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TURKIYE ECHINOPS L. (ASTERACEAE) CINSI RITRODES BUNGE
SEKSIYONUNA AiT TAKSONLARIN cpDNA SEKANS ANALIZI ILE
INCELENMESI

Leyla KIRIM

Erciyes Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii
Yiiksek Lisans Tezi, Ocak 2011
Tez Danisman: Do¢. Dr. Cem VURAL

OZET

Bu c¢alismada Tirkiye’de yayilis gosteren Echinops L. cinsi, Ritrodes Bunge
seksiyonuna ait taksonlar arasindaki filogenetik iliski, cpDNA dizi analizi ile

arastirilmistir.

Ritrodes seksiyonuna ait taksonlarin filogenetik iligkileri belirlenirken; cinsin diger
seksiyonlarina ait taksonlar da ¢aligmaya dahil edilmistir. Boylece daha saglikli bir
filogenetik dendogram elde edilmistir. Her bir taksonun kloroplast DNA’s1 rpsl6
geninin (800b¢) bir boliimiintin dizi analizi yapilmigtir. Taksonlar arasindaki genetik
uzaklik degerleri 0,0131-0,0013 arasinda bulunmustur. Filogenetik agaglar Parsimoni ve
Neighbor Joining (NJ) analizi ile iiretilmis ve sonugta taksonlar dort farklt grup
olusturmuslardir. Birinci grup tamamen asil arastirma konumuz olan, Ritrodes
seksiyonuna ait ii¢ taksonu igermektedir. Ikinci grupta Oligolepis seksiyonuna ait tiirler
ile birlikte Echinops seksiyonundan da E.ritro gruplanmustir. Ugiincii grupta ise
Echinops seksiyonuna ait tiirlerden E. pungens’in; pungens, polyacanthus ve
transcaucasicus varyeteleri bulunmaktadir. Dordiincii grupta ise E.emilia tek basina
diger tiirlerden ayr1 olarak bulunmaktadir. Analizi yapilan gen bélgesine gore ortaya
cikan filogenetik siniflandirma daha 6nce morfolojik karakterlere gore yapilmis mevcut
taksonomiyi biiylik Ol¢lide desteklemektedir. Sonug¢ olarak bu gen bolgesi taksonlar

arasindaki filogenetik iliskilerin belirlenmesi i¢in kullanigh bir molekiiler karakterdir.

Anahtar Kelimeler: Kloroplast DNA (cpDNA); rpsl16; Ritrodes.



INVESTIGATION OF TAXA IN THE GENUS ECHINOPS L. (ASTERACEAE)
RITRODES BUNGE SECTION OF TURKEY BY cpDNA SEQUENCE
ANALYSIS

Leyla KIRIM

Erciyes University, Graduate School of Natural and Applied Science
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Thesis Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Cem VURAL

ABSTARCT

In this study phylogenetic relationships among taxa of Ritrodes Bunge, section of genus
Echinops L. in Turkey was investigated by using cpDNA sequence analysis. Also some
taxa of the other section in this genus were included in this research for generating a
more reliable dendrogram. Portion of rpsl6 (800bp) gene in which placed in
chloroplast DNA was sequenced for each taxon. Genetic distances among taxa ranged
from 0,0013 to 0,0131. Taxa were divided into four distinct groups by Parsimoni and
Neighbor Joining (NJ) trees analysis. The first group included three taxa of Ritrodes
section. The second group comprised of the species in Oligolepis section while the third
group contained E.ritro, E. pungens var. pungens, E. pungens var. polyacanthus and E.
pungens var. transcaucasicus. The last group included only E.emilia. Results of the
analysis supported the morphological data. Eventually, this gene region is a useful

molecular character for determining the phylogenetic relationships among the taxa used.

Keywords: Kloroplast DNA (cpDNA); rpsl6; Ritrodes.
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1. BOLUM
GIRIS

Echinops L. cinsi 125 ile 130 kadar tiirle temsil edilmektedir. Cogunlukla Kuzey
yarikiirede yayilis gostermektedir. Yogun olarak da, tropik Afrika’nin yari nemli
alanlari, Kuzey Afrika’nin yar1 kurak alanlari, Akdeniz havzasi ve Orta Asya’ya kadar
Avrasya’nin 1liman kusaginda yayilis gostermektedir. Genel olarak, birkag tek yillik ve
iki yillik tiir igeren ¢ok yillik bir cinstir. Echinops, Ritrodes Bunge ve Oligolepis Bunge
olmak tiizere ii¢ seksiyona ayrilmistir. Bu seksiyonlardan Echinops ve Ritrodes
seksiyonlarina ait taksonlar lilkemizin hemen hemen her tarafinda yayilis gostermektir,
ancak Oligolepis seksiyonuna ait taksonlar Dogu Anadolu ve Giiney Dogu Anadolu

bolgelerinde yayilis gostermektedir [1].

Cinse ait tyeler genellikle insanlarin yasama ortamlarina yakin alanlarda, yol
kenarlarinda, kurak taslik alanlarda, step alanlarda, az olarak ta korunmus alanlar ile
daglik bolgelerde yayilis gostermektedir. Cogu botanik¢i bu cinsin taksonlarini
toplamaktan kacinir. Ciinkii bitkiler dikenli ve hacimli oldugundan toplamasi ve
preslenmesi zordur. Ayn1 zamanda toplanan orneklerin de kapitulumlar1 kurudukca
dagilarak muhafazasi ¢ok zor bir duruma gelmektedir. Cogu herbaryum Orneginde
rastladigimiz dagilmamis kapitulumlar ise ¢ok genc oldugundan bu 6rneklerin teshisi
oldukga zordur. Ciinkii teshisler olgun kapitulum ozelliklerine dayanmaktadir [2,3].
Ayrica Tiirkiye Florasinin yazimi tamamlandiktan sonraki yillarda toplanan ¢ok sayida
materyal teshis edilirken karsilagilan sorunlar sonucu bazi cinslerdeki problemler
dikkati c¢ekmistir. Bircok cinsin bazi tiirlerinde, hatta seksiyonlarinda agikliga
kavusturulamamis taksonomik sorunlar vardir. Bu problemli cinslerin arasinda

Asteraceae familyasindan Echinops cinsi de bulunmaktadir [4].



Morfolojik olarak birbirinin aynis1 gibi goriinen ve farkli isim verilen tiirler, ancak
genotipik yonden farkliliklarinin belirlenmesinden sonra kesin olarak tanimlanabilirler.
DNA vyapisinin 1950’li yillarda kesfedilmesiyle gelismeye baslayan ve molekiiler
diizeydeki ¢aligmalar i¢in kullanilirlar, bitkilerin genetik yapilar1 ve gen haritalamalari
filogenetik c¢alismalar icin yeni bir donem baslatmistir. DNA’nin ¢ogaltilmasina
dayanan PCR (Polimeraz zincir reaksiyonu, Polymerase Chain Reaction)’in 1983
yilinda Kary Mullis tarafindan bulunmasiyla molekiiler ¢alismalar hizla gelismeye

baslamstir [5].

Tiirkiye’de yayilis gosteren Echinops cinsi Ritrodes seksiyonunun taksonlari arasinda
yaprak morfolojisi, tily Ortiisii ve tily Ortiisiiniin govde {izerinde dagilimma gore

morfolojik olarak farkliliklar tespit edilmistir.

Bu c¢alismanin amaci; morfolojik karakterlerin yetersiz kaldigi durumlarda secilen
molekiiler yontemlerin kullanilabilirligini sinamak ve Ritrodes seksiyonun taksonlar1 ve
diger seksiyonlarla arasindaki genetik iliskiyi ve ¢esitliligi kloroplast DNA (cpDNA)’

sinda bulunan rps16 geninin (800bg) bir bliimiiniin dizi analizi ile agiklamaktir.



2. BOLUM

GENEL BIiLGILER

2.1. Alt simif Asteridae

Asteridae altsinift 11 takim, 49 familya ve yaklasik 56 000 tiirden olusmustur. Tiirlerin
1/3’1 Asteraceae familyasinda toplanmistir. Cok cesitli iriinleri, ¢ogunlukla iridoid
bilesikleri ve alkoloidlerin cesitli tiplerini veya glikositleri igerirler. Nadiren siyagonetik
daha ender olarak saponin ve tanenli maddeler igerirler. Cigekleri hipoginden epigine
kadar degisken, genellikle iyi gelismis ve c¢ogunlukla gosterisli, nadiren ¢ok
indirgenmistir. Korolla ¢ogunlukla simpetal, nadiren polipetal ve kiigiikk veya yoktur.
Stamenler korollo tiipline bagli, lob sayis1 kadar ve onlarla alternat veya ¢ogunlukla
dairenin baz1 iiyeleri eksik veya staminodyumlu, apetal ¢igeklerde stamen higbir zaman
5’den fazla degildir. Polen tanenleri binukleat, triaperturattir. Karpeller 2-5 adettir.
Stilus bazen ginobazik, bazen terminaldir. Plasentasyon eksensel, parietal, bazal apikal

veya serbest sentral, tohumlar endospermli veya endospermsizdir [6].

