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ON SOz

Ulkemiz zengin bitki cesitliligine sahip olmasmna karsin malesef farkl
bolgelerde tliketilen yabani bitkilerin tanimlanmasi, kullanim amaglart ve besin
degerlerinin belirlenmesine yonelik ¢alismalar siirlidir. Van Go6lii havzasi’nda yetisen
Asparagus cinsine ait baz tiirlerde (A.persicus, A.palaestinus, A.officinalis) bu bitkiler
arasinda yer almaktadir. Ozellikle 1960’11 yillarin basindan giiniimiize kadar kuskonmaz
tiretimi ve tiiketimi diinya genelinde artig géstermistir. Bu durum kuskonmaz tiirlerinin
halkimizca bilinmesini ve tariminin yayginlastirilmasini daha da onemli bir hale
getirmektedir.  Ayrica, bu tirlerin  dogal yetisme ortamlart  gdzoniinde
bulunduruldugunda tarimsal amagla kullanilmayan alanlarin tarima kazandirilmasi gibi
bir durum ortaya ¢ikmaktadir. Yapilan bu ¢alisma ile Van Havzasi’ndaki kuskonmaz
populasyonlarimin molekiiler ve morfolojik seviyede irdelenmesi, ayrica antioksidan
aktivitelerinin tespit edilmesi ile elde edilen verilerin literatiirdeki boslugu doldurmaya
yonelik bir adim oldugu diigtiniilmektedir.
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Asparagus; Asparagaceae familyasinin bir iiyesi olup eski diinyanin kurak ve yar1 kurak
bolgelerine dagilmis yaklasik 300 tiir iceren Asparagus, Protasparagus ve Myrsiphyllum olmak iizere ti¢
alt cinsten olugmaktadir. Akdeniz ikliminin hiikkiim stirdiigii yerlerden tropikal alanlara kadar farkl
yerlerde yetistirilen 6nemli bir sebzedir. Asparagus officinalis Tiirkiye’de 6zellikle Akdeniz’de, Dogu ve
Bati Anadolu’da dogal olarak yetismektedir. Kuskonmaz iilkemizde yaygin olarak kullanilmamasina
ragmen Dogu Anadolu’da kuskonmaz gida olarak tiiketilmektedir. Bazi yerlerde yetistiriciliginin zor
olmasit ve tadinin farkli olmasi iiretimini sinirlandirmigtir. Ancak ¢esitli kullanim alanlarina sahip olmas,
pazarlama imkaninin olmasi ve zengin besin kaynagi; cesitli mineraller ve vitaminler yag, seker, nisasta
ve karbonhidratlara sahip bulunmasi nedenleri ile Tiirkiye’de yetistiricili§inin yapilmasi ve halk
tarafindan bilinmesi 6nem arz etmektedir. Ozellikle bitkinin tibbi olarak kullanmilmasina yonelik
arastirmalar onemlidir. Ayrica geleneksel tipta kullanilan birgok bitki oksidatif stresin neden oldugu
cesitli hastaliklarin, viral ve bakteriyel enfeksiyonlarin tedavisinde etkilidir.

Bitkinin tanimlanmasi, teshis edilmesi ve sistematik agidan degerlendirilmesinde morfolojik
karakterlerin kullanilmasinin yani sira, bitkilerin c¢evresel faktorlerden ve yetistirme kosullarindan
etkilenmesi nedeni ile tanimlama ve teshiste molekiiler karakterlerin kullanilmasi gereklidir. Bu anlamda
son zamanlarda bitkilerin genetik benzerlik ve farkliligin1 ortaya koyarak birbirinden ayiran molekiiler
sistematik ¢aligmalar 6nemli bir yer tutmaktadir. Bu ¢alismada da, Dogu Anadolu Boélgesi’nde yer alan
Van ilinde yetisen yabani kuskonmaz (Asparagus) tiirlerinin genetik benzerlik ve farkliliklar1 morfolojik
ve molekiiler diizeyde ortaya konulmasi hedeflenmistir. Bu amagla niiklear ribozomal DNA'min ITS
bolgesi ve kloroplast DNA’sinin trnL-F bolgesi kullanilmustir, ayrica antioksidan aktivitenin belirlenmesi
icin toplam fenolik, toplam flavonoid, DPPH serbest radikal giderme tayini ve FRAP yontemleri
kullanilmustir. Molekiiler ¢alisma sonucunda, ITS bolgesinin analizi sonucu olusan agacg, A. palaestinus’u
tek bir grupta ve diger tiirler olan A. officinalis ve A. persicus’u bir grupta toplamustir. Diger taraftan,
trnL-f bolgesinin Neighbour-Joining analizi sonucu olugan agaci A. persicus (3) nolu ornegi ve A.
officinalis’i bir grupta toplarken diger tiirler bagka bir grupta toplanmigtir. Ayrica trnL-f bolgesinin
Maximum Likelihood analizi sonucu olugan agact, A. persicus (1) nolu 6rnegi tek bir gruba yerlestirirken,
diger tiirleri baska bir gruba yerlestirmistir. Toplam fenolik agisindan en yiiksek aktivite A. persicus (2)
aseton ekstraktinda 6lgiilmiis (34,768 mg/g), en yiiksek total flavonoid madde igerigi ise A. persicus (6)
aseton ekstraktinda bulunmustur (0,474 mg/g). Demir (III) indirgeme kapasitesi (FRAP) tayini sonucu en
yiiksek deger A. persicus (3) aseton ekstraktinda goriliirken (0,061 pmol Fe(II)/g), DPPH serbest radikal
giderme aktivitesinde en yiliksek deger A. persicus (6) nolu drnekte 6l¢iilmiistiir (0,401 mg/ml Trolox).

Anahtar Kelimeler: Antioksidan, Asparagus, ITS, Molekiiler Sistematik.

XV






ABSTRACT
MS THESIS
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Asparagus, a member of Asparagaceae family, comprises three subgenera (Asparagus,
Protasparagus and Myrsiphyllum) including 300 species mainly distrubuted arid and subarid regions of
the old world. It is an important vegetable grown in broad diversity differing from Mediterranen climates
to tropical regions. Asparagus officinalis naturally grows in the Mediterranen, Eastern and Western
Anatolia regions of the Turkey. Altough it is not widely used in our country, Asparagus is consumed as
food in the Eastern Anatolia. That its farming is so difficult in some areas and its different taste is
different limit its cultivation. However, because of its having various uses, marketing opportunities, being
a good nutritional source, containing various minerals and vitamins, fat, sugar, starch and carbonhydrates,
it is so important to cultivate in the Turkey and to be known by the people. Especially, some studies over
use of asparagus as a medical plant have great importance.

In addition, many plants used in traditional medicine for various diseases caused by oxidative
stress is effective in treating viral and bacterial infections. In plant identification, diagnosis and
systematically evaluation, due to influence from environmental factors and growth conditions of the
plants, it is necessary use of molecular characteristics as well as in the use of morphological
characteristics. In this sense, recent molecular systematic studies separating the plants from each other by
revealing their genetic similarity and differences is important. In this study, genetic similarity and
differences of the some wild asparagus species (Asparagus) growing in Van province located in the
Eastern Anatolia region will be revealed in molecular and morphological level. In addition, it will be tried
to determine antioxidant activity, DPPH percentage, fenolic content, total flavonoid content and FRAB
by using various tissues. For this purpose, ITS region based on rDNA and trnL-F region based on cpDNA
were used. Phylogenetic tree based on ITS region revealed two groups, the first group replaced A.
persicus and A. officinalis in same group, while the second gruop replaced A. palaestinus in a seperate
group. On the other hand, molecular studies based on trnL-F region using Maximum Likelihood analysis
revealed two main group, A. persicus (1) was replaced in a seperate group, whereas other species were
replaced in same group. On the other hand, trnL-F region using Neighbour-Joining analysis revealed two
main groups, the first group consisted of A. persicus (3) and A. officinalis, whereas other species were
replaced in the second group. In term of total phenolics and flavonoids content, the highest phenolics
content was measured for A. persicus (2) acetone extract (34,768 mg/g) and the highest flavonoids
content was found in A. persicus (6) acetone extract (0,474 mg/g). In addition, the highest value for
FRAP was quantified in A. persicus (3) acetone extract (0,061 pmol Fe(I)/g), while the highest DPPH
percentage was measured in A. persicus (6) (0,401 mg/ml Trolox).

Keywords: Antioxidant, Asparagus, ITS, Molecular Systematic.
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1. GIRIS

Asparagus cinsi; Asparagaceae familyasinin bir liyesi olup, eski diinyanin kurak
ve yar1 kurak bolgelerine dagilmis yaklasik 300 tiir iceren Asparagus, Protasparagus,
Myrsiphyllum olmak {izere ii¢ alt cinsten olugsmaktadir (Dahlgren ve ark., 1985; Clifford
ve Conran, 1987). Akdeniz ikliminden tropikal alanlara kadar farkli yerlerde yetistirilen
onemli bir sebzedir (Caruso ve ark., 2008). Asparagus officinalis L. Tiirkiye’de
ozellikle Akdeniz’de, Dogu ve Bat1 Anadolu’da dogal olarak yetismektedir. Ulkemizde
yaygin olarak kullanilmamasia ragmen, Dogu Anadolu’da kuskonmaz gida olarak
tilketilmektedir. Bazi yerlerde yetistiriciliginin zor olmasi ve tadinin farkli olmasi
tiretimini siirlandirmistir. Ancak ¢esitli kullanim alanlarina sahip olmasi, pazarlama
imkanmin olmasi ve zengin besin kaynagi; ¢esitli mineraller ve vitaminler yag, seker,
nisasta ve karbonhidratlara sahip bulunmasi nedenleri ile Tiirkiye’de yetistiriciliginin
yapilmas1 ve halk tarafindan bilinmesi 6nem arz etmektedir. Ozellikle bitkinin tibbi
olarak kullanilmasma yonelik arastirmalar énemlidir (Sancaktaroglu ve ark., 2011).
Ayrica geleneksel tipta kullanilan birgok bitki gibi oksidatif stresin neden oldugu gesitli
hastaliklarin, viral ve bakteriyel enfeksiyonlarin tedavisinde etkilidir.

Bitkinin tanimlanmasi, teshis edilmesi ve sistematik agidan degerlendirilmesinde
morfolojik karakterlerin kullanilmasimi yani sira, bitkilerin ¢evresel faktorlerden ve
yetistirme kosullarindan etkilenmesi nedeni ile tanimlama ve teshiste molekiiler
karakterlerin kullanilmasi gereklidir. Bu anlamda son zamanlarda bitkilerin genetik
benzerlik ve farkliligini ortaya koyarak birbirinden ayiran molekiiler sistematik
caligmalar 6nemli bir yer tutmaktadir. Bu ¢alismada da, Dogu Anadolu Bolgesi’nde yer
alan Van ilinde yetisen yabani kuskonmaz (Asparagus persicus, Asparagus palaestinus
ve Asparagus officinalis) tiirlerinin genetik benzerlik ve farkliliklart morfolojik ve
molekiiler diizeyde ortaya konulmaya ¢alisilmistir.

Ayrica bu tiirlerin ¢esitli dokular1 alinarak, antioksidan aktiviteleri i¢in DPPH
yiizdeleri, fenolik madde igerikleri, flavonoid madde igerigi, FRAP ve total antioksidan

icerikleri tespit edilmeye calisilmistir.



1.1. Asparagaceae Familyasinin Genel Ozellikleri

Bu familyanin tiyeleri dik veya tirmanici, herdem yesil veya ¢ali formunda, ¢ok
yillik veya toprak iistii organlarini yillik olarak doken, rizomlu veya yumru kokli
yaptya sahiptir. Kokler silindirik veya igsi, yanal kokler cok katli zarla g¢evrilmis
yumrulu yapidadirlar. Gévde dik veya sarmasik seklinde, dallar birbirinden ayrilmis
durumda, kisa veya uzun dallar istiindeki yapraklar pul seklinde indirgenmistir.
Cicekler demet seklinde veya tek basina olusurlar. Cigekler tek eseyli, cift eseyli,
monoik veya dioik olabilir, ayrica dik veya sarkik durumdadir. Asparagusun ¢igek
yapist oldukg¢a karmagiktir. A. officinalis birinci yilda 3-4 siirglin olustururken, ikici
yilda 5-6 silirglin olusturmakta, 8-10 yil sonra rizomlar daha gii¢lenip siirgiin sayisi
artmaktadir. Ugiincii yildan 15. yila kadar bitki gelisimini tamamlamakta, ancak daha
sonra zayiflamaya baslamaktadir. Cicekler sadece 3. yildan itibaren olusmaktadir. Yassi
kladodlar iki tarafli ve anatomik olarak yapraklara oldukc¢a benzerken, ignemsi
kladodlar tamamen radyaldir, ayrica her iki tip kladod iletim demetleriyle
beslenmektedir. Kladodlarin yorumlanmasi bitki morfologlar1 arasinda sonu gelmeyen
tartismalara sebep olmustur. Bazi1 bilim adamlari iki tarafli simetrik kladodlarin
indirgenmis iletim demetleri gibi bazi ilging noktalarma vurgu yapmislardir, ancak
kladodlarin eksensel pozisyonlarindan, bunlarin kaulomatik yapida olduklari agiktir.
Kladodlarin ontogenisinde, gelismekte olan yapraklarin bazi 6zelliklerinin goriilmesi
bosuna degildir. Brakte yapraklarin koltuklarindaki kladod demetleri oldukca eksenel
bir yapiya sahiptirler. Cigekler ilk yanal dallar olarak bu siirgiin sistemini olusturur ve
orta gdvde gelisimini devam ettirebilir. Ug¢ farkli siirgiin sekli vardir; &zellesmis
yapraklardaki sertlesmis spurlar, sertlesmis sivri uglu kladodlar ve siirglin benzeri, kisa,
ince ve gercek dallar. Stomalar anomokitik yapidadir. Basamak seklinde ve gozenekli
damarlar hem koklerde hem de govdede mevcuttur, basit gozenekli damarlar koklerde
de meydana gelir. Rafit hiicreler 6nemli derecede bulunur ve az miktarda da tiiy
bulunur.

