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TURKIYE ECHINOPS L. (ASTERACEAE) TURLERININ

CPDNA RFLP ILE MOLEKULER ANALIZi

Ozet

Bu ¢alismada Tiirkiye’de yayilis gdsteren Echinops L. cinsinin,ii¢ seksiyonuna (Echinops,
Ritrodes ve Oligolepis) ait taksonlar arasindaki filogenetik iliski, cpDNA dizi analizi ile
arastirilmistir. Echinops cinsine ait taksonlarin filogenetik iliskileri belirlenirken; her bir
taksonun kloroplast DNA’s1 rps16 geninin (800bg) bir boliimiiniin dizi analizi yapilmistir.
Taksonlar arasindaki genetik uzaklik degerleri 0,0358-0,0013 arasinda bulunmustur.
Filogenetik agaclar Parsimoni ve Neighbor Joining (NJ) analizi ile iiretilmis ve NJ agacinda
taksonlar bes farkli grup olusturmuslardir. Analizi yapilan gen bdlgesine gore ortaya ¢ikan
filogenetik siniflandirma daha 6nce cinsin morfolojisine gore yapilmis olan seksiyon
ayrimlarimi tamamen desteklemese de 6zellikle Oligolepis ve Ritrodes seksiyonlarina ait

taksonlarin beraberce gruplandiklari gériilmiistiir.

Sonug olarak ¢alismamizda kullanilan gen bolgesinin Echinops taksonlar: arasindaki

filogenetik iligkilerin belirlenmesi i¢in kullanigl bir molekiiler karakter oldugu goriilmiistiir.

Anahtar Kelimeler: Kloroplast DNA (cpDNA); rps16; Ritrodes.



MOLECULAR ANALYSIS OF TURKISH ECHINOPS L.

(ASTERACEAE) SPECIES USING cpDNA RFLP, RFLP

Abstract

In this study, the phylogentic relationships among taxa belogning to three sections (Echinops,
Ritrodes, Oligolepis) of the genus Echinops, distributed in Turkey, were investigated by using
cpDNA sequence analysis. While phylogenetic relationships of the taxa of Echinops were
being determined, a partial sequence of cpDNA’s rps16 gene (800 bp) was analyzed for each
taxa. Genetic distance value among the taxa ranged from 0.0358 to 0.0013. Parsimoni and
Neighbor Joining (NJ) methods were used to constructed the phylogenetic trees. Taxa
generated five different groups at NJ tree. Although, there was no exact match between the
phylogenetic classification and genus morphology, taxa of Oligolepis and Ritrodes sections
were grouped together. Regarding to our results, the studied gene region was found to be an

applicable tool to determine phylogenetic relationships among Echinops taxa.

Key Words: Kloroplast DNA (cpDNA); rpsl6; Ritrodes.
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1. BOLUM
GIRIS
Echinops L. cinsi Asterales takimi igerisinde yer alan Asteraceae familyasinin bir cinsidir.
Asterales takiminin tek familyasi bulunmaktadir. Asteraceae familyasi yaklasik 1100 cins ve

2500 kadar tiir icerir. Ulkemizde 133 cins ve 1156 kadar tiirii bulunur. Bazilar1 siit igeren

otsular, ¢alilar veya nadiren agag veya tirmanicilardir.

Echinops cinsi diinyada yaklasik 130 tiirle temsil edilmektedir. Birincil gen kaynagi kuzey
yarikiiredir. Yogun olarak da, tropik Afrikanin yar1 nemli alanlari, Kuzey Afrika’nin yari
kurak alanlari, Akdeniz havzasi ve Orta Asya’ya kadar Avrasyanin iliman kusaginda yayilis
gostermektedir. Genel olarak, birkag tek yillik ve iki yillik tiir igeren ¢ok yillik bir cinstir [1,
2].Echinops cinsi Echinops , Ritropsis Greuter & Rechf. ve Oligolepis Bunge olmak iizere ii¢
seksiyona ayrilmistir. Ulkemizde Echinops cinsinin {i¢ seksiyonuna ait taksonlar
bulunmaktadir. Bu seksiyonlardan Echinops ve Ritropsis Greuter & Rechf. seksiyonlarina ait
taksonlar iilkemizin hemen hemen her tarafinda yayilis gostermektir, ancak Oligolepis Bunge
seksiyonuna ait taksonlar Dogu Anadolu ve Giliney Dogu Anadolu bdlgelerinde

bulunmaktadir [3].

Echinops cinsi tek yada ¢ok yillik, dikenli yapraklara sahip olan bir bitkidir. Echinops
cinsinin Tirkiye de 22 taksonu bulunmaktadir. Bunlardan 9°u endemiktir ve cinsin endemizm
oran1 %40.9°dur [1, 4]. Echinops cinsi iiyeleri genellikle insanlarin yagama 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 kaginir. Ciinkii Echinops dikenli ve hacimli oldugundan toplamasi ve
preslenmesi zordur. Ayni zamanda toplanan 6rneklerin de kapitulumlari kurudukga dagilarak
muhafazasi ¢ok zor bir duruma gelmektedir. Cogu herbaryum O6rneginde rastladigimiz
dagilmamis kapitulumlar ise ¢ok gen¢ oldugundan bu &rneklerin teshisi olduk¢a zordur.
Cinkii teshisler olgun kapitulum o6zelliklerine dayanmaktadir [3, 5]. Tiirkiye Florasinin
yazimi tamamlandiktan sonraki yillarda toplanan ¢ok sayida materyal teshis edilirken
karsilagilan sorunlar sonucu bazi cinslerdeki problemler dikkati ¢ekmistir. Bir¢ok cinsin bazi
tirlerinde, hatta seksiyonlarinda agikliga kavusturulamamis taksonomik sorunlar vardir.

Flora’ nin yazimi esnasinda sinirli zaman ve materyal ile c¢alisildigi i¢in ¢ogu cins veya



seksiyonlardaki eksiklikler florada belirtilmis, ancak ¢6ziim getirilememistir. Bu durumda
olan cinslerin problemleri saptanarak {izerlerinde daha ayrintili g¢alismalarin yapilmasi
gerektigi flora editoriiniin bazi yayinlarinda da kaydedilmistir. Bu problemli cinslerin arasinda
Asteraceae familyasindan Echinops L. cinsi de bulunmaktadir.

Echinops cinsinin taksonlar1 arasinda yaprak morfolojisi, tily ortilisti ve tiiy Ortiisiiniin gévde
iizerinde dagilimina gore morfolojik olarak farkliliklar tespit edilmistir. Fakat molekiiler
yontemlere dayali bir ¢alisma bulunmamaktadir. Bu yiizden, Echinops cinsinin igerisinde

genetik cesitliligin belirlenmesi 6nem arz etmektedir.

Genetik varyasyonu molekiiler diizeyde belirlemede ise farkli molekiiler DNA isaret
teknikleri kullanilmaktadir. Birgok bitki tiirii arasindaki ve igindeki genetik varyasyonun
ortaya ¢ikartilmasinda en uygun molekiiler DNA teknigini belirlemek amaciyla Kesim Enzimi
Uzunluk Polimorfizmi (Restriction Fragment Length Polymorphism; RFLP), DNA
hibridizasyonu, PCR-RFLP (Polimerase Chain Reaction-Restriction Fragment Length
polymorphism) c¢ogaltilmis Par¢a Uzunluk Polimorfizmi (Amplified Fragment Length
Polymorphism; AFLP), Rastgele Cogaltilmis Polimorfik DNA (Randomly Amplified
Polimorhic DNAs; RAPD), Basit Dizi Tekrarlar1 (Simple Sequence Repeats; SSR) Metodu ve
Basit Dizi Tekrarlar1 Arast Bolgenin Amplifikasyonu Basit Dizi Tekrarlar1 Arasi (Inter
Simple Sequence Repeats;ISSR) gibi DNA isaret teknikleri karsilagtirilmistir. Polimorfizm
bakimindan SSR ve AFLP teknikleri, maliyet bakimindan RAPD ve ISSR teknikleri,
tekrarlanabilirlik bakimindan RFLP, SSR, ISSR ve AFLP gibi molekiiler tekniklerinin
avantajli olduklart belirtilmistir [6].

Filogenetik problemleri ¢dzmede baz dizilim temelli molekiiler markirlardan ziyade,
ekonomik ve hizli yontemler olduklari icin allozim bilgilerini veya RFLP ve RAPD’i
kullanmay1 tercih etmektedirler. Buna karsilik DNA baz dizi bilgilerinin elde edilmesi daha
zor olup, zaman ve yiiksek maliyet gerektirmektedir. Bununla birlikte taksonomistler igin
genlerin genetik varyasyonunu dogru tahmin etmenin en iyi yolu DNA baz dizi analizi

olarak goriilmektedir.

Echinops cinsinin genetik varyasyon diizeyinin belirlenmesi; cins igerisindeki bitkilerin
genetik yapisin1 anlamada, tiim evrimsel tarihinin tespitinde 6nem arz etmektedir.
Bu calismanin amaci; tiirler arasindaki akrabalik iligkileri kloroplast DNA restriksiyon

fragment length polymorphism (cpDNA PCR- RFLP) ve dizi analiz yontemi ile agiklamaktir.



2. BOLUM

GENEL BIiLGILER

2.1. Echinops cinsinin Taksonomisi

Alem : Plantae

Sube : Magnoliophyta (¢icekli bitkiler)
Sif : Magnoliopsida (iki ¢genekliler)
Takim : Asterales (papatyagiller)
Familya . Asteraceae

Tribus : Cardueae

Subtribus : Echinopinae

Cins : Echinops L. [3].

2.2. Takim: Asterales

Asterales takimimnin tek familyasi bulunmaktadir. Otsular nadiren de agaglardir. Yapraklar
alternat, karsilikli veya hepsi kaidede, stipiilsiizdiir. Cigcekler erdisi veya tek eseylidir. Kaliks
degisik yapilarda ve tily seklinde, petaller 3-5, birlesik bazen yok. Stamenler 4-5, petallere
bagli, ovaryum 1 lokusludur [7].

2.3. Familya: Asteraceae (Compositae) (Papatyagiller) Ozellikleri

Asteraceae familyasi yaklasik 1100 cins ve 2500 kadar tiir igerir. Ulkemizde 133 cins ve 1156
kadar tiirii bulunur. Bazilar siit igeren otsular, ¢alilar veya nadiren aga¢ veya tirmanicilardir.
Yapraklar genellikle alternat veya karsilikli, nadiren dairesel, basit veya birlesiktir. Cigekler

kapitulum durumunda, kapitulumun gevresi 1 veya ¢ok serili involukrum brakteleri ile



ortiilmiis, erdisi veya tek eseyli, 1sinsal veya zigomorf simetrilidir. Kaliks genellikle papus
halini almis veya hemen hemen yoktur. Petaller 4-5, birlesiktir. Korolla iki sekilde, tlipsii ve
dilsi; tiipsii korolla ugta belirgin 5 disli, dilsi korolla 3-5 disli veya belirgin degildir. Stamenler
5, petallere bagl, flamentler serbest, anterler birlesiktir. Pistil 1, ovaryum alt durumlu, tek
lokuslu, 2 karpelli, oviil tek, anatrop, plasentasyon bazaldir. Meyve aken ve ucunda genellikle

bir papus veya kaliks kalintis1 tasir [7].

2.4. Cins: Echinops Genel Ozellikleri

Govde dik, ¢cogunlukla sadece en ug¢ kisimlarda seyrek dalli, kegemsi tiiylii, tomentoz, bazen
salgi tliylli, ¢ok nadiren tiiysiiz, yapraklar alternat, pinnat parcali sekilde boliinmiis (1-2-
pinnat), cogunlukla dikenli disli loblar, gévdenin tabanindan yukari dogru boyutlar kiigiiliir,
alt yapraklar petiollu, iisttekiler sesil. Yapraklar ¢cogunlukla iizeri yumusak tiiylii, hatta bazen
salgi tiiylii, nadiren neredeyse tiiysiiz, her zaman ¢ok yogunlukta, altta cogunlukla tomentoz-

yumusak tiiyli [3].

Kapitulumlar tek ¢icekli. Dal uglarinda yalanci basciklarda (pseudocephala) toplanmis.
Kapitulumlarin baglandigi merkez kiire veya ters-ovat sekilde, tiiysiiz. Yalanci basciklar

involukrum ile gevrilmis [3].