2.2. Asterales Takim

Asterales takimiin tek familyas: vardir. Otsular nadiren agaglardir. Yapraklar alternat,
karsilikli veya hepsi kaidede, stipiilsiizdiir. Cicekler erdisi veya tek eseylidir. Kaliks
degisik yapilarda ve tily seklinde, petaller 3-5, birlesik bazen bulunmaz. Stamenler 4-5,
petallere bagli, ovaryum 1 lokusludur [6].

2.3. Asteraceae (Compositae) Familyasinin Ozellikleri

Asteraceae ya da diger adiyla Compositae ¢icekli bitkilerin en biiyiik familyasidir.
Papatyagiller olarakta isimlendirilen familyaya ait taksonlar diinyanin ekvatoral yagmur
ormanlar1 hari¢, tamamina yakin kisminda goriilebilirler. Yagmur ormanlarinin sadece

acik alanlarinda az sayida bulunurlar. Senecio belkide en biiyiikk ve en genis yayiligh



(kozmopolitan) cinstir [6]. Bununla birlikte Aster, Artemicia, Chrysanthemum ve
Saussurea familyanin en biiylik cinsleri arasindadir. Cok zengin olan bu familya
yaklasik 1100 cins ve 2500 kadar tiir igerir. Ulkemizde 133 cins ve 1156 kadar tiirii
bulunur. Bazilar siit igeren otsular, ¢alilar, nadiren aga¢ veya tirmanicilardir. Yapraklar
genellikle alternat veya karsilikli, nadiren dairesel, basit veya birlesiktir. Cicekler
kapitulum durumunda, kapitulumun g¢evresi 1 veya ¢ok serili involukrum brakteleri ile
ortiilmiis, erdisi veya tek eseyli, 1s1nsal veya zigomorf simetrilidir. Kaliks genellikle
papus halini almis veya hemen hemen yoktur. Petaller 4-5, birlesiktir. Korolla iki
sekilde, tiipsii ve dilsi; tiipsii korolla ugta belirgin 5 disli, dilsi korolla 3-5 disli veya
belirgin degildir. Stamenler 5, petallere bagli, flamentler serbest, anterler birlesiktir.
Pistil 1, ovaryum alt durumlu, tek lokuslu, 2 karpelli, oviil tek ve anatroptur,
plasentasyon bazaldir. Meyve aken ve ucunda genellikle bir papus veya kaliks kalintisi

tasir [6].

2.4. Echinops L. Cinsi

Govde dik, ¢ogunlukla sadece en u¢ kisimlarda seyrek dalli, kecemsi tiiylii, tomentoz,
bazen salg: tliylii veya ¢ok nadiren tiiysiizdiir. Yapraklar alternat, pinnat pargali sekilde
boliinmiis (1-2-pinnat) olup, gévdenin tabanindan yukari dogru boyutlar1 kiigiiliir, alt
yapraklar petiollu, tisttekiler sesildir. Yapraklar ¢ogunlukla tizeri yumusak tiiylii, hatta
bazen salgi tiiylii, nadiren tiiysiizdiir [1]. Cigek durumu (kapitulum) tek ¢igeklidir ve dal
uclarinda yalanci basciklarda (pseudocephala) toplanmistir. Kapitulumlarin baglandig:
merkez kiire veya ters-ovat sekilde ve tiiysiizdiir. Yalanct basgiklar involukrum ile
cevrilmigtir. Kapitulumun etrafi ¢ok sayida firca seklinde beyaz sert tiiylerle kaplidir.
Involukral brakteler 3—5 sirada dizilmistir. Distakiler kisa, linear, iist taraf genislemis,
orta siradaki brakteler lanseolat, karinat, kilcik seklinde daralir. Ictekiler bazen
ortadakilerden daha uzun, serbest, alt kisimlar kismen birlesik ya da birleserek tiip
olusturmus st taraf serbest, keskin sivri u¢lu ya da siliat seklindedir [1]. Korolla, beyaz
ya da ag¢ik mavi renklerdedir. Derince boliinmiis bes loplulur. Stamen 5, adettir. Stigma
2 pargali, stillusun st kisimlarinda tiiysii yapilar tagiyan bir siskinlik bulunur. Akenler
1g sekilli, yiizey lizerinde paralel olarak yogun tiiylerle cevrili, papus kisa fir¢a seklinde
serrat tliiylerden olusmus bir halkasal yapidadir. Papusdaki disli sert tiiyler alt kisimda az
ya da ¢ok birlesmis; gévdenin uglarinda ¢ok sayidadir.



Cogunlukla Kuzey yarikiirede yayilis gostermektedir. Yogun olarak da, tropik
Afrika’nin yar1 nemli alanlari, Kuzey Afrika’nin yar1 kurak alanlari, Akdeniz havzasi ve
Orta Asya’ya kadar Avrasya’nin iliman kusaginda yayilis géstermektedir. Genel olarak,
birka¢ tek yillik ve iki yillik tiir iceren ¢ok yilliktir, 125 ile 130 kadar tiirle temsil
edilmektedir [1].

Echinops taksonlarinin bilinen ¢ok énemli ekonomik bir kullanimi yoktur. Yine de bu
bitkiler tamamen yararsiz olarak degerlendirilemez. Tarim arazilerinde tarla yabanci otu
olarak goriilen tiirleri tarimsal alanlara ¢ok fazla zarar vermez. Ciinkii klasik tarimsal
tekniklerle kolayca yok edilebilirler. Bu alanlar disinda da dikenli goriintiisiinden dolay1
¢ogu zaman insanlar tarafindan tahrip edilmektedir [1]. Echinops cinsinin bazi tiirleri
uzun zamandir peyzaj amagl siis bitkisi olarak kullanilmak i¢in bati {ilkelerinde
yetistirilmektedir. Ornegin bazi Echinops tiirlerinin Batt Avrupa’da yaygm olarak
kiiltiirii yapilir. Bu agidan bakildiginda heniiz kullanilmayan pek cok tiiriin de aym
sekilde siis bitkisi olarak degerlendirilebilecegi agiktir. Baz: tiirlerin siis bitkisi olarak
degeri, ¢icek acmadan Once ya da ¢igekli iken taban yapraklarin kurumasiyla
azalmaktadir. Bu durum ise stebik ve yar1 ¢6l alanlardaki ¢ogu tiir i¢in gegerlidir.
Echinops tiirlerinin bazilar1 ise bal {iretiminde kullanilir ve bu tiirlerin bal iretimini
artirmak i¢in kiiltiirli yapilir. Bu agidan diislintildigiinde normalde kiiltiire uygun

olmayan arazilerde kolayca yetistirilip aricilikta kullanilabilir [1].

2.4.1. Echinops L. Cinsinin Taksonomisinde Kullanilan Morfolojik Karakterler

e Govde boyu, ¢api, tily durumu ve rengi.

e Yaprak ayasinin genel sekli, tipi ve tiiyliilik durumu.

e (Cicek durumu (baslarin) capi.

e Kapitulum boyu.

e Tiysii fillarilerin (brush) 6zellikleri, boyu.

e Fillarilerin sayis1 ve tiiyliiliik durumu.

e Enicteki fillarilerin birlesik olup olamamasi ve birlesme orani.
e Korolla tiipii boyu.

e Aken boyu.



*— anterler

> korolla

fillariler \

brush (tiysi fillariler) —\iE

ovaryum

5 mm

Sekil 2.1. Echinops L. cinsinin kapitulum ve ¢i¢ek yapisi. A) Kapitulum, B) Cigek [1].

2.5. Echinops L. Cinsinin Seksiyon Teshis Anahtar1 (Tiirkiye’de Yayilis gosteren
seksiyonlar)

Tablo 2.1. Echinops L. cinsinin seksiyon teshis anahtari [1, 2].

la. En igteki involukrum brakteleri uzunluklarinin yarisi kadar ya da daha fazla
DIrleSMISIEr. ... e Sect. Ritrodes Bunge

b. En igteki involukrum brakteleri serbest ya da en fazla 1\5 kadarlik kismi birlesmis 2

2a. Involukrum brakteleri 16-25 adet, en igtekiler birleserek zarsi silindirik tiip
OIUSTUIIMNUS. ...ttt ceieeieceeeeceeeee e e ee e e e e .. SECTE ECHINOPS

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

(genellikle pentagonal) tiip olusturmus .......................... Sect. Oligolepis Bunge




2.6. Echinops L. Cinsinin Taksonomisi

Alem : Plantae

Sube : Magnoliophyta Reveal (¢igekli bitkiler)
Sinif : Magnoliopsida Brongn. (iki ¢enekliler)
Altsinif : Asteridae Takht.

Takim : Asterales Lindl.

Familya : Asteraceae (Compositae) Berch.&Presl.

Altfamilya  : Carduoideae Cass.ex Sweet
Tribus : Cardueae Cass.

Subtribus : Echinopinae O.Hoffm.
Cins : Echinops L.

2.6.1. Echinops Seksiyonu

Involukrum brakteleri 16-25 adet, en igtekiler birleserek zars1 silindirik tiip
olusturmustur [1]. Hedge (1975)’ e gore bu seksiyondaki tiirler:

1. Echinops ritro L.
2. Echinops microcephalus Sibth. & Sm.
3. Echinops sphaerocephalus L.
4. Echinops galaticus Freyn.
5. Echinops sintenisii Freyn.
6. Echinops pungens Trautv.
a) E. pungens var. polyacanthus Hedge.

b) E. pungens var. transcaucasicus Hedge.