Asparagus genis ve kimisi erselik ¢igekli, kimisi monoik veya dioik olan tiirleri
iceren bir cinstir. Bazi tiirlerde, disi organa sahip bireylerde erkek organ gelismemisken,
erkek organa sahip tirlerde disi organin indirgenmesi durumu degiskenlik
gostermektedir. Ovaryum istiin niteliklidir ve bazen hafifce uzanti bulunmaktadir.

Nektar iireten dokuya sahiptirler ve karpel basina iki veya daha fazla oviil bulunur.



Mikrosporogenesiz art arda meydana gelir ve ¢apraz sekilli tetratlar olusur. Polen
taneleri iki hiicreli yapida dagilirlar ve nisasta igerirler. Olgun embriyo kesesi
asimetriktir ve bu asimetrik yap1 tohum gelisimi siiresince artar. Polenler oluklu yapida
olup mikro gozenekli veya hafif ags1 dis kabuga sahiptirler. Temel kromozom yapilari
n=10 olup diploid, triploid, tetraploid, hekzaploid ve oktaploid tiirler mevcuttur. Disi
organi bulunmayan cigeklerin pistillerinde meydana gelen nektar salinimi bdceklerle
tozlanmaya isarettir, bununla birlikte tozlanma olayr tam olarak aydinlatilmamistir.
Meyveler kiiresel ve karotenoidlerden dolayr kirmizi, mavi ve ahududu renginde
olabilirler. Tohum sekli kapsiildeki tohum sayisina bagl olarak kiireselden koseli sekle

kadar farklilik gostermekte, tohum rengi ise koyu siyahtir (Kubitzki ve Rudall., 1998).

1.2 Asparagus Cinsinin Morfolojik Ozellikleri

Asparagus cinsi Asparagus, Protasparagus ve Myrsiphyllum olmak iizere Asya,
Avrupa, Afrika ve Avustralya'ya dagilmis toplam 100-300 tiir igeren ii¢ alt cinsten
olusur. Ik alt cinse ait tiirler dioik bireylerden olusurken, ikinci ve ii¢iincii alt cinse ait
tiirler hermafrodit bireyleri icerirler (Kubota ve ark., 2012). Cins ¢ok yillik ig seklinde,
basit veya dallanmis rizomlu, dik tirmanici ot veya cali seklinde herdem yesil veya
kisin toprak istii kisimlar1 kuruyan bitkileri igerir. Govde dallanmis yapidadir (Tutin ve
ark., 1980). Asparagus alt cinsine ait tiirler Asya ve Avrupa kokenliyken, diger iki alt

cinse ait tiirler Afrika kokenlidir.

1.2.1. Asparagus cinsinin sistematikteki yeri

e Alem: Bitkiler (Plantae)

e Boéliim: Kapali Tohumlular (Angiosperms)
o Simf: Liliopsida (Monocotyledoneae)

e Takim: Asparagales

e Familya: Asparagaceae (Kuskonmazgiller)

e Cins: Asparagus



1.2.2. Asparagus cinsinin iilkemizde ve diinya iizerindeki dagilimi

Asparagus L. cinsi iilkemizde 6zellikle Dogu ve Bati Anadolu ile Akdeniz
Bolgesinde dogal olarak yetisme alan1 bulmustur (Sancaktaroglu ve ark., 2011). Diinya
genelinde ise Akdeniz ikliminden tropikal bolgelere ve eski diinyanin kurak ve yari

kurak bolgelerine kadar farkli alanlara yayilmigtir (Sekil 1.1).
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Sekil 1.1. Asparagus Tiirlerinin dagilimi (Kubota ve ark., 2012)

1.2.3 Asparagus cinsinin kullamilma alanlar

Kuskonmaz bitkisinin taze siirgiinleri sebze olarak tiiketilmektedir. Ayrica
bitkinin siis bitkisi ve tibbi aromatik bitki olarak kullanimi da mevcuttur. Kuskonmazin
saglik iizerine cesitli etkileri mevcuttur. Ornegin kuskonmaz bitkisi ¢ok diisiik kalori
igerir, 100 g taze kuskonmaz sadece 20 kalori igerir. Taze siirglindeki diyet lifi miktar
orta seviyededir, 100 g taze siirgiin yaklagik 2.1 g diyet lifi icerir. Diyet lifleri
konstipasyon (kabizlik) durumunun kontrolinde rol alir, diisik yogunluklu
lipoproteinleri baglayarak LDL seviyesini diisiirir; ayrica, kan sekeri seviyesinin

diizenlenmesine yardimci olur. Geleneksel tipta hassas bagirsak sendromunun ve



O0demlerin tedavisinde kullanilmaktadir. Taze siirgiinleri zengin bir antioksidan
kaynagidir, onemli 6l¢lide lutein, zeaksantin ve karoten i¢cermektedir. Ayrica folik asit,

K, E ve B vitamini grubu agisindan da zengin bir igerige sahiptir (Anonim., 2016).

1.2.4 Asparagus cinsine ait Officinalis, Persicus ve Palaestinus tiirlerinin morfolojik

ozellikleri

Asparagus officinalis; dik, tiiysiiz ve otsu yapidadir. Boyu 75-100 cm'den 200
cm'ye kadar cikabilir ve ince, dik dallanma g@sterir. Mahmuz 1-3 mm boyundadir.
Kladodlar 3-6 ¢ift fasikiil halinde, 1-5 sirali, 6-15 mm boyunda, 0.2 mm' genisliginde,
dik, ancak genellikle esit boyda degildir. Yesil renkte ya da nadiren mat yesildir. Uglar
dikenimsidir (mucronate). Cicekler genellikle kladod fasikiillerinden ayr1 ayri ¢ikarlar.
Pediserler 10-15 mm boyunda, istte ya da ortaya yakin bir yerde yerlesmistir. Disi
periantler 5-6 mm boyunda, sarimsi-yesil renkte, anterler 1.5 mm boyundadir. Meyve
kirmizi renkli, 6-8 mm boyunda, tohum sayis1 genellikle 2-4 adet, ¢igeklenme zamani 5.
ve 6. aylara rastlamaktadir. Step alanlarda yayilis gosterirler ancak volkanik ve kalkerli
alanlarda kisa boylu olarak yayilig gésterebilirler (Davis, 1965).

Asparagus persicus dikten yiikseliciye kadar farklilik gosteren gévde yapisina
sahip ve tiiysiiz otsu bitkilerdir. Govde 25-100 cm'ye kadar uzayan, diiz ya da kivrilmas,
oluklu ve siklikla alttan agili yapidadir. Mahmuz 0-4 mm boyunda, kladotlar 2-5
nadiren 1 ya da 6 ¢ift olabilir, uzunumsu, yar1 dik ya da yivli yapida olabilir, genellikle
kaldotlar esit boyda degillerdir. Kladotlar 10-45 mm boyunda ve 0.3-0.7 mm
genisliginde, ylikselici, dik ya da divergent, tiiysiiz, yesil (kuru yerlerde mat), diize
yakin ya da biikiilmiis, ucu akut seklindedir. Cigekler 1-2 ¢ift fasikiil halinde ya da
uclarda dallanmis haldedir. Pediseller 10-22 mm boyunda, artikulat ya da distte
ortadadir. Disi periant 6-7 mm boyunda, sarimsi yesil, tabanda kahverengine
donmiistiir. Anterler 1.2-1.5 mm boyunda, meyve kirmizi, 6-8 mm boyunda, tohumlar
genellikle 1 tane, c¢iceklenme 5. ve 7. aylar arasina rastlar. Tuzlu steplerde yayilis

gosterirler ve 800-1700 m'ye kadar yayilislar1 bulunur (Davis, 1965).

Asparagus palaestinus dik ya da tirmanici, gevsek, tiiylii otsu bitkidir. 2 m'ye
kadar boylanabilir. Dallanma dik, zayif ve zikzak seklindedir. Mahmuz 2-6 mm
boyunda, kladotlar 8-10 cift, gevsek fasikiiller halinde, dik ya da biikiilmiis, ipliksi, 6-18



mm boyunda 0.1-0.15 mm genisliginde, yesil renklidir. Akut cicekler 1-3 gift
halindedir. Fasikiiller ugta dallanmis halde, pediseller 6-15 mm boyunda, artikulat
ortaya yakin, disi periant 4.5-5.5 mm boyunda, yesilimsi ya da kahverengimsi, anter 1-
1.3 mm boyunda meyve kirmizi renkli ve 10 mm boyunda, ¢iceklenme 5.ve 7. aylar
arasinda meydana gelir. Kayalik alanlarda ve nehir kenarlarinda, 1-1480 m arasinda

yayilis gosterirler (Davis, 1965).

1.3 Molekiiler Sistematik

Yirminci ylizyilin ikinci yarisinda laboratuar tekniklerinde meydana gelen
ilerlemeler, biyolojik anlamda énemli olan molekiillerin analiziyle tiirler arasi ve tiir i¢i
genetik cesitliligin belirlenmesini miimkiin kilmistir. Bu metodlar arasinda antikorlarin
capraz reaksiyonlari, protein elektroforezi, DNA-DNA hibridizasyonu, restriksiyon
par¢a uzunluk polimorfizmi ve DNA ile proteinlerin direkt sekanslanmasi sayilabilir.
Bunlar igcinde DNA sekanslarinin kiyaslanmasi sonucu elde edilen sonuglarin en giiglii
ve en kullanish olan1 oldugu sdylenebilir. Filogenetik iligkilerin agiga ¢ikarilmasinda
kullanilan klasik yaklagimlarla kiyaslandiginda molekiiler filogenide, homolog sekans
setindeki her bir bolge, bu bolgeye karsilik gelen bir karakter olarak diisiintilebilir.
Klasik metodlarla kiyaslandiginda molekiiler yaklagimlarin 6nemli 6l¢ilide tistiinliikleri
gdze carpmaktadir. Ornegin dzelliklerin mevcut durumlarinin belirlenmesinde herhangi
bir subjektif yaklagim s6z konusu degildir. Diger bir avantaji ise molekiiler tekniklerin
tim organizmalara uygulanabilmesidir, bdylece farkli formlar arasinda kiyaslama
yapmak miimkiin olmaktadir.

Molekiiler sistematik 4 basamakta gergeklestirilir:

- Hizalama.
- Yer degistirmelerin saptanmasi.
- Filogenetik aga¢ olusturma.

- Olusturulan agacin degerlendirilmesi.



1.3.1. Molekiiler sistematikte kullanilan yontemlerden bazilar:
1.3.1.1. RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism)

DNA belirtecleri (markirlari/isaretleyicileri) arasinda ilk kesfedileni RFLP'dir
(Saiki ve ark., 1988). RFLP tekniginde ilk basamak varyasyon tasiyan parganin
(fragment) c¢ogaltilmasidir. Daha sonra g¢ogaltilan kisim uygun bir kesim enzimiyle
kesilir ve agaroz jelde yiiriitiiliir. DNA'lar southern blot teknigiyle naylon membranlara
aktarilir, isaretleyici olarak kullanllan DNA parcaciklar1 ¢esitli maddelerle
isaretlendikten sonra membranda bulunan DNA'larla eslesmeye tabi tutulur (Tanksley
ve ark., 1992). RFLP tekniginin 6nemli avantajlart ucuz olmasi ve gelismis alet ve
ekipmana gerek duyulmamasidir. RFLP analizlerini kurmak kolaydir ve genellikle
kolayca bulunabilecek programlarla birlikte kullanilabilir. Spesifik endoniikleazlara
ihtiyag duyulmasit ve varyasyonun tam olarak tanimlanmasindaki zorluklar ise

dezavantajli taraflarini olusturmaktadir (Rasmussen, 2012).

1.3.1.2. RAPD (Randomly Amplified Polymorphic DNA)

RAPD PZR (Polimeraz zincir reaksiyonu) tabanli bir tekniktir. Rastgele
niikleotid dizilimine sahip primerler kullanilarak DNA amplifikasyonu yapilmaktadir.
Daha sonra bu DNA pargalari jelde yiiriitilmekte ve etidyum bromiir ile boyandiktan
sonra goriiniir hale gelmektedirler. Amplifikasyon {iriinlerinden her biri primerlerle
benzer dizilime sahip iki kisa segment igeren genom bdlgelerinden elde edilir.
Polimorfizm primerlerin baglanma noktalarindaki amplifikasyon bantlarinin varlig1 ya
da yokluguyla tespit edilir. RAPD yonteminde kullanilan primerlerin dominant olmasi

bu teknigin dezavantajli kismini olusturmaktadir (Rafalski ve ark., 1993).

1.3.1.3. AFLP (Amplified Fragment Length Polimorphism)

AFLP teknigi restriksiyon enzimleri ile kesilen DNA parcalarinin segici PZR
amplifikasyonuna dayanmaktadir. Teknik {i¢ asamadan olugmaktadir: (i) DNA
restriksiyonu ve kesilen DNA pargalarinin oligoniikleotid adaptorlerle baglanmasi
(ligasyon), (i1) Kesilen pargalarin se¢ici amplifikasyonu, (iii) cogaltilan parcalarin jelde

analiz edilmesi. En 6nemli avantaji tek bir reaksiyonda 30-150 bolge tanimlanabilmesi



ve sonuclarin tekrarlanabilir olmasidir. Pahali olmasi, laboratuar ekipmanina gereksinim

duyulmasi, ayrica dominat markdr olmasi ise dezavantajini olusturmaktadir (Ridout ve

Donini., 1999).

1.3.1.4. CAPS (Cleaved amplified polymorphic sequence)

CAPS genetik polimorfizmin tespit edilmesinde kullanilan basit ve giivenilir bir
yontemdir. PZR iiriinleri restriksiyon enzimleriyle kesilerek elektroforez yapilir. Bu
metotta kullanilan primerlerin genlerin ekzon sekanslarina spesifik olmasi,
amplifikasyonun farkli ¢alismalarda oldukg¢a stabil olmasini saglar (Tanaka ve ark.,
2010).