Kapitulumun etrafim ¢ok sayida firga seklinde beyaz sert tiiyler kaplar. Involukral brakteler
3-5 sirada dizili, pul ya da yaprak benzeri, distakiler kisa, linear, iist taraf genislemis, orta
siradaki brakteler lanseolat, karinat, kilgik seklinde daralan sekilde. Igtekiler bazen
ortadakilerden daha uzun, serbest, alt kisimlar kismen birlesik ya da birleserek tiip olusturmus

iist taraf serbest, keskin sivri u¢lu ya da siliat [3].

Korolla, beyaz ya da agik maviden maviye kadar renklerde. Derince boliinmiis bes loplu.
Stamen 5, singenesis durumunda. anterler tabanda tiiy demetleri goriinlimiinde ek yapilar

tasir. Stigma 2 pargali, stillusun {ist kisimlarinda tiiysii yapilar tagiyan bir siskinlik bulunur

[3].



Akenler 1g sekilli, zayif boyuna, ylizey {izerine paralel olarak yatik yogun uzun tiiylerle
cevrili, papus kisa firca seklinde serrat tiiylerden olugsmus bir halkasal yapida. Papusdaki disli
sert tiiyler alt kisimda az ya da ¢ok birlesmis; gévdenin uglarinda ¢ok sayida.

Cok willik, ¢ok nadiren iki yillik ve ¢ok ender olarak da tek yillik otsular, step ve yari-¢o6l
bolgelerde dagilmis ve 6zellikle de daglarin yari-¢ol ve step bolgelerinde 125-130 civarinda
tiire sahip [3].

2.5 Echinops Cinsinin Seksiyon Teshis Anahtari [3]

la. En icteki involukrum brakteleri uzunluklarinin yaris1 kadar yada daha fazla birlesmisler
............................................................................................. Sect. Echinops
b. En igteki involukrum brakteleri serbest yada en fazla 1\5 kadarlik kismi birlesmis

2a. Involukrum brakteleri 16-25 adet, en ictekiler birleserek zarsi silindirik tiip olusturmus
......................................................................... Sect. Ritropsis Grauter&Rech. f.
b. Involukrum brakteleri 12-15 adet, En igtekiler birleserek saglam derimsi yapida
(genellikle pentagonal) tiip olusturmus ................covviiiinin.nn. Sect. Oligolepis Bunge

2.5.1. Seksiyon 1; Echinops L.

Fillariler (12-) 16-30 adet. En igtekiler birlesik degil yada dipte hafifce birlesik, birlesiktir [3].

Bu seksiyondaki tiirler;

1) Echinops ritro L.

2) Echinops ritrodes Bunge Bull.

3) Echinops microcephalus Sibth. & Sm.
4) Echinops sphaerocephalus L.

5) Echinops albidus Boiss. & Spruner.
6) Echinops ossicus K. Koch.

7) Echinops pungens Trautv.

8) Echinops polyacanthus Iljin.



9) E. adenoclados (Hedge)

10) Echinops transcaucasicus Iljin.

11) Echinops tournefortii Ledeb. ex Trautv.
12) Echinops heterophyllus P. H. Davis

13) Echinops vaginatus Boiss. & Hausskn.
14) Echinops onopordum P. H. Davis

15) Echinops mersinensis Gemici & Leblebici

16) Echinops emiliae Schwarz ex P. H. Davis

A
® -
® E.ritro ® E.emiliae
@ E.polyacantus O E.albidus
O E.microcephalus @ E.ossicus
© E.adenoclados ® E.heterophyllus
O E.sphaerocephalus O E.transcaucasicus

O E.ritrodes

O E.tournefortii
O E.onopordum
@ E.vaginatus
O E.pungens

O E.mersinensis

Sekil 2.1. Echinops L. Seksiyonuna ait kullanilan 6rneklerin Tiirkiye’deki lokaliteleri



Sekil 2.2. Echinops L. Seksiyonunun tipi olan E.ritro ait fotograf



2.5.2. Seksiyon 2; Oligolepis Bunge.
Fillariler 12-20 adet, igtekiler dipte yariya kadar birleserek 5 koseli derimsi bir tiip
olustururlar [3]. Bu seksiyondaki tiirler;

1) Echinops phaeocephalus Hand.-Mazz.

2) Echinops dumanii C. Vural

3) Echinops melitenensis Hedge & Hub.-Mor.

A E. phaeocephalus A E.dumanii A E. melitenensis

Sekil 2.3. Oligolepis Seksiyonuna ait kullanilan 6rneklerin Tiirkiye’deki lokaliteleri

' ‘\‘ y
. - &3

Sekil 2.4. Oligolepis Seksiyonunun tipi olan E. melitenensis ait fotograf

o




2.5.3. Seksiyon 2; Ritropsis Greuter & Rech. f.

Fillariler 20-30 adet, igtekiler alt kisimda yariya kadar hafifce birlesmis [3]. Bu seksiyondaki
tiirler;

1) Echinops spinosissimus Turra
a) Echinops spinosissimus subsp. viscosus (Boiss.) Greuter
b) Echinops spinosissimus subsp. bithynicus (Boiss.) Greuter
2) Echinops gaillardotii Boiss.
3) Echinops adenocaulos Boiss.
4) Echinops orientalis Trautv.
5) Echinops chardinii Boiss & Buhse

6) Echinops tenuisectus Rech. f.

= 4 I:
< E. spinosissimus var.bithynicus @ E. gaillardotii ® E. orientalis
< E. spinosissimus var.viscosus < E. adenocaulos @ E. chardini

<& E. tenuisectus

Sekil 2.5. Ritropsis Seksiyonuna ait kullanilan 6rneklerin Tiirkiye’deki lokaliteleri



10

Sekil 2.6. Ritropsis Seksiyonunun tipi olan E.orientalis ait fotograf

2.6. Sistematikte Kullanilan Markirlar

Kalitim sekilleri, morfolojik, biyokimyasal ve DNA diizeyinde (molekiiler markirlar)
izlenebilen karakterlere genetik markirlar denir. Bu karakterlerin genetik markir olarak
isimlendirilmesinin nedeni, ¢alisilan organizmadaki ilgilenilen diger o6zelliklerin genetigi
hakkinda, dolayli da olsa bilgi saglamalaridir. Molekiiler markirlar DNA ‘nin  aktif
bolgelerinden ya da genetik kodlama fonksiyonuna sahip olmayan DNA dizilerinden

gelistirilebilirler [4].

Genetik markir yeni bir kavram degildir.Genetik markirlar Mendel’in 19. Yiizyilin sonlarinda
kalitim biliminin temellerini ortaya koymasindan sonra, bazi karakterlerin nesilden nesile
aktarildiklar1 ve Mendel’in rastgele dagilim ilkesine uymadigr gozlenmistir. 20. yiizyilin
baslarinda sirke sinegi Drosophila iizerinde c¢aligan Morgan (1910) ve Ogrencileri yapay
olarak ortaya ¢ikardiklari ¢ok sayida mutant karakterin birbirleriyle birlikte hareket etmelerini
incelemigler ve dogrusal harita kavramini gelistirmiglerdir [10]. Kalitatif dagilim gosteren
karakterlerin kantitatif dagilim gosteren karakterlerle baglantisi, yani gercek anlamda markir
anlayisi, Sax’in (1923) fasiilye tohum pigmentasyonu ile tohum iriligi arasindaki baglantiy1
gozlemesiyle sekillenmistir [11]. Bu calismada tohum pigmentasyonu fasulye tanesinin

agirligini belirleyen bir markir olarak kullanilmistir.
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Morfolojik markirlarin kullanim potansiyelleri uzun zamandir bilinmesine ragmen sinirh

sayida olmalar1 nedeniyle pratikte uygulanabilirlilikleri kisith kalmistir [4].

Son 20 yilda biyokimya alanindaki gelismeler markir konusunda da yeni bir ¢ag asmistir.
Oncelikle izoenzimlerin veya depo proteinlerinin markir olarak kullanilabilecegi ortaya
konmustur. Daha sonra DNA’nin kendisinin dogrudan markir olarak kullanilma fikri ortaya
¢ikmistir. DNA markirlart genomun her noktasini temsil etme yetenegine sahiptirler ve sonsuz

sayidadirlar [4].

2.6.1. Molekiiler Markirlarin Kullanim Alanlari;

e Genotipik tanimlama,

e Cesit tescili,

e [slah hatlarinin tanimlanmas: ve tohum saflik testleri,
e Hibrit cesit saflik testleri,

e Cinsiyet belirleme, genetik gesitliligin belirlenmesi,

e Gen kaynaklarinin genetik kokeninin belirlenmesidir.

2.6.2. Molekiiler Markirlarda Bulunmasi Istenen Ozellikler

Polimorfizim (Farklihk Gosterme): Kullanilan bir markirin farkli genotipleri ayirt edebilme
yetenegidir. Markirlarin farklilik gosterme oranlart markir tipine ve bitki tiiriine gore biiyiik
olgtide degismektedir. Polimorfizim, 300 ile 500 niikleotitte bir olusan varyasyonlardir. Ekzon
bolgelerinde gozlenen varyasyonlar morfolojik diizeyde gozlenebilirken (Tohum rengi, bitki

boyu vb.), intron bolgelerindeki varyasyonlar morfolojik diizeyde gdzlenememektedir.

Giivenilirlik: Ayni genetik materyal iizerinde yapilan bir markir analizinin her zaman ve her

kosulda ayn1 sonuglar1 vermesidir. Giivenilirlik, markir tipine gore degismektedir.

Esbaskinhk (ko-dominanthk): Markirlarin esbaskin olmasi, yani her iki allelinde ayirt
edilebilmesidir. Bu durum bize ebeveynler hakkinda saglikl bilgiler vermektedir.

Cevreden ve diger lokuslardan etkilenmemeli: Morfolojik markirlar {izerinde ¢evrenin ve
bazen de diger lokuslarin etkili olmasi onlarin genetik analizde etkili bir sekilde

kullanilabilmelerini kisitlamaktadir.
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Otomasyona uygunluk: Gelecekte genetik analizin tarlada, dogrudan bitkilerden alinan
kiigiik bir doku pargast lizerinde otomasyona dayali ¢ihazlar kullanilarak ¢ok kisa bir siirede
gerceklestirilmesi planlanmaktadir. Bu tip analizlerde, gerekli islemleri ¢ok az olan ve el

degmeden gerceklestirilebilecek markir segilmelidir.

Genomdaki dagihm: Degisik tiplere ait markirlar genom iizerinde farkli dagilis
gostermektedir. Bu farkliligin asil sebebi, genomlarda ve diger kopya sayist az olan DNA
dizilerini kromozomlarin belli bolgelerinde yogunlasmalar1 gergegidir.Genom boyunca

markirlarin yogun olusu polimorfizm i¢in avantajdir [4].

2.7. Markar Tipleri

2.7.1 Morfolojik Markirlar

Morfolojik markirlar ¢ok uzun siiredir bilinip, ge¢miste ve giinlimiizde yaygin olarak
kulanlmaktadir. Fakat sayilarinin az olmasi, ¢evreden ve diger lokuslardan etkilenmeleri gibi
olumsuz o6zellikleri vardir. Ayrica bu markirlar genellikle dominant 6zelliktedir. Yani bu
markirlarla sadece dominant fenotipler (AA ve Aa) ve resesif fenotipler (aa) belirlenebilir.
Heterozigotlar (Aa), homozigot dominantlardan ayirt edilemezler. Morfolojik markirlarin
avantaji analizlerinin kolay olmasidir. Haritalama, populasyonda yapilacak bir gozlem ile
kolayca belirlenebilir. Fenotipe bakilarak en kolay tanimlanabilen markirlar genellikle olgun

bitki donemlerinde alinmalidir [8].

Sonu¢ olarak morfolojik markirlarin sayilarinin az olmasi, ¢evre faktdrlerden etkilenmesi,
genellikle resesif olmalar1 ve bircogunun mutasyonlar sonucu olusmasi gibi olumsuz

ozellikleri nedeniyle bu markirlarin kullanimi kisitlanabilmektedir [9].
2.7.2. Biyokimyasal Markirlar

Sistematik problemlerin ¢6ziimlenmesinde kullanilan ilk biyokimyasal markirlar proteinlerdir.
Protein markirlar1 genetik analizler icin morfolojik markirlardan sonra gelistirilen ikinci

genetik markir sistemini olusturur [8].



