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TESEKKUR
Bu c¢alismayr FBA-11-3561 nolu proje ile destekleyen Erciyes Universitesi Bilimsel

Arastirma Projeleri Birimine tesekkiir ederiz. Ayrica bu proje kapsaminda Tubitak TBAG-

106T526 nolu proje kapsaminda toplanilan 6rneklerden de yararlanilmistir.



ICINDEKILER

OZET

ABSTRACT

1. GIRIS

2. GENEL BILGILER

3. GEREC VE YONTEM
3.1. Calisma Materyalinin elde edilmesi
3.2. Toplanan drneklere ait dokulardan total DNA eldesi:
3.3. Niklear ribosomal DNA ve kloroplast DNA gen bdlgelerinin PCR
ile cogaltilmasi
3.4. DNA barkodlamasi
3.5. PCR ile ¢ogaltilan bolgelerin DNA dizi analizleri

3.6. Sekans analizi ve verilerin degerlendirilmesi



OZET

Bu ¢alismada, bir niiklear ribosomal DNA (ITS) ve ti¢ farkli kloroplast DNA (rbcL,
trnL-trnF, MatK) gen bolgelerinin dizi analizleri kullanarak Tirkiye Echinops cinsi tlrlerinin
genetik yapisinin belirlenmesi, tiirlerin birbirleriyle olan filogenetik iliskilerinin arastirilmasi
ve taksonomik durumlarinin molekiiler tabanli olarak yeniden degerlendirilmesi, MatK ve
rbcL gen bolgeleri kullanilarak Echinops cinsine ait tirlerin taksonomistler ve nadir tarlerin
korunmasi ile yasadisi ticaretinin Onlenmesi iginde dnem arz eden DNA barkodlamasinin
yapilmas1 amaglanmustir.

Kloroplast ve niiklear DNA dizi analizleri igin gerekli total DNA, Echinops
orneklerine ait yaprak dokularindan elde edilmistir. Total DNA’lar kullanilarak hedeflenen
gen bolgelerinin (kloroplast DNA matK, rbcL, trnL-trnF, niklear ribosomal DNA ITS), PCR
ile ¢ogaltilmas1 islemi yapilmistir. Echinops taksonlarina ait 6rnekleri arasindaki filogenetik
iliskileri belirlemek i¢in JC baz degisim modeli kullanilarak NJ ve bayesian agaci elde
edilmistir.

Turkiye Echinops taksonlarinin DNA barkodlarinin belirlenebilmesi amaciyla evrensel
cekirdek barkod olarak kabul edilen cpDNA matK (719 bp) ve rbcL (1091 bp) gen bdlgeleri
birlikte degerlendirilerek analizler yapilmistir.

Echinops cinsinin Tiirkiye’ deki taksonlari i¢in ortaya konmus smiflandirmanin
seksiyon ve tiir ayrimlarinda, DNA dizilerine goére olusturulan filogeniye uymadig1
goriilmektedir. Ayrica morfolojik olarak da farklilik gézlemlenen E. sphaerocephalus tlruniin
iki varyetesi iki farkli tiir olarak ayrilmaktadir. Benzer sekilde E. pungens tiirine ait olan tur
alt1 taksonlar da ayr tiirler olarak dendogramda yer almaktadir. Sonug olarak DNA verileri
g0z Oniine alindiginda bu taksonlarin tiir seviyesine yiikseltilmesinin daha uygun olacagi

diistiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Compositae, Echinops, DNA Barkodlama, ITS, rbcL, trnL-trnF, MatK



ABSTRACT

In this study, It is aimed to determine the genetic structure of Echinops taxa; investigate the
phylogenetic relationships among taxa and re-evaluation taxonomic status of the genus due to
nuclear ribosomal DNA (ITS) and chloroplast DNA (MatK) gene sequence analysis, to
investigate the phylogenetic relationships of the species and to re-evaluating the taxonomic
status of species based on molecular data and also In addition, taxa belonging to the
genus Echinops will determine barcode which is so important for taxonomists and prevention

studies of illicit trade with protection of rare species.

Total DNA required for chloroplast and nuclear DNA sequencing was extracted from leaf
tissue on Echinops examples. Targeted gen regions (chloroplast DNA matK, rbcL, trnL-trnF,
nuclear ribosomal DNA ITS) was amplified using total DNA. To determine the phylogenetic
relationships among Echinops taxa was obtained the NJ and Bayesian

cpDNA MatK (719 bp) and rbcL (1091 bp) gene regions accepted universally core barcode
were analyzed to determine DNA barcoding of Turkish Echinops taxa,

Classification revealed for section and species distinctions of Echinops taxa in Turkey is
different phylogenetic based on DNA sequences. in our study, not only morphological, but
also molecular findings shows E. sphaerocephalus is not as subspecies of E. sphaerocephalus
and should be evaluated on its own as a separate species. Similarly, the varietes belonging to
E. pungens was located separately in the dendogram. Consequently, the findings of this study

show some of taxa should be correct evaluation in species level.

Keywords: Compositae, Echinops, DNA Barcoding, ITS, rbcL, trnL-trnF, MatK
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BOLUM 1

GIRIS

Echinops L. cinsi diinya iizerinde 125 ila 130 kadar tiirle temsil edilmektedir. Cogunlukla
kuzey yarikiirede olmak {izere, biitiin diinya‘da genis yayilis gostermektedir. Yaygin olarak da,
tropik Afrikanin yar1 nemli alanlari, Kuzey Afrika‘nin yar1 kurak alanlari, Akdeniz havzasi ve
Orta Asya‘ya kadar Avrasya‘nin iliman kusaginda yayilis gostermektedir. Iran-Turan
fitocografya elementi olan ve genel olarak birkag tek yillik tiir disinda ¢ok yillik bir cins olan
Echinops cinsinin tilkemizde son ¢alismalara gére 28 taksonu yayilis gostermektedir.

Diinya genelinde genis bir yayilis alanina sahip olmasina ragmen Echinops cinsinin
taksonomik durumu mevcut tiirlerin sayis1 bakimindan hala tartismalidir. Bu tartismali durum
ulkemiz Echinops'lart i¢in de gecerlidir. Morfolojik verilere gore yapilmig g¢alismalarda
iilkemiz taksonlari ile ilgili pek cok degisiklik yapilmistir.

Bu c¢alismada, bir niiklear ribosomal DNA (ITS) ve ii¢ farkli kloroplast DNA (rbcL, trnL-trnF,
MatK) gen bdlgelerinin dizi analizleri kullanarak Tirkiye Echinops cinsi tirlerinin genetik
yapisinin belirlenmesi, tiirlerin birbirleriyle olan filogenetik iliskilerinin arastirilmasi ve
taksonomik durumlarinin molekiiler tabanli olarak yeniden degerlendirilmesi, MatK ve rbcL
gen bolgeleri kullanilarak Echinops cinsine ait tirlerin taksonomistler ve nadir tirlerin
korunmasi ile yasadisi ticaretinin 6nlenmesi iginde dnem arz eden DNA barkodlamasinin
yapilmas1 amac¢lanmustir.

Ayrica, bu caligmada elde edilen DNA dizi verileriyle diinyanin gesitli bolgelerindeki
arastiricilar tarafindan gen bankasinda depo edilen veriler birlestirilerek Echinops cinsinin

evrimsel gegmisi ve filocografyasinin belirlenmesine katki saglanacaktir.

