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ONSOZ

Kuzey Anadolu’da yayilis gosteren Primula L. (Primulaceae) taksonlarinin ITS
bolgelerine dayali benzerlik iliskilerinin arastirlldigi bu calisma, Karadeniz Teknik
Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Biyoloji Anabilim Dali’nda “Yiiksek Lisans Tezi”
olarak hazirlanmstir.
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calismalarin yiiriitiilmesi ve degerlendirilmesi sirasinda ilgi ve yardimlarmi esirgemeyen
sayin hocam Dog. Dr. Kamil COSKUNCELEBI’ye, degerli hocam sayin Prof. Dr. Osman
BEYAZOGLU’na, molekiiler biyoloji laboratuarinin olanaklarini kullanmama izin veren
ve engin bilgi ve deneyimlerini paylasarak bu calismanin tamamlanmasina katki saglayan
sayin hocam Prof. Dr. Ali Osman BELDUZ’e, bitki 6rneklerinin temininde yardimlarim
esirgemeyen saymn Doc. Dr. Salih TERZIOGLU’na, laboratuar calismalari sirasinda
tecriibelerinden yararlandigim saymn Yrd. Dog. Dr. Sabriye DULGER, Ars. Gor. Yusuf
BEKTAS a, Ars. Gor. Fatih S. BERIS’e, Ars. Gor. Cemal SANDALLI'ya, Ars. Gor.
Kadriye INAN’a bu ve bundan 6nceki tiim ¢aligmalarimdaki yardimlarindan dolay1 Ars.
GoOr. Mutlu GULTEPE’ye, Hakan KARAOGLU, Derya YANMIS, Esra ERBAS ve
Melahat ARSLAN’a, Biyoloji Bolimii’niin 6gretim elemani ve idari personeline, bu tezin
hazirlanmasinda emegi gecen ve beni hicbir zaman yalmiz birakmayan adlarini burada
yazamadigim tiim arkadaslarima tesekkiirii bir bor¢ bilirim. Bu asamaya gelinceye kadar
benden hicbir zaman desteklerini esirgemeyen fedakar aileme minnet, siikran, en derin

sevgi ve saygilarimi sunarim.

Ugur UZUNER
Trabzon 2006
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OZET

Bu calismada 9 Primula L. (Primulaceae) taksonuna ait 19 populasyon, nrDNA
ITS bolgelerinin polimorfizmi acisindan incelenmistir.

Incelenen bitki materyali, arastirma alan1 olarak segilen Kuzey Anadolu’dan 2005
yilinda yapilan arazi ¢aligmalart ile toplanmistir. Toplanan Orneklerin 6nce geleneksel
yontemlere gore tamimlamalar yapilmis ve her Ornek herbaryum o©rnegi haline
doniistiiriilmiistiir. Daha sonra, ITS profillerinin belirlenmesi amaciyla her populasyondan
uygun yontemlerle hazirlanan yaprak oOrneklerinden DNA izolasyonu yapilmistir.
Populasyon orneklerine ait ITS bolgesi evrensel primerler kullanmilarak PCR yoluyla
cogaltilmistir. Cogaltilan DNA bolgelerinin baz dizin analizleri yapilmis ve PAUP
programiyla degerlendirilmistir. Degerlendirme sonucu c¢alisilan populasyonlar arasi
benzerlik iliskisini ortaya koyan parsimonik agac olusturulmustur. Molekiiler verilerden
elde edilen sonuglar, 26 morfolojik karaktere dayali kiimeleme analizi sonuclan ile
karsilastirilmis ve calisilan taksonlar arasindaki iligkiler tam olarak ortaya konulmaya
calisilmustir.

Bu calismadan elde edilen veriler 1s181nda, populasyonlar arasindaki filogenetik
iliskilerin aciklanmasinda ITS dizin analizlerinin morfolojik verilere gére daha giivenilir

bilgiler ortaya koydugu sonucuna varimistir.

Anahtar Kelimeler: Primula, Primulaceae, nrDNA, ITS PCR



SUMMARY

Polymorphism in nrDNA ITS Region of Wild Primula L. (Primulaceae) Taxa
Distributed in North Anatolia

In this study, 19 populations belonging to 9 wild Primula L. (Primulaceae) taxa
were investigated with respect to ntDNA ITS regions.

Plant materials used in this study were collected from North Anatolia during the
field work in 2005. Vouchers were identified firstly according to traditional methods and
stored as herbarium specimens. Genomic DNA’s were isolated from healthy leaves of each
populations to perform ITS studies. ITS regions of the examined populations were
amplified by using universal primers and then sequenced. These ITS bands were aligned to
use analysis processes. All ITS sequences were analyzed by using PAUP 4012b software
and parsimony tree were formed in order to explain relationships among populations.
Molecular evidences inferred from sequencing data were compared with morphological
results in order to explore the exact relationships among the examined populations.

This study suggest that to understand the phylogenetic relations among populations,

ITS sequence analysis gives more reliable data compared to morphological characteristics.

Keywords: Primula, Primulaceae, ntDNA, ITS PCR
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1. GENEL BILGILER

1.1. Giris

Calisma konusunu olusturan Primula L. cinsi, Primulaceae familyasinin en biiyiik
cinsidir. Primulaceae iiyelerinin kokleri 6zel koku maddeleri icermektedir (Zeybek ve
Zeybek, 1994). Primula cinsi (Primrose), taksonomistler, ekolojistler, genetikciler ve
bah¢ivanlar icin bircok yonden arastirma konusu olup, biiyiik ilgi uyandirmaktadir.
Diinyada Primula cinsine ait tiirlerin siis bitkisi olarak yaygin sekilde kiiltiirii
yapilmaktadir (Mizuhiro ve ark., 2001). Ortagag botanik¢ileri doneminden beri Avrupa
herbaryumlarinda oldugu bilinen Primula’nin, Darwin’in (1877) heterositulus iizerindeki
oncii calismasiyla ilk bilimsel kabulii gerceklesmistir (Mast ve ark., 2001). Primulaceae
familyasinda heterositulus ve alternatif sistem homositulus, cins ve cins ici seviyelerde
sistematik miidahalelerde onemli rol oynamaktadir (Richards, 1993). Bu cinsin iiyeleri,
kromozom sayilarindaki ve morfolojilerindeki varyasyon nedeniyle sitotaksonomistlerin de
ilgisini ¢cekmektedir. Tiirkiye’de yayilis gosteren bazi tiirlerin kromozom sayilar1 (Ayaz ve
Inceer, 2003), polen morfolojileri (Pmar ve ark., 2005) ve anatomik o6zellikleri
incelenmistir (Beyazoglu, 1989).

Primula cinsi, diinyada 425 tiir ile temsil edilmektedir (Mast ve ark., 2001).
Bunlarin %75’i gen merkezi olarak ifade edilen Himalaya dag zincirinde ve Bat1 Cin’de
yayilis gostermektedir (Richards, 1993). Bu cinse ait dogada hala tanimlanmamis ¢ok
sayida tiiriin oldugu disiiniilmektedir (Richards, 1993). Primula’nin iyeleri, cesitliligin
merkezi olan Asya’nin yiiksek daglarinin yan sira Kuzey Amerika, Avrupa ve Asya’nin
yiiksek enlemlerinde, az bir kismi da Giiney Amerika, Etiyopya, Cava adas1 ve Sumatra’da
yayilis gostermektedir (Richards, 1993).

Lamond’a (1978) gore Primula cinsi iilkemizde 3 alt cinste yer alan 8 tiir ve bu
tiirlere baghh 11 takson ile temsil edilmektedir. Bunlardan P. davisii W.W. Sm ve P.
longipes Freyn & Sint. taksonlari, iilkemizin 6nemli gen kaynaklari icinde yer alan
endemik bitkilerdir. Bu endemiklerden P. longipes, arastirma bolgemizde de
bulunmaktadir. Arastirmaya konu olan tiirlerin hepsinde heterositulus gozlenmektedir. P.
vulgaris Huds. tirii, arastirma bolgesinde iki alttiirle temsil edilmekte ve bu iki takson

alttiir seviyesinde adlandirilmis olmasina ragmen, arastirma bolgesinde aym habitat



icerisinde dogal olarak bulunmaktadir ve morfolojik agidan birbirleriyle oldukca benzerlik
gostermektedir. Bu durum, bu taksonlar kesin sinirlarla birbirinden ayirmada ¢ogu zaman
giicliiklere sebep olmaktadir.

Giliniimiizde bitki tiirlerinin tanimlanmasinda morfolojik karakterin yani sira
molekiiler verilerin kullanilmasi hiz kazanmistir. Bu amagla niiklear DNA ve mtDNA’s1
lizerindeki bir¢ok 6zgiin bolgeden yararlanlmaktadir. Ozellikle daha énceden kullanilan
morfolojik karakterlerle c¢oziime kavusturulamayan pek c¢ok sistematik problem, bu
bolgelerin kullanim1 sayesinde asilabilmektedir. Bu molekiiler yontemlerden birisi de,
nrDNA iizerinde yerlesmis ve calisilan cinsin sistematik problemlerinin ¢6ziimiinde
giivenirliligi kanitlanmis molekiiler metotlardan birisi olan ITS (Internal Transcribed
Spacers) PCR’dir. Yapilan bu tiirlii calismalarda, taksonlarin nrDNA ITS bolgeleri
cogaltilip baz polimorfizmine bakilarak taksonlar arasindaki akrabalik dereceleri
belirlenmektedir. Geleneksel taksonomik yontemleri desteklemek amaciyla kullanilan
anatomik, morfolojik, sitolojik ve karyolojik verilerin yaninda, giiniimiizde yukarida sozii
edilen molekiiler veriler, sikca kullanilarak ¢ok sayida takson iceren gruplarin sistematik
problemlerinin ¢oziimiine katkida bulunulmaktadir.

Bu caligmanin amaci, arastirma bolgesinde dogal olarak yayilig gosteren bazi1 Primula
tiirlerinin modern sistematikte sik¢a kullanilan ve giiniimiizde oldukg¢a gecerli olan ITS PCR
yardimiyla filogenisinin yeniden ingaasin1 saglamak, bu amaca yonelik olarak taksonlar
arasindaki akrabalik iligkisini ortaya koyabilecek aga¢ topolojileri elde etmek, elde edilecek
sonuglart morfolojik verilerle karsilastirmak ve daha sonra gerceklestirilebilecek calismalara

saglam bir zemin olugturmaktir.

1.2. Literatiir Ozeti

Primula cinsine ait tiirlerin % 90’1inda heterositulus, %10’unda ise homositulus
gozlenmektedir. Bu durum sadece Primula igin sinirh degildir, 28 farkli familyaya ait belli
sayidaki tiirde heterositulusun varligt belgelenmistir (Barret ve ark., 2000). Bu karakter,
tiir seviyesinde Primula taksonlar1 igin ayrt edici giivenilir bir karakterdir (Kelso, 1991).
Buna ragmen heterositulus ve homosituluslu bazi tiirler, cinsin ayn seksiyonunda birlikte
bulunabilmektedirler (Barret, 1992).

Primula cinsine ait bazi tiirlerin, halk ilact ve drog olarak kullanildig:

bilinmektedir. Ozellikle P. veris L., P. vulgaris Huds. ve P. elatior (L.) Hill tiirlerinin



yaprak ve rizomlarindan elde edilen Oziitlerin diiiretik, antispazmodik, agn kesici, atesg
disiiriicti, balgam sokiicii, oksiiriikk giderici, sakinlestirici, uykusuzluk hastaliklarini
giderici olarak ve soguk alginligi, akut ve kronik bronsit hastaliklarinin tedavisinde eski
tarihlerden bu yana yaygin olarak kullamildig: bilinmektedir ( Prajapati ve ark., 2003).

Daha once Kuzey Anadolu Bolgesi’nden toplanan Primulaceae familyasinin 5
cinsine (Anagallis, Lysimachia, Androsace, Primula, ve Cyclamen) ait taksonlarin kok,
gdvde ve yaprak anatomileri arasindaki farkliliklar ortaya konulmustur. Yapilan inceleme
sonrasinda Primula taksonlarinda kok yapisinda endoderma ceper kalinlasmalarinin diger
cinslerdeki taksonlara nazaran daha fazla gerceklestigi bulunmustur (Beyazoglu, 1989).

Govde morfolojileri iizerinde yapilan incelemelerde, Primula ve Androsace
Lamond iiyelerinde govde skeyp iken Anagallis L. ve Lysimachia L. 6rneklerinde normal
dalli govde yapisinin bulundugu tespit edilmistir. Primula, Lysimachia ve Androsace
orneklerinde iletim demetleri birbirine ¢ok yaklasarak kapali bir halka olusturmaktadir
(Beyazoglu, 1989).

Yaprak anatomisi iizerindeki calismalarda Primula ve Lysimachia Orneklerinde
palizat parankimasinin tek sira halinde bulundugu, diger cinslere ait tiirlerde ise palizat
parankimasinin iki siradan olustugu bulunmustur. Primula, Cyclamen L. ve Lysimachia
tiirlerinin yapraklarinda orta damar hakimiyeti mevcutken diger cins iiyelerinde damar
hakimiyetinin bulunmadig tespit edilmistir (Beyazoglu, 1989).

Yaprak vernasyonu, Primulaceae familyasinda kullanilan 6nemli taksonomik bir
karakterdir. Primula disindaki ¢ogu cinste yaprak vernasyonu, involute ( tomurcuk icinde
yapraklarin ice dogru kivrilmasi) karakterden degiskenlik gostermeyebilir. Buna ragmen
Primula’da revolute(yapraklarin disa dogru kivrilmasi) ve involute olmak iizere her iki
vernasyon tipi olugabilir (Richards, 1993).

Primula  bitkilerinde polen morfolojisi, taksonomik karakter olarak
kullanilmaktadir. Primula cinsine ait tiirler icin 3 temel polen tipi tamimlanmistir, bunlar;
kolporoidat, stefanokalpat ve sinkalpat’ tir (Mast ve ark. 2001). Yakin tarihte yiiriitiilen bir
calismada Tiirkiye’de dogal yayilis gosteren 8 Primula tiirii ve bu tiirler icinde yer alan 7
alttiiriin polen morfolojileri arastirllmis ve bu taksonlarda polen morfolojilerinin
trikalpattan, triparasinkalpat-tetrakalpata dogru degisiklik gosterdigi belirlenmistir (Pinar
ve ark., 2005).

Primula’nin  geleneksel sistematik calismalart Onceleri az sayida karakterle

yuriitiillmekteydi. Heterositulus ve homositulusa ilave olarak bu karakterler; temel



kromozom sayisi (x= 8,9,10,11 ve 12), farinanin (unsu o6rtii) mevcudiyeti veya yoklugu,
yaprak vernasyonu ve polen ekzin morfolojisiydi. Primula’daki filogenetik akrabaliklart
degerlendirmede onlarin varsayilan 6nemine ragmen bu 5 karakter, her zaman diger
orneklerle iligkili ayirt edici sonuglar ortaya koymamaktadir. Bu nedenle molekiiler
ornekleme, bu cinsin taksonlarinin filogenetik iligkilerini test etmede bagimsiz filogenetik
hipotezler sunabilir (Mast ve ark., 2001).

Rusya’nin Karadeniz kiyilan iizerinde P. vulgaris tiiriiniin alttiir vulgaris ve alttiir
sibthorpii taksonlari i¢in ge¢is zonlarinda bulunan karismis populasyonlarinin biyocografik
dagilimi arastinnlmis (Kosenko ve ark., 2005). Yapilan incelemeler sonucunda alttiir
sibthorpii populasyonlarinin ¢alisma bolgesindeki yayishinin her gecen giin daha yogun
olarak artis gosterdigi tespit edilmistir.

Isvigre’nin Ziirih kentinde yapilan diger bir calismada Aleuritia (Duby) Wendelbo
seksiyonunun iireme sistemleri, ploidy seviyesi, biyocografik durumlarina bagh degisimsel
hiz1 arastirilmis, poliploidi, homositulus ve Arktik dagilim arasinda onemli derecede bir
korelasyonun oldugu bulunmustur (Guggisberg ve ark., 2005).

2000 yilinda yapilan bir calismada, ITS ve cpDNA (kloroplast DNA’s1) dizin
analizi sonuglan ile Primula cinsindeki filogeninin yeniden olusturulmasi ve ortaya
konulacak bu filogeninin iireme sistemi, morfolojik karakterler, kromozom sayis1 ve
biyocografik dagilis arasindaki degisimsel iliskilerin aciklanmasinda kullanilmasi
amaglanmistir. Bu hedefe yonelik olarak Primula’nin 21 taksonu iizerinde gerceklestirilen
bu calismada, seksiyonlar arasindaki ITS baz dizisi varyasyonunun akrabaliklarin
¢Oziimiinde etkili ¢ok sayida bilgilendirici veri sundugu goriilmiistiir (Conti ve ark., 2000)

Tiirlere ait ITS baz dizinleri, allopatrik veya ayri populasyonlar arasindaki
akrabaliklarmn arastirilmasi igin yararli deliller sunmaktadir. Ornegin Calycadenia’daki
allopatrik tiirlerin bireyleri arasinda ITS dizinindeki baz degisimi % 3,7’ ye kadar degisiklik
gosterirken; Madiinae tiirlerinde ise ITS1 dizin varyasyonu % 21,7 olarak bulunmustur. Bu
varyasyonlarin belirli sistematik seviyelerde ve alttiirler arasinda akrabaliklar1 ¢ozmede
bilgilendirici oldugu sonucuna da ulasgilmistir. Bazi eski bitki gruplarinda ise, ITS
varyasyonunun diisiik seviyelerde oldugu goriilmiistiir (Baldwin ve ark., 1992).

Sonugta daha fazla takson Ornekleme ve baz dizin analizi i¢in diger nrDNA
bolgelerinden 6rnegin ETS (External Transcribed Spacer) bolgesi (Baldwin ve Markos,
1999) ve kloroplast DNA bolgelerinden 6rnegin Maturase K (mat K) geni (Soltis ve ark.,
1996; Sang ve ark., 1997) ve IGS (Intergenic Spacer) (Taberlet ve ark., 1991) cogu



poliploidi ve homositulus taksonlar i¢in hibrit orijinlerinin sorunlarini agiklamaya yardime1
olacak, aym zamanda cinsin her iki atasal ve anasal filogenisini detayli olarak ortaya
koyacaktir. Ciinkii filogenetigin dogrulugu, hem incelenen takson hem de kullanilan
karakter sayisina baghdir (Graybeal, 1998; Bremer ve ark., 1999). Birkag DNA bolgesi ve
farkli seksiyonlara ait kismen detayl1 drnekleme ve sonucta cinsin tamamini kapsayan bir
calisma, Primula’daki cesitliliginin aciklanmasina katki saglayacaktir. Bu detaylar, bu
biiyiileyici cinste, yetistirme sistemleri ve ¢oklu seviyede allopatrik degisimi aciklamak

icin dnemli olacaktir (Conti ve ark, 2000).

1.2.1. Primula Tiirlerinde Heterositulus

Primula cinsine ait bitkilerin ¢ogunlugu heteromorfik c¢iceklere sahiptir. Bu
ozellige sahip bitkilerde, kendini dolleme veya i¢c morfolojik fertilizasyonu azaltan ya da
engelleyen diallelik uyusmazlik sistemi sporofitik olarak kontrol edilmektedir.
Heterositulus gosteren bitkilere ait ¢iceklerin pin (uzun situluslu ¢igcekler) ve thrum (kisa
situluslu cicekler) adiyla bilinen ve ayr taksonlar iizerinde gelisen iki formu mevcuttur
(Webster ve Gilmartin, 2006).