13

Biyokimyasal markirlar; depo proteinleri ve enzim proteinleri olmak tizere iki gruba ayrilir.
Depo proteinleri bir jel tizerinde hareket ettirilip boyandiginda farkli genotiplerde ortaya ¢ikan
bant farkliliklar1 genetik markir olarak kullanilir. En 6nemli avantajlar1 analizlerin ¢abuk,

giivenilir ve tekrarlanabilir olmasidir [8].

Enzim markirlar1 kendi arasinda iki ana grupta incelenebilir. Bu gruplar izoenzimler ve
alloenzimlerdir. izoenzim farkli bir lokus tarafindan kodlanan bir enzimin farkli molekiiler
formlar1 olarak tanimlanabilir. Alloenzimler ise aymi lokustaki farkli alleler tarafindan

kodlanan bir enzimin farkli molekiiler formlardir [11].

Izoenzimlerin metabolizmadaki roliiniin iyi bilinmesi, kullanilan yéntemlerin hizli ve ucuz
olmasi, izoenzim markirlarmin temel avantajlaridir. Fakat izoenzimin lokus sayisinin az
olmasi, bazi izoenzimlerin belirli dokularda ve belirli gelisme doneminde bulunmasi,

translasyon sonrasi1 modifikasyonlara ugramalar1 bu markirlarin kullanimini kisitlamaktadir

[11].

Alloenzimler ve izoezimlerin birbirinden ayirt edilebilmesi i¢in elektroforez teknigi kullanilir.
Bir jel icgine yiiklenip elektrik ortaminda tutulduklarinda proteinler tasidiklari yiik ve
kiitlelerin oranlarina gore farkli hizlarda hareket ederler. Daha sonra ilgili proteinlere ait
secici boyama tekniklerinin kullanimiyla proteinlerin jel icinde bulundugu pozisyon belirlenir.

Bu pozisyona gore farkli aleller taginir [11].

Bazi izoenzimler nétr olmadiklarindan, elektroforez sisteminde sadece aminoasit dizilerinde
bulunan gergek farkliligin bir kismi tespit edilebilir. Genetik varyasyon calismalarinda ayni
enzimatik aktiviteye ve ayni elektroforetik yiiriime oranina sahip izoenzimlerin homolog
olduklar1 varsayllmasina ragmen aminoasit analizi yapilmadan bu varsayim gecerli

sayllmayabilir [11].

Biyokimyasal markirlar da gen tirlinii olduklar1 i¢in DNA markirlarina gére sayica daha azdir.
Dokulara ve gelisme donemine gore degisiklik gdstermelerinden ve gevre faktorlerinden

etkilenmelerinden dolay1 kullanimlari sinirlidir [11].

2.7.3. DNA Markirlarn
DNA markirlari, farkli genotiplere ait DNA niikleik asit dizilis farkliligimi ¢esitli sekillerde

ortaya koyan markirlardir [4].
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Filogenetik baglantilarin ortaya cikarilmasinda DNA temelli markirlar son yillarda biiyiik
ilerleme gostermistir. DNA temelli markir sisteminde mitokondriyal DNA (mtDNA),
kloroplast DNA’s1 (cpDNA) ve ¢ekirdek DNA (nDNA) genomlar1 kullanilabilir.

DNA markirlar1 4 grupta siiflandirilmaktadir. Birinci grupta fonksiyonu bilinen genlere veya
genomun herhangi bir bolgesine 6zgli proplarla Southern Blott hibridizasyonuna ve kesim
enzimlerine dayali olan RFLP markiri bulunur. Ikinci grupta RAPD metodu gibi PCR temelli
metotlar yer almaktadir. Ugiincii grupta hem kesim enzimlerine hem de PCR metoduna dayali
olan metotlar yer alir. AFLP metodu bu gruba girmektedir. Dordiincii grupta yer alan metotlar
ise DNA dizi analizi gerektirmekte olup ISSR, SSR ve SCAR gibi metotlar bu grupta yer

almaktadir.

Son zamanlarda 6zellikle RAPD, ISSR ve AFLP gibi PCR temelli dominant markirlar
populasyon i¢i ve populasyonlar aras1 genetik yapinin ortaya ¢ikarilmasinda kullanilmaktadir

[12].

2.7.3.1. RFLP (Restriction Fragment Lenght polymorphism)

RFLP (Restriction Fragment Lenght polymorphism markirlai),dokulardan izole edilen
genomik DNA’nin niikleik asit dizilislerini tantyan DNA kesim enzimlerince spesifik olarak
kesilmesi ve olusan DNA pargalarinin elektroforezde ayrildiktan sonra naylon veya
nitroseliiloz membrana transfer edilerek DNA proplariyla etiketlenmesi esasina dayanir.
RFLP markirlar: ile tirler arasindaki ve igindeki farklilik kolayca belirlenir.Giivenilir,
esbaskin (co-dominant) ozellikte olup polimorfizm orani orta diizeydedir[8]. En 6nemli
dezavantaji ise analizlerinin pahali olmasi, fazla zaman, isgiicii gerektirmesi ile fazla miktarda

ve yliksek kalitede DNA’ya gereksinim duyulmasidir.

2.7.3.2. RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA)

RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) teknigi basit ve kisa oligoniikleotid primerler
kullanilarak genomik DNA’nin rastgele bolgelerinin g¢ogaltilmasidir. RAPD markirlar
RFLP’nin tersine diisiik kalitede ve miktarda DNA’ya gereksinim duyulmasi, zaman ve
maliyet yoniinden olumlu olmasina ragmen dominant markir olmalart nedeni ile

yorumlanmasinin zorlugu, giivenilirliginin ¢ok sinirli olmasi, tekrarlanamamas: olumsuz
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yonleridir. Teknigin diger dezavantajlarinin arasinda dominant 6zellikte markir verilmesi ve
bu yolla elde edilen markirlarin diger haritalara transfer edilememesi
gelmektedir [14].

2.7.3.3. AFLP (Amplified Fragment Lenght Polymorphism)

AFLP (Amplified Fragment Lenght Polymorphism) teknigi RAPD tekniginin dezavantajlarin
gidermek tlizere gelistirilmistir. Bu teknikte ilk olarak genomik DNA once birisi 6, digeri 4
taban tamyan 2 kesim enzimi tarafindan Kkesildikten sonra (EcoRI/Msel), bunlara ait
adaptorler eklenmekte ve bu adaptorlere uygun primerler kullanilarak segici bir sekilde
cogaltilmaktadir. Segici sekilde c¢ogaltilan pargalar arasindaki polimorfizm PAGE ile
belirlenir . Polimorfizm orani ¢ok yiiksektir. Uygulanabilirligi, RAPD teknigine gore kolay
olmasa da RFLP teknigine gore ¢ok kolaydir. Kurulus asamasinda maliyet gerektirir. Masraf,

Is giicli gereksinimi ve giivenilirligi RAPD ve RFLP arasinda yer alir. [8].

2.7.3.4. ISSR (Inter-Simple Sequence Repeats)

RAPD ile maliyeti hemen ayni olan ISSR (Inter-Simple Sequence Repeats) teknigi RAPD’e
gore oldukga giivenilir, tekrarlanabilirlik oranm1 yiiksek ve PCR kosullarindan ¢ok
etkilenmeyen bir tekniktir. Bu teknik genetik cesitlilik, siniflandirma, molekiiler markir bulma
calismalari, evrim ve genom haritasi olusturma g¢alismalarinda son yillarda yaygin olarak
kullaniimaktadir . [8].

2.7.3.5. SSR (Simple Sequence Repeat)

SSR (Simple Sequence Repeat) markirlari 6karyotik genomlar boyunca dagilmis bulunan ve
ardisik olarak tekrarlanmakta olan 2-6 niikleotid gruplarindan olugsmaktadir.Bu tekrarlar ¢ok
yakin tiir ve g¢esitler nedeni ile olduk¢a polimorfiktir. Mikrosatellitler kodominant kalitim
ozelligi gostermeleri, lokusa 6zgii olmalari, yiiksek bilgi igerigine sahip olmalar: ve PCR ile
kolayca tespit edilebilmeleri gibi bir¢cok ozellikleri ile tercih edilen bir molekiiler belirleyici
grubudur. Mikrosatellitler ile ilgili en belirgin dezavantaj ise bir tiire ait yeni mikrosatellitlerin

elde edilmesidir. Bu islem ¢ogunlukla zaman alici olup fazla miktarda emek gerektirir [8,15].
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2.7.3.6. SCAR

SCAR yontemi RAPD lokuslarina 6zgii primerler ile DNA amplifikasyonuna dayanan ve
genetik acidan tek bir lokus olarak tanimlanan genomik DNA fragmentlerini karakterize eder.
SCAR markirlar1 kodominant olarak kalitilir. 1993 yilinda RAPD markirt ilk olarak SCAR
markirina doniistiiriilmiis ve RAPD yonteminin etkinligi biraz daha artirnllmistir. SCAR
isleminin yapilabilmesi i¢in amplifikasyon iiriinleri klonlanir ve DNA dizileri belirlenir. Dizi
bilgisi dikkate alinarak RAPD lokuslarina 6zgli ve daha uzun primerler tasarlanir. SCAR
primerinde bulunan 24 niikleotitin ilk on bazi orijinal RAPD primerinden, geri kalan bolgesi
ise internal dizilerden olusmustur. Bu primerler SCAR markirlarinin olusturulmasinda
kullanilir. SCAR markirlar1  kesim enzimleri ile kesilerek kodominat markirlara
doniistiiriilebilmektedir. SCAR markirinin tekrarlanabilirligi, RAPD ve ISSR markirlarina
gore ¢ok daha yiiksektir [16].

2.8. KLOROPLAST DNA PCR- RFLP

DNA temelli markir sisteminde mitokondriyal DNA (mtDNA), kloroplast DNA’s1 (cpDNA)
ve ¢ekirdek DNA (nDNA) genomlar1 kullanilabilir.

CpDNA’ y1 niiklear DNA ile kiyaslandiginda daha diigitk mutasyon oranlarina sahip olmasi
ve kalitim bi¢imi tek bir ebeveynden(anneden) gelmesinden dolayr genetik cesitlilik ve evrim
caligmalar1 i¢in uygundurlar.CpDNA sinin gen diizeni ve genom boyutu iyi bir sekilde
korunmustur. Bu organelin korunmus olmasida pek ¢ok bitkide kodlanmayan bdolgeleri
amplifiye etmek icin kullanilan, evrensel primer ¢iftlerinin tasarlanmasina olanak
kilmistir[17]. CpDNA genlerinin korunumu 6zelliginden dolay: tiirler arasinda filogenetik ve

populasyon genetigi ¢alismalarinda kullanimi artmaktadir[18].

Spesifik cpDNA sekanslarmin amplifikasyonu i¢in  kullanilabilen evrensel primerler,
cpDNA’nin = PCR temelli RFLP analizinde de kullanilmaktadir[17]. Bitkilerdeki g¢ogu
calismalarda PCR tabanli RFLP analizlerinde CpDNA filogenetik markir olarak
kullanilmaktadir[18].