Anahtar Kelimeler: Compositae, Echinops, Gen Barkodlama, ITS, rbcL, trnL-trnF, MatK



2.BOLUM

GENEL BIiLGILER

Echinops L. cinsi toplam 125 ila 130 kadar tiirle temsil edilmektedir. Cogunlukla

kuzey yarikiirede olmak {izere, biitiin diinya‘da yogun olarak da, tropik Afrikanin yar1 nemli
alanlari, Kuzey Afrika‘nin yar1 kurak alanlari, Akdeniz havzasi ve Orta Asya‘ya kadar
Avrasya‘nin 1liman kusaginda yayilis gostermektedir. Genel olarak, birka¢ tek yillik tiir
disinda ¢ok yillik bir cinstir [1, 2]. Iran-Turan fitocografya elementi olan tek tiire sahip cins
Acantholepis Less. ile yakin akrabadir. Hatta bazi arastiricilar Acantholepis cinsine ait olan
tek tlrd, Echinops cinsine ait bir tiir olarak siniflandirmaktadirlar [3].
Davis‘in editorliigiinii yaptig1 "Tiirkiye Florasi"nda Echinops cinsini yazan Hedge‘e gore
tilkemizde 16 tiir, (tiir alt1 taksonlarla beraber 21 takson) bulunurken; 1992 yilinda Gemici ve
Leblebici tarafindan iilkemizden bir yeni tiir daha iilkemizden tanimlanmustir [4,5]. Turkiye
Echinops cinsi taksonlarini konu alan en son ¢alisma ise 2010 yilinda sonuglanmis ve proje
yoOneticisine ait bir Tlbitak Projesidir (TBAG-106T526). Bu proje kapsaminda su sonuglar
elde edilmistir:

Echinops seksiyonuna ait E. sintenisii Freyn ve E. pannosus Rech. fil. taksonlar
sirasiyla E. ossicus ve E. heterophyllus P.H.Davis‘un sinonimi yapilmustir.

Ulkemiz icin endemik olarak belirtilen E. vaginatus Boiss. & Hausskn., tiiriiniin endemik
olmadig tespit edilmistir.

Siipheli kayit olarak bilinen taksonlardan, E. kurdicus Boiss.&Hausskn. ‘un iilkemizde

bulunmadig1 ve Iran‘in orta kesiminde yiiksek daglara endemik oldugu; E. bicolor Nab. un ise
tilkemizde var oldugu ancak literatiir kayitlarina gére E. phaeocephalus Hand.-Mazz. un
sinonimi oldugu belirlenmistir.
Echinops adenocaulos Boiss., E. chardinii Boiss. & Buhse E. gaillardotii Boiss., Echinops
ritrodes Bunge ve E. tenuisectus Rech. f. tiirleri iilkemiz igin yeni kayit olarak belirlenmistir.
Bilim diinyasi1 i¢in yeni ve E. dumanii C. Vural, E. antalyaensis C. Vural, E. borae C. Vural
ismi verilen {i¢ tiir belirlenmistir. Bu tiirlerden E. dumanii‘ye ait makale yaymlanmis diger
ikisi ise yayinlanma asamasindadir [6].

Morfolojik verilere gore yapilmis bu ¢alismalarda Ulkemiz taksonlari ile ilgili pek cok

degisiklik yapilmistir. Bu degisiklikler ve yeni kayitlar ile yeni tiirlerin Echinops taksonlar



icerisindeki filogenetik yerini tespit etmek, tilkemiz taksonlarinin genetik yapisini belirlemek
ve taksonomik durumlarmin molekiiler tabanli olarak yeniden degerlendirilmesi i¢in
molekiiler caligmalara ihtiyag vardir.

Cinsin filogenisi ile ilgili baz1 molekiiler tabanli yaymlar bulunmasina ragmen; bu
makalelerde Asteraceae familyasindan gesitli cinsler de dahil edilerek, lilkemizden oldukga
siirl sayida tiir genellikle farkli primerler kullanilarak ¢aligilmigtir. Bu c¢alismalarda da asil
amac biiylik taksonomik gruplarin filogenisinin belirlenmesidir. Ad1 gegen c¢alismalart su
sekilde ozetleyebiliriz:

Panero ve Funk (2008), icerisinde Echinops cinsinin de yer aldigi Asteraceae

familyasina ait bazi taksonlarin, 10 kloroplast DNA boélgesi dizilerini belirleyerek bu
familyanin biiyiik kladlariin (soy hatlarinin) filogenetik analizini yapmistir [7]. Susanna ve
ark. (2006), Cardueae tribusuna dahil olan Echinops ve baz1 diger cinslerin ITS, MatK ve
trnL-trnF dizilerini analiz ederek molekiiler agidan bu tribusun filogenisini incelemistir [8].
Garcia-Jacas ve ark. (2002), Asteraceae familyasina ait 34 cinse ait bazi tiirlerin ITS ve MatK
gen dizileri birlikte degerlendirilerek familyanin filogenisi hakkinda degerlendirmeler
yapmuslardir [9].
Bu ¢alismada niiklear ribosomal DNA (ITS) ve kloroplast DNA gen (rbcL, trnL-trnF, MatK)
dizi analizleri yardimiyla Tiirkiye Echinops cinsi tiirlerinin genetik yapisi belirlenerek tiirlerin
birbirleri ile olan filogenetik iliskilerinin arastirilarak, Echinops turlerinin sistematik ve
evrimsel tarihi hakkinda yeni bakis acilar1 saglanmasi ile birlikte taksonomistler ve nadir
tiirlerin korunmas1 ve yasadisi ticaretinin dnlenmesi iginde 6nem arz eden her taksonun DNA
barkodunun belirlenmesi saglanacaktir. Bunlardan baska Tiirkiye‘nin biyolojik ¢esitliligine,
cevre ve canli koruma stratejilerine, ¢alisilan taksonlar seviyesinde ciddi anlamda bilimsel
veri saglanacaktir.

Ayrica, bu calismada elde edilen DNA dizi verileriyle diinyanin ¢esitli bolgelerindeki
arastiricilar tarafindan gen bankasinda depo edilen veriler birlestirilerek Echinops cinsinin

evrimsel gegmisi ve filocografyasinin belirlenmesine katki saglanabilecektir.



3. BOLUM
GEREC VE YONTEM

3.1. Calisma Materyalinin elde edilmesi:

Ulkemizde yayilis gosteren Echinops cinsine ait 28 taksona ait érnekler ¢alismamizin
materyalini olusturmaktadir. Elimizde bulunan, 6nceden toplanmis (TBAG 106T26 numarali
TUBITAK projesi kapsaminda toplanan 6rnekler) érneklere ait tohumlarin ¢imlendirilmesiyle
elde edilecek yaprak dokulari, total bitki DNA*‘s1 elde etmek i¢in kullanilacaktir. Taze 6rnek
temininde giicliik ¢ekilirse, kuru herbaryum materyallerinden de yararlanilacaktir. Baz1 genis
yayilislt taksonlarin (E. spinosissimus, E. albidus, E. pungens, E. orientalis) birden fazla
lokasyondan farkli 6rnekler alinarak calisilacagindan eldeki 6rneklere ek olarak yeni 6rnekler
toplanmas1 gerekecektir. Bu sebeple basta Marmara, Ege ve Dogu Anadolu bdlgeleri olmak
lizere; bazi arazi ¢aligmalar1 yapilmasi planlanmaktadir. Araziden toplanan yaprak ornekleri
silika jel icerisinde kurutularak saklanacaktir. Tohum Ornekleri ise bez torbalarda muhafaza
edilecektir.

3.2. Toplanan érneklere ait dokulardan total DNA eldesi:

Oncelikle Echinops 6rneklerine ait tohumlarin ¢imlendirilmesiyle elde edilecek yaprak
dokularindan izole edilecek total bitki DNA® s1 kullanilacaktir. Taze 6rnek temininde giigliik
cekilirse, kuru herbaryum materyallerinden de yararlanilacaktir. Total DNA izolasyonu icin
Qiagen adli firma tarafindan {iretilmis ve ticari olarak satilmakta olan Qiagen DNeasy Plant
Mini Kit kullanilacaktir. Calisma esnasinda, total DNA izolasyonu kit ile birlikte génderilen
tiretici firmanin protokolii temel alinacaktir. Tiim Orneklerin total DNA‘s1 bu kit ile elde
edilmesinden sonra, karigimdaki total DNA varligi arastirilmak tizere % 0.8° lik agaroz jelde
yiriitiilecek ve jel goriintiileme sisteminde, UV altinda goriintiilenip, fotografi cekilecektir.
Ardindan elde edilen DNA‘lar, ¢alisilacak bolgeler i¢in kaynak olarak kullanilacak ve PCR
reaksiyonu ile ¢ogaltilacaktir.