1.3.1.5. SSR (Simple Sequence Repeats)

Mikrosatellitler ya da basit dizili tekrarlar (SSRs) arka arkaya dizilmis, tekrar
eden ve 1-6 baz ¢ifti uzunlugundaki birimlerden olusan DNA pargalaridir. Bu
belirteglerin dnemi; genomun genis bir boliimiine yayilmalari, bolca bulunmalari,
multiallel dogalar1 ve kodominant yapiya sahip olmalari, ayrica PZR yontemiyle basitce

tespit edilmesinden kaynaklanmaktadir (Powell ve ark., 1996).

1.3.1.6. ISSR (Inter Simple Sequence Repeats)

cogaltilabilir mesafede bulunan DNA segmentlerinin ¢ogaltilmasini iceren PZR tabanl
bir yontemdir. Bu teknikte genellikle 16-25 baz cifti uzunlugundaki mikrosatellitler
kullanilir. Bu teknikte primer olarak kullanilan mikrosatellit tekrarlar diniikleotid,

triniikleotid, tetraniikleotid ve pentaniikleotid olabilir (Gupta ve ark., 1994).

1.3.1.7. SNP (Single Nucleotide Polymorphism)

SNP, DNA sekansindaki tek bir niikleotid degisikligidir. Bitkilerin de dahil
oldugu pek ¢ok canlida meydana gelen bir varyasyondur. Transisyon ve transversiyon
SNP olusmasina sebep olan spontan baz degisimleridir. Bir populasyondaki tek baz
degisim frekans1 %1’den biiyilkse SNP olarak, %1’den kiigiik ise mutasyon olarak

nitelendirilir.



1.3.2. Molekiiler sistematikte kullanilan DNA cesitleri
1.3.2.1. Cekirdek DNA's1

RDNA, cpDNA'daki smirlamalar1 ortadan kaldirmak, bagimsiz ve ilave
tahminlerde bulunmak icin bitki sistematiginde sik sik kullanilmaktadir. Diisiik
taksonomik seviyelerde i¢ ve dis intergenik bolgeler kullanilirken, yiiksek taksonomik
seviyelerde yavasca evrimlesen rRNA kullanilmaktadir. rDNA'nin yiiksek kopya
sayisina sahip olmasi, hem restriksiyon hem de PZR temelli yaklagimlarla
degerlendirilmesini kolaylastirmaktadir. Organel genomundaki sekanslara gore daha
hizli evrimlesmesi, biparental kalitimi, c¢oklu bagimsiz lokuslarin varligi niiklear
genlerin avantajlar1 arasinda gosterilebilir. Niiklear genlerin karmasik yapisi ve evrimsel
dinamikleri, ortolog genlerin izolasyonu ve tanimlanmasi rDNA'nin dezavantajlarini

olusturmaktadir (Small ve ark., 2004).

1.3.2.1.1. i¢ transkribe olan bosluklar (Internal Transcribed Spacers)

Niiklear ribozomal DNA'nin ITS bolgesi 1990'lardan beri kapali tohumlularda
filogenetik caligmalar igin kullanilmaktadir. ITS bolgesinde bulunan ITS1 ve ITS2
bolgeleri PZR ile kolaylikla ¢ogaltilabilir ve evrensel primerler kullanilarak dizilenebilir
(Sekil 1.2).

ITS1 ve ITS2 bolgelerinin varyasyon dereceleri bitki gruplari arasinda farklilik
gostermektedir. ITS bdlgesi rDNA'nin i¢ ve dis transkribe olan bdélgelerine kiyasla daha
fazla korunmus bir bolgedir (Baldwin ve ark., 1995).
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Sekil 1.2. ITS bolgesi (Sahare, 2013)

Filogenetik ¢aligmalarda ITS bolgesinin sagladig1 avantajlar;

e Bitki cekirdek genomunda oldukca fazla tekrar edilirler.



e Yiiksek sayidaki kopya sayisindan dolayr ntDNA'nin (Niikler ribozomal DNA)
tespiti, cogaltilmasi, kolonlanmasi ve sekanslamasi kolaydir.

e [ITS bolgesinin nispeten kiiclik boyutlarda olmasi ve oldukc¢a korunakli olan
bolgeler arasinda yer almasi bu bdlgenin ¢ogaltilmasini kolaylastirir.

e rDNA bolgelerine gore daha hizli varyasyon gosterirler.

e [ITS bolgesine ait sekanslarin elde edilmeleri ve yorumlanmalar1 kolaydir.

e rDNA alt birimlerinin olusum siirecinde gorev alirlar.

e Filogenetik ¢caligmalarda saglikli sonuglar verebilecek uzunluktadir.

1.3.2.2 Kloroplast genomu

Kloroplast fotosentezin gergeklestigi organel olup ¢ift zarla ¢evrilmistir.
Kloroplast DNA's1 ¢ift iplikli halkasal yapida ve yar1 korunumludur. Kloroplastlarda
"stroma" adi verilen ve i¢inde DNA, RNA, ribozomlar ve fotosentez i¢in gerekli olan
enzimleri barindiran bir de sivi bulunur. Kloroplastlar sahip olduklar1 bu DNA ve
ribozomlar sayesinde hem kendilerini gogaltirlar, hem de bazi proteinlerin tiretimini
gerceklestirirler (Anonim, 2015).
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Sekil 1.3. Kloroplast Genomu ( Logacheva ve ark., 2008)
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Goreceli olarak kiiciik ve sabit boyutu, korunumlu evrimi kloroplast DNA'sin1
bitki tlirlerinin evrimsel ge¢cmisini izlemede ideal bir molekiil haline getirmektedir.
Diisiik taksonomik seviyelerde, c¢pDNA varyasyonlari, restriksiyon iliskileri
kiyaslanarak kolaylikla analiz edilebilirken, yiiksek taksonomik seviyelerde DNA
sekanslamast ve ters ¢Oziim analizleri, kloroplast genomunun kiyaslanmasinda
kullanilan segme yontemlerindendir. Kloroplast genomu temel bitki gruplarindan biri
olan kapali tohumlularin filogenetik iliskilerini a¢iga c¢ikarmada siklikla
kullanilmaktadir. Bitki mitokondriyal ve niiklear genomunun sekanslarin
diizenlenmesinde goreceli olarak hizli olmasi, genomlarin orta 6lgekli biiyiikliikte olan
kisimlarinin evriminin agiklanmasinda zorluklar olusturmaktadir. Kloroplast genomlari
temel olarak; duplikasyon, delesyon, korunumlu evrim, psddogen olusumu gibi
evrimsel silireclerden bagimsizdir. Filogenetik olarak bitki ¢ekirdek DNA'sin1; genis ve
degisken boyutu, korunumlu evrimi ve diizenlenmesindeki kompleks formlar gibi ¢esitli
nedenlerden dolay1 kloroplast DNA's1 ile kiyaslamak ¢ok zordur. Ancak Niikklear DNA
iki 6zelliginden dolayi tiir i¢i ve daha diisiik taksonomik seviyelerde ¢ok kullaniglidir;
ilki, rDNA'nin transkribe olmayan belirli bolgelerindeki sekanslarin kloroplast
DNA'sindaki herhangi bir bolgeye gore daha hizli evrimlesmesi, ikincisi ise evrimsel
acidan cpDNA ve niiklear DNA farkli sekillerde aktarilmasidir. CpDNA maternal

olarak aktarilirken, niiklear genom biparental olarak aktarilir (Palmer, 1985).

1.3.2.2.1 Genler arasi1 bosluk ( trnL-trnF)

Trnl intron grubu ve trnl ile trnf arasindaki bolge bitki sistematiinde en sik
kullanilan ve kodlanmayan DNA bolgeleri arasinda yer almaktadir (Quandt ve ark.,
2004). Genler aras1 bosluk trnL (UAA) 3’ ekzonu ve trnF (GAA) geni arasinda yer alir
(Sekil 1.4).

trnL-F bolgesi 0zel primerler vasitasiyla PZR teknigi ile c¢ogaltilarak baz

polimorfizimine bakilir ve tiirler arasindaki filogenetik iligki belirlenir.
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trnL intron trnL-F spacer

trnL 5’ exon trnL 3’ exon trnF exon
s |
- e e - —
C trnLF_intFOR E trnLF_intREV F
B - -
Uno39F D Uno807R
— -~

Sekil 1.4. trnL-F Bolgesinin ¢ogaltilmasinda kullanilan primerlerin semasi (Pirie ve ark., 2007)
1.3.2.3 Mitokondrial genom

Mitokondriler ATP sentezi ve fotofosforilasyondan sorumlu hiicresel
organellerdir. Bitkilerde, hayvanlarda ve mantarlar aleminde bulunurlar. Kendileri igin
gerekli olan bazi proteinleri kodlayan DNA'ya sahiptirler ve kendilerini replike
edebilirler. Genel olarak ¢ift zincirli, sirkiiler ve kovalent durumda bulunurlar.
Mitokondrial DNA maternal olarak aktarilir ve heteroplazmi durumuna nadiren
rastlanir. Niiklear genoma gore yaklasik 5-10 kat daha hizli evrimlesirler. Niiklear ve
mitokondrial genom fonksiyonel olarak birbirine baghdirlar. Mitokondrial proteinlerin
bircogu niiklear genler tarafindan kodlanirlar. Mitokondrial DNA tarafindan
kodlanildig1 bilinen 2 rRNAs, 20-35 tRNA ve 13 tane protein bulunmaktadir. Bu
komplekslerin geri kalan alt birimleri ¢ekirdekteki genler tarafindan kodlanmaktadir.
Mitokondrial olarak kodlanan biitiin proteinler bir kismi niiklear olarak kodlanmig
enzim komplekslerini ve metabolik bilesenlerini olustururlar. Bu durumda sitokrom c
oksidaz, ATP sentetaz ve NADH dehidrogenaz gibi alt birimleri niiklear olarak
kodlanan mitokondrial kompleksleri s6z konusu olmaktadir (Sekil 1.5). mtDNA farkli
boyutlarda bulunabilir, &rnegin Metazoa: Ascaris suum, 14.5 kb; Drosophila
subobscura, 15.8 kb. Maya: Saccharomyces cerevisiae, 78 kb. Mantar: Neurospora
crassa, 60 kb. Bitkiler: Zea mays, 570 kb (Castro ve ark, 1998).

12



D Complex |
[NADH dehydrogenase)

Human mtDNA p—— [ Gomplex it
16569 hp {Cytochrome ¢ reductase)
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. Ribossomal RNAs

D Transier RNAS

Sekil 1.5. Insan mitokondrial genomu (John ve ark., 2010)

1.3.2.4 Filogenomik

Tohumlu bitki gruplar1 arasindaki filogenetik iligkinin anlagilmasina yonelik
cabalar genomu tamamen dizilenen az sayidaki gruptan dolay1 sekteye ugramaktadir.
Molekiiler verilerden elde edilen filogenetik tezler analizde kullanilan tiir veya gen
gruplarinin sayica az olmasindan dolay1 genellikle tartigmali olmustur.(Lee, Cibrian-
Jaramillo ve ark. 2011).

Bitkilerin genom dizilerinin tamaminin bilinmesi gelisimsel ve evrimsel siirecin
anlasilmasina yonelik farkli bakis agilar1 saglamaktadir. Evrimsel mekanizmayla birlikte
bitki genomlarinin dizilenmesi, genlerin ve/veya dizi ifadesindeki modifikasyonlarin
bitkide meydana gelen temel degisimler tlizerindeki etkisinin anlagilmasinda yararli
olacaktir. (Conte, Gaillard ve ark. 2008).

Genel anlamda bitki molekiiler filogenetigi plastid genomuna dayalidir
(Burleigh ve Mathews 2004, Barkman, McNeal ve ark. 2007, Zhu, Chase ve ark. 2007).
Gelisen DNA teknolojileri sayesinde son 20 yil i¢inde toplam 190 plastid genomu
dizilenmistir. Plastid genomlarinin nispeten kisa olmasi ve ¢ok sayida tekrar icermesi
plastit genomlarini niiklear genoma gore daha makul hale getirmektedir. Karsilagtirmali
caligmalar plastid genomunun Onemli degisiklikler gecirdigini ve evrimsel siireg

sirasinda Onemli gen kayiplar1 yasadigini gostermistir. Bazi genler veya fonksiyonel
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olarak baglantili gen gruplar1 birbirinden bagimsiz olarak kaybolmustur. Bu genlerin
karakterize ettigi karakterler filogenetik olarak bilgi verici markirlar olarak bilinirler.
Plastid genomlar1 arasinda kloroplast genomu bitkilerde filogenetik iliskilerin agiga
¢ikarilmasinda etkili bir yaklagim olarak ortaya ¢ikmaktadir (Gao, SU ve ark. 2010).
Plastid genomuna dayali filogenetik ¢aligmalarda 6nemli ilerlemeler kaydedilirken,
niiklear genom-Olgekli ¢alismalar hala baslangi¢ asamasindadir.(Sanderson ve
McMahon 2007, Burleigh, Bansal ve ark., 2011).

1.4 Serbest Radikaller

Biyolojik materyallerdeki serbest radikallerin varligi yaklasitk 50 yil Once
kesfedilmistir. Hemen akabinde Denham Harman oksijen radikallerinin in vivo
kosullarda enzimatik reaksiyon iiriinleri tarafindan olusturuldugu tezini ortaya atmstir.
Serbest radikallerle ilgili ¢alismalar McCord and Fridovich'in siiperoksit dismutazin
varhgim kesfetmelerinden sonra yeni bir doneme girmistir. Ugiincii donem ise serbest
radikallerin  olumlu etkilerinin tespit edilmesiyle baslamistir. Artik, canli
organizmalarin sadece serbest radikallerle birlikte yasamak igin yeni Stratejiler
gelistirmedigi, ayn1 zamanda serbest radikallerin olumlu etkilerinden faydalandigini
gosteren bir¢ok kanit mevcuttur (Droge, 2002).