3.BOLUM

MATERYAL VE YONTEM

3.1.Bitkilerin Temin Edilmesi

Calismada kullanilan bitkiler Erciyes Universitesi Biyoloji Boliimii 6gretim iiyesi Dog. Dr.
Cem VURAL tarafindan temin edilmistir. Orneklerin alindig1 yerin adres bilgileri ve toplama
tarihleri arazi defterine kaydedilmistir. Calisma kullanilan bitkilerin toplanma tarihleri ve
adres bilgileri tablo 3.1 ve tablo 3.2 verilmistir. Halen Erciyes Universitesi Fen-Edebiyat

Fakiiltesi Biyoloji Bolimii Herbaryumunda asagidaki tabloda referans numaralari ile

saklanmaktadir.
Tablo 3.1.Sekans ¢alismasi kapsaminda kullanilan bitkiler
Ornek Ornek Adi Referans Lokalite Toplama Tarihi
Kodu No
1 Echinops ritro CV-4523 Tekirdag, Malkara-Kesan 09.07.2008
yolu 110 m
2 Echinops CV-4543 Kirklareli, Kirklareli- 09.07.2008
microcephalus Babaeski 22.km, tarla
kenari
3 Echinops CV-4418 | Gluimishane, Siran-Kelkit 22.08.2007
sphaerocephalus aras1,Cilhoroz gecidi yakini,
Kiligtag1 Koyii, 1416 m
4 Echinops albidus CV-4545 Kirklareli, Kirklareli- 09.07.2008
Pinarhisar Kizilcikdere
koyi kirsali 2. km
5 Echinops galaticus | CV-4202
6 Echinops ossicus | CV-4422 | Giimiishane, Ikisu-Siran 34. 22.08.2007
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km, Artabil asagisi

7 Echinops pungens | CV-4414 Giresun, Alvera 22.08.2007
Sebinkarahisar 5-6 km.
Aktepe ¢evresi
8 Echinops CV-4757 Erzurum, Horasan-Eleskirt 24.08.2007
polyacantus yolu
9 Echinops CV-4267 | Van, Hakkari- Van Bagkale 10.08.2007
adenoclados Gelenler kdyii yakini, iran
siirt 315-317numarali siir
taglar1 arasindaki bolge,
2650 m.
10 Echinops CV-4763 | Kars, Kars-Ardahan il sinir1 26.08.2007
transcaucasicus
11 Echinops CV-4449 | Igdir, [gdir-Dogubayazit 26. 25.08.2007
tournefortii km, Kavaktepe Koyiiniin
Kuzeyi, 1583 m, step
12 Echinops CV-4789 Hakkari, Yiiksekova, 03.09.2009
heterophyllus Esentepe yolu, 1970 m
13 | Echinops vaginatus | CV-4360 | Kahramanmaras: Ahir Dag, 04.08.2007
Devlet Hastanesi Cikisi,
1542 m, taslik alan
14 Echinops CV-4342 Isparta, Gebiz (Antalya)- 20.07.2007
onopordum Siitgiiler kasabasi yolu,
Haskizil6ren koyti, Karatag
Mabhallesi, Kizilli-Pinargdzii
yolu arasinda, m, Kalker
kayalar tizerinde
15 Echinops CV-4328 Antalya, Antalya- Kemer,
mersinensis Kesme Bogazi lizeri, Teke
Ovacik Dag1, Porsuk
Yaylas1 yolu
16 Echinops emiliae CV-4603 Antalya, Antalya-Kemer, 21.08.2008

Tahtali Dag1, Karapinar
yaylasi-Biiyiik Zirve,
hareketli iri tagliklar, dag
stepi, 2200 m
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17 Echinops CV-4496 | Mersin, Mersin-Camliyayla, 01.07.2008
gaillardotii 896 m
18 Echinops borae CV-4752 Mersin, Mersin- Pasasuyu
kenar1
19 Echinops Cv-4771 Cankar1, Cankiri-
spinosissimus Kastamonu 20.km Yol
var.bithynicus kenar1
20 Echinops CV-4333 Antalya, Antalya Kas-
spinosissimus Finike arasi 33-34.km
var.viscosus
21 Echinops CV-4370 Malatya, Malatya-Gdolbast 05.08.2007
melitenensis 23. km, 1096 m
22 Echinops CV-4583 | Sirnak, Sirnak- Cizre Kasrik
phaeocephalus Bogazi
23 | Echinops CV-4599 Antalya, Antalya- Kemer
antalyense yolu
24 Echinops dumanii | CV-4738 Adana,Adana-Yumurtalik, 09.11.2008
deniz kenari tuzlu
kumullar,1-3 m
25 | Seneci Vulgaris
Tablo 3.2.PCR-RFLP ¢alismasi kapsaminda kullanilan bitkiler
Ornek Ornek Adi Referans Lokalite Toplama
Kodu No Tarihi
1 Echinops ritro CV-4523 Tekirdag, Malkara-Kesan yolu | 09.07.2008
110 m
2 Echinops CV-4543 Kirklareli, Kirklareli-Babaeski 09.07.2008
microcephalus 22.km, tarla kenar1
3 Echinops CV-4418 Glimiishane, Siran-Kelkit arasi, 22.08.2007
sphaerocephalus Cilhoroz gegidi yakini, Kiligtasi
Koyii, 1416 m
4 Echinops albidus CV-4545 Kirklareli, Kirklareli-Piarhisar | 09.07.2008
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Kizilcikdere koyii kirsali 2. km

6 Echinops ossicus CV-4422 Giimiishane, Ikisu-Siran 34. km, | 22.08.2007
Artabil agagisi
7 Echinops pungens | CV-4414 Giresun, Alvera Sebinkarahisar | 22.08.2007
5-6 km. Aktepe cevresi
8 Echinops CV-4757 Erzurum, Horasan-Eleskirt yolu | 24.08.2007
polyacantus
9 Echinops CVv-4267 Van, Hakkari- Van Baskale 10.08.2007
adenoclados Gelenler koyii yakini, iran sinir1
315-317 numarali sinir taglar
arasindaki bolge, 2650 m.
10 Echinops CV-4763 Kars, Kars-Ardahan il sinir1 26.08.2007
transcaucasicus
11 Echinops CV-4449 Igdir, Igdir-Dogubayazit 26. km, | 25.08.2007
tournefortii Kavaktepe Koyiiniin Kuzeyi,
1583 m, step
12 Echinops CV-4789 Hakkari, Yiiksekova, Esentepe 03.09.2009
heterophyllus yolu, 1970 m
13 | Echinops vaginatus | CV-4360 Kahramanmaras: Ahir Dag, 04.08.2007
Devlet Hastanesi Cikisi, 1542 m,
taslik alan
14 Echinops CV-4342 Isparta, Gebiz (Antalya)- 20.07.2007
onopordum Siitgtiler kasabasi yolu,
Haskiziloren koyii, Karatas
Mabhallesi, Kizilli-Pimargdzii
yolu arasinda, m, Kalker kayalar
lizerinde
15 Echinops CV-4328 Antalya, Antalya- Kemer,
mersinensis Kesme Bogazi lizeri, Teke
Ovacik Dagi, Porsuk Yaylasi
yolu
16 Echinops emiliae CV-4603 Antalya, Antalya-Kemer, Tahtal: | 21.08.2008

Dagi, Karapinar yaylasi-Biiytik
Zirve, hareketli iri taghklar, dag
stepi, 2200 m
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17 Echinops CV-4496 Mersin, Mersin-Camliyayla, 896 | 01.07.2008
gaillardotii m
18 Echinops borae CV-4752 Mersin, Mersin- Pasasuyu kenari
19 Echinops Cv-4771 Cankir1, Cankir1- Kastamonu
spinosissimus 20.km Yol kenari
var.bithynicus
20 Echinops CV-4333 Antalya, Antalya Kag-Finike
spinosissimus arast 33-34.km
var.viscosus
21 Echinops CVv-4370 Malatya, Malatya-Gélbasi 23. 05.08.2007
melitenensis km, 1096 m
22 Echinops CV-4583 Sirnak, Sirnak- Cizre Kasrik
phaeocephalus Bogazi
23 Echinops CV-4599 Antalya, Antalya- Kemer yolu
antalyense
24 Echinops dumanii | CV-4738 Adana,Adana-Yumurtalik, deniz | 09.11.2008
kenari tuzlu kumullar,1-3 m
25 | Echinops ritrodes | CV-4359 Maras: Ahir Dagi, Devlet 04.08.2007
Hastanesi Cikisi, 1552 m
26 Echinops orientalis | CV-3740 Ankara, Ankara Cevre yolu
Eskisehir ¢ikis
27 Echinops chardinii | CV-4371 Malatya,Malatya-Golbas 23. 05.08.2007
Km, 1096 m
28 Echinops CV-4355 Maras: Goksun, Goksun- 04.08.2007
tenuisectus Dogankonak K 20. km, 1621 m,
29 Echinops CV-4574 Sanlurfa, Birecik — Suruk, 757 | 06.08.2008
adenocaulos m
30 | Senecio vulgaris
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3.2. Molekiiler Calismalar
3.2.1 Bitkilerden Total DNA Izolasyonu

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

saklanmakta olan kuru 6rnekler havan ve tokmak yardimiyla sivi azot kullanilarak ezilmistir.

o)
Ezilen 6rnekler -20 C’de saklanmustir.
QIAGEN Kit Protokolii;

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

2) Tiipdeki dokunun f{izerine 500 pl AP1 buffer ve 100 mg/ul 5 pul RNase eklenir ve

vortekslenir.

o)
3) 65 C’de 10 dakika bekletilir.(birkag defa alt-iist yaparak karistirilir).
4) Tiiplerin tizerine 130 pl 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 stipernatantin 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 drnek
ayn1 kolona aktarilir ve 6000g°de yine 1 dakika santrifiij edilir.

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

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

tampon eklenir.

11) 20000g’de 2 dakika santrifiij edilir. Kolon 1.5 mI’lik temiz tiiplere alinir.
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12) Uzerine 150 ul AE tamponu eklenir. Oda sicakliginda 5 dakika beklenir.

13) 6000g’de 1 dakika santrifiij edilir. Kolon atilir ve e¢lde edilen DNA kullanima hazir
o)
halde -20 C’de saklanir.

3.2.2. Sekans Analizi

Sekans analizi ¢alismasinda Kloroplast DNA’nin 30S ribosomal protein S16-rpslé gen

bolgesini ¢ogaltmak i¢in 950 baz uzunlugunda iiriin verecek olan Cp2F ve Cp2R primer
ciftleri kullanilmaktadir.

Tablo 3.3. Sekans analizi i¢in kullanilan primerler

Baz
Primer Uzunlugu %GC Baz Dizilimi
Ismi (bg)
Cp 2F 24 45.8 5-TGC GGA TCG AAC ATC AAT TGC AAC-3'
Cp2R 24 50.0 5-GTG GTA GAA AGC AAC GTG CGACTT-3'

PCR igin kullanilan kimyasallar ve miktarlar1 [19, 20];

ddHZO :37.6 ul
PCR tamponu (stok 10X) :8ul
MgCI2 (stok 25mM) 18l
10uM Cp2F Primer 1 2.67 ul
10uM Cp2R Primer 12.67 ul
dNTPs (stok 10mM) :2.67 ul
BSA (stok 10mg/ml) 16.4 ul
Taq DNA Polimeraz :1.33 ul
Genomik DNA :10.68 wl

Toplam Hacim :80 pl
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PCR Dongii Programa;

Basamak Sicaklik (°C) Stire Dongii Sayisi
On Denatiirasyon 94 °C 2.30 dk 1
Denatiirasyon 94 °C 1.00 dk 35
Baglan 57°C 1.00 dk 35
Uzama 72 °C 2.30 dk 35
Sonlandirma 72 °C 10.00 dk 1

3.2.3 PCR- RFLP Analizi

RFLP ¢aligmalarinda 2 primer ¢ifti kullanilmigtir. RFLP ¢alismalarinda kullanilan primerlere
ait bilgiler tablo 3.4 ve tablo 3.5 de verilmistir.

Tablo 3.4. PCR-RFLP analizi i¢in kullanilan primerler

Primer Uzni?ligu %GC Baz Dizilimi
Ismi (be)
Cp 3F 20 60.0 5-ACG GGA ATT GAA CCC GCG CA-3'
Cp 3R 20 60.0 5'-CCG ACT AGT TCC GGG TTC GA-3'
Cp 4F 20 70.0 5-GGG TTG CCC GGG ACT CGA AC-3'
Cp4R 24 45.8 5'-CAA CGG TAG AGT ACT CGG CTT TTA-3'
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Tablo 3.5. PCR-RFLP ¢alismasinda kullanilan enzimler

Enzim Isimleri Kesim Inkiibasyon Inkiibasyon siiresi
bolgesi sicakligi

Alu | AG CT 37°C 16saat
TC_GA

Mbo | _GATC 37°C 16saat
CTAG_

Hin 111 (Nlal 1) _CATG 37°C 16saat
GTAC_

Rsa | GT_AC 37°C 16saat
CA TG

Mn 11 CCTC_ 37°C 16saat
GGAG_

BsuRlI GG_CC 37°C 16saat
CC_GG

PCR igin kullanilan kimyasallar ve miktarlar1 [21];

ddH O :
2

PCR tamponu (stok 10X) :

MgCI2 (stok 25mM) :

Primer:

dNTPs (stok 10mM) :
BSA (stok 10mg/ml) :

Taq DNA Polimeraz :

Genomik DNA :

1 16.45 pl

2 3.5u

235l

: 2.334 pl

» 1,167 pl

© 2.8 ul

:0.583ul

4.67 ul

Toplam Hacim :

235l
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3.2.4. Restriksiyon Enzimleriyle DNA’larin Kesimi

Amplifikasyonu gergeklesen her bir 6rnekten 8 pl’lik kisim 0,2 ml’lik steril ependorf tiiplere
konuldu, tizerine 1 ul restriksiyon enzimi, 2 pul RE tamponu, 9 ul ddH2O ilave edildi ve sonra
iizeri mineral oil ile kapatildi. Daha sonra etiive yerlestirilerek enzimler i¢in 37°C

’de 16 saat siireyle inkiibasyon islemi gerceklestirildi.