QIAGEN Kit Protokol;

1) Ezilmis dokudan 20 mg alinarak steril bir tiip i¢ine tartilir.

2) Tipdeki dokunun iizerine 500 pl AP1 buffer ve 100 mg/ul 5 pl RNase eklenir ve
vortekslenir.

3) 65 OC’de 10 dakika bekletilir.(birkac defa alt-list yaparak karistirilir).

4) Tiplerin tizerine 130 pl AP2 tamponu eklenip vortekslenir ve 5 dakika buzda bekletilir.



5) Tipler 20000g°de 5 dakika santrifiij edilir. Siipernatant kismi1 mor kolonlara aktarilir.

6) Kolonlar 20000g°de 2 dakika santrifiij edilir. Kolon atilir, siipernatant temiz ependorfa

aktarilir.

7) Aktarilan siipernatantin 1.5 kati kadar AP3 tamponu eklenir ve pipetleyerek karistirilir.

Bundan 650 pl alinarak beyaz kolona aktarilir.

8) 6000g’de 1 dakika santrifiij edilir. Kolonun altinda kalan kisim atilir. Tiipte kalan 6rnek

ayni1 kolona aktarilir ve 6000g’de yine 1 dakika santrifiij edilir.

9) Kolon 2 ml’lik temiz reaksiyon tiiplerine alinir. Uzerine 500 ul AW tamponu eklenir.

10) 6000g°de 1 dakika santrifiij edilir. Siipernatant kismi dokiiliir ve tekrar 500 ul AW

tampon eklenir.

11) 20000g°de 2 dakika santrifiij edilir. Kolon 1.5 ml’lik temiz tiiplere alinir. 23

12) Uzerine 150 ul AE tamponu eklenir. Oda sicakliginda 5 dakika beklenir.

13) 6000g°de 1 dakika santrifiij edilir. Kolon atilir ve elde edilen DNA kullanima hazir halde -

20°C’de saklanir.

3.3. Niiklear ribosomal DNA ve kloroplast DNA gen bolgelerinin PCR ile ¢cogaltilmasi:
Her bir bitki 6rneginin bir niiklear ribosomal DNA (ITS) ve ti¢ farkli kloroplast DNA

gen bolgesi (trnL-trnF, rbcL, MatK) PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu) ile ¢ogaltilacaktir.

Bunun i¢in farkli hedeflenen bolgeye spesifik primer ¢ifti kullanilacaktir.

Tablo 3.1. PCR reaksiyonlarinda kullanilan primerler

Primer Baz dizisi Baglanma NEEL
Sicakligi (C°)
ITS1 (F) 5¢- TCCGTAGGTGAACCTGCGG -3¢ 52¢C° [10]
ITS4 (R) 5¢-TCCTCCGCTTATTGATATGC -3¢ 52 C° [10]
TmmLF(R) 5- ATTTGAACTGGTGACACGAG - 3° 48 C° [11]
trnL-C (F)  5°- GGTTCAAGTCCCTCTATCCC- 3¢ 48 C° [11]
trnL-E (F)  5°- GGTTCAAGTCCCTCTATCCC- 3¢ 48 C° [11]
trnL-D (R)  5°- GGGGATAGAGGGACTTGAAC -3¢ 48 C° [11]
MatK-3F 5-CGTACAGTACTTTTGTGTTTACGAG-3' 50C° [12]
MatK 1R 5-ACCCAGTCCATCTGGAAATCTTGGTTC-3' 50C° [12]
rbcL-1F 5‘- ATGTCACCACAAACAGAAACTAAAGC-3° b0cC° [13]
rbcL-1460R 5-CTTTTAGTAAAAGATTGGGCCGAG-3* 50C° [13]



Her bir primer ¢ifti i¢cin PCR bilesenlerinin optimizasyon calismalar1 yapilmis ve
primerlerin en uygun baglanma sicakligi gradient PCR ile belirlenmistir. PCR bilesenlerinin
miktar1 ve en uygun baglanma sicakligi belirlendikten sonra, hedeflenen gen bdlgesinin
cogaltilmasi sirasinda primerlerin en uygun ve dogru sekilde baglanmasi ve 6zgiilliigiiniin
arttirtlmasi i¢in PCR yapilmistir. PCR bilesenlerinin hazirlanmasi agsamasinda her bir 6rnek
icin 10 pl veya 50 pl reaksiyon hacmi olacak sekilde Master Mix hazirlanmigtir. Her bir 6rnek
icin PCR tiiplerine Master Mix karisimindan 8.5 ul veya 49 pl alinarak bunun iizerine 1.5
veya 1 ul Total DNA eklenmistir. PCR bilesenleri ve konsantrasyonlar1 Tablo 3.2 de
verilmistir.

Tablo 3.2. rbcL, MatK, trnL-trnF, ITS gen bolgeleri i¢in PCR bilesenleri ve miktarlari

Bilesenler Alin Hacim

Tag Buffer (10x) 5ul
MgClI (25mM) 3 ul
BSA (10mg/ml) 4 ul
dNTP (10 uM) 1.33 ul
Primer (F) (10 mM) 1pl
Primer (R) (10 mM) 1l
Tag Polimeraz (500u) 0.25 pl
DNA 1l
D. Distile Su 33.42 ul

Elde edilen karisiminin olusturuldugu PCR strip tiiplerin kapaklar: kapatilarak istenilen gen
bolgesinin ¢ogaltilmast i¢in Thermo-Cycler’ra (SensoQuest LabCycler) alinarak PCR
yapilmustir. Her bir primer ¢ifti i¢in PCR dongii programlar1 Tablo 3.3-6’de verilmistir.

Tablo 3.3. Niklear Ribosomal DNA ITS gen bdélgesinin ITS1 ve ITS4 primer ciftleri i¢cin PCR

dongii programi
Basamak Sicaklik (C°) Siire Dongii Sayisi
1. Basamak 95 C° 5:00 dk 1
2. Basamak 94 C° 1:00 dk 35
3. Basamak 51C° 1:10 dk 35
4. Basamak 72 C° 1:00 dk 35
5. Basamak 72 C° 10:00 dk 1



Tablo 3.4. Kloroplast DNA MatK gen bdlgesinin MatK 3F ve 1R primer ciftleri icin PCR

dongii programi

Basamak

Sicaklik (C°)

Dongii Sayisi

1. Basamak
2. Basamak
3. Basamak
4. Basamak

5. Basamak

95C°
94 C°
51C°
72 C°
72C°

2:45 dk

1:00 dk
1:45 dk
1:45 dk

10:00 dk

35
35
35

Tablo 3.5. Kloroplast DNA rbcL gen bolgesinin rbcL 1F ve 1460R primer giftleri icin PCR

dongii programi

Basamak

Sicaklik (C°)

Dongii Sayist

1. Basamak
2. Basamak
3. Basamak
4. Basamak

5. Basamak

95C°
94 C°
51C°
72C°
72 C°

2:45 dk
1:00 dk
1:45 dk
1:10 dk

10:00 dk

30
30
30

Tablo 3.6. Kloroplast DNA trnL-trnF gen bélgesinin trnL-E, trnL-F, trnL-C ve trnL-D primer

ciftleri i¢in PCR dongii programi

Basamak

Sicaklik (C°)

Dongii Sayisi

1. Basamak
2. Basamak
3. Basamak
4. Basamak

5. Basamak

95C°
94 C°
48 C°
72 C°
72C°

3.4. DNA barkodlamasz:
DNA barkodlamasi i¢in her bir bitki 6rneginin iki farkli kloroplast DNA gen bolgesi (rbcL,

2:30 dk
1:00 dk
1:30 dk
1:45 dk
9:00 dk

30
30
30

MatK) PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu) ile ¢cogaltilacaktir. Bunun i¢in toplam dort farklh

spesifik primer c¢ifti kullanilacaktir. Angiosperm grubu bitkilerin i¢in bu gen bdlgeleri

universal barkod olarak tercih edilmektedir.