Serbest radikaller eslenmemis elektrona sahip olan molekiillerdir. Serbest
elektron varligindan dolayr bu molekiiller oldukca kararsizdirlar ve diger bilesiklerle
reaksiyona girme egilimleri yiiksektir. Kararli hale gegmek icin gerekli elektronu elde
etmeye calisirlar. Ancak bu defa elektron kaybeden molekiiliin kendisi serbest radikal
olur. Biitiin bu olaylar nanosaniye i¢inde gergeklesir. Boylelikle zincirleme reaksiyon
baslar, reaksiyon basladiktan sonra katlanarak devam edebilir ve nihayet canli hiicrenin
yikimiyla sonuglanir. Genel olarak serbest radikallerin canli hiicre iizerine zararlari;
DNA zarari, lipitlerdeki yag asitlerinin oksidasyonu, proteinlerdeki aminoasitlerin
oksidasyonu, kofaktdrlerin oksidasyonuyla belirli enzimlerin inaktif hale getirilmesi
seklinde olmaktadir. Bu zararlar sonucu hiicrelerde yaslanma, kalp-damar
rahatsizliklari, sinir sisteminde dejenerasyon, bobrek rahatsizliklari, fibrozis gibi ¢esitli
sorunlar meydana gelmektedir. Serbest radikaller zararli etkilerinin yaninda, bakteri ve
diger yabanci hiicrelerin yok edilmesi, kanser hiicrelerinin 6ldiiriilmesi, genlerin aktif ya

da inaktif hale getirilmesi, enfeksiyonla miicadele ve beyini alarm durumunda tutmak
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gibi bazi hayati fonksiyonlardan da sorumludurlar. Normal sartlarda viicut serbest
radikallerle miicadele edebilir. Ancak ortamda antioksidanlar yoksa ya da serbest
radikal olusumu artiyorsa gesitli zararlar meydana gelebilir.
Serbest radikal olusumu siirekli ve kagiilmaz bir siiregtir. Viicutta serbest radikal
olusumu cesitli faaliyetler sonucu meydana gelir. Bagisiklik sistemi hiicreleri reaktif
oksijen tiirlerini ve oksijen radikallerini savunma silah1 olarak iiretebilirler. Enerji
tiretimi sirasinda hiicreler serbest radikalleri zehirli atik olarak iiretirler. Hiicrelerde her
biri farkli serbest radikal meydana getiren farkli metabolik faaliyetler meydana gelir.
Boylece tek bir hiicre dahi farkli cesitte serbest radikal meydana getirebilir. Endiistriyel
toplumlarda yaygin olan stres unsuru viicudu ¢ok sayida serbest radikal olusturmaya
zorlayabilir. Stres tepkileri viicudun enerji lireten kisimlari ile bir nevi yarisa girerek
iiriin tarafindan toksik madde olarak iiretilen serbest radikal miktarini artirir. Dahasi
viicuttaki stres metabolizmasini yiiriiten ¢esitli hormonlarin kendisi oldukga zararli olan
serbest radikallere pargalanmaktadir. Asbest, benzen, karbon monoksid, klorid,
formaldehid, ozon, sigara dumani ve toluen gibi kimi maddeler, boya, tiner, temizlik
iriinleri ve tutkal gibi baz1 kimyasal ¢ozeltiler, tavsiye edilenden fazla kullanilan ilaglar,
parfiimler, pestisitler, klorinasyonun sebep oldugu trihalometan ve kloroform gibi suya
bulasan bazi kimyasallar, kozmik radyasyon, elektromanyetik alan, radyon gazi, solar
radyasyon, x-ray isinlari, giibre ve pestisit gibi tarimda kullanilan kimyasallari igeren
gidalar, yiiksek oranda lipit peroksid iceren islenmis gidalar potansiyel birer serbest
radikal kaynagidir (Sarma ve ark., 2010).

Kimyada serbest radikaller, radikal ilavesi ya da radikallerin yer degistirmesi
gibi siireclerde reaktif aract olarak gorev alirlar. Serbest radikallerin dahil oldugu
zincirleme reaksiyonlart genel anlamda {i¢ farkli asamaya ayirmak miimkiindiir;
baslangic, cogalma ve sonlanma.

Baslangi¢ stireci serbest radikal sayisindaki net artigla sonuglanan reaksiyonlari
icerir. Bu reaksiyonlarda kararli tiirlerden serbest radikaller olusabilir ya da daha ¢ok
serbest radikal olusturmak icin kararli bilesiklerle bazi reaksiyonlara girebilirler.
Yayilma siireci toplam serbest radikal sayisinin sabit kaldig1 periyodu kapsar. Sonlanma
reaksiyonlart toplam serbest radikal sayisindaki azalisla sonuclanan reaksiyonlardir.
Tipik olarak iki serbest radikal kararli bir bilesik olusturmak icin bir araya gelirler

(Sarma ve ark., 2010).
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1.4.1 Serbest radikal cesitleri

Reaktif oksijen tiirleri ¢ok kiiglik molekiillerdir ve dis kabuktaki eslenmemis
elektron varligindan dolay1 oldukga reaktiftirler. Reaktif oksijen tiirleri normal oksijen
metabolizmast sonucu olusan dogal iiriinlerdir ve hiicrenin sinyal metabolizmasinda
onemli bir rol oynarlar. Ancak ¢evresel stres kosullar1 sirasinda bu tiirlerin miktarinda,
hiicre yapisinda ciddi zararlanmayla sonuglanan ani artislar olmaktadir. Yaralarin
tedavisi ve kan homeostazisinin diizenlenmesinde gorev alan trombositler yaralanan
kisimlarda ilave trombosit gorevlendirdikleri i¢in serbest oksijen tiirlerinin salinimi s6z
konusu olmaktadir (Sarma ve ark., 2010). Genel olarak serbest oksijen tiirlerinin canli
hiicre iizerine =zararlar;; DNA zarari, lipitlerdeki yag asitlerinin oksidasyonu,
proteinlerdeki aminoasitlerin oksidasyonu, kofaktorlerin oksidasyonuyla belirli

enzimlerin inaktif hale getirilmesi seklinde olmaktadir (Sekil 1.6).

ANTIOXIDANTS INACTIVE -
SCAVENGERS PRODUCTS
=
DNA
RNA
» I ™ ABNORMAL
| ROS DNA, RNA
f XA » L
TRANSCRIPTION
ABNORMAL -~ ? TRANSLATION
PROTEINS PROTEINS ERRORS
. | »
IXIDIZEL INHIBITORS
PROTEINS :
< ——w= AMINO
- W ACIDS
31 T
‘ iy > PROTEASES D

Sekil 1.6. Reaktif oksijen tiirlerinin etkisi (Sarma ve ark., 2010)

Singlet oksijen

Singlet oksijen (02), 02nin ilk uyarilmis halidir ve oldukea ilging bir reaktif
oksijen tliriidiir, ¢linkii singlet oksijenin 02" ye elektron transferi ile herhangi bir ilgisi
bulunmamaktadir. Fotosentez sirasinda yetersiz enerji dagilimi tiglii klorofil olusumuna
sebebiyet verebilir. Uglii klorofil durumu ¢ok reaktif olan '02' den ayrilmak igin %0 ile
reaksiyona girebilir. Fotosentez sirasinda !0, olusumunun PSI ve PSII ile biitiin
fotosentez siireci iizerinde ¢ok olumsuz etkisi oldugu bulunmustur. Ayrica tuzluluk,

kuraklik gibi gesitli abiyotik stres kosullari stomanin kapanmasina sebep olmakta ve
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kloroplasttaki hiicre i¢i co2 konsantrasyonu diismekte, bu durumun bir sonucu olarak da
0, olusumu tesvik edilmektedir. Hiicre icindeki l02'nin toplam omrii 3 ys olarak
Olclilmiis ve bu siire i¢inde bu molekiiller birkag¢ yliz nanometre mesafeye dagilabildigi
belirlenmistir. Cesitli biyolojik molekiiller icin yiikseltgen olan ve lipit, protein, pigment
ve niikleik asitlerle reaksiyona girebilen singlet oksijenin, hiicrenin Oliimiyle
sonuglanabilen PSII aktivitesindeki hasardan sorumlu olan en Onemli tir oldugu
diistiniilmektedir. Singlet oksijenin, B-karoten, tokoferol ve plastokinon tarafindan
etkisi yok edilmekte, aksi takdirde fotooksidatif strese verilen molekiiler yanitlarla ilgisi

bulunan genlerin regiilasyon artisini aktif hale gelmektedir (Gill ve Tuteja., 2010).

Siiper oksit radikalleri (02")

Oz~ Radikallerinin en ¢ok ftiretildigi bolgeler PSI sisteminin ilk elektron alicist
olan tillakoid membran zinciridir. Reaktif oksijen tiirlerinin iiretimi oksijenli iiretimin
kaginilmaz bir sonucudur. Terminal oksidaz-sitokrom ¢ oksidaz veya alternatif oksidaz
O: ile reaksiyona girdigi zaman dort elektron transfer edilir ve su agiga c¢ikar. Ancak
zaman zaman O elektron tasima sisteminin diger bilesenleri ile de reaksiyona girebilir.
Bu durumda ise sadece bir elektron transfer edilir ve sonugta O2” olusur. Bitki
dokularinda ise %1-2 02 tiketimi Oz~ olusumuna sebebiyet vermektedir (Gill ve
Tuteja., 2010).

Hidrojen Peroksit (H202)

Hidrojen Peroksit, siiperoksit radikalinin indirgenmesi sonucu olusur. Hidrojen
peroksit; siiper oksit, hidroksil anyonu ve singlet oksijene gore daha uzun Omiirliidiir
ancak orta olgekli bir reaktiftir. Hiicre iginde asir1 miktarda bulunduklarinda oksidatif
strese sebebiyet verirler, ayrica enzimlerin tiyol gruplarini okside ederek onlari inaktif
hale getirebilirler. Hidrojen peroksitin bitkilerde iki énemli gorevi vardir. ki, diisiik
konsantrasyonlarda bitkilerin biyotik ve abiyotik stres kosullarina aligmasinda gorev
alan bir sinyal molekiilii gibi davranirlar, yiiksek konsantrasyonlarda ise PCD
(Prokalsitonin) olusumuna neden olur. Ayrica, hidrojen peroksit biiyiime, gelisme,
fotosentez, fotorespirasyon, yaslanma, hiicre dongiisii, stoma hareketi gibi cesitli

fizyolojik olaylarda rol oynamaktadir (Gill ve Tuteja., 2010).
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Hidroksil Radikali (OH")

Hidroksil radikali, bilinen serbest oksijen tiirleri arasinda en aktif olanlardan
biridir. Demir basta olmak iizere, uygun gecis metallerinin varliginda, hidroksil radikali,
notr pH ve oda sicakliginda, demir katalizorliigiinde ve Fenton reaksiyonlar1 sonucu
stiper oksitten ve hidrojen peroksitten olusabilir. Hidroksil radikallerinin in vivo
kosullarda biiyiik ol¢iide oksijen toksisitesinden sorumlu oldugu diisiiniilmektedir. Bu
radikaller potansiyel olarak DNA, lipit, protein ve hemen hemen hiicrenin biitiin
bilesenleri ile reaksiyona girebilir ve bir hayli reaktif olan oksijen tiirlerini elemine
edecek enzimatik mekanizmanin yoklugundan dolayr hidroksil radikallerinin agirt

derecede iiretimi hiicrenin 6limiine sebep olabilir (Gill ve Tuteja., 2010).

1.5 Serbest Radikallerin Metabolizmaya Etkileri
1.5.1 Serbest radikallerin lipidlere etkileri

Lipit peroksidasyonu, biitiin canli organizmalarda meydana gelen en zararli
siire¢ olarak diisiiniilmektedir. Hiicre zarinda meydana gelen zararlanma, cesitli stres
kosullar1 altinda lipit yikiminin seviyesini belirlemede kullanilan bir parametredir. Son
zamanlarda yapilan calismalar sonucu, lipit peroksidasyonu sirasinda olusan iirtinlerin
keton, MDA ve bunlarla baglantili bilesikler gibi kiigiik hidrokarbon fragmentlerini
iceren ¢oklu doymamis dncii maddelerden olustugu anlasilmistir. Hem hiicresel hem de
organel membraninda reaktif oksijen tiirlerinin {ist sinirma ulasildigi zaman lipit
peroksidasyonu meydana gelir, bu durum sadece normal hiicresel fonksiyonu
etkilemekle kalmaz, ayn1 zamanda lipit kaynakli radikal olusumuyla oksidatif stres
etkinligini artirir. Lipit peroksidasyonu ii¢ asamada meydana gelir. ik asama baslangig
acamasidir. Bu agama basta demir ve bakir olmak iizere cesitli gecis elementlerini igerir.
Ancak siiper oksit ve hidrojen peroksit bu reaksiyonlar1 baslatabilirken, hidroksil
radikali nispeten yetersiz kalmaktadir. Membranda meydana gelen lipit peroksidasyonu
hidrojen atomunun ayrilmasiyla baslar. Oksijen varliginda, oksijen yag asitlerinin
peroksi radikaline doniisiimiine sebep olur, reaksiyon basladiktan sonra Peroksi radikali
coklu doymamis yag asidi zincirinden hidrojen atomunu ayirarak peroksidasyon zincir
reaksiyonunu yayabilir. Son asamada lipit hidroperoksit; lipit alkoksi radikalleri,
aldehidler, alkanlar, alkol dahil ¢esitli reaktif tiirlere ayrisabilir (Gill ve Tuteja., 2010).
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1.5.2 Serbest radikallerin proteinlere etkileri

Protein oksidasyonu, oksidatif stres sonucu olusan {iriinlerin veya reaktif oksijen
tiirlerinin proteinlerin kovalent bag yapisinda meydana getirdigi degisiklik olarak
tanimlanmaktadir. Protein oksidasyon tiplerinin biiylik kismi geri doniisiimsiizdiir,
ancak siilfiir igeren aminoasitlerin dahil oldugu kimi reaksiyonlarin doniisiimlii oldugu
bilinmektedir. Arg, His, Lys, Pro, Thr ve Trp aminoasitleri basta olmak lizere bazi
aminoasitlerin oksidasyonu sonucu karbonil gruplar1 agiga ¢ikar, bu gruplar
aminoasitlerin proteolitik saldirilara karsi hassasiyetini artirabilir veya degistirebilir.
Protein karbonilasyonu aminoasit yan zincirlerinin direkt oksidasyonu sonucu meydana
gelebilir. Reaktif oksijen tiirlerinin sentez bolgesi ve hedef bolgeleri ne olursa olsun, bu
molekiiller siilfiir tagiyan ve tiyol grubu igeren proteinleri hedef alirlar. Cesitli stres
mekanizmalarimin  dokulardaki  proteinlerin  karbonilasyonuna sebep  oldugu
bildirilmistir.  Bugday bitkisinin yapraklarinda yapilan bir calisma sonucunda
mitokondride meydana gelen protein karbonilasyon oraninin kloroplast ve
peroksizomda meydana gelen karbonilasyona goére daha yiiksek oldugu bulunmus ve
sonu¢ olarak mitokondrinin oksidatif strese daha duyarl oldugu bildirilmistir. Ayrica
proteinlerin karbonilasyonu sadece ROT ile indiiklenmez ayn1 zamanda 4-hidroksi-2-
noneal gibi kimi lipit peroksidasyon firlinleri ve seker glioksidasyon iiriinleri de

proteinlerin karbonilasyonuna neden olmaktadir (Gill ve Tuteja., 2010).