3.2.5. Agaroz Jel Elektroforezi

Biitiin ¢alismalar agaroz jel elektroforezi yapilarak degerlendirilmistir. Total DNA eldesini
goriintiileyebilmek icin  %0.8’lik, PCR reaksiyonu sonucu hedef dizinin c¢ogaltilip
cogaltilmadigini goriintiileyebilmek igin %2’lik, Restriction fragmentleri %2.5’lik agaroz jel
kullanilmigtir. DNA’nin goriintiilenebilmesi i¢in jel 0.5 pg/ml oraninda Ethidium Bromide
eklenerek hazirlanmistir. Her bir 6rnege ait 15 pl PCR iiriiniine 6X stok ylikleme boyasindan
3 ul (%0.025 ksilen siyanol, %0.025 bromfenol blue ve %40 sukroz) ilave edilerek 6rneklerin
tamami1 0.5X TAE tamponu ile 80 V sabit voltaj uygulanarak 1s.30dk. yiirtitilmistiir. PCR
reaksiyonlart Sensoquest labcycler marka gradiyent thermocycler kullanilarak yapilmistir.

Jeller Kodak Gel Logic 1500 marka goriintiileme sistemi ile dokiimante edilmistir.

3.3 istatistiksel Analiz

Elde edilen Restriksiyon Endoniikleaz {iriinlerinden elde edilen bantlara gére NTSYS-pc
(Numerical Taxonomy and Multivariate Analysis System, Version 2.11f) istatistik
programindan yararlanarak genotipler arasindaki genetik uzakliklar1 (sm) ve yakinliklar1 (dist)

ifade eden dendrogramlar “UPGMA cluster analizi, ve NJ cluster analizi” ile olusturulmustur.

DNA dizilim sonuglarmin degerlendirilmesinde; BIOEDIT version 7.041 programu ile dizilim
diizenlendi, ClustalX 1.83 paket programi ile dizilim align edildi ve u¢ kisimlarda kalan
bosluklar atilarak analize hazir hale getirildi. Populasyonlarin genetik yapisi ile ilgili degerler
ARLEQUIN 3.0 ve DNAsp 4.10 programlar1 vasitasiyla tahmin edildi, filogenetik analizi i¢in
MEGA 4.0 paket programi ile Kimura-2 Parametre Modeli’ne gore elde edilen degerlere NJ

metodu kullanilarak dendogramlari ¢izildi.



4. BOLUM

SONUCLAR

4.1. Arastirma Bulgular

Bitkilerden elde edilen total DNA Ornekleri  %0,8’lik agaroz jelde yiiriitilerek DNA

bantlarinin goriintiilenmesi saglandi.

1 2 3 .4 5 6 7 8 9 10 1 12
- - e R
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Sekil 4.1. Bitkilerden elde edilen total DNA’nin Agaroz Jel’de Gorliniimii

4.2. cpDNA 30S Ribosomal Protein S16-rps16 Genin Dizi Analiz Sonuglari

4.2.1. cpDNA 30S ribosomal protein S16-rps16 genin PCR ile Amplifikasyonu

Her bir bitkilerden elde edilen total DNA kullanilarak, cpDNA’nin incelenen bolgeleri ayri
ayr1 PCR islemiyle amplifiye edildi ve sonuglar %2 ’ lik agaroz jelde gozlemlendi (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2. 30S ribosomal protein S16-rps16 gen bolgesinin PCR sonuglart M: 100-3000bg
DNA molekiiler agirlik belirteci

4.2.2. cpDNA 30S Ribosomal Protein S16-rps16 Geninden Elde Edilen Dizinin Yapisi ve
Varyasyonu

Echinops cinsine ait 3 seksiyondan 24 tiir i¢in cpDNA’ nin 30S ribosomal protein S16-rps16
geni sekans analizi sonuglarma goére Tablo 3.1 ‘de 2-3, 9-10-11, 18-23 6rnek kod numaralari
ile belirtilen ornekler haplotiptir. Haplotip cesitliligi (haplotype diversity, Hd) 0.9833 olarak
tespit edildi. Haplotip gesitliliginin 1’e yakin olmasi dizi analizi yapilan bireylerin her birinin
farkli bir haplotipe sahip oldugu ve calisilan grubun genetik ¢esitliliginin fazla oldugu
anlamina gelir. Niikleotid ¢esitliligi (nucleotide diversity, Pi, ) 0,01409 olarak tespit
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edilmistir.

30S Ribosomal Protein S16-rpsl6 Genin dizi analizi yapilan 831 baz ciftlik kisminda
olusturulan matriksteki bazlarin oran1 A: % 35.1, C: % 17.6, G: % 15.6, T(U): 31.7 seklinde
tespit edildi. Orneklere iliskin DNA dizileri A — T’ce nispeten zengin olup (%66.8), G — C
orani daha azdir (%33.2).

TU) C A G Total T-1 C-1 Al G-1Pos#l T-2 C-2 A2 G-2 Pos#2 T-3 C-3 A-3 G-3 Pos#3

1 32.0 15.7 34.9 17.4 788 31.7 14.1 38.9 15.3 262 27.0 18.3 36.1 18.6 263 37.3 14.8 29.7 18.3 263
2 31.8 15.7 35.2 17.2 789 31.6 14.1 39.2 15.2 263 26.6 18.3 36.5 18.6 263 37.3 14.8 30.0 17.9 263
4 32.2 153 34.7 17.8 790 31.7 141 389 153 262 26.9 17.8 35.6 19.7 264 37.9 14.0 29.5 18.6 264
5 32.0 15.9 34.7 17.3 803 31.8 14.2 38.6 154 267 26.5 19.0 36.2 18.3 268 37.7 14.6 29.5 18.3 268
6 31.9 156 35.1 174 793 32.2 144 383 15.2 264 26.5 17.8 37.1 18.6 264 37.0 14.7 29.8 185 265
7 31.8 15.6 35.2 17.4 789 31.6 14.1 39.2 15.2 263 27.0 17.9 36.5 18.6 263 36.9 14.8 30.0 18.3 263
8 31.7 15.7 35.1 175 789 31.6 14.1 38.8 15.6 263 26.6 18.3 36.5 18.6 263 36.9 14.8 30.0 18.3 263
9 31.7 15.7 35.2 17.4 789 31.6 14.1 39.2 15.2 263 26.6 18.3 36.5 18.6 263 36.9 14.8 30.0 18.3 263
12 31.3 15.8 35.2 17.7 790 31.6 14.1 39.2 15.2 263 25.8 18.6 35.6 20.1 264 36.5 14.8 30.8 17.9 263
13 31.7 15.6 35.1 17.6 789 31.6 14.1 39.2 15.2 263 26.6 17.9 36.5 19.0 263 36.9 14.8 29.7 18.6 263
14 31.0 159 349 181 790 31.2 141 38.8 16.0 263 25.8 18.6 35.6 20.1 264 36.1 15.2 30.4 18.3 263
15 31.7 15.6 349 17.9 789 31.6 14.1 39.2 15.2 263 26.6 17.9 35.7 19.8 263 36.9 14.8 29.7 18.6 263
16 31.5 159 35.0 17.7 775 31.7 143 38.6 154 259 26.7 18.2 36.0 19.0 258 36.0 15.1 30.2 18.6 258
17 31.4 15.6 35.4 17.6 789 31.6 14.1 39.2 15.2 263 26.1 17.8 37.1 18.9 264 36.6 14.9 29.8 18.7 262
18 31.7 15.6 35.2 175 789 31.6 14.1 39.2 15.2 263 26.5 17.8 36.7 18.9 264 37.0 14.9 29.8 18.3 262
19 31.8 15.6 35.1 17.6 790 31.8 14.0 38.6 15.5 264 26.5 17.8 36.7 18.9 264 37.0 14.9 29.8 18.3 262
20 31.6 154 352 17.7 790 31.4 14.0 39.0 155 264 26.5 17.4 36.7 19.3 264 37.0 14.9 29.8 18.3 262
21 31.6 15.3 35.0 18.1 789 31.1 14.0 39.0 15.9 264 26.6 17.1 36.5 19.8 263 37.0 14.9 29.4 18.7 262
22 31.6 154 35.1 17.8 790 31.4 14.0 39.0 155 264 26.5 17.4 36.7 19.3 264 37.0 14.9 29.4 18.7 262
24 31.7 15.7 35.2 17.4 789 31.6 14.1 39.2 15.2 263 26.5 17.8 36.7 18.9 264 37.0 15.3 29.8 17.9 262

Avg. 31.7 15.6 35.1 17.6 789.5 31.6 14.1 39.0 154 263.1 265 18.0 36.4 19.1 2635 369 14.8 29.9 184 262.8

Tablo 4.1. Orneklerin Baz igerigi
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4.2.4, Uzakhk (Distance) Analizi

Ornekler arasindaki genetik uzakligin belirlenmesi icin MEGA programi ve Kimura 2-
Parametre baz degisim modeli kullanilarak elde edilen 6rnekler arasi uzaklik matriksi tablo
4.2’de verildi. Uzaklik matriksi incelendiginde en kii¢iik genetik uzaklik degeri (0.0013);
ornekler 2 ve9, ornekler 7 ve 9, 6rnekler 8 ve 9, ornekler 9 ve 18, 6rnekler 18 ve 19, 6rnekler
18 ve 20, ornekler 18 ve 24 arasinda gozlenirken en biiyiik genetik uzaklik degeri (0.0358) ise
haplotip 6 ve 14 arasinda gozlendi. Bu degerler, takson igerisinde genetik olarak 6nemli

derecede farkliliklar olmadigini géstermektedir.

[ 1 2 4 5 6 7 8 9 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 24]
[1]
[2] 0.0026

[4] 0.01040.0104
[5] 0.0039 0.0013 0.0091

[6] 0.02100.0210 0.0237 0.0224

[7] 0.00520.0026 0.0118 0.0039 0.0224

[8] 0.00520.0026 0.0131 0.0039 0.0237 0.0026

[9] 0.0039 0.0013 0.0118 0.0026 0.0224 0.0013 0.0013

[12] 0.0237 0.0237 0.0184 0.0251 0.0345 0.0224 0.0238 0.0224

[13] 0.0039 0.0039 0.0091 0.0052 0.0197 0.0026 0.0039 0.0026 0.0197

[14] 0.0278 0.0278 0.0224 0.0291 0.0358 0.0264 0.0278 0.0264 0.0065 0.0238

[15] 0.0078 0.0078 0.0091 0.0091 0.0210 0.0065 0.0078 0.0065 0.0171 0.0039 0.0211

[16] 0.0091 0.0065 0.0170 0.0078 0.0277 0.0065 0.0065 0.0052 0.0278 0.0078 0.0318 0.0117

[17] 0.0104 0.0078 0.0184 0.0091 0.0291 0.0078 0.0078 0.0065 0.0291 0.0091 0.0332 0.0131 0.0117

[18] 0.0052 0.0026 0.0131 0.0039 0.0237 0.0026 0.0026 0.0013 0.0237 0.0039 0.0278 0.0078 0.0065 0.0052

[19] 0.0065 0.0039 0.0144 0.0052 0.0224 0.0039 0.0039 0.0026 0.0251 0.0052 0.0291 0.0091 0.0078 0.0065 0.0013

[20] 0.0065 0.0039 0.0144 0.0052 0.0250 0.0039 0.0039 0.0026 0.0251 0.0052 0.0291 0.0091 0.0078 0.0052 0.0013 0.0026

[21] 0.0091 0.0091 0.0131 0.0104 0.0250 0.0078 0.0091 0.0078 0.0238 0.0065 0.0264 0.0078 0.0131 0.0118 0.0065 0.0078 0.0078

