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Bitkiler aleminin en zengin familyalarindan biri olan Asteraceae (Compositae)
familyasindan Cirsium L. cinsine ait taksonlar Tiirkiye’de 3 seksiyon altinda
smiflandirilmaktadir.  Cirsium cinsinin  Epitrachys seksiyonuna ait C. macrobotrys
(C.Koch) Boiss. ve C. ciliatum Moench subsp. szovitzii (C.Koch) Petr. taksonlari dogal
alanlarinda hibrit bireyler meydana getirebilmektedirler. Bu ¢alismada, bu taksonlarin ve
meydana getirdigi hibritlerin ¢ekirdek genomuna ait iki farkli bolge (ITS ve ETS) ve
kloroplast genomuna ait iki farkli bélge (trnL-F ve rpl32-trnL) ¢alisilmus; hibrit bireylerin
ve atalarinin morfolojik ve molekiiler benzerlik ve farkliliklart tartisilip hibritlesme
mekanizmasi hakkinda yorumlar yapilmistir. Calisilan hibritlerden Cm7 (TD4891) kodlu
birey atalardan biri olan C. macrobotrys ile daha yakin iligskiliyken, Cm4 kodlu (BY 17228)
bir diger hibrit birey ise diger ata olan C. ciliatum subsp. szovitzii ile daha yakin akrabadir.
Calisma sonucunda elde edilen verilerden anlasildig: iizere cins ic¢indeki hibrit bireylerin
tiimii ayn1 ataya benzememektedir. Ayrica cins i¢indeki hibridizasyon mekanizmasi heniiz
tam olarak ¢oziilemese de molekiiler veriler hibrit bireylerin olugsmasinda hibritlesmenin
oldukca olagan oldugunu gostermistir.
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ABSTRACT

MOLECULAR CHARACTERIZATION OF SOME CIRSIUM MILL. SPECIES
AND HYBRIDS VIA DNA BARCODING
MSC THESIS
NAZLI OZKAN
BALIKESIR UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE

MOLECULAR BIOLOGY AND GENETICS
(SUPERVISOR: ASSIST. PROF. DR. TANER OZCAN)
BALIKESIR, FEBRUARY - 2021

Taxa belonging to genus Cirsium L. from one of the richest family of the plant kingdom
Asteraceae (Compositae) family are classified into the three sections in Turkey. C.
macrobotrys (C.Koch) Boiss. and C. ciliatum Moench subsp. szovitzii (C.Koch) Petr.
belonging to the Epitrachys section of the genus Cirsium can produce hybrid individuals in
their natural distribution areas. In this study, two different regions (ITS and ETS)
belonging to the nuclear genome and two different regions of the chloroplast genome
(trnL-F and rpl32-trnL) of these taxa and their hybrids were studied; the morphological and
molecular similarities and differences of hybrid individuals and their ancestors were
discussed and comments have been made on the hybridization mechanism. Among the
studied hybrids, the individual coded Cm7 (TD4891) was more closely related to one of
the ancestors, C. macrobotrys, while another hybrid individual coded Cm4 (BY17228) was
more closely related to the other ancestor C. ciliatum subsp. szovitzii. As can be understood
from the data obtained as a result of the study, not all hybrid individuals in the genus
resemble the same ancestor. In addition, although the hybridization mechanism within the
genus has not been fully resolved yet, molecular data have shown that hybridization is
quite common in the formation of hybrid individuals.

KEYWORDS: Cirsium, hybridization, DNA sequencing, Turkey.
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1. GIRIS

Cirsium Mill. Cinsi, bitkiler aleminin en zengin familyas1 olan Asteraceac (Compositae)
familyasinin Centaurea L. ve Hieracium L. cinslerinden sonra {igiincii biiyiik cinsidir [1].
Cins, Tiirkiye Florasi’'nda 23 taksonu endemik olan 71 takson (57 tiir), 2 hibrit tiir ve 7
stipheli kayit ile temsil edilmektedir. Cirsium cinsine ait tiirler Cirsium, Epitrachys DC. ve
Cephalonoplos (Neck.) DC. olmak {izere ii¢ seksiyon altinda toplanmistir [2-4]. Son
revizyon ¢aligsmalar1 sonucunda iilkemizde yayilis gosteren Cirsium cinsine ait tiir sayisi
68, takson sayist ise 80’¢ ulasmigtir. Bu 80 taksonun 50 tiirii (52 takson) Epitrachys
seksiyonuna, 17 tiirii (27 takson ve 2 hibrit) Cirsium seksiyonuna ve 1 tiir de (1 takson)
Cephalonoplos seksiyonuna ait olup, 80 taksonun 33 tanesi (% 41) Tiirkiye’ye endemiktir
[4-9].

Cirsium cinsi tyeleri ile ilgili yapilmis birgok morfolojik, sitotaksonomik, molekiiler ve
karyolojik calisma mevcuttur [2,6,8,9-24]. Buna ragmen, Cirsium  cinsinin
smiflandirilmasinda taksonomik a¢idan bazi problemler bulunmaktadir. Cirsium cinsine
ait tilirlerin biliyik ¢ogunlugunun dikenli olmasi, bu bitkilerin arazi gezileri esnasinda
yeterince toplanamamasina ve sonrasinda dikkatli bir sekilde incelenememesine neden
olmaktadir. Ayrica bitkilerin benzer doénemlerde veya yillarda toplanmamis olmasi,
cevresel degisimlerden etkilenerek fizyolojik ihtiyaclarmin degisebilmesi de morfolojik
karakterlerin dogru sekilde kullanilabilmesini yetersiz hale getirmektedir. Bu yiizden bazi
tiirlerin betimlemelerinde eksikler bulunmaktadir. Bunlarin yani sira morfolojik olarak ¢ok
yakin gruplar molekiiler ¢alismalarda farklilik gosterebilmektedir [6-8,10-13,16]. Bu
nedenlerden dolay1 bu cinsin smiflandirilmasinda son yillarda morfolojik karakterler ile

molekiiler karakterler beraber kullanilmaya baslanmistir [25].

Sistematikte son yillarda filogenetik yaklasimlar hizla yayginlagsmaktadir. DNA dizilerinin
ve filogenetik analiz yontemlerinin kullanilmasiyla bu yaklagim sistematige katki
saglamaya baglamistir [16]. Fakat biitiin canli gruplarinda oldugu gibi bitkilerde de heniiz
kesin sonuglar verip giivenle kullanilabilecek standart bir DNA dizisi mevcut olmayip,
daha ¢ok taksonomik gruplara 6zel DNA dizileri (belirteg) tespit edilmis ya da birden fazla
belirteci kombine edip kullanmak gerekmistir [26-49]. Cekirdek genomuna ait ribozomal
DNA’nin (ntDNA) ITS bolgesi (ITS1 + ITS2 + 5.8S geni) en cok cesitlilik gosteren ve
bitkilerle yapilan filogenetik ¢alismalarda da 6nemli ve kullanisli olan bir bolgedir [50-51].



Asteraceae familyast icin ITS bolgelerinin kullanighiligi Baldwin tarafindan kanitlanmigstir
[52-53]. Ayrica ¢ekirdek genomuna ait dizilerin ve bilhassa ITS dizilerinin organel DNA
dizilerine gore (kloroplast ve mitokondri), cinse ait olan tiirler lizerinde veya yakin akraba
olan cinsler arasindaki filogenetik iligkiyi arastirmada kullanilmasimnin daha iyi sonug
verdigi ¢esitli arastirmalarda gosterilmistir [50,52,54-56]. Ek olarak, ETS dizileri de bazi
Asteraceae cinsleriyle ilgili onemli filogenetik calismalarda kullanilmis ve filogenetik

acidan bilgi verici sonuglara ulasilmistir [25,51,54-63].

Bu ¢alismanin amaci Cirsium cinsinin Epitrachys seksiyonuna ait iki atasal taksonun ve
bunlarin meydana getirdigi hibrit bireylerin ¢cekirdek DNA’s1 (ntDNA) iizerinde bulunan i¢
transkripsiyon boslugu (ITS) ve dis transkripsiyon boslugu (ETS) ile kloroplast DNA’s1
(cpDNA) iizerinde bulunan genler arasi bosluk (trnL-F) ve ribozomal protein (rpl32)
bolgelerini PCR ile ¢ogaltip, baz polimorfizmlerine bakarak taksonlar arasindaki akrabalik
derecelerini belirlemek ve morfolojik wveriler ile karsilastirma yaparak taksonomik

problemlerin ¢éziimiine katkida bulunmaktir.

11 Asteraceae (Compositae) Familyasi ile lgili Genel Bilgiler

Asteraceae (Compositae) familyasi; bu ¢alismanin da konusunu olusturan Cirsium cinsini
igeren, ayn1 zamanda c¢icekli bitkiler arasinda tiir sayis1 en fazla olan familyadir. Diinyada
1620 cins ve 25040 tiir [64], lilkemizde ise 152 cins altinda, 1230 tiir, 133 alttiir ve 75
varyete olmak tlizere toplam 1438 takson ile temsil edilmektedir [65]. Asteraceae
familyasinin gen merkezinin, Bremer tarafindan 1993 yilinda yapilan kladistik ¢aligmalara

gore Giiney Amerika ve Pasifik oldugu ileri siiriilmiistiir [66].

Familyanm biiylik boliimiinii, 1liman bdlgelerde yayilis gosteren otsu formlar meydana
getirir. Familya tiyeleri Antartika bolgesi harig, yeryiiziinin hemen hemen her yerinde
yayilis gostermektedir [67-68]. Bu familyaya ait baz1 taksonlar Orta ve Giineybat1 Asya,
Meksika, Gilineydogu Brezilya, Giiney Afrika, Avustralya gibi degisik bolgelerde genis
oranlarda yayilis gosterirken bazi taksonlar ise ¢ok nadir alanlarda yayilis
gostermektedirler [69-70].

Asteraceae Tiirkiye’de 447 endemik tiir bulundurmakla birlikte, % 37 endemizm orani ile
en ¢ok endemik tiire sahip olan familyadir [2,5,71]. Asteraceaec familyasi Asteroideae,

Barnadesioideae, Carduoideae, Cichorioideae ve Mutisioideae olmak tizere 5 alt



familyadan olusmaktadir ve Carduoideae alt familyasinin ise Gochnatieae,
Hecastocleideae Tarchonantheae, Dicomeae, Pertyeae ve Cynareae olmak iizere 6 tribusu
bulunmaktadir. Cirsium cinsinin de dahil oldugu Cynareae tribusu ise 5 alt tribusa ayrilmis
olup 73 cins ve 2360 tirden olusmaktadir. Cirsium cinsi bu tribusun Carduinae alt
tribusunun bir iiyesidir [70]. Cynareae tribusu ¢ok sayida iiyesi bulunan ve iyi bilinen
cinsleri barindirmaktadir. Bu cinslerden Cousinia Cass. diinyada 662, Centaurea L. 400,
Saussurea DC. yaklasik 300, Cirsium 250-300, Centaurea L. 400, ve Carduus L. 90 takson
ile temsil edilmektedir [72-77].

Ulkemizde Cynareae tribusu 36 cins ile temsil edilmekte ve Centaurea cinsi tribus iginde
215 takson (%61,6’s1 Tiirkiye i¢in endemik) ile en fazla takson bulunduran cins olup
Cirsium cinsi ise 80 takson ile ikinci sirada gelmektedir. Bu tribusta yukarida da adi gegen
cinslerden Cousinia iilkemizde 37, Carduus 29 ve Saussurea ise 1 takson ile temsil
edilmektedir [2,4,78].

Asteraceae’nin morfolojik betiminden bahsedecek olursak, bu familya tiyeleri, bir, iki veya
cok yillik, otsu, c¢alimsi, tirmanici veya nadiren agagsi formdaki bitkilerden olusur.
Dokularinda her ne kadar ¢ogu cinste lateks (siitsii akiskan sivi) kanallar1 mevcut ve
karakteristik olsa da bazilarinda bulunmamaktadir. Yapraklar almash veya karsilikls;
nadiren stipullu (kulakg¢ik), yaprak ayasi bazen basit ve par¢alanmamig ama siklikla loblu
veya disli seklinde parcalanmistir. Cigek sayis1 genellikle fazla, nadiren tek ve cigekler
sapsizdir. Cicek durumu kapitulumdur -ki bu familyanin en karakteristik yapisidir- ve
kapitulumun etrafi tek veya ¢ok sirali involukrum ile ortiilmiistiir. Kapitulumlar zaman
zaman psodosefalum adi verilen ikinci bir kapituluma benzer bas sekline sahip
olabilmektedir. Cicekler 1sinsal ya da tek simetrilidir. Cigek tablasi ciplak, iizerinde
palealar (dilsi ¢ikintilar) mevcut ya da uzun tiylidir. Cigekler epigin (alt durumlu
ovaryum), hermafrodit, disi, erkek ya da verimsizdir. Cigcegin dis halkasi olan kaliks
ovaryumun ucunda pappus seklinde indirgenmis, pappus tily, kil ya da diken halini almig
veya bazen tamamen ortadan kalkmstir. Korolla, birlesik, tiipsii, titysti, dilsi, nadiren iki
dudakli, genellikle 3—5 disli veya bazen mevcut degildir. Erkek organlar (stamenler) 4-5,
epipetal (stamenleri petal veya korollaya bagli olan erkek organlar toplulugu) yapida,
filamentler genellikle serbest, anterler lateral olarak stilus gevresinde silindir halinde
birlesmis (singenezis), nadiren serbest ve i¢ yiizeylerden acgilan yapidadir. Disi organlar

(pistiller) bir tane, ovaryum alt durumlu, tek lokulus mevcut, iki karpelli, bazal (tabansal)



yapida anatrop oviil tek, plasentalanma bazal; boyuncuk genellikle iki parcali, bazen
tiyliidiir. Meyva alt durumlu, iki karpelli bir pistilden meydana gelir (aken=sipsela) ve

ucunda genellikle bir pappus veya kaliks kalintis1 tasir [79].

Asteraceae familyasi ekonomik yonden de diinyada ve iilkemizde 6nemli yeri olan bir
familyadir. Bu familya, gida olarak tiiketilen bitkileri; Lactuca L. (Marul), Cynara L.
(Enginar), yag hammadde kaynaklarmi; Helianthus annuus L. (Ay ¢igegi), kauguk
hammadde kaynaklarini; Taraxacum bicorne Dahlst. (Karahindiba), tibbi ve ilag
bitkilerini; Artemisia L. (Pelin otu), Anthemis L. (Papatya), Achillea millefolium L.
(Civanpergemi), Tanacetum parthenium (L.) Schultz Bip. (Giimiisdiigme) ve Arnica
montana L. (Arnika), siis bitkilerini; Aster L. (Yildiz pat1), sukulentleri; Kleinia Mill.,
yabani otlar1; Cirsium Mill. (Devedikeni-Koygogiiren), Sonchus L. (Esekgevregi) ve zehirli
bitkileri; Senecio L. (Kanaryaotu) igerir [80-82].

12 Cirsium Mill. Cinsi ile Tlgili Genel Bilgiler

1.2.1 Cirsium Cinsinin Morfolojik Ozellikleri

Cirsium (devedikeni) cinsindeki bazi tiirlerin, Cnicus (Topdiken), Carduus (Esekdikeni)
gibi diger cinslerin baz tiirlerinden kolayca ayirt edilemeyen benzer 6zellikler géstermesi
nedeni ile Cirsium kompleks ve zor bir cins olarak bilinmektedir. Cynareae tribusunda
bazi cinslerin siniflandirilmasinda taksonomik sorunlar goriilmektedir. Bu tribustaki
cinslerden biri olan Cirsium; yaprak sekilleri, kapitulum yapisi, ve gévdelerinin dikenli
olusu gibi bazi1 morfolojik 6zellikleriyle, ayni tribusta bulunan Onopordum L. (Kangal) ve
ozellikle de Carduus ile ayni alanda yayilis gosteren populasyonlarda yakin benzerlikler
gostermektedir [73-74].

Cirsium tiirleri ¢ok yillik, iki yillik, nadiren tek yillik otsu bitkiler olup nadiren iki evcikli;
govde kismi dikenli-kanath veya dikensiz, dallanmis veya dallanmamistir. Yapraklar genis
rozet seklinde, almash dizilisli, st yiizeyi kil seklinde tiiylii ve kiiglik dikenli, kenarlar
dikenli, yaprak ayasinin kenarlar1 tam veya tiiysii derin parcali (pinnatisekt). Kapitulumda
cigekler ayni1 anda olgunlasir, tablamsi1 yapida, tek veya ¢ok sayida. Fillariler (brakte) ¢ok
sirall, kiremit seklinde dizilmis, {ist kisimlarda yatik veya bazen dik, u¢ kismin hemen
altinda salg1 cebi var veya yok, genellikle ucgta bir igne, kenarlar1 diiz-kiiciik dikenli veya
cikintili. Cigek tablasi uzun tiiylii. Cigekler tiip seklinde, cogunlukla iki nadiren tek eseyli,

genellikle esit olmayan 5 pargali, beyazdan morumsu-kirmizimsi bazen de sarimsiya kadar;



korolla tlipliniin tabani hafif¢e genislemis yapida. Pappus cok sirali, kus tiyii gibi
yumusak, tabanda bir halka iizerinde bagli, kalic1 veya disiicii, i¢ taraftaki tiiyler daha
uzun, ¢ogunlukla piiriizlii veya tepede kalinlasmis; ¢ok nadiren tamamen piiriizlii. Polen
yapilar1 iki kutuplu, ekvatoral ve kiireseldir. Akenler az ¢ok dikdortgenimsi, yassi,
plirlizsiiz, ¢iplak, az c¢ok yarikiiremsi tiimsekgikli, oviilii plesantaya baglayan uzantinin

ovule birlestigi yer (hilum) oval, tabandan az yukarda [4,12,15,83-84].

1.2.2 Cirsium Cinsinin Diinya Uzerindeki Yayilis1

Cirsium cinsine ait tek yillik dikenli tiirler Kuzey yarimkiire ve subtropikal bolgelerde
yayilis gostermekte olup bunlarin ¢ogunlugu Avrasya’da yayilis gostermektedir. Avrupa,
Kuzey Afrika, Sibirya, Asya’nin giineybatisi, Afrika’nin dogu ve batis1 ile Amerika’da
siklikla cok yillik veya iki yillik tiirler yayilis gosterirken, tek yillik tiirlere ender rastlanir.
Avrupa’nin gilineybatisi, Kafkas daglari, Asya’nin giineyi, Cin’in gilineybatisi, Japonya,
Kuzey Amerika’nin batist Cirsium cinsi igin tiir ¢esitliliginin en fazla oldugu alanlardir

[73, 85-87].

Cinsin tiirleri deniz seviyesinden Alpler’e ve Kanada’nin kuzey bdlgelerinden Orta
Amerika’nin tropiklerine kadar yayilis gosterir. Cinsin tiyeleri genellikle ormanlik alanlar,
otlak alanlar, ¢cayir, bozkir, mera, kumlu bolgeler, yol kenarlar1, hendekler, gol, dere, nehir,
¢Ol gibi pek cok habitatta yetisir. Nemli topraklar1 seven bir cinstir. Tiirkiye’de ise bu
cinsin lyelerinin 6zellikle Dogu ve Kuzeydogu Anadolu’da dagilim gostermis oldugu
goriilmektedir ve cinsin ana merkezinin Trabzon ve Artvin arasinda oldugu
diisiiniilmektedir. Bu alan Tiirkiye’nin ana endemik merkezlerinden biridir [4,70,85,87-

o1].

Cirsium cinsi diinya genelinde yaklasik 250 tiir ile temsil edilirken Tiirkiye’de giiniimiizde
68 tiir (33’1 endemik olan 80 takson) ve 2 hibrit takson ile temsil edilmektedir. 50 tiir, 52
takson Epitrachys DC. seksiyonuna, 17 tiir, 27 takson ve 2 hibrit Cirsium seksiyonuna ve 1
tir de Cephalonoplos (Neck.) DC. seksiyonuna aittir [5,7,8,92]. Bununla birlikte, Rusya
Florasinda (USSR) 7 seksiyon ve 16 alt seksiyon altinda olmak tlizere 111 tiir [85], Avrupa
Florasinda 3 seksiyon altinda 60 tiir [86], iran Florasinda 5 seksiyon ve 7 alt seksiyon
altinda olmak {izere 36 tiir [87], Kuzey Amerika florasinda 62 tiir [88], Suriye, Filistin ve
Sina Florasinda 14 tiir [93], Cin Florasinda 46 tiir [94], Tayvan florasinda 12 tiir [95],



Japonya Florasinda 55 tiir [96] bulunmaktadir. Gortildiigl iizere yayilis gosteren tiir sayisi

acisindan ililkemiz oldukg¢a zengin bir yapiya sahiptir.

1.2.3 Cirsium Cinsinin Taksonomik Gelisimi

Cirsium cinsi ile ilgili ilk ¢alismalarin Linnaeus oncesi yazarlardan, Tourneforte, Bauhin
ve onlarin ¢agdasi olan yazarlar tarafindan yapildig:1 anlasilmaktadir [97-98]. Cinsin otorii
bazi eserlerde Adanson [87], bazilarinda ise Miller [4, 85] olarak verilmektedir. Cinsin
otorii ile ilgili literatiir bilgilerine gore:

Linnaeus (1753) “Species Plantarum” adli eserinde dikenli bitkileri Carduus ve Cirsium,
Sonchus ve Centaurea olmak iizere 4 genel gruba ayirmistir. Baglangigta bu dikenli
bitkilerin ¢ogunlugu Cirsium cinsine dahil edilmis, sonralart birgok Cirsium tiirii Cnicus

cinsi iginde islenmistir [99-100].

Miller 1754 yilinda yayinlanan “The Gardens Dictionary” adli eserinde Cirsium ismini
kullanmis ve cinsin 13 tiiriinii polinominal adlar1 ile listeleyerek ilk kapsamli bilgileri
vermis olup, cinsin tiirleri i¢in genel vejetasyon donemleri ile Avrupa’daki yayilisindan da

kisaca bahsetmistir [101].

Adonson ise 1763 yilinda yaymlanan “Families Des Plantes” adli eserinde Cirsium ismini
kullanmis ve cinsin 6zelliklerini ¢ok kisa vermis, tiir listesi vermemistir. Ayrica, bu eserde

Cirsium isminin ilk kez Tournefort tarafindan kullanildig1 anlagilmaktadir [102].

Cinsle ilgili ilk kapsamli ¢aligmalardan biri olan “Prodramus Systematis Naturalis” adli
eserinde De Candolle (1838) cinsin 137 tiiriinii 6 seksiyon igerisinde vermistir. Ayrica bu
calismaya gore Lophiolepis Cass. seksiyonu 4 tiir, Eriolepis Cass. seksiyonu 38 tiir,
Orthocentron Cass. seksiyonu 6 tiir, Corynotrichum DC. seksiyonu 3 tiir, Cephalonoplos
(Necker) DC. seksiyonu 5 tiir ve Onotrophe Cass. seksiyonu 81 tiirden olugsmaktadir [103].
Tirkiye’de yayilis gosteren Cirsium cinsi, Boissier (1875, 1888) tarafindan “Flora
Orientalis" adli eserde 4 seksiyon (Epitrachys DC., Chameleon DC., Lamyra Cass. ve

Breea Less.) altinda islemis ve 74 tiir tanimlanmistir [ 104-105].

Sommier and Levier (1895) ise Tiirkiye tiirlerinin de yer aldig1 “Cirsium del Caucaso” adli

eserinde seksiyonlarini belirtmeden 53 tiirli betimleri ile birlikte vermistir [106].



Petrak (1917) tarafindan Kuzey Amerika Cirsium tiirleri {izerine yapilan kapsamli bir
caligmada ise Eucirsium alt cinsi altinda 6 seksiyon, 17 alt seksiyon ve 84 tiir verilmistir
[107]. Yeni Diinya Cirsium tiirleriyle ilgili kapsamli bir ¢alismaya 62 tiir ile Kuzey

Amerika Floras1’ nda yer verilmistir [88].

Petrak (1979) Iran Florasi’nda 5 seksiyon, 7 alt seksiyon, 4 seride 36 tiire yer vermistir

[87].

Charadze (1963), Flora USSR’de yer alan 112 tiirii 7 seksiyon, 21 alt seksiyon ve 22 seriye
ayirmistir [85].

Werner (1976) Avrupa Florasi’nda 60 tiirti 3 seksiyon altinda vermistir [86].

Tiirkiye Florast’ nda ise son revizyon g¢aligmalart sonucunda Cirsium cinsine ait tiir sayisi
68, takson sayisi ise 80 olarak verilmistir. 80 taksonun 50 tiirii (52 takson) Epitrachys
seksiyonuna, 17 tiiri (27 takson ve 2 hibrit) Cirsium seksiyonuna ve 1 tiir de (1 takson)
Cephalonoplos seksiyonuna ait olup, bu taksonlardan 33 tanesi (% 41) Tirkiye’ye
endemiktir [4-9].