¢) E. pungens var. adenoclados Hedge.
d) E. pungens var. pungens Hedge.
7) Echinops tournefortii Ledeb.
8) Echinops heterophyllus P.H.Davis.
9) Echinops pannosus Rech. f.
10) Echinops vaginatus Boiss. & Hausskn.
11) Echinops onupordum P.H.Davis.
11a) Echinops mersinensis Gemici & Leblebici.
12) Echinops emiliae O. Schwarz ex P.H.Davis.

2.6.2. Oligolepis Bunge Seksiyonu

Involukrum brakteleri 12-15 adet, En igtekiler birleserek saglam derimsi yapida tiip
olusturmustur [1]. Hedge (1975)’ e gore bu seksiyondaki tiirler:

1) Echinops phaeocephalus Hand-Mazz.
2) Echinops melitenensis Hedge & Hub.-Mor.
2.6.3. Ritrodes Bunge Seksiyonu

Involukrum brakteleri 16-25 adet, en igtekiler birleserek zarsi, silindirik tiip

olusturmustur [1].
1) Echinops viscocus D. C.
a) E. viscocus var. viscocus Rech. f.
b) E. viscocus var. bithynicus Rech. f.

2) Echinops orientalis Trautv.
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Sekil 2.2. Echinops L. cinsine ait taksonlarin fotograflar1 A: E.ritro, B: E. pungens var.
pungens, C: E. emiliae, D: E. orientalis, E: E. viscosus subsp. bithynicus, F:
E. viscosus subsp.viscosus, G: E. pungens var. polyacanthus, H: E. pungens
var. transcaucasicus, I. E. phaeocephalus, J: E. melitenensis (Foto Cem
Vural tarafindan gekilmistir).

2.7. Molekiiler Sistematik ve Kullamilan Markirlar

Uzun vyillar boyunca arastirmacilar diinyadaki biyolojik ¢esitliligi anlamak ve
degerlendirmek i¢in biiylik bir caba gostermislerdir. 17. yiizy1l’da Linnaeus tarafindan
yapilan hiyerarsik tabanli sistem, bu biyolojik ¢esitliligi smiflandirmada ve

tanimlamada temel olusturmustur. Linnaeus’tan sonraki aragtiricilar ise filogenetik
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akrabaliklarin 6nemini 6n plana ¢ikarmis ve bdylece filogenetik sistematik diye
adlandirilan yontem sistematikte yer almaya baglamistir [7]. 1960’larda molekiiler
sistematigin temelini olusturan genetik materyalin yani DNA’nin kesfi ile bu alandaki
calismalar daha da hizlanmistir. Molekiiler sistematik alanindaki ilerlemeyle elde edilen
sonuglar, morfoloji temelli sistematik yaklasimini tamamen devre dis1 birakmasa da,
filogenetik caligmalarda molekiiler diizeyde bir yaklagimin daha gii¢lii sonuglar elde

edecegini ortaya koymustur [8].

Kaliimlart morfolojik, biyokimyasal, protein ve DNA diizeyinde izlenebilen

karakterlere markar denir [5].

Markirlar kullamilmaya baslandigr dénemden itibaren siirekli gelistirilmistir. Ozellikle
PCR'n kesfi ile bu gelisim hiz kazanmistir. Markir kullanilarak gen etiketlemesi, gen
klonlamasi, ¢esitlilik belirleme, filogenetik analizler, istenilen genotipin se¢imi gibi bir

¢ok ¢alisma yiiriitiilmektedir [5].

Gelistirilen her yeni metodla birlikte bir 6ncekinden daha etkin, daha basit kullanimi1 ve
tesbiti olan, daha az zaman gerektiren yeni markir yontemleri bulunmaktadir. Her
birinin farkli avantaj ve dezavantajlarinin olmasi sebebiyle ¢alismanin amacina gore

hangi markirin kullanilacag: belirlenmektedir [5].

Her markir sisteminin avantaj ve dezavantajlart vardir. Tek basina biitiin 6zellikleri
tasiyan bir markir sistemi yoktur. Bunun sonucunda markir secerken istenilen dncelikler

iyi belirlenmelidir.

Ideal bir markar;

Farkhhk gostermeli (polimorfik olmali): Bireyler arasinda farklilik olmali ve en az
%1 siklikla goriilmeli.

Esbaskin olmali (ko-dominant olmali): Her iki allelide ayirt edebilmeli.

Sonuclar tekrarlanabilir olmah (giivenilir olmali)): Farkli veya ayni laboratuar
kosullarinda tekrarlanabilmeli, nesilden nesile aktarilabilmeli ve kolaylikla belirlenebilir
olmali.

Cevreden ve diger lokuslardan etkilenmemeli (nétr olmali): Diger allellerden

bagimsiz ve etkilenmez olmali. Bireyin gelisim basamaklarindan etkilenmemeli.
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Otomasyona uygun ve ekonomik olmali: Hizli, kolay ve analiz maliyeti ucuz olmali,
¢ok amacli donanim gerektiren markir sistemleri tercih edilmeli.
Genomdaki dagilim diizenli olmali: Genom boyunca markirin sik olusu polimorfizm

icin avantajdir [5].

2.7.1. Morfolojik Markarlar

Morfolojik markirlar bitki populasyonu iginde, bir bitki ya da bir grubu digerlerinden
ayiran segici 6zellik, o genotipi ayiran bir markir olarak degerlendirilir [9].Ge¢miste ve
giinlimiizde yaygin olarak kullanilan markirlardir. Ancak sayilarinin az olmasi, ¢evresel
faktorlerden etkilenmeleri gibi dezavantajlara sahiptirler. Ayrica ¢ogunlukla dominant
ozelliktedirler yani sadece dominant fenotipi (AA veya Aa) ve resesif (aa) fenotipten
aytrabilirler. Heterozigotlar1 (Aa) homozigot dominantdan (AA) ayirt edemezler. Asil

avantajlar1 analizlerinin kolay olmasidir [5].

2.7.2. Biyokimyasal Markirlar

Sistematik problemlerin ¢oziimlenmesinde kullanilan ilk biyokimyasal markirlar
proteinlerdir. Protein markirlari, DNA teknolojisinin heniiz gelismedigi donemlerde
onemli ilerlemeler saglamistir. Proteinlerin elektroforetik olarak ayrilmasimna ve bu
proteinlerin substratlar1 ile enzimatik boyanmasini temel alan yontemdir. Bu markirlar
depo ve enzim proteinleri olmak {izere iki ana gruba ayrilirlar. Depo proteinleri bir jelde
hareket ettirilip belirli boyalarla boyandiklarinda farkli genotiplerde ortaya ¢ikan farkli
bantlar genetik markir olarak kullanilabilir. Analizlerinin ¢abuk, tekrarlanabilir ve

giivenilir olmas1 bu markirlarin en 6nemli avantajidir [5].

Enzim markirlar1 izoenzimler ve allozimler olmak iizere kendi i¢inde iki ana gruba
ayrilirlar. Belli bir enzimin katalitik aktivitesi ayni, fakat elektriksel alanda gogli doku
dagilimi, inhibitdor ve aktivatorlere yanitlar1 farkli olan formlarima o enzimin
izoenzimleri denir. Izoenzimler, amino asit dizinleri farkli proteinler oldugu halde ayni
tepkimeyi katalize eden enzimlerdir; farkli dokularda veya farkli intraselliiler
kompartmanlarda farkl rollere sahiptirler. Eger bir reaksiyon hiicrenin hem sitozoliinde

hem mitokondrisinde oluyorsa, genellikle farkli izoenzimler tarafindan katalize edilir
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[5]. Alloenzimler ise ayn1 lokustaki farkli alleler tarafindan kodlanan bir enzimin farkl

molekiiler formlardir [10].

[zoenzimlerin metabolizmada iistlendikleri rollerin iyi bilinmesi, kullanilan yéntemlerin
ucuz ve hizli olmasi, izoenzim markirlarin1 avantajli hale getirmektedir. Ancak az
sayida lokus olmasi, bazi izoenzimlerin belirli dokulara spesifik olmasi veya belli
donemlerde ifade edilebiliyor olmasi1 ve translasyon sonras1 modifikasyonlara ugramasi

bu markirlarin temel dezavantajlaridir [11].

2.7.3. Molekiiler Markirlar

Molekiiler sistematik calismalarda amag, hedef populasyonun yapisinin aydinlatilmasi,
filogenetik olarak sinirlarinin belirlenmesi ve tiir i¢i ve tiirler arasi iligkilerinin
aydinlatilmasidir. Bu amagla molekiiler markir sistemleri etkili sekilde kullanilmaktadir.
DNA dizilerindeki degisime dayanan ve dogal olarak olugan polimorfizm, bitki ve
hayvan genomlarinda tiir i¢i ve tiirler arast varyasyonun temelini olusturur. Genetik

analizler i¢in birgok molekiiler markir sistemi gelistirilmistir [8].