[22] 0.0052 0.0052 0.0104 0.0065 0.0237 0.0052 0.0052 0.0039 0.0211 0.0039 0.0251 0.0052 0.0091 0.0078 0.0026 0.0039 0.0039 0.0039

[24] 0.0065 0.0039 0.0144 0.0052 0.0250 0.0039 0.0039 0.0026 0.0251 0.0052 0.0291 0.0091 0.0078 0.0065 0.0013 0.0026 0.0026 0.0078 0.0039

Tablo 4.2. Ornekler arasindaki genetik uzaklik

Bu caligmada tespit edilen orneklerin 30S ribosomal protein S16-rpsl6 genin 831 bazlik
kisminin dizi analizine gore ornekler arasindaki iligkiler sekil 4.3’e verilen NJ agacinda
gosterilmektedir. NJ agaci olusturmak i¢in Kimura 2-Parametre baz degisim modeline gore
elde edilen uzaklik matriksi kullanildi. Bu NJ agaci incelendiginde (sekil 4.3) 6rneklerin 5 ana
soy hatt1 seklinde gruplandigi goriilmektedir. Birinci ana soy hatt1 E. emiliae’den ibaret olup
ikinci ana soy hatt1 E. pungens ve varyetelerinden olusmaktadir. Birinci ana soy hatt1 % 92’lik

bootstrap degeri ile desteklenmektedir.
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42

56

31

35

63

100

— E.heteropyllus

— E.onopordum
E.albidus

E.ossicus

23

E.mersinensis

E.vaginatus
— E.melitenensis

14

30

60

— E.phaecephalus
E.ritro
— E.microcephalus

49

— E.galaticus

17

92

51

E.borae

47

40

E.antalyense
— E.orientalis

72

— E.spinosissimus var.viscosus

E.pungens
— E.polyacanthus

18

— E.adenocaulos

E.emiliae

Senecio vulgaris

Sekil 4.3. Echinops seksiyonlart arasindaki evrimsel iligikiyi gosteren NJ agaci. (Oligolepis
seksiyonuna ait taksonlar kirmizi, Echinops seksiyonuna ait taklsonlar siyah ve
Ritrodes seksiyonuna ait taksonlar ise mavi renkte yazilmistir.

4.3. PCR- RFLP Sonuclari

Bu calisma tablo 3.5 verilen Restriksiyon endoniikleaz enzimleri ve tablo 3.4. verilen
primerler kullanilanilarak amplifikasyon {iriinleri elde edilmistir. PCR sonucu elde edilen
amplifikasyon {iiriinleri bantlarin varhigr (1) ve yoklugu (0) olarak degerlendirilmistir ve
Polimorfizm Orani (%) = Polimorfik Bant Sayisi / Toplam Bant Sayisi x 100 ile
hesaplanmistir. Bu degerlendirme sonucunda Cp 3F-Cp 3R primerleri ile elde edilen toplam
bant sayist 46, polimorfik bant sayist 30, polimorfizm oram1 %65.2 ‘dur. Cp 4F-Cp 4R

primerleri ile elde edilen bant sayis1 64, polimorfik bant sayis1 53, polimorfizm oram % 82.8

‘dur.

E.spinosissimus. var.bithynicus

>4
<

>3

-2
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4.3.1. Cp 3F-Cp 3R RFLP Sonuglari
Mbo I Enzim Sonuc¢lari

Cp 3F-Cp 3R ile Mbo I enzimi ile yapilan ¢alismada 100-800 bg 8 bant elde edilmistir.3 adet

polimorfik bant, 5 adet monomorfik bant elde edilmistir ve polimorizm oran1 37.5 “dir.

[ —
—
pus—
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—

Sekil 4.4. Cp 3F-Cp 3R ve Mbo | enzimi yapilan ¢alisma sonucu elde edilen bant profili M:
100-3000b¢ DNA molekiiler agirlik belirteci
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Alu I Enzim Sonuc¢lari

Cp 3F-Cp 3R ile Alu I enzimi ile yapilan ¢aligmada 50-550 bg 9 bant elde edilmistir.4 adet
polimorfik bant, 5 adet monomorfik bant elde edilmistir ve polimorizm oran1 44.4 “dir.

Sekil 4.5. Cp 3F-Cp 3R ve Alu I enzimi yapilan ¢aligma sonucu elde edilen bant profili M:
100-3000b¢ DNA molekiiler agirlik belirteci
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Mn 11 Enzim Sonuc¢lari
Cp 3F-Cp 3R ile Mn 1I enzimi ile yapilan ¢alismada 100-450 b¢ 13 bant elde edilmistir.10
adet polimorfik bant, 3 adet monomorfik bant elde edilmistir ve polimorizm oran1 76.9 ‘dir.

Sekil 4.6. Cp 3F-Cp 3R ve Mn 11 enzimi yapilan ¢alisma sonucu elde edilen bant profili M:
100-3000b¢ DNA molekiiler agirlik belirteci
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Sekil 4.6’ nin devami

Rsa I Enzim Sonuclar
Cp 3F-Cp 3R ile Rsa I enzimi ile yapilan ¢alismada 800-1100 bg 4 bant elde edilmistir.2 adet

polimorfik bant, 2 adet monomorfik bant elde edilmistir ve polimorizm orani 75 “dir.
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Sekil 4.7. Cp 3F-Cp 3R ve Rsa I enzimi yapilan ¢alisma sonucu elde edilen bant profili M:
100-3000b¢ DNA molekiiler agirlik belirteci

BsuRI| Enzim Sonuclar:

Cp 3F-Cp 3R ile BsuRI enzimi ile yapilan ¢alismada 680-1000 bg 5 bant elde edilmistir.4 adet

polimorfik bant, 1 adet monomorfik bant elde edilmistir ve polimorizm orani 80 ‘dir.
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Sekil 4.8. Cp 3F-Cp 3R ve BsuRI enzimi yapilan ¢aligma sonucu elde edilen bant profili M:
100-3000b¢ DNA molekiiler agirlik belirteci

Hin 111 (Nlal I1) Enzim Sonuglari

Cp 3F-Cp 3R ile Hin 1l (Nlal Il) enzimi ile yapilan ¢alismada 100-550 b¢ 9 bant elde

edilmistir.4 adet polimorfik bant, 5 adet monomorfik bant elde edilmistir ve polimorizm orani
44.4 “dir.
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Sekil 4.9. Cp 3F-Cp 3R ve Hin 111 (Nlal Il) enzimi yapilan ¢alisma sonucu elde edilen bant
profili M:100-3000b¢ DNA molekiiler agirlik belirteci

Sekil 4.9’ nun devam
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E.melitenensis
—

E.phaeocephalus
E.antalyense
| E.gaillardotii
'E.orientalis
| E.borae
| E.spinosissimus. va
E.spinosissimus var
— E.tenuisectus
———— E.adenocaulos
E.ritrodes
E.chardinii
E.dumanii
| E.ritro
'E.sphaerocephalus
E.albidus
E.sintenisii
E.pungens
E.polyacanthus
E.adenoclados
E.emiliae
E.mersinensis
E.onopordum
E.vaginatus
E.heterophyllus
E.tournefortii
E.transcaucasicus
E.microcephalus
: : : : : : : : : ISenecio vulgaris

T
0.78 0.83 0.89 0.94 1.00
Coefficient

Sekil 4.10. cp3 UPGMA agaci
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20 22 23 24 17 18 19 20 1 2 3 4 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 25 26 27 28 29 30
21]1.00
2210.96 1.00
23]0.86 0.86 1.00
24]0.96 0.93 0.86 1.00
17]0.89 0.93 0.86 0.86 1.00
18]0.93 0.96 0.86 0.89 0.96 1.00
19]0.93 0.96 0.86 0.89 0.96 1.00 1.00
20]0.93 0.96 0.86 0.89 0.96 1.00 1.00 1.00
1 ]0.81 0.77 0.84 0.81 0.77 0.77 0.77 0.77 1.00
2 |0.74 0.77 0.77 0.77 0.77 0.77 0.77 0.77 0.90 1.00
3 |0.81 0.77 0.84 0.81 0.77 0.77 0.77 0.77 1.00 0.90 1.00
4 10.77 0.77 0.88 0.77 0.77 0.77 0.77 0.77 0.97 0.90 0.97 1.00
6 |0.77 0.77 0.88 0.77 0.77 0.77 0.77 0.77 0.97 0.90 0.97 1.00 1.00
7 10.77 0.77 0.88 0.77 0.77 0.77 0.77 0.77 0.97 0.90 0.97 1.00 1.00 1.00
8 |0.77 0.77 0.88 0.77 0.77 0.77 0.77 0.77 0.97 0.90 0.97 1.00 1.00 1.00 1.00
9 |0.77 0.77 0.88 0.77 0.77 0.77 0.77 0.77 0.97 0.90 0.97 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00
10]0.77 0.77 0.88 0.77 0.77 0.77 0.77 0.77 0.97 0.90 0.97 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00
11]0.77 0.77 0.88 0.77 0.77 0.77 0.77 0.77 0.97 0.90 0.97 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00
12]0.77 0.77 0.88 0.77 0.77 0.77 0.77 0.77 0.97 0.90 0.97 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00
13]0.77 0.77 0.88 0.77 0.77 0.77 0.77 0.77 0.97 0.90 0.97 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00
14]0.77 0.77 0.88 0.77 0.77 0.77 0.77 0.77 0.97 0.90 0.97 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00
15]0.77 0.77 0.88 0.77 0.77 0.77 0.77 0.77 0.97 0.90 0.97 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00
16]0.77 0.77 0.88 0.77 0.77 0.77 0.77 0.77 0.97 0.90 0.97 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00
25]0.88 0.91 0.81 0.84 0.91 0.95 0.95 0.95 0.83 0.83 0.83 0.83 0.83 0.83 0.83 0.83 0.83 0.83 0.83 0.83 0.83 0.83 0.83 1.00
26]0.89 0.93 0.86 0.86 1.00 0.96 0.96 0.96 0.77 0.77 0.77 0.77 0.77 0.77 0.77 0.77 0.77 0.77 0.77 0.77 0.77 0.77 0.77 0.91 1.00
27]0.86 0.89 0.89 0.89 0.93 0.93 0.93 0.93 0.77 0.81 0.77 0.77 0.77 0.77 0.77 0.77 0.77 0.77 0.77 0.77 0.77 0.77 0.77 0.88 0.93 1.00
2810.93 0.96 0.86 0.89 0.93 0.96 0.96 0.96 0.77 0.77 0.77 0.77 0.77 0.77 0.77 0.77 0.77 0.77 0.77 0.77 0.77 0.77 0.77 0.91 0.93 0.89 1.00
29]0.91 0.95 0.84 0.88 0.91 0.95 0.95 0.95 0.76 0.76 0.76 0.76 0.76 0.76 0.76 0.76 0.76 0.76 0.76 0.76 0.76 0.76 0.76 0.90 0.91 0.88 0.98 1.00
30|0.68 0.68 0.75 0.68 0.68 0.68 0.68 0.68 0.80 0.77 0.80 0.80 0.80 0.80 0.80 0.80 0.80 0.80 0.80 0.80 0.80 0.80 0.80 0.73 0.68 0.68 0.68 0.67 1.00

Sekil 4.11. cp3 UPGMA matriks



E. melitenensis

E. dumanii

E. phaeocephalus
E. tenui&ectgs
. adenocaulos
[E. gaillardotii
'E. orientalis
|E. borae

| E. spinosissimus var.bithynicus
E. spinosissimus var.viscosus

E. chardinii

E. ritrodes

E. antalyense
| E. ritro

'E. sphaerocephalus
. albidus

. 0ssicus

. pungens

. polyacantus

. adenoclados

. transcaucasicus

. tournefortii

. heterophyllus
. vaginatus

. onopordum

. mersinensis

. emiliae

mmmmmmmmmmmim

E. microcephalus

930
T ‘ T T T T I T T T T

|
0.17 0.25 0.33
Coefficient

Sekil 4.12. cp3 NJ AGACI



21 22

23

24

17

18

19

20

8

9 10

11 12

21| 0.00
22| 0.20
23| 0.40
24 0.20
17] 0.35
18] 0.28
19| 0.28
20| 0.28
| 0.47
| 0.55
| 0.47
| 0.51
| 0.51
| 0.51
| 0.51
| 0.51
10| 051
11] 051
12| 051
13| 0.51
14| 051
15| 0.51
16| 0.51
25| 0.37
26| 0.35
27 0.40
28] 0.28
29| 0.32
30| 0.62

