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DORONICUM ORIENTALE HOFFM. TURUNUN POPULASYON DUZEYINDE BAZI
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Bu ¢alismada Doronicum orientale Hoffm. (Asteraceae) tiiriine ait 19 popiilasyon, ntDNA
ITS bolgeleri ve RAPD profilleri agisindan karsilastirilmistir. Calismada kullanilan bitki
materyalleri 2004-2012 yillar1 arasinda vejetasyon doneminde toplanmistir. Toplanan
ornekler silika jel icinde kurutulmus ve yapraklardan DNA izolasyonu ger¢eklestirilmistir.
Popiilasyonlara ait ITS bolgeleri, evrensel ITS primerleri kullanilarak ¢ogaltilmis ve baz
dizin analizleri gergeklestirilmistir. ITS boélge uzunlugunun 703-711 bp arasinda, ITS1
uzunlugu 209-211 bp arasinda, ITS2 uzunlugu 257-258 bp arasindadir. Biitiin ITS
dizinindeki % GC igeriginin 53,2-53,6 arasinda degistigi bulunmustur. ITS1 bolgesinin %
GC igerigi 53,1-53,6 arasinda degisirken, ITS2 bolgesinin % GC igeriginin ise 51,8-52,7
arasinda bulunmustur. U¢ RAPD primeri kullanilarak elde edilen DNA bantlarinmn
biiyilikliigli 350-2000 bp arasinda degismektedir. Olusan toplam 23 banttan 21’inin
polimorfik oldugu tespit edilmistir. Elde edilen bantlarin dagilimlart esas alinarak
incelenen oOrneklerin benzerlik diizeyleri tespit edilmistir. Ayrica analizler sonucu elde
edilen veriler kullanilarak popiilasyonlar arasindaki molekiiler varyasyonlar da tespit

edilmistir.
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In this study, 19 populations belonging to D. orientale Hoffm. (Asteraceae) were compared
based on nrDNA-ITS and RAPD profiles. Plant materials used in this study were
collected in suitable vegetation period during the field study in 2004-2010. DNA isolation
was carried out from healthy silica-dried leaves. Primarily, ITS regions of the examined
populations were amplified by using ITS universal primers and then sequenced. It was
determined that length of ITS region varies between 703-711bp. While length ITS1 varies
between 209-211 bp, length of ITS2 varies between 257-258 bp. In addition, it was found
that % GC contents of whole ITS varies between 53,2-53,6. While, % GC content is 53,1-
53,6 in ITS1itis 51,8-52,7 in ITS 2. The size of DNA bands obtained using three RAPD
primers varies from 350 to 2000 bp. It was found that 21 of total 23 bands were
polimorphic. Examined samples base on the bands profile were grouped according to
similarity level. Additionally molecular variations among the examined populations were

identified by phylogenetic analysis.

Key Words: Doronicum orientale, nfDNA ITS, RAPD, population, Turkey.

VI



Sekil 1.
Sekil 2.
Sekil 3.
Sekil 4.
Sekil 5.
Sekil 6.

Sekil 7.
Sekil 8.
Sekil 9.
Sekil 10.

SEKILLER DiZiNi

Sayfa No
ITS bolgelerinin genomik DNA iizerindeki yerlesimi..........ccocvvvveiiiiiiicnicnene, 9
ITS primerlerinin rDNA bdélgesi lizerindeki baglanma yerleri ..........ccceevvveennen. 9
D. orientale’nin Tiirkiye’deki yayilist ......c.ccvivieiieiiiieieece e 12
Orneklerin toplandiZt NOKLALAT .............c.cuevrieeuerirereeecreiieseres e 14
Doronicum orientale HOFfM. .........ccooiiii 15
ITS verilerinin (5,8 S hari¢) MEGA programi ile analizinden elde edilen
UPGMA QZACT ... 21
OPA 7 RAPD primeri ile elde edilen bant profili..........ccooooniiiiiniiiie, 23
OPA 8 RAPD primeri ile elde edilen bant profili...........ccccoevvviieiieieiieiiee, 23
OPA19 RAPD primeri ile elde edilen bant profili..........c.ccocoovviieiieiiciciiee, 24
RAPD verilerine gore elde edilen dendogram ...........ccccoveviriiniiiinienieiiices 24



Tablo 1.
Tablo 2.
Tablo 3.
Tablo 4.

TABLOLAR DiZiNi

Sayfa No
Calismada kullanilan D. orientale drneklerine ait toplama bilgileri................... 13
Calismada kullanilan RAPD primerleri.........ccoccvvviieiiiiniieiese e 19
ITS niikleotit dizisindeki (5,8S haric) varyasyon bolgeleri .........cccvevivvveinnnnne 22
Calismada kullanilan RAPD primerlerine ait bilgiler..........cccccooevveiiieiienenn, 22



AFLP
bp

dH,O
DNA
dNTP
EDTA
ETS

IGS
ITS
KTUB

matK
MgC|2
MRNA

nrDNA
NTS
PCR
PVPP
RAPD
rDNA
RFLP
RNA
rRNA
TAE
Taq
TE
tRNA

SEMBOLLER VE KISALTMALAR DIiZiNi

. Artirllan Par¢a Uzunlugu Polimorfizmi
. Bazcifti
CpDNA :

Kloroplast DNA
Distile su

. Deoksiriboniikleik Asit

. Deoksiniikleozit trifosfat

. Etilen Diamino Tetra Asetik Asit
. External Transcribed Spacer

. Gram

Intergenic Spacer

Internal Transcribed Spacer

: KTU Biyoloji Boliimii Herbaryumu

Metre

Maturaze K geni

: Magnezyum kloriir
. Elgi RNA
MtDNA :

Mitokondriyal DNA

: Niklear ribozomal DNA

Non Transcribed Spacer

. Polimeraz Zincir Reaksiyonu

. Poli Vinil Poli Pirolidan

. Rastgele Cogaltilmig Polimorfik DNA
. Ribozomal DNA

. Restriksiyon Fragmenti Uzunluk Polimorfizmi
. Riboniikleik Asit

. Ribozomal RNA

. Tris-Asetik asit-EDTA

. Thermus aquaticus

: Tris-EDTA

. Tastyict RNA

Mikrolitre
XI



1. GENEL BiLGILER

1.1. Giris

Doronicum L. (Asteraceae) ¢ok yillik otsu bitkilere sahip bir cinstir. Biiyiik sar1
cicekleriyle dikkat ¢eken bu cinsin tiirleri kaplanotu, Okiizgdzii papatyas: gibi farkl
isimlerle anilmaktadir (Tekin, 2007; Tuzlaci, 2006). Asya’dan, Avrupa ve Afrika’ya kadar
genis bir alanda yayilis gOstermesine ragmen tiir sayisinin az olmasi, farkli ekolojik
kosullara uyum yeteneklerinin yiiksek olmasindan kaynaklandigini diisiindiirmektedir.
Bugiinkii verilere gore bu cins diinyada yaklasik olarak 26 tiir ile temsil edilmekte ve
bunlarin 6nemli bir kism1 {ilkemizde de yayilis gostermektedir. Bu durum cinsin énemli
yayilis alanlarmdan birinin iilkemiz oldugunu géstermektedir. Ulkemiz tiirlerini kaleme
alan Edmondson (1975)’e gore iilkemizde yayilis gosteren takson sayisi 14’tiir. Bunlarin
6’s1 onemli gen kaynaklarimiz arasinda yer alan endemik taksonlardir.

Doronicum cinsine ait taksonlar daha ¢ok ormanlik bolgelerden, nemli veya kayalik
alanlara ve su kaynaklarina yakin yerlerden yiiksek alpin alanlara kadar ¢ok farkli ekolojik
kosullarda yayilis gosterebilmektedirler.

Ulkemizde yayilis gdsteren Doronicum cinsine bagh tiirlerden endemik olanlar
yasam alan1 bakimindan oldukg¢a smirli bir yasam alanina sahipken, diger tiirleri nispeten
daha genis alanlarda yayilis gostermektedirler. Yasam alan1 bakimindan hem iilkemizde
hem de diger iilkelerde en dikkat ¢eken tiirlerden biri D. orientale Hoffm.’dir. D. orientale
Dogu Akdeniz bolgesi basta olmak iizere Sicilya’dan Suriye’ye oradan Kafkaslar’a kadar
uzanan ¢ok genis bir cografyada yayilis gosteren bir tiirdiir. Ulkemizde ise basta Orta ve
Kuzey Anadolu olmak iizere, hemen hemen tiim tilkemizde yayilis gostermektedir. Yasam
alanlar1 50-2000 m yiikseklige kadar olan daha ¢ok dere kenarlari, orman alt1 ve nemli
alanlardir (Alvarez, 2003).

Cok farkli habitatlarda yayilis gosterebilen D. orientale sistematik ac¢idan da oldukga
degisken oOzelliklere sahiptir. Tiir lizerinde gergeklestirilen/gergeklestirilecek sistematik
calismalardan elde edilen/edilecek bilgiler hem cinsin hem de tiiriin sistematik durumunu
daha da somut hale getirecektir. Doronicum cinsi tizerinde su ana kadar gerceklestirilmis
onemli ¢alismalardan biri de Cavillier (1907,1911) tarafindan yapilan taksonomik revizyon

caligmalardir. Kullanilan karakterlerin  yetersizligi ¢alismanin cinsin  taksonomik



problemini ¢dzmede sinirli kalmasina sebep olmustur. Bu nedenle daha sonraki yillarda
Doronicum cinsi tizerinde ¢ok sayida kapsamli ¢aligmalar yapilmistir. Bunlar arasinda son
yillarda taksonomik problemlerin ¢éziimiinde 6nemli verilerin elde edildigi baz1 molekiiler
calismalar da mevcuttur (Alvarez, 2001). Alvarez (2001) yaptig1 ¢alismada, tilkemizde de
yayilig gosteren bazi Doronicum taksonlarini da kullanmistir. Bu ¢alisma disinda Dogu
Karadeniz Bolgesinde yayilis gosteren Doronicum tiirleri biyosistematik yonden
arastirtlmis ve taksonomik ¢6ziime kavusturulmaya calisilmistir (Umdu, 2005). Ancak
tilkemiz tiirleri bir biitiin olarak ele alinmadigi i¢in cinsin iilkemizdeki sistematik durumu
heniiz tam olarak ¢6zlime kavusturulmus degildir.

Gliniimiizde bitki tiirlerinin tanimlanmasi, tiir i¢i ve tilirler arasi varyasyonlarin ortaya
konulabilmesi igin molekiiler tekniklerden ve verilerden sik¢a yararlanilmaktadir. D.
orientale tiirii ile ilkemizde yayilis gosteren diger tiirler lizerinde bugiine kadar s6z konusu
teknikler kullanilarak gergeklestirilmis bir calisma mevcut degildir. Bununla birlikte tiir ici
varyasyonun ortaya ¢ikartilmasi i¢in son yillarda farkli popiilasyonlar iizerinde
gerceklestirilmis birgok molekiiler ¢alismalar mevcuttur. Bu tiir ¢alismalarda, genomik
DNA iizerinde yer alan nrITS (Internal Transcribed Spacers) bolgesi ve yine genomik
DNA fiizerinde yer alan polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) araciligi ile ¢ogaltilan belli
uzunluktaki bolgeler kullanilmaktadir. ITS bdlgeleri, bitkilerdeki molekiiler sistematik
caligmalarinda son yillarda siklikla kullanilan bir bolge haline gelmistir (Baldwin vd.,
1995). Bu bolgelerin gogaltilip baz gesitliliginin ortaya ¢ikartilmasi taksonlar arasindaki
farkliliklarin ve akrabalik derecelerinin belirlenmesinde olduk¢a 6nem arz etmektedir. Tek
kisa ve rastgele primerler kullanilarak, bilinmeyen DNA dizilerinin gogaltilmasi
prensibine dayali bir teknik olan RAPD, tek bir baz degisikligi dahil olmak tizere farkli
seviyelerdeki DNA g¢esitliliklerini tespit ederek tiir icinde ve tiirler arasinda varyasyonlarin
belirlenmesinde son yillarda kullanilan ekonomik ve hizli bir teknik olmustur (Carlson vd.,
1991; Roy vd., 1992; Bardake1, 2001).

Calisma konusunu olusturan D.orientale tiirii Dogu Akdeniz’den Kafkaslar’a kadar
uzanan ¢ok genis bir alanda yayilis gostermektedir. Bu durum tiiriin farkli cografik ve
ekolojik kosullarda adapte olabilen bir ¢ok popiilasyon ile temsil edilmesiyle sonuglanir.
D. orientale’nin tlkemizdeki yayilis1 ise daha ¢ok Kuzey Anadolu’da yogunlasmakla
beraber, hemen hemen tiim Anadolu’yu kapsamaktadir. Bu c¢alismada iilkemizin {i¢ farkli
bitki cografyasinin kapsadigi alanlarda yayilis gosterebilen ve iilkemizin Doronicum

cinsine ait en genis yayilish tiirii olan D. orientale nin ¢ok sayida popiilasyonu ¢esitli



molekiiler teknikler (nrDNA ITS ve RAPD) kullanilarak incelenmesi ve boylece tiir igi

molekiiler varyasyonun ortaya ¢ikartilmasi amaglanmaktadir.

1.2. Literatiir Ozeti

Doronicum, Asteraceae familyasina ait ¢ok yillik otsu bitkilere sahip bir cinstir. Bu
cins Kuzey Afrika, Avrupa, Giiney ve Orta Asya’da yayilis gosteren 26 tiir ve 4 alttiir ile
temsil edilmektedir (Alvarez, 2003). Tiirkiye’de ise 6’s1 endemik olan 14 tiir, Orta ve
Kuzey Anadolu’da genis yayilisa sahiptir. Ulkemizde bulunan Doronicum tiirleri genel
olarak alpin ve subalpin bolgelerde, dere kenarlarinda, kayalik yerlerde ve orman altlarinda
bulunmaktadir (Edmondson, 1975).