Thrum bitkiler, korolla tiipiiniin agzinda gozle goriilebilen anterleri ihtiva eden
ciceklere sahiptir. Stigma, kisa bir situlus ve kiiciik stigmatik papilla yapisindan ibarettir ve
korolla tiipiiniin yaklasik yar1 uzunlugunda bulunur. Bu bitkilere ait polenler pin
bitkilerinkine gore daha biiyiiktiir. Pin bitkilerde ise, korolla tiipiiniin agzinda yerlesmis
uzun bir stigma ve uzun stigmatik papillaya sahip cicekler mevcuttur. Anterler korolla
tiipiiniin yaklasik yar1 yolunda yerlesmis durumdadir. Polenler ise daha kiiciiktiir. Cigek
morfolojisinde de ayirt edilebilir farklar tespit edilmistir (Webster ve Gilmartin, 2006).

Primula’daki dis caprazlamanin gerceklesmesinde iireme organlarinin karsilikli
diizenlenmesine yonelik goézlemler daha 19. yiizyilin ortalarinda belgelenmistir (Webster
ve Gilmartin, 2006).

Bunu takiben iki farkli floral morfoloji arasindaki ilgili diger ayriliklar,
Primula’nin degisik tiirlerinde rapor edilmistir. Bu farkliliklar;

¢ Polen biiyiikliigii; pin bitkiler tarafindan iiretilen polen, thrum bitkiler tarafindan

iiretilenden daha kiigiiktiir (Darwin, 1862; Ornduff, 1979; Heslop-Harrison ve
ark., 1981).



¢ Polen sayist; pin bitkilerdeki anterler, thrum bitkilerdekinden iki kat daha fazla
polen iiretir (Piper ve Charlesworth, 1986).

e Situlus hiicre ve stigmatik papilla uzunlugu; thrum cigeklerle karsilastirildiginda
pin ciceklerde situlusta daha uzun hiicreler mevcuttur ve daha uzun stigmatik
papilla gozlenmektedir (Ganders, 1979; Heslop-Harrison ve ark., 1981).

Stigmatik papilla uzunlugunun, situlus uzunlugu ile iligkili oldugu ileri
siiriilmektedir (Richards, 1993). P. sinensis’teki bir mutasyonun; situlus hiicre uzunlugunu
azaltmasinin yani sira stigmatik papilla uzunlugunu da kisalttigr bulunmustur (Mather,
1950). Pin ve thrum bitkilere ait situlus uzunlugundaki farkliliklar, polen sayisi, anter
pozisyonu karakterlerinin tiimii, S lokusu olarak bilinen ve birbirleriyle iligkili olan,
sirasiyla G, P ve A olarak adlandirilan genler tarafindan kontrol edilmektedir (Webster ve
Gilmartin, 2006).

e Situlus uzunlugu: kisa bir situlus ve stigma ylizeyindeki kisa bir papillay1 G alleli
kodlamaktadir (Briggs ve Walters, 1997). Resesif g alleli ise, uzun bir situlus ile
daha uzun bir stigmatik papillay1 kodlamaktadir.

¢ Polen Biiyiikliigii: thrum bitkilere ait biiyiik polenleri kodlayan P allelidir. Bu
nedenle resesif p alleli, thrum polenlerin capinin yaklasik 2/3’#i kadar biiyiikliige
sahip olan pin polenleri kodlamaktadir.

e Anter pozisyonu: korolla tiipiiniin agzinda thrum pozisyonda anterleri kodlayan A
allelidir, resesif a alleli ise, tiipiin ortalama yar1 uzunlugunda anter olusumunu
kodlamaktadir.

Her durumda thrum karakterleri kodlayan alleller dominant iken; pin karakterleri
kodlayan alleller resesif karakterlidir. Thrum x thrum caprazlamalar1 meydana gelmedigi
icin thrumlar heterozigot GPA/gpa’dir. Bu nedenle pin bitkiler homozigot resesif gpa/gpa
alleline sahiptir (Webster ve Gilmartin, 2006).

Farkli polen boyutlar1 thrum x thrum ve pin x pin c¢aprazlama ihtimallerini
engellemektedir. Kisa situluslu ciceklerin biiyiik polenleri stigma papillalarinin araliklarina
uymadigindan ve stigmanin c¢imlenmeyi saglayict 6zel salgi maddesinin diginda
kaldigindan ¢imlenemez. Uzun situluslu ¢igeklerin kiiciik polenleri ayn1 stigma papillalar
araliklarina uyup stigma iizerine otursa da stigma sivisi ¢imlenmeyi engellediginden
dollenme olmaz. Bocekler tarafindan yapilan tozlagsmada ancak kisa situluslu ¢igeklerin iri
polenleri uzun situlus iizerinde, uzun situluslu ¢igeklerin kiigiik polenleri ise kisa situlusun

stigmas1 iizerinde c¢imlenebilir (Zeybek & Zeybek, 1994). Pin polenlerin besin



rezervlerinin miktari, nemli derecede diisiiktiir ve pin bir polen, thrum bir stigma iizerinde
asagl dogru iireme tiipiinii olugturmak i¢in yeterli besine sahip degildir.

Pin x pin ¢aprazlamalar meydana gelebilir; fakat frekansi oldukga diisiiktiir. Thrum
polenler ise, pin bir situlus icinde iireme tiipiinii olusturmak icin gerekli besin stoguna
sahiptirler. Bu nedenle kisa thrum situluslarda bu yapiyr gerceklestirmeleri oldukca
kolaydir. Ancak daha biiyiik captaki thrum iireme tiipii, thrum bir situlusun yiizeyini
delmeyi basaramaz. Buna ragmen pin situlusu delebilir. Sonu¢ olarak thrum x thrum
tozlagsmasimin gergeklesmesi mekanik agidan olanaksizdir (Webster ve Gilmartin, 2006).
Bu durum autogaminin (kendi kendini dolleme) engellenmesine neden olurken,
allogaminin (yabanci veya capraz dolleme) gerceklesmesine imkan saglar. Boylece yeni
gen kombinasyonlu bireyler meydana gelerek yeni yayilis alanlarina uyum
kolaylagmaktadir (Zeybek ve Zeybek, 1994).

Pin bitkiler S lokusu icin homozigot resesif (ss) allellidir, thrum bitkiler ise
heterozigot Ss alleline sahiptir. Engellenmis kendini dolleme gerceklesebilmesine ragmen,
boyle durumlarda tohum olusumu ciddi olarak azaltilir (Webster ve Gilmartin, 2006).
Homozigot dogru caprazlama ile thrum bitkiler thrum x thrum bitki arasindaki
giiclendirilmis caprazlamadan nadiren elde edilir (Weddeburn ve Richards, 1990).

Homozigot SS olusumunu 6nleyen S lokusundaki ilave bir genin mevcut oldugu
ileri siiriilmektedir (Kurian ve Richards, 1997), ayrica bu genotipin Oldiiriicii oldugu
ispatlanmistir. Diger genler S lokusu ile iliskilidir, fakat heteromorfoloji olusumuna direkt

olarak katilmazlar (Webster ve Gilmartin, 2006).

1.2.2. ITS (Internal Transcribed Spacers)

Baz1 durumlarda bitki gruplarmi dogal ortamlarinda tanimlamada ve bir cinsin
taksonlarim1 ayirt etmede zorluklarla karsilasilabilmektedir. Genellikle kullanilan anahtar
karakterleri ya tam ayirt edici olmamakta ya da, gézlem aninda belirgin bir durumda
degildir. Ozellikle kiiltiirii yapilan tiirlerle, yaban tiplerin akrabaliklarinin ortaya
konmasinda, tiirlerin teshisi, toplanmasi ve korunmasi sirasinda tanimlama biiyiik 6nem
tastmaktadir (Baldwin ve ark., 1990).

Bitki germ plazmasi koleksiyonlarinda tutulan materyallerin cogunun yanlig isimle
isimlendirildigi anlasilmistir (Baldwin ve ark., 1995). Ornegin pancar ve piring

koleksiyonlarindaki tiirlerin tanimlanmasinda asir1 karigikliklar rapor edilmistir. Yapilan



incelemeler, tiir ya da alt tiirlere ait bircok grubun geleneksel metotlar kullanilarak yanlig
tanimlanmis oldugunu ortaya koymustur. Bu nedenle, taksonlarla ilgili yapilacak tiim
bilimsel aragtirmalar i¢in Oncelikle gerceklestirilmesi gereken calisma tam ve dogru
teshistir (Baldwin ve ark., 1995).

Molekiiler biyolojideki son gelismeler, tiire 6zgii gen bolgelerinin belirlenmesiyle
bitki tiirlerinin tamimlanmasina imkan vermektedir. Buna yonelik olarak, rDNA’nin ITS
bolgeleri, bitkilerdeki molekiiler sistematik calismalarda siklikla bagvurulan yontemlerden
biri haline gelmistir (Baldwin ve ark., 1995).

Genomik DNA iizerindeki rDNA bolgeleri, ¢oklu gen yapilarindan olusur ve
ardigik siralanmus tekrarhi diziler seklindedir. Sekil 1°de, bu bolgelerin genel yapisi ve

genomik DNA iizerindeki yerlesimleri basit olarak sematize edilmistir.
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Sekil 1. ITS bolgelerinin genomik DNA iizerindeki yerlesimi

rDNA tekrarlari;; genomik DNA’nin NOR (Niikleolar Organizer Region)
bolgelerinde yerlesmis durumdadir ve 18S kiigiik alt birim (Small Subunit), 5,8S ve 28S
biiyiik alt birim (Large Subunit) rDNA’lart kodlayan genlerden olusmaktadir. ITS
bolgeleri, genomik DNA iizerindeki bu rDNA tekrarlar1 i¢inde yerlesmistir. Bu bolgeler,
rDNA’nin alt birimleri ile transkribe edilmektedir ve korunmus bolgeleri (18S, 5,8S ve
28S) birbirinden ayiran iki kistmdan (ITS1 ve ITS2) olusmaktadir (Baldwin ve ark., 1995).
Bu ITS bolgeleri, IDNA gen bolgelerine baglanabilen evrensel primerler kullanilarak PCR
alismalariyla kolayca elde edilebilir. Bu amacla kullanilan evrensel ITS (ITS2, ITS3, ITS4
ve ITSS) primerlerinin rDNA iizerindeki baglanma bolgeleri, Sekil 2’de gosterilmistir.
rDNA genleri, kopya edilmeyen bolgeler (IGS) ve ITS bolgelerinin varligiyla birbirinden
ayrilmistir. IGS bolgeleri (ETS ve NTS), komsu rDNA tekrar birimleri arasinda yer

almaktadir. ETS, ribozomal mRNA ile kodlanan dis kopya bolgesidir ve onun promotor



bolgesini ihtiva etmektedir. NTS (Non Transcribed Spacer) ise, tekrar birimleri arasinda
yerlesmis kodlanmayan bolgelerdir (Baldwin ve ark., 1995). ITS1, 18S (SSU) ile 5,8S
arasinda yerlesmistir. ITS2 bolgesi ise, 5,8S ile 28S (LSU) genlerini aywran DNA
bolgesidir. Bu gen yapilarim ihtiva eden rDNA tekrarlarinin 6karyotik organizmalardaki
kopya sayis1, 200-30.000 arasinda degisiklik gostermektedir. Bu, biitiin genomun yaklasik
% 1 veya daha fazlasim temsil etmektedir. Ayrica genomik DNA’nin rDNA kopya

sayisinda ara sira degisiklikler meydana gelebilmektedir.
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Sekil 2. ITS primerlerinin rDNA {izerindeki baglanma bolgeleri

1.2.2.1. ITS’nin Genel Ozelikleri

e Okaryotik organizmalarda 5,8S gen bolgesi, cogunlukla ITS bolgeleri ile birlikte
degerlendirilir. Biitiin bolgenin toplam uzunlugu yaklasik 700 bp kadardir.

¢ Bu bolgelerin korunmus rDNA gen bolgelerine gore daha fazla degiskenlik
gosterdigi kanitlanmstir.

e ITS1 ve ITS2 bolgelerinin filogenetik acidan sunduklar veriler farkli
diizeydedir. Bu bolgelere dayali analizlerde ITS1 verileri, daha fazla filogenetik
coziimler sunmaktadir ve niikleotid igerigi ITS2’ye gore % 29 daha degiskendir.

e Bu bolgeler, rtDNA’nin olgun 18S, 5,8S ve 28S alt birimlerinin olusumu
stirecinde gorev almaktadir (Baldwin ve ark., 1995).

1970’lerde DNA dizin analizi ¢alismalarinin hiz kazanmasiyla, rRNA’lar ve komsu

bolgeleri iizerindeki sekonder yapi caligmalari biiyiik artis gostermistir. Her tekrar birimi,
olgun rRNA’lar1 olusturacak olan bir prekiirsor (preRNA) olarak kopya edilir (Baldwin,
1992).
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ITS1 ve ITS2 bolgeleri ribozomal transkripsiyon iiriiniiniin bir parcasi olmasina
ragmen olgun ribozomal alt birimlerin yapisina dahil edilmezler. Ancak bu bélgeler,
rRNA’larin olgunlagmasi siirecine katkida bulunmaktadirlar (Baldwin, 1992).

preRNA molekiiliiniin ¢esitli olgun RNA tiirlerine doniisiimiinii saglayan
transkripsiyon sonrasi siirecte her iki ITS bolgesi kesilip ¢ikariir ve ortamdan
uzaklastirilir. ITS bolgelerinin, baz degisimi sinirlamalarindan nispeten uzak olduguna
inanilmaktadir. Bu durum Insekta’lardan ve Angiosperm’lerden elde edilen ITS
bolgelerine dayali filogenetik analiz sonuglart ile desteklenmektedir (Baldwin, 1999).

ITS1’de meydana gelebilecek delesyon-insersiyon olaylart veya nokta
mutasyonlari, olgun SSU ve LSU rDNA’larin iiretimine engel olabilmektedir. ITS2
bolgesinde olusabilecek bu cesit mutasyonlar sonucunda da biiyiik alt birim rRNA’larin
olusumu zarar gorebilmektedir. ITS bolgesinin primer yapisinda bu cesit degisiklikler
meydana gelmesine ragmen sekonder yapilar ileri derecede korunmustur.

ITS bolgeleri, degisebilir bolgelerinin yaninda korunmus bolgeler de ihtiva
etmektedir. Ozellikle ITS1 bolgesinin merkezine yakin kisimlarinda degismeden kalabilen
korunmus bolgelerin varhigi tespit edilmistir. Tablo 1’de, baz1 bitki taksonlarimin ITS

bolgelerinde yer alan korunmus bolgelere bazi 6rnekler verilmistir (Baldwin, 1999).

Tablo 1. Degisik bitkilere ait ITS1 bolgeleri igindeki korunmus baz dizin motifleri

Tir Adr Korunmus Bolge

Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. GGCACG-AAAAGTGTCAAGGAA
Nicotiana rustica L. GGCGTGGAAAAGCGCCAAGGAA
Oryza sativa L. GGCGCC-GACGGCGTCAAGGAA
Triticum aestivum L. GGCGCC-GAAGGCGTCAAGGAA
Gossypium longicalyx Hutch. and Lee GGCGTG-AATTGCGCCAAGGAA
Gossypium robinsonii L. GGCGCG-AATCGCGCCAAGGAA
Iliamna spp. Rydberg GGCGCG-AATTGCGCCAAGGAA

Ribozomal yapidaki domainleri aciklamak i¢in son zamanlarda rRNA-protein
etkilesimleri arastirilmistir. Olgun okaryotik kiigiik alt birim rRNA’s1, ribozomun kiigiik alt

birimini olusturmak icin 30 farkli ribozomal ve ribozomal olmayan proteine
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baglanmaktadir. Biiyiik alt birim sentezi icin ise, 5,8S, 28S ve 50 kadar degisik proteinin
gorev aldigi belirlenmistir.

Transkripsiyon ve preRNA’larin islenmesi asamalarinin hepsi niikleolusta
gerceklesmektedir. Okaryotik preRNA’min  iglenmesi siireci, kiiciik niikleolar
riboniikleoprotein (snoRNP) partikiillerindeki proteinlerle bir arada bulunan kiigiik

niikleolar RNA’larin (snoRNA) bir grubunu gerektirmektedir.

1.2.2.2. rDNA Coklu Gen Ailesinin Fonksiyonel Sinirlamalar: ve Evolusyonu

Yukarida tamimlandigi gibi ITS bolgesi, ribozomal alt birimleri kodlayan rDNA
icindeki gen bolgeleri arasinda yer almaktadir. Niiklear DNA’daki bu bolgeler, spesifik
kromozomlarin niikleolar organizer bolgesinde ard arda swralanmis tekrarlar seklinde
diizenlenir ( Stappen ve ark., 1998). Her tam iinite, olgun 18S, 5,8S ve 26S RNA alt birimleri
icin iglenen bir prekiirsor olarak kopya edilir ve ITS bolgesi, bu rRNA’nin olgunlasma
islemine yardimci olur.

Angiospermler arasinda, ITS1’in 5° ve 3’ ucuna yakin kisimlarinin yiiksek derecede
degiskenlik gosterdigi ve anlasilir bicimde hizalanamadigi belirlenmistir. Fakat merkeze
yakin govde yapilan benzer baz siralarma sahiptir (Liu & Scharal, 1994). Bu bolgeler,
yiiksek derecede korunmus sekonder yapilarin olusumunu saglayan yiiksek oranda G
(guanin), C (Sitozin) ve T (Timin) icerigine sahiptir. Bu nedenle ITS1’in merkezine yakin bir
bolgesi, ileri derecede korunmustur ve bilyiik bitki familyalarinda, hatta tek yillik ve ¢ok yillik
bitkiler arasinda da hizalanabilen bir baz igerigine sahiptir (Liu & Scharal, 1994). Sa¢ tokasi
bicimindeki bu kii¢iikk motif, 25 bp’den daha az baz igerigine sahiptir. Bu ii¢ bolgenin
birlesimi ile olusan yapi, ITS’nin primer dizin yapisindan ziyade, sekonder yapisinin
korunmus olarak kalmasina katki saglar ve bu durum, ITS1 bolgesinin sekonder yapi
kararlihigim artinr. Baz icerigi agisindan daha az degiskenlik gosterdigi bilinen ITS2 bolgesi
icin, korunmus bolge yapilan tizerindeki calismalar daha az diizeydedir.

Ribozomal genlerin, biilyiik miktarlarda protein iiriiniine ihtiya¢ duyulmasi nedeniyle
coklu gen familyasi olarak var olduguna inamlmaktadir (Ohta, 1991). Ustelik protein
tiretiminde ve DNA’nin islenmesi asamasinda, ribozomlarin 6nemli fonksiyonlarmin yamni
sira, TDNA kopyalar arasinda tekdiizelige gereksinim vardir. tDNA’lar cogunlukla tiirler
arasindaki cesitliligin degisik seviyelerini olusturan gen siiriiklenmesi nedeniyle tiir i¢inde

yiiksek oranda homojenlik gosterir (Polanco ve ark., 1998). Bir tiir i¢inde rDNA’daki ara
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bolgelerin kopyalarinda goriilen en yaygin varyasyon, basit baz ¢ifti degisimleridir (Baldwin
ve ark., 1995). Diger varyasyonlar, ara bolgelerin kiiciik bir oramnda meydana gelen
insersiyon — delesyon olaylarim icerir. Bireylere ait kopya tekrarlar arasindaki homojenite,
gen doniisiimii ve esit olmayan krossingover olaylar sayesinde baz varyasyonu ile sonuglanir
(Li, 1997; Hurst ve Smith, 1998). Bu mekanizmalar sayesinde rDNA kopyalar1 6zdeslestirilir
ve gen siiritklenmesi nedeniyle bir tiir boyunca dagitilir.