Tablo 3.7. DNA Barkodlama amaciyla kullanilan primerler

Primer Baz Dizisi Baglanma

sic. (C°)
MatK-3F 5-CGTACAGTACTTTTGTGTTTACGAG-3' 50 C° [12]
MatK 1R 5-ACCCAGTCCATCTGGAAATCTTGGTTC-3' 50C° [12]
rbcL-1F 5‘- ATGTCACCACAAACAGAAACTAAAGC-3° 50Ce° [13]
rbcL-1460R  5°-CTTTTAGTAAAAGATTGGGCCGAG-3¢ 50 C° [13]

3.5. PCR ile ¢cogaltilan bolgelerin DNA dizi analizleri:

Bu c¢alismada tiim Echinops orneklerine ait PCR iriinlerinin saflastirilmast ve
cogaltilan bolgelerin dizi analizleri, hizmet alimi seklinde ve hem ileri (Forward) hem de geri
(Reverse) cift-yonlii okuma yaptirilacak ve bu sayede miimkiin olan en dogru sonucun elde
edilmesi amag¢lanmustir.

3.6. Sekans analizi ve verilerin degerlendirilmesi

PCR reaksiyonu ile ¢ogaltilan DNA dizilerinin sekans analizi hizmet alim1 seklinde
ABI 3100 Genetic Analyzer (Bu cihazda 50 cm‘lik kapiller ile standart 800 baz fakat bazen
purifikasyon kalitesi ve DNA dizisine gore okuma 750-850 baz arasinda degismektedir) adli
cihaz ile yapilacaktir. Her bir 6rnek i¢in en az iki okuma yaptirilacaktirAnalizi yapilan
kloroplast ve niiklear ribosomal DNA bolgelerinin dizilerinin hizalanmas1 ve diizenlenmesi
(Sequence aligment and editing) igin Geneious ve BioEdit version 7.0.9.0. programlar
kullanilacaktir. Her bir 6rnek i¢in tiim bolgelere ait DNA dizileri tek tek kontrol edilerek
birlestirilecek ve elde edilen dizilerin ortak dizisi olusturulacaktir.

DNA dizi analizinden elde edilen veriler, Geneious, DnaSP, Mega5, PAUP gibi
filogenetik analiz programlarina aktarilarak degerlendirilecek ve filogenetik agaclar
olusturulacaktir. DNA dizi analizi verileri kullanilarak filogenetik sonuglar1 elde etmek icin
parsimoni-, distans-, likelihood- tabanli metotlar kullanilacaktir. Haplotip ¢esitliligi, niikleotid
cesitliligi vb. analizler DnaSP isimli bilgisayar yazilimi, korunmus bolgeler, variable bolgeler,
parsimonik bilgi iceren bolgeler tespiti igin ise Geneious, MEGAS ve DnaSP isimli bilgisayar

yazilimlart kullanilacaktir.



4. BOLUM
BULGULAR

4.1. Turkiye Echinops cinsi taksonlarinin Kloroplast ve Niiklear DNA Dizi Analizleri

Kloroplast ve nuklear DNA dizi analizleri icgin gerekli total DNA, Echinops
orneklerine ait yaprak dokularindan elde edilmistir. Total DNA’lar kullanilarak hedeflenen
gen bolgelerinin (kloroplast DNA matK, rbcL, trnL-trnF, niklear ribosomal DNA ITS), PCR

ile ¢ogaltilmasi islemi yapilmistir.

4.1.1. Total DNA Elde Edilmesi

Echinops cinsine ait 6rneklerin dokularindan DNA izolasyonu icin QIAGEN (DNeasy
Plant Mini Kit) kullanilmistir. Elde edilen total DNA’lar % 0.8’lik agaroz jelde yiratuldi ve
UV altinda goriintiilenmistir (Sekil 4.1).

—— = e

Sekil 4.1. Echinops cinsine ait 28 taksonun total DNA agaroz jel fotografi, 1. E. ritro, 2. E.

ritrodes, 3. E. microcephalus, 4. E. sphaerocephalus, 5. E. albidus, 6. E. ossicus, 7. E.
pungens, 8. E. polyacanthus, 9. E. adenoclados, 10. E. transcaucasicus, 11. E.tournefortii, 12.
E. heterophyllus, 13 . E. vaginatus, 14. E. onopordum, 15. E. mersinensis, 16. E. emiliae, 17.
E. spinosissimus, 18. E. spinosissimus ssp. bithynicus, 19. gaillardotii, 20. E. adenocaulos,
21. E. orientalis, 22. E. chardinii, 23. E. tenuisectus, 24. E. phaeocephalus, 25. E. dumanii,
26. E. melitenensis, 27. E. borae, 28. E. antalyaense.



4.1.2. Hedeflenen Gen Bdlgelerinin PCR ile Cogaltilmasi

Elde edilen total DNA’lar, kloroplast (rbcL, matK, trnL-trnF ve niklear gen (ITS)
bolgelerinin spesifik primer ciftleri ile ¢ogaltilmasi i¢in kaynak olarak kullanilmistir. Elde
edilen PCR firiinlerinin kalitesi ve biiyiikliiglinii kontrol etmek amaciyla PCR iiriinleri agaroz

jelde yiiriitiilerek jel fotograflar elde edilmistir.

4.1.2.1. Kloroplast DNA MatK Gen Bolgesinin PCR ile Cogaltilmasi

Kloroplast DNA ya ait MatK gen bolgesi spesifik primer ¢iftleri kullanilarak PCR ile
cogaltildi (Sekil 4.2). Cogaltilan gen bolgelerinin hedeflenen gen bolgesi olmasi ve yanliglikla
pseudogenlerin ¢ogaltilmamasi igin literatiirde mevcut ve ayni organizmalar igin ¢esitli
calismalarda kullanilmis olan spesifik primer ciftleri secildi. Ayrica secilen spesifik primerler
ciftleri ile cogaltilan parcalarin beklenen biiyiikliikte olup olmadig1 agaroz jel elektroforezi ile
kontrol edildi. Jelde istenilen biiyiikliikte bandin olup olmadig1 ve spesifik olmayan bantlarin
varlig1 kontrol edildi. Dizi analizinden gelen sonuglar incelenerek icerisinde herhangi bir dur
kodonunun olup olmadig1 ve uygun baz dizisi ile baslayip baslamadigi kontrol edildi. Elde
edilen dizi analiz sonug¢larinda kromatogramlarin kalitesi incelenerek {ist {iste ¢cakigan piklerin
olup olmadig kontrol edildi. Ayrica Gen Bankasi’nda BLAST analizi yapilarak tiirlere ait

diger 6rnek dizileriyle karsilastirilarak benzer olup olmadig1 kontrol edildi.

—
. —
—
—_—

[l

Sekil 4.2 Echinops 6rneklerine ait MatK geni igin 3F ve 1R primerleri kullanilarak olusturulan

PCR drinlerinin agaroz jel elektroforez gorintis
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4.1.2.2. Kloroplast DNA rbcL Gen Bolgesinin PCR ile Cogaltilmasi

Kloroplast DNA ya ait rbcL gen bolgesi spesifik primer ciftleri kullanilarak PCR ile
cogaltildi (Sekil 4.3). Cogaltilan gen bolgelerinin hedeflenen gen bolgesi olmasi ve yanlislikla
pseudogenlerin ¢ogaltilmamasi igin literatiirde mevcut ve ayni organizmalar igin gesitli
caligmalarda kullanilmis olan spesifik primer ciftleri secildi. Ayrica secilen spesifik primerler
ciftleri ile cogaltilan parcalarin beklenen biiyiikliikte olup olmadig1 agaroz jel elektroforezi ile
kontrol edildi. Jelde istenilen biiylikliikte bandin olup olmadig1 ve spesifik olmayan bantlarin
varlig1 kontrol edildi. Dizi analizinden gelen sonuglar incelenerek icerisinde herhangi bir dur
kodonunun olup olmadig1 ve uygun baz dizisi ile baslayip baslamadigi kontrol edildi. Elde
edilen dizi analiz sonuglarinda kromatogramlarin kalitesi incelenerek {ist {iste ¢cakigan piklerin
olup olmadig kontrol edildi. Ayrica Gen Bankasi’nda BLAST analizi yapilarak tiirlere ait

diger 6rnek dizileriyle karsilastirilarak benzer olup olmadigi kontrol edildi.

