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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

TURKIYE’DE DOGAL YAYILIS GOSTEREN ANKYROPETALUM FENZL
(CARYOPHYLLACEAE) TAKSONLARI ARASINDAKI AKRABALIK ILISKILERININ
ISSR (INTER-SIMPLE SEQUENCE REPEATS) YONTEMI iLE BELIRLENMESI

Cengiz ATGUDEN

Harran Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Biyoloji Anabilim Dah

Damsman: Doc. Dr. Omer Faruk KAYA
Yil: 2016, Sayfa: 28

Ankyropetalum Fenzl cinsi Diinya’da dort (4) tiir ile temsil edilirken, ii¢ (3) tanesi iilkemizde
bulunmaktadir. Bu c¢aligmada, ISSR primerleri kullanilarak Tiirkiye’de bulunan Ankyropetalum
arsusianum, Ankyropetalum reuteri ve Ankyropetalum gypsophiloides taksalarinin genetik cesitliligi
ve filogenetik iliskileri analiz edilmistir. Tiirlerin, DNA parmak izi analizi ISSR tekniginde 48 primer
kullanilarak gerceklestirilmistir. Polimorfizm derecesi %83.68 olarak kaydedilmistir. En fazla
polimorfik primer 16 band iireten ve 11 polimorfik bantla sonuglanan (GT)sYG motifli primerdir.
Kiime dendrograminda, benzerlik katsayilar1 0.117 ile 0.351 araliginda oldugunu gostermistir.
Ankyropetalum gypsophiloides, bir kiime ile temsil edilitken, Ankyropetalum arsusianum, ve
Ankyropetalum reuteri ikinci kiime ile temsil edilmektedir. Bu ¢aligma Tiirkiye’de yayilis gosteren
Ankyropetalum tiirlerini genetik olarak karakterize etmekte ve ISSR analizlerinin, genetik gesitlilik
calisilmasindaki 6nemini gostermektedir.

ANAHTAR KELIMELER: Ankyropetalum, Caryophyllaceae, ISSR, Genetik Cesitlilik, Tiirkiye



ABSTRACT

MSc Thesis

DETERMINATION OF PHYLOGENETIC RELATIONSHIPS AMONG THE TAXA OF THE
GENUS ANKYROPETALUM FENZL (CARYOPHYLLACEAE) FROM TURKEY BASED ON
ISSR (INTER-SIMPLE SEQUENCE REPEATS) METHOD

Cengiz ATGUDEN

Harran University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Omer Faruk KAYA
Year: 2016, Page: 28

The Genus Ankyropetalum Fenzl is represented by four species in the world, three of which are
distributed in Turkey. In this study, genetic diversity and phylogenetic relationships of the three taxa,
Ankyropetalum arsusianum, Ankyropetalum reuteri and Ankyropetalum gypsophiloides from Turkey,
were analyzed using ISSR primers. DNA fingerprinting analyses of the species were performed using
48 primers in ISSR technique. The polymorphism rate was recorded as 83.68%. The most
polymorphic primer was (GT)sYG motif primer, which produced 16 bands, resulted 11 polymorphic
bands. The cluster dendrogram shows that the similarity coefficients ranged from 0.117 to 0.351. A.
gypsophiloides varieties represented one cluster whereas A. reuteri and A. arsusianum represented the
second cluster. This study genetically characterized Ankyropetalum species that are distributed in
Turkey and showed the importance of ISSR analyses to study genetic diversity.

KEY WORDS: Ankyropetalum, Caryophyllaceae, ISSR, Genetic Diversity, Turkey
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ekibine tesekkiirlerimi sunarim. Tez yazim sirasinda ¢ok biiyiik yardimlarini gordiigiim Ogr. Gor.
Hatice TOSYAGULU CELIK hocama en icten tesekkiirlerimi sunarim. Ayrica tez g¢alismam
esnasinda bana her konuda yardimci olan esim Tugba ATGUDEN, annem ve babama sonsuz
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1. GIRIS Cengiz ATGUDEN

1.GIRiS

Bitki sistematigi calismalarinda, bitkileri tanimlamada kullanilan diagnostik
karakterler genel olarak morfolojiye bagli olarak tespit edilmektedir. Klasik
taksonomi olarak da tanimlanan bu siniflandirma yontemlerine ek olarak son yillarda
molekiiler markorlerin kullanildig1 siiflandirma yontemleri de dikkat ¢ekmeye

baglamistir.

DNA'nin yapisinin ortaya ¢ikarilmasi ile baslayan ve 20. yiizyila damgasini
vuran "Gen Devrimi" pek ¢ok disiplinde oldugu gibi bitki sistematiginde de ¢ok
Oonemli yararlar saglamistir (Khawar, 2001; Uranbey, 2002).

Bitkiler arasindaki genetik varyasyonlarin belirlenmesinde ve bunlarin
siniflandirilmasinda  6ncelikle morfolojik, fizyolojik ve sitolojik ozellikler
kullanilmis, daha sonra ise biyokimyasal markorler gelistirilmistir (Scarano ve ark.,
2002). Ancak bu calismalarin bitki sistematik kategorilerini tanimlamakta yetersiz
olusu, son yillarda taksonomi ¢alismalarinda daha ¢ok molekiiler yontemlere agirlik

verilmesi ile sonuglanmistir (Giilsen ve Mutlu, 2005).

Molekiiler teknikler, diger tekniklere gore daha fazla avantajlara sahip olup,
cevre faktorlerinden etkilenmezler ve polimorfizm oranlar1 yiiksektir (Soller ve

Beckmann, 1983; Bretting ve Widrlechner, 1995).