Doronicum, Asteraceac familyasinin Senecioneae tribusuna ait bir cinstir
(Cronquist, 1968). Doronicum cinsinin taksonomik problemleri tarih boyunca degisik
sekillerde ele alinmig ve bir¢ok ¢aligsma ile ¢oziilmeye calisilmistir.

Linnacus’den daha Onceki bazi arastiricilar Senecio, Aster ve Arnica cinslerinin
tirlerini de Doronicum cinsine ait olarak kabul etmislerdir. Fakat Linnaeus (1753),
Doronicum’u miistakil bir cins olarak tanimlamis ve 4 tiirden olustugunu belirtilmistir.
Ancak Linnaeus (1753)’nin belirttigi bu 4 tirden yalmzca D. pardlianches L. ve D.
plantagineum L. hala Doronicum cinsi iginde yer almaktadir. Linnaeus tarafindan Arnica
cinsine dahil edilen Arnica scorpioides L. tiirii, Lamarck (1786), tarafindan Doronicum
cinsine dahil edilmistir. Arnica ve Doronicum cinslerinin morfolojik olarak birbirlerine
yakin oluslart bu iki cinsin karistirilmasina neden olmustur. Fakat Nordenstam (1977),
tarafindan aken, anter ve polenlerin mikromorfolojik olarak incelenmesiyle Arnica cinsi
Senecioneae tribusundan ayrilmistir (Alvarez, 2003).

Doronicum cinsinin bazi tiirlerinde aken morfolojisinin farkli oldugu bilinmektedir.
Bu durum cinsin taksonomik tarihinde 6nemli bir 6zelliktir. Lamarck (1786), cinsin bu
Ozelliginden yararlanarak heterokarpelli ve homokarpelli tiirleri sirasiyla arniques ve
doronics olarak ayirmistir. Necker (1790), ise Aronicum cinsini homokarpelli tiirlere dahil
etmis ve bu smiflandirma 19. yiizyilda bir¢ok arastirmaci tarafindan kabul gérmiistiir
(Alvarez, 2003). Bazi aragtirmacilar ise Aronicum’u Doronicum’un bir alt seksiyonu olarak
kabul etmislerdir (Alvarez, 2003). Smiflandirmanin bu kadar karmagik olmast1 Bentham ve
Hooker (1873) tarafindan Aronicum’un Doronicum cinsinin sinonimi olarak kabul

edilmesiyle son bulmustur. Cassini (1817), Grammarthron cinsini G. biligulatum ve G.



scorpioides adli iki tiirden olustugunu belirtmis fakat gliniimiizde bu tiirler Doronicum
cinsine dahil edilmistir (Alvarez, 2003). De Candolle (1836), tarafindan tanimlanan
Fullartonia’ ya ait F. kamaonensis tiirii giinlimiizde D. kamaonense (DC.) Alv. Fern olarak
kabul edilmistir. Ayrica de Candolle (1838), Doronicum cinsini Eudoronicum ve
Chromochaeta olmak iizere 2 farkli seksiyona ayirmistir. Fakat Maguire (1943),
Chromochaeta seksiyonuna ait D. linifolium (Wall.) DC. tiiriinii yaptig1 ¢alismalarla
Senecio cinsine aktarmistir (Alvarez, 2003).

Cavillier (1907, 1911), tarafindan Doronicum cinsine ait revizyonal iki ¢alisma
yapitlmistir. Bu calismalarinda basta tiily karakterleri olmak tizere degisik morfolojik
karakterleri kullanmistir. Alvarez (2003)’e gore Cavillier’in kullandig1 karakterlerin cinsin
smiflandirilmasinda ayirt edici nitelik tasimamasi bu ¢alismanin simirli kalmasina neden
olmustur.

Cavillier (1907, 1911), Doronicum ile yaptigi c¢aligmalarmi iki kisimda
gerceklestirmistir. Birinci kistm  homokarpelli tiirleri igerirken, ikinci kisim ise
heterokarpelli tiirleri igermektedir. Fakat Cavillier’in yaptig1 bu c¢aligmalarda, kullandig:
karakterlerin dogal gruplar olusturmadigi kanaatine vararak yeni bir simiflandirma
onermistir. Boylece Doronicum cinsini 3 seksiyon, 7 altseksiyon ve 34 tiire ayirmistir
(Caviller, 1911). Doronicum cinsi iizerine yapilan farkli ¢alismalar Cavillier’in kullandig1
karakterlerin farkli tiirlerin ortak o6zelligi oldugunu ve bu smiflandirmanin gecerli
olamayacagimi belirtmektedir (Alvarez vd., 2001). Cavillier’in bu ¢aligmalarindan sonra
cinsin i¢inde bazi taksonomik degisiklikler olmus ve yeni tiirler tanimlanmistir. Ayrica
yeni bir altseksiyon olusturulmus (Edmondson, 1978) ve bazi yeni diizenlemeler
yapilmustir. Biitiin bu ¢alismalara ragmen cinsin taksonomik problemlerinin tam olarak
¢ozildiigli soylenememektedir (Alvarez, 2003).

Her ne kadar Cavillier (1907, 1911)’in yaptig1 siniflandirmalarin eksik yanlari olsa
da baz1 arastirmacilar tarafindan kismen desteklenerek tekrar kullanilmistir. Willkomm ve
Lange (1870), Rus Florasinda yaptiklar1 siniflandirmada Cavillier’in ¢alismasindan
yararlanarak Doronicum cinsini Aronicum ve Pardalianches olmak tizere 2 seksiyona
ayirmiglardir. Edmondson (1978) ise, Cavillier’in ¢alismasini temel almis fakat monotipik
bir altseksiyon olan Isaurica’y1 tanimlamistir (Alvarez, 2003).

Doronicum’un  taksonomisindeki karmasikligini  agikliga kavusturmak igin
morfolojik ve molekiiler bazi ¢aligmalar da yapilmistir. Cinse ait bazi tiirlerin lektotipleri

belirlenmis ve cinse ait bazi tiirler yeniden diizenlenerek cinsin sorunlar1 ¢oziilmeye



calistlmistir (Alvarez ve Nieto, 1997, 1999). Ayrica cinsin morfometrik karakterleri g6z
oniinde bulundurularak 5 ana grup altinda incelenmis ve analizi yapilan karakterler ile
cinsin taksonomisine katkida bulunulmustur (Alvarez ve Nieto, 2001).

Doronicum tizerinde yapilan ¢alismalarda genellikle morfolojik karakterler ile sorun
¢oziilmeye calisilmistir. Alvarez (2003), yaptigi bir ¢alisma ile Doronicum cinsinin
morfolojik, nrITS, cpDNA trn-L karsilastirmalar1 baz alinarak yapilan filogenetik analiz ile
cinsin taksonomik problemine farkli bir bakis acis1 kazandirmistir. Bu ¢aligmanin sonuglari
ile Doronicum’un Senecioneae tribusunda olmasinin dogrulugu molekiiler verilerle
kesinlik kazanmis ve cinsin filogenetik yapisina molekiiler verilerle katki saglanmistir.

Cins iizerinde yapilmis calismalarda cinsin taksonomik problemi iizerinde sikca
durulmustur. Anatomik, sitolojik, palinolojik, biyokimyasal ve molekiiler ¢aligmalar ile
taksonomik problemler giderilmeye calisilmistir.

Asteraceae familyasina ait bir¢ok cins anatomik olarak incelenmesine ragmen, heniiz
Doronicum igin kapsamli bir anatomik g¢alisma yapilmamistir. Bununla birlikte Dogu
Karadeniz’de yayilis gosteren Doronicum tiirlerinin anatomik olarak incelenmesiyle cinsin
kok, govde ve yaprak enine kesitleri ile yaprak yiizeysel kesitleri ayrintili olarak ele
alimmistir. Yapilan bu calismayla cinsin anatomisinin familyanin genel 6zellikleri ile
uygunluk gosterdigi ve belli seviyelerde tiirler arasi bazi anatomik farklarin var oldugu
ortaya konulmustur. Ancak bu veriler heniiz yayinlanmamistir (Umdu, 2005).

Doronicum {izerinde yapilan sitolojik ¢aligmalar da bulunmaktadir. Senecioneae
grubu i¢in karakteristik olan temel kromozom sayisi (x=30) Doronicum cinsi igin de kabul
gormektedir (Bremer, 1994). Fakat baz1 arastiricilar temel kromozom sayisinin x= 10
oldugunu ileri stirmektedirler (Ma’jovsky’ ve Mury’n,1987). Fakat yapilan kromozom
sayimmlarinda 30’un katlar1 oldugu rapor edilmistir ve bu durum temel kromozom sayisinin
x=30 oldugunu fikrini desteklemektedir. Bununla beraber, yapilan bircok ¢alismada cinste
poliploidinin yaygin oldugu tahmin edilmektedir (Alvarez, 2003). Ulkemizde ise Dogu
Karadeniz’de yayilig gosteren 9 Doronicum tiirli {izerinde yapilan sitolojik bir caligmada
bu taksonlardan 5 tanesinin ilk kez kromozom sayimlari yapilmistir (Umdu, 2005).
Yapilan bu ¢alismada kromozom sayilarinin 42-60 arasinda degistigi rapor edilmis ve elde
edilen bu sonucun 6nceki verilerle tutarli oldugu belirtilmistir.

Cinsin taksonomik sorunlarini ¢dzmeye yonelik bagvurulan alanlardan biri de
palinolojik calismalardir. Palinolojik 6zelliklerden polen yiizey siisleri, apertiir sayisi ve

sekli, ekzin tabakalanmasi gibi temel Ozellikler taksonomik amaclarla cins i¢inde



kullanilmistir (Takhtajan, 1980). Yapilan bir ¢alisma ile lilkemizde yayilig gosteren bazi
Doronicum tiirlerinin belirtilen palinolojik &zellikleri ortaya konulmustur. Yapilan bu
calismayla, Astereceae familyasi i¢in karakteristik olan polen 6zelliklerinin Doronicum
icin de gegerli oldugu belirtilmis ve c¢alisilan Doronicum taksonlarinin polenlerinin
morfolojik olarak birbirine benzer oldugu belirtilmistir (Umdu, 2005).

Son yillarda biyokimyasal veriler taksonomik ve filogenetik iligkilerin tespiti i¢in
stk¢a kullanilmaya baslanmistir. Doronicum tiirlerinin kimyasal igeriklerinin incelenmesi
ile cinse ait tiirlerin pirolidzin alkaloidi igerdikleri ortaya konulmustur (Dharmananda,
2001). D. helveticum Miller (Senecio doronicum) taksonu pirolidzin alkaloidi igeren tibbi
bitkiler olarak taninmaktadir (Roder, 1995). D. macrophyllum Fisch. (Bolhmann ve Grenz,
1979), D. pardalianches (Bolhmann ve Abraham, 1979), D. hungaricum Rchb. (Bolhmann
vd., 1980) ve D. grandifolium Lam. (Reynald ve Raynaud, 1984, 1986; Reynaud vd.,
1985) taksonlar1 ile yapilan ¢alismalar ile taksonlarin kimyasal igerikleri ortaya
konulmugtur. Doronicum taksonlarmin  kimyasal yapisindaki alkaloidin  varligi
Senecioneae tribusunun karakteristik bir 6zelligi oldugu i¢in cinsin bu tribusa ait oldugunu
desteklemektedir (Robins, 1977). D. oblongifolium DC. ve D. austriacum Jacq. ile yapilan
calismalarla taksonlarin taksonomik belirte¢ olarak kullanilabilecek igerikleri incelenmistir
(Alieva ve Omurkamzinova, 1979; Abyshev vd., 1982). Endemik bir tiir olan D. corsicum
(Loisel.) Poir. lizerinde yapilan caligsmayla tiirlin baz1 yag asidi icerikleri belirlenmistir
(Paolini vd., 2007). Sirbistan’daki D. austriacum Jacq. subsp. giganteum (Griseb.) Stoj. et
Stef. taksonunun temel yag asidi igerigi tespit edilmistir (Lazarevic vd., 2009). Ulkemizde
ise D. orientale, D. bithynicum subsp. J.R. Edmondson sparsipilosum J.R. Edmondson ve
D. macrolepis Freyn. & Sint. taksonlarinin yaprak, ¢icek ve govdelerinden elde edilen
temel yag asitleri karsilagtirmali olarak calisilmis, taksonlar arasindaki farkliliklar ortaya
konmustur (Akpinar vd., 2009).

Doronicum cinsine ait bazi tiirler gosterisli ¢igeklere sahip olmasindan dolay1 siis
bitkisi olarak kiiltiire alinmistir (Worsley, 1898). Ozellikle Avrupa ve Asya’da subalpin
kusakta yayilig gosteren D. austriacum siis bitkisi olarak yetistirilmektedir (Novak, 1965).

Doronicum tiirlerinin tibbi 6zelliklere sahip oldugu ve bitkilerin ¢igek durumunun
astim tedavisinde kullanilabilecegi belirtilmistir (Réder, 1995). Ayrica D. pardalianches’e

ait rizomlarin epilepsi tedavisinde kullanildig1 rapor edilmistir (Pobedimova, 1995).



Doronicum tiirleri, siis bitkisi ve tibbi 6zelliklerinin yan1 sira arilar ve bocekler igin
onemli bir polen ve nektar kaynagidir. Bu sebeple aricilik ile ugrasanlara Doronicum
tiirlerinin korunmasi ve yetistirilmesi tavsiye edilmektedir (Hooper ve Taylor, 2002).

Calisma konusunu olusturan D. orientale, Dogu Akdeniz bdlgesi basta olmak {izere
Sicilya’dan Suriye’ye kadar ve Kafkaslarda genis bir yayilis alanina sahiptir (Alvarez,
2003). Tir, kayalik nemli bolgelerde ve dere kenarlarinda 50-2000 m yiikseklige kadar
yayilis gostermektedir. Ulkemizde ise Dis ve Orta Anadolu’da yogun bir yasam alanina
sahiptir (Edmondson, 1975).