1.5.3 Serbest radikallerin niikleik asitlere ve DNA'ya etkileri

Serbest radikallerden kaynaklanan DNA hasar1 Poli (ADP-riboz) sentetaz
enzimini aktive eder. Bu enzimin aktive edilmesi DNA hasarmin giderilmesine
yardimci olur. Ancak zararlanma c¢ok fazlaysa, NAD+ seviyesi, hiicrenin normal
fonksiyonlari yerine getiremeyecek ve sonunda Olmesiyle sonuglanacak seviyeye
kadar diiser. Serbest radikallerin sebep oldugu zararlanma dokuya ve reaktif serbest
radikalin tiirine gore degisir. Biiyiik Olgcekte meydana gelen zararlanma hiicrenin
6liimiine sebep olabilir ve bu durum hiicre zarariin tipine bagl olarak apoptozis veya
nekrozis seklinde olabilir. Hiicre veya organel membrani serbest radikallerden zarar
goriirse, hiicre koruyucu 6zelliklerini kaybeder ve bu durum biitiin hiicrenin hayatini

riske atar (Sarma ve ark., 2010).
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1.6 Antioksidanlarin Etki Mekanizmasi

Reaktif serbest radikallerin kontrolsiiz sekilde olusumlar1 hiicre i¢inde birikerek
hiicrenin oksidatif strese girmesine yol agmaktadir. Bu ylizden hiicreler ROT (Reaktif
oksijen tiirleri) kaynakli zarara kars1 korunma saglamak i¢in savunma mekanizmasini
devreye koyar. Bu mekanizmalardan biri de ROT olusumunu kontrol altinda tutan
antioksidanlardir. Antioksidanlar diisiik konsantrasyonlarda bulunan ve okside olabilir
maddelerin oksidasyonunu onleyen veya geciktiren maddelerdir. Antioksidanlar kendi
elektronlarin1 ROT'lara aktarabildikleri ve boylece bu tiirlerin zararl etkilerini notralize
ettikleri i¢in etkili bilesiklerdir. Genel olarak, antioksidanlar viicut i¢inde {i¢ seviyede
calisirlar: (a) ROT olusumunun 6nlenmesi veya minimum seviyede tutulmasi, (b) alfa
tokoferol ve askorbik asit gibi katalitik ve katalitik olmayan molekiillerle reaktif tiirlerin
siiptiriilmesi ve tutulmasi, (c) glutatyon gibi zarar gérmiis hedef proteinlerin tamir
edilmesidir. Antioksidanlar, enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlar olmak
tizere iki temel sinifta toplanirlar. Katalaz, siiperoksit dismutaz ve glutatyon peroksidaz
gibi enzimatik antioksidanlar viicutta bulunurlar ve reaktif tiirleri daha az etkili hale
dontistiiren reaksiyonlar1 katalizlize ederek viicudun ilk savunma hattini olustururlar.
Hiicre icinde bulunan diisik molekiil agirligina sahip ¢esitli molekiiller ise
organizmanin ikincil savunma hattin1 olusturmaktadir. Bu molekiiller ya direkt olarak
reaktif tiirleri siipiiriirler ya da demir ve glimiis gibi redoks aktif metalleri alikoyarak

reaktif tiirlerin olusumunu engellerler (Kunwar., 2011).

1.7 Antioksidan Tiirleri
1.7.1 Enzim yapisindaki baz1 antioksidanlar

Stiperoksit dismutaz (SOD) biitiin anaerobik organizmalarda ve oksidatif strese
meyilli olan biitiin hiicre i¢i bolgelerde yer alan en etkili hiicre i¢i antioksidandir ve
metalloenzim yapidadir. Siiperoksit dismutaz siiperoksiti hidrojen peroksit ve molekiiler
oksijene c¢eviren reaksiyonu katalizler. Boylelikle cesitli stres kosullar1 altinda
miktarinda artig gézlemlenen reaktif tiirlerin zararli etkisine karsi ilk savunma hatti
olusmaktadir.

Katalaz, hidrojen peroksiti direkt olarak su ve molekiiler oksijene parcalama

potansiyeline sahip tetramerik demir tasiyan bir enzimdir. Stres kosullar1 sirasinda
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olusan reaktif tiirlerin zararli etkilerinin giderilmesinde rol oynayan en Onemli
enzimlerden biridir. Lipit oksidasyonu, fotorespirasyon ve piirin katabolizmasi sonucu
peroksizomlarda meydana gelen hidrojen peroksitlerin par¢alanmasinda etkilidirler.
Glutatyon rediiktaz hem prokaryotlarda hem de Okaryotlarda bulunan flavo-
protein yapidaki oksirediiktazlardir. Glutatyon rediiktazlar baslica kloroplastta lokalize
olmuslardir ancak sitozol ve mitokondride de bir miktar bulunmaktadirlar. Glutatyon
rediiktazlar, okside glutatyonu glutatyona indirgeyen reaksiyonu katalize ederler (Gill

ve Tuteja., 2010).

1.7.2 Enzim yapisinda olmayan bazi antioksidanlar

C vitamini biitiin canli dokularda bulunur ve elektron verici bir antioksidandir.
Bu 6zelligi bilinen biitiin fonksiyonlarini agiklamaktadir. C vitamini reaktif tiirlerin
olusumunu engeller ya da bu tiirlerin sebep oldugu zarar1 en aza indirger. Elektron
verici olarak C vitamini suda ¢oziiniir, ayrica antioksidan etkisi in vitro da yapilmis
bircok calismayla gosterilmistir. Ayrica C vitamini viicutta bircok tepkimenin
gerceklesmesi i¢in de gereklidir (Padayatty ve ark., 2003).

E vitamini yagda ¢6ziinen ve viicut tarafindan depo edilebilebilen bir vitamindir,
bu yiizden de hergiin tiiketilmesine gerek yoktur. Ozellikle fotosentetik dkaryotlar ve
siyonobakter gibi oksijenik fotosentetik organizmalar tarafindan c¢okga sentezlenir.
Ozellikle lipit peroksidasyonunu onledigi igin bitkiler tarafindan &zellikle yagh
tohumlarda, meyvelerde ve aktif bolinme geciren gen¢ dokularda biriktirilir. E
vitamini, biyolojik olarak alfa-tokoferol etkisi gosteren biitiin tokol ve tokotrienol
tiirevlerinin genel tanimlayicist olarak kullanilir. Tokoferol terimi yapisal olarak metil
grubunun pozisyonuna gore degisen tokol tlirevleri i¢in kullanilir ve —a, —3, —y,— &
tokoferol olmak iizere dort farkli isim alir. Tokoferollerin antioksidatif etkileri
konsantrasyonlarina ve kimyasal yapilarina gore degismektedir. Tokotrienol gruplari da
benzer sekilde —a, —p, —y,— 0 tokotrienol olarak dort isim alir (Mukhopadhyay ve Ray.,
2013).
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2. LITERATUR ARASTIRMASI
2.1. Molekiiler Sistematik

Uygun molekiiler markirlar kullanmak, genotipleri birbirinden ayirt edebilme
imkanini artirmaktadir (lezzoni ve Brettin, 1998). Molekiiler markir teknikleri direkt
olarak DNA  seviyesindeki  degisikleri olger ve c¢evresel faktdrlerden
etkilenmemektedirler (Gerlach ve Stosser, 1998).

Castro ve ark. (2013) yaptiklar1 bir ¢alismada Asparagus cinsine ait sekiz tiiriin
A. officinalis ile olan genetik farkliligi ve filogenetik iliskisi degerlendirmislerdir. Bu
amagla ITS ve EST-SSR markirlar kullanilmiglar ve EST-SSR markir verilerinin
kiimeleme analizi ile bu tiirleri alt1 gruba ayirmis ve her bir populasyonu basariyla

digerinden ayirmiglardir (Sekil 2.1 ve 2.2).

60 S22 A. tenuifolius
—:SIO A, maritimus (Venice)
S23 A tenuifolins
04 S12 “Morado de Huétor”
SIL 4 mariimus (Venice)

Ila 26

30

S5 A maritimus (Padova) / A. officinalis (cv and wild)
29 S1 A prostrams / V. d'Albenga” / “Morado de Huétor”
S15 "V.d'Albenga”
S2 A prostratus
83 -V d'Albenga”
b S4 A maritimus (Padova) / A. officinalis (wild)
S6 A. officinalis (¢v)

I s Ilb 15 9 S8 A pseudoscaber - A. brachyphyilus
—:S‘) A. maritimus (Venice)
4 l_520 A. brachyphylius
87 A martumus (Cartagena)
61 S14 A maritimus (Albania)
iES” A. marttumus (Padova)
Ilc 72 S13 4. maritimus (Albania) / “Morado de Huétor”
S21 A brachyphyllus
1 |““I_Sl6 A. acutifolius

L—— S18 4. acurifolius
S19 A albus

Sekil 2.1. Asparagus tiirlerinin ITS bolgesine dayali konsensiis parsimoni agaci (Castro ve ark., 2013)
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1 AA(F) A albus
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L aB@®
: ,— AMe(Ty A mariimns
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I— HT(T) “Morado de Huétor™
APS(7)
Vi [ A. pseudoscaber
APS(3)

Sekil 2.2. EST-SSR Markirlar kullanilarak elde edilen Asparagus tiirlerine ait konsensiis dendogram
(Castro ve ark., 2013)

Mukhopadhyay ve Ray (2013) alt1 6nemli Asparagus tiirlinde, tiir i¢i ve tiirler
aras1 seviyedeki genetik iliskiyi degerlendirmek amaciyla kromozomal karakteristikleri,
4C DNA igerigini, SDS PAGE ve izozim polimorfizmini ve molekiiler markorleri
kullanmiglardir. Calisma sonunda sitolojik ve markir tabanli analizlerin kombine

edilmesinin genetik iligkilerin belirlenmesinde énemli oldugunu tespit etmislerdir.

A. officinalis

A. racemzius I1

A. pyramidalis

A, densiflorus I _I .
—

A. densiflorus II

A. plussaus |

A. cosperd

1] L5 02 03 04 05 08

Sekil 2.3. izozim polimorfizmi kullanilarak elde edilen dendogram (Mukhopadhyay ve Ray., 2013)

24



A. officinalis
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A. racemosus I

A. racemosus II

A. densiflorus I —-l
A. densiflorus II —]

A. cooperi

00 006 010 016 020 025 030 038 040 045

Sekil 2.4. RAPD Markirlar kullanilarak elde edilen dendogram (Mukhopadhyay ve Ray., 2013)

Regalado ve ark. (2014) yerel bir Ispanyol asparagus cesidinin (Morado de
Huétor) andromonoik bitkilerinden tetraploid siiper erkek iiretmek igin molekiiler
markirlar kullanmiglardir (Sekil 1). Bu amacgla Asp1-T7 markir kullanilmis olup ¢aligma
sonunda farkli genotiplerin tespit edilmesini miimkiin kilacak kodominant markirlarin

gelistirilmesi i¢in yeni ¢aligmalarin yapilmasi gerektigi bildirilmistir.

‘Morado de Huétor' Ticari ¢esitler
Erkek Disi Erkek Disi
Bireyler bireyler bireyler bireyler

= = T y—— — ———

— :

| s id

( i ! ’

E=s i
|
B

Sekil 2.5. Asp1-T7 Markirina ait amplifikasyon Goriintiisii (Regalado ve ark., 2014)
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Caruso ve ark. (2008) tarafindan yapilan ¢alismada ¢esit tanimlamasi ve genetik

farkliligin degerlendirilmesi amaciyla EST-SSR markirlar kullanilmistir. Bu amacla

kullanilan 23 primer ¢iftinden tiigiinde ¢ogalma {iriinii goriilmemis ve c¢esit se¢imi

amaciyla diger primerlerden 11 tanesi seg¢ilmistir (Sekil 2.6). Calisma sonunda STS-

SSR markirlarin gesit se¢imi i¢in uygun olmadigi rapor edilmistir.