Morfolojik olarak ortaya cikan cesitlilik, genetik cesitliligin ancak kii¢iik bir
yiizdesini olusturur. Genetik ¢esitliligin  biiylik bir kismi da morfolojiye
yansimamaktadir. Morfolojiden elde edilen bilgiler, genetik farkliliklar1 belirlemekte
kullanilsa da genotip-¢evre etkilesimi, bir karakterin birden fazla lokus tarafindan
belirlenmesi ve bir genin birden fazla karakteri etkilemesi gibi nedenlerden dolay1
her zaman yeterli olmamaktadir. Bu nedenle genotipleme konusunda DNA’ya baglh
olarak gelismis olan molekiiler teknolojilerin ¢6ziim olabilecegi belirtilmistir (Glilsen

ve Mutlu, 2005).
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Glinlimiizde bitki tiirlerinin tanimlanmasinda ve genetik varyasyonun
aragtirtlmasinda molekiiler teknikler yaygin olarak kullanilmaktadir. Son 20 yil
icerisinde hizla gelisen molekiiler teknoloji; ¢esitlerin birbirleri arasindaki genetik
farkliligin belirlenmesi, kromozom haritalamalari, gen kaynaklarmin karakterize
edilmesi ve evrimsel gelisim analizi ¢calismalarinda kullanilmaktadir. Bu yontemler,
klasik yontemlere gore biiyiik avantajlar saglamaktadir. Morfolojik ve biyokimyasal
tekniklerin uygulamadaki yetersizlikleri, molekiiler tekniklerin uygulanmasiyla

ortadan kaldirilmaya calisilmaktadir.

Bitkilerde genetik iligkileri ortaya ¢ikarmak i¢in kullanilan ilk DNA markori
RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) olmustur. Fakat bu yontemin
maliyetinin ¢ok yiiksek ve yavas olmast PCR (Polymerase Chain Reaction)’a dayali

molekiiler markorlerin gelismesine neden olmustur. (Tanskley ve ark., 1989).

PCR’1n kesfinden sonra AFLP, SSR, SRAP, SNP ve ISSR gibi yaygin olarak
kullanilan ¢ok sayida molekiiler markor teknikleri gelistirilmisti. Genel olarak bu
markdér yontemleri fiziksel haritalama, gen kesfi ve etiketleme, filogenetik
caligmalar, evrimsel genetik ve genetik ¢esitlilik caligmalar1 gibi bir¢ok alanda

yaygin sekilde kullanilmaktadir (Filiz ve Kog, 2011).

DNA markorlerinin uygulanabilmesi i¢in ¢alisma ortami maliyetinin yiiksek
olmasi ve uzun zaman almasi gibi olumsuz 6zelliklerinin yaninda ¢ok fazla sayida
olmalari, ¢evreden etkilenmemeleri, lokuslar arasi etkilenme olmamasi ve bitki
gelisiminin herhangi bir doneminde gozlenebilir olmasi gibi olumlu 6zelliklerini
tasimalarindan dolayi giiniimiizde bir¢ok alanda DNA markorleri tercih edilmektedir

(Karadut ve Kafkas, 2013).

Molekiiler markor metotlar1 arasinda Basit Tekrarli Diziler Aras1 Polimorfizm
(ISSR) kullanim avantajlar1 yiiziinden yaygin olarak tercih edilmektedir. ISSR basit,
hizli ve etkili bir tekniktir. ISSR markorleri, bir tiir i¢in, onclil DNA sekansina
ihtiya¢ duymaksizin baslangi¢ genotipleme bilgisini sagladigindan kullanish bir
segenektir. ISSR icin kullanilan primerler 6zel olmayip herhangi bir tekrarli diziden

sentezlenebilir ve primerler uzun oldugu i¢in siki baglanma saglarlar. ISSR
2
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tekniginin tekrarlanabilirligi daha uzun bir primer dizisine sahip olmasi nedeniyle

yiiksektir (Reddy ve ark., 2002).

ISSR teknigi pek ¢ok bitki tiiriindeki filogenetik calismalarda; tiir igi-tiirler
arasi, populasyon igi-populasyonlar arasi genetik varyasyon calismalarinda ve
filogenetik siniflandirma analizlerinde ve ayni zamanda genetik bag haritalarinin
olusturulmasinda yaygin olarak kullanilmaktadir (Zhao ve ark., 2014; Jena ve ark.,

2015).

Bu tezin c¢alisma materyali olan Ankyropetalum Fenzl cinsi Caryophyllaceae
familyasinin bir {iyesidir. Caryophyllaceae familyas1 Tiirkiye’de, Ankyropetalum
dahil 32 cins ve 548 taksaya sahiptir (Davis, 1965-1985; Davis ve ark., 1988; Giiner
ve ark., 2000).

Ankryopetalum cinsi, Gypsophila cinsinden derin ii¢ pargali petali, olgunlukta
acilan kapsiilii, kiiremsi tohumlariyla (basik degil), Saponaria cinsinden ise kaliksin

damarlari arasinin genis zarimsi olmast ile ayrilir (Rechinger, 1988).

Ankyropetalum cinsinin klasik taksonomi ac¢idan tanimlanmasi1 Huber-Morath

(1967)’a gore su sekildedir;

Ankyropetalum Fenzl

Cok yillik otlar, dallanmamis veya girift dallanmis, tabanda odunlagmis govde.
Yapraklar seritsi, ¢cok kere disiiclidiir. Cicek durumu gevsek sekilde dikazyum.
Kaliks (canak yaprak) can seklinde-tiipsii, 5 damarli, damarlararas1 seffaf. Petaller
(tag yaprak) uzun seritsi tirnaklari olan ii¢ ana pargali yapidadir. Stamenler 10 tane
olup, tiipiin boyunu asmistir. Sitil 2 tane, Kapsiil yumurtamsidan dikdortgensiye
degisen sekilli, tek gozlii, boyuna yariklardan tabandan yirtilan, 1-3 tohumludur.

Tohumlar bobreksi-kiiremsi olup, tanecikli kivrimlar ile ortiiliidiir.

Ankyropetalum, diinya genelinde sadece dort taksondan olusmaktadir,

bunlardan Ankyropetalum coelesyriacum Boiss. hari¢ diger {ii¢ tanesinin

3
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(Ankyropetalum  arsusianum,  Ankyropetalum  reuteri ve  Ankyropetalum
gypsophiloides) Tiirkiye’de dogal yayilisi bulunmaktadir. Bu taksonlar Tiirkiye’de
genellikle step vejetasyonunda, kurak tepelerde ve kalkerli kayaglarda bulunur
(Huber-Morath, 1967) ve cografik olarak Giineydogu Anadolu bolgesinde ve kismen
de Giineydogu Anadolu bdlgesi ile Akdeniz bdlgelerinin kesisme noktalarinda
yayilis gostermektedir.