O©CoO~NOODWNPE

0.00
0.40
0.28
0.28
0.20
0.20
0.20
0.51
0.51
0.51
0.51
0.51
0.51
0.51
0.51
0.51
0.51
0.51
0.51
0.51
0.51
0.51
0.32
0.28
0.35
0.20
0.24
0.62

0.00
0.40
0.40
0.40
0.40
0.40
0.42
0.51
0.42
0.37
0.37
0.37
0.37
0.37
0.37
0.37
0.37
0.37
0.37
0.37
0.37
0.47
0.40
0.35
0.40
0.42
0.55

0.00
0.40
0.35
0.35
0.35
0.47
0.51
0.47
0.51
0.51
0.51
0.51
0.51
0.51
0.51
0.51
0.51
0.51
0.51
0.51
0.42
0.40
0.35
0.35
0.37
0.62

0.00
0.20
0.20
0.20
0.51
0.51
0.51
0.51
0.51
0.51
0.51
0.51
0.51
0.51
0.51
0.51
0.51
0.51
0.51
0.32
0.00
0.28
0.28
0.32
0.62

0.00
0.00
0.00
0.51
0.51
0.51
0.51
0.51
0.51
0.51
0.51
0.51
0.51
0.51
0.51
0.51
0.51
0.51
0.24
0.20
0.28
0.20
0.24
0.62

0.00
0.00
0.51
0.51
0.51
0.51
0.51
0.51
0.51
0.51
0.51
0.51
0.51
0.51
0.51
0.51
0.51
0.24
0.20
0.28
0.20
0.24
0.62

0.00
0.51
0.51
0.51
0.51
0.51
0.51
0.51
0.51
0.51
0.51
0.51
0.51
0.51
0.51
0.51
0.24
0.20
0.28
0.20
0.24
0.62

0.00
0.35
0.00
0.20
0.20
0.20
0.20
0.20
0.20
0.20
0.20
0.20
0.20
0.20
0.20
0.45
0.51
0.51
0.51
0.53
0.49

0.00
0.35
0.35
0.35
0.35
0.35
0.35
0.35
0.35
0.35
0.35
0.35
0.35
0.35
0.45
0.51
0.47
0.51
0.53
0.53

0.00
0.20
0.20
0.20
0.20
0.20
0.20
0.20
0.20
0.20
0.20
0.20
0.20
0.45
0.51
0.51
0.51
0.53
0.49

0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.45
0.51
0.51
0.51
0.53
0.49

0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.45
0.51
0.51
0.51
0.53
0.49

0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.45
0.51
0.51
0.51
0.53
0.49

0.00

0.00 0.00
0.00 0.00
0.00 0.00
0.00 0.00
0.00 0.00
0.00 0.00
0.00 0.00
0.00 0.00
0.45 0.45
0.51 051
0.51 051
0.51 051
0.53 0.53
0.49 0.49

0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.45
0.51
0.51
0.51
0.53
0.49

0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.45
0.51
0.51
0.51
0.53
0.49

13 14

0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.45
0.51
0.51
0.51
0.53
0.49

Sekil 4.13. cp3 NJ MATRIKS

0.00
0.00
0.00
0.00
0.45
0.51
0.51
0.51
0.53
0.49

15

0.00
0.00
0.00
0.45
0.51
0.51
0.51
0.53
0.49

16

0.00
0.00
0.45
0.51
0.51
0.51
0.53
0.49

25

0.00
0.45
0.51
0.51
0.51
0.53
0.49

26 27 28 29 30

0.00

0.32 0.00

0.37 0.28 0.00

0.32 0.28 0.35 0.00

0.35 0.32 0.37 0.14 0.00
0.57 0.62 0.62 0.62 0.63 0.00
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4.3.2. Cp 4F-Cp 4R RFLP Sonuclar

Mbo I Enzim Sonuclari

Cp 4F-Cp 4R ile Mbo I enzimi ile yapilan ¢alismada 100-750 bg 10 bant elde edilmistir.7 adet
polimorfik bant, 3 adet monomorfik bant elde edilmistir ve polimorizm orani 70 “dir.
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Sekil 4.14. Cp 4F-Cp 4R ve Mbo 1 enzimi yapilan ¢aligma sonucu elde edilen bant profili
M:100-3000b¢ DNA molekiiler agirlik belirteci
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ALU I Enzim Sonuglari

Cp 4F-Cp 4R ile Alu I enzimi ile yapilan ¢aligmada 120-680 b¢ 13 bant elde edilmistir.12
adet polimorfik bant, 1 adet monomorfik bant elde edilmistir ve polimorizm oran1 92.3 ‘dir.

Sekil 4.15. Cp 4F-Cp 4R ve Alu | enzimi yapilan ¢alisma sonucu elde edilen bant profili
M:100-3000b¢ DNA molekiiler agirlik belirteci
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Hin 111 (Nlal 1) Enzim Sonuglari

Cp 4F-Cp 4R ile Hin 111 (Nlal II) enzimi ile yapilan ¢alismada 100-770 b¢ 13 bant elde

edilmistir.9 adet polimorfik bant, 4 adet monomorfik bant elde edilmistir ve polimorizm orani

69.2 “dir.

Sekil 4.16. Cp 4F-Cp 4R ve Hin 111 (Nlal 1) enzimi yapilan ¢aligma sonucu elde edilen bant
profili M:100-3000b¢ DNA molekiiler agirlik belirteci
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Sekil 4.16 devami

BsuR I Enzim Sonuc¢lar:

Cp 4F-Cp 4R ile BsuR | enzimi ile yapilan ¢alismada 270-2100 bg 6 bant elde edilmistir.2
adet polimorfik bant, 4 adet monomorfik bant elde edilmistir ve polimorizm orani1 33.3 “dir.
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W e N SRR Sy R RS e W e

Sekil 4.17. Cp 4F-Cp 4R ve BsuR | enzimi yapilan ¢alisma sonucu elde edilen bant profili
M:100-3000b¢ DNA molekiiler agirlik belirteci

Rsa | enzimi Sonuclari

Cp 4F-Cp 4R ile Rsa | enzimi ile yapilan ¢alismada 180-1700 bg 9 bant elde edilmistir.9 adet

polimorfik bant, 0 adet monomorfik bant elde edilmistir ve polimorizm oran1 100 “dir.
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Sekil 4.18. Cp 4F-Cp 4R ve Rsa | enzimi yapilan ¢alisma sonucu elde edilen bant profili
M:100-3000b¢ DNA molekiiler agirlik belirteci
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. melitenensis
. phaeocephalus
. antalyense
. orientalis
. chardinii
. tenuisectus
ritrodes

aillardotii

orae o
. spinosissimus var.bithynicus
. épmos[s_smus var.viscosus
lumanii
ritro
. sphaerocephalus
albidus
ossicus
pungens
. polyacantus
. adenoclados
. transcaucasicus
. vaginatus
. heterophyllus
. tournefortii
. mersinensis
. onopordum
. microcephalus
. emiliae
. adenocaulos
: . . : : : . . , Senecio vulgaris

[
0.52 0.64 0.76 0.88 1.00
Coefficient

i1 ]

Sekil 4.19.CP 4 UPGMA AGACI



21

22

23 24

17

18

19

20

8

35

9

10

11

21| 1.00
22| 0.97
23] 0.87
24 0.85
17| 0.90
18] 0.90
19| 0.90
20| 0.89
| 0.84
| 0.81
| 0.84
| 0.84
| 0.84
| 0.84
| 0.84
| 0.84
10] 0.84
11| 0.84
12| 0.84
13] 0.84
14| 0.81
15| 0.81
16| 0.75
25| 0.86
26| 0.87
27| 0.87
28| 0.87
29| 0.81
30| 0.48

O©CoOo~NOPR~WNBE

1.00
0.90
0.89
0.94
0.94
0.94
0.92
0.87
0.84
0.87
0.87
0.87
0.87
0.87
0.87
0.87
0.87
0.87
0.87
0.84
0.84
0.78
0.89
0.90
0.90
0.90
0.84
0.51

1.00
0.92
0.97
0.97
0.94
0.92
0.90
0.84
0.90
0.90
0.90
0.90
0.90
0.90
0.90
0.90
0.90
0.90
0.87
0.87
0.78
0.98
1.00
1.00
1.00
0.87
0.54

1.00

0.951.00

0.95
0.92
0.90
0.82
0.82
0.82
0.82
0.82
0.82
0.82
0.82
0.82
0.82
0.82
0.82
0.82
0.79
0.73
0.90
0.92
0.92
0.92
0.82
0.52

1.00
0.97
0.95
0.87
0.84
0.87
0.87
0.87
0.87
0.87
0.87
0.87
0.87
0.87
0.87
0.84
0.84
0.78
0.95
0.97
0.97
0.97
0.87
0.54

1.00
0.97
0.95
0.87
0.84
0.87
0.87
0.87
0.87
0.87
0.87
0.87
0.87
0.87
0.87
0.84
0.84
0.78
0.95
0.97
0.97
0.97
0.87
0.54

1.00
0.98
0.90
0.87
0.90
0.90
0.90
0.90
0.90
0.90
0.90
0.90
0.90
0.90
0.87
0.87
0.81
0.92
0.94
0.94
0.94
0.84
0.51

1.00
0.89
0.86
0.89
0.89
0.89
0.89
0.89
0.89
0.89
0.89
0.89
0.89
0.86
0.86
0.80
0.91
0.92
0.92
0.92
0.83
0.50

1.00
0.90
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
0.97
0.97
0.88
0.89
0.90
0.90
0.90
0.81
0.51

1.00
0.90
0.90
0.90
0.90
0.90
0.90
0.90
0.90
0.90
0.90
0.87
0.87
0.81
0.83
0.84
0.84
0.84
0.81
0.48

1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
0.97
0.97
0.88
0.89
0.90
0.90
0.90
0.81
0.51

1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
0.97
0.97
0.88
0.89
0.90
0.90
0.90
0.81

1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
0.97
0.97
0.88
0.89
0.90
0.90
0.90
0.81

1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
0.97
0.97
0.88
0.89
0.90
0.90
0.90
0.81

1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
0.97
0.97
0.88
0.89
0.90
0.90
0.90
0.81

1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
0.97
0.97
0.88
0.89
0.90
0.90
0.90
0.81

1.00
1.00
1.00
1.00
0.97
0.97
0.88
0.89
0.90
0.90
0.90
0.81

12 13 14

1.00
1.00
1.00
0.97
0.97
0.88
0.89
0.90
0.90
0.90
0.81

1.00
1.00
0.97
0.97
0.88
0.89
0.90
0.90
0.90
0.81

1.00
0.97
0.97
0.88
0.89
0.90
0.90
0.90
0.81

15

1.00
0.94
0.88
0.89
0.87
0.87
0.87
0.77

16 25 26 27 28 29 30

1.00
0.84
0.86
0.87
0.87
0.87
0.77

0.51 0.51 0.51 0.51 0.51 0.51 0.51 0.51 0.51 0.510.48

Sekil 4.20.CP 4 UPGMA MATRIKSI

1.00

0.80 1.00

0.78 0.98 1.00

0.78 0.98 1.00 1.00

0.78 0.98 1.00 1.00 1.00

0.72 0.86 0.87 0.87 0.87 1.00
0.46 0.53 0.54 0.54 0.54 0.63 1.00
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| E. melitenensis

' E. phaeocephalus

E. antalyense
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5.BOLUM

SONUC VE TARTISMA

Tiirkiye Florasindan Echinops L. cinsi iyelerine ait siniflandirma 1975 yilinda Hedge
tarafindan morfolojik 06zelliklere dayandirilarak diizenlenmistir [3]. Floran’in yazimi
tamamlandiktan sonraki yillarda toplanan ¢ok sayida materyal teshis edilirken karsilagilan
olumsuzluklar nedeni ile bazi cinslerdeki problemler dikkati ¢ekmistir. Birgok cinsin bazi
tirlerinde, hatta seksiyonlarinda acikliga kavusturulamamis taksonomik sorunlar vardir.
Flora’nin yazimi esnasinda sinirli zaman ve materyal ile calisildigi icin ¢ogu cins veya
seksiyonlardaki eksiklikler florada belirtilmis, ancak ¢oziim getirilememistir. Bu durumda
olan cinslerin problemleri saptanarak {izerlerinde daha ayritili ¢aligmalarin yapilmasi
gerektigi flora editoriiniin bazi yayimnlarinda da kaydedilmistir [3]. Bahsedilen problemlerin
aydinlatilabilmesi i¢in Echinops cinsinin iilkemizde yayilis gosteren ii¢ seksiyonuna ait

taksonlarin filogenetik iligkilerinin molekiiler tekniklerle belirlenmistir.