Son yillarda sistematik ¢aligmalarinda yaygin olarak kullanilan molekiiler markirlar
cesitli avantajlara sahiptir; cevre faktorlerinden etkilenmezler, ¢ekirdek ve farkl kalitim
sekline sahip kloroplast ve mitokondri gibi organel genomlar ayr1 ayr1 ¢aligilabilir, her
bir ebeveynden gelen farkli karakterler tespit edilebildigi i¢in bitkilerin genetik orijini
tespit edilebilir [9].

DNA markir sistemlerinin gelisimiyle beraber pek ¢ok durumda protein markirlarina
oranla ¢ok daha yiiksek derecede polimorfizmin bulunabilecegi belirlenmistir.

Genel olarak DNA markirlari, DNA’y1 olusturan niikleik asitlerin sahip oldugu dizilis
farkini ortaya koyan markirlardir. DNA markirlar giinlimiizde bitki 1slah ¢alismalarinda

molekiiler biyolojinin bagvurdugu en 6nemli araglarin basinda gelmektedir [12].

Niikleik asitlerdeki boélgelerin farkliliklarina dayali molekiiler markirlar; genetik
varyasyonun arastiritlmasi, tlirlerin  taksonomik tanimlanmasi ve filogenetik
akrabaliklarin belirlenmesi, soyagaci analizleri, baglanti haritalamalar1 ve seleksiyon
programlar1 gibi konularda 1slahgilara biiyiik kolaylik saglamistir. Ayrica molekiiler

markirlarin uygulanmasinda DNA’y1 elde etmek i¢in az miktarda bitki dokusu
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gerektirmesi, bitkinin herhangi bir kisminin kullanilabilmesi, stabil olmasi, ekolojik

kosullardan etkilenmemesi gibi yararlari da mevcuttur [13].

2.8. Molekiiler Markir Olarak Kloroplast DNA (cpDNA)

Molekiiler yontemler, populasyon ya da bireyler arasindaki var olan benzerlik ya da
farkliliklarin saptanmasinda ve taksonomik birimlerin belirlenmesinde kullanilmaktadir.
Bu amagla molekiiler yontemlerin kullanilmasi 1960’lara dayanmaktadir. Populasyon
ve tirlerin  genetik ¢esitliligi, polimorfizm ve heterozigotluk seviyelerinin
belirlenmesinde kullanilan ilk molekiiler yontemleri protein ve allozim elektroforezi
olusturmaktadir. Kullanilan molekiiler yontemlerden etkili bir tanesi de DNA dizi
analizi yontemidir. Son zamanlarda molekiiler filogenetik calismalarda cpDNA’daki

dizi farkliliklarinin analizi yogun olarak kullanilmaktadir [14].

cpDNA molekiili bireyler, populasyonlar ve tiirler arasindaki evrimsel iliskinin

belirlenmesinde etkili bir molekiildiir [15].

Kloroplast, bitki hiicrelerinde bulunan maternal kalitimli, ¢ift zarli kendine ait DNA’s1
olan bir hiicre i¢i organeldir. Bitkilerde cpDNA’ nin aynmi kloroplast i¢inde ¢ok fazla
kopyasi bulunabilir. Ayrica bir stoplazma iginde birden fazla (20-100) kloroplast
bulunabilmektedir. Tamamen fonksiyonel bir kloroplast genomu 120-160 kb
uzunlugunda tek bir dairesel DNA molekiiliinden olusup, tizerinde yaklagik 60-80 gen
bulunmaktadir [5].

Kloroplast DNA’nin molekiiler ¢alismalarda etkili bir arag olarak yaygin bir sekilde
kullanilmasimin gesitli sebepleri vardir. Bitkilerde cpDNA’nin ayni kloroplast iginde
cok fazla kopyasi bulunmasindan dolayr dokulardan cpDNA izolasyonu kolay
olmaktadir. cpDNA molekiilii bitkilerde maternal kalitim modeliyle kalitilir. Bu sayede
gecmise doniik takipler yapilabilmektedir. Diger bir 6zelligi de cpDNA molekiiliiniin
evrim hizinin ¢ekirdek DNA molekiiliiniin evrim hizindan daha diisiik olmasidir. Bu

sayede cpDNA’ nin gen diizeni ve genom boyutu iyi korunmustur [16,17].

Bu organelin korunmus olmasida pek cok bitkide kodlanmayan bdlgeleri amplifiye

etmek i¢in kullanilan, evrensel primer ¢iftlerinin tasarlanmasina olanak kilmistir [18].
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cpDNA iizerinde bulunan, rpsl6 gen bolgesi trnK ve trnQ gen bolgeleri arasinda yer
almaktadir. rpsl6 gen bolgesi, tiirler arasindaki evrimsel iligkinin belirlenmesinde
kullanilan molekiiler aractir. rpsl6 gen bolgesindeki dizi fakliliklar tiirlerin, cinslerin

ve familyalarin karsilagtirilmalarinda kullanilmaktadir. [19].



3. BOLUM

MATERYAL VE YONTEM

3.1. Bitki Materyallerin Temin Edilmesi

Calismada kullanilan bitkiler Tiibitak 1001 Arastirma Projesi 106T526 nolu Proje

kapsaminda toplanmistir. Orneklerin alindig: yerin adres bilgileri ve toplama tarihleri

arazi defterine kaydedilmistir. Ornekler gazete veya kurutma kagitlar1 arasinda

preslenerek kurutulduktan sonra, kartonlar iizerine Orneklere ait ilk bilgilerin

etiketlenerek kaydi yapilmistir. Toplanan bitki 6rnekleri herbaryum materyali haline

getirilerek Erciyes Universitesi Biyoloji Béliimii Herbaryumunda saklanmaktadir.

Calisma da kullanilan bitkilerin toplanma tarihleri, toplanma yeri ve toplayici bilgileri

Tablo 3.1 verilmistir.

Tablo 3.1.Bitki materyallerinin listesi ve toplayic bilgileri

Ornek Ornek Adi Toplandi@1 yer, tarih ve toplayici
No bilgileri
Tekirdag, Malkara-Kesan, yol kenari,
E. ritro 40°51.123°N, 26° 50.163’E, 125 m,
1

09.07.2008, C. Vural (4523)

E. pungens var. pungens

Giresun, Alvera Sebinkarahisar 5-6 km.
Aktepe ¢evresi, 40° 18.882°N, 038°
41.659’E, 1522 m, 22.08.2007, M. Y.

2 Dadands, C. Vural (4414)
Erzurum, Horasan-Eleskirt yolu,
; E. pungens var. polyacanthus 39°76.557°N, 42° 17.838’E, 1735 m,

18.08.2009, C. Vural (4757)




(Tablo 3.1’in devami)
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E. pungens var.
transcaucasicus

Kars, Kars-Ardahan il siniri,
41°04.299°N, 43° 18.897’E, 1990
m,19.08.2009, C. Vural (4763)

E. emiliae

Antalya, Antalya-Kemer, Tahtali Dagi,
Karapinar yaylasi-Biiyiik Zirve, hareketli
iri tagliklar, dag stepi, 36° 32.473°N, 30°

25.456’E, 2200 m,
21.08.2009, C. Vural (4603)

E. orientalis

Mersin, Mersin-Camliyayla,
37°39.132°N, 034° 42.256’E, 896 m,
01.07.2008, C. Vural (4496)

E. viscosus subp. bithynicus

Cankart,
Cankiri- Kastamonu 20.km Yol kenar,
26.08.2009, C. Vural (4771)

E. viscosus subp. viscosus

Antalya,

Antalya Kas-Finike aras1 33-34.km,
36° 13.891°N, 029° 26.283’E, 74 m
19.07.2007, M. Y. Dadandi, C. Vural
(4333)

E. melitenensis

Malatya,
Malatya-Golbagst 23. km, 38°16.732°N,
38°05.136’E, 1096 m, 05.08.2007, M. Y.
Dadandi, C. Vural (4370)

10

E. phaeocephalus

Sirnak,
Sirnak- Cizre Kasrik Bogazi,
37°23.404°N, 42° 10.857’E, 404 m,
06.08.2008, C. Vural (4583)

11

Senecio vulgaris

Kayseri,
Talas yolu 10.km, 20.07.2009, L. Kirim
(1001)

Tablo 3.1 verilen 9 ve 10 kodlu 6rnekler Oligolepis seksiyonuna ait, 6, 7 ve 8 kodlu

ornekler Ritrodes seksiyonuna ait 1, 2, 3, 4 ve 5 kodlu 6rnekler Echinops seksiyonuna

ve 11 kodlu 6rnek Senecio cinsine aittir. Her bir 6rnekten birer birey ¢aligiimustir.
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3.2. Molekiiler Calismalar

3.2.1. DNA izolasyonu

DNA izolasyonu i¢cin QIAGEN (DNeasy Plant Mini Kit) kullanilmistir. Herbaryumda

saklanmakta olan kuru ornekler havan ve tokmak yardimiyla sivi azot kullanilarak

ezilmigtir. Ezilen 6rnekler -20 °C’de saklanmustir.