Gen doniistimii, bir dizinin kendini degistirmeden etkilesime girdigi diger dizini bir
sekilde transforme ettigi zaman meydana gelir. Bu durum, olasi bes yoldan biriyle gerceklesir;
ayni lokusta iki allel arasinda, i¢ kromatik degis tokus sirasinda, kardes kromatidlerin
birbirlerini etkilemesi durumunda, homolog kromozomlarin allelik olmayan lokuslarinda
veya homolog olmayan kromozomlar arasinda veya gen kopyalan arasindaki etkilesimden
kaynaklanmaktadir. Gen degisiminin, kromozom replikasyonundan hemen sonra bu olaylarin
meydana gelmesi ile gerceklestigi kabul edilir. Tek bir gen degisimi sirasinda transfer edilen
DNA miktan biiyiik oranda degisiklik gosterebilir, fakat genlerin sayisinda bir degisiklik
meydana gelmez. Kromozomlar arasindaki ve icindeki degisiklikler cok yiiksek dizin
benzerlikleri gerektirmez ve kopyalanan ve elde edilen DNA sirasinda bazen iistiinliik
goriilebilir. Bu durum, kopyalanmis genlerin homojenizasyonuna yol agan gen degisiminin

tekrarlayan dongiileri olarak ifade edilir.

1.2.2.4. ITS’nin Taksonomide Tercih Edilme Nedenleri

rDNA gen bolgelerinde bulunan bu ITS bolgeleri, molekiiler ve sistematik acidan sahip
olduklar1 ayirt edici Ozellikler nedeniyle filogenetik analiz ¢alismalarinda yogun olarak
kullanilmaktadir. Bu bolgeler;
o Filogenetigin yeniden insaasinda yeterli veri sunacak kadar uygun bir
biiyiikliige sahiptir (600-700bp).
. Cins ve tiir ici seviyelerde ileri derecede korunmus olan rDNA gen bolgelerine

komsu olarak bulunmaktadirlar.

o PCR ile ¢ogaltilarak karsilastirilmalart i¢in biiyiikliigii son derece elverislidir.
o rDNA gen bolgelerine gore daha hizli niikleotit baz degisimi gosterirler.
. Cins ve tiir seviyesindeki filogenetik ¢alismalarda DNA icerikleri, agiklayici

bilgiler sunmaktadir.

. Genomik DNA iizerinde yiiksek kopya sayisina sahiptirler.
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Bu bolgelerin evrenselligi, alt birim unsurlar1 ve bolgeler arasindaki farkli baz

varyasyon oranlari nedeniyle, sistematikte kullanilmalar1 yayginlasmustir.

1.2.2.5. Taksonomik Seviyelerde Kullanim

Iki kopya bolgesi (ITS1 ve ITS2), yakin akraba olan taksonlarin
karsilastirilmasindaki kullamighligi nedeniyle, daha 1990’11 yillarda hizli bir sekilde
calisilmaya baglanmistir. Mevcut veriler, ITS baz dizilerinin, Angiosperm’lerde degisik
seviyelerde filogenetik acidan kullanigh oldugunu gostermektedir. Bu veriler, genetik
siiriiklenmelere yonelik etkili sinyaller ortaya koymaktadir (Baldwin ve ark., 1992).

Bitki sistematigindeki karsilastirmalarda ve filogenetik analizlerde kullanilmak
tizere, GENBANK veri bankasina 20 Haziran 2006 tarihine kadar, yalnizca yesil bitkiler
icin 3016 adet ITS niikleotit baz siras1 kayd1 gerceklestirilmistir.

Baz1 bitki gruplarinda ITS1 ve ITS2’de yiiksek oranda varyasyonla karsilasilirken,
bazilarinda ise, niikleotit varyasyonunun az bir dizisine rastlanilmaktadir. Ayni toplam
DNA degerlendirmelerinde; ¢ogu gruplarda ITS dizinlerinin, cpDNA baz dizinlerinden ¢ok
daha fazla degiskenlik gosterdigi ve daha bilgilendirici oldugu sonucuna varilmigtir
(Baldwin ve ark., 1999).

ITS bolgelerinin, hibrit taksonlara yonelik filogenetik analizlerde kullanilmasi
uygun goriilmemektedir. Ciinkii hibritlerden elde edilecek ITS bolgelerinin hangi atasal
genomdan cogaltildiginin bilinmemesi, giivenilir olmayan degerlendirmelere neden
olacaktir (Baldwin ve ark., 1995).

rDNA tekrarlarinin yiiksek kopya sayis1 nedeniyle (hiicre basina 30.000’e kadar),
ona gore kiiciik ebatta olan ITS bolgelerini PCR ile cogaltmak olduk¢a kolaydir. Bu durum
ITS bolgelerini filogenetik ve biyocografik arastirmalar icin ilgi cekici bir hale

getirmektedir (Baldwin ve ark., 1992).

1.2.2.6. rDNA Bolgeleri
1.2.2.6.1. Kiiciik Alt Birim rDNA (SSU)

Kiigiik alt birim rDNA’s1 yiikksek derecede korunmus DNA bolgelerinden biridir ve

alem, sube ve simf seviyesindeki kategorilerde filogenetik ¢aligmalarin yeniden insaasi icin
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yogun olarak kullanilmaktadir. Bugiine kadar 4000’den daha fazla takson icin, bu bolgeye ait
DNA baz siras1 belirlenmistir. Kiigiik ve biiyiik alt birim rDNA niikleotit baz siralarinda asir
korunmusg ve degisebilir bolgelerin bulunmasi, ilgili 6zel sorular igcin optimal filogenetik
cevaba izin veren bir dizi oranlar saglamaktadir.

Kiiciik alt birim rDNA baz siralari, ata soylarin belirlenmesinde, temel Skaryot ve
fungal soylar arasinda, Angiospermler icinde, hayvanlarin diizenlenmesi gibi farklh
taksonomik seviyelerde filogeninin yeniden insaasinda kullamilmaktadir (Baldwin ve ark.,

1992).

1.2.2.6.2. 5,8S rDNA

rDNA tekrar birimleri icinde en kii¢iik uzunluga sahip olani, 5,8S niiklear DNA’sidir.
rRNA’nin biiyiik alt biriminin bir pargasidir ve lokus uzunlugu ile niikleotit icerigi ileri
derecede korunmustur. Bu bolgeye ait baz uzunlugu, arzu edilen kullanilabilir bir bityiikliige
sahip olmadig1 (163-164 bp) ve filogeniye yeterli derecede veri saglamadigi icin, bu tip
filogenetik calismalarda tek basina kullanilmalanni uygun goriilmemektedir. Bu nedenle
niikkleotit baz degisimlerinden, ITS bolgeleriyle birlikte degerlendirilmesi yoluyla

yararlanilmaktadir (Baldwin ve ark., 1992).

1.2.2.6.3. Biiyiik Alt Birim rDNA (LSU)

Kiigiik alt birim rDNA’ya gore daha uzun yapidadir ve baz igerigi acisindan daha
fazla varyasyon gosterir. Bilyiik alt birim rDNA’s1 ¢cok farkli alt birimlere sahiptir. Bu nedenle
filumlar arasinda 6nemli derecede gen varyasyonu gosterirler.

Kiiciik ve biiyiikk alt birim rDNA’s1 {izerinde degisebilir bolgeler veya yayilan
segmentler olarak adlandirilan domainler mevcuttur. Ancak bu bolgelerdeki genislemeler;
rDNA baz dizinlerinin, akraba tiirleri ayirt etmede kullanilmasi icin yeterli veri
sunmamaktadir. Bu nedenle rDNA genlerinin gosterdigi varyasyonlardan, familya ve daha
yukar sevilerde faydalanilmaktadir (Baldwin ve ark., 1992).

rDNA tekrarlarinin ITS ve IGS bolgeleri, yiiksek oranda varyasyon gostermeleri
bakimindan cinsler arasinda, tiir seviyesinde ve populasyonlarin calisilmasinda karsilagilan
taksonomik problemleri ¢ozmede kullanilmaktadir. Ancak IGS (4-5kb) bolgelerinin ITS

bolgelerine gore daha uzun parcalara sahip olmasi ve dizin analizindeki zorluk nedeniyle,
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filogenetik calismalarda ¢ogunlukla ITS bolgeleri tercih edilmektedir (Baldwin ve ark.,
1992).

Yapilan RFLP caligsmalari, bu ara bolgelerin son 50 milyon yil i¢inde ayrilmis olan
yakin akraba taksonlar arasindaki filogeniyi ortaya koymada kullanilabilecegini

gostermistir (Baldwin ve ark., 1992).

1.2.3. Niimerik (Sayisal) Taksonomi

Bitkilerin morfolojik 6zelliklere gore siniflandirilmast Linnaeus (1753)’nin c¢ok
daha oOncesindeki doneme kadar gitmektedir. Geg¢misten giiniimiize kadar bitkilerin
siniflandirilmasinda kullanilan yontemler 6nemli gelismeler gostermistir. Bu giin bitki
sistematiginde karsilasilan problemlerin ¢oziimiinde bir¢ok yontemden faydalanilmaktadir.
Bu yontemlerden birisi de niimerik taksonomidir. Niimerik taksonomi, kisaca siniflandirma
islemlerinin sayisal verilere dayandirilarak ifade edilmesi olarak tanimlanabilir (Sneath ve
Sokal, 1973). Niimerik taksonomik caligmalarda genellikle her tiir karakter kullanilabilir.
Bu karakterler arasinda kimyasal karakterler, kromozom karakterleri, genetiksel, mikro ve
makromorfolojik karakterler ve hatta genetik karakterler sayilabilir. Siniflandirmanin ¢ok
sayida karaktere dayandirilmasi, elde edilecek sonuglarin giivenirligini artirmasi
bakimindan 6nemlidir. Bu nedenle niimerik analizlerin, ¢ok sayida karakter kullamlarak
gerceklestirilmesine ¢caba gosterilir.

Niimerik taksonomide kullanilan analizler kiimeleme ve ordinasyon analizleri
olmak iizere ikiye ayrilir (Podani, 1994) Bunlardan kiimeleme analizleri, calisilan
populasyon, alttiir, tiir veya tiir iistii kategorileri benzerlik veya farliliklarma gore
gruplandirir. Bu gergeklestirilirken de oncelikle kullanilan karakterlerden yararlanilarak bir
benzerlik matriksi olusturulur ve bu benzerlik matriksinden hareket edilerek caligilan
ornekler gruplandirilir. Ordinasyon analizlerinde ise, calisilan Ornekler arasindaki

varyasyon miktar1 ve bu varyasyonu en iyi agiklayan karakterler tespit edilmeye calisilir

(Podani, 1994).



2. YAPILAN CALISMALAR
2.1. Besiyeri Kimyasallar ve Vektorler

Calismada kulanilan kimyasallarin isimleri ve alindiklar1 firma adlar asagida
verilmistir. Phenol:chloroform: isoamyl alcohol, agarose, bromophenolblue, ethidium
bromide, RNase A, yeast extract, ammonium acetate, isoamyl alcohol kimyasallar1 Sigma,
pGEM-T Easy Klonlama kiti ise, Promega firmasindan temin edilmistir.

CTAB (Hexadecyltrimethyl ammonium bromide), Sigma, MJ33, LB ( Luria Broth )
Broth, Sigma, L2542, ammonium acetate, Sigma, A1542, TE (10 mM Tris HCL, pH: 8,3,
EDTA (Ethylenediaminetetraacetic acid) 1 mM, pH:8.,0), PVPP
(polyvinylpolypyrrolidone), Sigma, P6755, tris (2-aminoethyl ) amine agarose, Sigma,
A1579, yeast extract, Sigma, Y1327, NaCl (Sodyum chloride), Sigma, S6191, IPTG (
1sopropyl B- D -1- thiogalactopyronside), Sigma, 59740.

2.2. Materyal Temini ve Saklanmasi

Calismada kullanilan bitki materyali, 2005 yili vejetasyon donemi olan Mart-
Agustos aylarinda yapilan arazi ¢alismalan ile toplanmistir. Toplanan 6rneklerle ilgili arazi
calismalar, Kastamonu, Erzurum, Trabzon, Rize, Artvin ve Giimiishane illerinde, 11 farkli
istasyonda gerceklestirilmistir. Calisma konusunu olusturan populasyon Orneklerine ait
toplama bilgileri, Tablo 2’de verilmistir.

Calismalar sirasinda toplanan orneklerde, olgun bir bitkiye ait bitki kisimlarinin
bulunmasmna dikkat edilmistir. Ornekler toplanirken, kurudugunda degisebilecek fakat
teshis icin 6nemli olan oOzellikler ayrica kaydedilmistir. Numaralandirilmis Ornekler
laboratuarda presler icerisinde sikistirilarak kurutulmus ve herbaryum Ornegi haline
getirilmistir. Herbaryum ornegi halindeki ornekler, Karadeniz Teknik Universitesi Fen
Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Boliimii Herbaryumu'nda (KTUB) saklanmaktadir. Arazi
caligmasi sirasinda toplanan her Ornege numara verilmis ve o Ornekle ilgili toplama
bilgileri kaydedilmistir. Ayrica numaralandirilmis her 6rnekten, DNA izolasyonunda

kullanilmak iizere taze yaprak oOrnekleri alinmistir. Bu Ornekler, % 10’luk sodyum
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hipoklorit (NaOCI) ve % 70’lik etanol (ETOH) serilerinden gecirildikten sonra kurumaya

birakilmis ve daha sonra gergeklestirilecek ¢alismalar i¢in -20 ° C’ de muhafaza edilmistir.

Tablo 2. Arastirmada yararlanilan bitkilere ait toplama bilgileri

3

Populason Tiir ad1 Toplandig1 yer
No
. . A7 Trabzon: Besikdiizii, Yeni Camii Koyii, 01 v
1 P. vulgaris Huds. subsp. vulgaris 2005, 970 m, Uzuner P11, KTUB
. , A7 Trabzon: Besikdiizii, Yeni Camii Koyii, 01 v
2 P. vulgaris Huds. subsp. vulgaris 2005, 970 m, Uzuner P12, KTUB
3 P. vulgaris Huds. subsp. sibthorpii (Hoffmanns.) A7 Trabzon: Besikdiizii, Yeni Camii Koyii, 01 v
W.W.Sm. & Forrest 2005, 970 m, Uzuner P13, KTUB
. . A4 Kastamonu: Bozkurt, 11 v 2005 1200 m, Uzuner
4 P. vulgaris Huds. subsp. vulgaris P15, KTUB
. , A4 Kastamonu: Bozkurt, 11 v 2005 1200m, Uzuner
5 P. vulgaris Huds. subsp. vulgaris P16, KTUB
6 P. vulgaris Huds. subsp. sibthorpii (Hoffmanns.) A4 Kastamonu: Bozkurt, 11 v 2005 1200 m, Uzuner
W.W.Sm. & Forrest P17, KTUB
. . R . A7 Trabzon: Caykara, Ablaryas Yaylasi, 01 vi 2005,
7 P. veris L. subsp. columnae (Ten.) Liidi in Hegi. 2052 m, Uzuner P18, KTUB
. e A9 Artvin: Karagol, 08 vi 2005, 1950 m, Uzuner
8 P. veris L. subsp. macrocalyx (Bunge) Liidi P22, KTUB
9 P. elatior (L.) Hill subsp. meyeri (Rupr.) A8 Rize: ikizdere, Ovit Dagi, 24 vii 2005, 2850 m,
Valentine & Lamond Uzuner P26, KTUB
10 P. elatior (L.) Hill subsp. meyeri (Rupr.) A7 Trabzon: Caykara, Demirkap1 Koy, 28 v 2005,
Valentine & Lamond 2920 m, Uzuner P29, KTUB
g . A7 Trabzon: Besikdiizii, Sahmelik Koyii, 10 iv 2005,
11 P. megaseifolia Boiss. & Bal. 450 m, Uzuner P6, KTUB
- . A8 Trabzon: Arakli, Sularbas1 Koyii, 14 iv 2005,
12 P. megaseifolia Boiss. & Bal. 1120 m, Uzuner P7, KTUB
, . A8 Rize: Ikizdere, Ovit Dagi, 24 vii 2005, 2850 m,
13 P. longipes Freyn & Sint. Uzuner P25, KTUB
. . A7 Trabzon: Caykara, Demirkap1 Koy, 28 v 2005,
14 P. longipes Freyn & Sint. 3067 m, Uzuner P27, KTUB
. A7 Giimuishane: Kadirga Yaylasi, 13 vi 2005, 2150
15 P. auriculata Lam. m, Uzuner P20, KTUB
. A8 Erzurum: 1spir, Moryayla, 21 x 2005, 2450 m,
16 P. auriculata Lam. Uzuner P30, KTUB
. A9 Ardahan: Posof, Goniilagan, 09 vi 2005, 2130 m,
17 P. algida Adams Uzuner P23, KTUB
. A8 Rize: Ikizdere, Ovit Dagy, 24 vii 2005, 2850 m,
18 P. algida Adams Uzuner P24, KTUB
19 P. algida Adams A7 Trabzon: Caykara, Demirkap1 Koy, 28 v 2005,

2920 m, Uzuner P28, KTUB
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2.3. Morfolojik incelemeler

Morfolojik incelemeler herbaryum materyalleri iizerinde gerceklestirilmistir.
Bunun i¢in Once tiir teshisinde onemli rol oynayan karakterler belirlenmistir. Bitkilerin
teshisinde, basta Tiirkiye Floras1 (Lamond, 1978) olmak iizere, Avrupa Floras1 (Valentine
ve Kress, 1972), Rus Floras1 (Federov, 1965) ve iran Floras: (Rechinger, 1970)'ndan da
yararlamilmistir. Yapilan teshisler sonunda, toplanan populasyon orneklerinin, Tablo 2’de
verilen 9 Primula taksonuna dahil oldugu tespit edilmistir. Teshislerde faydalanilan
morfolojik karakterler, Stereo-binokiiler mikroskop altinda yapilan incelemelerle tespit
edilmistir.

Toplanip teshis edilen taksonlar iizerinde ayirt edici nitelikte oldugu diisiiniilen 26
morfolojik karakter tespit edilmistir. Belirlenen karakterlerden 18 tanesi kantitatif nitelik
tagirken, diger 8 tanesi var yok esasina dayali binary ozellik gostermektedir. Tiirlerle
iligkili olarak niimerik analizlerde kullanilmak iizere belirlenmis spesifik karakterler Tablo
3’de verilmistir. Bu karakterlere ait veri matriksi olusturulmadan ©Once, her bir takson

ornegi iizerinde en az 6 (6-10) dl¢iim gerceklestirilmistir.

2.4. ITS Bolgesinin Filogenetik Analizi

ITS bolgesinin filogenetik analizi 4 adimda gerceklestirilmektedir.

¢ Genomik DNA izolasyonu,

e ITS bolgesinin PCR ile ¢cogaltilmasi,

e DNA’nin direkt dizin analizi ile okunmasi veya klonlama sonrasinda okuma,

e DNA analizleri,

a) ITS baz siralarinin hizalanmasi,

b) Filogenetik analizlerin gerceklestirilmesi,
Giintimiizde ITS bolgesinin PCR ile ¢ogaltilmasi, yakin akraba tiirlerin ve populasyonlarin
filogenetik analizi i¢in popiiler bir secenek durumundadir. ITS bolgelerinin bu popiilerligi
korunmus rDNA boélgelerine baglanabilen evrensel primerlerin iiretilmesiyle artmigtir. ITS
baz siralarinin analizi sonucunda elde edilen veriler, taksonomik kategorilerdeki mevcut

problemlerin ¢oziimiinde 6nemli katkilar saglamaktadir. Genellikle taksonlara ait ITS
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varyasyonlarina bakilarak ilgili taksonlarin akrabaliklar1 belirlenmeye calisilir (Baldwin ve

ark., 1995).