Sekil 4.3 Echinops orneklerine ait rbcL geni i¢in 1F ve 1460R primerleri kullanilarak

olusturulan PCR iiriinlerinin agaroz jel elektroforez goriintiisii

4.1.2.3. Kloroplast DNA trnL-trnF Gen Bolgesinin PCR ile Cogaltilmasi

Kloroplast DNA ya ait trnL-trnF gen bolgesi spesifik primer ¢iftleri kullanilarak PCR ile
cogaltildi (Sekil 4.5-6). Cogaltilan gen bdlgelerinin hedeflenen gen bdlgesi olmasi ve
yanlislikla pseudogenlerin ¢ogaltilmamasi icin literatiirde mevcut ve ayni organizmalar i¢in

cesitli caligmalarda kullanilmig olan spesifik primer ciftleri sec¢ildi. Ayrica segilen spesifik
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primerler ciftleri ile cogaltilan pargalarin beklenen biiylikliikkte olup olmadigi agaroz jel
elektroforezi ile kontrol edildi. Jelde istenilen biiyiikliikte bandin olup olmadig1 ve spesifik
olmayan bantlarin varligi kontrol edildi. Dizi analizinden gelen sonuglar incelenerek
icerisinde herhangi bir dur kodonunun olup olmadigi ve uygun baz dizisi ile baslayip
baslamadig1 kontrol edildi. Elde edilen dizi analiz sonuclarinda kromatogramlarin kalitesi
incelenerek iist tiste cakigsan piklerin olup olmadigi kontrol edildi. Ayrica Gen Bankasi’nda
BLAST analizi yapilarak tiirlere ait diger ornek dizileriyle karsilastirilarak benzer olup

olmadig1 kontrol edildi.

Sekil 4.5 Echinops drneklerine ait trnL-trnF geni igin trnL-e ve trnL-f primerleri kullanilarak

olusturulan PCR iirlinlerinin agaroz jel elektroforez goriintiisii

Sekil 4.6 Echinops drneklerine ait trnL-trnF geni i¢in trnL-c ve trnL-d primerleri kullanilarak

olusturulan PCR iiriinlerinin agaroz jel elektroforez goriintiisii
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4.1.2.4. Nuklear ribosomal DNA ITS Gen Bolgesinin PCR ile Cogaltilmasi

Niklear ribosomal DNA ITS gen bolgesi spesifik primer ¢iftleri kullanilarak PCR ile
cogaltildi (Sekil 4.7). Cogaltilan gen bolgelerinin hedeflenen gen bolgesi olmasi ve yanliglikla
pseudogenlerin ¢ogaltilmamasi igin literatiirde mevcut ve ayni organizmalar igin gesitli
calismalarda kullanilmis olan spesifik primer ciftleri se¢ildi. Ayrica secilen spesifik primerler
ciftleri ile cogaltilan parcalarin beklenen biiyiikliikte olup olmadig1 agaroz jel elektroforezi ile
kontrol edildi. Jelde istenilen biiylikliikte bandin olup olmadig1 ve spesifik olmayan bantlarin
varlig1 kontrol edildi. Dizi analizinden gelen sonuclar incelenerek icerisinde herhangi bir dur
kodonunun olup olmadig1 ve uygun baz dizisi ile baslayip baslamadigi kontrol edildi. Elde
edilen dizi analiz sonuglarinda kromatogramlarin kalitesi incelenerek {ist {iste ¢cakigan piklerin
olup olmadig kontrol edildi. Ayrica Gen Bankasi’nda BLAST analizi yapilarak tiirlere ait

diger 6rnek dizileriyle karsilastirilarak benzer olup olmadigi kontrol edildi.

Sekil 4.7 Echinops orneklerine ait ITS geni icin ITS1 ve ITS4 primerleri kullanilarak

olusturulan PCR Grtnlerinin agaroz jel elektroforez goruntusi

4.2 Turkiye Echinops taksonlarimin Kloroplast MatK (Maturase K) Gen Bdlgesinin
Genetik Analizi

4.2.1 En Uygun Baz Degisim Modelinin Belirlenmesi

Echinops cinsine ait Turkiye orneklerini igeren veri seti i¢in en uygun baz degisim modeli, dis
gruplu olarak MEGADS [14] ve jModelTest2 [15, 16] programlar1 ile hem BIC [17] hem de
AICc model se¢im taslagina gore [18], Juces-Cantor (JC) belirlenmistir. Bundan dolay1

Mrbayes ve NJ analizlerinde JC baz degisim modeli kullanilmistir..
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4.2.1.1 Echinops taksonlarmin Neighbor Joining Analizi

Echinops taksonlarina ait ornekleri arasindaki filogenetik iliskileri belirlemek igin
Neighbor Joining algoritmasi [19] ve 20.000 tekrarli (replikasyon) JC baz degisim modeli
kullanilarak NJ agac1 (Sekil 4.8) elde edilmistir. Helianthus annuus'un dis grup olarak

killanilmistr.

Qi|3TT86452|gh|AY215805.1] (reversed)
= E ritrodes (reversed)
= E.sphaero. ssp. albidus
= E spaherocephalus
= [ antalyensis
= E.ritro (reversed)
= [ 0SSiCUS
= E.microcephalus
= E 2milias
= F melitenensis
= E tournefortii
= Etenuisectus
= [ SpiN0siSsimus ssp. spinosissimus
1oo0 = E.spinosisimus ssp. bithynicus
= (i|1706654159|gh[EL385350.1] (reversed)
= E.pungens ssp.transcaaucasicus
= E pUNQENS S5[. pUNgens (reversed)
= E_pungens ssp. polyacanthus
= E.pungens ssp. adenoclados (reversed)
= E phaeocephalus
= E orientalis
= E.onopordum
= E.mersinensis
= E.vaginatus
= E. adenocaulos
= [ heterophyllus
s E.borae
635 E.chardinii
aa.s5] E.gaillardotii
E.dumanii

0.02
Sekil 4.8. Echinops taksonlar1 arasindaki filogenetik iliskiyi gosteren JC modeli kullanilarak
olusturulan NJ agac1

4.2.1.2 Echinops taksonlarimin MrBayes Analizi

Geneious programina [20] entegre edilen MrBayes 3.1 [21] programinda 200.000 jenerasyon
ile JC baz degisim modeli kullanilarak yapilan Bayesian analizi [22] sonucunda elde edilen

Bayesian Inference (BI) agaci ve olasilik degerleri, Sekil 4.9’de g0sterilmistir.
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Qi|377286452|gb|AY215805 1] (reversed)
Evaginatus

E tournefortii

Etenuisectus

E.gpinosissimus ssp. spinosissimus
E.spinosisimus ssp. hithynicus

Qi1 70665419])gh|EL385350.1] (reversed)
E.pungens ssp. transcaaucasicus
E.pungens ssp. pungens (reversed)

E. pungens ssp. polyacanthus
E.pungens ssp. adenoclados (reversed)
E.phaerocephalus

E.orientalis

E.onopordum

E.mersinensis

R =Tl ]

E.melitenensis
E.heterophyllus
E.qaillardotii
E.dumanii
E.chardinii
E.borae
E.emiliae

0.005

E.adenocaulos

E. sphaero. ssp. alhidus
E.gspaherocephalus
E.ritrodes (reversed)
E.ritro (reversed)
E.ossicus
E.microcephalus
E.antalyensis

0.G32

Sekil 4.9. Echinops taksonlari arasindaki filogenetik iligkiyi gosteren JC modeli kullanilarak

olusturulan Mrbayes agac1

4.3 Turkiye Echinops taksonlarimin Kloroplast rbcL (ribulose-bisphosphate carboxylase

gene) Gen Bdlgesinin Genetik Analizi
4.3.1 En Uygun Baz Degisim Modelinin Belirlenmesi

Echinops cinsine ait Tiirkiye drneklerini igeren veri seti i¢in en uygun baz degisim modeli, dis

gruplu olarak MEGADS [14] ve jModelTest2 [15, 16] programlari ile hem BIC [17] hem de
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AICc model secim taslagina gore [18], Juces-Cantor (JC) belirlenmistir. Bundan dolay1

Mrbayes ve NJ analizlerinde JC baz degisim modeli kullanilmistir..