QIAGEN Kit Protokolii;

1. Ezilmis dokudan 20 mg alinarak steril bir tiip igine tartilir.

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

3. 65 °C’de 10 dakika bekletilir.(birkac defa alt-iist yaparak karigtirilir).

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

5. Tiipler 20000g°de 5 dakika santrifiij edilir. Stipernatant kism1 mor kolonlara
aktarilir.

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

7. Aktarilan siipernatantin 1.5 kat1 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 ayni kolona aktarilir ve 6000g°de yine 1 dakika santrifiij edilir.

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

10. 6000g°de 1 dakika santrifiij edilir. Siipernatant kism1 dokiiliir ve tekrar 500
pul AW tampon eklenir.

11. 20000g’de 2 dakika santrifiij edilir. Kolon 1.5 mI’lik temiz tiiplere alinir.

12. Uzerine 150 ul AE tamponu eklenir. Oda sicakliginda 5 dakika beklenir.
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13.6000g’de 1 dakika santrifiij edilir. Kolon atilir ve elde edilen DNA

kullanima hazir halde -20°C’de saklanir.

3.2.2. DNA’ nin Agaroz Jelde Yiiriitiilmesi ve Goriintiilenmesi

izolasyon isleminden sonra DNA %0,8’lik agaroz jelde yiiriitiilmiistiir. Bunun icin 25
ml’lik 0,5X TAE tamponu igerisinde 0,5 g agaroz konularak, mikrodalga firinda
eritilmistir. Igerisine 10 mg/ml’lik Ethidium Bromide ¢ozeltisinden 6 pl ilave edilerek
biraz sogumasi beklenir ve manyetik karigtiricida karisim 50-55°C” ye gelinceye kadar
karistirilir. Hazirlanan tarakli jel kabinine hava kabarcigi kalmayacak sekilde dikkatlice
dokiilerek oda sicakliginda 8-10 dakika polimerize olmaya birakilmistir. Taraklar
cikartilarak jel 0,5X TAE tamponuyla dolu olan elektroforez tankina yerlestirilmis ve
kuyucuklara 10 pl total DNA ve 2 pl 6X stok yilikleme boyasindan (%0,025 ksilen
siyanol, %0,025 bromfenol blue ve %40 sukroz) otomatik pipetler araciligi ile
yiiklenerek 60 V dogrusal akim verilerek ornekler jel lizerinde, elektriksel alanda 30
dakika yiiriitiilmiistiir. Jeller Kodak Gel Logic 1500 marka goriintiileme sistemi ile UV

altinda goriintiilenip fotografi ¢ekilmistir.
3.3.rps1l6 Gen Bolgesinin PCR ile Cogaltilmasi

Her bir 6rnek i¢in elde edilen DNA’lar, Kloroplast DNA’nin rps16 bolgesi i¢in kaynak
olarak kullanilmistir. rpsl6 gen bolgesini ¢ogaltmak icin ileri Cp2F ve geri Cp2R

primer ¢iftleri kullanilmistir.

Tablo 3.2. rps16 gen bolgesinin analizi i¢in kullanilan primer [20,21].

Baz
Primer | Uzunlugu | %GC Primer Baz Dizisi (5°-3°)
Ismi (bg)
Cp 2F 24 458 | 5-TGC GGA TCG AAC ATC AAT TGC AAC-3'

Cp2R 24 50.0 |5-GTG GTA GAA AGC AACGTGCGACTT-3




20

Tablo 3.3. PCR reaksiyon karigimi

Kimyasallar Alman Hacim Son Konsantrasyon
dHZO :23.5ul _
PCR tamponu (stok 10X) 2S5l 1X
MgCI2 (stok 25mM) :5ul 2.5 mM
fleri Primer (stok 10puM) 2 1.67 wl 0.334 uM
Geri Primer (stok 10uM) : 1.67 ul 0.334 uM
dNTPs (stok 10mM) :1.67 ul 0.334 mM
BSA (stok 10mg/ml) 24l 0.8 mg/mi
Taq DNA Polimeraz (5u/ pl) :0.83 ul 4.15u
DNA (1/4 oraninda seyreltilmis) :6.67 ul _
Toplam Hacim :50 pnl -

Tablo 3.4. PCR dongii programi

Basamak Sicaklik (°C) Siire Dongii  Sayisi
On Denatiirasyon 94 °C 2.30 dk 1
Denatiirasyon 94 °C 1.00 dk 35
Baglanma 57°C 1.00 dk 35
Uzama 72 °C 230 dk 35
Son- Uzama 72 °C 10.00 dk 1

Bekleme 4°C
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Calisma Kkosullarinin uygun olmasi igin DNA, primer, MgCIZ, dNTP, Taqg DNA

polimeraz, BSA konsantrasyonlari optimize edilmistir. Calismada, PCR i¢in son hacim
50 ul olacak sekilde steril 0,2 ml’lik steril ependorf tiipler hazirlanmistir (Tablo 3.4).
Her PCR reaksiyonu i¢in 1 adet negatif kontrol (template DNA icermeyen kontrol
reaksiyon tiipii) ve 1 adet pozitif kontrol (daha 6nce standart markira goére dogru PCR
irtinii veren DNA’ya sahip tiip) kullanilarak amplifikasyonun dogru olup olmadig:

kontrol edilmistir.

3.4. PCR Uriinlerinin Yiiriitiilmesi ve Goriintiilenmesi

PCR isleminden sonra amplifikasyonun ger¢eklesip gerceklesmedigini belirlemek i¢in
DNA %2’lik agaroz jelde yiiriitilmistiir. Bunun i¢in 150 ml’lik 0,5X TAE tamponu
icerisinde 3 g agaroz konularak, mikrodalga firnda eritilmistir. Igerisine 8 pl ethidium
bromide ilave edilerek manyetik karistiricida karigim 50-55°C” ye gelinceye kadar
karistirmis ve hazirlanan tarakli jel kabinine hava kabarcigi kalmayacak sekilde
dikkatlice dokiilerek oda sicakliinda 15-20 dakika polimerize olmaya birakilmistir.
Taraklart ¢ikartilarak jel 0,5X TAE tamponuyla dolu olan elektroforez tankina
yerlestirilmis ve kuyucuklara 10 pl total DNA ve 2 pl 6X stok yiikleme boyasindan
(%0,025 ksilen siyanol, %0,025 bromfenol blue ve %40 sukroz) otomatik pipetler
aracilig ile yiiklenerek 90 V dogrusal akim verilerek 6rnekler jel iizerinde, elektriksel
alanda 60 dakika yiiriitilmiistiir. Daha sonra dikkatlice ¢ikartilan jeldeki bantlarin
varligi UV 15181 ile gozlenmistir. Amplifikasyonu gergeklesen iriinlerin bir sonraki
isleme kadar -20°C ’de muhafazasi saglanmistir. Amplifikasyonu gerceklesmeyen
ornekler i¢in PCR islemi gerceklesinceye kadar tekrar edilmistir. PCR reaksiyonlari
Sensoquest labcycler marka gradiyent thermocycler kullanilarak yapilmistir. Jeller
Kodak Gel Logic 1500 marka goriintiileme sistemi ile UV altinda goriintiilenip fotografi

¢ekilmistir.
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3.5.rps16 Gen Bolgesinin DNA Dizi Analizi

Her bir 6rnek i¢in elde edilen PCR iirlinlerinin 10 pl’sinin agaroz jel elektroforezinde
kontrolii yapildiktan sonra geriye kalan kisim DNA dizi analizi i¢in alinmistir.

Her bir 6rnek i¢in DNA dizi analizi her iki yonde de yapilmistir. DNA dizi analizi,
otomatik DNA dizi analizi sisteminde (ABI PRISM 310 Genetic Analyzer) RefGen
(ODTU-Teknopark/Ankara) Gen Arastirmalar1 ve Biyoteknoloji Laboratuar’inda hizmet

alimi seklinde yapilmustir.

3.6. istatistiksel Analiz

Her bir 6rnek i¢in otomatik DNA dizi analizi sisteminden elde edilen ham dizi analiz
verileri, dizilerin hizalanmas1 ve diizenlenmesi (Sequence alignment and editing ) i¢in
BioEdit version 7.0.9.0 [22] programina aktarilmistir. Her bir 6rnek i¢in ayni bolgeye
ait ileri ve geri (Forward ve Revers) primerler ile elde edilen dizilerin kromatogramlari
tek tek gozden gecirilmis ve her bir 6rnek i¢in ilgili bolgenin en ortak (consensus)
dizileri olusturulmustur. Hizalanan dizilerin baslangic ve sondaki fazlaliklar1 kesilip

ayni uzunluga getirilmistir.

Filogenetik analizler i¢in evrimsel agag olusturma metotlarindan olan uzaklik (distance)

ve tutumluluk (parsimoni) kullanilmigtir.

Orneklere ait dizi analiz verileri DnaSP Version 5.00.04 [23] adli programa aktarilmus,
monomorfik ve polimorfik bolgeler, parsimoni olarak bilgi iceren bolgeler, haplotip
cesitliligi (haplotype diversity, Hd), niikleotid cesitliligi (nucleotide diversity, Pi, m) ayri
ayr1 hesaplatilmistir.

