belirttigi gibi genom miktarindaki farkliliklar ¢evreye bir adaptasyon
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mekanizmas1 olarak retranspozan aktiviteler sonucunda da meydana gelmis

olabilecegini belirtmislerdir [70].

Bu ¢aligmada analizleri yapilan tiirlerin 2C DNA degerleri 5,549 pg ile 9,166 pg
araliginda degismektedir. Bu tiirlerden E. melitenensis en kiigiik 2C DNA degerine
sahiptir. Yapmis oldugumuz molekiler verilere ve morfolojik karakterlere dayali
calismalar sonucunda bu tiiriin ait oldugu seksiyonda yaklasik 1,5-2 milyon yil 6nce
diger tiirlerden ayrilarak olustugu hesaplanmistir [yayinlanmamis veri]. Bu 6zelligi ile
seksiyonun atasal tir( kabul edilen E. melitenensis yukarda bahsedilen diger atasal
tiirler gibi bulundugu grupta en kiiciik 2C DNA miktarina sahiptir. Seksiyona ait olan
diger iki tiiriin ise 2C DNA miktarlar1 birbirine ¢ok yakin degerler verirken morfolojik
ve molekuler verilere gore tiirlesme siirecinin son basamaginda E. dumanii’ den 1-1,6
milyon yil 6nce ayrilmis olan ve seksiyon igerisindeki en biiylik 2C DNA miktarina
sahip olan E. phaeocephalus yer almaktadir [yaymlanmamis veri]. Bu neticede
degerlendirdigimizde, 2C DNA miktarlarinin cins igerisinde yer alan atasal tiirden en

modern tiire dogru arttigin1 gérmekteyiz.

Genom miktarlarinda etkin oldugu disiiniilen bir diger etken de iklim kosullaridir. Ohri
et al. (1998), Allium tarlerinin sicak iklimli yerlerde yetisen tiirlerinin daha yiiksek 2C
DNA miktarina sahip oldugunu, nemli yerlerde yasayan tiirlerin ise daha diisiik genom
miktarina sahip oldugunu belirlediler [71]. Torrell ve Vallés (2001) ise Artemisia
tiirlerinin kotii iklim kosullarina bir adaptasyon olarak DNA miktarinda artis oldugunu
rapor ettiler [72]. Knight ve Ackerly (2002), kii¢iik DNA miktarina sahip olan tiirlerin,
bliyiilk DNA miktarina sahip olanlara gore cevre kosullarina karst daha direngli
oldugunu vurgulamiglardir [73]. Bu verilere dayanarak, ¢alismamizdaki tirler ele
alindiginda, tarim arazisinde yayilis gostermekte olan E. melitenenesis turinin en az 2C
DNA miktarma sahip oldugu goriilmektedir. E. dumanii’ nin ise ¢alisilan tiirler arasinda
en kotii gevre kosullarina sahip oldugunu sdyleyebiliriz. Ancak en fazla DNA miktarina
sahip tiir degildir. E. phaeocephalus nehir kenarinda ve yamaclarda yayilis géstermekte
olup E. dumanii’ den daha iyi ¢evre kosullarina sahip olmasina ragmen, daha fazla
DNA miktarina sahip oldugu gorilmistiir. Ayrica Knight ve Ackerly (2002)’ nin
belirttigi gibi kiiciik 2C DNA miktarina sahip olan tiirlerin her tiirlii cevre kosulunda
yasayabildigi hipotezi bu calismada gozlemlenemedi [73]. Aksine en genis yayilisa
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sahip turlerden biri olan E. ritro (9,166 pg) en yiiksek 2C degerine sahip tiir oldugu

go6zlendi.

Bu c¢alismada, Echinops seksiyonuna ait E. ritro cinsi 9,166 pg 2C DNA miktar: ile
diger iki seksiyondan farkli bir degere sahiptir. Ancak Ritropsis seksiyonuna ait, 2C
DNA miktar1 6,392 pg olan E. orientalis tlrl ise Oligolepis seksiyonundaki turlerle
oldukca yakin bir deger vermektedir. Garnatje et al. (2004)’ nin de belirttigi gibi
Echinops turlerinin 2C DNA miktari ile bu tiirlerin habitatlari, kromozom sayilar1 ve
yukseltileri ile ilgili her hangi bir arasinda herhangi bir korelasyon goriilememistir [45].
Bizde ¢alismamizda elde ettigimiz 2C DNA miktarlarinin, tiirlerin habitatlar1 ve tohum
boylar1 arasinda herhangi bir iliski olup olmadigina spersman’ rho korelasyon testi
yapilarak test edilmistir. Yapilan korelasyon testi sonucunda 2C DNA miktarlar ile
hem tohum boylar1 hem de habitatlar1 arasinda istatistiksel a¢idan anlamli bir iligki

gorilememistir.

4.2. SONUC VE ONERILER

Tiirlerin sahip oldugu en biiylik ve en kiiciik 2C DNA miktarlar1 arasinda biiyiik bir
farklilik  goriildiigii takdirde bu tiirlerin  poliploid olabilecegi g6z Oniinde
bulundurulmalidir. Bu calismada analiz edilen taksonlarda ise 2C DNA degerleri
arasinda cok biiyikk farkliliklar olmadigindan dolayr tiirlerin diploid oldugunu

disiinulmektedir.

Tiirlesme siirecinde ilk basamakta yer alan atasal tiirden, en son olustugu diisiiniilen en
Calisilan modern tiire gidildikge 2C DNA miktarlarinda bir artis oldugu goriilmektedir.
oldugumuz seksiyon igerisinde de 2C DNA miktarlari, atasal tir olarak kabul edilen E.
melitenensis’ den grubun en modern tiri olan E. phaeocephalus’ a dogru bir artis

gorilmektedir.

Ayni cins igerisinde gozlenen 2C DNA miktarlarindaki farklilik tiirlerin bulunduklari
ekolojik sartlara gore bir adaptasyon mekanizmast olarak farklilasabilecegi
diistiniilmektir. Ancak ekolojik faktorlerin DNA miktar iizerinde her zaman ayni yonde
etki etmedigi gortlmektedir. Echinops cinsi taksonlari arasinda ise gevre kosullar1 goz
Oniine alarak yapilan sperman’s rho korelasyon testi sonuglarina gore pozitif ya da

negatif yonla, anlamli bir iligki gérilmemistir.
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Garnatje et al. (2004)’ unda [45] vurguladig: gibi, Echinops gibi blyuk cinslerdeki bu
belirsizliklerin ortadan kaldirilabilmesi i¢in daha fazla takson iceren c¢aligmalar

yapilmasi gerekmektedir.
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