Calisma konusu olan Tiirkiye’de yayilisi olan {i¢ taksonun klasik taksonomi

acisindan tanimi1 Huber-Morath (1967)’a gore asagidaki gibidir;

Ankyropetalum arsusianum Kotschy ex Boiss.

Dallanmamis ve birka¢ kez dallanmis, 50-70 cm yiikselebilen, tiiysliz ve az
tiylii. Yapraklar seritsi, 5-15 x 1-3 mm. Kaliks 3-4 mm, az tiiyli, kaliks disleri
yumurtamst, sivri degil. Petaller ii¢ loblu, loblar yarik ile iki parcaya ayrilmis, tirnak

seritsi, az ¢ok yumusak tiiylii.

Type: [Turkey C5 Hatay] In praeruptis saxosis et glareosis ad pagum Arsusa
(Arsuz) in monte Amano, 1862, Kotschy 117 (holo. G! iso. L, JE)
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Sekil 1.1. Ankyropetalum arsusianum’un genel goriiniisi

Ankyropetalum reuteri Boiss. & Hausskn.

Girift dallanmig, 40-80 cm yiikselebilen, alt kisimlari tiiysiiz olup, {ist
kisimlarinda salgi tiiyleri mevcut. Yapraklar 10-20 x 1 mm. Kaliks 4-5 mm, salgi
tiiylii, kaliks disleri yumurtamsi, aginmis. Petaller ii¢ loblu, yan loblar yarik, orta lob

tam, asinmis, tirnak papilli.

Type: [Turkey C6 Maras] In rupestribus montis Bakkerdagh [Ahir Da.] prope
Marasch, 15 vii 1861, Haussknecht (holo G!). Endemik.
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Sekil 1.2. Ankyropetalum reuteri’nin genel goriiniisii

Ankyropetalum gypsophiloides Fenzl

Girift dallanmig, 50-80 cm yiikselebilen, alt kisimlar1 tiiysiiz veya salg tiiyli,
iist kisimlarinda her zaman salgi tiiyleri mevcut. Yapraklar 20-40 x 1-2 mm. Kaliks
4-5 mm, salg tiiyll, kaliks disleri yumurtamsi, sivri degil. Petaller bes loblu (bazen
ii¢ loblu), orta lob tam, eskenar liggen sekilli, tirnak tiiysiiz.

Type: [Turkey C8 Mardin] Mardin, Kotschy 356 (holo. G! iso. E!).

[ran-Turan elementi.



1. GIiRiS Cengiz ATGUDEN

Sekil 1.3. Ankyropetalum gypsophiloides’in genel goriiniisii

Tiirkiye’de bulunmayan 4. coelesyriacum, dogal olarak Suriye, Liibnan, Israil
ve Urdiin boyunca dagimustir (Marhold, 2011). Ankyropetalum cinsinin gen
merkezi, taksonun dagilim bolgeleri diislintildiigiinde, Gilineydogu Anadolu ile
Akdeniz bolgelerinin kesisim alami oldugu sdylenebilir. 4. gypsophiloides, Iran-
Turan bolgesinde dagilim gosterirken, A. arsusianum ve A. reuteri Iran-Turan ve
Akdeniz fitocografik bolgelerinin kesisiminde bulunur (Ozgelik ve Muca, 2010). Bu

taksonlar arasinda 4. gypsophiloides, Iran-Turan elementlerine dahildir.

A. arsusianum, Tiirkiye’de Osmaniye ve Hatay’da, ve Suriye’de ise Tiirkiye
sinirina yakin kesimlerde yayilis gosterir. Bu tiir kserofitik ve kasmofitik 6zelliklere
sahiptir ve Tirkiye ve Diinya’da nadiren yayilim gosteren endemik olmayan bir
tiirdiir (Ozgelik ve Muca, 2010). Suriye ve Liibnan’da dogal yayilisinin tespit
edilmesi (Marhold, 2011) nedeni ile Tiirkiye’de endemik olarak kaydedilen A.
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arsusianum (Huber-Morath, 1967) bu statiislinii kaybetmistir. Tiirkiye’ye endemik
bir tiir olan A. reuteri ise ¢ok az ya da hi¢ toprak tabakasinin olmadigi bolgelerde ve
volkanik kayalar {izerinde giiclii kok sistemleri gelistiren nadir bir tiirdiir (Ozcelik ve
Muca, 2010). Bu endemik takson, Ekim ve ark. (2000) tarafindan IUCN’e gore nesli

titkenmekte olan (EN) tiir sinifina kategorize edilmistir.

A. gypsophiloides, Siirt, Batman, Mardin ve Sanliurfa illerinde yayilis gosterir
ve kismi kirectasi iceren volkanik ya da cakiltagsi alanlarda bulunur. Tarim
alanlarinda, nehir kenarlarinda ve bol giines alan giiney yamaglarinda yetisir (Ozgelik
ve Muca, 2010). Bu takson ayn1 zamanda Liibnan, Suriye, Filistin, Sina, Kuzey Irak

ve Iran’da da yayilim gésterir (Huber-Morath, 1967).

Ankyropetalum cinsi ile ilgili Tiirkiye’de iki tez calismasi (Muca, 2009; Gliney,
2009) yapilmistir. Ayrica miinferit olarak bu cinsin de dahil oldugu cesitli
calismalarda (Ozgelik ve ark., 1992; Ozcelik ve Yildirim, 2011; Korkmaz ve
Ozgelik, 2011; Muca ve Ozcelik, 2014) mevcuttur. Bu calismalar ile cinsin
tiyelerinin anatomik, morfolojik, palinolojik, sistematik, ekolojik ozellikleri,
ekonomik ozellikleri ile kullanim olanaklar1 tespit edilmeye ¢alisilmistir. Fakat bu
calismalar i¢inde Ankyropetalum cinsi iiyeleri ile ilgili herhangi bir molekiiler

caligma yapilmamastir.