Orneklerin baz kompozisyonlarinin hesaplanmasi igin olusturulan DNA matriksi
MEGA version 4.02 [24, 25] adli programa aktarilmis ve programdan Kimura 2-
Parametre baz degisim modeli segilerek uzaklik (distance) analizi bu programda
yapilmustir. Uzaklik (Distance) analizi i¢in Neighbor Joining adli algoritma , agac
tiretme teknigi olarak kullanilmistir. Olusturulan agaclardaki soy hatlarinin istatistiksel
olarak ne kadar desteklendigini belirlemek icin bootstrap analiziyle (10.000 replicates)

elde edilen degerler olusturulan agag tizerinde gosterilmistir.
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Olusturulan DNA veri matriksi MEGA version 4.02 adli programa aktarilmis ve
tutumluluk (parsimoni) analizi gerceklestirilmistir. Uretilen olas1 en kisa agaclarin agac
uzunluklar1 (tree lenght, TL), tutarlilik indeksi (consistency index, CI), ve koruma

indeksi (retention index, RI) belirlenmistir.



4. BOLUM

BULGULAR

4.1. Molekiiler Calismalar
4.1.1. DNA Sonuclarmin Go6zlenmesi

Calisma kapsaminda kullanilan ornekler kod numaralar1 ile birlikte Tablo 3.1
verilmistir. Orneklerin PCR iiriinlerinin agaroz jel elektroforez goriintiisii Sekil 4.1.’de
verilmistir. Biitiin 6rnekler i¢in yapilan PCR’da bant elde edilmistir. Jelde, pozitif
kontrol i¢in E. orientalis kullanilmistir. Negatif kontrol ise reaksiyon karisiminda

genomik DNA disindaki tiim bilesenleri icermektedir.

3000

2500

2000

Sekil 4.1. PCR iiriinlerinin agaroz jel goriintiisii. P: pozitif kontrol, N: negatif kontrol,
sonuglart M: 100-3000b¢ DNA molekiiler agirlik belirteci.
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4.1.2. Orneklerin Baz Dizileri

Her bir 6rnek i¢in ayni bolgeye ait ileri ve geri (Forward ve Revers) primerler ile elde
edilen dizilerin kromatogramlari tek tek gézden gecirildi ve Tablo 4.1°de verilen her bir

ornek i¢in ilgili bélgenin en ortak (consensus) dizileri elde edildi.

Tablo 4.1. Orneklere ait dizi eslestirme sonuglar1. Noktalar (.) ayni1 niikleotitlere,
atlamalar (-) delesyonlara karsilik gelmektedir.

J""l"f'l""|"f'|""|"f'|""|"'r|""|“'r|""|"'r|""|"'r|""|

= 10 20 30 40 50 &0 70
.ritro TCTTATTCTTACATCCTCCATTTTATATGGEAATGAAGSTGCTCTTGGCTCEACGTCGTTTGTTCTATTCTACTA
.pungens var.pungens -T -------------- A ----------- A ----------------------------------------------
.pungens wvar.polyacanthus | .o Acviiiiiian, A e
pungens Var. transcaucasious v a s Avvivinaiaaan A i e
cemlliae e A e e e e
Lorlentalis 000 e e e e A oo e e e
.V1lscosus subp,bithnicus ................ Acvaiiaaas T T
.viscosus subp,viscgsus ................ Aiviiii e A i aara  aa  a e
.melitenenszis L J T
.phaegcephalus ....... Gooonnn e e e e e s
enecin vulgaris ................ Covunnnn I T O Y

o HEEMEEEEEEE

[T TTET T vrTr e rrTE AT | PrOT | TrRT|TTET | TRTT TOOC|TRTYI| OO PRI

| g0 30 100 110 1z0 130 140 130
Lritrao GAACCCTTCTTTTTTTATTGGETTGTAATGTAAATAGTTCATSAT GEAGCTCEAGTAGAAAGTATTGATTAATTT:
LPUNGENRS VAL PURGENE s e e st naa s e st a st a sttt st s s e
. pungens var.polyacanthus ...........................................................................
L pungens VAL BT ATISCALICASICUS |* * f v v s v s s o x s s o s n s o n s s s s s an s s s s s s tnessnnssasssessnnsarnsessnnstsnsns
BT T =T
R 0=« = - 1 - 5 PO T T
.vlscosus subp_hithnicus ...........................................................................
.vlscosus subp.viscosus ...........................................................................
ELITEAENSLE 0 e
Jphasocephalius e e a e
enecio vulgaris .................................................................. Tovvinnns

Lo e e s B R e R s B s s R s R o

AR R R R R AR R R AR AR A AR R AR AN RN
5 160 170 1580 150 200 zZ10 ZZ0
E.ritro CTCAGEGECAACGATC TAGGETTAATGUCAATCAATAAATTGGAACARACTTCGTAAGTATATCTTCGATATAGAR
E.pUNgens Var.PUIGEILS s st s st ta e
E.pungens wvar.polyacanthis e s s
E.pungens VAL, DEANSCAICASIEULT [ v s v v s o v s o s o am s st s aas s aassan st an st e e
=Y 0 e - 8 = 5 PO
E.orlentalld e e s
E
B
E
B
3

. viscosus Subp,bithnicug ...........................................................................
.viscosus subp_viscgsus ...........................................................................
elitenensils 00000 e ea s aa s s aaaa s a s s
,phaegcephalus ...........................................................................
enecio vulgaris ...........................................................................

MM R R AL RA AR R AL AR AR RAR AN AN R EAR AN AR AN AR AN RARLY

=l 230 240 Z50 Z60 Z70 Z80 290 am
LE1trn ATCGAAAGEACCCGATTCGAGCAAATTTTCAATTAALLRAL-TTTETTGGAACGGCTAAAACTTTTTCGATCCAL,
. pungens Var. pungens ----------------------------------------- A ---------------------------------
.pungens var.polyacanthus  |oveeon i Avciiaaa, L T
. pungens VAL, LrANSCAUCESLICOUE v v s st i s A i e
B - T . .... e e
OF1Entalls e e e e e e
viseosuzs subp.bithnicus e e A i i e e
Lviseosus subP.vISCOSUS 0 [rrree et i A i i e
elitenensls 00000 eesaaaaaaaaasaaaaaaai s e e e

,phaegcephalus ......................................... A e e e
enecio vulgaris .......... R P & Ao, L T....T.T

L e e s M e e R s R s B e Y s B s
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(Tablo 4.1° in devami)

AN RARE LA AN R AN RA AN R AR AR AR AR AR R AR AR AR EARRY
. 210 320 330 240 230 360 370
.ritro AGTGTATCGECECEEGEAATCAACCETCGETATGATTCTTTGATAGAAAGARATCACARAAGGGGTATGTTECTACC

E

E.pUNGENS VAr.PUNGENS (s et n st s a s sy
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AR R AR AN R AR AN AR AN R LA A AN AR RN AR LAY
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Lritro CAAGGAAACACCACTTCAATTGICT CACGEAT CCGAATAAAGAATCCALATAGATTTTAAACGAGACAALA - -GG

E
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3enecio vulgaris

YA RAARNRAA SRR AR R AR R R AR AR AR AR RN AR
| 530 540 550 S8l 570 580 590 &0l

ritro GEEETTAAAGACCACTCAATAAAAAAATATCTTAAAGAAALATCTTTAAGATATTTGAGAATTATTCAACTTGAS
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.phaesocephalus

enecio vulgaris
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E
E
B
B
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.viscosus subp.bithnicus
.viscosus subp.viscosus
.melitenensis
.phaeocephalus

enecio vulgaris
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(Tablo 4.1.” in devami)

;IYYFY|FY‘YlFYYF|‘YYFlYFY‘|YFYY'Y‘YY‘YYFY|YYFY|FY‘YlFYYF||YYF|YFY||YFYY|Y|YY‘Y
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. pungens var_pglyacanthug ...................................................
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BT e = = O
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denecio vulqaris P e e it e et s s e e e e s e

BB EEE R

4.1.3. Orneklerin Haplotip Cesitliligi

Orneklerin haplotip sayisin1 belirlemek icin DnaSP Version 5.00.04 adli programa
aktarildi, haplotip cesitliligi (haplotype diversity, Hd) 1,000 olarak tespit edildi.
Haplotip cesitliliginin 1’e yakin olmasi dizi analizi yapilan bireylerin her birinin farkh
bir haplotipe sahip oldugu anlamina gelmektedir. Niikleotid ¢esitliligi (nucleotide
diversity, Pi, m) 0,01366 olarak tespit edildi. Niikleotid g¢esitliligi (n) populasyon
icerisinde pozisyon basina diisen niikleotid farkliliklarmin veya diziler arasindaki
niikleotid farkliliklarinin  ortalamasi1 olup genetik varyasyonun Ol¢iisii  olarak

gosterilmektedir.