1.2.4 Cirsium Cinsi Uzerine Yapilan Calismalar

Daha eski tarihlere uzanan morfolojik verilere dayali taksonomik problemlerin
¢oziimlenmesi c¢alismalar1 artik gilinlimiizde c¢ok farkli karakterlerin kullanilmasi ile
desteklenmektedir. Bitki tiirleri ile yapilan kimyasal, sitolojik, anatomik, embriyolojik,
palinolojik, fizyolojik, molekiiler vb. karakterlere dayali ¢alismalar, bu tiirlerin
siniflandirilmasinda ve 6zelliklerinin daha dogru sekilde ifade edilmesinde ve ayrica cins
ici veya dis1 filogenetik akrabaliklarin ortaya koyulmasinda gilinlimiiz taksonomisinde
siklikla kullanilmaktadir. Cirsium cinsi ile ilgili yapilan bazi 6nemli ¢alismalar su sekilde

Ozetlenebilir:

1.2.4.1 Morfolojik ve Anatomik Calismalar

Morfolojik ¢aligmalar Asteraceae familyasina ait liyelerde, taksonlarin arazi gozlemlerinde
kolayca ayirt edilebilmelerini saglamaktadir. Bilhassa Asteraceae familyasina ait meyve
tipi olan akenlerin morfolojisi ve anatomisi sistematik anlamda oldukg¢a bilgi vericidir ve

tiirler arasindaki akrabalik iliskilerini ortaya koyabilmek i¢in yaygin sekilde



kullanilmaktadir [108-122]. Elde edilen karakter sayisi ne kadar fazla olursa elde edilen
bulgular da o derece bilgi vericidir.

Cirsium cinsinin Cirsium seksiyonundan Tiirkiye’de yayilis gosteren 15 tiiriin (21 takson)
aken morfoloji ve mikromorfolojileri incelenip analiz edilmistir. Bu ¢alismada 59
morfolojik ve mikromorfolojik karakter incelenmistir. Aken yiizeylerinin 6zellikleri ilk kez
ortaya ¢ikarilmis ve ayrica aken 6zelliklerinin, tiirlerin morfolojik benzerliklerine katkilari
da tartistlmistir [12]. Yine Cirsium seksiyonuna ait 14 tiiriin (21 takson) aken morfolojisi

calisilmig ve aken ylizey 6zellikleri 7 ana bashiga ayrilmigtir [123].

Bu ¢alismada kullanilan taksonlarin da ait oldugu Epitrachys seksiyonundan 17 tiirin aken
morfolojileri, mikromorfolojileri ve anatomik yapilar1 detayl sekilde calisiimis ve elde
edilen UPGMA dendrogramlari ile de tiirler arasindaki iliskiler tartisilmistir [124]. Bir
bagka calismada ise yine Epitrachys seksiyonuna ait 15 tiiriin aken morfolojisi ve
anatomisi arastirilmis olup aken yiizey yapilari ile perikarp ve testa anatomisinde dnemli
farkliliklar goézlenmistir. Bu li¢ 6zelligin tiirlerin ayirt edilmesindeki dnemi tartisilmistir

[125].

Asteraceae lyeleri ile alakali anatomik caligmalar ¢ok sayida olmayip bilhassa kok ve
rizom anatomisinin Onemli oldugu, 59 tiir calisilarak gosterilmistir [126]. Bir diger
calismada, Kuzeydogu Anadolu’da yayilis gosteren 26 taksonun yaprak anatomileri
karsilastirilmis ve tiirlerin ayirt edilmesinde anatomik karakterlerin ne denli 6nemli oldugu
tartigtlmistir [127]. Bir bagka ¢alismada ise Artvin’de yayilis gosteren Cirsium caucasicum
(Adams) Petrak, C. kosmelii (Adams) Fisch. ex Hohen., C. rigidum DC ve C.
pseudopersonata Boiss. & Bal. subsp. kusnezowianum (Somm. & Lev.) Petrak
taksonlarinin kok anatomileri karsilastirilmis ve 6nemli bulgular elde edilmistir [128].
[ran’da yayilis gosteren 17 Cirsium tiiriiniin kullanildig1 bir diger ¢aligmada ise tiirler 33

anatomik karakter (18’ i yapraga ve 15’ 1 koke ait) acisindan incelenmistir [20].

1.2.4.2 Kromozom Calismalari

Cirsium cinsi iizerinde yapilan kromozom g¢alismalari cinsin hibritlesmesi ile ilgili 6nemli
bilgiler sunmakta olup bu caligmalardan bazilarmmi soyle siralayabiliriz: Yapilan bir
caligmada Orta Amerika (Meksika) ve Bati Hindistan’da yayilis gosteren Cirsium

tirlerinin revizyon galismasinda kromozomal veriler elde edilmistir. Bu ¢alismaya gore



Amerika kitasina ait Cirsium tiirlerinin haploid kromozom sayilart n = 9’dan n = 17’ye
kadar degisiklik gostermektedir. Bu kromozom sayilarinin neden degisiklik gosterdigine
dair bir bilgi verilmemistir. Ayrica bazi tiirlere ait kromozom sayilarinda bir veya daha
fazla ekstra kromozomlarin bulunmasi, bu cinsin tiirlesme mekanizmasin1 daha da
karmagiklastirir. Meksika’da yayilis gosteren C. ehrenbergii Sch.Bip. ve C. ochrocentrum
A.Gray tiirleri, bu sekilde ekstra kromozom sayilarina sahip olarak sunulmustur. Bu iki
tiirtin kok uclarindan elde edilen kromozom sayilar1 ise 2n = 38 olarak rapor edilmistir.
Morfolojik verilere ek olarak kromozom bilgisinin de sunulmasi Cirsium cinsinin

taksonomisine fayda saglamaktadir. [128-129].

Yapilan pek ¢ok ¢alismada Cirsium cinsi iginde en ¢ok goriilen kromozom sayist 2n = 34
olarak tespit edilmistir. Bu da ¢alismalarda kullanilan tiirlerin %69 una tekabiil etmektedir.
Tetraploid yapiya sahip tiirlerin %10’unda kromozom sayilari 2n = 68 seklindedir. Daha az
olmakla beraber 2n = 30 ve 32 kromozom sayisina sahip tiirler de belirlenmistir. Cok daha
nadir de olsa 2n = 16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 52 ve 102 kromozom sayisina sahip tiirler de
bulunmaktadir [20-21,24,86,130-144]. Ayrica Hindistan, Slovakya ve fran’da yayilig
gosteren bazi Cirsium tiirlerinde de kromozom sayisi 2n = 34 olarak raporlanmustir [145-
147].

Tiirkiye’de yayilis gosteren 12 takson ile yapilan bir kromozom g¢aligmasinda Cirsium
cinsine ait 6 taksonun (C. pseudopersonata Boiss & Bal. subsp. pseudopersonata, C.
simplex subsp. armenum (DC.) Petrak, C. munitum (Bieb.) Fischer, C. macrobotrys
(C.Koch) Boiss., C. sommieri Petrak ve C. trachylepis Boiss.) kromozom sayilar1 2n = 34
olarak ilk kez bilime kazandirilmigtir [20]. Kuzeydogu Anadolu Cirsium tiirleriyle yapilan
baska bir caligmada 11 takson ve 1 hibritin kromozom sayilar1 bilime ilk kez kazandirilmig

olup, 1 taksonda yeni poliploidi seviyesi belirlenmistir [21].

Bir diger calismada Cirsium cinsinin Epitrachys seksiyonuna ait olan C. sintenisii, C.
boluénse, C. baytopae, C. poluninii ve C. ellenbergii tiirlerinin kromozom sayilar1 ilk kez
raporlanmistir. Ayrica 5 tiiriin daha detayli karyotip analizi yapilmis ve kromozom sayilari

2n =32, 34, 36, 60 ve 68 olarak tespit edilmistir [132].

Genel olarak Tirkiye’de dogal yayilis gosteren Cirsium tiirleriyle ilgili yapilan

caligmalarda, bu cinse ait kromozom sayilar1 2n = 32, 34, 60 ve 68 olarak raporlanmistir



[20-21,132]. Bu elde edilen kromozom sayis1 verileri, cinsin kromozom sayisinin ii¢ temel
haploid say1 iizerine (x = 12, 17 ve 18) oturdugunu gostermekte ve cinsin tiirleri arasinda
kromozom sayilarinin andploidi ve poliploidi seklinde farklilasmis olabilecegini akla

getirmektedir [148].

1.2.4.3 Palinolojik Calismalar

Polen morfolojisi bilhassa son yillarda cinslere ait iiyelerin siniflandirilmasinda ve
filogenetik iligkilerinin agiga ¢ikarilmasinda oldukga fazla bagvurulan bir alandir [149-
153].

Asteraceae familyas1 “europalynos” yapida palinolojik 6zelliklere sahip bir familyadir. ilk
olarak Wodehouse tarafindan palinolojik olarak incelenmistir [154]. Polenler genellikle
trikolporat, kolpuslar genis ve belirgindir. Polenler genellikle oblat-sferoidal-prolat polen
sekline sahiptir. Asteraceae familyasinin polen morfolojisi ile ilgili yapilmis bir¢ok calisma

bulunmaktadir [80,149,155-157] .

Ulkemizde Cirsium cinsi ile ilgili yapilan ¢aligmalarda elde edilen palinolojik bulgulara
gore Cirsium cinsine ait farkli polen tipleri ve alt tipleri belirlenmistir. Calisma sonucunda
Cirsium cinsinin elektron mikroskobu verilerine gore polenleri isopolar, trizonokolporat;
P/E oram1 0.77-1.56 arasindadir. Polen seklinin suboblattan prolata kadar cesitlilik
gosterdigi tespit edilmistir [148].

Epitrachys seksiyonunda yer alan Cirsium sivasicum Yildiz, Arabact & Dirmenci ve C.
peshmenianum Yildiz, Dirmenci & Arabac tiirleri ve bunlara yakin akraba bazi taksonlar
ile aralarindaki farkliliklar polen morfolojilerine bakilarak degerlendirilmis, tiirler polen
tiplerine gore 3 kategoriye ayrilmistir [16]. Bir diger ¢alismada C. baytopae P.H.Davis &
Parris ve C. bulgaricum DC morfolojik ve palinojik olarak detayli olarak incelenmis ve
farkliliklarina deginilmistir [158]. 2016 yilinda yayimlanan bir ¢alismada Hakkari’den C.
semzinanicum Firat adinda yeni bir tiir tanimlanmis ve tiirin C. karduchorum Petrak ile
morfolojik ve palinolojik karakterler agisindan benzerlik ve farkliliklar1 tartisilmistir. Bu
calismada, tektum ve kolpus ozellikleri iki tiiriin ayirt edilmesinde yardimci karakterler
olarak kullanilmistir [92]. Bir baska ¢alismada Kuzey Dogu Anadolu’da yayilis gosteren 3

Cirsium taksonunun polen morfolojileri ilk kez detayl olarak ¢alisilmistir [14].

10


http://tureng.com/en/turkish-english/%26
http://tureng.com/en/turkish-english/%26

Bir baska calismada, Cirsium cinsine ait olan; Iran’da yayilis gosteren Cirsium,
Cephalonoplos, Echenais, Epitrachys ve Pseudoepitrachys seksiyonlarindaki 23 adet tiiriin
polen morfolojileri ilk kez analiz edilmis ve ¢alismalar sirasinda 151k mikroskobu ve
taramal1 elektron mikroskobu kullanilmistir. Calisma sonucuna gore polen tanelerinin
radyal simetrik, izopalar, trizonokolporat yapida ve ekzin yapilarinin ekinat oldugu, polen
seklinin ekvatoral eksende suboblattan oblat-sferoidale kadar, polar eksende circulardan

triangulara kadar gesitlilik gosterdigi belirtilmistir [159].

1.2.4.4 Molekiiler Calismalar

Cins ve tiirler aras1 siiflandirmalarda veya hibritlerin belirlenmesinde genom biiyiikligii
karsilagtirmalar1 6nemli faydalar saglamaktadir [160-162]. Bitkilerin iklimsel degisiklikler
ve farkli cografik bolgelerdeki dagilimlart durumunda DNA miktarindaki farkliliklar flow
sitometri analizleriyle ortaya cikarilmis, yakin iliskili tiirlerin uzak iligkili tiirlere gore
genom biiyiikliiklerinde daha az varyasyon goriilmiistiir [163]. Bu da yakin tiirlerin genetik

acidan da benzer olmasi durumunu agiklar niteliktedir.

Cirsium cinsinin bazi hibritlerinde gergeklestirilen flow sitometrik analizler sonucu hibrit
genomlarinin DNA miktarlarinin iki ebeveyn arasinda bir yerde yer aldig1 goriilmiis, ayni
zamanda tek yillik tiirlerle ¢cok yillik tiirlerin involukrum, kapitulum uzunlugu ve igne

yapilari ile genom biiyiikliikleri arasindaki iliski incelenmistir [130].

Cirsium ve Carduus cinsleri bazi molekiiler filogenetik calismalara gore monofiletik
cinslerdir. Bunun yaninda Carduus cinsi, kabuklu (pul pul) veya sakalli pappus ve
genellikle kanatli gévde goriintiisiiyle, tiiysii pappuslu ve daha az dallanmis govdeli
Cirsium’dan ayrilir [25,60,75,87,164-165]. Kelch ve Baldwin tarafindan yapilan molekiiler
filogenetik ¢alismalar, Cirsium cinsinin gesitliliginin Avrasya’dan gelen tek bir baslangig
girisine dayanan hizli evrimsel farklilasmanin bir sonucu oldugunu goéstermektedir.
Cirsium cinsinin Kuzey Amerika'da rDNA gelisimi olduk¢a korunmustur ya da hizli bir
ekolojik radyasyona maruz kalmistir. Kuzey Amerika Cirsium tiirleri arasindaki iliskiler
karmasik oldugundan molekiiler c¢alismalar bu tiirlerin filogeni taslagini saglamak

amaciyla baslatilmistir [25,60,78,88,90,166].
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1.2.45 Kimyasal Calismalar

Cirsium cinsi cesitli toplumlarda halk arasinda siklikla kullanilmaktadir. Ulkemizde de
baz1 tiirlerinin yenilebilir nitelikte olmasi ve bagisiklig1 destekleyici 6zelliklerinin olmast,
kimyasal icerigi hakkinda cesitli arastirmacilarda merak uyandirmistir. Cins ile ilgili

yapilan bazi kimyasal ¢alismalar su sekilde 6zetlenebilir:

Cirsium cinsi tiirlerinin kimyasal analiz calismalar1 sonucunda flavonoid, asetilen,
poliasetilen, sterol, triterpenler, alkoloidler, alkinler, hidrokarbonlar, seskuiterpen
laktonlari, fenolik asit ve lignin bilesimlerini icerdigi goriilmiis, bu bilesimler arasinda en
yogun flavonoidlerin bulundugu belirtilmistir [15,167-175]. Ayrica Cirsium tiirlerinin
kersetin, vanilik asit, p-hidroksi benzoik asit ve kumarik asit igerdigi de bildirilmistir [176-
180].

Cirsium tiirlerinin 6ziitlerinde yiiksek oranda bulunan mikro elementler (Fe, Zn, Mn, Cu,
Co, B), metanol 6zii, total fenol igerigi ile etil asetat 6zii antioksidan aktive edicidir.
Kolesterol dengesini diizenlemede sterol ve triterpenlerin ve istah kesici etki gostermede
alkinlerin 6nemli bir rolii vardir. Cinsin tiim tiirlerinde bulunan Linanin ve Pektolinanin’in
iltihaplara kars1 onleyici anti-inflamatuar etkisi bulunmaktadir. Ote yandan diosmetin,
vicenin-2, skullerin ve rutin ise anti-mikrobiyal etkisi bulunan ¢ok 6nemli kimyasallardir.
Yazin maksimum seviyede oksin ve gibberellin hormonu ile birlikte Indol bilesimlerinden;
Indolasetikasit, Indolaldehit, Indolkarboksilikasit, Indolasetonitril ve triptofan belirli
oranlarda Cirsium koklerindeki biiylimeyi tesvik edici ve biiyiimeyi engelleyici hormonlar

ve kimyasallardir.

Cirsium tiirlerinin genelinde biiyiimeyi tesvik edici gibberellin hormonu 5 farkli varyetede
(gibberellin A3, A7, A1, A4 ve gibberellin A8) kategorize edilmistir. Kisin en ytliksek
seviyede biliylimeyi engelleyici olarak etkili hormon ise ABA (Absisik asit)’dir [181-190].
Cesitli iilkelerde yayilis gosteren farkli Cirsium iiyeleri ile ilgili yapilan ¢alismalarda da
hispidulin 7-nechesperidozid [191], luteolin 5-O-b-D-glukopiranozid ve aglycone luteolin
flavonoid [192], isokempferid 7-O-d-(6-methylglukuronid) [193] yeni elde edilen bazi
flavonoidlerdendir. Tiirkiye’de yayilis gosteren bazi Cirsium tiirleri ile ilgili kimyasal
calismalar da yapilmistir ve bilhassa ¢esitli flavonoidlerin zenginliginden bahsedilmistir
[83,194].
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1.2.4.6 Etnobotanik Calismalar

“Cirsium” ismi Tirkce “sigmis damar” anlamimna gelen Yunanca kokenli “Cirsos”
kelimesinden tiiretilmistir [85,195]. Cirsium tiirlerinin varis iyilestirici olarak kullanildigi
bircok bilimsel arastirmada belirtilmistir [196]. Halk arasinda “kdy gocerten, kangal
dikeni, esek dikeni, ¢arik kesen, hamur kesen, su dikeni, kazan kulpu, korkenger” olarak

bilinen Cirsium tiirlerinin bazilar1 yiyecek veya ¢ay olarak tiiketilebilmektedir [197-199].

Anadolu’da bu tiirlerin ¢igekleri peptik iilsere ilag olarak, géovde kismi ise Oksiiriik ve
bronsit tedavisinde kullanilir. Cirsium italicum Mill. tohumlarinin anal fissiir tedavisinde
kullanildig1 bilinmektedir. [200-203]. Cirsium arvense (L.) Scop. (Koy gogiiren = Koy
gocerten) tiirlinlin ¢igekli dal kisimlart ve kokleri kuvvet verici ve istah agici olup
tohumlar1 anne siitiinii ve safra salgilarii artirir. Yapraklar1 verem ve c¢esitli solunum
hastaliklarina karsi tedavi edicidir, ayn1 zamanda homeostatik denge bozukluguna neden
olan bagirsak hastaliklar i¢in sifali bir bitkidir. Cigekli kisimlar ¢ig tiiketilerek diyabet
tedavisinde (kan sekerini digiirlicii) olarak kullanildigr gibi; kok ve ¢igeklerinden
hazirlanan ¢ay, kalp hastaliklar1 ve damar tikaniklig1 tedavisinde kullanilmaktadir [15,200-
205].

Yapilan bazi ¢aligmalarda ise Tiirkiye’ye endemik C. yildizanium Arabaci & Dirmenci
bitkisinin bazi ¢dzeltilerinin  asetilkolinesteraz ve biitirilkolinesteraz  inhibitorleri
igeriginden dolay1r alzheimer, myastenia gravis, demans, ataksi ve parkinson gibi
asetilkolin seviyesinin azalmasi ile iliskilendirilen hastaliklara, tirozinaz inhibitorleri
iceriginden dolay: ise hiperpigmentasyona karsi kullanilabilecegi saptanmistir [19,206].
Ilag sanayinde agiz yaralarm iyilestirici ve ¢ocuklar icin kurt doktiiriicii ilag yapiminda
kullanilmaktadir. Geleneksel tipta kullanilan baslica devedikeni tiirleri: Tarla devedikeni,
koygociiren devedikeni, beyaz devedikeni, sivri devedikeni, yiinlii devedikeni, sapsiz
devedikeni ve bataklik devedikenidir. C. vulgare (Savi) Ten. (boga devedikeni) bitkisinin
koklerinin kaynatilmasiyla elde edilen lapa; agiz yaralarinda, tiim bitkinin sicak infiizyonu
romatizmal eklem tedavisinde bitkisel buhar olarak ve yine tiim bitkinin kaynatilmasi,
kanayan bagsur tedavisinde internal ve eksternal olarak kullanilmaktadir [207]. Taze
yapraklarinin kaynatilmasi ile elde edilen surup; soguk alginligin1 Onleyici ve ates
diistiriicii olarak, ¢icegi; egzama, sarilik, kasintt ve sivilcelere kullanilir [15]. Cirsium
arvense, C. vulgare ve C. palustre (L.) Scop. sifali bitkiler olmalarina ragmen, saldirgan

ozellikleri nedeniyle tarim alanlar igin zararh, hatta tek yillik bitkiler iizerinde 6ldiiriicti
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etki goOsteren, tahil tarlalarinda verimi diisiiriicii etkiler teskil eden, giftciler icin biiylik
problem yaratan ¢ok yillik tarla yabanci otlaridir. Diinya ¢apinda yayilis gosterdigi tarim
alanlarinda; mahsul geliri bakimidan %15- %20’lik {iriin kaybina sebep olurken; bu oran
tilkemizde %24-%30’dur [208-210]. Baz1 Cirsium tiirlerinin gévdedeki dal ve yapraklari
da hayvancilikta yem olarak kullanilir [211]. Yapraklardaki yiiksek protein igerigi ve
kokteki nisastanin iniilin zenginligi, sindirimi kolaylastiric1 etkiye sahiptir. Yakit olarak
kullanildig1 gibi endiistride kumas boya yapiminda ve i¢ kabugundan elde edilen lifler
kagit yapiminda kullanilir [212] . Kurutulmus ¢icekleri, bitki siitlerini katilagtirmak i¢in bir
mayadir [213]. Devedikenlerinin tiim tiirlerinin ¢ekirdeklerinden sikma yoluyla iyi yag
tiretilir [214-215]. Tirlerin diger bir 6zelligi de bal {iretimi i¢in kullanilan en iyi bitkiler
arasinda yer almalaridir. Bazi1 Cirsium tiirlerinden elde edilen bilesiklerin farelerde mevcut

kulak 6demini inhibe ettigi bir ¢alismada bildirilmistir [216-218].

Farkli iilkelerde bazi Cirsium tiirleri halk arasinda karaciger ve bobrek iltihaplanmasi,
karin ve bagirsak agrist gibi hastaliklarin tedavisinde [172,192,219-220], antiinflamatuar
etkilerinden dolay1 ise geleneksel tipta kullanilmaktadir [193,221]. Bazi tiirlerinin taze
yaprak ve govdesi kalsiyum, protein ve A vitamini agisindan zengindir ve
yenilebilmektedir. Ayrica, kanamayir durdurma, idrarda kan goriilmesi, kan kusma ve
hipertansiyon gibi hastaliklarin tedavisinde kullanilir [170,215,222-236]. Farkh tiirleri
osteoartrit, kikirdak kaybi1 ve menapoz donemindeki kadinlarda kemik kaybina karsi
Onleyici olarak kullanilabilmektedir [237-241]. Baz tiirleri halk arasinda akciger, rahim ve
kan kanseri tedavisinde kullaniminin yani sira iy1 huylu prostatin gelisimi ile ilgili olarak
idrarda kan goriilmesinin tedavisinde kullanilan diisiik toksisite ve yan etkili dekoksiyonun
bilesimine girer. Ayn1 zamanda akut siniizit tedavisinde hazirlanan bitki karigimlarinin
dekoksiyonunda kullanilan bitkilerdendir [242-244]. Ayrica agiz kokusu gidermede de
kullanilan tiirleri bulunmaktadir [245]. Baz tiirlerinin kokleri yenilir, tursu olarak tiiketilir,

salamurasi yapilir ve etli yemeklerde kullanilir [232,246-247].

1.2.4.7 Sistematik Calismalar

Tiirkiye’de yayilis gosteren baz1 Cirsium tiirleri lizerine yapilan ¢alismalar, son zamanlarda
cok sayida yeni tiiriin {ilkemizin florasina kazandirilmasini saglamis ve bununla birlikte
bazi taksonlarin sistematikteki yerleri degistirilmis olup bu degisiklikler Tablo 1.1’de

verilmistir.
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Tablo 1.1: Cirsium taksonlart ile ilgili yapilmus sistematik degisiklikler

SINONIMI OLANLAR KAYNAK

Cirsium eliasianum Cirsium frickii [7]

Cirsium polycephalum Cirsium byzantinum [248]
YENIDEN DUZENLENENLER

Cirsium alatum subsp. alatum Cirsium elodes [7]

Cirsium elodes Cirsium subinerme [7]
Cirsium munitum Cirsium pugnax [248]
Cirsium alatum subsp. Cirsium pseudocreticum [248]
Cirsium congestum Cirsium sorocephalum subsp. [248]
Cirsium candelabrum Tiirkiye florasi i¢in yeni bir kayit [249]
Cirsium laniflorum Tiirkiye’de yayilis [148]

gostermemektedir
YENI TURLER
TUR ADI SEKSIYON

Cirsium ekimianum Epitrachys [13]
Cirsium handaniae Epitrachys [11]
Cirsium sivasicum Epitrachys [16]
Cirsium peshmenianum Epitrachys [16]
Cirsium yildizianum Epitrachys [10]

Cirsium balikesirense Epitrachys [6]

Cirsium nerimaniae Epitrachys [6]
Cirsium semzinanicum Epitrachys [92]

Cirsium bozkirensis Epitrachys [8]
Cirsium ayasii Epitrachys [250]

HIBRITLER
TUR ADI SEKSiYON

Cirsium xerzincanicum Epitrachys [9]

Cirsium xkelkitensis Epitrachys [9]

Cirsium x nezaketiae Epitrachys [9]

Cirsium x prativagum Cirsium [7]

Cirsium x woronowii Cirsium [7]

13 Epitrachys Seksiyonu

Cirsium cinsinin {i¢ seksiyonundan biri olan Epitrachys seksiyonu; yapraklarinin {ist
yiizeylerinin setali ya da dikencikli, nadiren tiiyler tarafindan gizlenmis olmasiyla diger
seksiyonlardan ayrilmaktadir. Ulkemizde az bilinen ve endemik tiirlerin stk bulundugu bu

seksiyonda bazi ornekler farkli tiirler arasinda gegis olusturdugundan sistematik anlamda

cesitli problemler ortaya koymaktadir [4,12,84,166].