Bitkilerin evrimi ve siniflandirilmasi ¢alismalarinda molekiiler yontemler, son yillarda 6nemli
bir ara¢ olarak kullanilmaya baslanmistir [21]. Kloroplast DNA (cpDNA), populasyonlar ve
tirler arasindaki evrimsel iligkilerin anlasilmasinda etkili bir metod olarak

kullanilmaktadir[22].

Wallender ve Albert [23], Oleaceae familyasina ait 76 tiiriin filogenisini ve siniflandirilmasi

cpDNA’nin rpsl6 ve trnL-F bolgelerinin dizi analizi verileri kullanilarak agiklamaya
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caligmislar. Calisma da filogenetik agaci Maksimum Parsimoni kullanilarak elde etmisler ve
genel olarak mevcut siniflandirmaya benzer sonucglar elde etmislerdir. TrnL-F ve rpsl6
bolgelerin Oleaceae familyasinin tiirleri arasinda iliskiyi belirleme de etkili oldugunu

bulmuslardir.

Oxelman ve ark. [24], Caryophyllaceac familyasina ait 46 tiiriin filogenetik iliskilerini
yeniden olusturmak amaciyla kloroplast DNA’ nin rpsl6 bolgesinin dizi analizi verilerini
kullanmislar. Calisma da filogenetik agag¢lar Maksimum Parsimoni ve Maksimum Likelihood
analizleri kullanilarak elde etmisler. ITS bolgesi analizine gore olusturulan filogenetik agacla
karsilastirmislardir. Genel olarak her iki bolgenin analiz verilerine gore benzer sonuglar elde

etmisler.

Echinops cinsinin evrimsel iliskisi sinirli 6lgiide calisilmis ve filogenetik ¢alismalar degisik

tipteki verilere, ornek tiplerine ve metotlara dayanmaktadir.

Garnetje ve ark. [25], Echinops ve Acantholepis cinsinin filogenetiginin belirlenmesinde 30
Echinops ve Acantholepis orientalis tiiriinii ITS bolgesini sekans analizi ile incelemislerdir.
Bu analiz sonucunu morfolojik ve sitogenetik karakterler 1s18inda tartismislardir.
Acantholepis tiiriinii Echinops nanus ve diger Echinops ornekleri ile ayni1 kladda yer aldigini

ve 1yi bir bootstrap degeri ile desteklendigini belirtmislerdir.

Tiirkiye Echinops cinsi ile ilgili daha 6nce yapilmis molekiiler temelli bir ¢alisma tespit

edilememis olmas1 ve iilkemizde yayilis gosteren tiirlerin disindaki Echinops cinsi
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taksonlarin1 konu eden c¢aligmalarin da sayisinin ¢ok az olmasi bu calismanin 6nemini
arttirmaktadir. Calismamizda kullanilan 6rneklerin cpDNA” sinin rps16 genin 800 dizi analizi
yapildi. Verillerin bir araya getirilmesiyle elde edilen DNA veri setinde rps16 geninin Kimura
2-Parametre baz degisim modeline gore de gerlendirilmesiyle elde edilen ornekler arasi

genetik uzaklik degerleri 0,0358-0,0013 arasinda tespit edildi (Tablo 4.2).

Calismamizda Dizi analizi sonuglarina gore olusturulan Neighbor Joining (NJ) agact (Sekil
4.3) incelendiginde olusan soy hatlarinin mevcut seksiyon ayrimini tam olarak desteklemedigi
goriilmektedir. Farkli cinse ait Senecio vulgaris degerlendirme dis1 birakilirsa 5 ana grup
olustugu goriilmektedir. E. emilia'min diger Ornekler ayr1 gruplandigi goriilmektedir. E.
emilia’nin yasam siiresinin 2 yil olmasi, diger taksonlarin ¢ok yillik olmast ile, baglarin 12-15
cm capta ve korollanin yesil olmasiyla da farklilik gostermektedir. Vural ve Dadand1 [1],
yaptiklart morfolojik bulgulara gore de bu tiirlin ayr1 bir seksiyonda degerlendirilmesi

gerektigini belirtilmektedir ve elde ettigimiz molekiiler bulgular bu iddalar1 desteklemektedir.

Garnetje ve ark. tarafindan yapilan calismada da benzer sonuclara ulasilmistir. Bu
calismalarda E.emiliae 96 % boostrap degeri diger Orneklerden farklilik gostermistir.
Echinops emiliae yiiksek daglarda yetisen bir bitki olmasi, bu ¢alisma sonucunda 96%,

boostrap degeri diger 6rneklerden farkli ¢ikmasini agiklamaktadir [25]..

Yine aym c¢alismada Garnetje ve ark. [25],E. bithynicus, E. spinosissimus subsp.
spinosissimus ve E. viscosus 90%, boostrap degeri ile Ritropsis (Ritrodes) seksiyonu altinda
toplanmiglardir. Bu tiirler arasinda E. bithynicus and E. spinosissimus subsp. spinosissimus

higbir farkliligin olmadig1 vermislerdir. Yapilan analiz sonucunda hem ITS bélgesinin sekans
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analizine dayali molekiiler filogenisini hemde kromozom sayis1 ve niikleer DNA miktarini su
anki seksiyonel siiflandirmay1 desteklemedigini bulmuslardir. Bu cinsin evriminin daha iyi
anlagilmasinda daha fazla tiir, molekiiler, sitogenetik ve morfolojik ¢aligmalarla desteklenmesi

gerektigini vurgulamiglardir.

Calismanmizin sonuglarina baktigimizda; Ikinci soy hatti incelendiginde E. pungens var.
pungens 'in evrimsel olarak farklilasmis oldugu, E. pungens var. polyacanthus ve E. pungens
var. transcaucasicus daha yakin akraba olduklart bulunmustur. Bu taksonlarin aslinda birer
alttiir degilde ayri birer tiir olarak degerlendirmeyi akla getirmektedir. E. pungens var.
polyacanthus’ un govde altinin tamamen tiiysliz olmasi ile diger iki varyetenden morfolojik
olarak farklilik gostermektedir. E. pungens var. pungens ve E. pungens var.
transcaucasicus 'un  goévde yapraklarinin pinnatifid, pinnatisek ya da pinnat olmasi ile
morfolojik olarak farklilik gostermektedir. Ayrica Vural ve Dadandi [1] tarafindan yapilan
calismada da bu tig alttiir’in E. polyacanthus, E. pungens ve E. transcaucasicus olarak ii¢ ayri

tiir seklinde degerlendirilmistir.

Uciincii soy hattinda evrimsel olarak 6nce farklilasmis taksonun E. spinosissimua subps.
spinosissimus oldugu, E. orientalis ve E. spinosissimus subps. bithnicus 'un daha yakin akraba
olduklart bulunmustur. Bu durumda E. spinosissimus'un alt tiirlerinden E. spinosissimus
subps. bithynicus’un E. orientalis’e E. spinosissimus subps. spinosissimus dan daha yakin
olmasi bu taksonlarin aslinda birer alttlir degilde ayr1 birer tiir olarak degerlendirmeyi akla
getirmektedir. Ayrica E. spinosissimus’un alttiirleri morfolojik olarak ta igteki fillarilerin

gevsek baglanmasi ile E. orientalis ile yakinlik gostermektedir. E. spinosissimus 'un iki alttiiri
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govdenin lanat olup olmamasi ve glandular tiiyiin seyrek ya da yogun olmasi ile de
birbirlerinden morfolojik farkliliklar gostermektedir. Bu konuda benzer bulgular Vural ve
Dadandi [1] tarafindan yapilan ¢alismada da vurgulanmig ve bu iki alttiir E. viscosus ve E.
bithynicus olarak iki ayr1 tiir seklinde degerlendirilmistir. Molekiiler tekniklere dayanan
calisgmamizin bulgulart bu konuda Vural ve dadandi'nin morfolojik verilerle ortaya koyduklari
sonuclarla uyum gostermekte ve adi gegen iki alttiiriin Uluslar arasi botanik adlandirma
kurallar1 g6z Online alindiginda, E. viscosus ve E. bithynicus adlariyla tiir seviyesinde
degerlendirilmesi gerektigi fikrini desteklemektedir. Bu grupta yer alan ve ¢aligmaya yeni tiir
olabilecekleri siiphesi ile dahil edilen iki populasyonun da E. borae ve E. antalyense adiyla

yeni tiirler olarak degerlendirilebilecegi goriilmiistiir.

Sanchez ve ark. [26], Echinops cinsinin molekiiler sistematigi seksiyonel sinirlandirma
tizerine olan ¢aligmalarint cpDNA’nin ITS ve trnL-trnF bdlgelerini dizi analizi ile
incelemislerdir. Bu dizi analizini Cenchrolepis ve Pterolepis seksiyonlar1 hari¢ biitiin
Echinops seksiyonlarindan temsili tiirler alinarak toplamda 89 6rnege uygulamiglardir. 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 gérmiislerdir. Birinci soy hattint %
85 bootstrap degeri ile ChamaechinopsNanechinops seksiyonundan temsili tiirler ve E.
acantholepis (=Acantholepis orientalis) tiiriiniin olusturdugunu, ikinci soy hattin1 ise % 72
bootstrap degeri ile diger Echinops tiirlerinin olusturdugunu belirtmislerdir. Onceki
caligmalarda tanimlanmis Echinops cinsi seksiyonlarinin (Acantholepis, Chamaechinops,
Echinops, Hamolepis, Hololeuce, Oligolepis, Phaeochaete, Psectra and Ritropsis)

simiflandirilmasini, kendi ¢alisma sonuglar1 ile desteklediklerini belitmislerdir. Daha dar
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kapsamli oldugundan ii¢ seksiyonun Ulkemizde yayilis gosteren taksonlarmi konu alan
calismamizda elde edilen filogenetik agacta birinci soy hatti Ritrodes seksiyonuna ait tiirleri
icermektedir. Diger 3 soy hattindan son ikisi ise Oligolepis, Echinops seksiyonuna ait
tiirlerden olugsmaktadir. Hedge'nin de kabul ettigi, Morfolojik olarak involukrum braktelerinin

sayisina gore yapilan seksiyon ayrimi ¢alismamizdaki filogenetik agag ile ortiismektedir.

Dort ve besinci soy hattinda Oligolepis seksiyonunu olusturan E. melitenensis ve E.
phaeocephalus 'un Echinops seksiyonundan taksonlarla beraber gruplandigi goézlenmistir. E.
ritro’nun bu tiirlerle yakin akraba olduklari bulunmustur Bu tiirler tiiysii fillarilerin boyunun
kapitulum boyu kadar uzun ya da yarist kadar olup olamamasi ile morfolojik olarak ta
farklilik gostermektedirler. E. ritro korollanin koyu mavi olmasi ile E. phaeocephalus’e,
papusun tabanda uzunluklarinin 1/2’si kadari birlesik olamasiyla da E. melitenensis’e
morfolojik olarak benzerlik gdstermektedir. Ozellikle Echinops seksiyonunun yeniden ele

alinmasi yeni seksiyonlara boliinmesi gerekmektedir.

Sonug olarak, ¢calismamizda elde edilen filogenetik agacta olusan ana kollar daha 6nce cinsin
morfolojisine gore yapilmis olan seksiyon ayrimlarini tamamen desteklemese de 6zellikle
Oligolepis ve Ritrodes seksiyonlarina ait taksonlarin beraberce gruplandiklari goriilmiistiir.
Echinops cinsinin {ilkemizde yayilis gosteren {ii¢ seksiyonuna ait taksonlar1 iceren
caligmamizin sonuglari, cinsin lilkemiz i¢in yukarida deginilen bazi taksonomik problemlerine
¢cozlim getirmistir. Cinsin dogal siniflandirmasini ve genetik ¢esitliligini tam olarak ortaya
koyabilmek icinse, ililkemizdeki ve Diinya genelinde yayilis gosteren tiim taksonlarin

populasyon i¢i varyasyonlarini da gosterecek sekilde calisilmas: gerekmektedir.
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