Tablo 3. Arastirmada kullanilan taksonlara ait morfolojik karakterler

Degiskenler Karakterlerin Ad1 Birimi
X, Bitkinin boyu cm
X5 Yaprak eni cm
X3 Yaprak boyu cm
X4 Taban yaprak sayisi adet
Xs Yaprak u¢ kisminin sekli sivri:1, kiit: O
Xe Yaprak alt yiizeyindeki basit tity durumu var:1, yok: 0
X7 Yaprak kenarlarinin disliligi var:1, yok:0
Xg Brakte boyu cm
Xo Brakte sayis1 adet
X0 Braktelerin u¢ kisminin sekli sivri:1, kiit: O
X1 Pedisel boyu cm
X2 Cigcek durumundaki ¢igek sayisi adet
X3 Kaliks boyu cm
X4 Korolla boyu cm
Xis Kaliksin u¢ kisminin sekli sivri:1, kiit: O
Xi6 Kaliks tiipiiniin uzunlugu cm
X7 Korolla tiipiiniin uzunlugu cm
Xis Korolla tiiptiniin kaliks tiipiine oran X12/X13
Xi9 Kaliks dislerinin uzunlugu mm
X0 Kaliks dislerinin kalikse orani X15/X13
X1 Skeyp durumu var:1, yok:0
X2 Skeypte basit tily durumu var:1, yok:0
X23 Kapsiil biiytikliigii mm
X4 Kapsiiliin kalikse gore durumu uzun:1, esit veya kisa: 0
X5 Bitki boyunun taban yaprak sayisina orant X/ X4

X6 Situlus uzunlugu mm
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2.5. Yapraklardan DNA izolasyonu

DNA izolasyonu i¢in arazi ¢aligmasi sirasinda segilmis ve -20 °C’de depolanmis
olgun, saglam ve yas Primula yapraklan ile preslenerek suyu uzaklastirilmis ve herbaryum
ornegi haline getirilmis Orneklerden alinan kuru yapraklar kullanilmistir. Mevcut
calisgmanin temel materyalini teskil eden bitki DNA’larinin izole edilmesinde, iki farkl
metottan faydalamilmistir. Yas yapraklardan DNA izolasyonu icin kismi degisiklige
ugratilan Lodhi metodudan (Beris, 2001); kuru yapraklardan izolasyon i¢in ise Soltis
(Doyle & Doyle, 1987)'in DNA izolasyon metodundan faydalanilmistir. izole edilen
DNA’lar, daha sonraki asamalarda kullanilmak {izere fenol ekstraksiyonu ile
temizlenmistir. Her iki yontem de kullanmlarak tiirlere ait DNA izolasyonlar
gergeklestirilmistir, ancak kuru yapraklardan yapilan izolasyonlardan daha olumlu ve

kararl1 sonuglar alindig i¢in calismada bu yontemden daha fazla yararlanilmistir.

2.5.1. Kuru Yapraklardan Genomik DNA izolasyonu

Arastirmada kullanilan bitkilere ait DNA izolasyonlarinin biiyiik ¢cogunlugu kuru
yapraklardan izolasyonla gerceklestirilmis geri kalan boliimiinde yas yapraklar
kullanilmustir.

Her bir 6rnek icin daha onceden secilmis taze ve olgun yapraklarin kurutulmus
olanlarindan 0,025 gr tartilarak cam kumu kullanilarak bir havan icersinde 6giitiildii. Toz
haline getirilmis yaprak numuneleri bir ependorf tiipiine transfer edildi. Uzerine dnceden
hazirlanmis CTAB tamponundan 500 pl eklendikten sonra, bu haldeki ekstrakta her bir
ornek i¢in 0,02 gr PVPP (polyvinylpolypropodylene) ve 10 pul B-merkaptoetanol ilave
edildi. Karisim bir pipet yardimiyla homojenize edildikten sonra 65°C’de 4 saat bekletildi.
Inkiibasyon sonras: tiipler buz iizerine alinarak 1 dak sogumaya birakildiktan sonra, oda
sicakliginda ornekler 10.000 - 14.000 rpm’de Idak santrifiij edildi. Santrifiij edilmis
ornekler iizerine 500 pl kloroform eklendikten sonra ve tiipler homojen olana kadar alt iist
edildi, ardindan aym hizda 1 dak santrifiij gergeklestirildi. Santrifiij sonras1 tiiplerdeki
siipernatant kisim alinarak yeni tiiplere aktarildi, tizerine yeniden 500 pl kloroform ilavesi
gerceklestirildikten sonra tiipler 3 - 5 kez alt iist edildi ve aym hizda 1 dak santrifiij
geceklestirildi. Santrifiij ardindan siipernatant kisim alinarak bir 6nceki asama aynen

tekrarlandi, daha sonra iist faz alinarak yeni bir ependorf tiipiine transfer edildi.
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Tiiplerden hacmi en fazla olanin kapasitesi belirlendi ve bu hacim baz alinarak
diger tiiplere esit oranda hacmin % 8’i kadar her tiipe 7,5 M Amonyum Asetat ilavesi
yapildi, tiipler birka¢ kez alt tist edildikten sonra olusan hacmin % 54’1 kadar izopropanol
ilavesi yapildi ve siispansiyon iyice karistirildiktan sonra +4°C’de en az 2 saat bekletildi
(daha iyi bir sonuglar i¢in bir gece bekletilmesi tavsiye edilir).

Bir gece +4 “C’de bekletilen 6rnekler 3 dak 6nceki hizda (10.000 - 14.000 rpm’de)
santrifiij edildi, slipernatant kisim atildiktan sonra, seffaf pellet tizerine 1ml % 70’lik etanol
ilavesi yapildi, tiipler birka¢ defa alt iist edildikten sonra oda sicakliginda 10-15 dak
bekletildi. Alkol ilave edilmis tiipler 3 dak onceki hizda (10.000 - 14000 rpm’de) santrifiij
edildi, siipernatant dokiildiikten sonra tiim alkoliin DNA dan uzaklastirilmasi i¢in tiipler
kapaklar agik sekilde 15 dak 37°C’de kurumaya birakildi. Daha sonra tiiplerde bulunan
DNA pelleti, 50 pl TE ilavesi ile ¢oziildii. Pelletin tamamen ¢oziilmesi icin 6rnekler, 15
dak 65°C’de su banyosunda tutuldu, ortamda bulunan RNA’larin uzaklastirilmasi i¢in her

100 pl’lik hacim icin 1 pl RNaz ilavesi gergeklestirildi.

2.5.2. Yas Yapraklardan Genomik DNA izolasyonu

Yas yapraklardan DNA izolasyonu yapilmasi diisiiniilen yapraklarin olgun, taze ve
yesil olmasma 6zen gosterilmistir. Izolasyon yapilacak yapraklarin toz ve yabanci
maddelerden temizlenmesi saglanmis ve orta damarlart kesilerek alinmistir. Bu
yapraklardan lgr tartilmis ve bir havan igersinde gerekli miktarda sivi azot kullanilarak
ezilerek ogiitiilmustiir. Toz halindeki yaprak ornekleri 15 ml’lik polipropilen santrifiij
tiiplerine aktarildi. Uzerine 5 ml ekstraksiyon tamponu ilave edildi. Sonrasinda
polipropodilen tiipe 100 mg PVPP ( sigma, P6755) eklenerek karistirildi (100 mg PVPP/g
yaprak). Karisimi ihtiva eden tiipler 65°C’de 4 saat su banyosunda bekletildikten sonra oda
sicaklifinda sogumaya birakildi. Inkiibasyon sonrasinda her bir tiipe 6 ml kloroform-
izoamilalkol ilavesi yapildi, tiipler 20 - 25 kez hafifce alt iist edildikten sonra 6000
rpm’del5 dak santrifiij edildi. Santrifiij sonrasinda tiiplerin iist kisminda olusan faz yeni
tiiplere aktarildi, faz rengi berraklasincaya kadar bir dnceki adimda bahsedilen kloroform
ilavesi ve sonraki asamalar en az ii¢ kez tekrarlandi. Kloroform muamelesi sonrasi elde
edilen c¢ozeltiye, hacminin yaris1 kadar 5 M NaCl eklendikten sonra ve birkac kez hafifce

alt ust edildi.
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Son durumdaki hacmin iki kat1 kadar % 96’lik soguk etanol (-20°C ) eklenerek
DNA iplik¢iklerinin olugmas1 amaciyla 2 saat veya daha uzun bir siire i¢in buzdolabinda
(+4°C’de) bekletildi. Olusan DNA ipliklerinin ¢oktiiriilmesi amaciyla sirasi ile 3000 ve
5000 rpm’de 3 dak santrifiij edildi. Siipernatant kisim dokiildii, ardindan DNA ipliklerinin
mevcut protein ve fenolik bilesiklerden arindirilmasi i¢in %70’lik soguk etanol ilavesi
gergeklestirildi. Tipler birkag kez alt iist edildikten sonra 5000 rpm’de 5 dak santrifiij
edildi. Santrifiij sonras1 etanol kisim (iist faz) atildi, etanolun DNA ipliklerinden tiimiiyle
uzaklastirilmasi icin 37°C’de 15 dak kurumaya birakildi. Tiiplerin tabaninda pellet halde
bulunan DNA iplikleri 100 - 200 ul TE tamponu ilavesi ile coziildii, daha sonraki
kullanimlar i¢in 1,5 ml’lik mikrosantrifiij tiiplerine transfer edildi. Her 100 ul’lik DNA
solusyonuna ortamdaki RNA’larin uzaklastirilmast amaciyla 1 pl RNaz A ilavesi

gerceklestirildi, enzimin optimizasyonu i¢in tiipler 37°C’de 15 dak bekletildi.

2.6. PCR Uygulamalan

Izole edilmis DNA’lardan ITS bolgelerinin cogaltilmast icin evrensel ITS4 (5°-
TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’) ve ITS5 (5-GGAAGTAAAAGTCGTAACAAG G -
3’) primerleri kullanilmistir. Bu primerler yardimiyla, rDNA gen tekrarlar arasinda kalan
ITS1, 5,8S ve ITS2 bolgeleri PCR yoluyla ¢ogaltilmistir. Filogenetik acidan daha fazla
aciklayict bilgiler sunmasi nedeniyle bu ii¢ bolge birlikte degerlendirilmistir. Cift zincirli
DNA iizerinden bu bolgelerin ¢ogaltilmasi 200 pl’lik tiiplerde; 10X’lik reaksiyon
tamponundan 3 pl, 2,5 mM MgCl,’den 3 pl, 0,25 mM dNTP’den 5’er ul, 50 ng/ul her bir
primerden 1 pl, 1 iinite Taqg DNA polimeraz (Promega) ve yaklasik olarak 50-100 ng kalip
DNA’dan 2 pul iceren karisim distile su ile 50 pl son hacme tamamlanarak
gergeklestirilmistir.

Yapilan PCR denemeleri sonucunda belirlenen en uygun ¢ogaltilma sartlar ve
36 dongiide gerceklestirilen termal dongii protokolii;

94 °C'de 2 dak DNA cift zincirinin ayrilmasi (6n denatiirasyon),

94 °C'de 1 dak DNA cift zincirinin ayrilmasi (DNA denatiirasyonu)

55 °C'de 1 dak primerlerin baglanmasi (annealing),

72 °C'de 2 dak DNA sentezi (extension),

Toplam 36 dongii,
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72 °C'de 10 dak son uzatma (final extension)
seklinde diizenlenmis ve PCR uygulamalar Biometra Personal Cycler cihazinda

gergeklestirilmistir.

2.7. PCR Uygulamalarinin Tekrarlanabilirliligi

PCR kosullarinin tekrarlanabilirliligini saglamak amaciyla, drneklere ait ¢ogaltma
islemi birbirinden bagimsiz olarak iki kez tekrar edilmistir. PCR uygulamalarinda olasi bir
kontaminasyonu engellemek icin her uygulamada, genomik DNA icermeyen negatif
kontroller kullanilmistir. Bant biiyiikliiklerinin belirlenmesi amaciyla, her gruba ait

elektroforez islemlerinde, 100 bp bantlar ihtiva eden DNA Ladder kullanilmistir.

2.8. Agaroz Jel Elektroforezi

PCR iiriinlerinin elektroforezi, 5 pl yiikleme tamponu (% 50 gliserol, % 0,05
bromofenolblue, 0,2 M EDTA) eklenerek agaroz jel ortaminda yapilmistir. On iki hiicreli
jel tepsisi kullanilarak, % 1’lik agarozda, IX TAE (Trizma Base, Glacial Asetik Asid,
EDTA) tamponunda 30 dak siire ile 96 voltta yiiriitilen ornekler, 0,25 pg/ml etidium

bromid ile boyanmis ve UV 15181 altinda Polaroid tip siyah-beyaz filmle goriintiilenmistir.

2.9. Klonlama ve Baz Dizin Analizi

Evrensel primerler kullanilarak genomik DNA’dan ¢ogaltilacak olan ITS bolgeleri,
pGEM-T Easy vektoriine yapistirilarak E. coli IM101 susuna aktarilmistir. Dogrulugu teyit
edilen klonlardan “Promega Plazmit DNA izolasyon kiti” kullanilarak plazmid izole

edilmis, ardindan her taksona ait ITS bolgelerinin DNA dizin analizi gerceklestirilmistir.

2.10. Veri Analizi

Taksonlar arasindaki iliskilerin ortaya konmasinda iki farkli analiz
gergeklestirilmistir. Bunlardan ilki morfolojik temelli karakterlerin ol¢ilimiine dayanan

Niimerik (Sayisal) analizdir. Bu amagla, arastirilan tiim populasyon drnekleri tizerinde 26
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morfolojik karakter belirlenmis ve bu karakterlerden elde edilen Olgiimlerin ortalama
degerleri, Tablo 2’de veri matriksi halinde verilmistir.

Elde edilen bu veri matriksi, sayisal analiz yontemlerinden Kiimeleme Analizi
(CA) yardimiyla degerlendirilmistir. Analizlerde geleneksel taksonomik sonuglara en
uygun kiimelemeyi veren UPGMA algoritmasi kullanilmistir. Morfolojik analizler, Syn-
Tax-pc (v.5,0) bilgisayar programi kullanilarak yapilmistir (Podani, 1993).

Diger analizi ise, rDNA ITS bolgelerine ait baz dizinlerinin PAUP*4.012b
(Phylogenetic Analysis Using Parsimony) paket programi kullanilarak degerlendirilmesi
olusturmaktadir. Bu analiz isleminin gerceklestirilebilmesi i¢in, asagidaki su islemler takip
edilmistir. [lk asamada, toplanan populasyon &rneklerinden izole edilen DNA’lar, kalip
olarak kullanilmis ve bu orneklere ait rDNA ITS bolgeleri PCR yoluyla ¢ogaltilmistir.
Cogaltlan ITS DNA parcalarinin baz dizin analizinin yapilabilmesi amaciyla klonlama
calismalan yapilmistir. Klonlama ve sonrasinda gerceklestirilen baz dizinlerinin okunmast
islemlerinin ardindan elde edilen ITS baz siralari, gerceklestirilen bu molekiiler
analizlerde, ham veri olarak kullanilmustir.

Her taksonun ITS bolgelerine ait niikleotit baz dizileri, Clustal X ve Clustal W
(Thompson ve ark., 1997) programlar1 kullanilarak alt alta hizalanmistir. Daha sonra bu
siralar analiz edilmek iizere sirasiyla Fasta, Nexus ve PHYLIP formatlarina

doniistiiriilmiistiir.

2.11. Modeltest 3.6 ile En Uygun Baz Degisim Modelinin Belirlenmesi

Nexus dosyast haline doniistiiriilmiis verilerle ilgili, hiyerarsik olasilik oran
testlerine (hLRTs) gore en uygun baz degisim modelinin belirlenmesi amaciyla Modeltest
3.6 (Posada ve Crandall, 1998) bilgisayar programindan yararlanilmistir. Belirlenen baz
degisim modelinin Nexus veri dosyasinda kullanilmas1 ile Modelblock verilerini igeren
veri dosyasi olusturulmustur. Ardindan elde edilen bu veriler, Model Scores dosyasi
olusturmak amaciyla kullanilmistir. Yapilan veri doniigiimleri sonrasinda Model Scores
dosyasina ait veriler ve bu verilere uygun -InL degeri ile Lset degerleri elde edilmistir.
Olusturulan bu degerler, Nexus veri dosyasina girilerek PAUP programinda parsimonik
analiz programi ¢alistirnlmistir. Bu sekilde PAUP (Swofford ve ark., 2000) paket programi
kullanilarak Maksimum Parsimoni (MP) analizi gergeklestirilmis ve taksonlar arasindaki

akrabaliklar ortaya koyan filogenetik agac olusturulmustur. Bu asamada Modeltest baz
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degisim modeline gore 10000 rastgele ilave tekrar olusturulmus ve Se¢ bagla testi
(Bootstrapping) 1000 tekrar ile gerceklestirilmistir.

Gergeklestirilen filogenetik analizde arastirma bolgesinde yayilis gosteren Primula
cinsi ile yakin filogenetik iliskisi oldugu bilinen Androsace maxima L. tiirii (GenBank:
AY275100) dis grup olarak kullanilmistir.

Olusturulan filogenetik agacin goriintillenmesinde TreeView programindan
yararlanmilmistir.

Bu calismada arastirilan taksonlara ait populasyon ornekleri, en az iki farkh
istasyondan toplanmis ve bu taksonlar arasindaki TDNA ITS bolgelerine dayali akrabalik
iliskisi, morfolojik verilerden elde edilen fenogram ile karsilagtirilarak ortaya konulmaya

calisilmistir.



3. BULGULAR

3.1. Morfolojik Bulgular

Arastirmada yararlanilan her populasyon ornegi iizerinde Onceden belirlenmis
morfometrik karakterlere dayali 6l¢iimler gerceklestirilmistir. Ornekler iizerinde belirlenen
karakterlerin Ol¢timii sirasinda bir populasyona ait her bir karakter i¢in 6-10 arasinda
degisen Ol¢iim yapilmistir. Yapilan Olciimler sonucunda elde edilen sayisal degerlerin
ortalamasi alinmig ve Tablo 4’de bu dl¢limlere ait ortalama degerler verilmistir. Tablo 4’de
kullanilan populasyon numaralart Tablo 2’deki, karakter numaralar1 da Tablo 3’deki
numaralar esas alinarak verilmistir.

Yapilan morfolojik Ol¢limlerde kullanilan karakterlerden 5 tanesi, Tiirkiye
Florasinda bulunmayan bu calismada ilk kez kullamilmis karakterlerdir. Bu karakterler;
korolla tiipiiniin kaliks tiiptine oram (Xjg), kaliks dislerinin uzunlugu (Xj9), kaliks
diglerinin kalikse orami (Xy), bitki boyunun taban yaprak sayisina oranmi (Xjs) ve situlus
uzunlugu (Xye) olarak tespit edilmistir. Belirlenen bu karakterlerin populasyon 6rneklerine
gore farkliliklar gosterdigi belirlenmistir (Tablo 4). Yapilan olciimlerin gecerliliginin
artirnlmasi amaciyla milimetrik Sl¢iimler binokiiler mikroskop altinda gerceklestirilmistir.
Yapilan incelemeler sonucunda c¢alismada kullanilan biitiin 6rneklerde heterositulusun
mevcut oldugu belirlenmistir. Morfolojik Ol¢timlerde, tiirler arasinda bazi degerlerin
onemli varyasyonlar gosterdigi tespit edilmistir. Ornegin bitkilerin boy uzunluklarinin (X,)
4,47 — 31,5 cm, yaprak eninin (X;) 0,6 — 8,05 cm, pin ¢iceklerdeki situlus uzunlugunun ise
(X26), 2,38 — 14,50 mm arasinda degistigi tespit edilmistir.

Herbaryum 0Ornegi haline getirilmis olan taksonlarin dijital fotograflar1 cekilmis ve

aragtirmadaki ~ yayilis  alanlarina  ait  bilgilerle bu c¢alismada  sunulmustur.