4.1.4. Orneklerin Baz Oranlar ve Icerigi

rpsl6 geninin dizi analizi yapilan 800 baz ¢iftlik kisminda elde edilen baz oranlari
Tablo 4.2°de verildi. Tablo 4.2 incelendiginde A: % 35.1, G: % 17.6, C: % 15.6, T(U):
31.7 seklinde oldugu goriiliir. Orneklere iliskin DNA dizileri A — T’ce nispeten zengin
olup (%66.6), G — C orani daha azdir (%33.2).
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Tablo 4.2. Orneklerin baz icerigi
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4.1.5. Uzakhk (Distance) Analizi

MEGA programi ve Kimura 2-Parametre baz degisim modeli kullanilarak elde edilen
ornekler arast uzaklik matriksi Tablo 4.3’de verildi. Tablo 4.3 incelendiginde en kiigiik
genetik uzaklik degeri (0,0013); 2 ve 4, 3 ve 4 kod numarali ornekler arasinda
gozlenirken en biiylik genetik uzaklik degeri (0,0131) ise 5 ve 9 kod numarali 6rnekler
arasinda gozlendi. Bu degerler, cins igerisinde genetik olarak Onemli derecede

farkliliklar olmadigin1 gostermektedir.

Tablo 4.3. Kimura 2-Parametre baz degisim modeli kullanilarak olusturulmus 6rnekler
arasindaki genetik uzaklig1 gosteren tablo.

[ 1 2 3 4 5 6 7 8 9  10]
[1] *
[2] 0.0052 *

[3] 0.0052 0.0026 *

[4] 0.0039 0.0013 0.0013 *

[5] 0.0091 0.0065 0.0065 0.0052 *

[6] 0.0104 0.0078 0.0078 0.0065 0.0117 *

[7] 0.0065 0.0039 0.0039 0.0026 0.0078 0.0065 *

[8] 0.0065 0.0039 0.0039 0.0026 0.0078 0.0052 0.0026 *

[9] 0.0091 0.0078 0.0091 0.0078 0.0131 0.0118 0.0078 0.0078 *

[10] 0.0052 0.0052 0.0052 0.0039 0.0091 0.0078 0.0039 0.0039 0.0039

Calismada rps16 geninin 800 bazlik kisminin dizi analizine gore ornekler arasindaki
iligskiler Sekil 4.2°e¢ verilen NJ agacinda gosterilmektedir. NJ agaci olusturmak igin
Kimura 2 Parametre baz degisim modeline gore elde edilen uzaklik matriksi kullanildi.
Bu NIJ agaci incelendiginde (Sekil 4.2) farkli seksiyona ait Senecio vulgaris’ nin ilk
olarak ayrildig1 goézlenmistir. Kalan orneklerin ise dort ana soy hatti seklinde
gruplandigi goriilmektedir. Birinci ana soy hattt E. orientalis, E. viscosus subsp.
viscosus, E. viscosus subsp. bithynicus, ikinci ana soy hatt1 E. ritro, E. melitenensis, E.
phaeocephalus, iiciincii soy hatti E. pungens var. transcausicus, E. pungens var.
polyacantus, E. pungens var. pungens, dordiincii soy hatt1 ise E. emilia’ den

olugmaktadir. Birinci ana soy hatt1 % 91°lik bootstrap degeri ile desteklenmektedir.
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g1 — E.orientalis

47 — E.viscosus subp.viscosus
4 E.viscosus subp.bithynicus

35 —— E.melitenensis

79— E.phaeocephalus

E.ritro

E.pungens var.pungens

91

E.emiliae
Senecio vulgaris

Sekil 4.2. Kimura 2-Parametre baz degisim modeli kullanilarak olusturulmus 6rnekler
arasindaki evrimsel iliskiyi gosteren NJ (Neighbor Joining) agact

4.1.6. Tutumluluk (Parsimoni) Analizi

Orneklerin bir araya getirilmesiyle elde edilen DNA veri setinde rpsl6 geninin 800
bazlik kismimin 770 niikleotid pozisyonunda benzerlik (monomorfik bolge) tespit
edilirken (% 96.25), 16 niikleotid pozisyonunda varyasyon (polimorfik bolge) gozlendi
(% 2 ). Bu 16 degisken pozisyondan 4’si transisyon (% 25), 12’ transversiyondur (%
75). Bu pozisyonlardan 5 tanesi (8, 29, 355, 409, 723. bolgeler) parsimoni olarak bilgi
iceren bolge, 11 tanesi (1, 2, 5, 17, 27, 260, 261, 276, 632, 791, 793. bolgeler)
parsimoni olarak bilgi igermeyen bolgelerdir. On dort niikleotid pozisyonunda delesyon

gozlendi (%1.75).

Bu bilgi igeren bolgeler kullanilarak MEGA programi programinda yiiriitiilen parsimoni
analizi sonucunda Sekil 4.3’e verilen maksimum parsimoni olusturulmustur. Agag
uzunlugu (tree lenght, TL) 63, tutarlilik indeksi (consistency index, CI) 0.83 ve koruma

indeksi (retention index, RI) 0.90 bulunmustur.

25 — E.pungens var.polyacanthus
27— E.pungens var.transcaucasicus
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Sekil 4.3. Maksimum Parsimoni agag.

E.orientalis

E.viscosus subp.viscosus
E.viscosus subp.bithynicus
E.melitenensis
E.phaeocephalus

E.ritro

E.pungens var.pungens
E.pungens var.polyacanthus
E.pungens var.transcaucasicus
E.emiliae

Senecio vulgaris

Maksimum Parsimoni agaci incelendiginde (Sekil 4.3) farkli seksiyona ait Senecio

vulgaris’ nin ilk olarak ayrildigi gozlenmistir. Kalan 6rneklerin ise dort ana soy hatti

seklinde gruplandigi goriilmektedir. Birinci ana soy hatti E. orientalis, E. viscosus

subsp. viscosus, E. viscosus subsp. bithynicus, ikinci ana soy hattt E. ritro, E.

melitenensis, E. phaeocephalus, tgiincii soy hattt E. pungens var. transcausicus, E.

pungens var. polyacantus, E. pungens var. pungens, dordiincii soy hatti ise E.

emilia’den olusmaktadir. Birinci ana soy hatti % 92’lik bootstrap degeri ile

desteklenmektedir. Dallar tizerindeki rakamlar s6z konusu grubun yiizde kaginda bu

grubun oldugunu gostermektedir.



5. BOLUM
TARTISMA VE SONUCLAR

Tiirkiye Florasindan Echinops L. cinsi iiyelerine ait siniflandirma 1975 yilinda Hedge
tarafindan morfolojik 6zelliklere dayandirilarak diizenlenmistir [2]. Floran’in yazimi
tamamlandiktan sonraki yillarda toplanan c¢ok sayida materyal teshis edilirken
karsilagilan olumsuzluklar nedeni ile bazi cinslerdeki problemler dikkati ¢ekmistir.
Bircok cinsin bazi tiirlerinde, hatta seksiyonlarinda acikliga kavusturulamamis
taksonomik sorunlar vardir. Flora’nin yazimi esnasinda sinirli zaman ve materyal ile
calisildigl i¢in ¢ogu cins veya seksiyonlardaki eksiklikler florada belirtilmis, ancak
¢ozlim getirilememistir. Bu durumda olan cinslerin problemleri saptanarak tizerlerinde
daha ayrintili ¢aligmalarin yapilmasi gerektigi flora editoriiniin bazi yaymlarinda da
kaydedilmistir [2]. Bu durum g6z Oniline alinarak cinsin Ritrodes seksiyonuna ait
taksonlarin filogenetik iliskileri belirlenirken; cinsin diger seksiyonlarina ait taksonlar

iligkisini tekrar gézden gegirilmesine yonlendirmistir.

Bitkilerin evrimi ve siniflandirilmasi ¢alismalarinda molekiiler yontemler, son yillarda
onemli bir ara¢ olarak kullanilmaya baglanmistir [26]. Kloroplast DNA (cpDNA),
populasyonlar ve tiirler arasindaki evrimsel iliskilerin anlasilmasinda etkili bir metod

olarak kullanilmaya baslanmistir [15].

Wallender ve Albert [27], Oleaceae familyasina ait 76 tiiriin filogenisini ve
siniflandirilmast cpDNA’nin  rpslé ve trnL-F bolgelerinin dizi analizi verileri
kullanilarak agiklamaya calismiglar. Calisma da filogenetik agact Maksimum Parsimoni
kullanilarak elde etmisler ve genel olarak mevcut siniflandirmaya benzer sonuglar elde
etmislerdir. TrnL-F ve rpsl6 bolgelerin Oleaceae familyasinin tiirleri arasinda iliskiyi

belirleme de etkili oldugunu bulmuslardir.
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Oxelman ve ark. [21], Caryophyllaceae familyasina ait 46 tiiriin filogenetik iligkilerini
yeniden olusturmak amaciyla kloroplast DNA’ nin rpsl6é bolgesinin dizi analizi
verilerini  kullanmiglar. Calisma da filogenetik agaclar Maksimum Parsimoni ve
Maksimum Likelihood analizleri kullanilarak elde etmisler. ITS bdlgesi analizine gore
olusturulan filogenetik agacla karsilastirmislardir. Genel olarak her iki bolgenin analiz

verilerine gore benzer sonuclar elde etmisler.

Echinops cinsinin evrimsel iliskisi siirli 6lglide ¢alisilmis ve filogenetik galismalar

degisik tipteki verilere, drnek tiplerine ve metotlara dayanmaktadir.