D. orientale iizerinde yapilmig farkli bir¢ok ¢alisma da mevcuttur. Tiir ilk olarak
1808 yilinda D. orientale Hoffm. ve D. caucasicum Bieb. olarak farkli iki bitki seklinde
tamimlanmus; fakat Wildenow (1809) tarafindan bu durum diizeltilerek D. orientale olarak
adlandirilmis; D. caucasicum ise sinonimi olarak kabul edilmistir.

D. orientale ile yapilan sitolojik ¢alismalar da mevcuttur. Tiiriin kromozom sayisi
Lindqvist (1950) tarafindan kaydedilmistir. Fakat tir D. cordatum Schultz olarak
belirtilmis ve Baksay (1956) tarafindan ayn1 isimle kromozom sayimi yapilmistir. Strid ve
Anderson (1985) tarafindan da D. orientale’ nin kromozom sayilar1 2n=60 olarak rapor
edilmistir. Umdu (2005) ise yaptigi g¢aligmada tiirin kromozom sayisinin 2n=42-60
oldugunu bulmus ve aragtirma sonucunun elde edilen diger sonuglarla benzerlik
gosterdigini belirtmistir.

Hirvatistan florasinda nadir bir tiir olarak tanimlanan D. orientale 1958 yilinda
c¢ikarilan bir kanunla koruma altina alinmistir. Fakat Tomasevic vd. (1999)’un yaptig1 bir
calismayla D. orientale’nin iilke sinirlar1 igerisinde 2 farkli yasam alani daha bulundugu
belirlenmistir.

Yapilan bir ¢alisma ile D. orientale’nin palinolojik 6zellikleri de incelenmistir. Tiire
ait polen seklinin sferoidal oldugu belirlenmis ve en belirgin 6zelliginin trikolporat oldugu
belirtilmistir. Bu ¢alismada D. orientale’nin kolpus sinirlarinin profil ve polar diisiiste
oldukga belirgin oldugu rapor edilmistir (Umdu, 2005).

Ulkemizde yapilan bir ¢alisma ile D. orientale, D. bithynicum subsp. sparsipilosum
ve D. macrolepis taksonlarinin temel yag asidi igerikleri karsilastirilarak incelenmistir.
Yapilan bu calisma ile taksonlara ait ¢icek ve govde-yaprak icerikleri belirlenmistir.
Incelenen kimyasal igerikte her 3 taksonda da ana bilesim maddesinin terpen gesitleri
oldugu belirlenmistir. Elde edilen verilerde D. orientale’nin diger iki taksona gore

kimyasal i¢eriginin farkli oranlarda oldugu rapor edilmistir (Akpinar vd., 2009).



Doronicum cinsine ait tiirlerin dogada hibritlerine de rastlanmistir. Cinse ait 8 hibrit
tiirtin oldugu belirtilmektedir. Bu hibritlerin yarisinin ebeveyn tiiriiniin D. columnae Ten.
ya da D. orientale oldugu varsayilmaktadir. Bu iki yakin tiir arasindaki hibritlesmenin
gerceklesme olasiligi diisiik olsa da yapilan bir ¢alismayla dogada bu hibridin varligina
rastlanilmistir. Peruzzi vd. (2011)’in yaptig1 bu ¢alismada D. orientale ve D. columnae’nin
hibriti olan Doronicum x minutilloi’ nin morfolojik, karyolojik ve molekiiler 6zellikleri
(trnL-trnF IGS) incelenmistir. Calisma sonucunda taksonun morfolojik ve karyolojik
Ozelliklerinin D. columnae’ye, molekiiler ozelliklerinin D. orientale’ye ait oldugu
belirlenmistir.

Yukarida 6zetlenen g¢alismalarin disinda D. orientale tizerinde gergeklestirilen diger
calismalar bitkinin yerel kullanmimlar ile ilgilidir. Tiiriin taze koklerinin izmir ve gevre

bolgelerde kisirliga karsi kullanildigi rapor edilmistir (Baytop, 1999).

1.3. Molekiiler Sistematik

Gliniimiizde bitki tiirlerinin tanimlanmasi, tiir i¢i ve tiirler aras1 varyasyonlarin ortaya
konulabilmesi i¢in molekiiler tekniklerden ve verilerden sikga yararlanilmaktadir.
Molekiiler biyolojideki son gelismeler, tiire 6zgii gen bolgelerinin belirlenmesiyle bitki
tirlerinin tanimlanmasina imkan vermektedir. Buna yonelik olarak, ntDNA’nin ITS
bolgeleri, molekiiler bitki sistematigi calismalarinda siklikla incelenen genomik veriler
arasinda yer almaktadir. Yapilan g¢alismalar sonucu ITS bolgelerinin cins ve tiir igi
seviyelerde ileri derecede korunmus olan ntDNA gen boélgeleri arasinda yer aldig1 ortaya
konmustur (Baldwin vd., 1995).

Genomik DNA {izerindeki ntDNA bdélgeleri, ¢coklu kopyalar ve ardigik siralanmig
tekrarli diziler seklinde bulunur. Sekil 1°de, bu bolgelerin genel yapist ve genomik DNA

tizerindeki yerlesimleri goriilmektedir.



ITS1T ITS2

Sekil 1. ITS bolgelerinin genomik DNA iizerindeki yerlesimi

nrDNA tekrarlari; genomik DNA’nin NOR (Niikleolar Organizer Region)
bolgelerinde yerlesmistir. 18S (kiigiik alt birim), 5,8S ve 28S (biiyilk alt birim) alt
birimlerinden olusur. Bu bélgeler, ntDNA’nin diger alt birimleri ile birlikte transkribe
edilmektedir (Baldwin vd., 1995). Bu ITS bolgeleri, rDNA gen bdolgelerine baglanabilen
evrensel primerler kullanilarak PCR ¢alismalariyla kolayca elde edilebilir. Bu amagla
kullanilan evrensel ITS (ITS2, ITS3, ITS4 ve ITSS) primerlerinin tDNA iizerindeki

baglanma yerleri Sekil 2°de gosterilmistir.

8 1GS>

Sekil 2. ITS primerlerinin rDNA {izerindeki baglanma yerleri

Okaryotik organizmalarda 5,8S gen bdlgesi, ¢ogunlukla ITS bolgeleri ile birlikte
degerlendirilir. Biitiin bolgenin toplam uzunlugu yaklasik 700 bp kadardir. Bu bdlgelerin
korunmus ntDNA gen bolgelerine gore daha fazla degiskenlik gosterdigi kanitlanmastir.

ITS1 ve ITS2 bolgelerinin filogenetik a¢idan sunduklar1 veriler farkli diizeydedir. Bu
bolgelere dayali analizlerde ITS1 verileri, daha fazla filogenetik ¢oziimler sunmaktadir ve
niikleotid icerigi ITS2’ye gore % 29 daha degiskendir. Bu bolgeler, rDNA’nin olgun 18S,
5,88 ve 288 alt birimlerinin olusumu siirecinde gorev almaktadir (Baldwin vd., 1995).

ITS1 ve ITS2 bolgelerinin, yakin akraba olan taksonlarin karsilagtirilmasindaki
kullanislilig1 nedeniyle, 1990’11 yillarda hizli bir sekilde ¢alisilmaya baslanmistir. Mevcut

veriler, ITS baz dizilerinin, Angiosperm’lerde degisik seviyelerde filogenetik agidan
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kullanishi oldugunu gostermektedir. Bu veriler, genetik siiriiklenmelere yonelik etkili
sinyaller ortaya koymaktadir (Baldwin vd.,1992).

Bazi bitki gruplarinda ITS1 ve ITS2’de yiiksek oranda varyasyonla karsilasilirken,
bazilarinda ise, niikleotit varyasyonunun kii¢iik bir dizisine rastlanilmaktadir. Toplam
DNA degerlendirmelerinde; ¢ogu gruplarda ITS dizinlerinin, cpDNA baz dizinlerinden ¢ok
daha fazla degiskenlik gosterdigi ve daha bilgilendirici oldugu sonucuna varilmistir
(Baldwin vd., 1999).

Giliniimiizde bitki sistematiginde kullanilan bir diger molekiiler teknik ise RAPD
(Rastgele Cogaltilmis Polimorfik DNA) yontemidir. Bu teknik 9-10 baz uzunlugunda bir
primer yardimi ile baglatilan genomik bir kalibin analizine dayali bir Polimeraz Zincir
Reaksiyonudur. RAPD teknigi sadeligi, kullanisli olmas1 ve getirdigi pek cok avantaj
nedeniyle biiylik ilgi gérmiis ve ¢ok sayida arastirmaci tarafindan kullanilmistir. Yontem
polimorfizm sayisinin sinirsizligl nedeni ile ¢ok sayida karakterin belirlenmesine olanak
saglamaktadir (Arif vd., 2010).

RAPD tekniginin en biiylik avantaji ilgilenilen taksonun genleriyle ilgili herhangi bir
on bilgi gerektirmemesidir (Williams vd., 1990). Cogaltmada tiim organizmalar i¢in ayni
oligoniikleotit primer seti kullanilabilmektedir ve bu oligoniikleotit 6zgiin bolgelere
rastgele baglanarak ¢ogaltma yapmaktadir (Welsh vd.,1990). Bir primerle, farkli bitkilerin
genomik DNA’lar1 farkli olacagindan, olusacak RAPD belirtegler farkli olacaktir. Bu
farklilik organizmalarin karsilastirilmasini  saglamaktadir. Kullanilan primer sayisi
arttirildikca elde edilen bant sayist da artacaktir (Williams vd., 1990). Bu a¢idan yakin
tiirleri ayirmada oldukg¢a duyarlidir. Genomlar arasinda RAPD belirteclerinin farkliliginin
nedenleri, primer baglanma bolgesini degistiren tek baz degisiklikleri ya da
inversiyonlar/delesyonlar olabilecegi gibi, amplifikasyona imkan vermeyecek sekilde
primer baglanma bdlgelerini ayiran genomik dizilerde meydana gelen inversiyonlar da
olabilmektedir (Parmaksiz, 2004).

RAPD belirtegleri; genetik haritalarin yapiminda (Martin vd., 1991), popiilasyon
yapisinin  genetik analizi ve soyagaclarmin olusturulmasinda (Dweikat vd., 1993),
filogenetigin tahmininde (Halward vd., 1992) ve popiilasyon dinamiginin g¢alisiimasi
(Fritsch ve Rieseberg, 1992) gibi farkli alanlarda sik¢a kullanilmaktadir.

Popiilasyon calismalar fertlerin benzerlik ve farkliliklarinin kaynaklandigi durumlari
belirlemede olduk¢a 6nemlidir. Bunun yam sira popiilasyon i¢i ve popiilasyonlar arasi

varyasyonlarin sebepleri aragtirilarak adaptasyon ve tiirlesme gibi durumlar acikliga
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kavusturulmaya c¢aligilir. Bireylere ait genotipler bulunduklari yere ve sartlara gore
zamanla belirginlesirler. Genetik yapt mutasyon, gocler ve genetik siirliklenme gibi
mekanizmalarin da bir sonucudur. Ekolojik faktorler iiremeyi ve yayilmayi etkileyerek
genom iizerindeki degisiklerde farkli sekillerde rol oynamaktadir (Eriksson, 1993).
Ozellikle iireme genetik yapiyr diizenleyen ve gelecek kusaklara aktaran en Onemli
unsurdur. Bdylece poplilasyon i¢i ve popiilasyonlar arasi genetik yapt bu sekilde
belirginlesir (Barret ve Kohn, 1991; Loveless ve Hamrick, 1984).

Hindistan’da yapilan bir calismayla endemik bir tiir olan Commiphora wightii
(Arn.) Bhandari nin farkli popiilasyonlari arasindaki ntDNA ITS boélgeleri karsilastirilarak
farkliliklar ortaya konulmaya calisilmistir. Calismadan elde edilen verilere gore tiiriin
farkl1 popiilasyonlar1 arasindaki ITS bolgelerinin farkliligr tiirlin habitat kaybindan ve
apomiktik 6zellik kazanmasindan kaynaklandigi belirtilmistir (Haque vd., 2009).

Yapilan bagka bir ¢aligmada ise, Panax assamicus Ban. tiiriiniin 3 farkli cografik
bolgeden toplanan 20 popiilasyonunun ITS bolgeleri karsilastirmali olarak incelenmistir.
antropolojik etkilerden kaynaklanan cografik siniflandirma nedeniyle tiiriin popiilasyonlari
arasindaki farkliligin meydana geldigi belirtilmistir (Pandey ve Ali, 2012).

Genler arasindaki cografik varyasyon farkliliklar1 ¢ogu kez farkli yerlerde yasayan
popiilasyonlar arasinda olusur. Cografik varyasyon, segici baskilarin farkliliklar1 ya da
genetik stirliklenme nedeniyle olabilir. Birgok tiirde popiilasyonlar arasindaki farkliligin
sebebi gen akis1 frekansi, dollenme sistemi, polinatdr, ekolojik ve iklimsel faktorlerle
aciklanmigtir (Dittbrenner vd., 2005).

Yapilan bir caligmada Lathyrus sativus L.’un 5 farkli popiilasyonu arasindaki RAPD
varyasyonu arastiritlmistir. Her popiilasyon i¢in segilen 10 birey iizerinden 5 farkli primer
denenmis ve 73 polimorfik bant elde edilmistir. Caligmanin sonucunda elde edilen veriler
popiilasyonlar arasindaki genetik farkliligin varligimi belirterek bu durumun cografik
uzakliktan kaynaklandigini ortaya koymustur ( Nosrati vd., 2012).