Tablo 4. Niimerik analizlerde kullanilan morfolojik veri matriksi

PopulasyonNo X; X, X; X; X5 X¢ X7 Xz Xo Xjo Xi Xp X3 X Xis Xie Xi7 Xis Xy Xoo Xo1 Xop Xoz Xou Xos Xoe
01 584 1,77 467 7,71 0 1 1 0 0 0 297 65 1,11 2,10 1 0,67 1,51 2,25 4,10 037 0 1 3,20 0 0,76 10,28
02 542 146 463 7,17 0 1 1 0 0 0 270 68 089 213 1 055062 2,64 470 1,89 0 1 194 0 0,76 9,52
03 447 149 350 8,17 0 1 1 0 0 0 19 838 094225 1 050 1,58 3,16 472 050 0 1 195 0 0,55 10,30
04 19,54 3,76 1730 6 0 1 1 0 0 0 7881583 147274 1 093 1,80 1,94 592 248 0 1 248 0 3,26 8,20
05 11,93 436 11,94 842 0 1 1 0 0 0 422 175 1,28 226 1 0,68 1,57 231 542 042 0 1 1,88 0 1,42 8384
06 14,44 2,65 10,17 744 0 1 1 0 0 0 68 9 142262 1 0,78 1,82 3,30 6,54 2,17 0 1 1,74 0 1,95 10,22
07 23,40 4,01 16,80 6,71 0 1 1 740 1,30 1 065 89 1,84 262 0 143 195 1,36 384 021 1 0O 340 0 3,50 11,55
08 31,50 460 537 9 0 1 1 1025120 O 1,8 11,75 193 242 0 144 1,70 1,18 5,10 026 1 0 245 0 3,50 14,50
09 20,39 201 769 6 0 1 1 5 053 1 1,73 42 084224 1 021 0,68 328 297035 1 1 201 0 340 842
10 13,08 2,74 844 511 0 1 1 450 057 1 1,54 3,14 091 2,05 1 0,51 1,25 2,45 434048 1 1 243 0 2,56 8,20
11 22,34 8,05 1521 622 0 1 1 640 101 1 282 72 144335 1 096 1,61 1,68 484 034 1 1 42 0 3,60 13,42
12 17,91 422 933 5 o 1 1 75 072 1 1,57 6 1,11 26 1 0,76 1,66 2,18 405 0,37 1 1 285 0 3,58 12,78
13 18,19 2,27 14,27 1457 1 0 O 18 1,39 1 1751143082 1,77 1 041 1,12 2,71 423 052 1 1 227 0 125 583
14 13,46 1,74 1035 13,71 1 0 O 17 1,39 1 1,81 186 0,82 1,76 1 042 1,12 2,69 4,66 0,57 1 1 2,16 0 098 574
15 25,34 1,67 853 14,17 0 0 0 2440045 1 0,19 22 040 146 1 0,17 0,83 493 257063 1 1 144 1 1,779 520
16 28,67 2,10 6,77 1830 1 O O 13,70 0,71 1 0,32 17,8 0,61 1,41 1 0,23 0,98 429 383 063 1 1 415 1 1,57 6,80
17 11,04 0,84 3,74 12,67 1 O O 980 047 1 061 7 057 1,18 1 032055 1,73 247 034 1 1 376 0 0,87 2,62
18 924 060 2,12 957 1 0O O 620 072 1 0,18 6,57 0,56 1,01 1 0,28 0,62 2,19 1,93 043 1 1 1,18 0 097 3,04
19 902 084 394 952 1 0 O &8 063 1 044 544 055 1,02 1 032 1,44 195241081 1 1 204 0 095 2,38

LT
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1. P. vulgaris Huds.

Bu taksonun iilkemizde dogal olarak yayilis gosteren ve arastirma bolgesinde yer
alan iki alttiirii bulunmaktadir. Bu taksonlar, asagida belirtilen populasyonlarindan
toplanan orneklerle ¢calismada yer almistir.

P. vulgaris Huds. subsp. vulgaris (Sekil 3 A)

Arastirma alanindaki yayilisi: A7 Trabzon: Besikdiizii, Yeni Camii Koyii, 01 v
2005, 970 m, Uzuner P11 - P12, KTUB; A4 Kastamonu: Bozkurt, 11 v 2005 1200 m,
Uzuner P15 - P16, KTUB.

Ciceklenme zamani: Mart- Haziran

Yetisme ortami: Cimenlik arazi, agik alanlar, 500 - 2100 m.

P. vulgaris Huds. subsp. sibthorpii (Hoffmanns.) W.W.Sm. & Forrest (Sekil 3. B)

Arastirma alanindaki yayilisi: A7 Trabzon: Besikdiizii, Yeni Camii Koyii 01 v
2005, 970 m, Uzuner P13, KTUB; A4 Kastamonu: Bozkurt, 11 v 2005 1200 m, Uzuner
P17, KTUB.

Ciceklenme zamani: Mart - Haziran

Yetisme ortami: Cimenlik arazi, agik alanlar, - 850 - 2200 m.

2. P. veris L.

Bu tiir, arastirma bolgesinde de yayilis gosteren iki alttiirii ile iilkemizde temsil
edilmektedir. Bu caligmada her iki taksona ait birer populasyon Orneginden

yararlamilmistir.
P. veris L. subsp. columnae ( Ten.) Liidi. (Sekil 3 C)

Arastirma alanindaki yayilis1: A7 Trabzon: Caykara, Ablaryas Yaylasi, 01 vi 2005,
2052 m, Uzuner P18, KTUB.

Ciceklenme zamani: Nisan- Haziran

Yetisme ortami: Alpin ¢ayirlar, acik alanlar, 1225 - 2135 m.

P. veris L. subsp. macrocalyx (Bunge) Liidi (Sekil 3 D)

Arastirma alanindaki yayilisi: A9 Artvin: Karagol, 08 vi 2005, 1950 m, Uzuner
P22, KTUB.
Ciceklenme zamani: Nisan - Haziran

Yetigsme ortami: Alpin ¢ayirlar, acik alanlar, 1800 - 2500 m.
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Sekil 3. P. vulgaris Huds. subsp. vulgaris (A), P. vulgaris Huds. subsp. sibthorpii
(Hoffmanns.) W.W.Sm. & Forrest (B), P. veris L. subsp. columnae ( Ten.) Liidi.
(C), P. veris L. subsp. macrocalyx (Bunge) Liidi (D)



30

3. P. megaseifolia Boiss. & Bal. (Sekil 4 A).

Bu tiir, arastirma bolgesinde dogal yayilis gostermektedir ve ¢alismaya iki farkl
populasyondan toplanan orneklerle dahil edilmistir.

Arastirma alanindaki yayilisi: A7 Trabzon: Besikdiizii, Sahmelik Koyii, 10 iv 2005,
450 m, Uzuner P6, KTUB; A8 Trabzon: Arakli, Sularbasi Koyii, 14 iv 2005, 1120 m,
Uzuner P7, KTUB.

Ciceklenme zamani: Mart- Nisan

Yetigsme ortami: Yaprakli orman alt1, 50 - 1100 m.

4. P. elatior (L.) Hill

Bu tiir iilkemizde yayilis gosteren ii¢ alttiir ile temsil edilmektedir. Ancak bu

calismada P. elatior subsp. meyeri alttiiriine ait iki farkli populasyon 6rnegi kullanilmistir.

P. elatior (L..) subsp. meyeri (Rupr.) Valentine ve Lamond (Sekil 4 B).

Arastirma alanindaki yayilisi: A8 Rize: Ikizdere, Ovit Dag1, 24 vii 2005, 2850 m,
Uzuner P26, KTUB; A7 Trabzon: Caykara, Demirkap1 Koyii, 28 v 2005, 2920 m, Uzuner
P29, KTUB.

Ciceklenme zamani: Mayis- Temmuz

Yetisme ortami: Alpin ¢ayirlar, acik alanlar, 1820 - 3300 m.

5. P. auwriculata Lam. (Sekil 4 C).

Bu tiir aragtirma bolgesinde toplanan iki populasyon ile caligmamiza dahil
edilmistir.

Arastirma alanindaki yayilisi: A7 Glimiishane: Kadirga Yaylasi, 13 vi 2005, 2150
m, Uzuner P20, KTUB; A8 Erzurum: ispir, Moryayla, 21 x 2005, 2450 m, Uzuner P30,
KTUB.

Ciceklenme zamani: Mayis - Agustos

Yetigsme ortami: Cimenlik arazi, agik alanlar, 1250 - 3150 m.
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6. P. longipes Freyn & Sint. (Sekil 4 D).

Bu tiir, arastirma bolgesinde dogal yayilis gosteren ve bu ¢alismaya dahil edilen tek
endemik taksondur. iki farkli lokaliteden toplanan 6rneklerle calismada kullanilmustir.

Arastirma alanindaki yayilisi: A8 Rize: Ikizdere, Ovit Dag1, 24 vii 2005, 2850 m,
Uzuner P25, KTUB; A7 Trabzon: Caykara, Demirkap1 Koyii, 28 v 2005, 3067 m, Uzuner
P27, KTUB.

Ciceklenme zamani: Temmuz - Agustos

Yetisme ortami: Cimenlik arazi, agik alanlar, 1625 - 3400 m.

7. P. algida Adams (Sekil 5).

Bu tiir ¢aligmamiza konu olan Kafkas orijinli tiirlerden biridir. Ug farkli
populasyondan toplanan drneklerle ¢calismamiza dahil edilmistir.

Arastirma alanindaki yayilisi: A9 Ardahan: Posof, Goniilagan, 09 vi 2005, 2130m,
Uzuner P23, KTUB; A8 Rize: ikizdere, Ovit Dagi, 24 vii 2005, 2850 m, Uzuner P24,
KTUB; A7 Trabzon: Caykara, Demirkap1 Koyii, 28 v 2005, 2920 m, Uzuner P28, KTUB.

Ciceklenme zamani: Temmuz- Agustos

Yetigsme ortami: Cimenlik arazi, agik alanlar, 2000 — 3600 m.
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Sekil 4. P. megaseifolia Boiss. & Bal. (A), P. elatior (L.) Hill subsp. meyeri (Rupr.)
Valentine & Lamond (B), P. auriculata Lam. (C), P. longipes Freyn & Sint.

(D)
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Sekil 5. P. algida Adams

3.2. Morfolojik Analiz Bulgulari

Kiimeleme analizi, morfolojik bulgular boliimiinde tanimlamalar1 verilen taksonlari
temsil eden populasyonlar {izerinde gerceklestirilen sayisal analizlerden birincisini
olusturmaktadir. Bu analizde ilk islem, Tablo 4’de verilen 19 populasyona ait ortalama veri
matriksinden her populasyonun diger populasyonlara olan uzakliklarinin bilgisayar
yardimiyla hesaplanmasidir. Populasyonlarin birbirlerine olan uzakliklari, bir bagka ifade
ile farklilik (dissimilarity) veya benzerlik mesafeleri, Euklidean Katsayisi yardimiyla
belirlenmistir. Euklidean veri matriksinin bir gruplandirma yontemi olan UPGMA
(Unweighted Pair Group Method with Arithmetic mean) ile degerlendirilmesinden elde edilen
fenogram, Sekil 6’da gosterilmistir. Bu fenogramin kofenetik korelasyon katsayisi, r= 0,92
olarak bulunmustur.

Olusturulan bu fenogram incelendiginde, calisilan populasyon orneklerinin temelde
iki grup olusturdugu, 0,6 benzerlik cizgisinde ise, 3 grup altinda toplandiklar1 acik¢a

goriilmektedir. Olusan bu gruplardan P. algida, P. longipes ve P. auriculata
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populasyonlarinin  olusturdugu grup subgen. aleuritia, caligilan diger Orneklerin
olusturdugu grubun ise, subgen. primula altcinsine dahil oldugu belirlenmistir.

Primula altcinsine ait taksonlarin kendi aralarinda tekrar iki gruba ayrildigi, P.
vulgaris populasyonlarinin bir grup olusturdugu, P. veris, P. elatior ve P. megaseifolia
taksonlarina ait populasyonlarin kendi aralarinda daha fazla benzerlik gosterdigi tespit
edilmistir. Ancak populasyon seviyesindeki bazi gruplagmalarda, aym tiire ait degisik
populasyon orneklerinin farkli yerlesimlere sahip oldugu ve farkli tiirlere ait
populasyonlarla bir grupta yer aldigi goriilmiistiir. P. vulgaris’i temsil eden biitiin
populasyonlar, tek bir grup altinda toplanmistir. Ancak alttiir seviyesinde, P. subsp.
sibthorpii populasyonlarinin bir grup olusturmasi beklenirken ayni bolgeden toplandiklart
P. vulgaris subsp. vulgaris populasyonlar1 ile daha yakin benzerlik gosterdikleri
goriilmiistiir. Bu durumda P. vulgaris’in morfolojik olarak diger tiirlerden ¢ok daha kolay
ayrilabildigi, ancak alttir diizeyinde morfolojik karakterlerin baz1  Ornekleri
gruplandirmada tam olarak yeterli olmadigi goriilmiistir. P. algida'nin algida2
populasyonu, P. longipes’in populasyonlariyla daha yakin bir sekilde baglanmistir. Benzer
sekilde P. auriculata’y1 temsil eden her iki populasyonun farkli seviyelerde bagka
taksonlarla baglandigi, kendi aralarinda bir grup olusturmadig goriilmiistiir.

Morfolojik analizlere dayali bu bulgularin populasyon oOrneklerini ayirmada
yetersiz kalma nedenlerinin; kullanilan morfolojik karakterlerin 6rnekler icin yeterince
ayirt edici olmamasi, calisilan populasyon Ornegi sayisinin az olmasinin, Orneklerin
yetisme ortamlarina ait iklimsel ozelliklerin ve yiikseltilerin farkliliklar gostermesi ve
populasyon ornekleri icin belirlenen karakter 6zelliklerinin fazla degiskenlik arz etmesinin

etkili oldugu diistiniilmektedir.

3.3. Molekiiler Bulgular

Arastirma bolgesinden toplanan 9 taksona ait 19 populasyon Orneginin genomik
DNA’lar1, daha Onceki boliimde bahsedilen izolasyon prosediirleri takip edilerek izole
edilmistir. Her bir Ornege ait niiklear DNA’lardan yararlanmlarak ITS PCR
gerceklestirilmistir. Taksonlara ait baz1 ITS PCR iiriinleri DNA ladder ile birlikte agaroz
jelde yiiriitillerek goriintiilenmistir. PCR sonucunda elde edilen ITS bantlarinin bir kismi
Sekil 7°de goriintiilenmistir. Her populasyon ornegine ait genomik DNA {iizerinden

cogaltilmig ITS baz siralar, ekler kisminda verilmistir. Yapilan calismalar sonrasinda
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Benzerlik
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P. vulgaris subsp.vulgaris?2

P. vulgaris subsp.vulgaris1

Sekil 6. UPGMA fenogramu iizerinde Primula populasyonlarinin konumu (r: 0,92)
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Sekil 7. Baz1 Primula orneklerinin ITS bolgelerine ait DNA bantlar (1
- P. vulgaris subsp. vulgaris / P11, 2 - P. veris subsp. columnae
/P22, 3 - P. elatior subsp. meyeri | P26, 4 - P. megaseifolia / P6,
5-P. longipes /P25, 6 - P. auriculata /P20, 7 - P. algida / P23)

taksonlara ait ITS dizinleri uzunluk varyasyonunun 695 - 714 bp arasinda degisiklik
gosterdigi; biitiin ITS niikleotit uzunlugundaki G+C igeriginin ise, % 51,0 - % 55,4
arasinda degistigi bulunmustur. Her takson icin elde edilen ITS bantlar ile ilgili bu
sekildeki ITS uzunlugu, G+C igerigi ve piirin/ primidin degerlerini iceren veriler, Tablo
5’de verilmistir. Tablo 5’de yer alan 6rnek kodlari, populasyon orneklerinin herbaryum
numaralar1 dikkate alinarak olusturulmustur. Biitiin calisilan orneklerin ITS bolgeleri
arasindaki benzerlik iligkileri, Clustal W programindan yararlanilarak olusturuldugunda,
bazi tiirler icin baz varyasyonunun %18 oraminda farklilik gosterdigi tespit edilmistir.
Ornegin, P. megaseifolia | P6 - P. algida /P23, P. longipes | P27 - P. megaseifolia | P6,
P. megaseifolia | P6 - P. longipes | P25, P. veris subsp. columnae/P22 - P. longipes | P27,
P. longipes | P27 - P. algida /P23 ve P. algida /P23 - P. longipes / P25 populasyon
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ornekleri arasindaki ITS baz dizisi benzerligi % 82 olarak bulunmustur. Diger populasyon
ornekleri arasindaki benzerlik oranlari, bu deger (% 82) ile % 100 arasinda degisiklik
gostermektedir. Ornekler arasindaki ITS baz varyasyonlarina dayali % benzerlik degerleri,

Tablo 6’da verilmistir.

Tablo 5. ITS PCR sonucunda elde edilen niikleotit uzunluklari, G+C ve Piirin/ Primidin

icerigi
ITS Piirin/
Tiir ad1 Populasyon No uzunlugu % G+ C P_rimidin
(bp) Icerigi

P. vulgaris subsp. vulgaris P11/ vulgarisi 711 53 360 /352
P. vulgaris subsp. vulgaris P12/ vulgaris2 712 53,1 360 /352
P. vulgaris subsp. sibthorpii P13/ sibthorpiil 712 53,1 360 /352
P. vulgaris subsp. vulgaris P15/ vulgaris3 712 52,7 361/351
P. vulgaris subsp. vulgaris P16/ vulgaris4 712 52,9 361 /351
P. vulgaris subsp. sibthorpii - P17/ sibthorpii2 712 52,9 361 /351
P. veris subsp. columnae P18/ columnae 712 51,8 360 /352
P. veris subsp. macrocalyx P22/ macrocalyx 714 51,0 357 /357
P. elatior subsp. meyeri P26/ meyeril 713 52,9 361/352
P. elatior subsp. meyeri P29/ meyeri 2 713 52,6 360 /359
P. megaseifolia P6/ megaseifolial 711 51,3 353 /358
P. megaseifolia P7/ megaseifolia2 710 52,7 358 /352
P. longipes P25/ longipesl 695 54,0 356 /339
P. longipes P27/ longipes2 697 53,8 356 /341
P. auriculata P20/ auriculatal 700 53,7 355/345
P. auriculata P30/ auriculata2 700 54,0 3557345
P. algida P23/ algidal 704 55,4 339/365
P. algida P24/ algida? 704 53,4 354 /350
P

- algida P28/ algida3 701 53,2 355/346
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Tablo 6. ITS bolgelerine dayali 6rnekler arasindaki benzerlik yiizdeleri

Dizin A Uzunluk (nt) Dizin B Uzunluk (nt)  %Benzerlik
P11 711 P12 712 99
P11 711 P13 712 99
P11 711 P15 712 99
P11 711 Pl6 712 99
P11 711 P17 712 99
P11 711 P6 711 95
P11 711 P7 710 98
P11 711 P18 712 98
P11 711 P22 714 96
P11 711 P26 713 98
P11 711 P29 713 98
P11 711 P25 695 85
P11 711 P27 697 85
P11 711 P20 700 89
P11 711 P30 700 88
P11 711 P23 704 84
P11 711 P24 704 88
P11 711 P28 701 88
P12 712 P13 712 99
P12 712 P15 712 99
P12 712 P16 712 99
P12 712 P17 712 99
P12 712 P6 711 95
P12 712 P7 710 98
P12 712 P18 712 98
P12 712 P22 714 96
P12 712 P26 713 98
P12 712 P29 713 98
P12 712 P25 695 85
P12 712 P27 697 85
P12 712 P20 700 89
P12 712 P30 700 88
P12 712 P23 704 84
P12 712 P24 704 88
P12 712 P28 701 88
P13 712 P15 712 99
P13 712 P16 712 99
P13 712 P17 712 99
P13 712 P6 711 95
P13 712 P7 710 98
P13 712 P18 712 98
P13 712 P22 714 96
P13 712 P26 713 98
P13 712 P29 713 98
P13 712 P25 695 85
P13 712 P27 697 85
P13 712 P20 700 89
P13 712 P30 700 88
P13 712 P23 704 84
P13 712 P24 704 88
P13 712 P28 701 88
P15 712 Pl6 712 99
P15 712 P17 712 100
P15 712 P6 711 95
P15 712 P7 710 98

P15 712 P18 712 98
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Tablo 6.”nin devam