Epitrachys seksiyonunun sistematikteki yeri ise su sekildedir [12,69-70].

Alem: Bitkiler
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Alt alem: Tracheobionta
Sube: Magnoliophyta
Sinif: Magnoliopsida
Alt simif: Asteridae

Ust takim: Asteranae
Takim: Asterales

Aile: Asteraceae

Alt aile: Carduoideae
Tribus: Cynareae

Alt tribus: Carduinae
Cins: Cirsium
Seksiyon: Epitrachys
Son yapilan ¢alismalara gore, Epitrachys seksiyonu 50 tiirden (52 taksondan) olusmaktadir

[2,4-5,9]. Ulkemizde yayilis gdsteren Epitrachys seksiyonuna ait tiirler asagida verilmistir:

Cirsium adjaricum Sommier & Levier, C. aduncum Fisch. & C.A.Mey ex DC., C.
aggregatum Ledeb, C. amani Post (End.), C. aristatum DC., C. aytachii H. Duman & R.R.
Mill (End.), C. balikesirense Yildiz, Arabaci & Dirmenci (End.), C. baytopae P.H.Davis
& Parris (End.), C. boluense P.H.Davis & Parris (End.), C. bozkirensis H. Duman,
Dirmenci & Tugay (End.), C. bracteosum DC., C. bulgaricum DC., C. byzantinum Steud.
(End.), C. cassium P.H.Davis & Parris (End.), C. caucasicum Petr., C. cephalotes Boiss.,
C. ciliatum (Murray) Moench, C. davisianum Kit Tan & Sorger (End.), C. dirmilense
R.M.Burton (End.), C. ekimianum Yildiz & Dirmenci (End.), C. ellenbergii Bornm.
(End.), C. eriophorum (L.) Scop., C. hakkaricum P.H. Davis & Parris (End.), C.
handaniae Yildiz, Dirmenci & Arabaci (End.), C. haussknechtii Boiss., C. italicum (Savi)
DC., C. karduchorum Petr., C. kosmelii (Adams) Fisch. ex Hohen., C. leucocephalum
(Willd.) Spreng., C. leuconeurum Boiss. & Heldr. (End.), C. ligulare Boiss., C.
macrobotrys (C.Koch) Boiss., C. nerimaniae Yildiz, Dirmenci & Arabaci (End.), C.
osseticum (Adams) Petr., C. vulgare (Savi) Ten., C. peshmenianum Yildiz, Dirmenci &
Arabact (End.), C. poluninii P.H.Davis & Parris (End.), C. pseudobracteosum P.H.Davis
& Parris (End.), C. pugnax Sommier & Levier, C. rigidum DC., C. semzinanicum Firat
(End.), C. sintenisii Freyn (End.), C. sipyleum O. Schwarz (End.), C. sivasicum Yildiz,
Arabact & Dirmenci (End.), C. sommieri Petr., C. sorocephalum Fisch. & C.A.Mey. ex
DC. subsp. congestum (Fisch. & C.A.Mey. ex DC.) Yildiz, Dirmenci & Arabaci, C.
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steirolepis Petr. (End.), C. tomentosum C.A.Mey., C. trachylepis Boiss., C. yildizianum
Arabaci & Dirmenci (End.).

14 Molekiiler Sistematik

Molekiiler filogeni, organizmalar ve genler arasindaki evrimsel siireci DNA ve protein
dizilerinin benzerliklerini karsilagtirarak inceler [251-256]. Molekiiler filogenetigin yaygin
kullanim alanlarindan biri de son yillarda hizla geligmekte olan bitki molekiiler
sistematigidir. Bitki gruplar1 arasindaki evrimsel iligkilerin belirlenmesinde morfolojik
karakterlerin yetersiz oldugu, indirgenmis veya korelmis oldugu zamanlarda dizi analizleri

giivenilir ve faydali olmaktadir [256-260].

Bitki molekiiler sistematigi ¢aligmalarinda kloroplast (plastit), mitokondri DNA’s1 veya
cok tekrarli niiklear ribozomal DNA (nrDNA) yaygin olarak kullanilan gen bolgeleridir.
Bu iic ayr1 genom arasindan c¢ekirdek genomu (nrDNA) bolgeleri en hizli degisimi
gostermektedir. Niiklear ribosomal DNA’larin ¢ok sayida tekrarlayan birimleri i¢ermesi,
kodlanan ve kodlanmayan bolgeler arasindaki farkli mutasyon oranlarmin (kodlanmayan

ara bolgelerde daha yiiksek) cesitli taksonomik seviyelerde sonu¢ alinmasini saglamasi

sebebiyle tercih sebebidir [53,259,261-262].

1.4.1 Sistematikte Kullanilan Belirtecler (Markorler)
Sistematikte kullanilan baslica belirtegler; morfolojik belirtecler, biyokimyasal belirtecler
ve DNA belirtecleri olmak tizere 3 tiptir.

1.41.1 Morfolojik Markorler
Bitki gruplart arasindaki akrabalik iligkilerini belirlemede, tiir, ¢esit ve tip tanimlamada

kullanilan geleneksel markorlerdir [263].

Morfolojik karakterler, canlilarin siniflandirilmasinda kullanilan, tek genle kontrol
edilebilen, baskin veya cekininik 6zellikte, gozle goriiliir, nitel 6zelliklerdir. Sistematikte
kullanilan baslica morfolojik karakterler; bitkinin hayat formu, kok, gévde, yaprak, cicek
ve meyve tipi, ¢igek ve tily durumlart gibi disg gorilinligle alakali fenotipik 6zelliklerdir
[264]. Bu markorlerin en biiylik avantaji analizlerinin kolay olmasi, ara¢ gereg, ekstra bir

on hazirlik gerektirmemesidir. Fakat morfolojik markorlerin bu avantajlarinin yaninda
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bitkinin yasindan, ekolojik kosullardan etkilenmeleri, sayilarimin smirli olmasi, bir
cogunun mutasyonlar sonucu olusmasi, alel sayilarimin nispeten az olmasi, fenolojik
durumlarin markor kaynaklarina erigimini zorlastirabilmesi (6rnegin; bitkinin betimi ig¢in
yaprak ve meyvenin bir arada bulunmasi gerekirken, meyveli donemde bitkinin yapraklar
kurumus ise bu durum yanlis teshislere neden olabilir) gibi olumsuz 6zelliklerden dolay1
kullanimlar1 kisithdir. Morfolojik 6zelliklerin degiskenlik gdsterebilen durumlarla iligkisi
nedeniyle, sistematikte yalniz basina kullanilmalar1 net sonuglar vermeyip bazi yanilgilara
sebep olabilir. Bu nedenle morfolojik belirtegler mutlaka diger belirteglerle
desteklenmelidir [265-269].

1.4.1.2 Biyokimyasal Markérler

Biyokimsal markérler, dogal populasyonlarda genetik degiskenligin anlasilmasi, farkli
bitki c¢esitlerinin tanimlanmasi, gen akisi, tir smirlarmin tespiti, gen isleyisinin
belirlenmesi, bitki 1slah1 gibi ¢alismalarda kullanilan, morfolojik markorlere gore ¢ok daha
fazla polimorfik boélgeye sahip, ayn1 zamanda g¢evresel faktorlerden etkilenmedikleri i¢in
daha hizli ve kesin sonug¢ veren belirteclerdir. Protein markdrleri, sistematikte genetik
analizler i¢in gelistirilen ikinci genetik markor grubunu olusturmakta olup, ayni zamanda
ilk biyokimyasal markérlerdir. Izoenzimler, tohum kabugu proteinleri, yapraklarda
bulunan kimyasallar, ikincil metabolitler, vs. biyokimyasal markdorler sinifina girer. Fakat
en yaygin kullanilanlari, izoenzimler ve depo proteinleridir (gliadin ve glutenin gibi).
Tohum depo proteinlerinin elektroforetik profilleri her tiir i¢in 6zel ve dogrudan dogruya
genotipe bagli oldugundan, taksonomik ve evrimsel problemlerin ¢6ziimiinde
kullanilmaktadir. Proteinler molekiiler yiik ve amino asit bilesimi farkliliklardan dolayz, jel
elektroforez yontemi kullanilarak kolaylikla elde edilebilir ve genetik markor olarak
kullanilabilirler. Ancak bu belirteglerin sayilarinin az olmasi, depo enzim ve proteinlerinin

az olmasi sebepleriyle kullanimlart kisithidir [267,270-276].

Siklikla kullanilan biyokimyasal markdrlerin enzim grubunun bir diger elemami da
alloenzimlerdir. Alloenzimler ayn1 gen lokusunun farkl: allelleri olarak degerlendirilirken,
izoenzimler farkli genler veya bir genin farkli allelleri tarafindan kodlanan, aminoasit
dizilimleri ve elektroforetik hareketleri farkli fakat aynmi aktiviteye sahip alternatifleridir.
Izoenzimler, tiirler arasi veya nispeten uzak bitkiler arasindaki varyasyonlar1 ¢alismada
yararli olsalar da yakin akraba iligkilerinin tespiti i¢in uygun degillerdir. En biiylik avantaji

kolay, hizli, tekrarlanabilir ve giivenilir olmalaridir. Ancak bazi izoenzimlerin belirli
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dokularda ve belirli gelisme donemlerinde bulunmasi, izoenzim lokus sayisinin az olmasi,
translasyon sonrast modifikasyonlara ugramalari, bu belirteglerin  kullanimini

siirlandirmaktadir [267,277-278].

1.4.1.3 Molekiiler Markorler (DNA Belirtecleri)

Molekiiler markorler, genom icinde bir DNA parcasinin eklenmeler, silinmeler, yer
degistirmeler veya duplikasyonlardan kaynaklanan farkliliklarini temsil eden ve bireyler
arasindaki DNA dizi farkliliklarin1 ortaya ¢ikarmakta kullanilan araglardir [279].
Molekiiler markor, genomda herhangi bir gen bolgesi ya da gen bolgesi ile iliskili DNA
pargast olarak ifade edilebilir. Bitki sistematiginde tiir i¢i ve tiirler arast genetik
farkliliklarin saptanmasi, filogenetik iliskilerin belirlenmesinde yaygin olarak kullanilan bu
markorler; kaynagini kendi tretildikleri bitki DNA’larindan aldiklar1 i¢in populasyondaki
cesitlilik ya da o populasyon igindeki bitki genotipleri arasindaki iligkilerin tespitinde
%100’e yakin giivenirlilikle degerlendirilirler. Ayrica DNA dizileri arasindaki farkliliklar,

tiirlerin evrimsel uzakliginin tespiti i¢in en giivenilir 6l¢iit olarak kabul gérmektedir.

Sistematikte kullanilan diger markdrlerle karsilastirildiginda molekiiler markorlerin birgok
avantaj1 vardir. Morfolojik belirteglere gore allel frekanslar1 daha yiiksektir, polimorfik
lokus sayilar1 ¢ok daha fazladir, basit kalititm gdsterirler ve karakterleri kontrol eden
genlerle dogrudan iliskileri vardir. Cevresel faktorlerden etkilenmezler, genetik
degisiklikleri daha ¢ok yansittiklar1 i¢in daha az pleiotrofiktirler (bir genin birden fazla
karakteri kontrol etmesi). Cekirdek ve kloroplast, mitokondri gibi maternal kalitim sekline
sahip organel genomlar1 ayr1 ayr ¢alisilabilir, her bir ebeveynden gelen farkli karakterler
tespit edilebildigi icin bitkilerin genetik kokeni de tespit edilebilir. Molekiiler markorler
ile, protein markorlere gore daha fazla polimorfizm elde edilir ve DNA ornekleri daha
stabildir. Ayn1 zamanda molekiiler markdrler, protein markorlerden farkli olarak genomun

sadece anlatim yapan kisimlarini degil, her noktasini temsil ederler [280-288].

Temelde iki farkli molekiiler markoér bulunmaktadir. Bunlardan birincisi DNA-DNA
hibridizasyonuna dayali teknik olan Restriksiyon Par¢a Uzunluk Polimorfizmi (RFLP)
teknigi, digeri ise PZR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu) temelli tekniklerdir. PZR temelli
teknikler ise baslica Rastgele Cogaltilmis Polimorfik DNA (RAPD), Cogaltilmis Parga
Uzunluk Polimorfizmi (AFLP), Basit Dizi Tekrarlar1 (SSR), Basit Dizi Tekrarlar1 Arasi
Diziler (ISSR), Dizisi Karakterize Edilmis Cogaltilmis Bolgeler (SCARs), Tek Zincirli
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Konformasyonel Polimorfizm (SSCP), Kesilmis Cogaltilmig Polimorfik Diziler (CAPS),
Dizi iliskili Cogaltilmis Polimorfizm (SRAP), Isaretli ifade Edilen Diziler (ESTs), Tek
Niikleotid Polimorfizimleri (SNPs), Dizisi Etiketlenmis Alanlar (STS) olarak
siralanabilmektedir [267,289-290].

Bir DNA belirtecinde aranan oOzellikler; tiirleri ayirt edebilecek yeterlilige sahip,
polimorfik, esbaskin (kodominant), tekrarlanabilir, giivenilir, c¢evreden ve diger
lokuslardan etkilenmeyen, genom boyunca dagilim gosteren, PZR ve dizileme i¢in uygun,
kolay ve hizli analiz edilebilir, ekonomik ve ¢ok farkli bitki taksonlar1 i¢in kullanilabilecek

standart bir DNA bolgesi olmasidir [291-292].

1.4.2 Molekiiler Filogenide Bitki Genom Kaynaklar1 ve Ozellikleri

Gilintimiizde teknolojinin hizla gelismesiyle birlikte sistematik¢iler, morfolojik benzerlik ve
farkliliga dayanan klasik taksomik yontemlerle tam olarak aydinlatilamayan sistematik
problemlerin ¢oziimii i¢in molekiiler verileri kullanarak, farkli taksonomik kategorilerde
bitkileri yeniden diizenlemek i¢in revizyon g¢alismalara yonelmislerdir [293-294]. Bitki
genom kaynaklarmin molekiiler filogenide kullanimi biyolojik cesitliligin ve tiirlerin
belirlenmesinde standart DNA bolgelerinin kullanilmasina dayali yeni ve faydali bir

yontem olarak goriilmektedir [269].

Molekiiler sistematik caligmalarda genellikle ¢ok tekrarli niiklear ribozomal DNA (nr
DNA), mitokondri DNA’s1 (mtDNA) ve kloroplast DNA’s1 (cpDNA) genom veri kaynagi
olarak kullanilmaktadir. Mitokondri ve kloroplast (plastit) genomuna gore c¢ekirdek

genomunun daha hizli degisime ugradig: diistiniilmektedir [295-298].

1.4.2.1 Mitokondrial DNA (mt DNA)

Mitokondriler, dkaryot hiicrelerde metabolik enerjinin liretiminden sorumlu organellerdir.
Iki katmanli zarla ¢evrili mitokondrilerde distaki zar diiz iken, i¢ zar oksijenden
yararlanma kapasitesini artirabilmek i¢in kivrimli yapidadir. Ayn1 zamanda i¢ zar tizerinde
oksijenli solunumun olmazsa olmazi olan elektron tagima sistemi elemanlarin1 bulundurur.
Mitokondriler hiicre genomundan ayr1 ve farkli olarak kendilerine ait DNA, RNA ve
ribozomlar igerirler. Mitokondride bazi bdlgeler son derece korunurken bazi bolgeler farkl

taksonomik seviyelerin analizine imkan verecek sekilde hizla degismektedir [299-300].
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Bitki mitokondrial DNA’lar1 yaklasik %5 oraninda solunumda gorev alan sitokrom c-
oksidaz, sitokrom b-c, NADH dehidrogenaz, ATP sentetaz gibi enzimlerin alt birimi olarak

gorev yapan proteinleri kodlayan bolgelere sahiptirler.

Bir hiicrede toplam genetik materyalin %0.3’{inli olusturan mitokondrial DNA’lar
bitkilerde diger organizmalara gore daha biiyiik ve gesitlidir. Oyle ki en kiiciik kapali
tohumlu mitokondri DNA’st dahi 200 kb’den daha biiyliktir. Ayrica diger
organizmalardan farkli olarak bitki mitokondri genomlarinin niikleotit dizileri ¢ok yavas
degisir, kloroplast DNA’s1 dizileri de dahil ¢ok sayida yabanci DNA dizileri ve kisa
serpilmis tekrar dizileri igerirler [301-303].

1.4.2.2 Kloroplast DNA (cpDNA)

Fotosentezin gergeklestigi organel olan kloroplastlar; tipki mitokondriler gibi iki zarla
cevrili olup, yine kendi genetik sistemleri olan organellerdir. Kloroplast genomlari, her
organelde ¢ok sayida kopya halinde bulunan halkasal DNA’lardan olugmalar1 sebebiyle
mitokondri genomuna benzerler fakat mitokondri genomundan farkli olarak daha biiyiik ve
karmagiklardir. Ayn1 zamanda kloroplast genomu, mitokondri genomunda da oldugu gibi;
prokaryot DNA’larina benzer sekilde ¢ift iplikli olma, halkasal olma, yar1 korunumlu
(semikonservatif) replike olma ve proteinlerle ¢evrili olmama gibi birgok 6zellige sahiptir.
Kloroplast genomu 100-225 kb arasinda olup, yaklasik 150 gen igermektedir. Kloroplast
DNA’s1 ile ¢ekirdek DNA’siin genetik sistemi birbirlerinden farkli olmalarina ragmen
bitkide fotosentezden sorumlu genler iki ayr1 genom tarafindan paylasilmaktadir.
Kloroplastin igerdigi proteinlerden 100 tanesi kendi genomu tarafindan, digerleri ise
¢ekirdek genomu kontroliinde kodlanmaktadir [304-305]. Cok fazla kodlanmayan bolge
icermediginden, kloroplast genomu ¢ekirdek genomuna gore daha yavas evrimlesir;
mutasyon oranlar1 ¢ok daha diisiiktiir [306-308]. Ayrica kloroplast DNA’sinin izole
edilmesi, kodlayic1 genlerinin klonlanmasi ve dizilemesi, ¢ekirdek genomununkinden daha

pratiktir [309].

Kloroplast DNA’sinin intronlar1 ve genler arast kesim bolgeleri gibi kodlanmayan
kisimlari, kodlanan kisimlarina gore degisime daha yatkin olduklar i¢in taksonlar arasi
filogenetik ¢aligmalarda daha popiilerdir [310-311]. Intron, kodlanan bélge, intergenik
bolge olmak iizere kloroplast DNA’sinin atpB- rbcL, matK, ndhF, rpl16, rps4-trnS, rpsl6,
trnH-psbA, trnL-F, trnS-G gibi bolgeleri molekiiler sistematikgiler tarafindan ¢esitli
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taksonomik diizeylerde ¢alisilmaktadir [312-313]. Bitkilerde kloroplast genomunun yapisal
kararliligi, haploid (n kromozom) olmasi, genelde uniparental (tek ebeveyn) aktarilmasi
(angiospermlerde genelde maternal), rekombinant olmamasi, sahip oldugu boyut, yapi, gen
igerigi ve genlerin dogrusal sirast bakimindan yiiksek derecede korunmus olmasi gibi
Ozellikleri, son yillarda o6zellikle tiir seviyesinde olmakla birlikte yaygin olarak
populasyonlar, cins ve bazen daha yiiksek taksonomik kategorilerin filogenetik ve evrimsel

analizlerinde tercih sebebidir [314-316].

14221 Transfer Riboniikleik Asit Bolgesi (tRNA)

Yukarida bahsedildigi gibi kloroplast DNA’s1 iizerinde olduk¢a kullanisli ve filogenetik
acidan bilgi verici bolgeler bulunmaktadir. Protein olarak kodlanmayan bdlgeler, ¢ok
yiiksek oranda mutasyona maruz kaldiklarindan dolayr evrimsel akrabaliklarin analiz
edilmesinde verimli bir sekilde kullanilmaktadir. Bu kodlanmayan bdlgelerden en ¢ok
calisilanlarindan bir tanesi transfer riboniikleik asit bolgesidir (tRNA). Bu bolgeye ait olan
trnT ve trnF araligy, en ¢ok tercih edilen bolgeler arasinda gelmektedir. Bahsi gecen bolge,
16sin aminoasidini tasiyacak transfer RNA’y1 kodlayan trnL (UAA) geni ile yan yana iki
genler arasi bolgeyi (intergenik bolge-1GS) yani trnT-L ve trnL-F’yi kapsamaktadir
[306,317]. trnF geni ise fenilalanin aminoasidini tagiyacak olan RNA’lar1 kodlamaktadir.
Bu iki gen arasindaki kodlanmayan bolgeler ise filogenetik acidan oldukg¢a bilgi
vermektedir (Sekil 1.1) [318-319].

C Primer
—
trnL intron Genler arasi
bosluk
tmT(UGU) trnL (UAA) 5’ ekson raLL (UAA) 3" ekson mF (GAA)
<
F Primer

Sekil 1.1: Kloroplast DNA'sina ait olan trnT-F bdlgesi ve primer baglanma alanlari [320]

Bu boélgenin tercih edilme nedenleri arasinda ayrica sunlar da sayilabilir: trnL-trnF
bolgesinin, rbcL (RubisCO) bolgesine gore evrimlesme hizinin yaklasik olarak 3 kat daha
fazla olmasi, korunmus trn genleri ve kodlanmayan boélgelerin yiizlerce baz ¢ifti igermesi,

tek kopya bolgelerindeki mutasyon oraninin yiiksek olmasi, genler arasi bosluklarinin ¢ok
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kolay bir sekilde cogaltilip dizilenebilmesi, uzunluk olarak ¢ok kisa olmamasindan dolay1

farklilik gosteren karakter sayisi da oldukga yeterli olmasidir [284,306,319,321-331].

1.4.2.3 Cekirdek Genomu (nrDNA)

Hiicrelerin yasam faaliyetlerini devam ettirebilmelerini saglayan g¢ekirdek yapisinin ana
bilesenlerinden biri de DNA molekiiltidiir. Bitki hiicre ¢ekirdeginde bulunan DNA (niiklear
DNA), ana kalitim kaynagi oldugundan ve yeni nesillere aktarildigindan, nesiller boyunca
stire gelen poliploidi, gen duplikasyonu veya silinmesi, mutasyonlar, genetik siiriiklenme
gibi nedenlerden kaynaklanan cok biiyiik bir gesitlilige sahiptir. Kromozom sayisi ve
yapisindaki degisimler, bitkilerin incelenmesi acisindan olduk¢a Onemlidir. Tim
angiospermler (kapali tohumlu bitkiler) ¢ok sayida kromozom igerirler. Diger bitki
tirlerinin az sayida kromozomu olmasina ragmen genomlar1 biiyiiktiir. Bilindigi {izere,

genom biiyiikligii ¢igekli bitkilerde kromozom biiyiikliigii ile iliskili degildir [332-333].

Coklu genlerden olusan ve ardisik siralanmis tekrarl diziler seklinde bulunan, rRNA’lar1
kodlayan ¢ekirdek rDNA genleri, ¢ekirdek genomik DNA’smmin NOR (Niikleolar
Organizer Region) ismi verilen bolgelerinde yer almaktadir. Tekrarli her {inite;
transkripsiyona ugrayan ve 18S, 5.8S ve 26S rRNA korunmus genlerini igeren bir bolge ve
dis transkribe olan bosluk ad1 verilen ETS-1 ve ETS-2 ile, transkribe olmayan bdlge non-
transcribed spacer (NTS) adi verilen bolgelere sahiptir [334-336]. ETS ve NTS bolgeleri
birlikte intergenik bosluk (IGS) yani genler arast kodlanmayan bosluklar olarak

tanimlanirlar [50].