4.3.1.1 Echinops taksonlarmin Neighbor Joining Analizi

Echinops taksonlarina ait 6rnekleri arasindaki filogenetik iliskileri belirlemek icin Neighbor

Joining algoritmasi [19] ve 20.000 tekrarl (replikasyon) JC baz degisim modeli kullanilarak

NJ agaci (Sekil 4.10) elde edilmistir. Helianthus annuus'un dis grup olarak killanilmastir.

 [alx]

-l
=
I-\-\'I

=]
[=]

Qil312837747|gb]HME89773.1] (reversed)
Qi|377B6452|gh|AY215805.1] (reversed)
E.antalyensis
E._sphaero_ssp._alhidus
E.spaherocephalus

E.ossicus

E.microcephalus

E.ritrodes (reversed)

E.ritro (reversed)

E.emiliae

E.melitenensis

E.onopordum

E.orientalis

E.phaeocephalus

E.adenocaulos

E.borae

E.chardinii

E.qaillardotii

E.dumanii
E.spinosisimus_ssp._hithynicus
Etenuisectus
E.spinosissimus_ssp._spinosissimus
Evaginatus

E tournefortii
E.pungens_ssp._transcaaucasicus
E.pungens_ssp._pungens (reversed)
E._pungens_ssp_polyacanthus
E.pungens_ssp._adenoclados (reversed)
E.mersinensis

E.heterophyllus

Sekil 4.10. Echinops taksonlari arasindaki filogenetik iliskiyi gosteren JC modeli kullanilarak

olusturulan NJ agac1
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4.3.1.2 Echinops taksonlarimin MrBayes Analizi

Geneious programina [20] entegre edilen MrBayes 3.1 [21] programinda 200.000 jenerasyon

ile JC baz degisim modeli kullanilarak yapilan Bayesian analizi [22] sonucunda elde edilen

Bayesian Inference (BI) agaci ve olasilik degerleri, Sekil 4.11°de gosterilmistir.

o.oo7 0.82

0.935

gil312837747|gb]HME89773.1] (reversed)
Qil377E6452|gh|AY215805.1] (reversed)
E.emiliae

Etenuisectus
E.spinosissimus_ssp._spinosissimus
E.spinosisimus_ssp._hithynicus
E.phaeocephalus

E.orientalis

E.onopordum

E.melitenensis

E.gaillardotii

E.dumanii

E.chardinii

E.borae

E.adenocaulos

Evaginatus

E tournefortii
E.pungens_ssp._transcaaucasicus
E.pungens_ssp._pungens (reversed)
E._pungens_ssp._polyacanthus
E.pungens_ssp._adenoclados (reversed)
E.mersinensis

E.heterophyllus
E._sphaero_ssp_alhidus
E.spaherocephalus

E.ritrodes (reversed)

E.ritro (reversed)

E.ossicus

E.microcephalus

E.antalyensis

Sekil 4.11. Echinops taksonlari arasindaki filogenetik iliskiyi gosteren JC modeli kullanilarak

olusturulan Mrbayes agac1
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4.4 Tarkiye Echinops taksonlarnmin Kloroplast trnL-trnF Gen Bolgesinin Genetik
Analizi

4.4.1 En Uygun Baz Degisim Modelinin Belirlenmesi

Echinops cinsine ait Tiirkiye drneklerini igeren veri seti i¢in en uygun baz degisim modeli, dis
gruplu olarak MEGADS [14] ve jModelTest2 [15, 16] programlar1 ile hem BIC [17] hem de
AICc model se¢im taslagina gore [18], Juces-Cantor (JC) belirlenmistir. Bundan dolay1

Mrbayes ve NJ analizlerinde JC baz degisim modeli kullanilmistir..

4.4.1.1 Echinops taksonlariin Neighbor Joining Analizi

Echinops taksonlarina ait 6rnekleri arasindaki filogenetik iliskileri belirlemek ig¢in Neighbor
Joining algoritmasi [19] ve 20.000 tekrarli (replikasyon) JC baz degisim modeli kullanilarak
NJ agaci (Sekil 4.12) elde edilmistir.
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QiE0202457 [gh)AYTT 2377 1| (reversed)
Qi|60202360|gh)AY7T72280.1| (reversed)
Qi|G0202347 |gh)AYTT 2267 1] (reversed)
E.emiliae_2

E.ossicus (reversed)

E.adenaocaulos (reversed)

E.gaillardotii (reversed)
E.phaeocephalus (reversed)
E.pungens_ssp.pungens
E.aorientalis_2
E.spinosissimus_ssp._bithynicus
E.ritro_2

E.pungens_ssp.adenoclados
E.ritropsis

Evaginatus

E.antalyensis (reversed)

E.horae_2

E.melitenensis_2

E.microcephalus_2
E.pungens_ssptranscaucasicus
E.tournefortii (reversed)

E.mersinensis (reversed)
E.onopordum {reversed)
E.pungens_ssp.polyacanthus
E.sphaerocephalus_ssp.albidus

8349

tag]

100

| iR, E.chardinii_2
E.dumanii_2
Fo.4 E.spinosissimus_ssp.spinosissimus (reversed)
_E Etenuisectus_2
i} 5 E.sphaerocephalus_ssp.sphaerocephalus

E.heterophyllus (reversed)
77 o Qi|G0202387|ablAYTT2317.1] (reversed)
b i|60202362|gb|AYT72282.1] (reversed)

Sekil 4.12. Echinops taksonlar1 arasindaki filogenetik iligkiyi gosteren JC modeli kullanilarak

olusturulan NJ agaci
4.4.1.2 Echinops taksonlarinin MrBayes Analizi

Geneious programina [20] entegre edilen MrBayes 3.1 [21] programinda 200.000 jenerasyon

ile JC baz degisim modeli kullanilarak yapilan Bayesian analizi [22] sonucunda elde edilen
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Bayesian Inference (BI) agact ve olasilik

0997

0.881

(0,530 [r—

| E—

degerleri, Sekil 4.13’de gosterilmistir.

QiE0202457|gb|AYTT2377.1] (reversed)
Qi|60202360|gh|AYTT2280.1] (reversed)
QiE0202347|gb|AYTT2267 1] (reversed)
E.adenaocaulos (reversed)
E.antalyensis (reversed)

E.horae_2
E.chardinii_2
E.dumanii_2

E.gaillardotii (reversed)

E.heterophyllus (reversed)
E.melitenensis_2

E.mersinensis (reversed)
E.microcephalus_2

E.onopordum (reversed)

E.orientalis_2

E.ossicus (reversed)

E.phaerocephalus (reversed)
E.pungens_ssp.adenoclados
E.pungens_ssp.polyacanthus
E.pungens_ssp.pungens
E.pungens_ssptranscaucasicus
E.ritro_2

E.ritropsis
E.sphaerocephalus_ssp.alhidus
E.sphaerrocephalus_ssp.spharrocephalus
E.spinosissimus_ssp._hithynicus
E.spinosissimus_ssp.spinosissimus (reversed)
Etenuisectus_2

E tournefortii (reversed)

Evaginatus

E.emiliae_2

Qi|60202387 |gh]AYT72317 1| (reversed)
Qi|G0202362[gh)AYTT2282.1] (reversed)

Sekil 4.13. Echinops taksonlar1 arasindaki filogenetik iligskiyi gosteren JC modeli kullanilarak

olusturulan Mrbayes aZact
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4.5 Turkiye Echinops taksonlarmmin Kloroplast ITS (Internal transcribed spacer) Gen
Bolgesinin Genetik Analizi

4.5.1 En Uygun Baz Degisim Modelinin Belirlenmesi

Echinops cinsine ait Turkiye drneklerini igeren veri seti i¢in en uygun baz degisim modeli, dis
gruplu olarak MEGADS [14] ve jModelTest2 [15, 16] programlar1 ile hem BIC [17] hem de
AICc model se¢im taslagina gore [18], Juces-Cantor (JC) belirlenmistir. Bundan dolay1

Mrbayes ve NJ analizlerinde JC baz degisim modeli kullanilmastir.