Bu calismanin temel amaci ise, lilkemizde yayilis gosteren Ankyropetalum
Fenzl taksonlar1 arasindaki akrabalik iliskilerini ortaya ¢ikarmak ve Ankyropetalum
Fenzl taksonlarinin DNA parmak izlerini ortaya koymaktir. Ayn1 zamanda molekiiler
teknikler arasinda ISSR tekniginin bu tiir ¢caligmalarindaki uygunlugu ve en uygun

primeri (polimorfik) belirlemek amaglanmistir.
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2. ONCEKIi CALISMALAR

Ankyropetalum cinsinin dahil oldugu Caryophyllaceae (Karanfilgiller)

familyasinin Tiirkiye’de 37 cinsi ve 657 tiirii bulunmaktadir (Giiner ve ark., 2012).

Ankyropetalum cinsine ait taksonlar, polimorfik yapilarindan dolay1 sistematik
yonden sorunludur. Ankyropetalum cinsi ilk defa Fenzl tarafindan Silenoideae alt
familyasina ait bir cins olarak tanimlanmistir. Sonradan bazi arastirmacilar
Ankyropetalum cinsinin farkli bir cins olabilecegini diisiinlirken, bazi aragtirmacilar

da Ankyropetalum cinsini Gypsophila cinsine dahil etmistir (Giiney, 2009).

Ankyropetalum tyelerini Gypsophila L. cinsinden ayirt etmek cok zordur.
Ancak bu cinsin tiirleri dikkatle incelendiginde petallerinin ugta pargali ve
sepallerden uzun olmasi, stamenlerinin perianttan disar1 ¢ikmis olmasi, meyvelerinin
tabandan yariklarla agilir olmasi ve olgun tohum sayisinin en fazla 3 olmasi gibi

ozellikleriyle Gypsophila cinsinden ayrilmaktadir (Ozgelik ve ark., 1992).

Diinya’da 4 tiirli mevcut olan Ankyropetalum cinsinin gen merkezi Tirkiye’nin
Giineydogu Anadolu Bélgesi ile Akdeniz Bolgesi’nin kesisme alamidir (Ozgelik ve

Muca, 2010; Marhold, 2011).

Ankyropetalum Turkiye’de; A. arsusianum Kotschy ex Boiss., A. reuteri Boiss.
& Hausskn. ve A. gypsophiloides Fenzl olmak iizere ii¢ takson ile temsil edilen bir
cinstir. Cinsin tiiyeleri esas itibariyle Gilineydogu Anadolu, kismen de bu bolgeye
smir olan Akdeniz bdlgemizde yayilis gostermektedirler. (Ozgelik ve Muca, 2010;
Giiner ve ark., 2012).

Ankyropetalum, Gypsophila ve Saponaria cinsleri Tirkiye’de “Coven otu”,
genel adiyla bilinmektedir. Ankyropetalum cinsi iiyeleri genel olarak c¢ok yillik
Gypsophila tiirlerine benzediginden ve zor ayirt edildiginden ayni isimle bilinir ve

benzer amaglarla kullanilmaktadir (Ozcelik ve Muca, 2010).
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A. gypsophiloides’in ¢ok eskiden Siirt ve Batman civarindan koklerinin
kervanlarla ihrag¢ edildigi ve “Helva kokii, Coven otu, Sabun otu, Helva otu” gibi
isimlerle bilindigi ve “Siirt tatlis1” adi1 verilen yoresel bir gidanin hazirlanmasinda
kullanildig1 kaydedilmektedir. A. reuteri’ye de Golbasi (Adiyaman) tarafinda yore
halki tarafindan “Keven” adi verilmekte; samana karigtirilip hayvanlara yedirilmekte

ve eskiden yem amach kullanildig1 séylenmektedir (Ozcelik ve Muca, 2010).

Bitkilerin genetik yapisini olusturan DNA zincirlerinin analizini saglayan
molekiiler markorler, bitki populasyonundaki ¢esitlilik veya o populasyon i¢indeki
bitki genotipleri arasindaki iligkilerin belirlenmesinde %100°e yakin giivenirlilikle

degerlendirilmektedir (Giilsen ve Mutlu, 2005).

Bitkilerde genetik iliskileri ortaya ¢ikarmak icin kullanilan ilk DNA markdri
RFLP olmustur. Maliyetinin ¢ok yiiksek ve yavas olmasi PCR’a dayali molekiiler
markdrlerin gelismesine neden olmustur ki bunlara RAPD, AFLP ve mikrosatellitler

ornek verilebilir (Dogan, 2006).

Bitki cesitleri arasindaki genetik farklilifi ortaya ¢ikarmak ve en uygun
molekiiler markor teknigini belirlemek i¢in yoOntemlerin karsilastirilmalar
yapilmigtir. Polimorfizm bakimindan SSR (Simple Sequence Repeat) ve AFLP
markdrleri, maliyet bakimimmdan RAPD ve ISSR (Inter Simple Sequence Repeat)
teknikleri, tekrarlana bilirlik bakimindan RFLP, SSR, ISSR ve AFLP markorlerinin
avantajli olduklar1 belirlenmistir (Karadut ve Katkas, 2013).

ISSR yontemi, yiiksek polimorfizm ve iiretkenlik gibi 6zelliklere sahip olmasi
nedeniyle genetik benzerlik, gen haritalama ve taksonomi c¢aligmalarinda

kullanilabilmeye imkan saglamaktadir (Filiz ve Kog, 2011).

Giirkok (2009), tarafindan Tiirkiye’de dogal olarak yayilis gosteren Papaver L.
cinsinin Oxytona seksiyonu igerisinde yer alan Papaver bracteatum, P. orientale ve
P. pseudo-orientale tiirleri iizerinde yapilan c¢alismada; bu ii¢ tiire ait farkli

bolgelerden toplanmis 180 bitki Orneginde ISSR teknigi ile molekiiler
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karakterizasyon yapilmistir. 20 ISSR primeri kullanilmistir. Caligma sonucunda 180
bitkide polimorfizm orani %96.97 olup toplam 82 bant olusturmus 80 polimorfik

bant elde edilmistir.