Cekirdek genomu, tiim canli hiicre formlarinda bulunmaktadir ve ¢cok sayida gen igermesi
ve farklilasmis genlere sahip olmasindan dolayi; angiospermlerde filogenetik yapinin
yeniden olusturulmasinda, tiirden en st taksonomik kategorilere kadar filogenetik
iligkilerin tespit edilmesinde ve populasyon diizeyindeki analizlerde oldukg¢a kullanighdir.
Bilhassa biiyilik 6l¢iide korunmus kodlayict bolgeler igeren g¢ekirdek genomu bdlgeleri
(18S, 26S ve 5.8S rDNA bolgeleri) familya ve iist seviyede problemlerin ¢oziilmesine
yardimc1 olurken, yakin akraba cinslerin iliskilerinin ortaya c¢ikarilmasinda ve tiir
diizeyindeki analizlerde, hizli bir bigimde evrimlesen ITS ve ETS bolgeleri
kullanilmaktadir [337-344].
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1.4.2.3.1 1I¢ Transkribe Olan Bosluk (ITS) Bolgesi

Iki ITS (i¢ transkribe olan bosluk) bolgesi (ITS1 ve ITS2), 5.8S, 18S ve 26S niiklear
ribozomal RNA (nrRNA) alt birimlerini kodlayan genler arasinda bulunan ve protein
olarak kodlanmayan kisimlardir [254-255,345-346]. ITS1, 18S (kiiciik alt birim- SSU) ile
5.8S arasinda yer alirken; ITS2 bolgesi, 5.8S ile 26S (biiyiik alt birim- LSU) genlerini
aywrir. ITS-1, ITS-2 ve 5.8S nrRNA bolgeleri hep birlikte, ITS bdlgesi olarak adlandirilir
ve filogenetik ¢aligsmalarda siklikla kullanilir [347].

I¢ transkribe olan bosluk (ITS), IDNA gen bolgelerine gore daha degisken olup, iki ITS
bolgesini de kendi aralarinda kiyaslayacak olursak; ITS1 bolgesi, ITS2 bolgesinden daha
fazla farklilik gostermektedir. Bu degiskenlik familya alt1 seviyelerde, 6zellikle tiirler ve

alttlirler aras1 ya da tiir i¢i ve populasyonlar arast farkliligin ortaya ¢ikarilmasinda yaygin

olarak kullanilmaktadir [251-252,254-255,345-346,348].

"lTSl"
—r
18S nrDNA | 1TS1 | 288 | 12 | 265 nrDNA
nrDNA
< c—
"ITS4"
| |
I
ITS Bélgesi

Sekil 1.2: ITS bolgesi gosterimi ve primerlerin organizasyonu [349]

Yapilan arastirmalar sonucunda ITS dizilerinin, cpDNA dizilerinden ¢ok daha fazla
degiskenlik gosterdigi ve daha bilgilendirici oldugu anlasilmistir. ITS bolgesi ribozomal
DNA’nin intergenik bosluk ve dis transkribe olan bosluk bdlgelerine kiyasla daha fazla
korunmustur. Ozellikle angiospermlerde cins ve tiir diizeyinde smiflandirma
calismalarinda ITS dizi analizi 1990 yilindan itibaren kullanilmaya baglanmigstir [50,350-
351] .

ITS bolgesinin filogenetik calismalarda yaygin olarak kullanilmasinin nedenlerini sdyle

stralayabiliriz: Yaklagik 500-900 baz cifti (bg) olan ITS bolgesi evrensel bir primer ¢ifti
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kullanilarak PZR ile kolaylikla ¢ogaltilabilir. Bu ¢ogaltma sirasinda primerler rRNA alt
birimleri i¢indeki korunmus bdlgelere baglanir (Sekil 1.2). rDNA birimlerinin ve ITS
bolgesinin ¢ok sayida kopyasinin olmasi; ¢ok kaliteli olmayan, kisa veya seyreltik DNA
orneklerine bile primerlerin baglanma sikligini artirarak ITS bolgesinin ¢ogaltilmasini
kolaylagtirmak agisindan avantaj saglar. Morfolojik acidan farkli tlirler arasinda ITS
bolgesinin yliksek seviyede degisken oldugu goriilmektedir. Ayrica filogenetik ve
sistematik analizler i¢in ¢ok sayida farkli karakterler saglayabilir. ITS’in tiir i¢inde benzer
olma egiliminden dolay1 tiire 6zgli problarin gelistirilmesine ve PZR ile hizli bir sekilde

tiretilmesine imkan saglar [256,258,345-346,352].

1.4.2.3.2 Dis Transkribe Olan Bosluk (ETS) Bolgesi

ITS bolgesi gibi ETS bolgesi de filogenetik caligmalarda son yillarda oldukga sik
basvurulan bir ¢ekirdek DNA bdlgesidir. Dis transkribe bosluk ismi verilen ETS bolgesi,
ITS bolgesinin aksine 18S ile 26S rDNA gen boélgelerinin i¢ kisminda degil 26S ile 18S
rDNA gen bolgelerinin diginda kalan bir alandir (Sekil 1.3).
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Sekil 1.3: Bitkilerdeki rDNA bolgelerinin ve ITS ile ETS bolgelerinin sematik gosterimi
[353]
ETS bolgesi, daha 6nce bahsedilen genler arasit bosluk yani IGS bdlgesi ile tekrar eden
18S-5.8S-26S rDNA gen dizilerini birbirinden ayirmaktadir. 5° ETS ve 3° ETS olmak
tizere iki ETS parcas1 bulunmaktadir ve ETS dizileri 18S ve 26S genlerinin siirlarinda
bulunmaktadir. Literatlirdeki bazi caligmalarda, ETS bolgesi de ITS bolgesi gibi 1 ve 2
olarak isimlendirilir. 5° ETS bolgesinden ETS1, 3° ETS bolgesinden ise ETS2 olarak
bahsedilmekte olup ETS1 bdlgesi filogenetik calismalarda daha ¢ok tercih edilir ve daha
bilgi vericidir (Sekil 1.4). Ayrica ETSI bdlgesinin baz uzunlugu 425-575 b¢ araliginda
olup [354-357] dizileme islemi de ¢ok daha kolaydir. ETS bdlgesi ITS bolgesine gore daha
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kisa olmasina ragmen elde edilen ayirt edici karakter sayisi filogenetik agidan oldukca

yeterlidir. Bu yiizden bu bolge kullanighdir.

ETS bolgesi, yeni yeni kullanilmaya baslayan bir bolgedir ve heniiz Asteraceae
[9,57,60,62], Fabaceae [358] ve Myrtaceae [359] familyasina ait bazi tiirlerin filogenetik
analizlerinde kullanilmigtir. rDNA’larin bitisiklerinde bulunan ETS dizileri ile ITS dizileri
karsilastirildiginda, ETS bolgesinin ITS bolgesine es bilgiler verdigi hatta daha
kullanilabilir oldugu goriisiine varilmistir. Ayrica ETS bolgesi yiiksek kopya sayisina
sahiptir. Yapilan bazi ¢alismalarda, ETS bolgesinin ITS bolgesi ile karsilastirildiginda tiir
altt seviyelerde filogenetik acidan daha bilgi verici oldugu ve daha degisken oldugu
gosterilmistir [9,57,352]. Dizi sayisina oranla ITS dizilerine gore daha fazla niikleotit
degisikligi gosterdigi de sunulmustur. ITS bolgesi ile ayni lokusa sahip olmasi nedeniyle,
ITS bolgesi ile beraber giizel sonuglar vermektedir. Ayrica, ETS ve ITS veri setlerinin
birlestirilerek kullanilmasinin ve bu dizilerin daha yiiksek karakter ve istatistiksel destekle
birlikte oldukga verimli oldugu raporlanmistir [57,59,63,359-360].
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Sekil 1.4: D1s transkribe olan boslugun (ETS bolgesi) ¢ogaltilmasi icin siklikla kullanilan
bazi primerler ve ¢ogaltma yonleri [60]

1.4.3 DNA Dizilemesi

DNA dizilemesi ya da literatiirdeki adiyla sekanslama 6zetle, bir DNA pargasinda bulunan
A, C, G, T nikleotid baz dizilim sirasinin belirlenmesi olarak tanimlanmaktadir. DNA
niikleotid siralarinin belirlenmesi; DNA bolgesinin hangi proteini kodlayabilecegine iliskin
bilgilerin elde edilmesinde, genomik DNA dizisi ile tamamlayict DNA’ya ait dizi
bilgilerinin karsilastirilarak ekson ve intronlarin ortaya c¢ikarilmasinda, gen aktivitesini
kontrol eden bolgelerin tanimlanmasinda, spesifik DNA dizilerinin belirlenmesi ile
evrimsel akrabalik iligkilerinin tanimlanmasinda, gen mutasyonlar1 (niikleotid eksilmesi,

niikleotid eklenmesi vb.) tespiti ya da rekombinant DNA olusum yapilarinin tayininde,
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preimplantasyon tanisi, kalitsal hastalik tayininde, gen diizenlenmesinde gorevi olan
genetik kontrol bolgelerini belirlemede, konsensus dizileri, epistatik genler ve bu genlerin

etkilerini belirlemede siklikla kullanilmaktadir [361].

Robert Holley [362] tarafindan, 1965 yilinda bir maya hiicresinden izole edilmis tRNA
molekiiliiniin niikleotit sekansi analiz edilmistir. Daha sonraki yillarda, daha biiylik
parcalar1 daha verimli, hizli ve dogrudan bunlarin niikleotid dizilerine yonelik yontemler
gelistirilmeye baslanmistir [363]. 1977 yilinda hemen hemen ayn1 zamanlarda Maxam ve
Gilbert’in kimyasal kirilma yontemi [364] ve Sanger-Coulson’un zincir sonlanma yontemi

[365] olmak {izere iki farklit DNA dizileme yontemi yaygin kullanim alani bulmustur. Her
iki geleneksel yontem de DNA’nin hazirlanmasi, ¢esitli reaksiyonlar ve yiiksek voltajli jel
elektroforezi olmak iizere 3 asamadan meydana gelmektedir. iki analiz sirasinda da tek
iplik¢ikli DNA parcalar1 kullanilir ve bu iki metot arasindaki temel fark, DNA parcalarinin
tiretilme seklidir [363]. Bu iki teknik diginda artik glinlimiizde daha dogru sonuglar veren
ve ¢ok daha biiyiik dizilerin elde edilmesini saglayan yontemler de bulunmaktadir.
Pyrosequencing, nanopore sequencing, gibi hizli fakat yiiksek maliyetli yontemler

kullanilmakla birlikte en ¢ok otomatik DNA dizileme metodu kullanilmaktadir.

1.4.3.1 Maxam ve Gilbert’in DNA Kimyasal Kirilma Yontemi

“Cok yonlii dizileme” olarak da bilinen Maxam ve Gilbert tarafindan gelistirilen kimyasal
kirilma yOnteminin temel prensibi hidrazin, dimetil siilfat ya da formik asit gibi
kimyasallar kullanilarak, DNA’da bulunan niikleotitlerin 6zgiin olarak degistirilmesine ve
daha sonra eklenen piperidinin degisiklige ugramis niikleotitlerin bulundugu noktalardan
zinciri kirmasina dayanir. ilk olarak, dizisi saptanacak DNA pargas1 5> ucundan radyoaktif
bir izotop olan 32P (Fosfor) ya da floresan bir boya ile isaretlenir. Isaretleme sonras1t DNA
molekiilleri dort tiipe dagitilir. Her bir 6rnege A, G, C ya da T niikleotitlerden birini tahrip
edebilecek yukarida bahsi gecen kimyasallar eklenir. Sonugta kirilmanin oldugu pozisyona
gore hepsi 5’ ucundan isaretli ancak boylar1 farkli DNA dizi parcaciklar1 elde edilir.
Boylan gittik¢e kisalan DNA dizileri, jel elektroforezi ile biiytikliiklerine gore ayrilir ve
elektroforez sonunda X-isin1 duyarli film ile kaplanarak otoradyograma alinir.
Otoradyografik bantlar 5°-3 yoniinde en alttan en iiste dogru okundugunda bize 5°-3’

yoniindeki DNA baz dizilimini verir [363-364,366].
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1.4.3.2 Sanger-Coulson’un Zincir Sonlanma Yontemi

Bu yontem, giliniimiizde en yaygin kullanilan ydntemlerden biridir. Sanger ve Coulson
tarafindan gelistirilen zincir sonlanma yontemi ayni zamanda dideoksi ya da zincir
sonlanmasi reaksiyonlar1 olarak da bilinmektedir. Bu ydntem temel olarak DNA’nin
kontrollii sekilde bazi enzimatik reaksiyonlarla uzatilmasi prensibine dayanmaktadir.
DNA’nin tek ipligi kalip DNA olarak kullanilir, ayrica reaksiyonlarin gerceklesebilmesi
icin ANTP’ler, ddNTPler, DNA polimeraz ve serbest OH grubu igeren primer gereklidir.
Sanger-Coulson yonteminde dizisi belirlenecek DNA ipligi yeni sentezlenecek iplik i¢in
kalip olarak kullanilir. DNA sentezini saglamak i¢in Klenow DNA polimeraz enzimi, Taq
DNA polimeraz, ters transkriptaz, sekuenaz gibi enzimlerden biri kullanilabilir. Y6ntemin
temeli; DNA polimeraz enziminin, dNTP’ler (deoksiriboniikleozit trifosfat) yerine
deoksiribozun 3’ pozisyonunda OH grubu tasimayan modifiye ddNTP’leri de
(dideoksiriboniikleozit trifosfat) substrat olarak kullanabilmesine dayanir. Normalde
DNA’nin 3’ OH ucuna bir ANTP baglanmas1 durumunda uzayacak olan DNA molekiili,
serbest bir 3> OH grubu tasimadigi icin yapiya yeni niikleotid ilavesini engelleyen
ddNTP’nin katilmasiyla uzamayr durdurur. Elde edilen DNA parcalarina elektroforez
uygulanarak jel lizerinde yanyana yiiriitiiliir. DNA parcagiklari uygulanan elektriksel alanin
etkisi ile en kisast en Oonde olmak iizere jel lizerinde bir merdiven goriintiisii olusturur.
Isaretleme ydntemine gore jel iizerinde, tespit edilen parcaciklar reaksiyon karisimina
konulan ddNTP’nin c¢esidine gore okunur. Otoradyogramdaki bu bant verilerinden
yararlanilarak 5°-3’ yOniine dogru olan baz dizilimi belirlenmis olur. Sanger yontemi,
tehlikeli kimyasallardan uzak ve daha hizli bir yontem olmasi sebebiyle Maxam-Gilbert

yontemine tercih edilir [363,365].

1.4.3.3 Otomatik DNA Dizileme

Smith ve ark. [367] tarafindan gelistirilen otomatik DNA dizi analizi metodunda, Sanger-
Coulson’un “zincir sonlanma” yontemi kullanilir. Sanger-Coulson yonteminden farkli
olarak bu yontemde radyoaktif izotop yerine floresan boyalar kullanilmaktadir. Otomatik
dizileme yontemleri manual yontemlere gére hem daha gilivenilir sonuglar verir hem de
zamandan tasarruf saglar. Yontemde dort farkli renkte floresan boya kullanilir. Sonugta,
dizinin okunmasini saglayan dort farkli renkte (Timin bazi kirmizi, Guanin bazi Siyah,
Adenin baz1 yesil, Sitozin bazi mavi) piklerin olustugu bir goriintii (kromatogram) ortaya

cikar.
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Otomatik DNA dizileme cihazlari, sabit bilgisayarda yiiklii programlar ile bu programlarin
yonettigi elektroforez sisteminden meydana gelir. Elektroforetik birimlerde bulunan lazer
151k kaynagi ile monokromatik (tek bir dalga boyuna sahip) bir 151k olusturulur. DNA’ nin
bulundugu jel matriks bu monokromatik 1s1k ile taranir. Elektroforez boyunca DNA’ ya
baglanan floresan boya 1sik ile taranan bolgeye geldiginde uyarilmaktadir. Uyarilan boya
kendi icin karakteristik olan dalga boyundaki 15181 geri yansitir. Bir dedektor tarafindan
yansiyan 151k demeti kaydedilir. Kaydedilen veriler bilgisayar yazilimlariyla
degerlendirilip, sonuglar grafiksel veya matematiksel olarak bilgisayar ekranina aktarilir.
Saglikli sonuglarin elde edilmesi i¢in ¢alisilan baz uzunlugunun ortlama 500-800 bg

olmasi tercih edilir [366,368-370].

1.4.4 Dizilerin Hizalanmasi

DNA, RNA ya da protein dizilerinin diizenlenerek benzer bolgelerinin tespit edilmesi;
diziler arasindaki fonksiyonel, yapisal veya evrimsel iligskiler nedeniyle olusan
benzerlikleri gostermek ve diizenlemek, tiirlerin karsilastirilmasi, gen ailelerinin
belirlenmesi ve akrabalik derecelerinin tespit edilmesi amaciyla yapilir. Bir DNA dizi
parcasi nesilden nesile gecerken degisikliklere (mutasyonlar veya varyasyonlar)
ugrayabilmektedir. Hizalama islemi (aligment), karakterler arasinda olusturulacak
islemlerde homolog diziler arasinda var olabilecek bir niikleotidin baska bir niikleotitle yer
degistirmesi (siibstitiisyon), dizi parcasindan bir niikleotidin silinmesi (delesyon) veya dizi
parcasina niikleotid eklenmesi (insersiyon) gibi dizi (karakter) degisiklikleri (mutasyonlar),
aym dizi iizerinde farkli kisimlarda bulunan diizenleyici dizilerin varligi veya yoklugu,
degisim oranlarinin farkliliklari, dizilerin birbirlerine paralog, ortolog olabilmeleri,

homoplasi durumlarinin varligi nedeni ile olduk¢a 6nemlidir.

Dizilerin hizalanmasi ile dizilerin hangi kisimlarinin korunmus ve hangi kisimlarinin ortak
diziden farklilasmis oldugu belirlenir. Farklilasmanin miktar1 ile ortak atadan uzaklasmaya
baslama noktasinin uzakligi dogru orantilidir. Hizalama islemi i¢in ikili ya da coklu
hizalama programlar1 kullamilir. Coklu hizalama; ikiden daha fazla dizi icermesiyle ikili
hizalamanin bir uzantis1 kabul edilir. Coklu hizalama yontemleri sorgu grubundaki tiim
dizileri hizalamaya calisir. Cogu zaman birbiriyle evrimsel iligkisi oldugu varsayilan bir
grup dizideki korunmus bdlgeleri tespit etmek ve filogenetik aga¢ olusturarak evrimsel
iligkiyi ortaya koymak icin kullanilir. Coklu dizi hizalama, ikili dizi hizalamadan ¢ok daha

bilgi vericidir. Coklu dizi hizalamada en ¢ok kullanilan yontem asamali hizalama yontemi
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olup bu yontemi kullanan yazilimlarin en yaygini CLUSTAL W yazilimidir [371]. Bu
yazilimla dizilerin ikili benzerlikleri kullanilarak 6nce tahmini bir filogenetik agag
olusturulur, sonrasinda ise bu bilgilerin 1s181nda, asamali olarak diziler hizalanir. Bu
yontemin en biiyilkk dezavantaji, problemi dogru sekilde agiklayacak parametrelerin

belirlenmesinin zorlugudur [259,304,347,371].

1.4.5 Filogenetik Analiz

Filogenetik, genomik bilgi kullanilarak ve organizmalarin evrimsel siireglerinden
yararlanilarak akrabalik iliskilerinin degerlendirildigi arastirma dalidir. Amaci gesitli canli
gruplart (6rnegin tirler veya topluluklar) arasindaki evrimsel iligkileri (filogeniyi)
arastirmaktir. Filogenetik analiz ise, mevcut karakterlerin degisik kriterler kullanilarak
degerlendirilmesi sonucu taksonlar arasindaki akrabalik iligkilerinin ortaya ¢ikarilmasiyla
soy agaclarinin elde edilmesidir. Cesitli faktorlerden dolayr zaman icerisinde degisime
ugramis ve boylece birbirine yakinlagmis tiirlerin akrabalik iliskileri filogenetik agaglarin

cizilmesiyle belirlenir.

Genellikle filogenetik agaglar, fosil verilerine ve morfolojik gozlemlere dayandirilarak
cizilir. Fakat fosil verilere ulasmadaki zorluk ve fenotipik 6zelliklerin belirlenmesinde ayni
anda birden fazla genin etkili olmasi, aga¢ olusturma ¢alismalarini molekiiler verilerin
kullanimina yonlendirmistir. Molekiiler veri olarak DNA ve protein dizilerinin kullanimi
daha kesin iligskilendirmeler yaparak kuvvetli filogenetik agaclarin olusturulmasini
mimkiin kilmistir. Molekiiler filogenetik, genlerin ve diger biyolojik molekiillerin
dizilerindeki mutasyonlar1 analiz ederek evrimsel yakinligi ve bu degisikliklerin hizin1 ve
diizenini saptayarak genlerin ve dolayisiyla organizmalarin evrimsel tarihlerini ortaya

cikarmaya c¢alisir [304,372].

Filogenetik analizlerde oncelikle incelenecek dizi elde edilir. Sonrasinda bu diziler
istenirse veritabanlarindaki referans dizi adi1 verilen daha 6nce belirlenmis ve dogruluguna
karar verilmis dizilerle karsilastirilabilir. Cesitli tiirlerden elde edilen niikleik asit
dizilerinin ham verileri GenBank NCBI (ABD), The European Molecular Biology
Laboratory (EMBL), The DNA Data Bank of Japan (DDBJ) gibi veritabani sistemlerinde

depolanarak kullanicilarin hizmetine sunulmustur [373-376].
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1.45.1 Filogenetik Agag

Bir canli grubunun evrimsel tarihinin grafiksel 6zeti olan filogenetik agacglardan, tiirler
arasindaki iligkilendirmeyi yapmak, zaman icinde degisime ugrayan tiirlerin ortak atalarini
belirlemek i¢in yararlanilir. Filogenetik agaclar olusturulurken; her bir takson ¢ifti
arasindaki mesafelerin bir matrisinin olusturulmasinda, dizilerin hizalanmas1 sonucu elde
edilen hesaplanmis genetik uzaklik kullanilir [377]. Bu agacglar dallanma olaylarinin
modelini, bazi durumlarda zamanini ve zaman araligimi tanimlar, tiirlesme sirasini

kaydeder, hangi taksonlarin yakin ya da uzak akraba olduklarin1 gosterir.

Filogenetik agag, dallardan (klad) ve diigiimlerden (nod) olusur. Dallar; tiirler arasindaki
populasyonun zaman igerisindeki uyumunu gosterirken, diigiimler; bir tiiriin iki ya da daha
fazla tiirev populasyona ayrildig1 noktaya karsilik gelir. Filogenetik agac¢lar koklii (rooted)
ya da koksiiz (unrooted) olabilir. Koklii agaglar; incelenen soy hattinin nereden
koklendigini tanimlamalar1 sebebiyle ayrilma olaylarinin agiga ¢ikma sirasini da ortaya
koyarlar. Bu agaci olusturan her bir ¢izgi dal (hat) olarak isimlendirilir. Her bir dalin ucu,
giiniimiizde var olan tiirii ya da geni ifade etmektedir. Agacta dis dallar dis grup taksonlari,
i¢ dallar ve diigiimler ise taksonlar arasi iliskiyi yansitir. Yakin iligkili tiirler agagta
birbirine komsu dallarda yer almalar1 ile ayirt edilirler. Agaclardaki diigimler glinlimiizde
varligini siirdiiren tiirlerin ortak atasini belirler. Agacin en sonundaki birlesme yeri olan
kok bu agaca ait tiim tiirlerin ortak atasini temsil eder. Tiirler ya da genler icin c¢izilen
filogenetik agacglarin dal uzunluklari, tlirler ya da genler arasindaki evrimsel farkliligin
derecelerini gosterir. Koksliz agaglar sadece genlerin ya da tiirlerin birbiri ile olan iligkisini
gosterir, hangi diiglim ya da dallarin tarihte 6nce veya sonra aciga ¢iktigini belirtmedikleri

icin evrimsel siiregteki yonler ve ortak atalar hakkinda bilgi vermezler [378-381].

1.45.2 Filogenetik Aga¢ Olusturma Yontemleri

Gilinliimiizde filogenetik aga¢ olusturulurken karakter temelli ve mesafe temelli yaklagimlar
kullanilir. Karakter temelli yontemler; Maximum Parsimony (MP- Maksimum Tutarlilik),
Maximum Likelihood (ML- Maksimum Olasilik) ve Mr. Bayes olmak iizere {i¢ metottan
olusurken, mesafe temelli yontemler ise; Unweighted Pair Group Method with Arithmetic
Mean (UPGMA- Aritmetik Ortalamayr Kullanan Agirliksiz Cift Grup Metodu) ve
Neighbour Joining (NJ- Komsu Birlestirme Metodu) metotlarindan olugmaktadir.
Filogenetik agac olusturmada PAUP*, PHYLIP, TREE-PUZZLE, PHYML, MRBAYES
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ve BAMBE gibi programlar kullanilmakta olup, bunlardan en yaygin kullanilant PAUP*
programidir [304,382-387].
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2. CALISMANIN AMACI

Bu c¢alismada, Tiirkiye’de dogal olarak yayilis gostermekte olan Cirsium cinsine ait bazi
tirler tizerinde molekiiler ¢aligmalar yapilmistir. Bu ¢alismanin amaci, Cirsium cinsinin
Epitrachys seksiyonuna ait C. macrobotrys ve C. ciliatum subsp. szovitzii taksonlar1 ve bu
taksonlar arasinda meydana gelen hibritlesmenin (Sekil 2.1) molekiiler filogenetik analizini
yapmak, benzer ve farkli karakterleri belirleyerek tiirler arasi diizeyde bazi sistematik
veriler elde edip, hibritlesmelerinin mekanizmasi hakkinda yorumlar yapmaktir. Bu amagla
iki farkli ¢ekirdek genomuna ait bolge (ITS ve ETS) ve iki farkli kloroplast genomuna ait
bolge (trnL-F ve rpl32-trnL) galisiimis olup, filogenetik veriler elde edilmistir.