Bellis perennis L.’nin 4 farkli popiilasyonu iizerinde polen ve RAPD analizi
gerceklestirilmistir. Bu calismada kullanilan 40 RAPD primerinden 12’si polimorfik
bulunmus ve polimorfizmin %45-79 arasinda degistigi bulunmustur. Calisma sonucunda
farkli ekolojik sartlara sahip 4 farkli popiilasyon arasindaki varyasyonun onemli derecede
oldugu belirtilmistir (Kalaycioglu vd., 2010).


http://en.wikipedia.org/wiki/George_Arnott_Walker_Arnott
http://en.wikipedia.org/wiki/Bhandari
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1.4. Doronicum Cinsinin ve D. orientale’nin Taksonomik ve Fitocografik
Durumu

Doronicum cinsi Asteraceae familyasina ait kapitulumunda hem dilsi hem de tiipsii
cigeklerin bulundugu Asteroideae alt familyasi1 ve Senecioneae tribusuna dahildir. Cins, 26
tiir ve 4 alttiir ile temsil edilen ¢ok yillik otsu bitkilerden olugsmaktadir (Edmondson, 1975).

Doronicum, Avrupa, Kuzey Afrika ve Asya’da yayilis gosterir. Dogal yasam alani
bulundugu yerler haricinde bazi Avrupa iilkelerinde kiiltiire alinarak yasam alanini
genisletmektedir (Alvarez, 2003). Ulkemizde ise 6’s1 endemik olmak iizere 14 tiir ile
yayilis gostermektedir (Edmondson, 1975). Genel olarak ormanlik bdlgelerde, nemli
alanlarda, su kaynaklarina yakin ve kayalik alanlarda deniz seviyesinden yaklagik 5000 m
yiikseklige kadar yayilis gostermektedir (Alvarez, 2003).

Calisma konusunu olusturan D. orientale, Dogu Akdeniz iilkelerinde ve iilkemizde
yogunlasarak genis bir yayilis alani olusturmus, Kafkaslar ve Avrupa’da yasam alani
bulmustur (Alvarez, 2003). Ulkemizdeki yogunlugu daha ¢ok Dis ve Orta Anadolu
bolgelerindeki kesimlerde goriilmektedir. Fakat aymi yogunluk dogu bdlgelerimizde
goriilmemektedir. Tiir, tilkemizdeki diger Doronicum tiirlerine nazaran ¢ok daha genis bir
yayilis alanina sahiptir (Edmondson, 1975). D. orientale’nin iilkemizdeki genel yayilisi

Sekil 3’te gosterilmistir.
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Sekil 3. D. orientale’nin Tiirkiye’deki yayilisi



2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Materyalin Temini ve Saklanmasi

Calismada kullanilan bitki materyali, 2004-2012 yillar1 arasinda Haziran-Temmuz
aylart arasinda yayilis gosterdikleri alanlardan toplanmistir. Toplanan Ornekler 13 farkl
sehre ait 19 farkli alandan temin edilmistir. Ayrica arastirmada Onceden toplanan ve
herbaryum 6rnegi haline getirilen 6rneklerde kullanilmistir. Toplanan 6rneklerde, olgun bir
bitkiye ait kisimlarimin bulunmasina dikkat edilmistir. Ayrica Ornekler toplanirken,
degisebilecek fakat teshis i¢in Onemli olan &zellikler ayrica kaydedilmistir.
Numaralandirilmis 6rnekler laboratuvarda presler igerisinde sikistirilarak kurutulmus ve
herbaryum Ornegi haline getirilmistir. Herbaryum 6rnegi halindeki 6rnekler, Karadeniz
Teknik Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Béliimii Herbaryumu’nda (KTUB)
saklanmaktadir. Arazi ¢alismasi sirasinda toplanan her Ornege numara verilmis ve o
ornekle ilgili toplama bilgileri kaydedilmistir. Arastirmada kullanilan tiim bitki

materyallerinin toplama bilgileri Tablo1’de, ve toplanan bolgeler Sekil 4’te verilmistir.

Tablo 1. Calismada kullanilan D. orientale drneklerine ait toplama bilgileri

Popiilasyon No Toplama Bilgileri

Dol A7 Trabzon: Arakli, Yaliboyu , Anayol Kenar1, 5 m, 2011.
Do2 AT Trabzon: Esiroglu, Gayretli Koyii, 211 m, 2011.

Do3 A7 Gumiighane: Artabel, Limni Golii, Altinpinar, 1600 m, 2009.
Do4 A4 Kastamonu: Senpazar, 959 m, 2004.

Do5 A4 Kastamonu: Azdavay, 872 m, 2004.

Do6 A2 Mugla: Yilanl Dagma Cikis, 1253 m, 2012.

Do7 B1Manisa: Spil Dagi, 703 m, 2011.

Do8 B3 Eskisehir: Catacik, Sarigam Ormani, 1350 m, 2011.

Do9 A4 Karabiik: Safranbolu, Mencilis Magarasi, 720 m, 2012.
Dol0 A2 (E) Istanbul: Belgrad Ormani, 150 m, 2012.

Doll A7 Giimiighane: Siran, Kirint1 Yaylasi, 2560 m, 2012.

Dol2 A7 Giimiighane: Siran, Kirmt1 Yaylasi, 2670 m, 2012.

Dol4 A7 Giimiishane: Kése Dagt, 1785 m, 2008.

Dol5 C3 Denizli: Honaz Dagi, 1446 m, 2010.

Dol6 A5 Sinop: Gerze- Sinop arasi, Lala Koyii Ustleri,187 m, 2012.
Dol7 C5-Adana, Pozanti, 1538 m, 2012.

Dol18 B1 Balikesir: Kazdagi, Zeytinlikten Cikis, 539 m, 2012.

Do19 B1 Balikesir: Kaz Daglar1 Milli Parki, 1168 m, 2012.

Do20 Al Izmir: Kemalpasa, Nif Dag1 Cikisi, 909 m, 2012.
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Sekil 4. Orneklerin toplandig1 noktalar

2.2. Teshis Calismalari

Morfolojik incelemeler herbaryum materyalleri {izerinden gergeklestirilmistir.
Teshisler Tiirkiye Florast (Edmondson, 1975) ve Avrupa Floras1 (Ferguson, 1976)’dan
yararlanilarak yapilmistir. Bitkiler 30-60 cm boyda, rizomun ug¢ kisimlar1 yiinsii sekilde ve
stolonludur. Alt kisimdaki gdvde yapraklar1 bazal yapraklara benzer sekilde veya
petiyolsiiz, semi-ampleksikual, tist kisimdaki gévde yapraklar ise ovat-eliptik veya ovat
lanseolat seklindedir. Govde yapraklar1 ¢ogunlukla kisa sapli salg tiiyliidiir. Fillariler ovat-

subulat, genellikle sivri ugludur. Tek kapitulum bulunmakla beraber korolla sar1 renktedir.
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Sekil 5. D. orientale Hoffm. a-Genel goriiniis, b-Herbaryum 6rnegi, c-Kapitulum

2.3. Molekiiler Calismalar

2.3.1. DNA izolasyonu

Arazi c¢alismalar1 sirasinda toplanarak numaralandirilmis her Ornekten DNA
izolasyonunda kullanilmak tizere saglikli taze yapraklar secilmis ve silika jel igerisinde
saklanmigtir. Arastirmada kullanilan bitkilerin DNA’s1 silika jelde kurutulmus taze
yapraklardan elde edilmistir. DNA izolasyonunda Doyle ve Doyle (1987) ve Giiltepe vd.
(2010) metodundan faydalanilmistir.

Bu yontem dogrultusunda kurutulan yapraklardan her bir 6rnek i¢in 0,025 g tartilarak
tek kullanimlik jilet yardimiyla tek kullanimlik aliiminyum folyo iizerinde dogranarak toz
haline getirilmistir. Toz haline getirilmis numuneler bir ependorf tiipiine aktarilmis ve
iizerine 6nceden hazirlanmis CTAB tamponundan 500 pl [20 ul EDTA, 50 pl Tris, 140 pl
NaCl, 100 ul CTAB, 190 ul H,O] eklenmistir. Bu haldeki ekstrakta her bir 6rnek igin 0,02
g PVPP (Poli Vinil Polipro Podilen) ve 2,5 ul B-merkapto etanol ilave edilmistir. Karisim
bir pipet yardimiyla homojen hale getirildikten sonra 65°C’de 4 saat bekletilmistir. Bu siire

igerisinde tiipler i¢indeki karigimin homojen olarak kalmasini saglamak ve ¢oziinmeyi
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kolaylastirmak i¢in zaman zaman alt iist edilmistir. inkiibasyon sonras1 tiipler buz iizerine
alimarak 1 dk sogumaya birakilmistir. Biitiin 6rnekler oda sicakliginda 10.000-14.000
rpm’de 5 dk santrifiij edilmistir. Santrifiij edilmis ornekler tizerine 500 pl kloroform
eklendikten sonra tiipler homojen olana kadar alt {ist edilmistir. Ardindan ayn1 hizda 5 dk
santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasi tiiplerdeki slipernatant kisim alinarak yeni tiiplere
aktarilmistir. Uzerine yeniden 500 pl kloroform eklendikten sonra tiipler 3-5 kez alt {ist
edilmis ve ayni1 hizda 5 dk daha santrifiij edilmistir. Santrifiij ardindan siipernatant kisim
alimarak bir Onceki asama aynen tekrarlanmis, daha sonra iist faz alinarak yeni bir
ependorfa transfer edilmistir. Tiiplerden hacmi en fazla olanin kapasitesi belirlenmis ve bu
hacim baz alinarak diger tiliplere esit oranda hacimlerinin % 8’1 kadar her tiipe 7,5 M’lik
amonyum asetat ilave edilmistir. Tiipler birka¢ kez alt iist edildikten sonra olusan son
hacmin % 54’1 kadar izopropanol ilave edilmis ve siispansiyon iyice karistirildiktan sonra
+4°C’ de en az 4 saat bekletilmistir (yapilan ¢aligmalarda en iyi sonug bir gece (18-24 saat
aras1) bekletildiginde elde edilmistir). Ornekler +4°C” de bir gece bekletildikten sonra 3 dk
onceki hizda (10.000-14.000 rpm) santrifiij edilmis ve siipernatant kisim atildiktan sonra,
seffaf pellet lizerine 1ml %70’lik etanol ilave edilmistir, seffaf pellet hareket edene kadar
tipler alt iist edilmis. Alkol ilave edilmis tiipler 3 dk Onceki hizda santrifiij edilip,
stipernatant dokiillir sonra tiim alkoliin uzaklastirilmasi i¢in tiipler kapaklari agik sekilde 15
dk 37°C’de (ya da oda sicakliginda 30-45 dk) kurumaya birakilmigtir. Daha sonra tiiplerde
bulunan DNA pelleti, 50 ul TE [10 mM Tris HCL, pH: 8,3, EDTA 1 mM, pH:8,0] ile
¢oziilmistiir. Pelletin tamamen ¢6ziilmesi i¢in ornekler, 15 dk 65°C’ de su banyosunda

tutulmustur.

2.3.1.1. Agaroz Jel Elektroforezinde Genomik DNA Tespiti

Orneklerden DNA izoleedilip edilmediginin belirlenmesi i¢in agaroz jel elektroforezi
yontemi kullanilmistir. Izole edilen DNA’ nin kontrolii, 7 pl izole edildigi farz edilen
DNA’ ya 5 ul yiikleme tamponu (%50 gliserol, %0,05 bromofenolblue, 0,2 M EDTA)
eklenerek agaroz jel ortaminda yapilmistir. On bes hiicreli jel tepsisi kullanilarak, %1°lik
agarozda, 1X TAE (Trizma Base, Glasial Asetik Asid, EDTA) tamponunda 15 dk siire ile
80 voltta yiiriitiilen 6rnekler, 0,25 pg/ml Etidyum Bromiir ile boyanmis ve UV 15181 altinda
goriintiileme cihazinda goriintiilenmistir. DNA’lar agaroz jel elektroforezi ile kontrol

edildikten sonra, + 4°C’de daha sonra kullanilmak tizere stoklanmustir.
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2.3.2. Cahisilan Bolgelerin PCR ile Cogaltilmasi

Stoklanmis DNA oOrneklerinden nrDNA ITS bolgeleri, evrensel ITS4 ve ITS5
primerleri kullanilarak ¢ogaltilmistir. Cogaltmada kullanilan evrensel primerlerin baz
dizinleri ITS4 ig¢in 5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3* ve ITS5 igin 5’-
GGAAGTAAAAGTCGTAACAAG G-3’ seklindedir. Cogaltma islemi asagidaki islem
siras1 takip edilerek gergeklestirilmistir. Cift zincirli DNA iizerinde bu bdlgelerin
cogaltilma islemi 200 ul’ lik tiiplerde; 10X’lik reaksiyon tamponundan 10 pl, 2,5 mM
MgCl,’den 3,5 ul, 0,25 mM dNTP’den 5’er pul (toplamda 20 ul), 50 ng/ul her bir primerden
1 ul, 0,25 pl Taq DNA polimeraz (Promega) ve yaklasik olarak 50—100 ng kalip DNA’dan
2 ul igeren karigim distile su ile 50 pl son hacme tamamlanarak gergeklestirilmistir.

Yapilan PCR denemeleri sonucunda belirlenen en uygun c¢ogaltilma sartlar
belirlenmis ve 33 dongiide gergeklestirilmistir. Bu dongii sirasiyla; 95 °C'de 1 dk DNA ¢ift
zincirinin ayrilmasi (6n denatiirasyon), 94 °C'de 1 dk DNA ¢ift zincirinin ayrilmasi (DNA
denatiirasyonu), 56 °C'de 30 sn primerlerin baglanmasi (annealing), 72 °C'de 40 sn DNA
sentezi (extension) 33 dongii ve 72 °C'de 5 dk son uzatma (final extension) seklinde
diizenlenmis ve PCR uygulamalari Biometra Personal Thermal Cycler cihazinda

gerceklestirilmistir.