Karadut ve Kafkas (2013), yeni gelistirilen ISSR primerleri ile antepfistiginda,
618’1 polimorfik olmak iizere toplam 791 bant, cevizde 395’1 polimorfik olmak iizere
toplam 613 bant, elmada, 496’s1 polimorfik olmak iizere toplam 696 bant, kayisida,
429’u polimorfik olmak iizere toplam 666 ve kirazda ise 281’1 polimorfik olmak

lizere toplam 514 bant elde etmislerdir.

Genisel (2013) tarafindan yapilan ¢alismada, 14 adet bilinen Colchicum (aci
cigdem) tiiri ve 20 adet aci ¢igdem yeni tiir adaymin genetik cesitliliginin
belirlenmesi i¢in 100 adet ISSR primeri kullanilmigtir. ISSR analizinde 23 primer,
tiimii polimorfik olan toplam 799 adet skorlanabilir bant saglamistir. Polimorfizm
orani %100’diir. En yiliksek bant sayis1t UBC 827 primeri kullanilarak elde edilmistir.

Bu analiz ile 52 polimorfik bant meydana gelmistir.

Bozkurt (2009) tarafindan Tiirkiye’de dogal yayilis gosteren Vicia sativa
varyeteleri ve Vicia cracca alt tiirleri ve dig grup olarak secilen Vicia hybrida ve
Vicia palaestina tiirleri olmak tizere 10 takson lizerinde ¢alisma yapilmistir. 9 ISSR
primeri ile elde edilen amplifikasyon sonucuna gore, taksonlarin birbirlerine %55

oraninda yakin (UBC 808) akraba olduklar1 gézlenmistir.

Arslan ve Tamkog (2011) Poa angustifolia ve Poa trivialis tlrleri iizerinde
genetik akrabalig1 ve tiir i¢i genetik ¢esitliligi belirlemek i¢in yapilan ¢alismada 20
secilmig ISSR primeri kullanilarak 363’i polimorfik (%90,52) olan toplam 401 bant

tiretilmigtir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

Huber-Morath (1967), Muca (2009) ve Giiney (2009) yaymlarindan
yararlanarak Ankyropetalum cinsinin ii¢ taksonunun dogal habitatlar1 belirlendi. A.
arsusanium, A. reuteri ve A. gypsophiloides bitkileri sirasiyla Osmaniye, Gaziantep

ve Sanlurfa illerindeki dogal populasyonlarindan toplanmistir (Sekil 3.1.).
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Sekil 3.1. Ankyropetalum cinslerinin cografik konumlari; Osmaniye; A. arsusianum (A),

Gaziantep; A. reuteri ( ), Sanlwrfa; A. gypsophiloides (®)

3.2. Yontem
3.2.1. Yaprak orneklerinin toplanmasi
Her ii¢ takson belirlenmis olan lokalitelerden toplanmistir (Cizelge 3.1).

azotta (-196°C)
dondurulmus ve DNA ekstraksiyonu yapilana kadar -80°C’lik derin dondurucuda

Bitkilerin zarar gormeden toplanan yapraklar1 hemen sivi

muhafaza edilmigtir. DNA ekstraksiyonu i¢in yaprak drnekleri alanda bulunan ayni

taksonun farkli populasyonlarindan alinmistir.

Cizelge 3.1. Ankyropetalum Fenzl taksonlarinin toplandigi lokaliteler

12
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Ornek no Takson Lokalite
A1 Ankyropetallum sohiloides Bozova, lIsinli koyd, yol kenar
yrop gyp yamaglar, 408 m, 04.V1.2014
Nurdagi-Tarkoglu  yolu, 2 km,
A2 Ankyropetallum reuteri Belpinar koyu girisi, yol kenari
yamaglar, 537 m, 11.V1.2014
Osmaniye-Ceyhan otobani, 29 km,
A3 Ankyropetallum arsusianum yol kenari yamaglar, 228 m,

11.V1.2014

3.2.2. DNA oérneklerinin izolasyonu

GeneJET bitki genomik DNA saflastirma Mini Kitinden (Thermo Fisher
Scientific Inc., MA USA) saglanan protokol dogrultusunda total genomik DNA, 100

mg’lik donmus yaprak dokularindan elde edilmistir.

3.2.3. DNA konsantrasyonlarinin belirlenmesi

PCR temelli DNA molekiiler markor tekniklerinde DNA konsantrasyonunun

belirlenmesi 6nem teskil etmektedir. NanoPhotometer® Pearl (Denville®, MA USA)

cthazi ile izole edilen DNA miktar1 belirlenmis ve ardindan % 1.0 agaroz jel

elektroforezi ile kalite kontrolii ve gereken seyreltmeler yapilmistir (yaklasik 10

ng/mL) (Sekil 3.2., Cizelge 3.2.).

13
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Sekil 3.2. Elektroforez cihazi

Cizelge 3.2. Elde edilen DNA konsantrasyonlari; 1. Ankyropetallum gypsohiloides; 2. Ankyropetallum
reuteri; 3. Ankyropetallum arsusianum

Ornek No DNA (ng/uL)
1.1 104
1.2 94 1
1.3 139
2.1 69.3
2.2 61.9
2.3 106
3.1 104
3.2 79.2
3.3 74.3

3.2.4. ISSR - PCR uygulamalari

ISSR markér analizi igin British Colombia Universitesinden elde edilen 46 adet
ve ISSR64 ve ISSR65 olmak tizeri 48 adet ISSR primeri kullanilmigtir. Kullanilan

primerler birgcok makaleden materyale uygun olarak se¢ilmistir. Primer sekanslari
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IDT (USA)’den sentezlenmistir. Optimize PCR reaksiyonu, 30 ng DNA, 1X tampon,
2.0 mM MgCh, 0,5 mM dNTP, 0,4 uM primer ve 1U Taq DNA polimeraz

enziminden olugsmustur (Sekil 3.3.).

Sekil 3.3. PCR cihazi

ISSR reaksiyonunda kullanilan 41 primere ait veriler Cizelge 3.3.’de

gosterilmistir.