Sekil 2.1: Calismada kullanilan iki ata ve hibritlerinin genel morfolojik yapilari ve
kapitulumlar1 (A- Cirsium ciliatum subsp. szovitzii, B- Cirsium x erzurumicum, C- C.
macrobotrys)
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3. MATERYAL VE YONTEM

31 Materyal

3.1.1 Bitki Orneklerinin Toplanmasi ve Teshis Edilmesi

Bu ¢alismada kullanilan Cirsium cinsinin Epitrachys seksiyonuna ait C. macrobotrys ve C.
ciliatum subsp. szovitzii taksonlari ile bunlar arasinda meydana gelen bazi hibrit birey
materyalleri 2006-2017 yillar1 arasinda Prof. Dr. Bayram YILDIZ, Prof. Dr. Tuncay
DIRMENCI ve Prof. Dr. Turan ARABACI tarafindan toplanmis ve teshis edilmistir. Sekil
3.1°de Tiirkiye’deki yayilis1 verilen bu &rneklerin biiyiik cogunlugu TUBITAK 106T167
numarali proje kapsaminda elde edilmis olup, herbaryum ornekleri Balikesir Universitesi

Necatibey Egitim Fakiiltesi Herbaryumu’nda saklanmaktadir.

-
N

3

»
77

Sekil 3.1: C. macrobotrys (mavi alan), C. ciliatum subsp. szovitzii (kirmizi alan) ve
Cirsium x erzurumicum (@ bireylerinin Tiirkiye’deki yayilis haritasi

Molekiiler caligmalar i¢in ayrica arazi esnasinda bazi o6rnekler silika jel taneleri barindiran
kiiciik kilitli posetler icerisinde muhafaza edilmistir ve diger bazi Ornekler igin ise
herbaryum 6rnegi haline getirilmis bitki 6rneklerinden yararlanilmistir. DNA izolasyonlari
icin Oncelikli olarak silika jel tanecikleri i¢erisinde nemi alinmis 6rnekler tercih edilmistir.

Kullanilan bitki 6rnekleri ve lokaliteleri Tablo 3.1°de gosterildigi gibidir.
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Tablo 3.1: Calismada kullanilan taksonlar ve lokaliteleri

Takson Adi Lokasyon bilgileri
C. ciliatum subsp. szovitzii Cmé6: Erzurum’dan Cat’a 22-23. km, 1990 m,
09.08.2017, T. Dirmenci, T. Arabac: (TD 4892),
Cm9: Posof-Tiirkdzi sinir kapist arasi, Eminbey
Koyii'nden 2 km sonra, 1461 m, 04.08.2015, T.
Dirmenci, T. Arabact (TD 4446),
Cml1, Cmb5: Gole, Oltu yolu, 5 km, step, 2100 m,
17. 8. 2006, N 40 4500, E 042 34 00, B. Yildiz &
T. Dirmenci (BY 16278) (BY 16308),
Cm2: Semdinli-Yiiksekova arasi, 18. km, 1700 m,
05.09.2007, T. Dirmenci, M. Fwrat (TD 3588).
Cirsium x erzurumicum Cma3: Pasinler’den Erzurum’a 28. Km, yol kenari,
step, 1950 m, T. Dirmenci, T. Arabact (TD 3538)
(Paratip ornegi),
Cm4: Oltu, Gaziler yolu, Cakirbaba gecidi, step,
2450 m, 28.08.2010, B. Yildiz & T. Dirmenci (BY
17228) (Paratip ornegi).
Cm7: Erzurum’dan Cat’a 22-23. km, 1990 m,
09.08.2017, T. Dirmenci, T. Arabact (TD 4891)

(Holotip ornegi),

C. macrobotrys Cm8: Erzurum’dan Cat’a 22-23. km, 1990 m,
09.08.2017, T. Dirmenci, T. Arabaci (TD 4890).

3.1.2 Cam ve Plastik Malzemelerin Hazirlanmasi

Bu ¢aligmada kullanilan tiim kapakli tiipler, PZR tiipleri, pipet uglari, cam malzemeler ve
1stya dayanikli diger malzemeler calismaya baslamadan 6nce 121 °C de 20 dakika siireyle
1 atmosfer basingta otoklavlanarak sterilize edilmistir. Sterilizasyon sonrasi malzemelerin
60 — 70 °C’ de kurumasi saglanmistir. Ayrica ¢aligmalar esnasinda kullanilan saf sular da

iki kez saflastirilmis sekilde kullanilmistir.

3.1.3 Cahsmada Kullanilan Kimyasallar

Calismamizda kullanilan kimyasal maddelerin ¢ogu ¢esitli tedarik¢i firmalar ile anlasilarak
ithal olarak getirilmistir. DNA izolasyon iglemleri i¢in Qiagen (Valencia-California, ABD)
mini bitki DNA izolasyon kitleri, Taq polimeraz enzimi olarak Fermantas (Vilnius,
Litvanya), GoTag DNA Polymerase (Madison-Wisconsin, ABD) ya da Qiagen (Valencia-
Kaliforniya, ABD) markalarina ait iirlinler kullanilmistir. Diger malzemeler ise, Merck
(Darmstad, Almanya), Sigma Aldrich (St. Louis-Missouri, ABD) ve baz1 yerli

kuruluslardan temin edilmistir.

35



3.1.3.1 QIAGEN Kit ile Yapilan DNA Izolasyonunda Kullamilan Kimyasallar

Bitki materyallerinden genomik DNA izolasyonu Qiagen DNeasy Plant Mini Kit (mini
bitki izolasyon kiti) kullanarak yapilmistir. Kit ile birlikte AP1, AP2, AP3, AW1 ve AW2
ile AE solusyonlar1 gelmis olup, protokolde belirtildigi sekilde izolasyon yapilmistir. AP1
tamponu pargalayict ¢ozelti, AP2 tamponu protein ve diger molekiilleri ¢oktiiriicti, AP3
soliisyonu DNA ¢oktiiriicli, AW soliisyonlar1 yikama ¢ozeltisi ve AE ise DNA’y1 kolondan
slizmeye yarayan c¢ozelti olarak bilinir. Ayrica AW yikama ¢ozeltilerine kullanmadan once

talimata uygun olarak saf etil alkol eklenmistir.

3.1.3.2 PZR islemlerinde Kullanilan Kimyasallar

PZR reaksiyonlarinda kullanilan dNTP karisimi, yilikleme boyast katkili tampon ve Taq
DNA polimeraz, gesitli firmalardan tedarik edilmis olup, her bir 6rnek ic¢in kullanilan
miktarlart ve konsantrasyonlara dair bilgiler Tablo 3.2’de verilmistir. PZR
reaksiyonlarinda kullanilan primerler ise Oligomer (Ankara, Tiirkiye) firmasi tarafindan
evrensel primer dizi bilgileri kullanilarak sentezlenmistir. Primerler laboratuvara gelir
gelmez veya -20 °C buzdolabindan c¢ikarildiktan sonra yaklasik 15 sn, 12.000 rpm’de
santrifiij yapilarak kuru c¢okeltinin tiipiin dibinde toplanmasi saglandi ve 1 ml dH20
(¢cogunlukla ultra dH20O- iki kez distile edilmis su) igerisinde ¢oziilerek stok hazirlandi. Her

bir primerin son konsantrasyonu 5 nmol/ ml (5 uM) olacak sekilde sulandirildi.

Tablo 3.2: PZR reaksiyonunda kullanilan ¢6zeltiler

Kimyasal Miktarn1 Konsantrasyonu
dH20 (saf su) 9.8 ul -
Taq Tamponu 2.5 ul 10X
CoralLoad Tamponu 2.5l -
Q Cozeltisi 2.5u -
Geri Primer 2.5l pmol / mL
Ileri Primer 2.5ul pmol / mL
dNTP 0.4 ul 10 mM
Tag DNA Polimeraz 0.3 ul 5 linite
gDNA 2ul -
Toplam 25 ul

3.1.3.3 Agaroz Jel Elektroforezinde Kullamlan Kimyasallar

Agaroz jel elektroforezinde kullanilan agaroz, yerel tedarik¢i firma tarafindan Sigma
Aldrich (St. Louis-Missouri, ABD)’ den temin edilmistir. Agaroz jel elektroforezinde
0.5X’lik TBE (Tris-Borik asit-EDTA) kullanilmis olup, bu ¢6zelti 5X TBE’nin 10 kat
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seyreltilmesi ile elde edilmistir. 5X TBE ise s0yle elde edilmistir: Tris bazindan 54g, borik
asitten 27.5 g ve 0,5 M’lik EDTA’dan 20 ml alinmis, beherde karistirilarak tizerine toplam
hacim 1 litre olana kadar saf su ilave edilmis ve 1yice ¢dziinmesi saglanmistir.

Agaroz jel kuyucuklarina yiiklenen PZR iiriinlerinin boyutlarinin karsilastirilmasi igin
DNA markdrii (biiyiikliik belirleyici) olarak ise Fermantas markasina ait kimyasal
kullanilmis ve UV 1s1k altinda bantlarin gbzlenebilmesi i¢in de jele Applichem (Darmstad,
Almanya) marka etidyum bromid (EtBr) yiiklenmistir.

32 Yontem

Tiirkiye’de dogal olarak yayilis gosteren Cirsium cinsinin Epitrachys seksiyonuna ait C.
macrobotrys ve C. ciliatum subsp. szovitzii taksonlar1 ile bunlarin dogal ortamlarinda
meydana getirdikleri hibrit bireylerin molekiiler filogenetik analizleri gergeklestirilmistir.
Molekiiler filogenetik ¢alismalar i¢in, ¢ekirdek genomuna ait olan ve ribozomal RNA’lar1
kodlayan ITS (I¢ Transkribe Olan Bosluk) bolgesinin tamami (ITS1 + 5.8S rRNA
kodlayan DNA + ITS2), ETS bolgesi (Dis Transkribe Olan Bosluk), kloroplast genomu
icerisinde yer alan trnL-F ve rpl32 DNA bdlgeleri ¢ogaltilmistir. Bu calisgmada boylelikle,
4 farkli fakat birbirini destekleyici bolgeler kullanilmigtir. Bu calismalarin
gerceklestirilebilmesi  i¢in  Oncelikle DNA izolasyonu gerceklestirilmistir. DNA
izolasyonundan elde edilen 6rnekler PZR calismalarinda kalip olarak kullanilmistir. PZR
islemleri sonucunda agaroz jel elektroforezinde yiiriitiildiigiinde uygun bantlagsmalara sahip
olan 6rnekler dizileme islemlerinin gerceklestirilebilmesi i¢in hizmet alim1 yoluyla Genoks
firmasina gonderilmis ve firma tarafindan diziletilmistir. Son asamada, uygun sekilde
diziletilmis ve dizileri elde edilmis olan DNA wverileri ¢esitli bilgisayar programlari

tarafindan incelenip analiz edilerek filogenetik agaclarin elde edilmesi gerceklestirilmistir.

3.2.1 Genomik DNA izolasyonu

Arazide toplanip silika jel tanelerinin igerisinde muhafaza edilen bitki yapraklarindan ve
Balikesir Universitesi Necatibey Egitim Fakiiltesi Herbaryumu’nda bulunan bitki
orneklerinden olmak tizere C. macrobotrys ve C. ciliatum subsp. szovitzii taksonlar1 ve
bunlarin dogal ortamlarinda meydana getirdigi hibrit bireylerin DNA izolasyonlar
gerceklestirilmistir. Bu islemler esnasinda ¢ekirdek genomu veya kloroplast genomu ayri
ayn saflagtirllmamis, tim DNA genomlar1 ayni tiip icerisinde muhafaza edilmigtir. DNA
izolasyonu i¢in Qiagen firmasi tarafindan liretilen DNeasy Plant Mini Kiti kullanilarak,

kitin igerisindeki protokole uygun bir sekilde izolasyon yapilmistir. izolasyon sonucunda
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elde edilen DNA izolatlari, kullanilacaklar1 zamana kadar -20 °C’de muhafaza edilmistir.
DNA izolasyon prosediir islemleri su sekilde gerceklestirilmistir:

1. DNA izolasyonu yapilacak bitki materyali havan igerisinde siv1 azot ile toz haline
gelinceye kadar parcalanarak, steril kapakl tiipe aktarildi.

2. Sivi azot ugar u¢maz iizerine 400 ul AP1 (tampon) ve 4 ul RNase A (100 mg/ml)
eklenerek 2-3 dk nazikg¢e karistirildi.

3. Tiip 65 °C’de 10 dk inkiibe edildi. inkiibasyon esnasinda tiip 2-3 kez alt iist edildi.

4. 130 ul AP2 (buffer) eklendi ve 5 dk buzdolabinda (-20 °C) bekletildi. Daha sonra 14000
rpm’de 5 dk santrifiij yapildi.

5. Santrifiij sonras1 ¢oken pellete dokunmadan temiz lizat spin kolona aktarildi. Spin kolon
2 dk 14000 rpm’de santrifiij edildi.

6. Santrifiij sonras1 spin kolondan alt kisma inen siipernatant yine pellete dokunmadan
yeni bir kapakli tiipe aktarildi.

7. Siipernatantin 1.5 kat1 kadar AP3 tamponu eklendi ve yavasga pipetaj yapildi.

8. Siipernatantin kirlilik icermeyen kismindan 650 pl alinarak mini spin kolona aktarildi.
8000 rpm’de 1 dk santrifiij yapildi. Buradaki asamadan sonra kolondan siiziilen ¢okiintii
direkt olarak atildi.

9. Siipernatantin kalan kismi ayni1 mini spin kolonun iizerine kondu ve 8000 rpm’de tekrar
1 dk boyunca santrifiij yapildi. Santrifiij sonras1 toplama kabi atildi.

10. Mini spin kolon yeni bir 2 ml’lik koleksiyon tiipine kondu. Daha sonra kolonun
igerisine 500 pl AW1 yikama tamponu eklendi ve 8000 rpm’de 1 dk santrifiij yapildi.
Santrifiij sonrasi siiziintii atildi.

11. Mini spin kolon igerisine bu sefer sirasiyla iki kez 500 ul AW2 tamponu eklendi ve
14000 rpm’de 2 dk santrifiij yapildi. Her santrifiijden sonra altta kalan siizlintii atildi.
Santrifiij islemleri sonrasi kolon toplama kabindan ayrildi ve yeni bir 1.5 ml’lik kapakl1 tiip
igerisine kondu.

12. En son asamada kolon igerisine 100 ul AE tampon eklendi ve 5 dk oda sicakliginda
bekletildikten sonra 8000 rpm’de 1 dk santrifiij sonras1 DNA kolondan ayrildi.

13. Bu asamada 1. eliisyon izolatlar elde edildi. 2. eliisyon izolatlar1 elde etmek igin 12.
basamaktaki islemler tekrarlandi.

14. izolatlar kullanilana kadar -20 °C’de muhafaza edildi.
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3.2.2 Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

PZR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu), temel olarak hiicre iginde (in vivo) c¢ekirdekte
meydana gelen replikasyon isleminin in vitro ortamda taklit edilmesi mantigina
dayanmaktadir. izolasyon islemi sonucunda elde edilmis DNA’nin kalip olarak kullanildig:
ve DNA polimeraz enziminin DNA polimerlestirme 6zelligi vasitasiyla gergeklesen bir
DNA c¢ogaltma islemidir. Genellikle standart bir DNA polimeraz enzimi ile 0.2-2.0 kb
araligindaki parcalarin ¢cogaltimi yapilmakla birlikte, 6zel bazi enzimlerin kullanilmastyla
daha biiyiik 15-20 kb uzunluguna kadar DNA parcaciklarinin ¢ogaltimi yapilabilmektedir.
Bu yontem aslinda ortam sicakliginin hizli bir sekilde degistirilmesiyle meydana gelir ki
PZR islemleri i¢in kullanilan cihaz termal dongii cihaz1 olarak isimlendirilir.

Bu ¢alismada kullanilan ¢ekirdek genomuna ait primerler ITS (ITS-1, 5.8S gen ve ITS-2)
bolgesi i¢in ITS-4 [388] ve ITS-I [389] primerleri, ETS bolgesi i¢in 18S-ETS ve ETS-Car-
1 [57] primerleri, kloroplast DNA’s1 i¢inde yer alan kodlanmayan trnA bdolgesi (trnL-trnF)
icin trnL-c [306] ve trnL-f [306] primerleri ve rpl32 DNA bdélgesi igin de rpl32-F ve trnL
(UAG) primerleri kullanilarak (Tablo 3.3) PZR islemleri gerceklestirilmistir.

Tablo 3.3: PZR’ de kullanilan primerler ile ilgili bilgiler

Bolge Primer Ada Primer Niikleotid Dizisi (5’- 3°) TmSicakhgi  Kaynak
T ITS 1 (ileri) TCCGTAGGTGAACCTTGCGG 57°C [389]
ITS 4 (Geri) TCCTCCGCTTATTGATATGC 53°C [388]
cre 18S-ETS (ileri) ACTTACACATGCATGGCTTAA 58 °C [57]
ETS-Car-1(Geri) TTCGTATCGTTCGGT 52°C [60]
ol T trnL-c (ileri) CGAAATCGGTAGACGCTACG 56 °C [306]
trnL-f (Geri) ATTTGAACTGGTGACACGAG 52 °C [306]
niao rpl32-F CAGTTCCAAAAAAACGTACTTC 59°C [390]
trnL (UAG) CTGCTTCCTAAGAGCAGCGT 67 °C [390]

PZR islemlerinde verimi artirmak icin ¢esitli Taqg DNA polimeraz kitleri kullanilmistir.
Hangi kit olursa olsun PZR tiiplerinin toplam hacimleri 25 pl olacak sekilde ayarlanmistir.
Tablo 3.2°de verilen PZR tiiplerine eklenen kimyasallar ve DNA miktar1 degerleri sadece 1
PZR tiipii i¢in gecerlidir. Ayrica, her PZR uygulamasinda olas1 bir kontaminasyonu
engellemek icin, kalip DNA igermeyen negatif kontroller de kullanilmistir. Bu 6rnekler
kalip DNA igerigi hari¢ ¢alisilacak PZR tiipleri ile ayn1 igerige sahiptir ve hacmi diger PZR
tiiplerinden kalip DNA miktar1 kadar eksiktir. Bu ylizden her ¢aligmada, verilen degerler
toplam c¢aligilacak Ornek sayisinin bir fazlasi ile ¢arpilmistir. Elde edilen miktar kadar

cozeltilerden alinmis ve karisim tiipii hazirlanmistir. Karisim tiiptine biitiin ¢cozeltiler
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eklendikten sonra en son Taq polimeraz eklenerek pipetaj yapilmistir. Hazirlanan karigim,
DNA ¢ozeltisi bulunmayan her bir tiipe 23 pl olacak sekilde esit olarak dagitilmis ve en
son 200 ul’lik bu PZR tiiplerinin iizerlerine 2 ul DNA ¢o6zeltileri ilave edilmistir. Toplam
hacmi 25 pl olan bu ¢ozelti, Techne Prime (Staffordshire, Birlesik Krallik) marka termal

dongii cihazi ile Tablo 3.4’te ayrintilar1 verilen program ile cogaltilmistir.

Tablo 3.4: Calismada kullanilan PZR programi ve siireleri (SHAWO7 protokolii [390])

Asama Sicakhik Zaman Dongii Sayisi
On Denatiirasyon 80 °C 5 dakika 1 déngii
Denatiirasyon 95 °C 60 saniye
50 °C
Baglanma (650. f oéeai?:glfde 60 saniye 30 Dongii
¢ikacak)
Uzama 65 °C 4 dakika
Son Uzatma 65 °C 5 dakika 1 dongii
Bekleme 4°C Kullanana kadar

Her bir dongiiniin; denatiirasyon asamasi, primerlerin baglanma asamasi ve uzama asamast
olmak tizere 3 asamada gergeklestigi PZR islemi, ¢ok sayida dongliden meydana gelir
(Tablo 3.4). Birinci asama olan denatiirasyon asamasinda, 94-96 °C’de DNA zincirleri
birbirinden ayrilir. Yapigsma agsamasi ikinci agamadir ve bu esnada, ayrilan (denatiire olan)
zincirlerin karsisina ¢ogaltacagimiz gen bolgesini bulmaya yarayan primerler (kisa DNA
pargalar1) uygun gen bdolgesine yapisirlar. Son olarak uzama asamasinda ise kaplicalarda
yasayan Thermus aquaticus Brock & Freeze bakterisinden elde edilen Tag DNA polimeraz

enzimi ile, kalip DNA zincirinin karsisina yeni zincir sentezlenir.

3.2.3 Agaroz Jel Elektroforezi

%0,8’lik agaroz jelde yiiriitiilen PZR iiriinleri jel dokiimantasyon cihazinda goriintiilendi.
Agaroz jeli hazirlamak i¢in 0,8 g agarozun 100 ml 0,5 X TBE tamponu igerisinde
mikrodalga firinda kaynatilarak ¢o6ziilmesi saglandi. Ilidiktan sonra karigima 1 pl etidyum
bromid c¢ozeltisi (1 mg/mL) eklendi. Hazirlanan tampon ¢o6zelti, taraklari Onceden
yerlestirilmis olan jel kaseti igerisine dokiiliip, polimerlesmesi icin yaklasik 30 dakika
beklendi. Polimerlesen jel, elektroforez tankina konuldu ve iizeri kaplanincaya kadar 0,5 X
TBE tamponu ile dolduruldu.

Termal dongii cihazinda amplifiye edilen (¢ogaltilan) ornekler, hazirlanan jeldeki

kuyucuklara tek tek yiiklendi. Jele yiikleme isleminde PZR’de kullanilan CoralLoad
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tamponunun boyali olmasindan dolay1 yilikleme boyas: kullanilmayip, sadece PZR
tirtinlerinden 5 pl pipet yardimiyla alinarak bos kuyucuklara yiikleme yapildi. Caligmada
olas1 bir DNA kontaminasyonunu belirlemek amaciyla her uygulamada genomik DNA
icermeyen bir negatif kontrol ve bant biiyiikliikklerinin belirlenmesi amaciyla da
elektroforez iglemlerinde molekiiler biiyiikliigli bilinen bir DNA biiyiikliik belirleyici (1kb
DNA ladder) kullamildi. Ornekler 100 vollta 45 dakika vyiiriitiildiikten sonra jel
gorlintiilleme cihazinda bilgisayar programi yardimiyla jelin fotografi ¢ekilip kaydedildi.
Cogaltma isleminin basarili oldugu, jel incelenerek tespit edilen PZR iirlinleri ve

hazirlanan primerler dizileme iglemlerinin yapilmasi i¢in Genoks firmasina gonderildi.

3.2.4 Dizileme ve Dizi Analizi

PZR ile ¢ogaltilan ve saflastirilan DNA’larin ITS, ETS, rpl32 ve trnL-F bolgelerinin, DNA
dizilerine doniistiiriilmesi islemleri icin Genoks firmasindan hizmet alimi yapildi. Hizmet
alimi ile temin edilen DNA dizileri ilk olarak Sequencher 5.4.6 [391] programi kullanilarak
gozden gegirilip, hatali dizilenmis niikleotitler kontrol edilerek diizeltildi. Sequencher
programindan metin belgesine aktarilan DNA dizileri, BioEdit 7.2.5 [392] programinda alt
alta acilip hizalandiktan sonra, taksonlar arasindaki dizi farkliliklar1 yeniden kontrol edildi,
gerekli diizeltmeler yapildi ve FASTA formatinda bu dosya kaydedildi. Kaydetmis
oldugumuz bu dosya ile internet iizerinden ficretsiz erisilebilen MUSCLE (Multiple
Sequence Alignment) programi kullanilarak diziler yeniden hizalandi [393]. Cirsium
cinsinin Epitrachys seksiyonuna ait taksonlarin ITS, ETS, rpl32 ve trnL-F bolgelerinin
cogaltilmasi sonucu gerceklesen DNA dizileme ve dizi analizi islemleri neticesinde dizileri
elde edilen taksonlar islendi. Dizileri yeterli diizeyde temiz ¢ikmayan, sinyalleri giiclii

olmayan taksonlarin PZR’1 yeniden yapildi.