2.3.3. Agaroz Jel Elektroforezinde PCR Uriinii Kontrolii

PCR iiriinli varhig1 agaroz jel elektroforezi yontemi kullanilarak kontrol edilmistir.
PCR firiinlerinin kontrolii genomik DNA kontroliinden farkli olarak dogrudan agaroz jel
ortaminda gerceklestirilmistir. On bes hiicreli jel tepsisi kullanilarak, % 1°lik agarozda, 1X
TAE (Trizma Base, Glasial Asetik Asid, EDTA) tamponunda 30-45 dk siire ile 80 voltta
yiiriitiilen 6rnekler, 0,25 pg/ml Etidyum Bromiir ile boyanmis ve UV 15181 altinda jel

gorlintiileme cihazinda goriintiilenmistir.

2.3.4. Baz Dizin Analizlerinin Gerg¢eklestirilmesi

PCR firiinlerinin sekans analizleri Macrogen firmasina (Kore) yaptirilmistir. Bu

okumalarin ilk asamasini PCR f{iriinlerin saflastirilmasi olusturmaktadir. Saflastirmadan
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sonra PCR iriinleri ITS1 ve ITS2 bolgelerinin dizinleri ITS4 ve ITS5 primerleri

kullanilarak gergeklestirilmistir.

2.3.5. Veri Analizlerinin Gerg¢eklestirilmesi

Macrogenden elde edilen ITS1 ve ITS2 bolgeleri niikleotit dizileri once Bioedit v.7.0
(Hall,1999) programi vasitastyla hizalanmistir. Daha sonra filogenetik analizler Molecular
Evolutionary Genetics Analysis (MEGA 4.0.2) program: (Tamura vd., 2007) ile
gergeklestirildi.

2.3.6. RAPD

RAPD i¢in daha once izole edilen ve stoklanmis DNA’lar kullanilmistir. Sicaklik
95°C’a yiikseltilerek DNA denatiire edildi. DNA c¢ogaltiminda, genomik DNA’nin belli
bolgelerine homolog olan primer dizileri (tek iplikli diziler) DNA sentezini baslatmak igin
kullanilir. Yiiksek sicaklikta aktif olan Taq polimeraz enzimi DNA bolgesi ¢ogaltilir. PCR
sonucu amplifikasyon firiinleri, etidium-bromiir ilave edilmis jelde yiiriitiilerek, DNA
fragmentlerinin UV altinda fotograflari ¢ekildi. Diger PCR uygulamalarinin aksine, RAPD
yonteminde genomik bolgelerin amplifikasyonu i¢in tek primer kullanildi. RAPD o6zellikle
akraba organizmalar arasindaki DNA dizi farkliligimin ortaya c¢ikarilmasinda yaygin
sekilde kullanilmakta ve elde edilen niikleotit farkliliklar1 RAPD belirtegleri olarak
isimlendirilmektedir (Salkin, 2005).

Calismalar sonucunda en iyi sonug¢ veren RAPD-PCR reaksiyon bilesenleri; genomik
DNA (5 ng/ul) 3 pl, primer (10 uM) 4 ul, MgCl; (25 mM) 5 ul, ANTP mix (10 mM ) 25 pl,
Tag DNA Polimeraz (Promega) 0,25 ul, Tagq Polimeraz tamponu: 10 ul, ddH,O: 2,75 ul
seklinde reaksiyonun toplam hacmi 50 pl olmak iizerek karisim hazirlanir. Calismada

kullanilan RAPD primerlerinin baz dizilimi ise Tablo 2’deki gibidir.



19

Tablo 2. Calismada kullanilan RAPD primerleri

Primerin Adi Primerin Baz Dizilimi (5> —37)
OPA7 GAAACGGGTG
OPA8 GTGACGTAGG
OPA19 CAAACGTCGG

Yapilan PCR denemeleri sonucunda belirlenen en uygun cogaltilma sartlar1 45
dongiide gerceklestirilmistir. Bu dongii kapsaminda 95°C'de 2 dk DNA ¢ift zincirinin
ayrilmasi (6n denatiirasyon), 94°C'de 1 dk DNA ¢ift zincirinin ayrilmast (DNA
denatiirasyonu), 29°C'de 1 dk primerlerin baglanmasi (annealing), 72°C'de 2 dk DNA
sentezi (extension) 45 dongii ve 72°C'de 5 dk son uzatma (final extension) seklinde
diizenlenmis ve PCR uygulamalari Biometra Personal Thermal Cycler cihazinda
gerceklestirilmistir. PCR uygulamasindan sonra ornekler % 1,5’1lik agoroz jelde yaklasik
2,5 saat yiiriitillerek UV transuliminatdr cihazinda goriintiilenmis ve bant analizleri
gerceklestirilmistir.

Olusan tiim bantlar gbz 6niine alinarak RAPD-PCR iiriinlerinin var (1) ya da yok (0)
seklinde veri matrisi olusturulmus, benzerlik matriksi UPGMA ile analiz edilerek
dendogramlar olusturulmustur. UPGMA analizi Syn-Tax programi kullanilarak
gergeklestirildi  (Podani, 1993). Caligilan 3 primer bu sekilde degerlendirilip,

dendogramlari ¢izilmistir.



3. BULGULAR

Calismada kullanilan 19 D. orientale popiilasyonuna ait genomik DNA izolasyonu
daha onceki boliimde bahsedildigi sekilde gerceklestirilmistir. Calismanin ilk boliimiint
nrDNA ITS bolgesinin elde edilmesi ve analizi olusturmaktadir. Her 6rnege ait genomik
DNA iizerinden cogaltilarak ITS bolgesinin tamami (ITS1, 5,8S rRNA ve ITS2) elde
edilmistir. Elde edilen ITS bdlgelerinin DNA baz siralar1 BioEdit programi kullanilarak
hizalanmis ITS1, ITS2 ve 5,8S bolgeleri belirlenmis ve drnekler arasindaki baz farkliliklar
tespit edilmistir. Her bir 6rnek popiilasyona ait ITS1 ve ITS2 bolgelerinin baz siras1 Ek (1-
19) kisminda verilmistir. ITS bolgesinin tamamina ait baz dizileri elde edildikten sonra bu
diziler bilgisayar yardimiyla analiz edilerek ITS1, 5,8S rRNA ve ITS2 bolgeleri
birbirlerinden ayirt edilmistir. Yapilan ¢aligmalar sonrasinda incelenen popiilasyonlarin
nrDNA ITS bélgesinin baz dizinlerinin uzunlugunun 703-711 bp arasinda, ITS1 uzunlugu
209-211 bp arasinda iken ITS2 uzunlugu 257-258 bp arasindadir. 5,8S bdlgesinin ise, 164
bp oldugu tespit edilmistir. Biitiin ITS dizinindeki %GC igeriginin 53,2-53,6 arasinda
degistigi bulunmugtur. ITS1 bolgesinin % GC igerigi, 53,1-53,6 arasinda degisirken, ITS2
bolgesinin %GC igeriginin ise 51,8-52,7 arasinda oldugu bulunmustur. Piirin/Pirimidin
orant ITS1 bolgesi i¢in 0,990-0,925 iken ITS2 bdlgesi i¢in ise bu oran 1,048-1,039
arasindadir. Incelenen tiim popiilasyonlara ait baz dizin analizleri MEGA 4 programi
kullanilarak UPGMA ile analiz edilmistir. UPGMA analizinden elde edilen agag
topolojileri, Sekil 6°da verilmistir. UPGMA ile agag topolojileri olusturulurken dis grup
olarak Doronicum cinsine ait {ilkemizde yayilis gosteren D. cacaliifolium Boiss. et Heldr.,
D. haussknechtii Cavill., D. macrophyllum J. R. Edmondson subsp. sparsipilosum J. R.
Edmondson, D. maximum Boiss. et Huet., D. reticulatum Boiss. ve Yunanistan’da yayilis
gosteren D. orientale 6rnegi kullanilmigtir. Bu taksonlara ait bilgiler GenBank’tan temin
edilmistir (URL1). Calisilan popiilasyonlara ait hizalanmis sekans analizlerinde 8

varyasyon bolgesi belirlenmis ve Tablo3’te verilmistir.

5,8S bolgesi disindaki ITS1 ve ITS2 dizin analizleri kullanilarak yapilan UPGMA

analizi sonucu incelenen 19 popiilasyon 6rneginin olusturdugu gruplar Sekil 6’daki gibidir.
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Sekil 6. ITS verilerinin (5,8S hari¢) MEGA programi ile analizinden elde edilen
dendogram

Sekil 6’daki dendogram incelendiginde incelenen tiim popiilasyonlar iki alt grup
altinda toplanmistir. D1 grup olarak kullanilan DO (Yunanistan) 6rnegi ise, %99 bootstrap
degeri ile iilkemiz popiilasyonlarmin olusturdugu ana gruptan ayrilmistir. iki alt grup
altinda kiimelenen tilkemiz Doronicum orneklerinden Do8 (Eskisehir), Do3, Doll, Dol2
ve Dol4 (Giimiishane), Dol6 (Sinop), Do6 (Mugla), Dol0 (istanbul), Dol, Do2
(Trabzon), Do7 (Manisa) popiilasyonlart Grup (A)’da toplanirken, grup (B)’de ise Do4,
Do5 (Kastamonu), Dol5 (Denizli), Do20 (izmir), Dol8, Do19 (Balikesir), Do17 (Adana)
ve D09 (Karabiik) popiilasyonlar1 toplanmustir.
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Tablo 3. ITS niikleotit dizisindeki (5,8S hari¢) varyasyon bolgeleri

ITS1, ITS2 (468 bp)

Pop.No. | B | & |8 |8 |S(8|9| ¢
Dol C|IC|A|JA|C]|C - T
Do2 G T G
Do3 . G .
Do4 A G| G . T G
Do5 A G| G| T|T G
Do6 . T G
Do7 . G . .
Do8 . G T G
Do9 A G T G
Dol10 T G
Doll T G
Dol2 G

Dol4 . . . . . . .
Dol5 A | A G| G| T | T G
Do16 . G T G
Dol7 A G T G
Do18 A G T G
Dol19 A . . T G
D020 A | A G T |G

Calismanin ikinci boliimiinii, incelenen popiilasyonlara ait DNA 6rneklerinin basarili

sekilde caligtirabilen ii¢ farkli RAPD primerinden elde edilen bant profillerinin

degerlendirilmesi olusturmaktadir. RAPD primerleri ve bunlara ait elde edilen baz1 bilgiler

Tablo 4’te verilmistir.

Tablo 4. Calismada kullanilan RAPD primerlerine ait bilgiler

Primer Primer Sckanst Tm | GC Sayilabilen Polimorfik Polimorfik bant orani
(°C) | (%) | Bant Sayisi Bant Sayis1 (%)

OPA7 | 5’GAAACGGGTG3’ | 289 | 60 7 7 100

OPA8 | 5°GTGACGTAGG 3’ | 289 | 60 8 8 100

OPA19 | 5>CAAACGTCGG 3’ | 34.2 | 60 8 6 75
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Calistirilabilen ti¢ farkli primer biyiiklikleri 350-2000 bp arasinda degisen toplam
23 bant iretmistir. Bu bantlarin 21 polimorfiktir. OPA8 ve OPA19 primerleri 8 bant
olustururken (Sekil 8-9), OPA7 primeri ise 7 (Sekil 7) bant olusturmustur.

o~

-
- -'—' -
'U,."- "r:

Rl |

Sekil 7. OPA 7 RAPD primeri ile elde edilen bant profili

Sekil 8. OPA8 RAPD primeri ile elde edilen bant profili
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Sekil 9. OPA19 RAPD primeri ile elde edilen bant profili

RAPD primerleri kullanilarak elde edilen bantlarin dagilimlar1 esas alinarak
incelenen 19 popiilasyona ait ornekler kiimeleme analizlerinden Syn-Tax programi
kullanilmistir ve UPGMA analizine tabi tutulmustur. Elde edilen dendogram Sekil 10°da

verilmigtir.
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Do17:
Da15:
0020

L v il el
A B C D

Sekil 10. Calisilan 19 popiilasyonun RAPD verilerine gore elde edilen
dendogram
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Dendograma gore 19 popiilasyona ait RAPD verileri %80 benzemezlik oraniyla 4
grup altinda toplanmistir. Dol, Do2 (Trabzon), Do3, Dol4 (Gilimiishane), Dol18, Do19
(Balikesir), Do4, Do5 (Kastamonu), Do8 (Eskisehir) ve Do6 (Mugla), Do9 (Karabiik), Do7
(Manisa), D010 (Istanbul), Do16 (Sinop), Dol7(Adana) A grubunu olusturmustur. Do15
(Denizli) B grubunu ve D012 (Giimiishane) C grubunu olustururken Doll (Giimiishane)
ve D020 (izmir) D grubunda yer almistir. A grubundaki 6rnekler kendi iginde 2 dala
ayrilarak kiigiik gruplar olusturmuslardir. Dol, Do3, Dol8, Dol9 ve Do6 bir grup
olustururken, Do2, Do4, D09, Do7, Dol0, Dol6, Dol4 ve Dol7 diger bir grubu
olusturmustur. Olusan tiim gruplar arasinda Dol2 (Gilimiishane) 6rnegi %98 ve Dol5

Denizli) 6rnegi %94 benzemezlik oraniyla diger gruplardan ayrilmistir.
g yla diger g



4. TARTISMA

Doronicum (Asteraceae) cinsi Asya’dan, Avrupa ve Afrika’ya kadar genis bir alanda
yayilis gostermektedir. Cinse ait tiir sayisi az olmasina ragmen genis yayilis gostermesi,
farkli ekolojik kosullara uyum yeteneklerinin yiiksek olmasindan kaynaklandigim
diistindiirmektedir. Bugiinkii verilere gore Doronicum cinsi diinyada yaklasik olarak 26 tiir
ile temsil edilmekte ve bunlarin 6nemli bir kismi {ilkemizde de yayilis gostermektedir
(Alvarez, 2000). Ulkemizde yayilis gosteren takson sayis1 14’tiir. Bu durum cinsin énemli
yayilis alanlarindan birinin iilkemiz oldugunu gostermektedir. Doronicum cinsine ait en
genis yayilis alanina sahip ve ¢alismamiza konu olan tiirlerden birisi de D. orientale’dir.
Bu tiir Dogu Anadolu haricinde ¢ok genis bir yayilis alanina sahiptir ve bir¢ok popiilasyon
ile tilkemizde temsil edilmektedir (Edmondson, 1975).