4.5.1.1 Echinops taksonlariin Neighbor Joining Analizi

Echinops taksonlarina ait 6rnekleri arasindaki filogenetik iliskileri belirlemek ig¢in Neighbor
Joining algoritmasi [19] ve 20.000 tekrarli (replikasyon) JC baz degisim modeli kullanilarak
NJ agaci (Sekil 4.14) elde edilmistir.

Qi|B0GE14750|gb)AYE2E6236.1|
Qi|G0G14752gb]AYE26238.1|
Qi|G0G14791|gb|AYB26277.1|
55 .5 Qi|G0G14856|gb)AYE26342.1|
Qi|G0G14736|gb)AYE26222.1|
E.emiliaa
Ewvaginatus
g3 4= E.mersinensis

e F onopordum
23.0 E.ritrodes
20.8 E.ritro
568 E.ossicus
E.microcephalus
E.antalyensis
03.8 E.albidus
E.sphaerocephalus
E.melitenensis
758 E.phaesocephalus
E.gaillardotii
E.adenocaulos
E.chardinii
E.spinosissimus
E.bithynicus
&5 E.dumanii
E.borae
532 Etenuisectus
E.orientalis
E transcaucasicus
E.heterophyllus
568 E.tournefortii
E.pungens
78.8 E.adenoclados
E.polyacanthus

54.8

100

oo g 82.4

=
[}
=

03 8

80.4

530

y

541
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Sekil 4.14. Echinops taksonlar1 arasindaki filogenetik iliskiyi gosteren JC modeli kullanilarak

olusturulan NJ agac1

4.5.1.2 Echinops taksonlarmin MrBayes Analizi

Geneious programina [20] entegre edilen MrBayes 3.1 [21] programinda 200.000 jenerasyon

ile JC baz degisim modeli kullanilarak yapilan Bayesian analizi [22] sonucunda elde edilen

Bayesian Inference (BI) agaci ve olasilik degerleri, Sekil 4.15°de gosterilmistir.

0.999

0.032

1
_
0.504 1
1
0.051 0.071
| S
O.7E7
0504

Qi|60G614856|gh]AYE26342.1]
Qi|60614750]gh]AYE26236.1]
Qi|60G14752|gh]AYE26238.1]
Qi|E0E147591|gh]AYB2E6277 1|
Qi|E0E1 47 36| gh]AYB26222.1]
E.tenuisectus

E.qaillardotii

E.adenocaulos

E.dumanii

E.chardinii

E hithynicus
E.phaeocephalus
E.orientalis

E.spinosissimus

E.borae

E.melitenensis

E.ritro

E.microcephalus

E.alhidus
E.sphaerocephalus
E.antalyensis

E.ossicus

E.ritrodes

E.mersinensis

E.onopordum

Ewvaginatus

E.heterophyllus

E tourneforii

E.adenoclados
E.polyacanthus

E.pungens
Etranscaucasicus

E.emiliae

Sekil 4.15. Echinops taksonlar arasindaki filogenetik iligskiyi gosteren JC modeli kullanilarak

olusturulan Mrbayes agact
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4.6 Turkiye Echinops taksonlarmin Kloroplast ITS, rbcL, trnL-trnF MatK Gen
Bolgesinin Genetik Analizi

Bu ¢alismada, Tiirkiye Echinops taksonlarinin filogenetik iliskilerinin belirlenebilmesi
amaciyla ITS bolgesinden (676 bp),trnL-trnF (781 bp), matK (719 bp) ve rbcL (1091 bp) gen
bolgeleri birlikte degerlendirilerek analizler yapilmistir. Geneious programina entegre edilen
MrBayes 3.1 programinda JC baz degisim modeli kullanilarak Bayesian Inference (BI) agaci
olusturulmustur.
4.6.1 En Uygun Baz Degisim Modelinin Belirlenmesi

Echinops cinsine ait Tirkiye Orneklerini igeren veri seti igin en uygun baz degisim
modeli, dis gruplu olarak MEGAS5 [14] ve jModelTest2 [15, 16] programlari ile hem BIC [17]
hem de AICc model se¢im taslagina gore [18], Juces-Cantor (JC) belirlenmistir. Bundan

dolay1 Mrbayes ve NJ analizlerinde JC baz degisim modeli kullanilmistir.

4.6.1.1 Echinops taksonlarimin Neighbor Joining Analizi

Echinops taksonlarna ait ornekleri arasindaki filogenetik iliskileri belirlemek igin
Neighbor Joining algoritmasi [19] ve 20.000 tekrarli (replikasyon) JC baz degisim modeli
kullanilarak NJ agac1 (Sekil 4.16) elde edilmistir
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gi|37786452|gb]AY215805.1 (reversed)

E_microcephalus

E.ossicus

oo E.ritro (reversed)

E.ritrodes (reversad)
a0.3 E.antalyensis
1 E._sphaero_ssp._albidus

E.spaherocephalus

E.emiliae

E.mersinensis
E.onopordum

E.melitenensis

E tenuisectus

E.spinosisimus_ssp._bithynicus
E.spinosissimus_ssp._spinosissimus
E.phaeccephalus

E.orientalis

E.adenccaulos

E.gaillardotil

E.borae

E_chardinii

E.dumanii

E.vaginatus

E.pungens_ssp._transcaaucasicus
E.tournefortii

E.heteraphyllus
E.pungens_ssp._pungens (reversed)

E. pungens_ssp._polyacanthus

E.pungens_ssp._adencclados (reversed)

Sekil 4.16. Echinops taksonlar1 arasindaki filogenetik iligskiyi gosteren JC modeli kullanilarak

olusturulan NJ agaci

4.6.1.2 Echinops taksonlarinin MrBayes Analizi
Geneious programina [20] entegre edilen MrBayes 3.1 [21] programinda 200.000 jenerasyon
ile JC baz degisim modeli kullanilarak yapilan Bayesian analizi [22] sonucunda elde edilen

Bayesian Inference (BI) agaci ve olasilik degerleri, Sekil 4.17°de gosterilmistir.
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gi|3 7 rac452jgblAY 215805.1| (reversed)

E emiliae
E vaginatus

—
p— | toarme fortii

o 2]

E. pungens_ssp._ transcaaucasicus

o o E.pungens_ssp._pungens (reversed)
p— E._pungens_ssp._polyacanthus

p——— E.pungens_ssp._ adenoclados (reversed)

E.haterophylius
E.tenuisectus

E. spincsissimus ssp. spinosissimus
0,82

E.spinosisimus_ssp.  bithynicus

E phasocephalus

o9 E.ornentalis

5-.99'
E.gaillardotii
( E._dumani
0.ps E.chardinii
E . borasa

il E.adenccaulos

E.mulitenonsis

E. onopordum

E_mearsinensis

057 E._sphaero._ssp._albidus
ced E.spabharocaphalus
— E_antalyensis
053
0 53 — E ossicus
0.53 B E ritro (reversed)

E.microcephalus
E.ritrodes (reversed)

Sekil 4.17. Echinops taksonlar1 arasindaki filogenetik iligskiyi gosteren JC modeli kullanilarak

olusturulan Mrbayes agact

4.7 Tarkiye Echinops taksonlarnmn Kloroplast rbcL ve MatK Gen Bolgelerinin
kullanilmasi ile DNA barkodlanmasi
Turkiye Echinops taksonlarinin DNA barkodlarmin belirlenebilmesi amaciyla evrensel
cekirdek barkod olarak kabul edilen cpDNA matK (719 bp) ve rbcL (1091 bp) gen bdlgeleri
birlikte degerlendirilerek analizler yapilmistir. Geneious programina entegre edilen MrBayes
3.1 programinda JC baz degisim modeli kullanilarak Bayesian Inference (BI) agaci
olusturulmustur.
4.7.1 En Uygun Baz Degisim Modelinin Belirlenmesi

Echinops cinsine ait Tiirkiye orneklerini igeren veri seti i¢in en uygun baz degisim
modeli, dis gruplu olarak MEGAS5 [14] ve jModelTest2 [15, 16] programlari ile hem BIC [17]
hem de AICc model secim taslagina gore [18], Juces-Cantor (JC) belirlenmistir. Bundan

dolay1 Mrbayes ve NJ analizlerinde JC baz degisim modeli kullanilmistir..
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4.7.1.1 MrBayes Analizi
Geneious programina [20] entegre edilen MrBayes 3.1 [21] programinda 200.000
jenerasyon ile JC baz degisim modeli kullanilarak yapilan Bayesian analizi [22] sonucunda

elde edilen Bayesian Inference (BI) agaci ve olasilik degerleri, Sekil 4.18’de gosterilmistir.