Dizin A Uzunluk(nt) Dizin B Uzunluk (nt) %Benzerlik
P15 712 P22 714 96
P15 712 P26 713 98
P15 712 P29 713 98
P15 712 P25 695 85
P15 712 P27 697 85
P15 712 P20 700 89
P15 712 P23 704 84
P15 712 P24 704 88
P15 712 P28 701 88
P16 712 P17 712 99
P16 712 P6 711 95
Pl6 712 P7 710 97
P16 712 P18 712 97
P16 712 P22 714 95
P16 712 P26 713 98
P16 712 P29 713 98
Pl6 712 P25 695 85
P16 712 P27 697 85
P16 712 P20 700 89
P16 712 P30 700 88
P16 712 P23 704 84
P16 712 P24 704 88
P16 712 P28 701 88
P17 712 P6 711 95
P17 712 P7 710 98
P17 712 P18 712 98
P17 712 P22 714 96
P17 712 P26 713 98
P17 712 P29 713 98
P17 712 P25 695 85
P17 712 P27 697 85
P17 712 P20 700 89
P17 712 P30 700 88
P17 712 P23 704 84
P17 712 P24 704 88
P17 712 P28 701 88
Po6 711 P7 710 97
P6 711 P18 712 94
Po6 711 P22 714 92
P6 711 P26 713 95
P6 711 P29 713 95
P6 711 P25 695 82
P6 711 P27 697 82
P6 711 P20 700 86
P6 711 P30 700 86
P6 711 P23 704 82
P6 711 P24 704 85
P6 711 P28 701 85
P7 710 P18 712 97
P7 710 P22 714 95
P7 710 P26 713 98
P7 710 P29 713 98
P7 710 P25 695 85
P7 710 P27 697 84
P7 710 P20 700 89

P7 710 P30 700 88
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Tablo 6.’nin devami

Dizin A Uzunluk (nt) Dizin B Uzunluk (nt) %Benzerlik
P7 710 P23 704 83
P7 710 P24 704 87
P7 710 P28 701 87
P18 712 P22 714 98
P18 712 P26 713 97
P18 712 P29 713 97
P18 712 P25 695 85
P18 712 P27 697 85
P18 712 P20 700 88
P18 712 P30 700 88
P18 712 P23 704 84
P18 712 P24 704 88
P18 712 P28 701 88
P22 714 P20 700 87
P22 714 P30 700 86
P22 714 P23 704 82
P22 714 P24 704 87
P22 714 P28 701 86
P26 713 P29 713 99
P26 713 P25 695 85
P26 713 P27 697 85
P26 713 P20 700 89
P26 713 P30 700 89
P26 713 P23 704 84
P26 713 P24 704 88
P26 713 P28 701 88
P29 713 P25 695 85
P29 713 P27 697 85
P29 713 P20 700 89
P29 713 P30 700 89
P29 713 P23 704 84
P29 713 P24 704 88
P29 713 P28 701 88
P25 695 P27 697 98
P25 695 P20 700 87
P25 695 P30 700 86
P25 695 P23 704 82
P25 695 P24 704 87
P25 695 P28 701 86
P27 697 P20 700 87
P27 697 P30 700 86
P27 697 P23 704 82
P27 697 P24 704 87
P27 697 P28 701 86
P20 700 P30 700 99
P20 700 P23 704 89
P20 700 P24 704 94
P20 700 P28 701 93
P30 700 P23 704 88
P30 700 P24 704 93
P30 700 P28 701 92
P23 704 P24 704 94
P23 704 P28 701 94

P24 704 P28 701 99
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3.4. Maksimum Parsimoni Analizi Bulgular:

Nexus dosyast halindeki veriler, Modeltest 3.6 programinda analiz edildiginde,
hiyerarsik olasilik oran testlerine (hLRTs) gore en uygun baz degisim modelinin TrN+G
(Hasegawa vd., 1985) oldugu goriilmiistiir . Model Scores dosyast olustugunda ise -InL.
degeri, - InL=-3524,7153 olarak kaydedilmistir.

Baz frekanslarinin ise 0,2348 (A), 0,2789 (C), 0,2627 (G) ve 0,2236 (T) oldugu
bulunmustur.

ITS dizilerine dayali olusturulmus parsimoni analizinde toplam 713 karakter
incelenmis ve bunlardan % 25,9’unun sabit karakterli, % 42,9’unun ise degisken karakterli
oldugu, fakat parsimonik bilgi icermedigi, % 32’sinin ise parsimonik bilgi icerdigi
sonucuna varilmistir.

Horistik inceleme sonucunda toplam 7,854,974 farkli agac topolojisi olusturulmus
ve en iyi parsimonik agaclarin skoru 148 olarak bulunmus ve bunlardan 5 tanesi
kaydedilmistir.

Bu kaydedilen agaclardan taksonlar arasindaki filogenetik iliskiyi en iyi yansitan
Maksimum Parsimoni agaci Sekil 8’de verilmistir.

ITS dizin analizleri sonucunda elde edilen Maksimum Parsimoni agacinda, 19
populasyon orneginin temelde iki grup olusturdugu goriilmiistiir. ITS baz polimorfizmine
dayali olarak subgenus. primula taksonlar1 olan P. veris, P. elatior subsp. meyeri, P.
megaseifolia ve P. vulgaris bir grup olustururken, subgenus. aleuritia icinde yer alan P.
algida, P. auriculata ve P. longipes taksonlarinin da bagka bir grup olusturdugu
goriilmiistiir. Calismada kullanilan ayni tiire ait populasyon Orneklerinin de kendi
aralarinda gruplar olusturduklar1 goriilmiistiir. Calismada iki farkli lokaliteden toplanan P.
vulgaris tiirtine ait 6 populasyon Ornegi kendi icinde bir grup olusturmustur. Farkli ti¢
populasyondan alinan P. algida 6rnekleri, kendi iginde ayr1 bir grup olusturmustur. Ayn1 P.
algida orneklerinin, cografik dagilisa bagl olarak ITS dizilerindeki benzerlik oranlarinin

farklilik gosterdigi belirlenmistir.
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Sekil 8. ITS bolgelerinin PAUP ile analizi sonucunda elde edilmis Maksimum Parsimoni
agaci



4. TARTISMA

Son yillarda rDNA’nin ITS bolgelerine dayali filogenetik analizler taksonomik
pozisyonun ortaya ¢ikarilmasinda kullanilmaktadir. Bu analizler ayn1 zamanda taksonomik
acidan ¢ok kompleks olan bir ¢ok cinsin, tiiriin veya fazla sayida takson ihtiva eden
gruplarin filogenetiginin yeniden insaasi calismalarinda da kullanilmaktadir.

Bir cinsin filogenisinin ingaasinda, genelde tek bir gen agaci yeterli veriler
saglarken, Saxifraga L. gibi cinslerin filogenetik tarihinin ortaya konulmasinda ITS
agaclarimin da ayni giivenirlikte kullanigh deliller ortaya koydugu ispatlanmistir (Baldwin
ve ark., 1995).

Conti ve ark. (2000) tarafindan gerceklestirilen calismada Primula cinsindeki
filogenetik yap1 ve karakter degisiminin agiklanmasinda ITS baz dizilerinin Onemi
arastirllmistir. Elde edilen filogenetik sonuglar 1s181inda cinsin auricula Duby ve aleuritia
(Duby) Wendelbo seksiyonlarinin monofiletik karakterli oldugu sonucuna varmislardir. Bu
seksiyonlardan aleuritia iilkemizde de temsil edilmektedir. Ancak calisilan Ornekler
icerisinde iilkemiz 6rnekleri bulunmamaktadir.

Tiirkiye Floras1 kayitlarina gore Primula cinsi iilkemizde sekiz tiir ve bu tiirlere
dahil 11 taksonla temsil edilmektedir (Lamond, 1978). Ulkemiz tiirleri Wendelbo (1961)
tarafindan tamimlanmig yedi alt cinsten iicii icerisine dahil olmaktadir. P. davisii tiri,
altcins sphondylia (Dubg) Rupr.; P. vulgaris, P. veris, P. elatior ve P. megaseifolia
tiirleri, altcins primula; P. auriculata, P. longipes ve P. algida tiirleri ise, altcins aleuritia
(Duby) icerisinde yer almaktadir (Lamond, 1978).

P. vulgaris tirii, P. vulgaris subsp. vulgaris ve P. vulgaris subsp. sibthorpii olmak
iizere iki alt tiir ile iilkemiz ve arastirma bolgemizde temsil edilmektedir. Tiirkiye
Florasinda bu alttiirlere ait teshis anahtari, Dogu Karadeniz Bolgesi’nde dogal yayilis
gosteren bu iki alttiirii birbirinden ayirmada belirgin karakterler ortaya koymamaktadir.
Ayrica bu iki alttiir, ayn1 cografik bolgenin ¢akisan yiikseltilerinde dogal olarak bir arada
yetismektedir. Bu iki takson arasindaki morfolojik farklar yaprak ayasinin petiyole dogru
daralma bicimi ve korolla rengiyle simirli kalmaktadir. Primula’da korolla renginin ayirt
edici saglam bir karakter olmadigi ve sicakliga bagli olarak bircok taksonda cesitlilik
gosterdigi  bilinmektedir (Karlsson, 2002). Ciinkii sicaklik ve toprak gibi ekolojik

faktorlerin cicek renginin degismesinde etkili oldugu bilinmektedir. Ayni yetisme
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ortaminda her iki alttiir, aym korolla rengine sahip Ornekler olarak bir arada
bulunabilmekte, bu da, bu taksonlar1 belirgin bir sekilde birbirinden ayirt etmede
giicliiklere sebep olmaktadir.

Benzer bir durum calisma bolgemizde de tespit edilmistir. Diger tiirlerden P.
elatior iilkemizde ii¢ alttiirle, P. veris ise iki alttiirle temsil edilmektedir. Bu alttiirlere
iliskin teshis anahtarindaki agiklamalarin ozellikle P. veris igin, yeterince ayirt edici
oldugunu sdylemek giictiir. Ciinkii tanimlayic1 karakter olarak ifade edilen yaprak ayasi
taban seklindeki morfolojik degisikligin aymi bitki iizerinde bile farklilik gosterebildigi
gdzlenmistir.

Arastirmada kullanilan ornekler iizerinde gerceklestirilen morfolojik karakterlere
ait olgiimlerde ©nemli degiskenliklerin oldugu belirlenmistir. Ornegin calisilan tiim
taksonlar {izerindeki Olciimlerde bitki boyunun 4,47 - 31,50 cm arasinda, uzun situluslu
bitkilerde ol¢iilen situlus uzunlugunun ise 2,38 - 14,55 mm arasinda degiskenlik gosterdigi
tespit edilmistir. Morfolojik Ol¢iimlerde gozlenen bu sekildeki varyasyonlarin kiimeleme
analizi sonucunda olusan fenogramda baz tiirler arasindaki yakinlik iligkilerinin beklenen
sekilde olusmamasinda etkili oldugu diisiiniilmektedir. Bu durum arastirilan 6rneklerin
yakinlik iligkilerini ortaya koymada sadece morfolojik karakterlerin yeterli olamayacagini,
filogenetik akrabaliklarinin belirlenmesinde daha agiklayici bilgiler sunan yontemlerin
kullanilmasi gerektigini agikca gostermektedir.

ITS dizin analizleri sonucunda elde edilen Maksimum Parsimonide, 19 populasyon
orneginin temelde iki grup olusturdugu goriilmiistiir. ITS baz polimorfizmine dayali bu
molekiiler analiz sonucunda ayni altcinse (subgenus primula) dahil olan P. veris, P. elatior
subsp. meyeri, P. megaseifolia ve P. vulgaris Ornekleri kendi aralarinda bir grup
olustururken, aleuritia altcinsi icinde yer alan P. algida, P. auriculata ve P. longipes
taksonlarinin da bagka bir grup olusturdugu goriilmektedir. Dis grup olarak secilen ve
kardes cins Androsace’ye ait olan A. maxima ise, bu iki altcins grubunun da disinda
kalmistir.

Calismada iki farkli lokaliteden toplanan P. vulgaris tiiriine ait 6 populasyon 6rnegi
kendi aralarinda kendi aralarinda yiliksek oranda benzerlik gostermistir. Ayn1 istasyondan
toplanmis vulgaris 1 ve vulgaris 2 taksonlar1 Kastamonu/ Bozkurt’tan toplanan vulgaris 4
taksonu ile % 99 oraninda benzerlik gostermis, bu ii¢ Ornegin daha diisiikk oranda
sibthorpiil, sibthorpii2 ve vulgaris3 populasyonlarinin olusturdugu gruba yakin yer aldigi

gozlenmistir. Alttiir vulgaris’in c¢alisilan tim populasyon oOrnekleri farkli iki bolgeden
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toplanmasina ragmen kendi aralarinda yiiksek oranda yakinlik gostermis ve Sekil 7°de de
goriildiigii gibi diger tiirlerden kesin olarak ayrilmistir.

Aymi altcins i¢cinde P. vulgaris’e ait populasyonlar, P. veris’in ¢ok yakin benzerlik
gosteren iki alttiiriiniin olusturdugu gruba daha yakin iken, P. megaseifolia grubuna daha
az benzerlik gosterdigi goriilmiistiir. P. elatior subsp. meyeril ve P. elatior subsp. meyeri2
populasyonlari, birbirlerine olduk¢a benzer bulunmustur, ancak diger ii¢ tiire (P. vulgaris,
P. veris ve P. megasifolia) ait grubun lyeleri birbirlerine daha az oranda benzerlik
gostermistir.

Ikinci grubu olusturan altcins aleuritia taksonlarinin, kendi populasyon ornekleri ile
yiiksek oranda benzerlik gosterdigi, tiir seviyesinde P. algida ve P. auriculata tiirlerinin
birbirine daha yakin oldugu bulunmustur. P. longipes populasyonlar ise, bu iki tiiriin
olusturdugu gruba daha uzak benzerlik gostermistir.

Yapilan calismalar sonrasinda, taksonlara ait ITS dizinleri uzunluk varyasyonunun
695 - 714 bp arasinda degisiklik gosterdigi bulunmustur. Bantlara ait G+C igerigine
bakildiginda, altcins primula taksonlari i¢in bu degerler % 51,0 — 53,1 arsinda degismekte
iken, altcins aleuritia mensuplarinda G+C igerigi % 53,2 — 55,4 arasinda varyasyon
gostermektedir. Bu da, aleuritia taksonlarinda G+C igeriginin daha fazla oldugunun bir
gostergesidir. Populasyon orneklerinin ITS dizin analizlerinde bulunan piirin ve primidin
icerigine bakilmis; ancak bu sekilde baz igerigine dayali olarak ornekler arasinda 6nemli
bir fark tespit edilememistir.

ITS1, 5,8S ve ITS2 bolgelerinin biitiiniine dayali analizler sonunda, Ornekler
arasindaki benzerlik oraminin %82’ye kadar diistigii belirlenmistir. Tiirler arasinda
belirlenen bu %18’lere varan baz farkliliklari, ITS bolgelerinin bu taksonlar1 ayirmada
oldukga etkili oldugunun agik bir gostergesidir.

Elde edilen bu maksimum parsimoni analizine ait sonuglar, morfometrik veriler
1s18inda olusturulmug fenogram ile karsilastirildiginda, altcinslere ait tiirlerin taksonomik
iliskilerine paralel olarak her iki agacta da temelde iki grup olusturdugu gézlenmistir.
Ancak olusan fenogram detayli bir sekilde incelendiginde, bazi populasyon orneklerinin
farkl: tiirlere ait populasyonlarla ayni grup icerisinde yer aldig1 kolaylikla goriilebilir (Sekil
6). Ornegin algida 2 populasyonu diger algida (algidal) populasyonuna nazaran P.
longipes populasyonlaria daha yakin olarak yerlesmistir, benzer sekilde aymi tiiriin iki
farkli P. auriculata populasyonu birbirine yakin iligki gostermesi beklenirken, P. algida ve

P. longipes populasyonlarina degisik kisimlardan baglanmistir. P. vulgaris tiiriiniin farkh
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lokaliteden alinmis 6 populasyon 6rnegi, kendi aralarinda bir grup olusturmasina ragmen,
alttiir populasyonlar1 arasinda beklenen yakinlik iligkisi tam olarak gozlenememistir.
Morfolojik karakterlere dayali analizlerden elde edilen sonuglarda gozlenen bu
belirsizliklerin, kullanilan populasyon oOrneklerinin azlhigindan ve degisik iklim
kosullarinda ve farkli yiikseltilerde bitki gelisiminin farklilik gosterebilmesinden
kaynaklanan bir durum oldugu diisiiniilebilir.

Morfolojik ozelliklere dayali incelemelerde aleuritia altcinsine ait P. algida, P.
auriculata ve P. longipes tiirlerinin yaprak morfolojilerinin benzerlik gosterdigi goriilebilir.
Bu ii¢ tiirlin yaprak u¢ kisminin sekli akut yapidadir, yaprak alt yiizeyinde sekonder
damarlanmalar belirgin degildir, yaprak kenarlarindaki disler kor, ince ve s1g yapidadir ve
yaprak alt yiizeyi ile skeyp iizerinde basit tily varlifina rastlanilmamistir. Her ti¢ tiiriin
taksonlarinda genellikle tek bir skeyp gelisimi gozlenmektedir. Yapilan gozlemlerde
longipes tiirlerinin yaprak kenarlarindaki unsu ortii yogunlugu, P. auriculata ve P. algida
tiirlerine gore daha fazladir. Bu durum, parsimoni agacinda P. longipes orneklerinin diger
iki tiir 6rneklerinden daha uzakta yer alma nedenleri arasinda sayilabilir. P. auriculata ve
P. longipes’in nemli yerlerde, P. algida’nmin ise, cayirlik alanlarda yayilis gosterdigi
bilinmektedir. Habitatlarindaki bu farkliliga ragmen, parsimoni analizinde P. auriculata ve
P. algida’nmin birbirlerine daha yakin olarak yerlestigi goriilmiistiir. Tespit edilen bu
ozellikler bu ii¢ tiire ait populasyonlarin kendi aralarinda bir grup olusturmalarina gecerli
deliller olarak gosterilebilir.

Diger arastirma Orneklerinin yer aldigi altcins primula Ornekleri morfolojik
karakterler acisindan kendi icinde benzerlikler igerirken, altcins aleuritia’dan birgok
yonden farklilik gostermektedir. Yaprak alt yiizeylerinde ikincil damarlanmalar oldukga
belirgindir, yaprak alt kisminda ve skeyp iizerinde degisen yogunluklarda basit tily varlig
gozlenmistir. Yalanci gdvde sayist iki ya da daha fazla olabilmektedir.

Her iki analize dayali olarak gerceklestirilen degerlendirmelerde, elde edilen
agaclarin kollar1 arasindaki ortiismenin altcins seviyesinde uygunluk gosterdigi, ancak
daha alt seviyelerde biitiiniiyle beklenen nitelikte olmadig1 goriilmiistiir. P. megaseifolia ve
P. meyeri populasyonlar1 fenogram agacinda oldukca yakin gruplanirken, Maksimum
Parsimoni agacinda ise, bu o6rneklerin birbirlerine daha uzak benzerlik gosterdikleri tespit
edilmistir. Aym altcinse ait P. veris’in iki alttiiriiniin olusturdugu grup fenogram iizerinde,
P. megaseifolia ve P. meyeri populasyonlarina yakin olarak yerlesmisken, parsimoni

analizinde bu grup iiyeleri P. vulgaris populasyonlarina daha yakin benzerlik gostermistir.
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Fenogram analizinde, altcins primula taksonlarindan P. vulgaris populasyonuna ait
orneklerin olusturdugu grubun, altcinsin diger iiyelerine daha az benzerlik gosterdigi tespit
edilmistir. Parsimoni analizinde ise, altcins primula i¢inde diger drneklere en az benzerlik
gosteren populasyon grubunun, P. elatior subsp. meyeri populasyon Orneklerinin
olusturdugu grup oldugu goriilmiistiir. Altcins aleuritia grubuna dahil olan her populasyon
ornegi, kendi tiiriine ait grup i¢inde yer almistir. Ancak fenogram analizinde, bu grupta yer
alan P. longipes haricindeki populasyon orneklerinin diizenli bir yerlesim gostermedigi
goriilmiigtiir.