Bu caligsma ile iilkemizde genis yayilis alanina sahip olan D. orientale’nin 19 farkli
popiilasyona ait bireyler molekiiler yonden incelenmistir. Secilen popiilasyonlar iilkemizin
farkli fitocografik bolgelerini temsil edecek oOzelliklere sahip alanlardan toplanmustir.
Calisma iki ana kisimda planlanmistir. Calismanin birinci kisminda popiilasyonlar
arasindaki varyasyonun ortaya konulabilmesi i¢in toplanan tiim popiilasyonlara ait
bireylerin ntDNA ITS bélgeleri ¢cogaltilmis ve degerlendirilmistir. Bu kapsamda oncelikli
olarak incelenen tiim popiilasyonlarmm ITS1 ve ITS2 boélgelerinin toplam niikleotit
uzunluklari, % GC igerigi ve Piirin/Pirimidin oranlar ortaya konulmustur. ITS1 ve ITS2
bolgelerinin degerlendirilmesi ile elde edilen veri matriksine gore popiilasyonlar arasindaki
varyasyon bolgesinin 8 oldugu tespit edilmistir. Yunanistan orijinli D. orientale
popiilasyonuna ait birey incelemeye dahil edildiginde tiim popiilasyonlar arasi toplam
varyasyon bolgesinin 9’a ¢iktigi tespit edilmistir.

ITS bolgelerinin baz dizinlerine dayanilarak olusturulan UPGMA agag topolojileri
incelenen tim popiilasyonlarin  %99,6-%100 arasinda bir benzerlik gosterdigi tespit
edilmistir. Sekil 6’daki bu aga¢ incelendiginde, nrtDNA ITS bolgeleri bakimindan
incelenen lilkemiz popiilasyonlarin %99  boostrap degeri ile Yunanistan
popiilasyonundan ayrilarak tek bir grup olusturdugu goriilmistiir. Bununla birlikte tilkemiz
popiilasyonlar1 da kendi igerisinde iki alt gruba ayrilmislardir.

Grup (A)’da yer alan popiilasyonlar da kendi icinde daha kiigiik gruplara

ayrilmaktadirlar. Ancak olusan bu alt gruplarda iilkemiz fitocografik bdlgelerine uyumlu
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bir ayirim tespit edilememistir. Bununla birlikte Trabzon (Dol) ve Giimiishane
(Do3,D012, Do14) orneklerinin bir arada yer almasi incelenen popiilasyonlardan Avrupa-
Sibirya bolgesi Orneklerinin birbirine en fazla benzeyen popiilasyonlar oldugunu
gostermektedir.

Grup (B), grup (A) gibi daha alt gruplara ayrilmakla beraber burada da ne
fitocografik bolgeler ne de cografik uzaklik acisindan popiilasyonlar arasinda bir iliski
kurulamamistir. Bu durumun incelenen 6rneklerin yayilis gosterdigi yasam alanlarimin
(habitatlarin) birbirine olduk¢a benzer olmasindan kaynaklandigi diistiniilmektedir. Benzer
sekilde hem grup (A) hem de grup (B)’de yer alan tiim popiilasyonlar arasinda ne
fitocografik ne de cografik yakinlik agisindan net bir iligki ortaya konulamamistir. Bu
durum incelenen D. orientale tiriiniin genetik olarak olduk¢a kararli olmasi veya
popiilasyonlar arasi varyasyonu ortaya koyabilecek yeterli sayida 6rnegin olmamasindan
kaynaklanabilir.  Popiilasyonlara ait genotiplerin bulunduklari yere ve sartlara gore
zamanla degisebildigi bilinmektedir (Loveless ve Hamrick, 1984). Bu durum, genetik
yapinin mutasyon, goc¢ler ve genetik siiriiklenme gibi mekanizmalardan herhangi biri veya
tiimiiniin etkisiyle olusabilir. Ozellikle ekolojik faktdrler iireme periyodunu etkileyerek
popiilasyonlar aras1 gen akisini degistirir ve zaman i¢inde popiilasyonlarda izolasyonlara
sebep olabilir. Bu izolasyonlarda ozellikle iireme islevi genetik yapiyr diizenleyen ve
gelecek kusaklara aktaran en onemli unsurdur. Boylece popiilasyon i¢i ve popiilasyonlar
arast genetik yap1 zaman i¢inde degisebilir (Loveless ve Hamrick, 1984). Goriildiigii gibi
D. orientale’ye ait 19 farkli popiilasyon ¢esitli benzerlik ve farkliliklar barindirmaktadir.
Ancak bu farkliliklar oldukca sinirl diizeyde kalmistir. Cografik uzaklik ve genetik yapi
arasinda olumlu bir iliskinin olmamasi, gen akiginin bir sonucudur (Dittbrenner vd., 2005).
Bu durum taksonun eseyli iireme mekanizmasina baglanabilecegi gibi benzer habitatlarda
yasayan popiilasyonlarda ekolojik kosullar sebebiyle degisimin az olmasindan
kaynaklanabilecegi diigiiniilmektedir. Ancak c¢aligmamizda dis grup olarak kullanilan
Yunanistan 6rneginin farkli bir gruba ayrilip, lilkemiz popiilasyonlarina gore daha fazla
varyasyon i¢ermesi, cografik uzaklik ve ekolojik kosullara bagl olarak agiklanabilir.

Farkli bolgelerden toplanan 20 Panax assamicus Ban. popiilasyonlar1 iizerinde
gerceklestirilen bir c¢alismada, ITS profilinin bolge icinde oldukca yiiksek gosterdigi
bolgeler arasinda ise 6nemli oranda, varyasyon gosterdigi bulunmustur (Pandey ve Alj,
2012). Bu durum, P. assamicus’un asir1 tilketiminin dogal habitatina zarar vermesine ve

bu yilizden popiilasyonlar aras1 varyasyon oraninin yiikselmesine baglanmistir (Pandey ve
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Ali, 2012). Ancak bu c¢alismada incelenen farkli popiilasyonlar arasinda Onemli
sayilabilecek varyasyon tespit edilememistir. Bu durumun D. orientale nin antropolojik
etkiden uzak olan kararli habitatlarda yayilis gostermesinden kaynaklanabilecegi tahmin
edilmektedir. Incelenen popiilasyonlar arasinda genetik varyasyonun yalnizca tek bir
molekiiler belirtecle ortaya konulmasi her zaman saglikli ve yeterli bir veri saglamayacagi
bilinmektedir (Arif vd., 2010). Ne kadar ¢ok farkli bolge veya gen incelenirse, incelenen
ornegin genomdaki farkliliklar1 temsil edilebilecek o kadar iyi veriler elde edilebilir.

Calismanin ikinci kisminda ise, incelenen 19 D. orientale popiilasyonundan elde
edilen genomik DNA’lar, ayn1 zamanda RAPD primerleri analiz edilmistir. Mevcut
calisma kapsaminda ¢ok sayida primer denenmis fakat sadece ii¢ farkli primer
calistirilabilmistir. Bu primeler kullanilarak elde edilen bantlarin biiyiikliigiiniin 350-2000
bp arasinda degistigi ortaya konmustur. Incelenen 19 popiilasyon &rneginden elde edilen
toplam 23 banttan 21’inin polimorfik oldugu tespit edilmistir. Bu durum galistirilan primer
sayisinin azligindan ve/veya tiir i¢i varyasyonun ¢ok diisiik seviyede olmasindan
kaynaklanabilir. Popiilasyonlar arasi yiiksek varyasyon goriilmesi farkli genotiplerin
rastgele se¢ilmesinden kaynaklanabilir (Barret ve Kohn, 1991). RAPD teknigi kullanilarak
elde edilen sonuglara dayali olarak elde edilen UPGMA agaci incelendiginde, tiim
popiilasyonlarin %20 benzerlik oranina sahip oldugu goriilmektedir. Mevcut RAPD
verilerine dayali ¢izilen dendogramda (Sekil 10) olusan 4 grubun kendi ig¢inde de farkli
kiiciik dallara ayrilmis oldugu goriilmektedir.

RAPD analizi sonucu olusturulan bu aga¢ profili incelendiginde, bazi
popiilasyonlarin birbirlerinden ¢ok farkli oldugu goriilmektedir. Ornegin 6zellikle B
grubunu olusturan Denizli (Do15), C grubunu olusturan Giimiishane (Do12) 6rnekleri ve D
grubunu olusturan Giimiishane (Dol1) ve D020 (izmir) 6rnekleri, diger gruplardan daha
yiksek bir farklilik gostermektedirler. Ayni zamanda ayni bolge i¢inde yer alan
popiilasyonlardan yalnizca Balikesir popiilasyonlar1 (D018, Dol19) ve Trabzon (Dol),
Glimiishane (Do3) popiilasyonlar1 birbirine ¢ok yakin bir baglanti olusturmustur.
Gilimiishane (Do12) ve Denizli (Do15) 6rneklerinin diger popiilasyonlardan ¢ok daha fazla
farklilik gdstermesi, bu popiilasyonlarin genotip farkliligini da ortaya koymaktadir. Bircok
tiirde popiilasyonlar arasindaki farkliligin sebebi gen akisi frekansi, déllenme, polinatdr,
ekolojik ve iklimsel faktorlerle agiklanmistir (Dittbrenner vd., 2005). Bu ihtimaller, yiiksek

derecede varyasyon gosteren D. orientale popiilasyonlari i¢in de gegerli olabilir.
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Lathyrus sativus L. tiirii tizerinde farkli RAPD primerleri kullanilarak yapilan bir
calismada popiilasyonlar arasinda tespit edilen polimorfizm cografik uzakliga bagh olarak
aciklanmistir (Nosrati vd., 2012). Ancak mevcut ¢alismaya konu olan ti¢ farkli fitocografik
ve ekolojik kosullar1 temsil eden D. orientale tiiriiniin popiilasyonlari {izerinde yapilan
calismada az sayida polimorfik bant elde edilmistir. Bunun nedeni olarak kullanilan primer
sayisinin veya segilen 6rnek popiilasyon sayisinin azligi goriilmektedir. RAPD primerleri
kullanilarak Bellis perennis L. {izerinde yapilan bir baska ¢alismada benzer ekolojik
kosullarda ve alanlarda yetisen popiilasyonlarin bu c¢alismada da elde edilen agag
topolojisine benzer sekilde farkli kollarda yer aldiklart rapor edilmistir (Kalaycioglu vd.,
2010). Bu durum ya segilen orneklerin popiilasyonu yeterince temsil edememesinden
ve/veya eseyli iiremeye bagli olarak meydana gelen rekombinasyonlardan ileri gelebilir.
Popiilasyonlar arasi farklilagma seviyesi ozellikle belirli bolge popiilasyonlarinda eseyli
tireme durumundan ya da diger biyolojik etmenler sebebiyle olusabilir (Eriksson, 1989).

Sonug olarak bu calisma ile, Tiirkiye orijinli D. orientale ait 19 farkli popiilasyon
hem nrDNA-ITS bolgeleri hem de RAPD profilleri agisindan ilk kez incelenmistir.
Calisilan popiilasyonlarin ITS dizinleri ve RAPD profillerinin analizi sonucu elde edilen
agag topolojilerinin popiilasyon diizeyinde 6nemli oranda birbiriyle ortiismeyen farkliliklar
icerdigi tespit edilmistir. Bunun en Onemli nedenlerinden biri basarili sekilde
calistirilabilen RAPD primer sayisinin azligr ve/veya incelenen popiilasyonlarin yeterli
diizeyde temsil eden Ornek iizerinden analiz edilememesinden kaynaklanabilir. Bununla
beraber bu farkliliklara ragmen her iki agagta da birbirine 6rtiisen/uyumlu gruplasmalar da
s0z konusudur. ITS agacinda aymi grup iginde yer alan Trabzon (Dol) ve Gilimiishane
(Do3), RAPD analizi sonucu olusturulan agagta da ayni grupta yer alarak molekiiler
diizeyde birbirine en benzer popiilasyonlar olarak tespit edilmistir. Benzer sekilde Balikesir
ilinden calismaya dahil edilen (Dol8, Dol9) o6rnekler, nrITS ve RAPD profilleri
bakimindan birbirine yliksek oranda benzemektedir. Bu durum bu iki popiilasyon arasinda
gen akisginin devam etmesinden kaynaklandigini géstermektedir. Yapilan her iki analiz
sonucu incelenen tiim popiilasyonlar arasinda, oOzellikle fitocografik bolgeler bazinda,
genetik benzerlik ve uyumun elde edilememesi 6rnek sayisinin azligindan veya secilen
bolgenin popiilasyonlar aras1 farklilik ve benzerlikleri yeterince temsil edememesinden
kaynaklanabilir. Bu durumun daha net olarak ortaya konulmasi i¢in daha farkli bolgelerin
daha ¢ok popiilasyon kullanilarak analiz  edilmesi gerekmektedir. incelenen

popiilasyonlarda ITS1 ve ITS2 bolgelerinin benzerlik oraninin yiiksek bulunmasina karsin,
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RAPD analizinde benzerlik oram1 ¢ok diisiik bulunmustur. Bu nedenle ITS bdlgelerinin
karsilastirilmas1 ile olusturulan aga¢ ile RAPD analizinin agaci birbirinden farkli
durumdadir. RAPD ve ITS verileri arasinda uygunluk saglamanin en iyi yolu kullanilan
spesifik primer sayisinin arttirilmasidir. Ayrica popiilasyon igerisinde ve popiilasyonlar
arasindaki varyasyonu agiklayabilmek i¢in popiilasyonlari daha iyi temsil edecek 6rnek

sayisinin arttirilmasi gerekmektedir.