3.2.5 Filogenetik Analiz

Dizileri elde edilmis olan Cirsium cinsinin Epitrachys seksiyonuna ait taksonlarin
akrabalik derecelerini belirleyebilmek ve filogenetik agaglar olusturmak icin diinyada ¢ok
yaygin olarak kullanilan PAUP* (Phylogenetic Analysis Using Parsimony) 4.0a.144
programi [383] kullanilmistir. PAUP* programi nexus formatinda ¢alistigindan, hazirlanan
FASTA formatindaki dosya http://sequenceconversion.bugaco.com/converter/biology/sequ
ences/fasta to nexus.php internet adresinden flicretsiz olarak nexus formatina ¢evrilerek

filogenetik analiz i¢in hazir hale getirilmistir.
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Dizileri hizalanan Cirsium tiirlerinin ITS ve ETS bolgelerinin filogenetik analizi PAUP*
programinda gerekli komutlar verilerek yapilmigtir. Karakter temelli metotlardan
Parsimoni yOnteminde en iyilik kriteri (optimality criterion) secilip, arama algoritmasi
olarak heuristic arastirma ve bootstrap sec¢ilmistir. Yapilan analizlerde kullanilan kriterler
ve karakterlerle ilgili veriler, bulgular ve tartisma boliimiinde ayrintili olarak verilmistir.
Ayrica mesafe temelli yontemlerden NJ ve UPGMA metotlar1 secilerek filogenetik
analizleri de yapilmustir.

Dis grup olarak secilen tirlerin ITS ve ETS bolgelerinin  DNA  dizileri
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/ adresinden alinarak analize dahil edilmistir (Tablo 4.2 ve
4.3).
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4. BULGULAR
41 Morfolojik Bulgular

Bu ¢alismanin konusunu olusturan Cirsium ciliatum subsp. szovitzii ve C. Macrobotrys,
daha o6nce belirtildigi gibi Epitrachys seksiyonuna ait taksonlardir. Epitrachys seksiyonu,
tilkemizde yayilis gosteren Cirsium cinsine ait {i¢ seksiyondan biri olup en fazla takson
sayisina sahip olan seksiyondur. Asagida iki atasal taksonun ve meydana gelen hibritlerin

betimleri verilmistir.

4.1.1 Cirsium ciliatum (Murr.) Moench, Meth. 227 (1802) subsp. szovitzii (C.Koch) Petr.
in Trudy Tiflissk. Bot. Sada 12 (1):2 (1912).

Sinonimler: Epitrachys szovitsii C. Koch in Lennaea 24:397 (1851);

Cirsium szovitsii (C. Koch) Boiss., Fl. Or. 3:527 (1875); Charadze in FI. USSR 28:133

(1963).

Tip Ornegi: [Transcaucasia] Azerbaycan: Karabagh, Szovits 575 (holo B, iso LE, E, K).

Kaynak: [104].

Iki yillik, bazen birinci yilda ¢igeklenir, 90-120 cm. Gévde kanatsiz, cok az arachnoid,
dallanmis. Govde yapraklart govdeyi kismen sarici, oblong, pinnatisekt, yanal loblar iki
parcali, li¢ koseliden lanseolat’a kadar, 3-7 ¢ift, yanal ve terminal loblar genellikle ince 2-
13 mm ug dikenli, st yiizii dikenli-strigoz, seta 0.3-1.3 mm, tiiysiiz; alt yiizii arachnoid.
Yan dallar 2-8, 1-8 kapitulumlu, iist yapraklar 1-4 biraz geriye kivrik, involukrumdan kisa.
Involukrumlar dik, basik-kiiremsiden genis-ters yumurtamsiya kadar, 30-40 mm. Fillariler
tilysiiz, 9-16 seri; distakiler geri kivrik diiz alt yliziiniin kenarinda 0.4-1 kii¢iik dikenli ug
dikenli, geriye kivrildig1 noktada c. 2 mm genisliginde; ortadakiler distakilere benzer fakat
bazen geriye kivriktan ziyade dikey-yayik, iki renkli (ortasi az ¢ok morumsu kirmizi,
kenar1 saman sarisi), 1.5-3 mm saman sarisi u¢ dikeni dahil 11.5-16 x 1.5-3 mm,; igtekiler
kisa dikencikli, darca, ucu dikey-yayiktan yayiga kadar, genellikle az ¢ok morumsu
kirmizi. Korolla pembe ya da morumsu kirmizi, 28-40 mm. Aken 4.5 x 5.5, papus 27-29

mm.

Ciceklenme Zamani: Temmuz-Agustos.

Yetisme Ortami: Tarla ve yol kenarlari, hendek boylari, 1600-2500 m.

Tiirkiye’de Yayihisi: A8 Erzurum: Oltu, Basbaglar koytli dogusu, step, 1500-1600 m, 16.
8. 2006, B. Yildiz & T. Dirmenci (BY 16 293), A9 Artvin: Ardanug, Peynirli koylinden
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Cukurcayirlar mevkine, 1700 -3300 m, 11.8.1984, N. Demirkus, 2586 (HUB) Kars:
Sarikamis- Mescitli koyii arasi, sart cam ormani, 1800-2200 m, 10. 8. 1981, O. Giines
2011 (HUB) Kagizman, Camuslu kéyii, Aladag, 2000-2500 m, 7.11.1980, A. Giines, 1781
(HUB) Cildir, Cildir golii, dogu kiyisi, step, 1950 m, 17. 8. 2006, B. Yildiz & T. Dirmenci
(BY 16 323) Kars: Yalnizgam, 1800 m, 19.08.1957, Davis & Hedge (D. 32548) (E, K,
BM) B8 Erzurum: 4 km N. of Erzurum, in plain, 1800 m, 29.07.1966, Davis 47486 (E, K)
Cat giineyi, dere kenari, 2100 m, 11.08.2007, T.Dirmenci & T.Arabact (3527) Askale,
Bayburt yolu, 8-10. km, 1650 m, yol kenari, 4.8.2008, B. Yildiz (BY 16848) Pasinler-
Erzurum arasi, 28. km, 6400 ft, 12.08.2007, T.Dirmenci, T.Arabaci (3536) B9 Agn:
between Agri (Karakdse) and Horasan, 2000-2500 m, Rech. 32864 (W) Diyadin, c. 3 miles
from Diyadin on road to Agri & Dogubayazit, c. 600 ft, 09.08.1970, Hewitt 296 (K) Agri-
Dogubeyazit arasi, 68. km, 1900 m, 12.08.2007, T.Dirmenci & T.Arabaci (TD 3550) Van:
Fallow fields and ditches, 28.07.1954, Davis & Polnunin (D. 23274) (K) Er¢is-Patnos, 30
km, 2050 m, 13.08.2007, T.Dirmenci 3563, T.Arabact Ercis-Patnos, 15 km, 1800,
13.08.2007, T.Dirmenci & T.Arabact (TD 3561) Van: Giirpiar-Hosap arasi, Cavustepe, 1
km dogusu, tarla kenar1, 1700, 15. 8. 2008, N 38 21 900; E 043 32 500, B. Yildiz, Dirmenci
& M. Frrat (BY 16904), Bitlis: Corgih to Bitlis, 2286 m, Tong 232 (E) Edremit-Akdamar
adasi, 21. 9. 1974, A. ve T. Baytop (ISTE 31050)! C9 Hakkari: Semdinli-Yiksekova
arast, Durak koyti, 1650 m, 15. 8. 2008, B. Yildiz, T. Dirmenci & M. Firat (BY 16921).

incelenen Ornekler: A8 Erzurum: Erzurum’dan Cat’a 22-23. km, 1990 m, 09.08.2017,
T. Dirmenci, T. Arabaci (TD 4892)! A9 Ardahan: Posof- Tiirkozii sinir kapisi aras,
Eminbey Koyii’nden 2 km sonra, 1461 m, 04.08.2015, T. Dirmenci, T. Arabac: (TD 4446)!
Ardahan: Goéle, Oltu yolu, 5 km, step, 2100 m, 17. 8. 2006, N 40 4500, E 042 34 00, B.
Yildiz & T. Dirmenci (BY 16278)! Gole, Oltu yolu, 5 km, step, 2100 m, 17. 8. 2006, N 40
4500, E 042 34 00, B. Yildiz & T. Dirmenci (BY 16 307)!

C9 Hakkari: Semdinli-Yiksekova arasi, 18. km, 1700 m, 05.09.2007, T. Dirmenci M.
Firat (TD 3588)!

4.1.2 Cirsium macrobotrys (C. Koch) Boiss., Fl. Or. 3:532 (1875).

Sinonim: Epitrachys macrobotrys C. Koch in Linnaea 24:399 (1851).

Tip 6rnegi: [B8 Erzurum] im armenischen Hochlande, in den Gauen ‘Gokssu und
Chynys’, C.Koch (B).
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Kaynak: [104]

Iki ya da ¢ok yillik, c. 30-200(-300) cm. Gévde dik, kalin, kuvvetli, kanatsiz, oluklu, yogun
ortimcek agsi tliyll, beyaz tomentoz, dallanmamis. Taban yapraklari 30 x 10 cm’ye kadar,
oblong pinnatisekt, iist yiizli tliysiiz yogun setali, alt yiizii pannoz; orta govde yapraklari
sapsiz, 45% aci ile geriye doniik, hafif dekurrent, gévdeyi kismen sarici, oblong, pinnatisekt,
yanal loblar iki parcali, li¢ kdseliden darca ti¢ koseliye kadar, 3-8 ¢ift, lincer-lanseolat,
lanseolat, yanal ve terminal loblar zayiftan orta derecede saglama kadar 3-16 mm ug
dikenli, iist yiizii dikenli-strigoz, seta 0.2-2.5 mm, tiiysiiz; alt yiizii arachnoid. Involukral
yapraklar, ¢ok indirgenmis, 6-10, involukrumdan uzun. Kapitulumlar gévdelerin ucunda
spikat dizilmis, sapsiz. Involukrumlar dik, spika seklinde, gévde ucunda (3-)5-12 adet,
kiiremsi-yumurtamsi ya da koseli-yumurtamsidan genis-ters-yumurtamsiya kadar, 20-35
mm. Fillariler alt kisminda tiiysiiz, u¢ kismi1 arachnoid, c. 8-10 seri; distakiler ortadakilere
boyca esit ya da uzun; ortadakiler c. 1.2 x 0.1 mm zayif geriye kivrik, geriye kivrik ya da +
dik ug dikeni dahil c. 13-19 mm. Korolla sarimsi beyaz, 23 mm. Aken c. 5.56 x 3 mm,
kahverengi; papus 22-24 mm.

Ciceklenme zamani: Temmuz-Eyliil.

Yetisme ortami: Yazin kuruyan cayirliklar, tarim alanlari, 1600-3200 m.

Tiirkiye’deki yayilisi: Dogu Anadolu Bolgesi. A7 Erzincan: Sipikor, Sint. 1890:3293 (G)
Giimiishane: Sirvan-Alucra arasi, step, 2100 m, 22. 08. 2006, B. Yildiz & T. Dirmenci
(BY 16380) A8 Erzurum: Erzurum to Bayburt, 1750 m, Buttler 15924. Erzurum: Kop
Dag pass, 8000 ft., 10.08.1962, Furse 3835 (K) Bayburt: Kop Da, Asagikop kdyii lizeri,
1800-2000 m, step, 12. 8. 2006, N 40 03 600, E 40 26 500, B. Yildiz & T. Dirmenci (BY
16259) Giimiishane: Bayburt, 1067 m, Balls 2035. 58 km WEW of Ezurum, ad viam
versusu Tercn, 6.9.1957, Rechinger, 15134 (W) Ispir, Rize yolu, il sinir1, step, 2150 m, 19.
08. 2006, N 40 35 000, E 040 51 000, B. Yildiz & T. Dirmenci (BY 16356) Oltu, Abussar
Da., Koenig. A9 Kars: Yagmurlu Dag, above Sarikamis, 2250 m, 23.08.1957, Davis &
Hedge (D. 32610) (K, BM) B7 Sivas: Imranli, 5 km batisi, ¢ayirlik, 1600 m, 11. 8. 2006,
B. Yildiz & T. Dirmenci (BY 16237) B8 Mus: 24 km E. of Mus, D. 24779 (E) Palandoken
Da, Kayak merkezi ¢evresi, dag stepi, 2000 m, 13. 8. 2006, B. Yildiz & T. Dirmenci (BY
16272) B9 Van: Cuk, 1900 m, Ndbélek s.n.
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Incelenen Ornekler: A8 Erzurum: Erzurum’dan Cat’a 22-23. km, 1990 m, 09.08.2017,
T. Dirmenci, T. Arabact (TD 4890)! B7 Erzincan: Erzincan ve Kelkit arasi, Poske gegidi,
2100 m, 09.08.2017, T. Dirmenci, B. Yildiz & T. Arabact (TD 4910)!

4.1.3 Cirsium x erzurumicum Yildiz, Arabaci & Dirmenci nothosp. nov.

(Cirsium macrobotrys (C. Koch) Boiss. x C. ciliatum (Murray) Moench subsp. szovitzii (C.
Koch) Petr.)

Tip Ornekleri: Erzurum: Erzurum’dan Cat’a 22-23. km, 1990 m, 09.08.2017, T. Dirmenci
4891 & T. Arabact (Holotip: ISTE)

Paratipler: Erzurum: Pasinler’den Erzurum’a 28. km, yol kenari, step, 1950 m, T.
Dirmenci 3538 & T. Arabact (GAZI). Erzurum: Oltu, Gaziler yolu, Cakirbaba geg¢idi, step,
2450 m, 28.08.2010, B. Yildiz 17228 & T. Dirmenci (ANK).

Diagnosis: Cirsium x erzurumicum is similar to its parents, Cirsium ciliatum subsp.
szovitzii and C. macrobotrys. It can be distinguished from Cirsium ciliatum subsp. szovitzii
as follows: its involucral leaves as long as or longer than involucre (not shorter than
involucre), its median phyllaries not ciliate, arachnoid at apex and recurved (not ciliate,
glabrous and erecto-patent), lengths of phyllaries are 15-21 (not 11.5-16 mm), its corolla
measurement is 25-27 mm (not 28-40 mm). It differs from C. macrobotrys in its
inflorescence raceme to paniculate, capitula distinctly pedunculate (not spicate, subsessile
and 5-12 capitula aggregate at stem apex), involucral leaves as long as or longer than
involucre (not clearly longer than involucre), corolla pink to pinkish-purple and 25-27 mm

(not ochroleucous and 21-23 mm),

Description: Biennial herbs. Stem to 150 cm long, stout and single, few branched above;
lateral branches 5-10 cm long and 1-3 capitulate, unwinged, striate, densely arachnoid with
sparsely to densely multicellular hairs, greyish-green. Basal leaves unknown. Stem leaves
diminishing from base to inflorescence, spinose-strigose above, setae more than 5 in 2
mm?, erecto-patent, otherwise glabrous, arachnoid-tomentose at beneath; lower cauline
leaves 18-30 x 8-15 cm, pinnatisect, oblong in outline, lateral lobes oblong to lanceolate,
apical spine to 1 cm long; middle cauline leaves pinnatisect, 8-15 x 4-8 cm, oblong in
outline, lateral lobes oblong to triangular, apical spine to 1 cm long, robust; upper cauline
leaves oblong-lanceolate in outline, pinnatifid to pinnatisect, 8-12 x 3-5 cm, apical spine to
1 cm long, robust. Involucral leaves 4-5, involucrate, as long as or clearly longer than
capitula. Involucre 25-35 x 30-35 mm, +globose, clearly pedunculate, peduncle 5-10 cm

long; phyllaries ovate-lanceolate, sparsely to densely arachnoid at apex, imbricate, 7-10
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seriate; outer phyllaries 10-15 mm long with 1.5-3 mm long apical spined, recurved;
median phyllaries 15-21 mm long with 2.5-4 mm long apical spine, recurved; inner
phyllaries 25-33 mm long with 2-3 mm long apical spine, recurved to slightly recurved.
Corolla pinkish to pinkish-purple, 25-27 mm long, unequally 5-lobed to1/5, 4 lobes +equal
c. 5 mm long, other lobe c. 7 mm long; anthers 10-12 mm long, glabrous; filaments
densely hairy; style 3-5 mm exserted from coralla, 2-lobed, glabrous. Pappus 20-25 mm
long, dirty white, plumose. Achene 5-6 x2.2-2.5 mm, blackish, white-striate.

Betim: Iki yillik. Gévde 150 cm’ye kadar uzunlukta, kalin ve tek, yukar1 dallanmis, yan
dallar 5-10 cm uzunlukta, 1-3 kapitulumlu, kanatsiz, ¢izgili, yogun oriimcekags: tiiyli,
seyrek ila yogun c¢ok hiicreli tiiylii, grimsi-yesil. Taban yapraklar1 bilinmiyor. Govde
yapraklar1 tabandan itibaren kapitulumlara dogru kademeli olarak kiigiilmiis, {ist yiizii
dikenli-strigoz, 2 mm?’de 5’ten fazla, seta dik-yayik, diger yandan ist yiizii tiiysiiz, alt
yiizii O6riimcekagsi- kaba tliylii; alt govde yapraklar1 18-30 x 8-15 cm, derin teleksi,
dikdortgensi, yanal loblar dikdortgensiden mizraksiya kadar, 1 cm’ye kadar ug dikenli; orta
govde yapraklar1 derin teleksi, 8-15 x 4-8 cm, dikdortgensi, yanal loblar dikdortgensiden
ic koseliye kadar, 1 cm’ ye kadar ug¢ dikenli, saglam, iist govde yapraklar1 dikdortgensiden
mizraksiya kadar, az teleksi ila derin teleksi, 8-12 x 3-5 cm, 1 cm’ye kadar ug¢ dikenli,
saglam. Involukral yapraklar 4-5, kapitulum kadar ya da daha uzun, involukrumlar 25-35 x
30-35 mm, =kiiremsi, agik¢a sapli, pedunkullar 5-10 cm wuzunlugunda, fillariler
yumurtamsi- mizraksi, tepede seyrek ila yogun oriimcekagsi, kiremitvari, 7-10 seri; dig
fillariler 1.5-3 mm ug diken dahil 10-15 mm uzunlugunda, kivrik; orta fillariler 2.5-4 mm
u¢ diken ile birlikte 15-21 mm, kivrik; igtekiler 2-3 mm ug diken dahil 25-33 mm, kivrik
ila hafif kivrik. Korolla pembemsi ila pembemsi-mor, 25-27 mm uzunlugunda, esit
olmayan 5 loblu 1/5, diger dort lob hemen hemen esit, diger lob ¢. 7 mm uzunlugunda;
anterler 10-12 mm uzunlugunda, tiiysiiz; flamentler yogun tiiylii; Situlus tag yapraklari 3-5
mm kadar geger, 2 loblu, tiiysliz. Papus 20-25 mm, kirli beyaz, tiiylii. Aken 5-6 x 2.2-2.5

mm, siyahimsi, beyaz ¢izgili.
Ciceklenme Zamani: Temmuz-Eyliil.

Etimoloji: Bu yeni hibrit bireyin epiteti yetistigi yer olan Erzurum iline ithafen verilmistir.

Yetisme Alami: Tarla kenarlari, yol kenarlari, kuru gayirliklar, step alanlar.
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42 DNA izolasyonu

Bu ¢alismada Cirsium ciliatum subsp. szovitzii, C. macrobotrys ve bu iki atasal takson
arasinda meydana gelen melezler (Cirsium % erzurumicum) ¢alisildi. Atasal taksonlardan
C. ciliatum subsp. szovitzii taksonundan 5 birey, C. macrobotrys taksonundan 1 birey ve 3
birey de melez taksondan olmak tizere DNA izolasyonu islemleri basari ile gerceklestirildi.
Atasal tiirlerden biri olan C. macrobotrys ile ilgili daha 6nceki ¢alismalardan elde edilmis 3
farkli DNA dizisi de ayni alandan olmamakla beraber, daha onceden dizilenmis olan
caligmalardan kullanilip, bu ¢alismaya dahil edilip birlikte analiz edildi. Tiim taksonlarin
DNA izolasyonlar1, dncelikle silika tanecikleri i¢erisinde nemi alinmis bitki yapraklar
kullanilarak veya herbaryum orneklerinden, Qiagen firmasina ait Dneasy Plant Mini kiti ile

bir dnceki boliimde anlatildig: sekilde gerceklestirildi.

Tablo 4.1: Bu ¢alismada DNA izolasyonu esnasinda kullanilan bitki 6rnekleri ve kodlari

Takson Izolasyon Toplayici
kodu kodu
Cirsium ciliatum subsp. szovitzii cmi BY16278
Cm2 TD3588
Cm5 BY16307
Cm6 TD4892
Cm9 TD4446
Cirsium X erzurumicum Cm3 TD3538
Cm4 BY17228
Cm7 TD4891
C. macrobotrys Cm8 TD4890

43 Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

Bu calismada daha 6nceden bahsi gegen ve Tablo 4.1°de izolasyon kodlar1 verilen 3 farkl
taksona ait 9 farkli 6rnegin ve daha onceden farkli bir yayinda calisilmis olan Cirsium
macrobotrys taksonuna ait 3 farkli 6rnegin ¢ekirdek genomuna ait ribozomal DNA i¢
trankribe olan bosluk (ITS) bolgesi ve dis transkribe olan bosluk (ETS) bolgesi ¢aligildi.
Ayrica kloroplast DNA’sina ait olan trnL-F ile rpl32 DNA bdlgeleri galisildi. Tablo 3.2°de
yer alan kimyasallar ve Tablo 3.3’te verilen primer dizileri Techne Prime markal1 termal
dongili cihazinda Tablo 3.4’te verilen PZR programi kullanilarak cogaltildi. PZR’de

cogaltilan 6rneklerden bazilarinin Agaroz jel goriintiileri Sekil 4.1°de verilmistir.
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Sekil 4.1: PZR islemlerinde ¢ogaltilmis baz1 6rneklerin agaroz jel goriintiisii (nrITS)

44 DNA Dizileme ve Dizi Analizi

Cirsium ciliatum subsp. szovitzii ve C. macrobotrys taksonlari ve meydana gelen hibritlerin
ITS, ETS, trnL-F ve rpl32 bolgeleri PZR islemleri ile gogaltildiktan sonra, kendi
tiniversitemiz biinyesinde otomatik DNA dizileyicisi olmadigindan, dizileme reaksiyonlari
icin GENOKS firmasindan hizmet alim1 yapildi. Gergeklestirilen dizileme reaksiyonlarinin
sonuclar1 kramotogramlar halinde genbank (.gb) formatindaki dosyalar halinde gonderildi.
Herbir 6rnekten daha dogru sonuglar elde etmek igin iki yonlii dizileme yapilmis olup,
bunun i¢in de ileri ve geri primerler kullanilarak ayri ayri dizilenmis diziler tarafimiza

gonderildi.

4.4.1 Dizilerin Islenmesi

DNA dizileme firmasi tarafindan elektronik ortamda elimize ulasan AB1 formatindaki
islenmemis DNA dizileri, oncelikle Sequencher 5.4.6 veya BioEdit 7.2.5 programlari
kullanilarak incelendi. Bu formatta gelen dosyalardan ileri ve geri primer dosyalar: birlikte
kullanilarak kontig olusturuldu. Dizileme islemleri esnasindaki yanlis okuma vb. hatalarin
kontrolii i¢in, kontigleri olusturulmus dizilerin kromotogramlarindaki bazlara ait olan
sinyal giiglerine (piklere) ve ham dizilerin genel temizligine bakilarak kontigler tek tek
Sequencher 4.5.6 veya BioEdit 7.2.5 programi ile gorsel olarak incelenip diizeltildi ve

sonug olarak kontig ya da ortak karar dizileri elde edildi (Sekil 4.2).
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Epitrachys seksiyonunda bulunan ve bu calismaya konu olan Cirsium ciliatum subsp.
szovitzii taksonundan bes farkli birey ve C. macrobotrys tiirtinden de biri bu ¢alismada elde
edilmis olmak tiizere bes farkli birey analiz edilmistir. Bu taksonlar atasal karakterdedir ve
Cirsium x erzurumicum hibritinin atalar1 oldugu, arazi c¢aligmalar1 esnasinda tespit
edilmistir. Cirsium ciliatum subsp. szovitzii taksonuna ait bireyler bu ¢alismada ilk kez
calisilmistir. Cirsium macrobotrys tiiriiniin populasyonlarinin C. ciliatum subsp. szovitzii
populasyonlart ile ¢akistigi alanlardan bir 6rnek c¢alisilabilmis (CmS) ve ayrica daha 6nceki
calismalarda kullanilmis olan ve gen bankasina (N.C.B.1.) yiiklenmis bulgulardan da ii¢
farkli C. macrobotrys bireyi ¢alismamizda elde edilen bulgulara dahil edilmistir. Cirsium x
erzurumicum hibritlerinden de 3 farkli birey analiz edilmis ve bunlarin atasal taksonlari ile

filogenetik iligkileri analiz edilmistir (Tablo 4.1).