Cizelge 3.3. ISSR PCR’da kullanilan ve ¢ogalma gésteren primerler ile Tm dereceleri

No P;'\’Sle’ 5.3 Motif (Tg‘)
1 UBC 808 (AG):C 38
2 UBC 811 (GA)C 38
3 UBC 812 (GA)eA 38
4 UBC814 (CT)eA 45
5  UBC 816 (CA)T 48
6 UBC 817 (CA)A 48
7 UBC 819 (GT)sA 48
8  UBC 821 (GT)eT 48
9  UBC 822 (TC)eA 48
10 UBC 824 (TC)G 45
11 UBC 825 (AC)sT 38
12 UBC 826 (AC)C 53
13 UBC 827 (AC)sG 53
14 UBC 828 (TG)sA 48
15  UBC 830 (TG)sG 53
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16 UBC 834 (AG)sYT 45
17 UBC 840 (GA)YT 45
18 UBC 842 (GA)sT 45
19  UBC 846 (CA)RT 48
20 UBC 848 (CA)RG 53
21 UBC 850 (GT)YC 48
22 UBC 851 (GT)sYG 53
23 UBC 855 (AC)sYT 53
24  UBC 856 (AC)sYA 53
25  UBC 861 (ACC)s 57
26  UBC 864 (ATG)s 45
27  UBC 865 (CCG)s 57
28  UBC 867 (GGC)s 57
29 UBC 868 (GAA)s 45
30 UBC 873 (GACA). 38
31 UBC 874 (CCCT)s4 48
32 UBCS878 (GGAT)4 48
33 UBC 880 (GGAGA)3 38
34 UBC 881 (GGGTG)s 48
35 UBC885 CGTACTCGT(GA) 48
36 UBC 887 GCG(TC)r 48
37 UBC888 CGTAGTCGT(CA) 48
38 UBC889 AGTCGTAGT(AC) 48
39 UBC891 AGTCGTAGT(TG) 48
40 ISSR64 ACA(GT)7 48
41  ISSR65 CAC(TG)r 48

Yapilan PCR c¢alismasina ait bilgiler Cizelge 3.4’de verilmistir. PCR
reaksiyonlar1 25 pl son hacimde yapilmistir. ISSR analizlerinde, PCR uygulamalari

MyCycler™ Thermal Cycler (BioRad, USA) cihazinda gergeklestirilmistir.

Cizelge 3.4. ISSR-PCR reaksiyonunda kullanilan kimyasallar ve konsantrasyonlari

PCR Bilesenleri Konsantrasyon Miktar (uL)

Tampon (5X) 1X 5L
MgClz (25mM) 2mM 2 uL

dNTP (10 mM) 0,25 mM 1,25 L
ISSR Primer (10uM) 0,4 uyM 1L

Taq DNA Polimeraz (5U/ul) 1 U/l 0,2 yL

DNA 30 ng 3L

dH20 - 12,55 uL

16




3. MATERYAL ve YONTEM Cengiz ATGUDEN

On denatiirasyon adimi1 95 °C’de 3 dakika siirdii sonrasinda dentiirasyon adimi
1 dakika, DNA’ya baglanma sathasi olan annealing (Tm+5) 1 dakida (Tm degerleri
Cizelge 3’de verilmistir ve baglanma sicakliklar1 her dongiide 0,5 °C azaltilmistir).
Uzama sathasi ise 72°C’de 2 dakika boyunca siirmiistiir. Bu iic adim 15 kez tekrar
ettikten sonra ikinci adim PCR yapilmistir. Denatiirasyon yine 95 °C’de 1 dakika,
baglanma (annealing) (Tm-5) 1 dakika, uzama 72°C’de 2 dakika siirmiistiir. Ikinci
PCR adimi1 25 kez devam ettikten sonra son uzama sathasi ise yine 72°C’de 10
dakika stirmiistiir. Bu uygulamalar her primer i¢in ayr1 ayri tekrar edilmistir. PCR

sicaklik ve dongii kosullar Cizelge 3.5’de verilmistir.

Cizelge 3.5. ISSR tekniginin uygulanmasinda PCR sicaklik ve dongii kosullar1

PCR safhasi Sicaklik ve Siire
On Denatiirasyon 95°Cve 3’
Denatlrasyon 95°Cve 1’
Baglanma (Annealing) Tm (+5)°C-0,5°C/saykil ve 1’ 15 Déngl
Uzama 72°Cve 2
Denatlrasyon 95°Cve 1’
Baglanma (Annealing) Tm(-5)°Cve 1’ 25 Déngu
Uzama 72°C ve 2’ (25X)
Son Uzama 72°Cve 10’

3.2.5. Sonug¢larin degerlendirilmesi

PCR iiriinleri, 1 x TBE tampon ¢ozeltisinde (89 mM Tris-Cl, 89 mM borik asit,
20mM EDTA) %?2’lik agaroz jelde 100V’°de 90 dakika yiiriitiilmiis, etidum bromiir
ile boyanmis ve jeller Gel DocTM XR+System (BioRad, USA) goriintiileme
cihazinda goriintiilenmistir. ISSR Analizi ile elde edilen sonuglar, sirasiyla her bir
ornekte bant bulunup bulunmamasi sonucu dogrultusunda “0” ya da “1” seklinde

puan verilerek degerlendirilmistir.

Benzerlik katsayilari, Jaccard benzerlik indeksine gore hesaplanmstir.
UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean-Aritmetik
Ortalamay1 Kullanan Agirliksiz Cift Grup Metodu) kullanilarak SAHN (Sequential

agglomerative hierarchical nonoverlapping — sirali yiginsal hiyerarsik ortiismeyen)

17




3. MATERYAL ve YONTEM Cengiz ATGUDEN

kiimeleme uygulanmistir. Dendrogramlar NTSYS-PC Ver. 2.1 uygulamasi
kullanilarak ¢izilmistir (Rohlf, 2001).
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4. ARASTIRMA BULGULAR ve TARTISMA

4.1. DNA Analizleri

Caligmada kullanilan 6rneklere ait genomik DNA’lar, GeneJET bitki genomik
DNA saflastirma Mini Kitinden (Thermo Fisher Scientific Inc., MA USA) saglanan
protokol dogrultusunda elde edilmistir. Elde edilen DNA’larin saflik degerleri ve
konsantrasyonlart NanoPhotometer® Pearl (Denville®, MA USA) cihaz1 ile

belirlenmis ve kullanima kadar -20°C’de muhafaza edilmislerdir.