5. SONUCLAR

Bu c¢alisma ile iilkemizde yayilis gosteren D. orientale Hoffm. tiriiniin 19
popiilasyonu molekiiler Ozellikleri yoniinden ilk kez incelenmistir. Arastirmanin
gerceklestirildigi  popiilasyonlara ait Ornekler nrDNA ITS bdlgeleri agisindan
karsilagtiritlmis ve RAPD profilleri ilk kez degerlendirilmistir.

Calisilan taksonlara ait ITS bolgelerinin uzunluklarinin 703-711 bp arasinda degisim
gosterdigi bulunmustur. Elde edilen ITS bolgelerinin DNA baz siralar1 BioEdit programi
kullanilarak hizalanmis ITS1, 5,8S ve ITS2 bolgelerinin uzunluklart ayr1 ayr
belirlenmistir. ITS1 bdlgesinin uzunlugunun 209-211 bp, ve ITS2 bdlgesinin uzunlugunun
257-258 bp arasinda oldugu tespit edilmistir. 5,8S bdlgesinin uzunlugu ise degismeyip 164
bp kadardir. Orneklerin benzerlik oranlarinmn % 99,6-%100 arasinda degistigi ortaya
konulmustur. Biitin nrDNA-ITS bolgesinin  G+C  igeriginin = %53,2-53,6 arasinda
Piirin/Pirimidin oraninin ITS1 bolgesi i¢in 0,990-0,925 iken ITS2 bdlgesi icin ise bu oran
1,048-1,039 arasinda oldugu ortaya konmustur. Incelenen tiim popiilasyonlarn nrDNA-
ITS profillerine gore iki ana grup altinda toplandiklar1 tespit edilmistir.

Incelenen 19 D. orientale popiilasyonu OPA7, OPA8 ve OPA19 RAPD primerleri
kullanilarak polimorfik 6zellikleri ortaya konulmustur. Kullanilan primerler ile biiytkligi
350-2000 bp arasinda degisen 23 bant elde edilmis ve bu bantlarin 21’inin polimorfik
oldugu ortaya konulmustur. Ayrica incelenen popiilasyonlarin RAPD profillerine gore 4
grup altinda toplandigi bulunmustur. D. orientale’ye ait incelenen 19 popiilasyon nrDNA
ITS ve RAPD profillerine gore elde edilen aga¢ topolojileri arasinda siirh diizeyde uyum
tespit edilmistir.



6. ONERILER

D.orientale tiirii Dogu Akdeniz’den Kafkaslara kadar uzanan ¢ok genis bir alanda
yayilis gostermektedir. Bu durum tiriin farkli cografik ve ekolojik kosullarda adapte
olabilen bir ¢ok popiilasyon ile temsil edilmesiyle sonuglanir. Yapilan bu g¢alismada
tilkemizde genis yayilis gosteren D. orientale’ye ait 19 farkli popiilasyon nrtDNA ITS
bolgeleri agisindan ve RAPD analizi ile degerlendirilmistir.

Bu calismay1 desteleyecek sekilde popiilasyon sayisi arttirilarak ve popiilasyon igi
degerlendirmeler yapilacak sekilde orneklendirmeler arttirilmalidir. Orneklemeler hem
tilkemizdeki D. orientale’ye ait yasam alanlarmi hem de yayilis gosterdigi iilkemiz
disindaki tiim alanlar1 kapsamalidir. Boylece hem ITS bolgelerini karsilastirmada hem de
RAPD analizinin daha kapsamli yapilmasini saglayacaktir. Ayrica kullanilan RAPD
primeri sayisinin arttirtlmasi ile popiilasyonlar arasi ve popiilasyon i¢i varyasyonlar daha
net ortaya koyulabilir.

Niiklear DNA ve cpDNA iizerinde bulunan diger transkripte edilen (matK gibi) veya
edilmeyen bolgeler sekans analizi yapilarak degerlendirilebilir. D. orientale popiilasyonlari
tizerinde AFLP ya da RFLP gibi analizler yapilabilir. Ayrica popiilasyonlarin allozim
profillerine bakilarak varyasyonlar daha net ortaya konulabilir. Popiilasyonlarin genomik
DNA miktarlar1 flow sitometri yontemi ile dlciilebilir.

D. orientale’ye ait popiilasyonlarin degerlendirilmesi i¢in molekiiler ¢aligmalardan
yararlanildigi gibi popiilasyonlar arasi varyasyonlart ortaya koyabilecek fenotipik
karakterler ile bu ¢alismalar desteklenebilir. Ayrica popiilasyonlarin ekolojik, sitolojik ve

anatomik Ozellikleri incelenerek farkliliklar ortaya konulabilir.
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8. EKLER

Ek 1. D. orientale Dol Ornegine Ait rDNA ITS1 ve ITS2 Bélgelerinin Baz Siras

ITS1
AATCGAAGCGTCATCACAAGACAACACGTTAGGGTCTATGTAGGTCTTCCTTA
CGAATCACAACACACGGCTCGATACGAGGGTTTTGTCAACCACCACTAGCCGT
GCGTCCGCCGAAGGGGATTCTAATTTTGGCCAGCCGCACCATGGGAACGGGAG
ACCATTCTCCGCCCCCATTTCACGTGTGATTCGTGATGGGGGTGAACGTGAC

ITS2

TAATTACAAAGAAGCTGCGTGCCATGAGCGCACCGCAAACAGGGCATGCATG
GCACGAGTCCTTTTCAAGTTTTGTTTTCCTTGGCACATTCCGTGCCGGGGTTTGT
TGTTGTGCCGATGTGAAGTCCATGACGCCCTTAACGGGTGTCCTTGAGCACAC
ATCGACGAAACGCCATGAGTCTCAAACAAGTGTCCGAACCTCACGGCGGGTGG
TTGTTAGTACAAGTTCACGGGTCGTTCTGCTTTGCAGGCTTCGA

Ek 2. D. orientale Do2 Ornegine Ait rDNA ITS1 ve ITS2 Bélgelerinin Baz Sirasi
ITS1

AATCGAAGCGTCATCACAAGACAACACGTTAGGGTCTATGTAGGTCTTCCTTA
CGAATCACAACACACGGCTCGATACGAGGGTTTTGTCAACCACCACTAGCCGT
GCGTCCGCCGAAGGGGATTCTAATTTTGGCCAGCCGCACCATGGGAACGGGAG
ACCATTCTCCGCCCCCATTTCACGTGTGATTCGTGATGGGGGTGAACGTGAC

ITS2

TAATTACAAAGAAGCTGCGTGCCATGAGCGCACCGCAGACAGGGCATGCATG
GCACGAGTCCTTTTCAAGTTTTGTTTTCCTTGGCACATTCCGTGCCGGGGTTTGT
TGTTGTGCCGATGTGAAGTCCATGACGCCCTTAACGGGTGTCCTTGAGCACAC
ATCGACGAAACGCCATGAGTCTCAAACAAGTGTCCGAACCTCACGGCGGGTGG
TTGTTAGTACAAGTTCACGGGTCGTTCTGCTTTGCAGGCTTCGA

Ek 3. D. orientale Do3 Ornegine Ait rDNA ITS1 ve ITS2 Bélgelerinin Baz Sirasi
ITS1

AATCGAAGCGTCATCACAAGACAACACGTTAGGGTCTATGTAGGTCTTCCTTA
CGAATCACAACACACGGCTCGATACGAGGGTTTTGTCAACCACCACTAGCCGT
GCGTCCGCCGAAGGGGATTCTAATTTTGGCCAGCCGCACCATGGGAACGGGAG
ACCATTCTCCGCCCCCATTTCACGTGTGATTCGTGATGGGGGTGAACGTGAC
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“Ek 3’tin devam1”
ITS2

TAATTACAAAGAAGCTGCGTGCCATGAGCGCACCGCAAACAGGGCATGCATG
GCACGAGTCCTTTTCAAGTTTTGTTTTCCTTGGCACATTCCGTGCCGGGGTTTGT
TGTTGTGCCGATGTGAAGTCCATGACGCCCTTAACGGGTGTCCTTGAGCACAC
ATCGACGAAACGCCATGAGTCTCAAACAAGTGTCCGAACCTCACGGCGGGGTG
GTTGTTAGTACAAGTTCACGGGTCGTTCTGCTTTGCAGGCTTCGA

Ek 4. D. orientale Do4 Ornegine Ait rDNA ITS1 ve ITS2 Bélgelerinin Baz Sirasi
ITS1

AATCGAAGCGTCATCACAAGACAACACGTTAGGGTCTATGTAGGTCTTCCTTA
CGAATCACAACACACGGCTCGATACGAGGGTTTTGTCAACCACCACTAGCCGT
GCGTCCGCCGAAGGGGATTCTAATTTTGGCCAGCCGCACCATGGGAACGGGAG
ACCATTATCCGCCCCCATTTCACGTGTGATTCGTGATGGGGGTGAACGTGAC

ITS2

TAATTACAAAGAAGCTGCGTGCCATGAGCGCACCGCAAACGGGGCATGCATG
GCACGAGTCCTTTTCAAGTTTTGTTTTCCTTGGCACATTCCGTGCCGGGGTTTGT
TGTTGTGCCGATGTGAAGTGCATGACGCCCTTAACGGGTGTCCTTGAGCACAC
ATCGACGAAACGCCATGAGTCTCAAACAAGTGTCCGAACCTCACGGCGGGTGG
GTTGTTAGTACAAGTTCACGGGTCGTTCTGCTTTGCAGGCTTCGA

Ek 5. D. orientale Do5 Ornegine Ait rDNA ITS1 ve ITS2 Bélgelerinin Baz Sirasi
ITS1

AATCGAAGCGTCATCACAAGACAACACGTTAGGGTCTATGTAGGTCTTCCTTA
CGAATCACAACACACGGCTCGATACGAGGGTTTTGTCAACCACCACTAGCCGT
GCGTCCGCCGAAGGGGATTCTAATTTTGGCCAGCCGCACCATGGGAACGGGAG
ACCATTATCCGCCCCCATTTCACGTGTGATTCGTGATGGGGGTGAACGTGAC

ITS2

TAATTACAAAGAAGCTGCGTGCCATGAGCGCACCGCAAACGGGGCATGCATG
GCACGAGTCCTTTTCAAGTTTTGTTTTCCTTGGCACATTCCGTGCCGGGGTTTGT
TGTTGTGCCGATGTGAAGTGCATGACGCCCTTAACGGGTGTCTTTGAGCACAC
ATCGACGAAACGCCATGAGTCTCAAACAAGTGTCCGAACCTCACGGCGGGTGG
TTGTTAGTACAAGTTCACGGGTCGTTCTGCTTTGCAGGCTTCGA
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Ek 6. D. orientale Do6 Ornegine Ait rDNA ITS1 ve ITS2 Bélgelerinin Baz Siras
ITS1

AATCGAAGCGTCATCACAAGACAACACGTTAGGGTCTATGTAGGTCTTCCTTA
CGAATCACAACACACGGCTCGATACGAGGGTTTTGTCAACCACCACTAGCCGT
GCGTCCGCCGAAGGGGATTCTAATTTTGGCCAGCCGCACCATGGGAACGGGAG
ACCATTCTCCGCCCCCATTTCACGTGTGATTCGTGATGGGGGTGAACGTGAC

ITS2

TAATTACAAAGAAGCTGCGTGCCATGAGCGCACCGCAAACAGGGCATGCATG
GCACGAGTCCTTTTCAAGTTTTGTTTTCCTTGGCACATTCCGTGCCGGGGTTTGT
TGTTGTGCCGATGTGAAGTCCATGACGCCCTTAACGGGTGTCCTTGAGCACAC
ATCGACGAAACGCCATGAGTCTCAAACAAGTGTCCGAACCTCACGGCGGGTGG
GTTGTTAGTACAAGTTCACGGGTCGTTCTGCTTTGCAGGCTTCGA

Ek 7. D. orientale Do7 Ornegine Ait rDNA ITS1 ve ITS2 Bélgelerinin Baz Sirasi
ITS1

AATCGAAGCGTCATCACAAGACAACACGTTAGGGTCTATGTAGGTCTTCCTTA
CGAATCACAACACACGGCTCGATACGAGGGTTTTGTCAACCACCACTAGCCGT
GCGTCCGCCGAAGGGGATTCTAATTTTGGCCAGCCGCACCATGGGAACGGGAG
ACCATTCTCCGCCCCCATTTCACGTGTGATTCGTGATGGGGGTGAACGTGAC

ITS2

TAATTACAAAGAAGCTGCGTGCCATGAGCGCACCGCAAACAGGGCATGCATG
GCACGAGTCCTTTTCAAGTTTTGTTTTCCTTGGCACATTCCGTGCCGGGGTTTGT
TGTTGTGCCGATGTGAAGTGCATGACGCCCTTAACGGGTGTCCTTGAGCACAC
ATCGACGAAACGCCATGAGTCTCAAACAAGTGTCCGAACCTCACGGCGGGTGG
TTGTTAGTACAAGTTCACGGGTCGTTCTGCTTTGCAGGCTTCGA

Ek 8. D. orientale Do8 Ornegine Ait rDNA ITS1 ve ITS2 Bélgelerinin Baz Sirasi
ITS1

AATCGAAGCGTCATCACAAGACAACACGTTAGGGTCTATGTAGGTCTTCCTTA
CGAATCACAACACACGGCTCGATACGAGGGTTTTGTCAACCACCACTAGCCGT
GCGTCCGCCGAAGGGGATTCTAATTTTGGCCAGCCGCACCATGGGAACGGGAG
ACCATTCTCCGCCCCCATTTCACGTGTGATTCGTGATGGGGGTGAACGTGAC
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“Ek 8’in devami1”
ITS2