DNA izolasyonlar1 gergeklestirilen farkli bireylerin PZR c¢alismalart en olumlu
sonuglananlar ve sonrasinda dizileme islemlerinde olumlu veriler elde edilenler ITS ve
ETS bolgeleridir. Ayrica, ¢ekirdek genomuna ait olan bu boélgeler tiiremis niikleotid
karakterleri hakkinda bilgi vermektedir. Sekil 4.3, Cirsium X erzurumicum (BY17228)
hibritine ait Sequencher programindan alinmis Ornek bir sekildir. Elde edilen kontig
verilerine gore, 271. niikleotitte (ok ile gosterilen) DNA dizisinde bir heterozigotluk
durumu goriilmektedir (ayn1 durum 267. niikleotit sirasinda (Y (C/T) olan konumda da
gorilmektedir). Bu gibi durumlarda kontigler dikkatli bir sekilde elde edilmis ve bu
bolgeler bilhassa not edilmistir. Daha sonraki asamalarda, hibritler ve atalar1 beraber
hizalandiginda polimorfik bolgelerin karsilastirilmast oldukg¢a faydali olmustur. Diger ITS
dizileri de incelendiginde, C. ciliatum subsp. szovitzii taksonuna ait olan BY 16278 kodlu
birey ile TD3538 toplayict kodlu hibrite ait dizileme sonucunda temiz veriler elde
edilememistir. Bu bireylerin PZR ¢alismalar1 olumlu sonuglanmis olsa bile ham dizilerinin

kalitesi %60’lar civarinda kalmistir. Bundan dolayi, filogenetik analizlere dahil

50



edilememislerdir. Flde edilen ham DNA dizileri ortalama olarak 700 niikleotitten

olusmaktadir.

— l2e0 12
GTGGCCTCTCAATAACCAT.

Sekil 4.3: Sequencher programindan elde edilmis ve heterozigot bolgeleri gdsteren bir
ornek (BY17228 kodlu 6rnegin ITS dizileri)

ETS DNA dizileri de daha once belirtildigi gibi, hibritler ve atalar1 arasindaki polimorfik
bolgeler yani tiiremis bolgeler hakkinda bilgi vermektedir. ITS dizilerinde oldugu gibi C.
ciliatum subsp. szovitzii BY16278 kodlu bireyden ETS dizilemesinde de olumlu sonug
almamamuistir. Yine ITS dizilerinde oldugu gibi TD3538 toplayici kodlu hibrite ait veriler
elde edilememistir, ayrica TD4891 kodlu ETS dizileri de analiz edilmek ic¢in oldukga
kirliydi. Elde edilen ham dizi sayist ortalama olarak 580-585 civarinda olmustur. Tiim
incelenmis ve islenmis dizilerin kontigleri metin dosyast seklinde kaydedilip, hizalama
programi i¢in uygun hale getirildi. Kloroplast DNA genomundan ise trnL-F ve rpl32
bolgeleri calisilmis olsa bile iki kez dizileme islemi yapilmasina ragmen maalesef biiyiik

cogunlukla olumlu sonug¢ alinamamaistir.

4.4.2 Dizilerin Hizalanmasi

Filogenetik agaclarin elde edilmesinden 6nce Onemli bir basamak da bu elde edilen
islenmis dizilerin alt alta getirilerek hep beraber hizalanmasi ve bunlarin beraber analiz
edilmesidir. Daha 6nce bahsedildigi gibi, Genoks firmasindan elimize ulasan ham diziler

Sequencher veya BioEdit programlariyla analiz edildi ve diizenlendi. Bir 6nceki asamada
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metin dosyas1 seklinde kaydedilmis olan farkli taksonlara ait ayni bolge BioEdit
programinda agildi. Bu islem i¢in Oncelikle tek bir kontig dizisi dosyasi BioEdit ile agildi.
Daha sonra, ayni bolgeye ait diger taksonlarin dizileri “import” komutuyla ayni dosya
igerisine getirildi. Bu sekilde alt alta getirilmis diziler artik hizalanma i¢in hazir konuma
gelmis oldu. Sekil 4.4’te hizalanmamis ve kesilmemis DNA dizilerine ait bir goriintii

bulunmaktadir.
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Cm2 Cirsium ciliatum subsp szovitzii TD3588 CGTAATCACAGCCGGGCGTCGGGGGGATCGGGTGTGAGCCCGGTGCCCGCAGAGACTTC
Cm4 Cirsium x erzurumicum BY17228 [-2GAACGACCCGCGAACACGTAATCACAGCCGGGCGTCGGGGGGATCGGGTGTGAGCCT
Cm5 Cirsium ciliatum subsp szovitzii BY16307 FATCACAGCCGGGCGTCGGGGGGATCGGGTGTGAGCCCGGTGCCCGC GATGCCTCGTC
Cmé Cirsium ciliatum subsp szovitzii TD48952 CGACCCGCGAACACGTAATCACAGCCGGGCGTCGGGGGGATCGGGTGTGAGCCCGGTGT
Cm7 Cirsium x erzurumicum TD4891 ACGACCCGCGAACACGTTATCACAGCCGGGCGTCGTGGGGATCGGGTGTGAGCCCGGTG
Cm8 Cirsium macrobotrys TD4890 CAACACGTTATCACAGCCGGGCGTCGTGGGGATCGGGTGTGAGCCCGGTGCCTGC -GAT
Ci9 Cirsium macrobotrys TD4658 FAGAACGACCCGCGAACACGTTATCACAGCCGGGCGTCGTGGGGATCGGGTGTGAGCCC
Ci37 Cirsium macrobotrys 4910A ACCCGCGAACACGTTATCACAGCCGGGCGTCGTGGGGATCGGGTGTGAGCCCGGTGCCT
ci3B_Cirsiu.m_macrobotrys_q9105_ CAGCCGGGCGTCGTGGGGATCGGGTGTGAGCCCGGTGCCTGC  GATGCCTCGTCGACGT

Sekil 4.4: Heniiz hizalanmamuis ITS dizileri

Bu haliyle ¢aligmalarimizda anlamli sonuglar elde edilemeyeceginden ve diziler dogru bir
sekilde alt alta gelemeyeceginden Sekil 4.5’teki gibi BioEdit programi ile hizalandilar.
Hizalama islemi i¢in programda “Clustal W multiple alignment” komutu kullanildi. Sekil
4.5’te verilen diziler, 64. niikleotid pozisyonuna kadar heniiz tam olarak hizalanmis
degillerdir. Bu bolge bizim ¢alismalarimiz i¢in kirlilik igeren bir bolgedir bundan dolay1
elde edilen hizalanmis diziler 5’ kismindan 64. niikleotid pozisyonuna kadar (ok ile

gosterilen yer), 3’ ucundan ise 641. niikleotitten sonra 70-80 bazlik bir bdlge yine ayni

sekilde kesilmistir.
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Sekil 4.5: Hizalanmis fakat kesilmemis ITS dizileri
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Gerekli hizalama ve ardindan kesme islemi yapildiktan sonra, alt alta dogru bir sekilde
getirilmis DNA dizilerinin arasindaki tek niikleotitlik degisimlerin kontrolii icin tekrar
Sequencher veya BioEdit programlarina bagvuruldu. ITS DNA dizisi i¢in, ¢alisilan grubun
filogenetik pozisyonunu daha dogru bir sekilde gorebilmek adina Epitrachys seksiyonuna
ait olan ve atasal tiirlere diger taksonlara gore daha yakin olan bazi taksonlar da kullanildu.
Bunun i¢in gen bankasindan alinan (N.C.B.I) 6rneklerin gen bankasi kodlar1 Tablo 4.2 ve
4.3’te hemen takson isimlerinden sonra verilmistir. Tiim 6rnekler, BioEdit programina
eklendikten sonra yine Sekil 4.4 ve 4.5’te oldugu gibi hizalama islemlerine tabi tutuldu.
Dis gruplar eklendikten sonra gerekli incelemeler ve hizalamalar yapilip, yine 5’ ve 3’
uclarindan gereksiz diziler kesildikten sonra elde edilen niikleotid sayist ortalama olarak
622 oldu. D1s gruplarla beraber toplam calisilan takson sayis1 da 25’e yiikseldi.

ITS verileri daha once bahsedildigi ilizere tiiremis karakterler agisindan en bilgi verici
bolgeydi. Bununla beraber ETS verileri de giiniimiizde ve bu ¢alismada bagvurulan 6nemli
bir alandir. ETS dizilerini daha dogru yorumlayabilmek i¢in yine ITS’de oldugu gibi gen
bankasindan dis gruplar se¢ildi. Bununla ilgili elde edilen bulgular bir sonraki boéliimde
verilmistir.

Hizalama iglemleri tamamlanip gerekli diizeltmeler de yapildiktan sonra elde edilen dosya
Fasta formatinda (.fas) kaydedildi (Fasta formatinda kaydedilen bu dosyanin iizerinde
kolaylikla degisiklik yapilabiliyor ve sonraki asamalarda kullanilacak olan filogenetik
agaclar icin temel olusturuyor). Fasta formatinda kaydedilen bu incelenmis dosya bir kez
daha dogrulama yapmak i¢in internet lizerinden ticretsiz olarak kullanilabilen MUSCLE

(Multiple Sequence Alignment) programi ile yeniden hizalandi ve son kez kontrol edildi.

4.4.3 Elde Edilen Diziler

Calismamizda onceden de bahsedildigi lizere 4 farkli bolge calisildi. Calisilan taksonlarin
ITS ve ETS bolgeleri ¢cogunlukla uygun bir sekilde ¢ogaltilip dizilendi. Ancak, trnL-F ve
rpl32 DNA bolgelerinde ayni sonuglar elde edilemedi. Her iki bolgede de PZR islemleri
olumlu sonuglanmasina ragmen trnL-F dizilerinden sadece li¢ 6rnek elde edilirken, rpl32
dizileri ise elde edilmesine ragmen analiz islemleri igin sadece bir tanesi uygun uzunlukta
olacak sekilde temiz olarak elde edildi. Diger orneklerden ikisinin dizileri 150 baz
civarinda temizlik gosterdi fakat digerleri analiz edilecek kadar temiz degildi. Bu yiizden

trnL-F ve rpl32 dizileri ile filogenetik agaglar elde edilemedi.
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4.4.3.1 Elde Edilen nrITS Dizileri

Tablo 4.2°’de calisilan taksonlar ile gen bankasindan alinan verilerin karsilastirilmast
verilmistir. Dig gruplar ve C. macrobotrys tiiriine ait olan gen bankasi kodlar1 gorildigii
tizere iki biiylik harf ile 6 rakamdan olusmaktadir. Diger taksonlarin kodlar1 ise bizim
verdigimiz toplayici kodlaridir. Elde edilen verilere gore, 13 niikleotid dizisinde, ¢aligilan
tim gruplar ele alindiginda ayirt edici karakterler elde edilmistir. Bu 13 niikleotitlik
dizilerin oldugu lokuslar 25, 43, 69, 94, 109, 223, 227, 430, 453, 460, 595, 618 olarak
belirlenmistir. Tablo 4.2°de verilen A (Adenin), G (Guanin), C (Sitozin) ve T (Timin)
standart niikleotitlerinin yaninda bazi harf kodlar1 da bulunmaktadir. Bunlarin agilimi ise

su sekildedir: Y: C/T, R: A/G, M: A/IC, W: A/T, K:G/T.

Tablo 4.2: ITS verilerine gore farklilik gosteren niikleotid dizileri

Takson GenBankasi 2 4 6 9 9 1 2 2 4 4 4 5 6
Kodlary/ 5394702235691
Toplayici 9 37030 48
Numaralari
(TD, BY ile
baslayanlar) .
Cirsium ciliatum MN335061 A G CCACCCCCACA
Cirsium ciliatum subsp. szovitzii TD4892 AGCCACCCCCACA
TD3588 AGCCACCCCCACA
BY16307 AGCCACCCCCACA
MK298336 A G C CACCCCCACA
Cirsium x erzurumicum TDA4891 WKYYRYYYMYRYM
BY17228 WKYYRYYYMYRYM
Cirsium macrobotrys TD4890 TTTTGTTTATGTTC
MK298347 T T T T GTTTATGTC
MK298345 T T T T GTTTATGTC
MK?298346 TTTTGTTTATGTC
MN335091 T T TTGTTTATGTC
Cirsium sintenisii MN335098 A GC CACCCCCACA
D Cirsium rigidum MN3350% A G T CGTTCTTGCTC
! Cirsium handaniae MN335085 AT TCGTT-TCACC
8 Cirsium yildizianum MN335103 AT TTGTTTATGTTC
R Cirsium Cirsium steirolepis MN335100 AGCCGCCcCcCcCGTOC
U Cirsium eriophorum MN335084 A GT CACCC- CACA
P Cirsium boluense MN335074 A GC CACCCCCACA
- Cirsium arvense KT249782 AATTGTCTCCGTTC
Q . . MN335081 A ACTGCCTCCGTT
Cirsium creticum
Cirsium leucopsis MN33bU88 A A C I G CCCCCGI C
Diger Carduus amanus KU221043 AATTGTCTCTG GTCC
cinsler Carduus candicans KT013061 AATTGTCTCTGCC
Carduus argentatus KT013058 AATTGTCTCTGTCTC
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4.4.3.2 Elde Edilen nrETS Dizileri

ETS c¢alismalarindan su orneklere ait diziler elde edilmistir: 4 farkli Cirsium ciliatum
subsp. szovitzii ornegi (TD3588, TD4446, TD4892 ve BY16307) ve TD4890 toplayici
kodlu C. macrobotrys 6rnegi. Bu bes 6rnegin ETS dizileri ilk kez bu galismada elde
edilmistir. Diger yandan, diger ata olan C. macrobotrys i¢in ise yine ITS karsilastirmasinda
oldugu gibi daha once elde edilen veriler kullanilmistir. Bu 6rneklerin de gen bankasi
kodlar1 Tablo 4.3’ de verilmistir. Dizilerin 5 ve 3’ uclarindaki anlamsiz diziler kesildikten
sonra hizalanip esitlenmis dizilerde, kullanilabilir ve bizim i¢in anlamli baz uzunlugu 584-
585 olmustur. Tablo 4.3 incelendiginde, 4 lokusta (223, 318, 342 ve 468) calisilan
taksonlar arasinda farkliliklar gosterilmistir. Buna gore, hibrit birey C. ciliatum
bireylerinden ziyade C. macrobotrys bireylerine benzer diziler icermektedir. 585 dizide
sadece 4 lokusun farkli olmasindan dolayi, elde edilen filogenetik agaclar filogeniyi

¢ozmedigi i¢in filogenetik agaclar eklenmemistir.

Tablo 4.3: ETS verilerine gore farklilik gosteren niikleotid dizileri (bu ¢aligmada elde

edilenler “*” ile gdsterilmistir).
Takson Kod 2 334
2146
3828
TD3588* G T C T
Cirsium ciliatum subsp. szovitzii TD4446* G T C T
TD4892* G T C T
BY16307* G T C T
Cirsium macrobotrys TD4890* - AT C
MK301499 - AT C
MK301500 - AT C
MK301498 - AT C

4.4.3.3 Elde Edilen trnL-F Dizileri

Calisilan 6rneklerden PZR numuneleri daha 6nce de bahsedildigi lizere uygun bir sekilde
elde edilmistir. Agaroz jel elektroforezinde kontrol edilen 6rnekler dizileme islemleri igin
uygun goriiliip, bu numuneler dizileme firmasina gonderilmistir. Fakat, hemen hemen
biitiin 6rnekler ikiser kez diziletilmesine ragmen ancak bes ornekte anlamli ve islenebilir
diziler elde edilmistir. Bu bes 6rnekten tigii C. ciliatum subsp. szovitzii (TD3588, TD4446
ve TD4892), bir tanesi Cirsium x erzurumicum (TD4891) melezine ait 6rnek ve son olarak
da bir 6rnek C. macrobotrys (TD4890) ornegidir. Bu orneklere ek olarak, C. ciliatum

subsp. szovitzii ve C. macrobotrys taksonlarina ait olan ve daha once calisilip gen
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bankasma yiiklenmis iki 6rnege ait diziler de analize dahil edilmistir. Islenmis fakat
hizalanmamuig dizilerin uzunlugu 831-850 arasinda degisiklik gosterirken, hizalanmis dizi
uzunluklar1 ise 831-841 arasindadir. 10 bazlik farkliligin nedeni ise C. ciliatum subsp.
szovitzii TD4892 kodlu bireyinde bulunan 728-738 niikleotitleri arasindaki 10 bazlik
insersiyondan kaynaklanmistir. Dizi sayisinin fazla olmasina ragmen maalesef caligilan

taksonlar i¢in ayirt edici bir sonug elde edilememistir. 5 6rnegin dizileri ise su sekildedir:

Cirsium ciliatum subsp szovitzii TD3588:
AAACTTACTAAGTGATAACTTTCAAATTCAGAGAAACCCTGGAATTAATAAAA
ATGGGCAATCCTGAGCCAAATCACGTTTTCCGAAAACAAACAAAGGTTCAGAA
AGCGAAAATCAAAAAGGATAGGTGCAGAGACTCGATGGAAGCTGTTCTAACG
AATGGAGTTGATTGTCTTACGTTGGTAAAGGAATCCTTCTATTGAAACTTCATA
AAAGATGAAGGATAAACCTGTATACATAATATAGAAGAATTGTTGTGAATCGA
TTCCATATTGAAGAAAGAATCGAATATTCATTGCTCAAACAATTCACTCCATAA
TCTGATAGATCTTTTGAAGAACTGATTAATCGGACGAGAATAAAGATAGAGTC
CCGTTCTACATGTCAATACCGGCAACAATGAAATTTATAGTAAGAGGAAAATC
CGTCGATTTAAAAAATCGTGAGGGTTCAAGTCCCTCTATCCCCAAAAAGACCA
TTTGACTCCCTAATTATTTCTCGTATCCTTTTTATTTATTTTATCCTTTTTTCCTT
AGCGGTTCAAAATTCCTTATCTTTTCTTTCTCATTCACTACTCTTTATACAAATG
GATCTCAGCGGAAATGCTGTTCTCTTATCACATATGATATATATGATACATGTA
CAAATGAACATCTTTGAGCAAGGAATCCCCATTTGAATGATTCACGATCGATA
TTTTTATTCATACTGAAACTTACAAAGTTGTTATTATAGGACCTGGATGAGGCT
TTGTAATACCCTTTCAATTGACATAGACCCAAGTTATCTAGTAAAATGAAAATG
AGGATGAGACATCAGGAATAGTCGGGA

Cirsium ciliatum subsp. szovitzii TD4446:
TATCCTCATTTTCATTTTACTAGATAACTTGGGTCTATGTCAATTGAAAGGGTA
TTACAAAGCCTCATCCAGGTCCTATAATTTGTCAAAAGAACAACTTTGTAAGTT
TCAGTATGAATAAAAATATCGATCGTGAATCATTCAAATGGGGATTCCTTGCTC
AAAGATGTTCATTTGTACATGTATCATATATATCATATGTGATAAGAGAACAG
CATTTCCGCTGAGATCCATTTGTATAAAGAGTAGTGAATGAGAAAGAAAAGAT
AAGGAATTTTGAACCGCTAAGGAAAAAAGGATAAAATAAATAAAAAGGATAC
GAGAAATAATTAGGGAGTCAAATGGTCTTTTTGGGGATAGAGGGACTTGAACC
CTCACGATTTTTTAAATCGACGGATTTTCCTCTTACTATAAATTTCATTGTTGCC
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GGTATTGACATGTAGAACGGGACTCTATCTTTATTCTCGTCCGATTAATCAGTT
CTTCAAAAGATCTATCAGATTATGGAGTGAATTGTTTGAGCAATGAATATTCG
ATTCTTTCTTCAATATGGAATCGATTCACAACAATTCTTCTATATTATGTATACA
GGTTTATCCTTCATCTTTTATGAAGTTTCAATAGAAGGATTCCTCTACCAACGT
AAGACAATCAACTCCATTCGTTAGAACAGCTTCCATCGAGTCTCTGCACCTATC
CTTTTTGATTTTCGCTTTCTGAACCTTTGTTTGTTTTCGGAAAACGTGATTTGGC
TCAGGATTGCCCATTTTTATTAATTCCAGGGTTTCTCTGAATTTGAAAG

Cirsium ciliatum subsp. szovitzii TD4892:
AAACTTACTAAGTGATAACTTTCAAATTCAGAGAAACCCTGGAATTAATAAAA
ATGGGCAATCCTGAGCCAAATCACGTTTTCCGAAAACAAACAAAGGTTCAGAA
AGCGAAAATCAAAAAGGATAGGTGCAGAGACTCGATGGAAGCTGTTCTAACG
AATGGAGTTGATTGTCTTACGTTGGTAGAGGAATCCTTCTATTGAAACTTCATA
AAAGATGAAGGATAAACCTGTATACATAATATAGAAGAATTGTTGTGAATCGA
TTCCATATTGAAGAAAGAATCGAATATTCATTGCTCAAACAATTCACTCCATAA
TCTGATAGATCTTTTGAAGAACTGATTAATCGGACGAGAATAAAGATAGAGTC
CCGTTCTACATGTCAATACCGGCAACAATGAAATTTATAGTAAGAGGAAAATC
CGTCGATTTAAAAAATCGTGAGGGTTCAAGTCCCTCTATCCCCAAAAAGACCA
TTTGACTCCCTAATTATTTCTCGTATCCTTTTTATTTATTTTATCCTTTTTTCCTT
AGCGGTTCAAAATTCCTTATCTTTTCTTTCTCATTCACTACTCTTTATACAAATG
GATCTCAGCGGAAATGCTGTTCTCTTATCACATATGATATATATGATACATGTA
CAAATGAACATCTTTGAGCAAGGAATCCCCATTTGAATGATTCACGATCGATA
TTTTTATTCATACTGAAACTTACAAAGTTGTTCTTTTGACAAATTATAGGACCT
GGATGAGGCTTTGTAATACCCTTTCAATTGACATAGACCCAAGTTATCTAGTAA
AATGAAAATGAGGATGAGACATCAGGAATAGTCGGGA

Cirsium X erzurumicum TD4891.:
AAACTTACTAAGTGATAACTTTCAAATTCAGAGAAACCCTGGAATTAATAAAA
ATGGGCAATCCTGAGCCAAATCACGTTTTCCGAAAACAAACAAAGGTTCAGAA
AGCGAAAATCAAAAAGGATAGGTGCAGAGACTCGATGGAAGCTGTTCTAACG
AATGGAGTTGATTGTCTTACGTTGGTAAAGGAATCCTTCTATTGAAACTTCATA
AAAGATGAAGGATAAACCTGTATACATAATATAGAAGAATTGTTGTGAATCGA
TTCCATATTGAAGAAAGAATCGAATATTCATTGCTCAAACAATTCACTCCATAA
TCTGATAGATCTTTTGAAGAACTGATTAATCGGACGAGAATAAAGATAGAGTC
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CCGTTCTACATGTCAATACCGGCAACAATGAAATTTATAGTAAGAGGAAAATC
CGTCGATTTAAAAAATCGTGAGGGTTCAAGTCCCTCTATCCCCAAAAAGACCA
TTTGACTCCCTAATTATTTCTCGTATCCTTTTTATTTATTTTATCCTTTTTTCCTT
AGCGGTTCAAAATTCCTTATCTTTTCTTTCTCATTCACTACTCTTTATACAAATG
GATCTCAGCGGAAATGCTGTTCTCTTATCACATATGATATATATGATACATGTA
CAAATGAACATCTTTGAGCAAGGAATCCCCATTTGAATGATTCACGATCGATA
TTTTTATTCATACTGAAACTTACAAAGTTGTTATTATAGGACCTGGATGAGGCT
TTGTAATACCCTTTCAATTGACATAGACCCAAGTTATCTAGTAAAATGAAAATG
AGGATGAGACATCAGGAATAGTCGGGA

C. macrobotrys TD4890:
AACTTACTAAGTGATAACTTTCAAATTCAGAGAAACCCTGGAATTAATAAAAA
TGGGCAATCCTGAGCCAAATCACGTTTTCCGAAAACAAACAAAGGTTCAGAAA
GCGAAAATCAAAAAGGATAGGTGCAGAGACTCGATGGAAGCTGTTCTAACGA
ATGGAGTTGATTGTCTTACGTTGGTAGAGGAATCCTTCTATTGAAACTTCATAA
AAGATGAAGGATAAACCTGTATACATAATATAGAAGAATTGTTGTGAATCGAT
TCCATATTGAAGAAAGAATCGAATATTCATTGCTCAAACAATTCACTCCATAAT
CTGATAGATCTTTTGAAGAACTGATTAATCGGACGAGAATAAAGATAGAGTCC
CGTTCTACATGTCAATACCGGCAACAATGAAATTTATAGTAAGAGGAAAATCC
GTCGATTTAAAAAATCGTGAGGGTTCAAGTCCCTCTATCCCCAAAAAGACCAT
TTGACTCCCTAATTATTTCTCGTATCCTTTTTATTTATTTTATCCTTTTTTCCTTA
GCGGTTCAAAATTCCTTATCTTTTCTTTCTCATTCACTACTCTTTATACAAATGG
ATCTCAGCGGAAATGCTGTTCTCTTATCACATATGATATATATGATACATGTAC
AAATGAACATCTTTGAGCAAGGAATCCCCATTTGAATGATTCACGATCGATAT
TTTTATTCATACTGAAACTTACAAAGTTGTTCTTTTGACAAATTATAGGACCTG
GATGAGGCTTTGTAATACCCTTTCAATTGACATAGACCCAAGTTATCTAGTAAA
ATGAAAATGAGGAT

4.4.3.4 Elde Edilen rpl32 Dizileri

Calismalara baglamadan once rpl32 bolgesinin segilme nedeni bu bélgenin daha onceki
calismalarda ¢ok fazla ¢alisilmamasi ve gen bankasinda (NCBI) da sadece 17 kaydinin -Ki
bunlar da tam kloroplast genomu seklinde- bulunmasiydi. Fakat, DNA izolasyonlar1 ve
PZR caligmalar1 uygun sekilde tamamlansa bile dizilenen Ornekler elimize kirli ulasti.