Garnetje ve ark. [28], Echinops ve Acantholepis cinsinin filogenetiginin belirlenmesinde
30 Echinops ve bir Acantholepis orientalis tiiriinii ITS bolgesini sekans analizi ile
incelemislerdir. Bu analiz sonucunu morfolojik ve sitogenetik karakterler 1siginda
tartigmiglardir. Acantholepis tiiriinii Echinops nanus ve diger Echinops 6rnekleri ile ayni
kladda yer aldigin1 ve iyi bir bootstrap degeri ile desteklendigini belirtmislerdir.
Calismada E.emiliae 96 % boostrap degeri diger orneklerden farklilik gostermistir.
Echinops emiliae yiiksek daglarda yetigsen bir bitki olmasi, bu ¢alisma sonucunda 96%,
boostrap degeri diger 6rneklerden farkli ¢ikmasini agiklamaktadir. E. bithynicus, E.
spinosissimus subsp. spinosissimus and E. viscosus 90%, boostrap degeri ile Ritropsis
seksiyonu altinda toplanmislardir. Bu tiirler arasinda E. bithynicus and E. spinosissimus
subsp. spinosissimus higbir farkliligin olmadigi vermislerdir. Yapilan analiz sonucunda
hem ITS bolgesinin sekans analizine dayali molekiiler filogenisini hemde kromozom
sayist ve niikleer DNA miktarin1 su anki seksiyonel siniflandirmay1 desteklemedigini
bulmuglardir. Bu cinsin evriminin daha iyi anlasilmasinda daha fazla tiir, molekiiler,

sitogenetik ve morfolojik ¢aligmalarla desteklenmesi gerektigini vurgulamislardir.

Sanchez ve ark. [29], Echinops cinsinin molekiiler sistematigi seksiyonel sinirlandirma
tizerine olan g¢aligmalarint cpDNA’nin ITS ve trnL-trnF bdlgelerini dizi analizi ile
incelemislerdir. Bu dizi analizini Cenchrolepis ve Pterolepis seksiyonlari hari¢ biitiin
Echinops seksiyonlarindan temsili tiirler alinarak toplamda 89 6rnege uygulamislardir.
Elde edilen dizi verilerini Maximum parsimony ve Bayesian analizi ile
degerlendirmislerdir. Olusan filogenetik agaci incelediklerinde Echinops cinsinin 8
gruptan olustugunu, % 100 bootstrap degeri ile 2 ana soy hatt1 seklinde gruplandigini

gormiiglerdir. Birinci soy hattim1 % 85 bootstrap degeri ile Chamaechinops,


http://en.wikipedia.org/wiki/Caryophyllaceae
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Nanechinops seksiyonundan temsili tiirler ve E. acantholepis (=Acantholepis orientalis)
tirtiniin olusturdugunu, ikinci soy hattini ise % 72 bootstrap degeri ile diger Echinops
tiirlerinin olusturdugunu belirtmislerdir. Onceki calismalarda tanimlanmis Echinops
cinsi seksiyonlarinin  (Acantholepis, Chamaechinops, Echinops, Hamolepis, Hololeuce,
Oligolepis, Phaeochaete, Psectra and Ritropsis) simiflandirilmasini, kendi calisma

sonuclar ile desteklediklerini belitmislerdir.

Tiirkiye Echinops cinsi ile ilgili daha 6nceki zamanlarda yapilmis molekiiler temelli
caligmalarin tespit edilememis olmasi ve var olan ¢alismalarin da sayisinin ¢ok az

olmasi ve sadece morfolojiye dayali olmasi bu ¢alismanin 6nemini arttirmaktadir.

Calismamizda Tablo 3.1°de verilen 11 6rnegin cpDNA’ simin rpsl6 genin 800 dizi
analizi yapildi. Orneklerin bir araya getirilmesiyle elde edilen DNA veri setinde rps16
geninin Kimura 2-Parametre baz degisim modeline gore degerlendirilmesiyle elde
edilen ornekler arasi genetik uzaklik degerleri 0,0131-0,0013 arasinda tespit edildi
(Tablo 4.3). Bu sonuca gore orneklerin arasinda 6nemli derecede faklilik olmadigini

gostermektedir.

Neighbor Joining agact (Sekil 4.2) incelendiginde olusan soy hatlar1 nispeten 6rnekler
seksiyonlarina gore ayrilmaktadir. Farkli cinse ait Senecio vulgaris degerlendirme disi
birakilirsa 4 ana soy hatt1 goriilmektedir. E. emilia nin diger 6rnekler ayr1 gruplandigi
goriilmektedir. E. emilia’nin yasam siiresinin 2 y1l olmasi, diger taksonlarin ¢ok yillik
olmasi ile, baglarin 12-15 cm g¢apta ve korollanin yesil olmasiyla da farklilik
gostermektedir. Vural ve Dadand [1], yaptiklart morfolojik bulgulara gore de bu tiiriin
ayr1 bir seksiyonda degerlendirilmesi gerektigini belirtilmektedir ve elde ettigimiz

molekiiler bulgular bu iddalar1 desteklemektedir.

Birinci soy hatt1 Ritrodes seksiyonuna ait tiirleri igermektedir. Diger 3 soy hattindan son
ikisi ise Oligolepis, Echinops seksiyonuna ait tiirlerden olusmaktadir. Morfolojik
olarakta involukrum braktelerinin sayisina goére de seksiyon ayrimi bu sekilde

goriilmektedir.

Birinci soy hatti incelendiginde evrimsel olarak dnce farklilagmis taksonun E. viscosus
subps. viscosus oldugu, E. orientalis ve E. viscosus subps. bithnicus 'un daha yakin

akraba olduklart bulunmustur. Bu durumda E. viscosus alt tiirlerinden E. viscosus subps.
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bithynicus 'un E. orientalis’e E. viscosus subps. viscosus dan daha yakin olmasi bu
taksonlarin aslinda birer alttiir degilde ayr1 birer tiir olarak degerlendirmeyi akla
getirmektedir. Ayrica E. viscosus’un alttiirleri morfolojik olarak ta icteki fillarilerin
gevsek baglanmasi ile E. orientalis ile yakinlik gostermektedir. E. viscosus’un iki
alttlirii gévdenin lanat olup olmamasi ve glandular tiiylin seyrek ya da yogun olmasi ile
de birbirlerinden farklilik gostermektedir. Bu konuda benzer bulgular1 Vural ve Dadandi
[1] tarafindan yapilan ¢alismada da ve bu iki alttiir E. viscosus ve E. bithynicus olarak

iki ayr1 tiir seklinde degerlendirilmistir.

Ikinci soy hattinda E. melitenensis ve E. phaeocephalus’un beraber gruplandig
gozlenmistir. E. ritro’nun bu tiirlerle yakin akraba olduklar1 bulunmustur Bu tiirler
tiysii fillarilerin boyunun kapitulum boyu kadar uzun ya da yaris1 kadar olup
olamamasi ile morfolojik olarak ta farklilik gostermektedirler. E. ritro korollanin koyu
mavi olmasi ile E. phaeocephalus’e, papusun tabanda uzunluklarmmin 1/2’si kadari

birlesik olamasiyla da E. melitenensis 'e morfolojik olarak benzerlik gostermektedir.

Uciincii soy hatt1 incelendiginde E. pungens var. pungens’in evrimsel olarak
farklilasmis oldugu, E. pungens var. polyacanthus ve E. pungens var. transcaucasicus
daha yakin akraba olduklar1 bulunmustur. Bu taksonlarin aslinda birer alttiir degilde ayr1
birer tiir olarak degerlendirmeyi akla getirmektedir. E. pungens var. polyacanthus’ un
govde altinin tamamen tiiysiiz olmasi ile diger iki varyetenden morfolojik olarak
farklilik gostermektedir. E. pungens var. pungens ve E. pungens var. transcaucasicus’
un gdévde yapraklarinin pinnatifid, pinnatisek ya da pinnat olmasi ile morfolojik olarak
farklilik gostermektedir. Ayrica Vural ve Dadandi [1] tarafindan yapilan ¢alismada da
bu ti¢ alttiir’ iin E. polyacanthus, E. pungens ve E. transcaucasicus olarak ii¢ ayr1 tiir

seklinde degerlendirilmistir.

Calismamizda elde edilen filogenetik agacta olusan ana kollar daha Once cinsin
morfolojisine gdre yapilmis olan seksiyon ayrimlarini  nerdeyse tamamen
desteklemektedir. Yalnizca; morfolojik c¢alismalara goére Echinops seksiyonunda
degerlendirilen E. ritro bizim ¢alismamizda Oligolepis seksiyonuna ait tiirlerle daha

yakin akraba oldugu goriilmektedir.
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Ama yine de Orneklerin genetik yapisi ve evrimsel durumu hakkinda daha ayrintili
bilgiler elde edebilmek i¢in Ornek sayisi artirilmali ve cpDNA’nin diger gen
bolgelerinin analizleri elde edilerek verilerin birlikte degerlendirilmesi 6rnekler arasinda

genetik ¢esitliligin ortaya konmasinda ¢ok daha fazla katki saglayacaktir.
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