— gi|37786452|gb|AY215805.1| (reversed)
p— E ossicus

E. sphaero. ssp. albidus
E.spaheroccephalus

0.69

0.57 E.ritrodes (reversed)

E.ritro (reversed)

E.microcephalus

E.antalyensis

— gi|170665419|gb|EU385350.1| (reversed)
E.vaginatus

p— E.tournefortii
== E.pungens_ssp._lranscaaucasicus
pasf— E._pungens_ssp. polyacanthus

0.85

E.pungens_ssp._adenoclados (reversed)
E.mersinensis

E.hetercphyll
096 eterophylius

E.pungens_ssp. pungens (reversed)

p— E _emiliae

E.tenuiseclus
1 . . . . . ,
! —E E.spinosissimus_ssp._spinosissimus

E.spinosisimus_ssp._ bithynicus

E.phaesocephalus

E.orientalis
E.onopordum
E.melitenensis

E.adenocaulos
E.gaillardotii
E.dumanii
E.chardinii
E.borae

Sekil 4.18. Echinops taksonlart arasindaki filogenetik iliskiyi gosteren JC modeli kullanilarak

olusturulan Mrbayes agact
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5.BOLUM

TARTISMA VE SONUC

Echinops L. cinsi diinya iizerinde 125 ila 130 kadar tiirle temsil edilmektedir. Cogunlukla
kuzey yariklrede olmak Uzere, bltin dinya'da genis yayilis géstermektedir. Yaygin olarak da,
tropik Afrika'nin yar1 nemli alanlari, Kuzey Afrika'nin yar1 kurak alanlari, Akdeniz havzasi ve
Orta Asya?ya kadar Avrasyanin iliman kusaginda yayilis gostermektedir. Iran-Turan
fitocografya elementi olan ve genel olarak birkag tek yillik tiir disinda ¢ok yillik bir cins olan
Echinops cinsinin {ilkemizde son c¢aligmalara gore 28 taksonu yayilis gostermektedir. Diinya
genelinde genis bir yayilis alanina sahip olmasina ragmen Echinops cinsinin taksonomik
durumu mevcut tiirlerin sayist bakimindan hala tartigmalidir. Bu tartismali durum {ilkemiz
Echinops'lar1 i¢in de gegerlidir. Morfolojik verilere gore yapilmis calismalarda iilkemiz
taksonlar ile ilgili pek ¢ok degisiklik yapilmistir. Bu ¢alismada, bir niiklear ribosomal DNA
(ITS) ve ¢ farkli kloroplast DNA (rbcL, trnL, MatK) gen bolgelerinin dizi analizleri
kullanarak Turkiye Echinops cinsi tiirlerinin genetik yapisinin  belirlenmis, trlerin
birbirleriyle olan filogenetik iligkileri ve taksonomik durumlart molekiiler tabanli olarak
degerlendirilmig, matK ve rbcL gen boélgeleri kullanilarak Echinops cinsine ait turlerin
taksonomistler ve nadir tiirlerin korunmasi ile yasadisi ticaretinin 6nlenmesi iginde 6nem arz

eden DNA barkodlamasi yapilmistir.

Bu c¢alisma kapsaminda, Tiirkiye Echinops cinsine ait drnekler ile Gen Bankasindan
temin edilen Echinops cinsine ait diinyanin farkli iilkelerinde yayilis gosteren 6rneklere ait gen
dizileri birlikte degerlendirilerek Echinops cinsine ait tiirlerin akrabalik iliskileri
degerlendirilmistir. Bu ¢alisma, Tiirkiye de yayilis gosteren Echinops cinsine ait 28 taksonun
tamaminin bir arada degerlendirildigi ilk ¢alismadir. Calisilan tiirler arasinda son yillarda
yapilan caligmalar neticesinde cinse eklenen 3 yeni tiir tanimlanmalarindan sonra ilk kez bu
calismaya dahil edilerek calisilmistir. Nuklear ribosamal DNA ITS gen bolgesi ve 3 farkl
Kloroplast gen bolgesine ait DNA dizileri hem ayr1 ayri analiz edilmis hem de birlikte
degerlendirilmistir. Olusturulan dendogramlar incelendiginde tiirlerin filogenisinin en iyi
gozlenebildigi dendogram bu dort bolgeye ait dizilerin birlikte kullanilmasi sonucunda

ulasildig1 gozlemlenmistir.
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ITS, matK, rbcL ve TrnL-F gen bolgelerinden elde edilen kombine dataseti kullanilarak
Mrbayes filogenetik dendogram elde edilmistir. Buradan sonraki kisimlarda yapilacak
yorumlarda bu dendogram g6z 6éniinde bulundurulmustur.

Echinops cinsine ait taksonlar iki ana kladda gruplanma gostermislerdir. 1. kladda
E.sphaerocephalus, E. albidus, E. antalyensis, E. ossicus, E. ritro, E. microcephalus, E.
ritrodes taksonlari birlikte gruplanmistir. Diger ana klad ise kendi arasinda dort alt grupta
smiflanmistir. Bu gruptan ilk olarak E. emilae ve E. mersinensis tiirleri diger taksonlardan
belirgin bir farkla ayrilarak gruplanmistir. E. pungens turinin varyeteleri, E. heterophllus, E.
tournefortii ve E. vaginatus ile birlikte yer alirken E.onopordum, E.mersinensi ve E. dumani
E. orientalis grubu ile birlikte siniflanmustir.

Genel olarak degerlendirdigimizde Echinops cinsinin Tiirkiye’ deki taksonlar igin
ortaya konmus siniflandirmanin seksiyon ve tiir ayrimlarinda, dizilerine gore olusturulan
filogeniye uymadigi goriilmektedir. Ayrica morfolojik olarak da farklilik gdzlemlenen E.
sphaerocephalus tiiriiniin iki varyetesi iki farkli tiir olarak ayrilmaktadir. Benzer sekilde E.
pungens tiirline ait olan tiir alt1 taksonlar da ayn tiirler olarak dendogramda yer almaktadir.
Sonu¢ olarak DNA verileri goz Oniine alindiginda bu taksonlarin tiir seviyesine
yiikseltilmesinin daha uygun olacag diisiiniilmektedir.

Turkiye Echinops taksonlarinin DNA barkodlarinin belirlenebilmesi amaciyla evrensel
cekirdek barkod olarak kabul edilen cpDNA matK (719 bp) ve rbcL (1091 bp) gen bélgeleri
birlikte degerlendirilerek analizler yapilmistir. Elde edilen Mrbayes agacinda her biratK gen

bolgelesinin Echinops cinsi i¢in uygun barkod olabildigini gostermistir.

Bu proje kapsaminda planlanan biitiin hedeflere ulasilmis olup, projenin planlandig1 gibi
basar ile tamamlanmast ilg;

Echinops tiirlerinin genetik yapisi, belirlenmis,

Elde edilen wverilerin gen bankasinda erisime agilmasiyla diger arastirmacilarin da
yararlanabilecegi evrensel bilgi birikimi saglanmus,

Turkiye Echinops cinsi taksonlarinin genetik varyasyonlari belirlenmis,

Tiirkiye‘nin biyolojik cesitliligine 6zellikle de genetik ¢esitliligin belirlenmis

Tiirkiye‘ nin siirdiiriilebilir kalkinmasina, biyolojik ¢esitliliginin belirlenmesi ve korunmasi

acisindan ciddi anlamda bilimsel veri saglanmistir.
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