TAATTACAAAGAAGCTGCGTGCCATGAGCGCACCGCAAACGGGGCATGCATG
GCACGAGTCCTTTTCAAGTTTTGTTTTCCTTGGCACATTCCGTGCCGGGGTTTGT
TGTTGTGCCGATGTGAAGTCCATGACGCCCTTAACGGGTGTCCTTGAGCACAC
ATCGACGAAACGCCATGAGTCTCAAACAAGTGTCCGAACCTCACGGCGGGTGG
TTGTTAGTACAAGTTCACGGGTCGTTCTGCTTTGCAGGCTTCGA

Ek 9. D. orientale Do9 Ornegine Ait rDNA ITS1 ve ITS2 Bélgelerinin Baz Sirasi
ITS1

AATCGAAGCGTCATCACAAGACAACACGTTAGGGTCTATGTAGGTCTTCCTTA
CGAATCACAACACACGGCTCGATACGAGGGTTTTGTCAACCACCACTAGCCGT
GCGTCCGCCGAAGGGGATTCTAATTTTGGCCAGCCGCACCATGGGAACGGGAG
ACCATTATCCGCCCCCATTTCACGTGTGATTCGTGATGGGGGTGAACGTGAC

ITS2

TAATTACAAAGAAGCTGCGTGCCATGAGCGCACCGCAAACGGGGCATGCATG
GCACGAGTCCTTTTCAAGTTTTGTTTTCCTTGGCACATTCCGTGCCGGGGTTTGT
TGTTGTGCCGATGTGAAGTCCATGACGCCCTTAACGGGTGTCCTTGAGCACAC
ATCGACGAAACGCCATGAGTCTCAAACAAGTGTCCGAACCTCACGGCGGGTGG
TTGTTAGTACAAGTTCACGGGTCGTTCTGCTTTGCAGGCTTCGA

Ek 10. D. orientale D010 Ornegine Ait rDNA ITS1 ve ITS2 Bélgelerinin Baz Sirasi
ITS1

AATCGAAGCGTCATCACAAGACAACACGTTAGGGTCTATGTAGGTCTTCCTTA
CGAATCACAACACACGGCTCGATACGAGGGTTTTGTCAACCACCACTAGCCGT
GCGTCCGCCGAAGGGGATTCTAATTTTGGCCAGCCGCACCATGGGAACGGGAG
ACCATTCTCCGCCCCCATTTCACGTGTGATTCGTGATGGGGGTGAACGTGAC

ITS2

TAATTACAAAGAAGCTGCGTGCCATGAGCGCACCGCAAACAGGGCATGCATG
GCACGAGTCCTTTTCAAGTTTTGTTTTCCTTGGCACATTCCGTGCCGGGGTTTGT
TGTTGTGCCGATGTGAAGTCCATGACGCCCTTAACGGGTGTCCTTGAGCACAC
ATCGACGAAACGCCATGAGTCTCAAACAAGTGTCCGAACCTCACGGCGGGTGG
TTGTTAGTACAAGTTCACGGGTCGTTCTGCTTTGCAGGCTTCGA
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Ek 11. D. orientale Do11l Ornegine Ait rDNA ITS1 ve ITS2 Bolgelerinin Baz Sirasi
ITS1

AATCGAAGCGTCATCACAAGACAACACGTTAGGGTCTATGTAGGTCTTCCTTA
CGAATCACAACACACGGCTCGATACGAGGGTTTTGTCAACCACCACTAGCCGT
GCGTCCGCCGAAGGGGATTCTAATTTTGGCCAGCCGCACCATGGGAACGGGAG
ACCATTCTCCGCCCCCATTTCACGTGTGATTCGTGATGGGGGTGAACGTGAC

ITS2

TAATTACAAAGAAGCTGCGTGCCATGAGCGCACCGCAAACGGGGCATGCATG
GCACGAGTCCTTTTCAAGTTTTGTTTTCCTTGGCACATTCCGTGCCGGGGTTTGT
TGTTGTGCCGATGTGAAGTCCATGACGCCCTTAACGGGTGTCCTTGAGCACAC
ATCGACGAAACGCCATGAGTCTCAAACAAGTGTCCGAACCTCACGGCGGGTGG
TTGTTAGTACAAGTTCACGGGTCGTTCTGCTTTGCAGGCTTCGA

Ek 12. D. orientale Do12 Ornegine Ait rDNA ITS1 ve ITS2 Bélgelerinin Baz Sirasi
ITS1

AATCGAAGCGTCATCACAAGACAACACGTTAGGGTCTATGTAGGTCTTCCTTA
CGAATCACAACACACGGCTCGATACGAGGGTTTTGTCAACCACCACTAGCCGT
GCGTCCGCCGAAGGGGATTCTAATTTTGGCCAGCCGCACCATGGGAACGGGAG
ACCATTCTCCGCCCCCATTTCACGTGTGATTCGTGATGGGGGTGAACGTGAC

ITS2

TAATTACAAAGAAGCTGCGTGCCATGAGCGCACCGCAAACAGGGCATGCATG
GCACGAGTCCTTTTCAAGTTTTGTTTTCCTTGGCACATTCCGTGCCGGGGTTTGT
TGTTGTGCCGATGTGAAGTCCATGACGCCCTTAACGGGTGTCCTTGAGCACAC
ATCGACGAAACGCCATGAGTCTCAAACAAGTGTCCGAACCTCACGGCGGGGTG
GTTGTTAGTACAAGTTCACGGGTCGTTCTGCTTTGCAGGCTTCGA

Ek 13. D. orientale Do14 Ornegine Ait rDNA ITS1 ve ITS2 Bélgelerinin Baz Siras
ITS1

AATCGAAGCGTCATCACAAGACAACACGTTAGGGTCTATGTAGGTCTTCCTTA
CGAATCACAACACACGGCTCGATACGAGGGTTTTGTCAACCACCACTAGCCGT
GCGTCCGCCGAAGGGGATTCTAATTTTGGCCAGCCGCACCATGGGAACGGGAG
ACCATTCTCCGCCCCCATTTCACGTGTGATTCGTGATGGGGGTGAACGTGAC
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“Ek 13’{in devam1”
ITS2

TAATTACAAAGAAGCTGCGTGCCATGAGCGCACCGCAAACAGGGCATGCATG
GCACGAGTCCTTTTCAAGTTTTGTTTTCCTTGGCACATTCCGTGCCGGGGTTTGT
TGTTGTGCCGATGTGAAGTCCATGACGCCCTTAACGGGTGTCCTTGAGCACAC
ATCGACGAAACGCCATGAGTCTCAAACAAGTGTCCGAACCTCACGGCGGGTGG
TTGTTAGTACAAGTTCACGGGTCGTTCTGCTTTGCAGGCTTCGA

Ek 14. D. orientale Do15 Ornegine Ait rDNA ITS1 ve ITS2 Bolgelerinin Baz Sirasi
ITS1

AATCGAAGCGTCATCACAAGACAACACGTTAGGGTCTATGTAGGTCTTCCTTA
CGAATCACAACACACGGCTCGATACGAGGGTTTTGTCAACCACCACTAGCCGT
GCGTCCGCCGAAGGGGATTCTAATTTTGGCCAGCCGCACCATGGGAACGGGAG
ACCATTATCCGCCCCCATTTCACGTGTGATTCGTGATGGGGGTGAACGTGAC

ITS2

TAATTACAAAGAAGATGCGTGCCATGAGCGCACCGCAAACGGGGCATGCATG
GCACGAGTCCTTTTCAAGTTTTGTTTTCCTTGGCACATTCCGTGCCGGGGTTTGT
TGTTGTGCCGATGTGAAGTGCATGACGCCCTTAACGGGTGTCTTTGAGCACAC
ATCGACGAAACGCCATGAGTCTCAAACAAGTGTCCGAACCTCACGGCGGGTGG
TTGTTAGTACAAGTTCACGGGTCGTTCTGCTTTGCAGGCTTCGA

Ek 15. D. orientale Do16 Ornegine Ait rDNA ITS1 ve ITS2 Bélgelerinin Baz Sirasi
ITS1

AATCGAAGCGTCATCACAAGACAACACGTTAGGGTCTATGTAGGTCTTCCTTA
CGAATCACAACACACGGCTCGATACGAGGGTTTTGTCAACCACCACTAGCCGT
GCGTCCGCCGAAGGGGATTCTAATTTTGGCCAGCCGCACCATGGGAACGGGAG
ACCATTCTCCGCCCCCATTTCACGTGTGATTCGTGATGGGGGTGAACGTGAC

ITS2

TAATTACAAAGAAGCTGCGTGCCATGAGCGCACCGCAAACGGGGCATGCATG
GCACGAGTCCTTTTCAAGTTTTGTTTTCCTTGGCACATTCCGTGCCGGGGTTTGT
TGTTGTGCCGATGTGAAGTCCATGACGCCCTTAACGGGTGTCCTTGAGCACAC
ATCGACGAAACGCCATGAGTCTCAAACAAGTGTCCGAACCTCACGGCGGGTGG
TTGTTAGTACAAGTTCACGGGTCGTTCTGCTTTGCAGGCTTCGA
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Ek 16. D. orientale Do17 Ornegine Ait rDNA ITS1 ve ITS2 Bolgelerinin Baz Sirasi
ITS1

AATCGAAGCGTCATCACAAGACAACACGTTAGGGTCTATGTAGGTCTTCCTTA
CGAATCACAACACACGGCTCGATACGAGGGTTTTGTCAACCACCACTAGCCGT
GCGTCCGCCGAAGGGGATTCTAATTTTGGCCAGCCGCACCATGGGAACGGGAG
ACCATTATCCGCCCCCATTTCACGTGTGATTCGTGATGGGGGTGAACGTGAC

ITS2

TAATTACAAAGAAGCTGCGTGCCATGAGCGCACCGCAAACGGGGCATGCATG
GCACGAGTCCTTTTCAAGTTTTGTTTTCCTTGGCACATTCCGTGCCGGGGTTTGT
TGTTGTGCCGATGTGAAGTCCATGACGCCCTTAACGGGTGTCCTTGAGCACAC
ATCGACGAAACGCCATGAGTCTCAAACAAGTGTCCGAACCTCACGGCGGGTGG
TTGTTAGTACAAGTTCACGGGTCGTTCTGCTTTGCAGGCTTCGA

Ek 17. D. orientale Do18 Ornegine Ait rDNA ITS1 ve ITS2 Bélgelerinin Baz Sirasi
ITS1

AATCGAAGCGTCATCACAAGACAACACGTTAGGGTCTATGTAGGTCTTCCTTA
CGAATCACAACACACGGCTCGATACGAGGGTTTTGTCAACCACCACTAGCCGT
GCGTCCGCCGAAGGGGATTCTAATTTTGGCCAGCCGCACCATGGGAACGGGAG
ACCATTATCCGCCCCCATTTCACGTGTGATTCGTGATGGGGGTGAACGTGAC

ITS2

TAATTACAAAGAAGCTGCGTGCCATGAGCGCACCGCAAACGGGGCATGCATG
GCACGAGTCCTTTTCAAGTTTTGTTTTCCTTGGCACATTCCGTGCCGGGGTTTGT
TGTTGTGCCGATGTGAAGTCCATGACGCCCTTAACGGGTGTCCTTGAGCACAC
ATCGACGAAACGCCATGAGTCTCAAACAAGTGTCCGAACCTCACGGCGGGTGG
TTGTTAGTACAAGTTCACGGGTCGTTCTGCTTTTGCAGGCTTCGA

Ek 18. D. orientale Do19 Ornegine Ait rDNA ITS1 ve ITS2 Bélgelerinin Baz Siras
ITS1

AATCGAAGCGTCATCACAAGACAACACGTTAGGGTCTATGTAGGTCTTCCTTA
CGAATCACAACACACGGCTCGATACGAGGGTTTTGTCAACCACCACTAGCCGT
GCGTCCGCCGAAGGGGATTCTAATTTTGGCCAGCCGCACCATGGGAACGGGAG
ACCATTATCCGCCCCCATTTCACGTGTGATTCGTGATGGGGGTGAACGTGAC
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“Ek 18’in devami1”
ITS2

TAATTACAAAGAAGCTGCGTGCCATGAGCGCACCGCAAACAGGGCATGCATG
GCACGAGTCCTTTTCAAGTTTTGTTTTCCTTGGCACATTCCGTGCCGGGGTTTGT
TGTTGTGCCGATGTGAAGTCCATGACGCCCTTAACGGGTGTCCTTGAGCACAC
ATCGACGAAACGCCATGAGTCTCAAACAAGTGTCCGAACCTCACGGCGGGTGG
TTGTTAGTACAAGTTCACGGGTCGTTCTGCTTTGCAGGCTTCGA

Ek 19. D. orientale D020 Ornegine Ait rDNA ITS1 ve ITS2 Bélgelerinin Baz Sirasi
ITS1

AATCGAAGCGTCATCACAAGACAACACGTTAGGGTCTATGTAGGTCTTCCTTA
CGAATCACAACACACGGCTCGATACGAGGGTTTTGTCAACCACCACTAGCCGT
GCGTCCGCCGAAGGGGATTCTAATTTTGGCCAGCCGCACCATGGGAACGGGAG
ACCATTATCCGCCCCCATTTCACGTGTGATTCGTGATGGGGGTGAACGTGAC

ITS2

TAATTACAAAGAAGATGCGTGCCATGAGCGCACCGCAAACGGGGCATGCATG
GCACGAGTCCTTTTCAAGTTTTGTTTTCCTTGGCACATTCCGTGCCGGGGTTTGT
TGTTGTGCCGATGTGAAGTCCATGACGCCCTTAACGGGTGTCCTTGAGCACAC
ATCGACGAAACGCCATGAGTCTCAAACAAGTGTCCGAACCTCACGGCGGGTGG
TTGTTAGTACAAGTTCACGGGTCGTTCTGCTTTGCAGGCTTCGA
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