Sonug olarak, sadece bir diziye uygun boyutlarda ulasabildik. Cirsium macrobotrys
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tiiriiniin TD4890 kodlu 6rneginden elde edilen islenmis dizi boyutu 988 baz olarak elde
edildi.

Elde edilen dizi su sekildedir:

Cirsium macrobotrys TD4890
CTTGCTCGAACTCATAATAGGCCTATTTATATTCCAATCGTCGAGATTGAACCA
AGTCAATTCCAATCAAATAAGTTTTTTAGCAAAGATTAAAATTGATAAAAAAA
ATGAGTTCAAAAGTAAATTTCAAGGTTCATTAGTTTCTTAGGGTGTCCGGTTTA
TTTATCTTAGGGCTTTGACGTAGTTTATCCTAGTCTAAAATCCAACTTTTGCAA
CTAGAGAATTCTATCCATAGAATAAAAAAAAAATGTTTTCATATTGATACTTA
ATTATTTCTCGTTTATCTGATTTCATAAATTTGAAACAAAAAATAAATTTTCTC
AATGAATCCAAAATAGCCATATTTTGGATTACTCCAAATTGACACCTTATTTGT
ACATAATATCTCAACAATTAAGTTCTTTTATTGAGTGGGCTGAAAATTGGAGAT
ATATAGGAAATCCATATAGTAATTCCGATAAATTAAGAAGTCAGAAAGTTATC
AAAAAGAAAAATTTTTTAACATGGAATCAATTAGTTTCAACAATTCATTAATTT
TAACGAAAAATATTATATCTGCCCTTCTCGAGAAAGATAAAAATTTTTCATTAT
TGTAAAGGTCGATGGGGAAAATAAGACTCCCCACCACCACAATGTGAGTGAA
AATATACGAAAAATAAATAAAAAATCTTGTATTTTTTTCTTTATTCGTTTTTTTA
GAATTGAGAAAACAGAAGAATTATTCTTTTAGACATCTTAGAAGATTAAGATT
GAAACCTGGTCTATTTCATATTGATTAGAATAGGGACTACCAATTGTGAATTTT
ATATTAACAAATTACTGAGCCAATTTTTCGAGTAAAATCCATTCCGATTATTCC
AATATTTTAGGACTTATTTGTTTGTCGTACAAAAAAACTTTTTGAATTCCCGGT
AGAAAGAGATTTCCCTAATGACAAAGCTTTTAACGCCGCCCAATATCCTTTCCT
TTTCCAAAATATTTTTATCGA

45 Filogenetik Analiz

Yukarida da bahsedildigi gibi, nrITS dizileri yeterli miktarda elde edildi. Fakat, ntETS
dizilerinin az sayida ve filogenetik iliskiyi ¢6zmemesinden, ek olarak kloroplast
genomundan ¢alisilan bolgelerin de yeterli sayida elde edilememesinden dolay1 filogenetik
agaclarin  elde edilmesinde ve yorumlanmasinda elverisli olmadiklar1 igin
kullanilmamugslardir.

nrITS DNA dizileri ise hizalandiktan sonra .nexus formatindaki bir dosya olacak sekilde

dontstiiriildii. Yontemlerde bahsedildigi gibi bu formata dontistiiriilen dosya PAUP*
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programinda kullanilabilir hale getirilmis oldu. Nexus formatindaki dosya PAUP*

programina yiiklenerek maksimum parsimoni ve maksimum likelihood analizleri yapildi.

4.5.1 ITS Bolgesinden Elde Edilen Filogenetik Agaclar

Bu calismada kullanilan C. ciliatum subsp. szovitzii ve C. macrobotrys, cinsin Epitrachys
seksiyonuna ait olan bireylerdir. Tablo 4.2°de gosterildigi gibi, nrITS verilerinde
filogenetik pozisyonu daha iyi goérebilmek i¢in ayrica Cirsium ve Cephalonoplos
seksiyonuna ait bazi taksonlar da dis grup olarak kullanilmistir. Ayrica, en dis grup olarak
da Carduus cinsine ait 6rnekler kullanilmistir. Bu ¢aligmada kullanilan 6rneklerin toplayici
kodlar1 ile dig grup olarak segilen ve daha onceki calismalarda kullanilip dizileri gen
bankasina yliklenmis 6rneklerin gen bankasi erisim kodlar1 da tabloda verilmistir.
Filogenetik analizler igin, karakter temelli metotlardan Parsimoni yonteminde en iyilik
kriteri (optimality criterion) segilip bootstrap analizi yapilmistir, ek olarak maksimum
benzerlik (maksimum likelihood) metoduna gore de ayni analizler yapilip sonuglari
karsilastirilmistir. Ayrica mesafe temelli yontemlerden NJ (Neighbor Joining) metodu

secilerek fenetik analizleri de yapilmistir.

4.5.1.1 Bootstrap Analizi Sonucunda Elde Edilen Agag

PAUP* programina oncelikle nexus formatindaki nrITS dizilerini igeren dosya yiiklendi ve
analiz kisminda yer alan karakter temelli metotlardan Parsimoni yontemi en iyilik kriteri
(optimality criterion) segilip, arama algoritmasi olarak full heuristic aragtirma ile bootstrap
metodu segilerek analiz yapildi. Filogenetik agacin optimizasyonu i¢cin ACCTRAN
(Accelerated transformation) se¢ilmis, globoff kriterinin K degeri de 2 olarak
ayarlanmistir. Toplam dongii sayis1 10000 olacak sekilde ayarlanmis ve analiz yapilmadan
once dig grup olarak calisilan grup programda dis grup olarak el ile segilmistir. Analiz
sonucunda elde edilen agacin tutarlik indeksi (CI): 0,728, koruma indeksi (RI): 0,841 ve
homoplazi (tlirememis karakter-analoji) indeksi (HI): 0,272°dir. Bu degerler ise dis
gruplarla beraber toplam 25 bireyden elde edilen 622 karakterden elde edilmistir. Bunlarin
534 tanesi sabit karakter (0,85), geri kalanlardan 32 tanesi parsimonik agidan bilgi verici
olmayan degisken karakter, 56 tanesi ise parsimonik agidan bilgi verici karakterdir.

Sekil 4.6’da verilen filogenetik agactaki dallarda goriilen iki rakamli degerler o agacin
bootstrap analizi sonucu elde edilmis degerleridir. Bir deger 100’e ne kadar yakinsa o dalin
elde edilme olasilig1 o kadar yiiksektir. Yani bu degerlerin analizinin yiizde oran olarak

hangi siklikla ¢ikacagini bize géstermektedir.
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Bootstrap consensus tree

77

63

100

100

88

53

84

Cirsium steirolepis MN335100

Cirsium eriophorum MN335084
Cirsium ciliatum MK298336

Cm2 Cirsium ciliatum subsp. szovitzii
Cm6 Cirsium ciliatum subsp. szovitzii
Cirsium boluense MN335074

Cirsium sintenisii MN335098

Cirsium ciliatum MN335061

Cmb5 Cirsium ciliatum subsp. szovitzif
Cm4 Cirsium x erzurumicum

Cirsium rigidum MN335096

Cirsium handaniae MN335085

Cm7 Cirsium x erzurumicum

Cm8 Cirsium macrobotrys

Cirsium macrobotrys MK298347
Cirsium macrobotrys MK298345
Cirsium macrobotrys MK298346
Cirsium macrobotrys MN335091
Cirsium yildizianum MN335103
Cirsium arvense KT249782

Cirsium creticum MN335081

Cirsium leucopsis MN335088
Carduus argentatus KT013058
Carduus amanus KU221043

Carduus candicans KT013061

Sekil 4.6: ITS verilerine gore elde edilmis maksimum parsimoni agact

4.5.1.2 Neighbour Joining (NJ) Analizi Sonucunda Elde Edilen Agag

Neighbour Joining (NJ) agaglarini elde etmek i¢in yine PAUP* programina yiiklenmis olan

nexus formatindaki dosya kullanilmistir. Kullanilan 622 karakter i¢cin PAUP* programinda



tiim karakterler esit agirliktadir ve mesafe uzakligi diizeltilmemis olarak secilmistir.

Mesafe temelli yontemlerden olan bu yontemden elde edilen aga¢ Sekil 4.7°de verilmistir.

NJ tree
Cirsium steirolepis MN335100

Cirsium eriophorum MN335084
— Cirsium ciliatum MK298336
Cm2 Cirsium ciliatum subsp. szovitzii
-|:rr16 Cirsium ciliatum subsp. szovitzii
Cirsium boluense MN335074
{ Cirsium sintenisii MN335098
Cm4 Cirsium x erzurumicum

Cmb5 Cirsium ciliatum subsp. szovitzii

Cirsium ciliatum MN335061

r— Cirsium rigidum MN335096

Cm7 Cirsium x erzurumicum

Cm8 Cirsium macrobotrys

Cirsium macrobotrys MK298347

Cirsium macrobotrys MK298346

Cirsium macrobotrys MK298345

Cirsium macrobotrys MN335091

— Cirsium yildizianum MN335103

— Cirsium handaniae MN335085

Cirsium leucopsis MN335088

Cirsium arvense KT249782

Cirsium creticum MN335081

Carduus argentatus KT013058

— Carduus amanus KU221043

— Carduus candicans KT013061

——— (1.005 substitutions/site

Sekil 4.7: ITS verilerine gore elde edilmis Neighbour Joining (NJ) agaci
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5. TARTISMA VE SONUC

51 Morfolojik Bulgularin Degerlendirilmesi

Sekil 2.1 ve Tablo 5.1 incelendiginde, atasal taksonlar olan Cirsium macrobotrys ve C.
ciliatum subsp. szovitzii bireyleri ile bu taksonlar arasinda meydana gelen hibritler,
morfolojik olarak birbirine benzeyen bazi karakterlere sahipken ayni zamanda ayirt
edilebilmelerinde kullanilabilen karakterler de mevcuttur. Ayni ortami paylasabilmeleri
(Sekil 2.1) ¢ farkli bireyin birbirine morfolojik olarak daha da yaklagmasim
saglayabilirken (bilhassa hibrit bireylerin sayisinin, populasyonunun ve gesitli formlarinin
artmasiyla beraber), birbirlerinden daha wuzak alanlarda yayilis gosteren atasal

taksonlardaki morfolojik farkliliklar daha bariz ve dikkat ¢ekici hale gelmektedir.

Hayat formundaki farkliliklar genel olarak Cirsium cinsinde bazi yakin akraba tiirlerin
ayirt edilmesi i¢in kullanilabilmektedir. Bu ¢alismada kullanilan taksonlardan biri olan C.
macrobotrys her ne kadar ¢ok yillik bir forma sahip olsa da iki yillik yasam dongiisiine
sahip olan bireyler de gozlenebildiginden tam olarak hayat formlar1 bu calismada
kullanilan bireyleri ayirmada kullanilabilecek bir karakter olarak degerlendirilemez. Diger
yandan, C. macrobotrys tiiriiniin gévdelerinin dallanmamis olmasi bu tiiriit C. ciliatum
subsp. szovitzii ve hibrit bireylerden ayirt etmede kullanilabilir (Sekil 2.1, Tablo 5.1).
Involuklar yapraklarin involukrumdan kisa olmasi agisindan degerlendirildeginde ise C.
ciliatum subsp. szovitzii taksonu C. macrobotrys ve hibrit bireylerden ayirt edilmektedir.
Cigek diizenleri incelendiginde, kapitulumlarin belirgin olarak sapsiz olmasi yine C.
macrobotrys tiirlerinin diger bireylerden ayrilmalarina olanak saglamaktadir. Fillari
ozellikleri incelendiginde (Tablo 5.1), ¢ farkli bireyin de ayurt edilmesinde
kullanilabilecek olduk¢a 6nemli bir karakterdir. Diger yandan orta fillarilerin uzunluklar
ve u¢ dikenlerinin uzunluklari agisindan C. ciliatum subsp. szovitzii daha kisa orta fillari ve
u¢ dikenlerine sahiptir. Korolla renginin ise C. macrobotrys tiiriinde sarims1 beyaz olmasi
en ayirt edici karakterlerden birisidir. Papus karakterlerine bakacak olunursa, papus
uzunluklarinin hibrit bireylerde daha ¢ok iki atasal taksonun arasinda bir uzunluga sahip

oldugu goriilmiistiir.
Tabloda verilen Ozelliklere ek olarak taksonlarin betimleri incelenecek olursa, atasal

bireylerler ile hibritleri arasinda farkli ara karakterlerin ya da uzunluklarin oldugunu da

gorebilmekteyiz. Ornegin, C. macrobotrys bireyleri 300 cm boylarina kadar nadiren olsa
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da uzayabilse de C. ciliatum subsp. szovitzii bireyleri daha ¢ogunlukla 120 cm boylarina
kadar wuzayabilmektedir. Oysaki, hibrit bireylerin 150 cm boylarma ulagabildigi
gbzlenmistir. Bu da hibritlerin boy uzunlugu agisindan iki atasal taksonun ara boylarinda
oldugunu gostermektedir. Cirsium macrobotrys bireylerinin govdeleri yogun sekilde
araknoid tiiylii ve hatta tomentoz (pamuksu) tiyli iken C. ciliatum subsp. szovitzii
bireylerinin ¢ok seyrek araknoid olduklar1 goriilmektedir. Diger yandan, hibrit bireylerin
tilylenmesi ne C. macrobotrys kadar yogun ne de C. ciliatum subsp. szovitzii kadar seyrek

degildir (Sekil 2.1).

Tablo 5.1: Cirsium macrobotrys ve C. ciliatum subsp. szovitzii atasal taksonlar1 ve
hibritlerinin morfolojik karsilagtirilmasi

C. macrobotrys C. x erzurumicum C. ciliatum subsp.

szovitzii
Hayat formu Iki yillik Iki yillik Iki yillik
Genel goriiniis/Govde Govde tek, Govde tek, Govde tek, yukarida
dallanmamis yukarida dallanmig birka¢ veya ¢ok sayida
dallanmis

involukrumdan uzun involukrum kadar ya da involukrumdan kisa

daha uzun

involukral yapraklar

Birlesik cicek diizeni Kapitula sapsiz, Kapitulumlar belirgin Kapitulumlar belirgin
gdvdenin ucuna dogru sapli, dallarin ucunda sapli, ve dallarin ug
5-12 adeti sik bir genellikle tek kisminda genellikle tek
sekilde toplanmis
Fillari Alt kisim tiiysiiz, Kenarlar silsiz, ug Tiiysiiz, kenarlar
kenarlari silsiz, u¢ kisim kisimlarda seyrek ila belirgin silli, u¢ kisimlar
yogun Oriimcek agsi yogun Oriimcek agsi tilysiiz
tiyli tiylii
Orta fillari 2.5-4 mm ug dikeni 2.5-4 mm ug dikeni 1.5-3 mm ug dikeni
dahil 13-19 mm, dahil 15-21 mm dahil 11.5-16
geriye kivrik ya da dik geriye kivrik dik-yayik
Korolla sarimsi beyaz, pembe ila pembemsi- pembe ya da morumsu-
mor, kirmizi,
21-23 mm 25-27 mm 28-40 mm
Papus 22-24 mm 20-25 mm 27-29 mm

52 ITS Bolgesi Dizilerine Dayali Agaclarin Degerlendirilmesi

Sekil 4.6 ve 4.7°de goriildiigli iizere, ¢alisilan 2 melez birey ayni filogenetik 6zellikte
degildir. Cm7 (TD4891) kodlu birey atalardan biri olan C. macrobotrys ile daha yakin bir
iliskiye sahiptir. Daha 6nce de belirtildigi gibi ayni alandan bu atasal tiire ait bireyler
toplanamamisti. Fakat buna ragmen, bu ataya ait bireyler farkli alandan ve zamandan olsa
da, iki melez birey C. macrobotrys ile daha yakin bir akrabalik gostermistir. Her ne kadar
dalin bootstrap degeri ¢ok yiiksek olmayip 57 olsa da, bu muhtemelen daldaki C.
macrobotrys 6rneklerinin daha 6nceki ¢aligmalara ait olmasindan kaynaklanabilir. Diger

yandan bu ornekler halihazirda gen bankasina yiiklenmis 6rnekler olsa da (kodlar1 i¢in bkz.
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Tablo 4.1) ¢alismamizda kullanilan hibritlerle ayn1 dali paylasmalar1 olduk¢a giizel bir
sonu¢ olmustur. Yani ayni alandan toplanmasina gerek olmadan bile (daha 6nce hibritlerin
toplandig1r alandan C. macrobotrys bireylerine ulasilamadigi belirtilmisti) genetik bilgi
akisinin oldugu ve dogal olarak bu hibritlerin ata tiirden olan fakat farkli populasyonlardan

toplanmis bireylerle bile benzerlik tasidigin1 gostermektedir.

Cm4 kodlu (BY 17228 toplayici numarali) bir diger hibrit ise Sekil 4.6 ve 4.7’ de goriilecegi
tizere C. macrobotrys ile degil diger ata olan C. ciliatum subsp. szovitzii ile daha yakin bir
akrabaliga sahiptir. Yine goriilecegi tizere C. macrobotrys/hibrit grubu, seksiyonun diger
tiyelerinden bagimsiz bir dala sahipken C. ciliatum/hibrit grubunda ise Epitrachys
seksiyonundan iki tiir (C. eriophorum ve C. boluense) de bulunmaktadir. Bootstrap degeri

82 olan bu ortak dalda politomi denilen yani filogenetik iliskinin tam coziilememesi
durumu olmasina ragmen, aslinda hibritlerle ilgili su iki 6énemli bilgiyi vermistir: 1- Tiim
hibritler ayni ataya daha ¢ok benzemek durumunda degildir, 2- cins i¢indeki hibridizasyon
heniiz tam olarak ¢oziilememistir ve hibrit bireylerin elde edilmesinde c¢ok eski
zamanlarda, ayni1 seksiyona ait, atalarla benzerlik gosteren farkli tiirler de rol oynamig

olabilir.

Morfolojik ve molekiiler veriler birlikte degerlendirildiginde, birbirine uzak morfolojiye
sahip iki atasal birey arasinda meydana gelen hibritlerin, iki ata arasinda bazi ara
morfolojik uzunluk o6l¢iilerine, tiiylenme karakterlerine veya benzeri bazi ara formda
morfolojik karakterlere sahip oldugu goriilmiistiir. Ayrica yapilan incelemelerde, hibritlerin
atalartyla beraber oldugu bazi alanlarda, hibrit bireylerin belli bir siire sonra 0 alana hakim
olabilecek kapasitede oldugu goriilmektedir. Molekiiler veriler de morfolojik veriler gibi
benzer bazi ozelliklere sahiptir. Hibritlerden bazilar1 bir atasina yakinken diger hibrit
bireyler bir diger atasina daha yakin olabilir. Bu yakinligin daha net gdsterilebilmesi i¢in
tabiki ¢ok daha fazla DNA boélgesi ¢alisilmast gerekmektedir. Fakat, her ne kadar ITS
bolgesi tek basina yetersiz kalabilse de bu ¢calismada elde edilen verilerde oldugu gibi, ITS
verileri hibritlerle atalar1 arasindaki gegislerin gosterilmesi acgisindan morfolojik verileri

destekler niteliktedir.

Bu ¢alismanin da ana konusunu olusturan ve morfolojik ve molekiiler verilerle ortaya
konmaya ¢alisilan hibritlesme yoluyla tiirlesme, bitkilerde oldukca yaygin bir mekanizma

olarak bilinmektedir. Bitkiler aleminin en genis familyalarindan biri olan Asteraceae
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familyasinin  Cirsium cinsinde de tiirler ve alttiirler arasi hibridizasyona sik sik
rastlanmaktadir [394]. Cins igerisinde tiirlerin ayni veya yakin yayilis alanlarinda
bulundugu fakat ekolojik farkliliklar nedeniyle iireme bariyerlerinin olusabildigi simpatrik
olusumlar yiiksek oranda gozlemlense de bazi durumlarda doganin siirekli degismesi
sebebiyle ata tiirlerden biri veya hibrit bireylerin yasam alanlar1 degisip fiziksel-cografi
engellerin olusumuyla allopatrik tlirlesmeler de meydana gelebilir [395]. Hibritlesmenin
fazlaca goriildigi bitkiler aleminde polenlerin tozlasma veya bodcekler vasitasiyla
tagiabilmesi sebebiyle genellikle bu cografi bariyerler lireme izolasyonu olusturmaya
yetmemekte ve farkli habitatlarda yasayan farkli tiirler hibritler olusturmaya devam

etmektedir.

Hibrit ve olas1 atalarinin ayni alan1 paylasmalari durumunda, bu ¢alismada da goriildiigii
gibi hibrit bireylerin morfolojik yapilar1 ata bireylerden birine daha benzer goziikse de ara
karakterler de fazlaca gozlemlenmekte olup, bazi karakterler acisindan hibrit bireyler ata
bireylerden tamamen farkli 6zelliklerde de olabilmektedir [396-399]. Hibrit bireylerin
tekrar ata bireylerden biriyle geri ¢caprazlama yoluyla yavru iiretebilmesine imkan verecek
sekilde ayni habitati paylagsmalari, bu farkliliklarin nedeninin intogresyon olabilecegini

akillara getirmektedir [400].

Ata bireyler ve hibritlerini molekiiler anlamda kiyasladigimizda calisilan hibritlerin ikisi de
ayni lokuslarda farkli ebeveynlere yakinlik gostermekte olup, hibrit birey ve atalardan biri
olan C. macrobotrys orneklerine ayni alanlardan ulagilamayip farkli alanlardan elde
edilmelerine ragmen bu benzerlik hibritlesmede allopatrik bir olusum olarak

degerlendirilebilir.

Bitki tiirlerinin evrimlesmesinde poliploidi 6nemli bir yere sahiptir [401]. Bunun yani sira
poliploidi ve andploidi olmak {izere iki tiir hibritlesme olup poliploid tiirlerin uyumsal
avantajlart nedeniyle poliploidi daha sik goriilmektedir [402]. Cirsium tiirlerinin
kromozom sayilarina bakildiginda; normalde tiir i¢i kromozom sayisi korunurken, cins
icerisinde ata bireylerden sapmalar oldugu goriilmekedir ve ancak farkli iki yakin tiirlin
hibritlesmesiyle gozlemlenebilecek poliploid bireylerin varligit da cins igerisinde

hibritlesmeyle tiirlesmenin yogunlugunu desteklemektedir [148].
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Sonug olarak bu tez ¢alismasi ile, ¢ekirdek genomuna ait ITS DNA bolgesinin, diger
calismalarda oldugi gibi DNA barkodlama yontemi i¢in olduk¢a kullanish oldugu ve hibrit
bireyler ve olas1 atalarinin tespitinde kullanilabilecek bélgeler arasinda oldukg¢a énemli bir
yeri oldugu, ayrica molekiiler verilerin morfolojik verileri destekler nitelikte oldugu ve bu
iki farkli yaklasimin beraber kullanilmasinin, hibritler ile atalarini incelemede avantaj
sagladig1r gosterildi. Bunun yaninda molekiiler filogenetik analiz ile hibritlerin atasal
taksonlarla iligkisini ve yakimligimi gostererek c¢alismamizin amaglarindan 6nemli bir
kismina ulastik. Bu ¢alismada, hibrit bireylerin hepsinin aymi DNA dizilerine sahip
olmadig1 ve bazi hibritlerin bir ataya yakinken, bazilarinin diger atayla daha benzer oldugu
sonucuna vardik. DNA verilerinde olan bu benzerlikler morfolojik verilerde de
gbzlenmektedir. Bu da cins i¢indeki hibritlesmenin hala devam ettigini ve hibridizasyon ile
ilgili daha kesin sonuglara ulasabilmemiz i¢in daha farkli yaklasimlarin ve daha fazla
bireyin kullanilmas1 gerekliligini gostermistir. Bu tez calismasinin ileride daha da
genisletilerek, cins i¢indeki tiirler arasinda meydana gelen hibridizasyon ile alakali olarak
daha detayl bilgilere ulasilacagi umut edilmektedir. Bu ¢alismadan elde edilen veriler ile

Cirsium x erzurumicum ilk kez tanimlanmustir.
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