4.2. ISSR Analizleri

Bu c¢aligmada ISSR teknigi Ankyropetalum Fenzl cinsinin iiyeleri arasindaki
akrabalik iligkilerini molekiiler diizeyde tespit edebilmek i¢in kullanilmistir. Bu
teknikte 48 ISSR primeri denenmis, bunlarin 7 tanesinde tekrar ¢ogaltilabilir bantlar
olusmadigindan geriye kalan 41 ISSR primeri kullanilmistir, bunlardan da 391 bant
elde edilmistir. Calisma sonunda 372 bant elde edildi, bunun 312 tanesi polimorfik
(%83.68) ve 65 tanesi de monomorfiktir (%16.32). ISSR primerleri, 5’-3” motifleri,
polimorfik bant sayilari ve her primerin polimorfizm oran1 Cizelge 4.1.°de

verilmistir.

Polimorfizm ylizdesi, %83.68’lik bir ortalamayla %57.14 (UBC 865) ile %100

araliginda oldugu gozlenmistir.
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Cizelge 4.1. ISSR PCR’da kullanilan primerler, baglanma sayilari, ¢ogalan bantlarin sayilar1 ve

polimorfizm oranlari

. .Her . Gogalan Polimorfizm
No P_rlmt.er 5.3’ motif Pr!merm Bantlarin Orani
Ismi Baglanma  Toplam o
Sayisi Sayisi (%)

1 UBC 808 (AG)sC 12 14 85,71
2 UBC 811 (GA)sC 5 6 83,33
3 UBC 812 (GA)sA 5 5 100,00
4 UBC 814 (CT)sA 7 8 87,50
5 UBC 816 (CA)sT 8 9 88,89
6 UBC 817 (CA)sA 9 11 81,82
7 UBC 819 (GT)sA 10 10 100,00
8 UBC 821 (GT)sT 3 5 60,00
9 UBC 822 (TC)sA 7 9 77,78
10 UBC 824 (TC)sG 9 9 100,00
11 UBC 825 (AC)sT 6 6 100,00
12 UBC 826 (AC)sC 10 10 90,00
13 UBC 827 (AC)sG 7 11 63,63
14 UBC 828 (TG)sA 8 10 80
15 UBC 830 (TG)sG 7 8 87,50
16 UBC 834 (AG)sYT 8 8 87,50
17 UBC 840 (GA)sYT 9 13 69,23
18 UBC 842 (GA)sT 9 12 75,00
19 UBC 846 (CA)sRT 10 12 83,33
20 UBC 848 (CA)RG 4 4 100,00
21 UBC 850 (GT)sYC 8 9 88,89
22 UBC 851 (GT)sYG 11 16 68,75
23 UBC 855 (AC)sYT 10 13 76,92
24  UBC 856 (AC)sYA 10 10 100,00
25 UBC 861 (ACC)s 9 12 75,00
26 UBC 864 (ATG)s 6 8 75,00
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Cizelge 4.1. (devam)
27 UBC 865 (CCG)s 4 7 57,14
28 UBC 867 (GGC)e 5 5 100,00
29 UBC 868 (GAA)s 6 8 75,00
30 UBCS873 (GACA)4 5 6 83,33
31 UBC874 (CCCT)a 4 6 66,67
32 UBC878 (GGAT)4 7 7 100,00
33 UBC 880 (GGAGA)3 5 6 83,33
34 UBC 881 (GGGTG)s 10 15 66,67
35 UBC 885 CGTACTCGT(GA)? 5 5 100,00
36 UBC 887 GCG(TC)? 9 11 81,81
37 UBC 888 CGTAGTCGT(CA)? 10 13 76,92
38 UBC889 AGTCGTAGT(AC)? 5 6 83,33
39 UBC 891 AGTCGTAGT(TG)? 10 11 90,90
40 ISSR64 ACA(GT)? 8 8 100,00
41 ISSR65 CAC(TG)7 12 15 80,00
TOPLAM 312 377 83,68

4.3. Benzerlik Indeksi ve Genetik Iliski Dendogramm

Benzerlik indeksi formiiliine dayanarak tiirler arasi benzerlik oranlar1 Cizelge

4.2.’de verilmistir. Benzerligin Jaccard katsayisi, calisilan mutantlar arasindaki

genetik benzerligi gosterir sekilde 0.117 ile 0.351 arasinda degisiklik gosterir.

Ankyropetalum genotipleri arasindaki maksimum benzerlik, A. arsusianum ile
A. reuteri’de (%35) goriilmiistiir. Bant sayilar1 5 (UBC 812, UBC 821, UBC 867 ve
UBC 885) ile 16 (UBC 851) arasinda degismektedir. Polimorfik bantlarin ve

bantlarin ortalama sayisi, her primer i¢in sirasiyla 9.195 ve 7.610’dur. En fazla

poslimorfik bant, 16 bant iireten ve 11 polimorfik bantla sonuglanan (GT)sYG’dir,

onu da 10 polimorfik bant tireten (AC)sYT takip etmektedir.

Cizelge 4.2.. Ankyropetalum tiirleri i¢in olusturulan Jaccard’in genetik benzerlik matriksi

A. gypsophiloides A. reuteri A. arsusianum
A. gypsophiloides 1.0000000
A. reuteri 0.1169355 1.0000000
A. arsusianum 0.1286307 0.3507109 1.000000
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Yukarida elde edilmis olan benzerlik indeksine gore tiirler arasindaki genetik
benzerliklere dayali dendogram verileriyse, Rohlf (2001) tarafindan gelistirilen
NTSYS-PC Ver. 2.1 programi kullanilarak “UPGMA (Unweighted Pair Group
Method with Arithmetic Mean) kiime analizi ile belirlenmistir. Dendrogramda iki
ana kiime goriilmektedir. Mutantlar arasinda ISSR bantlarina (1) ya da (0) olarak
deger verilmistir ve UPGMA analizi kullanilmistir. ISSR datas1 kullanilarak
UPGMA analizi ile yapilan dendogram Sekil 4.1.”de gosterilmistir.