ITS analizlerine dayali agagta, arastirmaya konu olan populasyonlar arasindaki
filogenetik iligki, ileri derecede ortaya konulmustur. Altcins ve tiirler parsimoni analizi ile
tamamen birbirinden ayrilmis, hatta populasyon seviyesinde aymi tiiriin farkli
populasyonlart oldukga yakin benzerlik gostererek bir grup olusturmustur.

Calismada kullamlan populasyonlarin farkli cografik alanlara gore ITS
polimorfizimleri farklhiliklar gostermektedir. Arastirilan populasyonlar iginde ii¢ farkl
bolgeden alman P. algida iiyelerinden algida 2 (Rize/ikizdere), algida 3 (Trabzon /
Caykara) populasyonu ile daha yakin benzerlik verirken, Ardahan’dan toplanan algida 1
populasyonu bu iki O6rege uzak baglanmistir. Bu sonug, ITS bolgelerinin cografik
ayrimlara bagli genetik siiritklenmeleri aciklamada kullamlabilecegini gostermektedir.
Ancak daha fazla alandan daha ¢ok populasyonun 6rnegi alinarak calismanin yapilmasi ile

bir cografik gruplasmanin derecesi tespit edilebilir.



5. SONUCLAR

Yapilan bu ¢alisma ile, Primula cinsine ait toplam 19 populasyon 6rnegi arasindaki
filogenetik iliskinin ortaya konmasinda rDNA ITS baz dizilerinin kullanish oldugu
sonucuna varillmistir. ITS baz siralarinin analizi sonrasinda, calisilan ornekler arasindaki
yakinlik iligkilerinin, aynm1 6rneklerin morfolojik analizleri ile genelde uygunluk gosterdigi,
ancak populasyon seviyesindeki yerlesimlerde ise baz1 farkliliklarin ortaya ¢iktigi
goriilmiistiir.

Yapilan literatiir taramalar1 sonrasinda bu cinsin Tiirkiye taksonlar ile ilgili olarak,
daha once yapilmig boyle bir calismaya rastlanilmamistir. Dolayisiyla Kuzey Anadolu’da
dogal olarak yetisen 9 Primula taksonuna ait ITS baz siralan ilk kez bu arastirma ile
belirlenmistir. Calisilan taksonlardan P. longipes tiirii Tiirkiye’ye endemik bir tiirdiir.
Gerceklestirilen bu calismada bu tiire ait ITS dizin analizi ilk kez elde edilmistir ve bu
caligma ile tiirlin gen kaynaklarina onemli bir veri kazandirilmistir. Bu calismada
kullanilmak tizere toplanmis Primula taksonlarina ait 6rnekler teshisleri yapildiktan sonra
herbaryum 6rnegi haline getirilmis ve KTUB herbaryumuna kazandirilmistir.

Arastirmanin gergeklestirildigi taksonlara ait rDNA ITS bolgelerinin toplam
uzunlugunun 695-714 bp arasinda polimorfizim gosterdigi bulunmustur. Baz dizinlerinin
detayl analizi neticesinde calisilan bu 6rnekler icin ITS bolgelerinin tiir seviyesinde hatta
populasyon seviyesinde dahi baz polimorfizmi gosterdigi anlasilmistir.

Yapilan molekiiler ve morfometrik analizler sonucunda olusturulan dendogramlarin
genel olarak birbirine benzer sonuclar ortaya koydugu belirlenmistir. Arastirma bolgesi ile
sinirl1 analiz sonucunda ise, calisilan biitiin Primula tiirleri populasyon seviyesinde
birbirlerinden tamamen ayrilmistir. Bu ¢alismadan elde edilen sonuglarin, daha ©nce
Primula tiirleri ile yapilan sistematik calismalar1 destekler nitelikte oldugu goriilmiistiir.

Yapilan molekiiler analiz sonucunda arastirmaya konu olan taksonlarin kendi
altcinsleri i¢inde bir grup olusturdugu goriilmiistiir. Altcins aleuritia’ya ait taksonlar bir
grupta yer alirken, primula altcinsine ait taksonlar diger bir grupta toplanmistir. Bu gruplar
icinde yer alan aym tiire ait farkli lokaliteden alinmis taksonlar kendi aralarinda yiiksek
oranda benzerlik gostermistir. Morfolojik verilere gore daha agiklayici bilgiler sunan bu

sonugclar, arastirilan 6rnekleri kesin olarak birbirinden ayirmistir.
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Morfolojik analizlere dayali sonuglarin daha az bilgilendirici olma nedenleri
arasinda; kullanilan karakterlerin Ornekler igin yeterince spesifik olmamasi, calisilan
populasyon Ornegi sayisinin az olmasi, toplanan Orneklerin yetistikleri ortamlara ait
iklimsel oOzelliklerinin farkliliklar gostermesi, populasyon oOrnekleri icin belirlenen
karakterlerinin fazla degiskenlik arz etmesi gibi Ozelliklerin etkili olabilecegi sonucuna da

varilmistir.



6. ONERILER

Bu calismaya konu olan Primula cinsi, Primulaceae familyasiin en biiyiik cinsidir.
Cinsin tiirleri arasinda goriilen heterositulus ve tiirler arasi hibritlesmeler bu tiirlerin
teshisini giiclestirmektedir. Tiirkiye’de yayilis gdsteren bazi1 Primula tiirlerinin kromozom
sayilart heniiz belirlenmemistir. Bu gerceklestirilirse, ITS polimorfizminin, morfolojik
verilerin yaninda kromozom sayilari ile uygunlugu da degerlendirilebilir.

P. vulgaris tiiriintin ayn1 cografik alanda birlikte bulunan iki alttiiriiniin ¢cok fazla
sayida populasyonu iizerinde gerceklestirilecek molekiiler calismalar bu taksonlarda
karsilasilan morfolojik ayrim problemlerinin asilmasina katki saglayacaktir. Bu amagla
Primula i¢indeki temel filogenetik yapiyr ¢6zmek i¢in nrDNA iizerinde gergeklestirilen
ITS (Internal Transcribed Spacers) PCR metodunun yani sira diger ntDNA bolgelerinden
ornegin ETS (External Trascribed Spacer) ve IGS (Intergenic Spacer) bolgesi ve kloroplast
DNA bolgelerinden 6rnegin Maturase K (mat K) gen bolgeleri kullanilarak bu populasyon
orneklerinin filogenetik iliskilerini ortaya koyan daha fazla molekiiler veri elde edilebilir.

Bu calisma, 5’1 alttiir olmak iizere toplam 9 Primula taksonunu kullanilarak
gerceklestirilmigtir.  Tiirkiye’de yayilig gosteren fakat bu calismada kullanilmamis bu
cinsin sphondylia altcinsine dahil ve Giiney Dogu Anadolu Bolgesi’ne endemik olan P.
davisii W. W. Sm. tiirii ile diger iki alttiirii P. elatior subsp. pallasii ve P. elatior subsp.
pseudoelatior'n da kapsayacak bir rDNA ITS analizi, tim Tirkiye Primula’larinin
filogenetik iligkilerini daha kesin bir sekilde aciklamada etkili olacaktir.

Cografik dagilis yogunluklaria bagh olarak daha genis bir alan1 kapsayan ve fazla
sayida populasyon Ornegi iceren calismalarla Primula cinsi tizerindeki ITS’e dayal
analizler giiclendirilebilir. Primula populasyonlarinin arastirma bolgesindeki cografik
dagilisi goz Oniinde bulundurularak degisik lokalitelerden toplanacak ¢ok sayidaki
populasyon 6rnegi ile calisilmast durumunda, 6rnekler arasindaki filogenetik iliskinin daha
net olarak ortaya konulmasina katki saglanacaktir. Bu sayede cografik dagilisin ITS
polimorfizmi iizerindeki etkileri daha giiclii delillerle desteklenebilecektir.

Bu calismanin gerceklestirilmesi sirasinda faydalanilan modern molekiiler
metotlardan saglanan kazanimlar, diger pek ¢ok taksonomik seviyede karsilasilan bu gibi

problemlerin ¢oziimiine katki saglayacaktir.
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8. EKLER

EK 1. P. subsp. vulgaris1 Populasyon Ornegine Ait rDNA ITS Bélgesinin Baz Sirasi

TTAAATTCAGCGGGTAATCCCGCCTGACCTGGGGTCACGATCGAGGCACCAAGCAAATGGC
GCTACAGGGTCAATGAGACTCCCGATAACGAACGAAACGTGCACGACAGCATGAAACAGTC
TTTACAACCACCACTTGCCGCGACGTCGATCATCGGGACTCGTTITTTAGGCCGACCGCGCA
CTAGTGCACACGGGGAGCCAATATCCGCTTCAAGCACCAATGCCCTAATGAGATTTGGTGT
GTAGCGACGCATTATGAGAGACACCCAGGCAGACGTGCCCTCGGCCTAATGGCTTCGGGCG
CAACTTGCGTTCAAAAACTCGATGGTTCACGGGATTCTGCAATTCACACCAAGTATCGCAT
TTTGCTACGTTCTTCATCGATGCGAGAGCCTAGATATCCGTTGCCGAGAGTCGTTTTGTTA
TTATGCAAGATTCGTACACTCCTAATAGCCCGCGAACGGGAGCAAGGAGCGCAATATTTGT
TGAATTTCCTTGGCGCGGATCGCGCCGGGGTTCGTTGCTTTGCCAGGAAATGTGTACACAA
GGCCCCCCCGTGGGAGACGACGAGCACACACTCACCCAGCGAGGATGGACAAGGAAAGGCC
CAAGGACTGATCCGGTGCCCTCCCGATTTACATACGAGTTCACAGGTCGTGCAACTTTACA
GTTTTCGACAATGATCCTTICCGCAGGTTCACCTACGGAAA

EK 2. P. subsp. vulgaris2 Populasyon Ornegine Ait rDNA ITS Bélgesinin Baz Sirasi

TTAAATTCAGCGGGTAATCCCGCCTGACCTGGGGTCACGATCGAGGCACCAAGCAAATGGC
GCTACAGGGTCAATGAGACTCCCGATAACGAACGAAACGTGCACGACAGCATGAAACAGTC
TTTACAACCACCACTTGCCGCGACGTCGATCATCGGGACTCGTTTTTAGGCCGCCGCGCAC
TAGTGCACACGGGGAGCCAATATCCGCTTCAAGCACCAATGCCCTAATGAGATTTGGTGTG
TAGCGACGCATTATGAGAGACACCCAGGCAGACGTGCCCTCGGCCTAATGGCTTCGGGCGC
AACTTGCGTTCAAAAACTCGATGGTTCACGGGATTCTGCAATTCACACCAAGTATCGCATT
TTGCTACGTTCTTCATCGATGCGAGAGCCTAGATATCCGTTGCCGAGAGTCGTTTTGTTAT
TATGCAAGATTICGTACACTCCTAATAGCCCGCGAACGGGAGCAAGGAGCGCAATCTATTTG
TTGAATTTCCTTGGCGCGGATCGCGCCGGGGTTCGTTGCTTTGCCAGGAAATGTGTACACA
AGGCCCCCCCGTGGGAGACGACGAGCACACACTCACCCAGCGAGGATGGACAAGGAAAGGC
CCAAGGACTGATCCGGTGCCCTCCCGATTTACATACGAGTTCACAGGTCGTGCAACTTTAC
AGTTTTICGACAATGATCCTTCCGCAGGTTCACCTACGGAAA
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EK 3. P. subsp. vulgaris3 Populasyon Ornegine Ait rDNA ITS Bélgesinin Baz Sirasi

TTAAATTCAGCGGGTAATCCCGCCTGACCTGGGGTCACGATCGAGGCACCAAGCAAATGGC
GCTACAGGGTCAATGAGACTCCCGATAACGAACGAAACGTGCACGACAGCATGAAACAGTC
TTTACAACCACCACTTGCCGCGACGTCGATCATCGGGACTCGTTITTTAGGCCGACCGCGCA
CTAGTGCACACGGGGAGCCAATATCCGCTTCAAGCACCAATGCCCTAATGAGATTTGGTGT
GTAGCGACGCATTATGAGAGACACCCAGGCAGACGTGCCCTCGGCCTAATGGCTTCGGGCG
CAACTTGCGTTCAAAAACTCGATGGTTCACGGGATTCTGCAATTCACACCAAGTATCGCAT
TTTGCTACGTTCTTCATCGATGCGAGAGCCTAGATATCCGTTGCCGAGAGTCGTTTTGTTA
TTATGCAAGATTCATACACTCCTAATAGCCCGCAAACGGGAGCAAGGAGCGCAATCTATTT
GTTGAATTTCCTTGACGCGGATCGCGCCGGGGTTCGTTGCTTTGCCAGGAAATGTGTACAC
AAGGCCCCCCCGTGGGAGACGACGAGCACACACTCACCCAGCGAGGATGGACAAGGAAAGG
CCCAAGGACTGATCCGGTGCCCTCCCGATTTACATACGAGTTCACAGGTCGTGCAACTTTA
CAGTTTCGACAATGATCCTITCCGCAGGTTCACCTACGGAA

EK 4. P. subsp. vulgaris4 Populasyon Ornegine Ait rDNA ITS Bélgesinin Baz Sirasi

TTAAATTCAGCGGGTAATCCCGCCTGACCTGGGGTCACGATCGAGGCACCAAGCAAATGGC
GCTACAGGGTCAATGAGACTCCCGATAACGAACGAAACGTGCACGACAGCATGAAACAGTC
TTTACAACCACCACTTGCCGCGACGTCGATCATCGGGACTCGTTTTTAGGCCGACCGCGCA
CTAGTGCACACGGGGAGCCAATATCCGCTTCAAGCACCAATGCCCTAATGAGATTTGGTGT
GTAGCGACGCATTATGAGAGACACCCAGGCAGACGTGCCCTCGGCCTAATGGCTTCGGGCG
CAACTTGCGTTICAAAAACTCGATGGTTCACGGGATICTGCAATTCACACCAAGTATCGCAT
TTTGCTACGTICTTCATCGATGCGAGAGCCTAGATATCCGTTGCCGAGAGTCGTTTITGTTA
TTATGCAAGATTCATACACTCCTAATAGCCCGCAAACGGGAGCAAGGAGCGCAATCTATTT
GTTGAATTTCCTTGGCGCGGATCGCGCCGGGGTTCGTTGCTTTGCCAGGAAATGTGTACAC
AAGGCCCCCCCGTGGGAGGCGACGAGCACACACTCACCCAGCGAGGATGGACAAGGAAAGG
CCCAAGGACTGATCCGGTGCCCTCCCGATTTACATACGAGTTCACAGGTCGTGCAACTTTA
CAGTTTCGACAATGATCCTITCCGCAGGTTCACCTACGGAAA
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EK 5. P. subsp. sibthorpiil Populasyon Ornegine Ait rDNA ITS Bélgesinin Baz Sirasi

TTAAATTCAGCGGGTAATCCCGCCTGACCTGGGGTCACGATCGAGGCACCAAGCAAATGGC
GCTACAGGGTCAATGAGACTCCCGATAACGAACGAAACGTGCACGACAGCATGAAACAGTC
TTTACAACCACCACTTGCCGCGACGTCGATCATCGGGACTCGTTTTTAGGCCGCCGCGCAC
TAGTGCACACGGGGAGCCAATATCCGCTTCAAGCACCAATGCCCTAATGAGATTTGGTGTG
TAGCGACGCATTATGAGAGACACCCAGGCAGACGTGCCCTCGGCCTAATGGCTTCGGGCGC
AACTTGCGTTCAAAAACTCGATGGTTCACGGGATTCTGCAATTCACACCAAGTATCGCATT
TTGCTACGTTCTTCATCGATGCGAGAGCCTAGATATCCGTITGCCGAGAGTCGTTTTGTTAT
TATGCAAGATTICGTACACTCCTAATAGCCCGCGAACGGGAGCAAGGAGCGCAATCTATTTG
TTGAATTTCCTITGGCGCGGATCGCGCCGGGGTTCGTTGCTTTGCCAGGAAATGTGTACACA
AGGCCCCCCCGTGGGAGACGACGAGCACACACTCACCCAGCGAGGATGGACAAGGAAAGGC
CCAAGGACTGATCCGGTGCCCTCCCGATTTACATACGAGTTCACAGGTCGTGCAACTTTAC
AGTTTTICGACAATGATCCTTCCGCAGGTTCACCTACGGAAA

EK 6. P. subsp. sibthorpii2 Populasyon Ornegine Ait rDNA ITS Bélgesinin Baz Sirasi

TTAAATTCAGCGGGTAATCCCGCCTGACCTGGGGTCACGATCGAGGCACCAAGCAAATGGC
GCTACAGGGTCAATGAGACTCCCGATAACGAACGAAACGTGCACGACAGCATGAAACAGTC
TTTACAACCACCACTTGCCGCGACGTCGATCATCGGGACTCGTTTTTAGGCCGACCGCGCA
CTAGTGCACACGGGGAGCCAATATCCGCTTCAAGCACCAATGCCCTAATGAGATTTGGTGT
GTAGCGACGCATTATGAGAGACACCCAGGCAGACGTGCCCTCGGCCTAATGGCTTCGGGCG
CAACTTGCGTTCAAAAACTCGATGGTTCACGGGATICTGCAATTCACACCAAGTATCGCAT
TTTGCTACGTICTTCATCGATGCGAGAGCCTAGATATCCGTTGCCGAGAGTCGTTTITGTTA
TTATGCAAGATTCATACACTCCTAATAGCCCGCAAACGGGAGCAAGGAGCGCAATCTATTT
GTTGAATTTCCTTGACGCGGATCGCGCCGGGGTTCGTTGCTTTGCCAGGAAATGTGTACAC
AAGGCCCCCCCGTGGGAGACGACGAGCACACACTCACCCAGCGAGGATGGACAAGGAAAGG
CCCAAGGACTGATCCGGTGCCCTCCCGATTTACATACGAGTTCACAGGTCGTGCAACTTTA
CAGTTTCGACAATGATCCTITCCGCAGGTTCACCTACGGAAA
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EK 7. P. veris subsp. columnae Populasyon Ornegine Ait rDNA ITS Bolgesinin Baz
Sirasi

TTAAATTCAGCGGGTAATCCCGCCTGACCTGGGGTCACGATCGAGGCACCAAGCAAATGGC
GCTACAGGGTCAATGAGACTCCCGATAACGAACGAAACGTGCACGACAGCATGAAACAGTC
TTTACAACCACCACTTGCCACGACGTCGATCATCAGGACTCGTTITTTAGGCCGACCGCGCA
CTAGTGCACACGGGGAGCCAATATCCGCTTCAAGCACCAATGCCCTAATGAGATTTGGTGT
GTAGCGACGCATTATGAGAGACACCCAGGCAGACGTGCCCTCGGCCTAATGACTTCGGGCG
CAACTTGCGTTCAAAAACTCGATGGTTCACGGGATTCTGCAATTCACACCAAGTATCGCAT
TTTGCTACGTTCTTCATCGATGCGAGAGCCTAGATATCCGTTGCCGAGAGTCGTTTTGTTA
TATGCAAGATTICTTACACTCGTAATAGCCCGCGAACGGGAGCAAGGAGCGCAATCTATTTG
TTGAATTTCCTITGACGCGGATCGCGCCGGGGTTCGTTGCTTTGCCAGGAAATGTGTACACA
AGGCCCCCCTGTGGGAGACAACGAGCACACACTCACCCAGCGAGGATGGACAAGGAAAGGT
CCAAGGACTGTITCCGGTGCCCTCCCGATTTATATACGAGTTCACGGGTCATGCAACTTTAC
AGTTTTICGACAATGATCCTTCCGCAGGTTCACCTACGGAAA