Marker MI3  Forward primer (5-3') Reverse Primer (5-3') Repeat Unigene” Amnotation®
name  tail*

TC1 F AGOTGGAGAACAAATGGOTG OGAGUTCAATTGAAATUCATAA (TC)I2 2771 CVHIN]
Al F CCTOCTCGGUAATTTAATCA  CAGUTGCATCACGTTCTTGT (GAR 2807 CVIEEZHS.1
AGAL F COGGTGCTTTGATTACTGET  GATCATCATCTTGUGCATTG (AGAI 1874 CVIIT95.
TC2 F GOCAGGATTAGGGTTTCG TCTOGCTCACCTTCTCATCC (GTCISTOND 226919 CVIEW26.1
AATI F CTTTTGCTTCTGAADGETOC TTGAAGGAGUCGTAAACTGG (AATHY IMOTT  CVIEUETA]
A3 F TCCACOUCACAAAAAGAAADG  AGAAGTTGACGUOGTTGTCT (AGHD 21083 CVIIRI0]
T3 F CACCATTTCAAATCOCCACT  GAGGCTAGAGUTOCGUTCAT (AG)3 097 CVHI953]
A5 F GATTAATAAAGOGOCGUTGA  ACATAAGUCC ATACTTGUGG (TCiE 227161 CVH2IE]
Al F TCATCTGAAATGGUATCAGE  OGAGGOCTAGTGTGTGTTGA (GAR 217226  DROATSTA
AGT R TITTGCTCOGATCATTTTCA  CCTCTTCGTCTTCATCAGET (AG)I0 227714 CV45M06.1
TC4 R AGAGAGGAAGTIGTCGUTOG  TGGGAAAATGGAAGAACCAA (TR 2277 CV45ET251
TCS R COCGATOC AAACCCATCC GAAAATTOGATCGGAACCCT (TCH 2178 CVHIIN4]
AlGE R GATTGGGADC AACACAAACA  AGCAATGACTTGATOCCCAG (GAR 22H015  CV459870.1
TCh R CATGOOCTAAAATCTCC AAGA GOCAGAGGUTGAAATAAACTG (TR 27236 CVIEETTLI
TCT R COOCCOGAATCAACTAATAA  TACTGOGGAGGTATGTGGGET (TCi1S 17260 CV45R423]
TCE R GOUTAGUOGAAAGAATCTOC . TCTTCCTOCTOCTCCTCCTC 1T 2451 DTSTEIG9.1
AGID R CHOCCTTGTICTTOTTCT TG CAGTTGTCTGEOGTCTTCAA (AGH 2TH600  CVIET
AGIT R AGGOGGETCOGGATTAATTCAC  GTOCTTRGCCATTAGAGUTG (AGH 278633 CVIEERIS]
T R GTGATTCAAGGGGGAAAGET  TACACCAAAACCAGAAGGHT  (TCO)2 1T CVHIWLI
AGIZ R GACTAGUGOCATGAGAAAGG TTTTAGHGUATTITAAACGCAT (AGH 178961 CVIIDEE]

Sekil 2.6. Kuskonmaz klonlar1 F600 ve M256 i¢in Amplifikasyon iiriinii veren primerler (Caruso ve ark.,

2008)

Sarabi ve ark. (2010) 39 yabani Iran kuskonmaz populasyonu arasindaki genetik

farklilig1 belirlemek amaciyla morfolojik yontemler ve RAPD markirlar kullanmiglardir.

Genetik benzerlik orani 0.79 ile 0.21 arasinda ¢ikmis ve 0.64 benzerlik seviyesinde

populasyonlar sirasiyla otuz dort, dort ve bir populasyon igeren ii¢ alt kiimeye

ayrilmislardir (Sekil 2.7). Morfolojik karakteristiklerin ortalama degerlerine dayali

Ward metodunun kullanildig: faktor analizi dort grupta sonuglanan yedi temel faktori

ortaya koymustur.
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0.58 0.64

Sekil 2.7. 18 adet RAPD Decamer primerine dayali 39 Kuskonmaz genotipine ait UPGMA dendogrami
(Sarabi ve ark., 2010)

Stajner ve ark. (2002) ekonomik olarak 6nemli olan ve Asparagus cinsine ait
olan on tiir arasindaki genetik ¢esitliligi belirlemek icin genom boyut analizlerini ve
rDNA ITS polimorfizmini kullanmislardir. Tiir segimi yapilirken ekonomik 6nemleri ve
Asparagus officinalis ile melezlenebilme olasiliklar1 dikkate alinmistir. Genom
boyutunun akis sitometrik Ol¢limleri iki farkli grubu ortaya koyarken rDNA ITS
analizleri gruplari birbirinden ayirmada basarili olmustur.

Dokuz Protasparagus taksonunda rDNA ITS, cpDNA trnl intron sekansina ve
kladod karakteristiklerine dayali molekiiler filogenetik bir ¢alisma yiiriitiilmiis olup
rDNA ve cpDNA molekiiler filogenilerinin Protasparagus alt cinsinin kladod
karakteristikleri ile tam bir uyum i¢inde oldugu gosterilerek, Monofiletik alt cins
Protasparagus dort farkli gruba ayrilmistir (Saha ve ark., 2014).

Asparagus cinsinin evrimlesme gecmisini daha fazla aydinlatmak ve birbirleri
ile melezlenen tiirler arasindaki genetik benzerlik iligkisini anlamak ve i¢in yiiriitiilen
calisma neticesinde bu cinsin Giliney Afrika kdkenli oldugu ve daha sonra eski diinyaya
yayildig1 gosterilmis, ayrica dioik tiirlerin evrimsel siire¢ sonunda hermafrodit tiirlerden

olustugunu gostermistir (Kubota ve ark., 2012).
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Dioik oldugu bilinen Asparagus officinalis'in erkek bireyleri yiiksek
verimlerinden dolayr daha fazla tercih edilmektedir. Bu yiizden tarimi yapilan
kuskonmaz bireyleri arasinda erkek bireylerin oranimi artirmak ve 1slahini gelistirmek
amaciyla erkek ve disi bireyleri ayirt edecek molekiiler markirlarin gelistirilmesi igin
yapilan bir ¢aligmada test edilen 188 primerden, T35R54 primeri sadece erkek
bireylerde gozlemlenen 1600 bp boyutunda bir bant {iretilmistir. Bu markirin
spesifikligi bir siiper erkek (YY) ve bir disi (XX) 1slah hatt1 ile bunlarin dort yavru doli
kullanilarak dogrulanmis olup, bu markir (T35R54) hem siiper erkeklerde hem de
tamami erkek olan hatlarda gdzlemlenmistir (Kanno ve ark., 2014).

Alt1 Asparagus tiirii arasindaki genetik iliskiyi belirlemek ic¢in yapilan bir
calismada 20 RAPD, 6 ISSR ve 2 izozim enzimi kullanilmistir. Olusturulan RAPD ve
ISSR dizileri tiir ve populasyon seviyesinde yiiksek farklilik gdstermis olup; RAPD,
ISSR ve izozim enzimlerinden olusturulan UPGMA kiime analizi ve karesi alinmig
oklid matriksi (Squared Euclidean matrix) verileri bu Asparagus tiirleri arasindaki farkli

iligkileri ortaya koymustur (Ray ve ark., 2010).

2.1.1. Antioksidan aktivite tayini

Kati-siv1 ekstraksiyon ile antioksidan bilesikler elde etmek icin yapilan bir
calismada materyal olarak kuskonmaz artiklar1 kullanilmistir. Ekstraksiyon ¢oziiciileri,
zaman, sicaklik, toplam fenolik icerigindeki kati-sivi orani, toplam fenolik ve toplam
antioksidan aktivite dahil farkli ekstraksiyon parametrelerinin etkileri incelenmistir.
Aragtirma sonuglar1 ekstraksiyon veriminin; ¢oziiciiniin bilesimi, ekstraksiyon siiresi ve
sicakliktan Onemli Olglide etkilendigini gostermistir. Ayrica ekstraktin antioksidan
aktivitesinin degerlendirilmesi, fenolik bilesiklerin ve flavanoidlerin baskin biyoaktif
unsurlar oldugunu ortaya koymustur (Fan ve ark., 2015).

Lee ve ark. (2014) tarafindan yapilan bir ¢alismada Asparagus officinalis’te;
antioksidan aktivite, biyoaktif bilesikler ve silirglin verimini etkileyen uygun hasat
zamani tespit edilmeye g¢alisilmistir. Stirgiinler siirdiikten sonraki ikinci, dordiincii ve
altinci haftada hasat edilmistir. Calisma sonunda toplam siirgiin sayisi, ortalama agirlik,
ortalama yarigap ve toplam verim uzun siiren hasat periyoduyla birlikte artmastir.

Biyoaktif bilesenler ve antioksidan aktivite analizleri incelenen Orneklerde onemli
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Olciide farklilik gostermistir ve alt1 haftalik hasat periyodunda en yiiksek siirgiin verimi
elde edilmistir.

Ekstraksiyon metodunun fitokimyasal bilesim ve antioksidan igerik iizerine
etkisini incelemek icin yapilan bir ¢alismada materyal olarak kuskonmaz bitkisinden
elde edilen diyet lifleri kullanilmistir. Bu ¢alismada uygulama yogunlugu, solvent cesidi
ve kurutma sistemi gibi faktorler c¢alisilmistir. Bu fitokimyasallar arasinda
hidroksisinnamik asit, saponinler, flavanoidler ve fruktanlar Olgiilmiistiir.
Hidroksisinnamik asit icerigi 2.31 ve 4.91 mg/g arasinda degismis ve igerigin kullanilan
kurutma sisteminden ve bazende kullanilan solventten etkilendigi rapor edilmistir.
Saponin igerigi 2.14 ile 3.64 mg/g arasinda degismistir. Flavanoid igerigi siireg
kosullarindan oldukga etkilenmis ve kullanilan {i¢ 6rnegin sadece birinde bulunmustur.
Isleme siirecinde yapilan siirekli karistirma isleminin bu durumun temel sebebi
olabilecegi bildirilmistir. Steroller ve fruktanlar eser miktarda (sirasiyla 0.63—1.03 mg/g
ve 0.2-1.4 mg/g) bulunmustur (Alventosa ve ark., 2009).

Solvent olarak suyun kullanildigi bir ¢alismada antioksidan ve antotrizonaz
aktivitesi incelenmistir. Kuskonmazin IC50 degeri (1.21 mg/ml) ile trizonazi inhibe
ettigi bildirilmistir. 0.05—-1 mg/ml seviyesinde, ekstraktin B16 hiicrelerindeki trizonaz
aktivite lizerine inhibe edici etkisinin artan konsantrasyonla birlikte bir artis kaydettigi
gozlemlenmistir. Ayrica B16 hiicrelerindeki glutatyon seviyesinin kontrole kiyasla daha
yiiksek oldugu bildirilmistir, 0.1-0.5 mg/ml seviyelerinde, radikal siipiirme, selatlama
ve oksidatif strese karsi lipozomun korunmasi gibi aktiviteleri 6nledigi bildirilmistir.
HPLC (The high performance liquid chromatography) analizleri ekstraktin igerisinde
quersetin, rutin, kaempferol ve izorhamnetin bulundugunu gostermistir (Wang ve ark.,
2011).

Maro ve ark. (2013)iin yaptiklar1 c¢alismada yabani kuskonmazin besin
Ozellikleri, antioksidatif etkileri, proliferatif Ozellikleri ve kimyasal bilesimini
belirlemeye calisilmiglardir. Esansiyel ve esansiyel olmayan protein aminoasitlerinin
yan1 sira makro besin elementleri (protein, karbonhidrat ve lipitler) belirlenmistir.
Ayrica total fenolik ve total flavanoid igerigi belirlenmistir. Fruktoz en yaygin seker
olarak bulunmustur. Lipofilik (CHCI3) ekstrakt ve metil alkol (MeOH) kullanilarak
antioksidan taramasi yapilmis ve analiz edilen ekstraktaki ABTS ve DPPH, FRAB

radikal siipiirme aktiviteleri spektrofotometrik yontemlerle belirlenmistir. Kullanilan
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solventler arasinda izoquersetin ve rutin agisindan zengin olan alkol ekstrakti yiiksek
oranda radikal siipiirme ve antioksidatif aktivite gostermistir.

Hildah ve Mashele (2014) yaptiklar1 c¢alismada Asparagus laricinus'un
fitokimyasal icerigini belirlemek, antibakteriyal ve antioksidatif etkilerini incelemek
amactyla yaprak ve koklerden elde edilen ekstraktlar1 kullanmislardir. Antibakteriyal
etkiyi incelemek i¢in agar diliisyon yontemi kullanilmis, ayrica antioksidan aktivite
tayini i¢in DPPH yontemi kullanilmistir. Yaprak ekstraktinin S. saprophyticus’ e karsi
minimum inhibe edici konsantrasyonu 0.125 mg/mL, S. aureus ve B. subtilis' e kars1
ise 1 mg/mL olarak bulunmustur. Yaprak ekstrakti onemli dlgiide (72.1%) radikal
stiptirme etkinligi gostermistir. Bu bitki ekstraktlarinin kalitatif analizleri tanin, saponin,
flavanoid ve filobatannin gibi bilesiklerin varligin1 ortaya koymustur. Sonug olarak
Asparagus laricinus yaprak ekstraktlarinin, potansiyel antimikrobiyal ve antioksidatif
etkiye sahip olduklar1 rapor edilmistir.

Potduang ve ark (2008) kurutulmus ve toz haline getirilmis asparagus
koklerinden etanol kullanilarak hazirlanan ekstraktin sitotoksik, antimikrobiyal,
tirozinaz ve antioksidan etkisini incelemislerdir. Calisma sonunda Brine shrimp degeri
i¢in LCsp degeri 2189.49 pg/ml, DPPH radikal siipiirme degeri i¢in LCso degeri 381.91
pug/ml, tirozinaz inhibiisyon etkisi i¢in ICso degeri 7.98 mg/ml olarak bulunmustur. Agar
dilisyon yontemi kullanilarak, ekstraktin 5-20 mg/ml seviyesinde cesitli patojen
mikrobiyallere karst etkili oldugu bulunmustur, ayrica bu deger enteropatojenler i¢in
10-20 mg/ml, dermatopatojenler ig¢in 5-20 mg/ml olarak hesaplanmistir. HPLC
analizleri steroitlerin, alkaloidlerin, terpenlerin ve flavanoidlerin varligini gostermistir.

Khorasani ve ark. (2010) in vitro ve in vivo ortamda yetistirilen kuskonmazlari
(Asparagus officinalis cv. Mary Washington) antioksidan ve antimikrobiyal etkileri
acisindan kiyaslamiglardir. Coziicli olarak etanoliin kullanildig1 ¢alismada siiperoksit
dismutaz, DPPH gibi serbest radikal siipiiriicii yontemler kullanilmistir. En yiiksek
antioksidan aktivite in vivo ortamda yetisen bitkilerden elde edilmistir.