A. reuteri

A. arsusianum

r T T
0.12 0.18 0.24 0.29 035

Coefficient

A. gypsophiloides cesitleri tek bir kiime ile temsil edilirken, 4. reuteri ve A.
arsusianum ikinci kiimeyi temsil etmektedir. UBC 881 ve UBC 826 ile olan ISSR

amplifikasyonunu temsil eden sonuglar Sekil 4.2.’de gosterilmistir.
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Sekil 4.2. %2 agaroz jelde UBC 881(a) ve UBC 826 (b) primerlerince olusturulan
Ankyropetalum tiirlerinin ISSR amplifikasyonunun temsili sonuglari. Orneklere ait
polimorfiz profillerinin jellere yiikklenme sirasi su sekildedir; M: 1 kb DNA ladder; 1.
Sira: 4. gypsophiloides; 2. Sira: A. reuteri; 3. Sira: A. arsusianum
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Ankyropetalum cinsi Gypsophila cinsine oldukca yakindir ancak ii¢ pargadan
olusan petalleri, uzun stamenleri, diizensiz boylamasina catlaklar1 ile tabandaki
patlayan kapsiilleri ve sferoid tohumlar1 (basik olmayan) ile ayrilir. Ankyropetalum
iyeleri, genis birlestirici lif membranli kaliksleri ile de Saponaria’dan ayrilirlar

(Huber-Morath 1967, Rechinger, 1988).

Tiirkiye’de dogal yayilis gdsteren Ankyropetalum cinsinin taksonlari, Huber-
Morath (1967) tarafindan temel olarak ilk 6nce hemen hemen dallanmamis ve
nispeten tiiysiiz (4. arsusianum) veya ¢ok dallanmis ve tiiylii olarak (4. reuteri ve A.
gypsophiloides), daha sonra ise ¢cok dallanmis ve tiiylii taksonlarda kendi aralarinda
kaliks disleri, petalin merkez lobu ile petal ¢engelinin tiiyliillik durumuna bagh

olarak birbirinden ayrilmigtir.

Giliniimiizde c¢ok sayidaki molekiiller markor tekniklerinin  gelistirilmesi
sonucunda, bitki ve hayvan popiilasyonlarinin genetik analizleri, evrimsel ve ekolojik

caligmalarin sayilari ¢ok biiylik bir hizda artmistir (Filiz ve Kog, 2011).

Bitki tilirlerinin tanimlanmasinda uzun zamandir kullanilan morfolojiye dayali
taksonomi gerek cevre gerek iklim kosullarinin etkisiyle tanimlama yapilirken yanlis
sonuglar elde edilmesine yol ag¢maktadir. Ancak her reaksiyonda DNA
fragmanlarinin biiyiik sayilarda artmasina olanak saglayarak olduk¢a kullanish bir
alternatif olan ISSR teknigi (Goodarzi ve ark., 2015) filogenetik ¢alismalarda, tiirler

i¢i ve tiirler aras1 varyasyon ¢aligsmalarinda siklikla kullanilmaktadir.

Bu c¢alismada, genel olarak Tiirkiye’de dogal vyayilis gdsteren ii¢
Ankyropetalum tiriiniin genetik benzerliginin gosterilmesi agisindan yapilan ilk
caligmadir. Bu c¢alismada Tiirkiye’nin farkli bolgelerinden toplanan (Gaziantep,

Osmaniye, Sanlurfa) li¢ Ankyropetalum tiiriiniin filogenetik iligkileri belirlenmistir.
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Bu c¢alismada, ISSR primerleri kullanilarak Tiirkiye’de bulunan Ankyropetalum
arsusianum, Ankyropetalum reuteri ve Ankyropetalum gypsophiloides taksonlarinin
genetik ¢esitliligi ve filogenetik iliskileri analiz edilmistir. Tiirlerin, DNA parmak izi
analizi ISSR tekniginde 48 primer kullanilarak gergeklestirilmistir. Polimorfizm
derecesi %83.68 olarak kaydedilmistir. En fazla polimorfik primer 16 band {ireten ve

11 polimorfik bantla sonuglanan (GT)sYG motifli primerdir.

ISSR datasina bagli olarak yapilan kiime analizinde, iki ana gruba sahip
dendogram elde edilmistir. Kiime dendrogrami bize, benzerlik katsayilarinin 0.117
ile 0.351 araliginda oldugunu gostermistir. A. gypsophiloides, bir kiime ile temsil
edilirken, A. arsusianum ve A. reuteri ikinci kiime ile temsil edilmektedir. En yiiksek
genetik benzerlik %35.07 orani ile Osmaniye’den Orneklenen A. arsusianum ile

Gaziantep’ten alinan A. reuteri arasinda gézlenmistir.

Bu tez ¢alismasinin sonunda Ankyropetalum tirlerinin ISSR (Inter Simple
Sequence Repeats-Basit Dizi Tekrar Aralar1) markorleri kullanilarak DNA parmak
izi profilleri elde edilmistir. Boylelikle Ankyropetalum cinsinin bilinen tiirleri ile
molekiiler karakterizasyonunda ISSR primerleri kullanilarak filogenetik iligkilerinin

belirlenmesi saglanmistir.

Bu tez ¢alismas1 Ankyropetalum tiirleri ile ISSR teknigi kullanilarak yapilan ilk
calisma Ozelligini tagimaktadir ve bu g¢aligma ile ISSR tekniginin Ankyropetalum
tiirleri arasindaki iliskilerin ve genetik cesitliligin degerlendirilmesi icin faydali bir

yontem oldugu gosterilmistir.

Sonug olarak bu c¢alisma ile Tiirkiye’de dogal yayilis gosteren Ankyropetalum
tirlerini ISSR primerleri kullanilarak genetik olarak karakterize etmis ve ISSR
analizlerinin, genetik ¢esitlilik ¢alisilmasindaki 6nemini gdstermistir. Bu yiizden bu
caligmanin sonuglar1 ileride yapilacak olan tanimlama ve molekiiler markor

caligmalarina kaynak olusturacak niteliktedir.
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