EKk 8. P. veris subsp. macrocalyx Populasyon Ornegine Ait rDNA ITS Bélgesinin Baz
Sirasi

TTAAATTCAGCGGGTAATCCCGCCTGACCTGGGGTCACGATCGAGGCACCAAGCAAATGGC
GCTACAGGGTCAATGAGACTCCCGATAACGAACGAAACGTGCACGACAGCATGAAACAGTC
TTTACAACCACCACTTGCCACGACGTCGATCATCAGGACTCGTTTTTAGGCCGACCGCGCA
CTAGTGCACACGGGGAGCCAGTATCCGCTTCAAGCACCAATGCCCTAATGAGATTTGGTGT
GTAGCGACGCATTATGAGAGACACCCAGGCAGACGTGCCCTCGGCCTAATGACTTCGGGCG
CAACTTGCGTTCAAAAACTCGATGGTTCACGGGATTCTGCAATTCACACCAAGTATCGCAT
TTTGCTATGTICTTCATCGATGCGAGAGCCTAGATATCCGTTGCCGAGAGTCGTTTITGTTA
TATGCAAGATTICTTACACTCGTAATAGCCCGCGAACGGGAGCAAGGAGCGCAATCTATTTG
TTGAATTTCCTITGACGCGGATCGCGCCGGGGTTCGTTGCTTTGCCAGGAAATGTGTACACA
AGGCCCCCCTGTGGGAGACAACGAGCACACACTCACCCAGCGAGGATGGACAAGGAAAGGT
CCAAGGACTGTITCCGGTGCCCTCCCCGATTTATATACTAAGTTTATGGGTCATGCAACTTT
ACAGTTITTCAACAAAGATCCTTCCCTAGGTTITTCCCTCTGAAA
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EKk 9. P. megaseifolial Populasyon Ornegine Ait rDNA ITS Bolgesinin Baz Sirasi

TTAAATTCAGCGGGTAATCCCGCGTGACATCGTGTCACGATACAGGCACCAAGCAAATGCC
GGTACTGGGTCAATGATACTCACGATAACAAATGAATCGTGCACGTCAGCATGCAACTGTC
TTTACAACCACCACTTGCIGGTACTTTGATCATCGGGACTCGTTITTTAGGCCGACCGCGCA
CTAGTGCACACGGGGAGCCAATATCCGCTTCAAGCACCAATGTCCTAATGAGATTTGGTGT
GTAGCGACGCATTATGAGAGACACCCAGGCAGACGTGCCCTCGGCCTAATGGCTTCGGGCG
CAACTTGCGTTCAAAAACTCGATGGTTCACGGGATTCTGCAATTCACACCAAGTATCGCAT
TTTGCTACGTTCTTCATCGATGCGAGAGCCTAGATATCCGTTGCCGAGAGTCGTTTTGTTA
TATGCAAGATTICTTACACTCCTAGTAGCCCGCGAACGGGAGAAAGGAGCGCAATCTATTTG
TTGAATTTCCTITGACGCAGATCGCGCCGGGGTTCGTTGCTTTGCCAGGAAATGTGTCCACA
AGGCCCCCCCGTGGGAGACGACGAGCACACACTCACCCAGCGGGGATGGACAAGGAAAGGC
CCAAGACTGATCCGGTGCCCTCCCGATTTATATACGAGTTCACGGGTCGTIGCAACTTTACA
GTTTTCGACAATGATCCTTICCGCAGGTTCACCTACGGAAA

EKk 10. P. megaseifolia2 Populasyon Ornegine Ait rDNA ITS Bolgesinin Baz Sirasi

TTAAATTCAGCGGGTAATCCCGCCTGACCTGGGGTCACGATCGAGGCACCAAGCAAATGGC
GCTACAGGGTCAATGAGACTCCCGATAACAAACGAAACGTGCACGACAGCATGCAACAGTC
TTTACAACCACCACTTGCCGCGACGTCGATCATCGGGACTCGTTTTTAGGCCGACCGCGCA
CTAGTGCACACGGGGAGCCAATATCCGCTTCAAGCACCAATGTCCTAATGAGATTTGGTGT
GTAGCGACGCATTATGAGAGACACCCAGGCAGACGTGCCCTCGGCCTAATGGCTTCGGGCG
CAACTTGCGTTICAAAAACTCGATGGTTCACGGGATICTGCAATTCACACCAAGTATCGCAT
TTTGCTACGTICTTCATCGATGCGAGAGCCTAGATATCCGTTGCCGAGAGTCGTTTITGTTA
TATGCAAGATTICTTACACTCCTAGTAGCCCGCGAACGGGAGAAAGGAGCGCAATCTATTTG
TTGAATTTCCTITGACGCAGATCGCGCCGGGGTTCGTTGCTTTGCCAGGAAATGTGTCCACA
AGGCCCCCCCGTGGGAGACGACGAGCACACACTCACCCAGCGGGGATGGACAAGGAAAGGC
CCAAGACTGATCGGTGCCCTCCCGATTTATATACGAGTTCACGGGTCGTGCAACTTTACAG
TTTTCGACAATGATCCTTCCGCAGGTTCACCTACGGAAA
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EK 11. P. subsp. meyeril Populasyon Ornegine Ait rDNA ITS Bélgesinin Baz Sirasi

TTAAATTCAGCGGGTAATCCCGCCTGACCTGGGGTCACGATCGAGGCACCAAGAAAATGGC
GCTACAGGGTCAATGAGACTCCCGATAACGAACGAAACGTGCACGACAGCATGCAACAGTC
TTACAACCACCACTTGCCGCGACGTCGATCATCGGGACTCGTITTTTAGGCCGACCGCGCAC
TAGTGCACACGGGGAGCCAATATCCGCTTCAAGCACCAATGCCCTAATGAGATTTGGTGTG
TAGCGACGCATTATGAGAGACACCCAGGCAGACGTGCCCTCGGCCTAATGGCTTCGGGCGC
AACTTGCGTTCAAAAACTCGATGGTTCACGGGATTCTGCAATTCACACCAAGTATCGCATT
TTGCTACGTTCTTCATCGATGCGAGAGCCTAGATATCCGTTGCCGAGAGTCGTTTTGTTAT
ATGCAAGATTCTTACACTCCTAACAGCCCGCGAACGGGAGCAAGGAGCGCAATCTATTIGT
TGAATTTCCTTIGACGCGGATCGCGCCGGGGTTCGTTGCTTTGCCAGGAAATGTGTACACAA
GGCCCCCCCGTGGGAGACGACGAGCACACACTCACCCAGAGAGGATGGACACAAGGAAAGG
CCCACGGACTGATCTGGTGCCCTCCCGATTTATATACGAGTTCACGGGTCGTGCAACTTTA
CAGTTTTCGACAATGATCCTTCCGCAGGTTCACCTACGGAAA

Ek 12. P. subsp. meyeri2 Populasyon Ornegine Ait rDNA ITS Bolgesinin Baz Sirasi

TTAAATTCAGCGGGTAATCCCGCCTGACCTGGGGTCACGATCGAGGCACCAAGAAAATGGC
GCTACAGGGTCAATGAGACTCCCGATAACGAACGAAACGTGCACGACAGCATGCAACAGTC
TTACAACCACCACTTGCCGAGACGTCGATCATCGGGACTCGTTTTTAGGCCGACCGCGCAC
TAGTGCACACGGGGAGCCAATATCCGCTTCAAGCACCAATGCCCTAATGAGATTTGGTGTG
TAGCGACGCATTATGAGAGACACCCAGGCAGACGTGCCCTCGGCCTAATGGCTTCGGGCGC
AACTTGCGTTCAAAAACTCGATGGTTCACGGGATTCTGCAATTCACACCAAGTATCGCATT
TTGCTACGTTCTTCATCGATGCGAGAGCCTAGATATCCGTTGCCGAGAGTCGTTTTGTTAT
ATGCAAGATTCTTACACTCCTAACAGCCCGCGAACGGGAGCAAGGAGCGCAATCTATTIGT
TGAATTTCCTTIGACGCGGATCGCGCCGGGGTTCGTTGCTTTGCCAGGAAATGTGTACACAA
GGCCCCCCCGTGGGAGACGACGAGCACACACTCACCCAGAGAGGATGGACACAAGGAAAGG
CCCAAGGACTGATCTGGTGCCCTCCCGATTTATATACGAGTTCACGGGTCGTGCAACTTTA
CAGTTTTCGACAATGATCCTTCCGCAGGTTCACCTACGGAAA
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EKk 13. P. longipes1 Populasyon Ornegine Ait rDNA ITS Bolgesinin Baz Siras

TTAAACTCAGCGGGTAATCCCGCCTGACCTGGGGTCGCGATCGAGGCACCAAACAAATGGA
GCTCAGGGTCATAGAGTCTTCCGATTCGATCGAAACGAGCGCGACAGCATGCAACAGTTTG
ACAACCACCACTTGCCGCGACGTCGACCGTCGGGACTCTTATTTAGGCCGACCGCGTACAA
AGGCACACGGGGAGCCAATATCCGCTACTCACACCAGCACCCATAGGGGAGGTGAGGAGCG
ACGCTTITATGAGACGCCCAGGCAGACGTGCCCTCGGCCTAATGGCTTCGGGCGCACTTGCA
TTCAAAAACTCGATGGTTCACGGGATTCTGCAATTCACACCAAGTATCGCATTTTGCTACG
TTCTTCATCGATGCGAGAGCCTAGATATCCGTTGCCGAGAGTCGTTTTGTTAATATGCAAG
ACGCCACCACTCCTAACATCCCGCGAACGGGAGCAAGAAGAGTGAATCTCTITTGTTGAATT
TCCTTGGCGCGGTTCGCGCCGGGGTTCGTTGTTCTGCTAGGAATGCGAACAAGTGCCCTTA
GAGGACAACATGGCCGCAACCTAGCAAGGGAGTACACCGAAAAGGCCAGAGACCCGTCCGA
TGACTCCCGGAGTAGATACAAGTTCACGGGTCGTTCTGCTTAGCAGTTTTCGACAATGATC
CTTCCGCAGGTTCACCTACGGAAA

EKk 14. P. longipes2 Populasyon Ornegine Ait rDNA ITS Bolgesinin Baz Siras

TTAAACTCAGCGGGTAATCCCGCCTGACCTGGGGTCGCGATCGAGGCACCAAACAAATGGA
GCTCAGGGTCATAGAGTCTTCCGATTCGATCGAAACGAGCGCGACAGCATGCAACAGTTTG
ACAACCACCACTTGCCGCGACGTCGACCGTCGGGACTCTTATTTAGGCTGACCGCGTACAA
AGGCACACGGGGAGCCAATATCCGCTACTCACACCAGCACCCATAGGGGAGTGTGAGAAGC
GACGCTTTATGAGACGCCCAGGCAGACGTGCCCTCGGCCTAATGGCTTCGGGCGCAACTTG
CGTTCAAAAACTCGATGGCTCACGGGATTCTGCAATTCACACCAAGTATCGCATTTITGCTA
CGTTCTTCATCGATGCGAGAGCCTAGATATCCGTTGCCGAGAGTCGTTTTIGTTAATATGCA
AGACGCCACCACTCCTAACATCCCGCGAACGGGAGCAAGAAGAGTGAATCTICTTTGTTGAA
TTTCCTTGGCGCGGTTCGCGCCGGGGTTCGTTGTTCTGCTAGGAATGCGAACAAGTGCCCT
TAGAGGACAACATGGCCGCAACCTAGCAAGGGAGTACACCGAAAAGGCCGGAGACCCATCC
GATGTCTCCCGGAGTAGATACAAGTTCACGGGTCGTTCTGCTTAGCAGTTTTCGACAATGA
TCCTTCCGCAGGTTCACCTACGGAAA
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Ek 15. P. auriculatal Populasyon Ornegine Ait rDNA ITS Bolgesinin Baz Sirasi

TTAAATTCAGCGGGTAATCCCGCCTGACCTGGGGTCGCGATCGAGGCACCAAGAAAATGGT
GCTACAGGGTCAATAAGTCTGCCGAGGGATCGAAACGAGCGCGGCAACATGCAACAGTTTG
ACAACCACCACTTGCCGCGACGTCGATCGTCGGGACTCGTTTTTAGGCCGACCGCGCACAA
ATGCACACGGGGAGCCAATATCCGCTACAAGCACCGACGCCATGATGGGAGTTGGTGGGTG
TAGCGACGCATTATGAGACGCCCAGGCAGACGTGCCCTCAGCCTAATGGCTTTGGGCGCAA
CTTGCGTTCAAAAACTCGATGGTTCACGGGATTCTGCAATTCACACCAAGTATCGCATTTT
GCTACGTTCTTCATCGATGCGAGAGCCTAGATATCCGTTGCCGAGAGTCGTTTTGTTATAT
GCAAGATTCTTACGCTCCAAGCAACCCGCGAACGGGAGCAAGGAGCGTTATCICTTTGTTT
AATTTCCTTGGCGCAGATCGCGCCGGGGTTCGTTGTTGTGCCGGGAATGCGAACCCGCACC
TCAGAGAGGCAACGCGTACGCACACCTAGCTAAGATGAACACCGAACGGCTCAAGACCGAT
CCGATGCCATCCCGGTTTAGGTACTTGTTCACGGGTCGTGCAACTTTACAGTTTTCGACAA
TGATCCTTCCGCAGGTTCACCTACGGAAA

EKk 16. P. auriculata2 Populasyon Ornegine Ait rDNA ITS Bolgesinin Baz Sirasi

TTAAATTCAGCGGGTAATCCCGCCTGACCTGGGGTCGCGATCGAGGCACCAAGAAAATGGT
GCTACAGGGTCAATAAGTCTGCCGAGGGATCGAAACGAGCGCGGCAACATGCAACAGTTTG
ACAACCACCACTTGCCGCGACGTCGATCGTCGGGACTCGTTTTTAGGCCGACCGCGCACAA
ATGCACACGGGGAACCAATATCCGCTACAAGCACCGACGCCATGATGGGAGTTGGTGGGTG
TAGCGACGCGTTATGAGACGCCCAGGCAGACGTGCCCTCAGCCTAATGGCTTTGGGCGCAA
CTTGCGTTCAAAAACTCGATGGTTCACGGGATTICTGCAATTCACACCAAGTATCGCATTTT
GCTACGTTICTICATCGATGCGAGAGCCTAGATATCCGTTGCCGAGAGTCGTTTTGTTATAT
GCAAGATTCTTACGCTCCAAGCAACCCGCGAACGGGAGCAAGGAGCGTTATCICTTTGTTT
AATTTCCTTGGCGCAGATCGCGCCGGGGTTCGTTGTTGTGCCGGGAATGCGAACCCGCACC
TCAGAGAGGCAACGCGTACGCACACCTAGCTGAGATGAACACCGAACGGCTCAAGACCGAT
CCGATGCCATCCCGGTTTAGGTACTTGTTCGCGGGTCGTGCAACTTTACAGTTTTCGACAA
TGATCCTTCCGCAGGTTCACCTACGGAAA



64

EKk 17. P. algidal Populasyon Ornegine Ait rDNA ITS Bolgesinin Baz Sirasi

TTAAATTCCGAGGGCCCTCCCCCCCGACTTGGGGTCTCGACCGCGCCCCCACACAAATGCG
CCTTCAGGGTCAATGATTCTACTGTITGGGATTGCCACGGCCCCCGCCGCGTGCAACCGTTG
GACAACACCACTGGCCGCGCCCCTCACTCGTCGGGACTCGTTTTTAGGCCGACCGCGCACA
AACGCACACGGGGAGCCAATATCCGCTTCAAGCACCGACACCCTAATGGGAGTTGGTGGGT
GTAGCGACGCATTATGAGACGCCCAGGCAGACGTGCCCTCAGCCTAATGGCTTCGGGCGCA
ACTTGCGTTCAAAAACTCGATGGTTCACGGGATTCTGCAATTCACACCAAGTATCGCATTT
TGCTACGTTCTTCATCGATGCGAGAGCCTAGATATCCGTTGCCGAGAGTCGTTTTGTTATA
TGTAAGATTCTTACGCTCCGAACAACCCGCGAACGGGAGAAGGAGCGTGATCTICTTTGTTG
AATTTCCTTGGCGAGGATCACGCCGGGGTTCGTTGTTGTGTTAGGAAATGCGGACTCGCAG
CCCCAGAGAGGGCAACGCGTACACACACCCAACAAGGATGTACACCGAACGGTCCGAGGAC
CAATCCGATGCCATCCCGGTTTAGGTACTTGTTCACGGGTCATGCAACTTTACAGTTTTICG
ACAATGATCCTTCCGCAGGTTCACCTACGGAAA

Ek 18. P. algida2 Populasyon Ornegine Ait rDNA ITS Bolgesinin Baz Sirasi

TTAAATTCAGCGGGTAATCCCGCCTGACCTGGGGTCGCGATCGAGGCACCAAACAAATGGT
GCTACAGGGTCAATGAGTCTACCGTTGGGATTGAAACGCGCGCGGCATCATGCAACAGTTT
GACAACCACCACTTGCCGCGACGTCAATCGTCGGGACTCGTTTTTAGGCCGACCGCGCACA
AACGCACACGGGGAGCCAATATCCGCTTCAATCACCGACACCCTAATGGGAGTTGGTGGGT
GTAGCGACGCATTATGAGACGCCCAGGCAGACGTGCCCTCAGCCTAATGGCTTCGGGCGCA
ACTTGCGTTCAAAAACTCGATGGTTCACGGGATTCTGCAATTCACACCAAGTATCGCATTT
TGCTACGTTCITCATCGATGCGAGAGCCTAGATATCCGTTGCCGAGAGTCGTTTTGTTATA
TGTAAGATTCTTACGCTGCGAACAACCCGCGAACGGGAGCAGGAGCGTGATCTICTTTGTTG
AATTTCCTTGGCGCGGATCACGCCGGGGTTCGTTGTTGTGTTAGGAAATGCGGACTCGCAG
CCCCAGAGAGGGCAACGCGTACACACACCCAACAAGGATGTACACCGAACGGTCCGAGGAC
CAATCCGATGCCATCCCGGTTTAGGTACTTGTTCACGGGTCATGCAACTTTACAGTTTTICG
ACAATGATCCTTCCGCAGGTTCACCTACGGAAA
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EKk 19. P. algida3 Populasyon Ornegine Ait rDNA ITS Bolgesinin Baz Sirasi

TTAAATTCAGCGGGTAATCCCGCCTGACCTGGGGTCGCGATCGAGGCACCAAACAAATGGT
GCTACAGGGTCAATGAGTCTACCGTTGGGATTGAAACGCACGCGGCAGCATGCAACAGTTT
GACAACCACCACTTGCCGCGACGTCAATCGTCGGGACTCGTTTTTAGGCCGACCGCGCACA
AACGCACACGGGGAGCCAATATCCGCTTCAATCACCGACACCCTAATGGGAGTTGGTGGGT
GTAGCGACGCATTATGAGACGCCCAGGCAGACGTGCCCCCAGCCTAATGGCTTCGGGCGCA
ACTTGCGTTCAAAAACTCGATGGTTCACGGGATTCTGCAATTCACACCAAGTATCGCATTT
TGCTACGTTCTTCATCGATGCGAGAGCCTAGATATCCGTTGCCGAGAGTCGTTTTGTTATA
TGTAAGATTCTITACGCTGGAACAACCCGCGAACGGGAGCAGGAGCGTGATCTCTTIGTTGA
ATTTCCTTGGCGCGGATCACGCCGGGGTTCGTTGTTGTGTTAGGAAATGCGGACTCGCAAC
CCCAGAGAGGGCAACGCGTACACACACCCAACAAGGATGTACACCGAACGGTCCGAGGACC
AATCCGATGATCCCGGTTTAGGTACTTGTTCACGGGTCATGCAACTTTACAGTTTTCGACA
ATGATCCTTCCGCAGGTTCACCTACGGAAA
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