Sekiz farkli kuskonmaz cesidinin antioksidan aktivitelerinin degerlendirilmesi
amaciyla ¢ farkli metod kullanilmistir (FRAP, antiradikal aktivite ve primer
oksidasyonun inhibiisyonu). Ayrica antioksidan aktivite ve total fenolik icerik
arasindaki korelasyon incelenmistir. Antioksidan aktivitenin belirlenmesinde kullanilan

modifiye metodlar1 dogrulamak amaciyla alti standart test edilmistir. Antiradikal
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aktivite ve FRAP metodlarindan elde edilen sonuglar birbirine ¢ok benzer ¢ikmis ve
fenolik igerik ile aralarinda yiiksek bir korrelasyon bulunmustur. Ornek orijininin
onemli bulundugu ¢alismada, Huetor-Tajar siirgiinleri Alcala del Rio siirgiinlerinin hem
antiradikal aktivite hem de primer oksidasyonun inhibiisyonu agisindan daha yiiksek
aktiviteye sahip oldugu bulunmustur. Ayni orijine sahip siirgiinler arasinda Snemli
farkliliklar bulunmasi sonucu genetik faktorlerin goz onilinde bulundurulmasi gerektigi
ileri siirtilmiistiir. Kuskonmazlarin lipit peroksidasyonunu onledigi bulunmus, ancak
fenolik igerikle inhibisyon yiizdesi arasinda bir korelasyon gozlenmemistir (Rodriguez
ve ark., 2005).

Acharya ve ark, (2012) Asparagus rasemous koklerinden farkli solventler
kullanilarak hazirlanan ekstraktlar1 antioksidatif ve hepatoprotektif etkilerine gore
kiyaslamiglardir. Calismada solvent olarak hidro-alkol (CE), metanol (MF), etil asetat
(EF), n-biitanol (BF) ve su kullanilmistir (PAF). Calisma sonunda DPPH serbest radikal
siiptirme aktivitelerine gore ekstraktlar sirastyla EF > MF > CF > BF > PAF seklinde
siralanmislar, ayrica demir kaynakli lipit peroksidasyonu i¢in yapilan analizlerde de
benzer sonuglar gozlemlenmistir, sadece PAF ekstrakt aktivitesi BF'den daha yiiksek
cikmistir.

Hasat 6ncesi (hasat zamani, siirglin yarigapi, siirgiin biyiikligii ve rengi), hasat
sonrast (depolama ve isleme) ve genetik faktorlerin total fenolik, flavonoid ve askorbik
asit igerigi lizerine etkisini incelemek amaciyla yapilan bir calismada materyal olarak
beyaz kuskonmaz siirgiinleri kullanilmistir. Sonuglar genetik faktorlerin total fenolik
icerigi lizerine Onemli etkisi bulundugunu ancak hasat zamani, siirgiin yarigapt ve
depolamanin ¢ok Onemli olmadigini gdstermistir. Mor siirgiin uglari ve siirglin st
kisimlarinda diger kistmlara oranla daha fazla total fenolik maddeye rastlanmistir.
Pisirme islemi hem taze hem de depo edilmis kuskonmazlarda total fenolik miktarini
azaltirken, kabuk soyma islemi taze kuskonmazda total fenolik igerigini etkilememis

ancak depo edilmis kuskonmazlarda azaltmistir (Papoulias ve ark., 2009).
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Materyal

3.1.1. Bitki materyalllerinin toplanmasi

Calismada kullanilan bitki materyalleri Van Yiiziincii Y1l Universitesi Saglik
Yiksekokulu ogretim tiyesi Yrd. Dog¢. Dr Siileyman Mesut Pmnar ve tarafimizdan

taksonlarin yayilis alanlarindan toplanmastir.

3.1.2.1. Genomik DNA izolasyonunda kullanilan kimyasallar
3.1.2.1.1. CTAB yontemi ile yapilan dna izolasyonu kimyasallari

DNA izolasyonu, Doyle ve Doyle (1987) tarafindan gelistirilen, Karaca ve ark.
(2005) tarafindan modifiye edilen CTAB (cetyltrimethylammonium bromide) metodu
uyarlanarak yapilmistir. izolasyon sirasinda kullanilan tiim kimyasallar tablo 3.1°de

gosterilmistir.
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Tablo 3.1. CTAB Metoduyla yapilan DNA izolasyonunda kullanilan kimyasallar

Cozelti

Kompozisyonu

Ekstraksiyon tamponu

0.35 M sorbitol,

100 mM Tris-HCI (pH: 7.5),
5 mM EDTA (pH:7.5),

%2 Tween,

%1 Triton-X,

%1 BME

Lizis tamponu

200 mM Tris-HCI (pH:8.0),
50 mM EDTA (pH:8.0),
2M NacCl,

%2 PPVP,
%2 CTAB,
%2 Triton-X,
%2 BME
LiCl 8.0 M
SLS %20
CIS Cloroform:izomil alkol-24:1
[zopropanol %100
NaCl 5.0 M
TE (Tris-EDTA) pH:7.5
RNase 10 mg/ mL
NaAc 3.0 M, (pH:5.2)
KAc 2.0 M, (pH:5.5)
Etanol %100
TE (Tris-EDTA) pH:8.0
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3.1.2.2. PZR'de kullanilan kimyasallar ve 6zellikleri

Tablo 3.2. PZR’de Kullanilan Primerler ve Ozellikleri

Primer Niikleotid Dizisi Tm Degeri
ITS-4 CCTTATCATTTAGAGGAAGGAG | 52.1 °C
ITS-5A TCCTCCGCTTATTGATATGC 49.9 °C
trnLf ATTTGAACTGGTGACACGAG 52.8°C
trnLe GGTTCAAGTCCCTCTATCCC 54.4°C
Tablo 3.3. PZR’de Kullanilan Kimyasallar

Kimyasalin ad1 Miktar Konsantrasyon
Kalip 4 uL

Primer F 1.2 uL pmol/ml

Primer R 1.2 uL pmol/ml

dNTP 1 uL 10 mM

Taq 0.7 uL

Taqg Tampon 5 uL 10 X

MgCl. 6 uL 25 mM

BSA 2 ul

dH20 29,3 uL

Toplam 50 uL

3.1.2.3. Agaroz jel elektroforezinde kullanilan kimyasallar

Agaroz jel elektroforezinde 1X“lik TBE kullanilir. 1X'lik TBE hazirlamak i¢in

5X TBE tamponu seyreltilir. 5X TBE Tamponun hazirlanig1 Tablo 3.4’te verilmistir.

Tablo 3.4. 5 X TBE ¢ozeltisinin hazirlanisi

Kimyasalin Ad1 Miktar:
Tris-Baze 108 g
Borik Asit 559
0.5M pH:8 EDTA 40 ml
Saf Su 1L
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3.1.2.4. Antioksidan aktivite tayininde kullanilan kimyasallar

Bu calismada kullanilan Folin reaktifi, 1,1-difenil-2-pikril-hidrazil (DPPHe)

Sigma-Aldrich firmasindan ve Na>COs, gallik asit, FeCls, troloks, a-tokoferol Merck

firmasindan temin edilmisgtir.

3.2. Metot

3.2.1. Bitkilerden genomik DNA izolasyonu

3.2.1.1. CTAB protokolii

1.

Yaklasik olarak 0.5 g yaprak 6rnegi sivi azot kullanilarak porselen havanlarda
ezildi.

. 2 ml’lik tiipe alinmis 0,2 gr ( yaklasik 200 pl) ezilmis doku {izerine 1000 pl EB

cozeltisi eklenerek 3-5 dk vortekslendikten sonra 10000 rpm de 10 dk
coktiirildi.

Coktiirme isleminden sonra iist faz dikkatlice dokiilerek kalan pellet {izerine
350 ul LB ¢ozeltisi eklenerek iyice vortexlendikten sonra bunun iizerine 350 ul
(8.0 M) LiCl eklenip tekrar vortexlenerek iyice karistirilmasi saglandi.

Iyice vortexlendikten sonra 40 ul %20 SLS ¢ozeltisi eklenip 65 °C deki su
banyosunda 40 dk bekletildi (her 10 dk da bir 45 sn vortex yapildi).

Su banyosundan alinan drnekleri buz iizerinde soguttuktan sonra iizerine daha
once hazirlanmis CIS ( Cloroform:izomil alkol-24:1) 1:1 (yaklasik 740 ul)
oraninda katilarak hafif¢e karistirip 10000g de 10 dk spinlendi. (bu asamada 3
faz olustu en iist faz dikkatlice alina bildigi kadar alind1 (yaklasik 450-600 ul).
Alman siipernatant kadar tizerine tekrar CIS ekleyip 10000g de 5 dk spinlendi.
Spinden sonra {iist faz dikkatlice alinip, alinan hacim kadar iizerine izoproponol
ve final hacmin 1/20 si kadar 5M NaCl ekleyip -20 °C de 18-20 saat bekletildi

(bu asamada Niikleik asit goriindii).

. =20 °C den alinan ornekler 10000 g de 5 dk spinlendikten sonra flist faz

dikkatlice dokiiliip pellet 390 ul TE (pH:7.5) ¢oziiliip lizerine 10 ul RNase
ekleyip 37 °C de 30 dk bekletildi.
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8. Daha sonra ornekler 37 °C den alinip iizerine 40 ul 3M lik NaAc (pH:5.2)
ekleyip bunun {izerine 3 kat (1320 ul) % 100 ethanol ekleyerek 10000g de 5 dk
spinlendi.

9. Spinden sonra iist faz dikkatlice dokltiikten sonra pellet 200 ul TE (pH:8.0, 65
°C) ekleyerek pellet iyice ¢oziildiikten sonra bunun iizerine 40 ul 2M lik KAc
(pH:5.5) ekleyerek bunun iizerine 660 ul % 100 ethanol ekleyerek 100009 de 5
dk spinlendi.

10. Spinden sonra ethanol iyice uzaklastirilip pellet 100 ul TE (pH:8.0) ¢oziilerek

+4 veya -20 °C de sonraki ¢aligmalar i¢in saklandi.

3.2.2. PZR protokolii

PZR Toplam reaksiyon hacmi 50 ul olacak sekilde hazirlanmistir. Bu amagla 25
mM MgClz'den 6 pL, 10 mM dNTP' den 1 pL, 50 pmol/w,lik primerlerden 2 uL, Taq
DNA Polimeraz'dan 0.7 pL, Taq tamponundan 5 pL, BSA'dan 2 pL, kalip DNA'dan 4
uL, dH2O'dan 29,3 pL alinarak toplam hacim 50 pL olarak ayarlandi. Calisma boyunca
PZR bilesenleri buz iizerinde muhafaza edildi. Ayrica PZR calismalar1 boyunca

kontaminasyon olup olmadigini kontrol etmek i¢in negatif kontroller kullanildu.

Tablo 3.5. ITS Primeri i¢in Kullanilan PZR Programi

Basamak Sicaklik Zaman Dongii Sayist
On Denatiirasyon 95°C 10 dk 1 dongii
Denatiirasyon 94 °C 1 dk
Baglanma 51°C 1 dk 35 dongii
Uzama 72°C 2 dk
Final Uzama 72 °C 10 dk 1 dongii
Final Hold 4°C 25 sa
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Tablo 3.6. trnL-F Primeri i¢in Kullanilan PZR Prograni

Basamak Sicaklik Zaman Dongii Sayist
On Denatiirasyon 95°C 7 dak 1 dongii
Denatiirasyon 94 °C 1 dak
Annealing 52 °C 1 dak 35 dongii
Extension 72°C 2 dak
Final Extension 72 °C 10 dak 1 dongii
Final Hold 4°C 25 sa

3.2.3. Agaroz jel elektroforezi

PZR sonucunda olusan bantlar1 gozlemlemek ve genomik DNA izolasyonu
sonuglarina bakmak amaciyla sirasiyla %1,5'luk ve %1'lik agaroz jel elektroforezi
hazirlanmistir. Bu amagla sirastyla 0,6 gr ve 0,8 gr agaroz jel tartildi ve 40 ml 1 X TBE
tamponu i¢inde, mikrodalga firinda kaynatilarak ¢oziildii. Karisim 50°C'ye sogutularak
igerisine 3 uL Etidyum Bromiir boyasi ilave edildi. Tampon, daha 6nceden hazirlanmig
olan jel kasesi i¢ine dokiiliip polimerlesmesi igin yaklasik 15 dk beklendi. Ardindan
taraklar yerinden ¢ikariltilip elektroforez tankina yerlestirildi. 10 uL PZR iiriinii ve 3 pL
yiikleme boyasi karistirilarak mikropipet yardimiyla kuyucuklara ytiklendi. Olusan bant
biiylikliigiinii gézlemlemek i¢in 7 pL su, 3 pL yiikleme boyasi ve 1,5 uL. DNA markiri
karistirlarak kuyucuga yiiklendi. Ornekler 90 voltta 30 dk yiiriitiildii. Daha sonra jel
goriintiileme cihazina alinip UV 15181 altinda bilgisayar programi yardimiyla

goriintiilendi ve fotografi ¢ekilip kaydedildi.

3.2.4. Dizi analizi

Cesitli primerler kullanilarak c¢ogaltilan bolgelerin DNA dizilerini elde etmek
icin PZR iiriinleri IONTEK firmasma génderildi. Dizilerin islenmesi icin BioEdit
sequencher bilgisayar programi kullanildi. DNA dizileri bu programda islenerek
konsensiis dizileri olusturuldu. Daha sonra bu diziler Word'e kopyalandi ve fasta
formatina getirilerek dizi hizalanmasi i¢in hazir hale getirildi. Dizilerin hizalanmasi
amaciyla ClustalW programi kullanildi. Word'e kopyalanan diziler ClustalwW

programina yapistirildi ve dizi hizalamasi gerceklestirildi.
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3.2.5. Filogenetik analiz

Dizileri hizalanan Asparagus cinsine ait tiirlerin akrabalik iliskilerini
O0grenebilmek i¢cin MEGAG6 bilgisayar programi kullanildi. Phylogeny penceresi agilarak
Construct/Test Neighbor-joining Tree sekmesi secildi ve istenilen agag¢ Kriterleri
olusturularak MEG formatindaki verilerden filogenetik aga¢ olusturuldu. Filogenetik
agac olusturmada mesafe temelli yontemlerden Neighbour Joining (NJ) ydntemi

kullanildi.

3.2.6. Bitki ekstraktlarinin hazirlanmasi

Bitki ekstraktlarinin hazirlanmasi igin toplanan Orneklerin  taze yaprak
kisimlarindan faydalanilmistir. Bu amagla yapraklar goélgede kurutuldu, akabinde
pargalayict yardimiyla daha kiiclik parcalara ayrildi. Farkli ¢ézgenler kullanilarak
fraksiyonlama amaclandi. Bunun igin;

1. Kuru 6rneklerden 2 gram alinarak 50 ml'lik falkon tiiplere aktarildu.

2. Uzerlerine daha dnceden hazirlanan karistmdan (%80 aseton + %19 su +
%1 HCI) 20 ml ilave edildi.

3. Homojenizatér (2 dak.) ve sonikatdr (3 dak.) kullanilarak oOrneklerin
homojenize edildi.

4. Daha sonra 3 saat boyunca ¢alkalayicida bekletildi.

5. Daha sonra 10000 rpm'de santrifiij edildi ve siipernatant kismi dikkatlice
alind.

6. Kalan kisma sirasiyla etanol ve su eklenerek ayni islemler tekrarlandi.

7. Ekstraktlar daha sonraki ¢alismalar i¢in +4 °C de saklandi.

3.2.7. Toplam fenolik madde konsantrasyonu

Bitki ekstraktlarinin total fenolik bilesik tayini Folin-Ciocalteu (FCR, NazMoO4 +
Na:WO4 + H3POg) reaktifi ile Slinkard ve Singleton (1977) (Su ve ark. 2007) metoduna
gore yapildi. Her bir ekstrakttan 100 pl alinip 50 mI’lik balon jojelere konuldu, ardindan
46 ml deiyonize su ilave edildi. Daha sonra 1 ml FCR eklendi ve 3 dk. beklendi. Son
olarak 3 ml %2’lik Sodyum karbonat (Na2COs3) ilave edildi ve karisim 2 saat

bekletildikten sonra 760 nm'de absorbanslar okundu. Kér numune, 1 ml FCR iizerine, 3
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ml % 2’lik Na2COs eklendi ve 50 ml'ye kadar distile su ile seyreltilerek hazirlanirken
standart ise (gallik asit), 0.05 mg/ml, 0.1 mg/ml, 0.25 mg/ml, 0.5 mg/ml ve 1 mg/ml’lik
¢oOzeltileri ile hazirlandi.

Deneyin prensibi: fenolik bilesik miktar tayini i¢gin FCR kullanilmigtir. Ortamda
fenolik maddenin bulunmasi durumunda FCR ilavesiyle 760 nm’de maksimum
absorbans veren lriinler olugsmaktadir. Absorbanstaki artis fenolik madde miktariyla
orantilidir. Seyreltilmis ekstrakttaki fenolik madde miktar tayini standart gallik asit
grafiginden elde edilen oranlarla gallik asit esdegerlikli olarak asagidaki formiile gore
hesaplanmustir.

(R?=0.995)
Absorbans =0.001 x Total fenol [gallik asit es degerlikli (nug)] - 0.0154.

3.2.8. Toplam flavanoid madde konsantrasyonu

Bitki ekstraktlarinin total flavonoid madde ekstraksiyonu Chang ve ark.,
(2002)'ye gore belirlendi. Bu amagla 1 ml ekstrakt iizerine 400 pl aseton eklendi. Daha
sonra 30 ul NaNOz eklenip 6 dakika oda sicakliginda bekletildi. Uzerine 30 ul % 10'Tuk
AICI3.6H20 eklenip 6 dakika daha oda sicakliginda bekletilip ¢alkalandi. Sonra 400 ul
NaOH (1M) eklenip 15 dakika boyunca oda sicakliginda bekletildi. Kor i¢in ekstrakt
yerine 5 ml aseton kullanilip diger islemler ayni sekilde yapildi. Standart ise (Rutin),
0.05 mg/ml, 0.1 mg/ml, 0.25 mg/ml, 0.5 mg/ml ve 1 mg/ml’lik ¢ozeltileri ile hazirlandi.

Tiim islemler etanol ve su i¢in tekrarlandi.

3.2.9. Demir (111) indirgeme kapasitesi (FRAP) tayini

Bitki ekstraktlarinin indirgeyici gilicii Oyaizu, (1986)'ya goére belirlendi.
Bitkilerin etki derecesine gore hazirlanacak farkli bitki ekstraktlarinin ¢ozeltileri (1ml)
tizerine 2.5 ml 200 mM potasyum hidrojen fosfat (KH2PO4) tamponu (pH: 6.6) ve
%1'lik 2.5 ml potasyum ferrisiyaniir (KzsFe(CN)e) ¢ozeltileri ilave edilerek 50°C'de 20
dakika etiivde bekletildi. Etiivden ¢ikartilan ¢ozeltilerin {izerine 2.5 ml %10'luk TCA
ilave edilip ¢ozeltiler 200g'de 10 dakika santrifiij edildi. Santrifiijlenen ¢ozeltinin
slipernatant kismindan (listte kalan faz) 2.5 ml alinip, iizerine 2.5 ml distile su ve 0.5 ml
% 0,1'lik FeCls (ferric chloride) ¢ozeltisi konuldu ve UV-Vis spektroskopisi

kullanilarak 700 nm’de numunelerin absorbanslar1 6l¢iildii. Pozitif kontrol amaciyla
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Biitillenmis hidroksi anisol (BHA), a-tokoferol (a-Tok) ve biitillenmis hidroksi toluen
(BHT) gibi standartlara da ayni islemler uygulandi. Deneyde, kor olarak kullanilan
¢oOzelti bitki ekstrakti ve FeCls harig¢ diger biitiin islemler aynen uygulanarak hazirlandi.
Deneyin prensibi; Baslangicta olusan Fe3+- ferrisiyanid kompleksi sar1 renkte bir
soliisyon olugsumuna neden olmakta ortamdaki antioksidanlar ferrisiyanid kompleksine
elektron vererek bu bilesigi indirgemekte ve Fe?*-ferrosiyaniir olusumuna neden
olmakta soliisyonun yesil ve mavinin farkli tonlarina doniismesine yol agmakta ve 700
nm'de maksimum absorbans vermektedirler. Ortamdaki antioksidanlarin varligi ve
indirgeyici giiclerine bagli olarak 700 nm'deki absorbans degerinin artmasi indirgeyici

giiclin gostergesidir.

3.2.10. Serbest radikal (DPPH) giderme aktivitesi

Bitki ekstraktlariin DPPH radikali sondiirme aktiviteleri Blois (2002) metoduna
gore yapildi. Bu test i¢in her bir tiipe 0.1 mM DPPH' in farkli ¢ozeltilerinden 1’er ml
aliarak, 3 ml'lik farkli konsantrasyonlardaki bitki ekstraktlarinin {izerine ilave edildi ve
tipler hizli bir sekilde sallandiktan sonra karanlikta 30 dakika oda sicakliginda
inkiibasyona birakildi. Absorbanslar 517 nm'de 6l¢iildii. Kor ig¢in 1 ml DPPH iizerine 3
ml etil alkol konulup, kontrol i¢in ise DPPH ¢ozeltisi kullanildi.

Deneyin prensibi; Hazirlanan DPPH c¢ozeltisi 517 nm'de maksimum absorbans
gosteren koyu mor bir renk olusturur. Bu DPPH ¢6zeltisine antioksidan madde veya
maddeler iceren bir soliisyon katildiginda bu koyu mor renk zamanla rengini
kaybetmeye baslar. Bu da antioksidan maddelerin DPPH radikalini sondiirdiigiiniin
kanitidir. Bu islemi de ya ondan hidrojen atomu kopararak ya da ona elektron vererek
gerceklestirirler. Boylelikle onlar1 renksiz ve agartilmis molekiiller haline getirirler.
(2,2-difenil-I-hidrazin veya hidrazinin farkli analoglar1). Bu da 517 nm'de absorbans
degerinin azalmasina yol acar. Absorbans degerindeki en hizli azalma en iy1 antioksidan
potansiyelinin gostergesidir. DPPH serbest radikali sliplirme ylizdesi asagidaki formiile
gore hesaplandi.

Yiizde inhibisyon = ( AK — A1)/ AK x 100
(AK: Kontrol Absorbansi, Al: Numune Absorbansi)
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4. BULGULAR VE TARTISMA
4.1 Molekiiler Calismalar

4.1.1 DNA ekstraksiyon ¢calismalari

DNA izolasyonu, Doyle and Doyle (1987) tarafindan gelistirilen ve Karaca ve
ark (2005) tarafindan modifiye edilen CTAB (cetyltrimethylammonium bromide)
metoduna gore yapilmistir. Agaroz-Jel ile yapilan DNA Kalite tespit ¢calismasinda PZR
(polimeraz zincir reaksiyonu) icin yeterli DNA nin elde edildigi saptanmistir.
Asparagus tiirlerine ait gDNA'larmin (genomik DNA) agaroz jel goriintiisii Sekil 4.1°de
oldugu gibi elde sunulmustur.

Sekil 4.1. Asparagus tiirlerine ait gDNA'larinin agaroz jel goriintiisii

4.1.2 PZR sonuclar

Izole edilen gDNA'larin ITS bolgeleri ITS4 ve ITSSA primerleri kullanilarak,
kloroplast organeline ait trnL-F bolgeleri ise trnL-Ff ve trnLe primerleri kullanilarak
PZR ile ¢ogaltilmis olup, elde edilen PZR jel goriintiileri Seki 4.2°deki gibidir. PZR’den
daha fazla iirlin almak ve polimeraz aktivitesini hizlandirmak amaci ile reaksiyondaki
son hacmi 1 mg/ ml konsantrasyonunda olacak sekilde BSA (bovine serum albumin)
eklenmistir.
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Sekil 4.3. Baz1 Asparagus tiirlerinin trnL-F bolgesine ait jel goriintiisii

4.1.3 Dizileme analizi

Elde edilen PZR iiriinleri dizileme amactyla IONTEK firmasina gonderilmistir.
Her 6rnege ait DNA dizisi tek yonlii olarak okutuldu. Firmadan gelen diziler BioEdit
sequencher programiyla analiz edilmistir (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4. Asparagus persicus ITS bolgesine ait kromotogram goriintiisiiniin bir kismi1

Calisilan tiirlere ait ITS ve trnL-f bolgelerine ait DNA dizileri ClustalW
programi kullanilarak hizalanmistir (Sekil 4.5).

Speciea/Abbrv Group Name (24 v e veAee sreeh vevnssatrerabee
1. Polygonatam versicillatum i Illllll Illlllllllllllll ||||m I

2. Polygonatum xultiflorun ' “ lll I

3. Polygematum sibiricam ll ml.

4. Asperagus_persicus_locia i IIII Il Illlllll llllllll IIIIIIIII

5. Asparagus persicus loclb llmll

6. Asparagus_persicus_locic I .

7. Asparagus_persicus_locla 'I I'l l 'l“ I l l |
8. Asperagus_persicus_iocd I" ““l l‘“ll' 'l l ll l l
9. Asparagus _persicus_loc2c I l I
10. Asperagus_officinalis_i ll l. ll' ll“'l “ I l I l
11, Asperagus palaestinu 2 l I‘“I I l

Sekil 4.5. ClustalW programinda hizalanmig ITS dizilerinden bir kisminin goriintiisii

4.1.4 ITS bolgesine ait filogenetik agaclar ve analizi

Son yillarda yapilan filogenetik analizlerde rDNA'nin ITS bolgeleri kullanilarak
taksonlar arasindaki filogenetik iligkiler ortaya konulmaktadir. ITS bolgesi; ITS1, 5.8
rDNA ve ITS2 bolgelerinden olugmaktadir. ITS1 ve ITS2 bdlgelerinin varyasyon
dereceleri bitki gruplari arasinda farklilik gostermektedir. Ayrica ITS bolgesi rDNA'nin
i¢ ve dis transkribe olan bolgeleriyle kiyasla daha fazla korunmus bir bolgedir. Diisiik
taksonomik seviyelerde i¢ ve dis intergenik bolgeler kullanilirken, yiliksek taksonomik
seviyelerde yavasga evrimlesen rDNA kullanilmaktadir. Normal sartlarda bir cinsin
molekiiler filogenisini belirlemede tek bir gen agaci yeterliyken, yapilan ¢aligmanin
polimorfizm orani yiiksek olan baska gen bolgeleriyle desteklenmesi elde edilen
verilerin degerlendirilmesini ve giivenirliligini artirmaktadar.

Bu anlamda bu ¢alismada Asparagus L. tiirlerin ITS ve trnL-F bolgeleri ayr1 ayri
PZR ile ¢ogaltilarak kullanilmistir. Dizileme sonuglart incelendiginde, ITS bolgesinin

baz uzunlugunun 535-766 baz cifti, trnL-F boélgesinin baz uzunlugunun 407-420 baz
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cifti arasinda degisiklik gosterdigi tespit edilmistir. Genetik uzaklik agaci olusturmada

mesafe temelli yontemlerden Neighbour Joining (NJ) yontemi, karakter temelli

yontemlerden Maximum likelihood yontemi kullanilmistir.

Bootstrap analizi, elde edilen agaglarin dallarmin giivenilirlik derecesinin

istatiksel olarak degerlendirilmesinde kullanilmaktadir. Kress ve ark. (2002) tarafindan

karakterize edilen bootstrap destek kriterlerine gore, >%85 giiclii, %75-80 aras1 orta,

%50-70 aras1 zayif ve <%50 ¢ok zayif seklinde tanimlanmustir.

10

Asparagus persicus 5

52

Asparagus persicus b

Asparagus persicus 4
Asparagus persicus 3

B4

Asparagus persicus 2
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Sekil 4.6. ITS bolgesinin Neighbour-Joining analizi sonucu olusan agact
(Filogenetik agacin nodlarinda yer alan rakamlar bootstrap degerlerini gostermektedir)
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Sekil 4.7. ITS bolgesinin Maximum Likelihood analizi sonucu olusan agaci (Filogenetik agacin
nodlarinda yer alan rakamlar bootstrap degerlerini gdstermektedir)

ITS bolgesine ait dizi verileri kullanilarak olusturulan NJ ve ML agaclar1 farkli
tirleri ve farkli lokasyonlardan toplanan ayni tiire ait Ornekleri ayirmada basarili
olmustur. Farkli lokasyonlardan toplanan A. persicus ait 6rnekler ayni gruplar iginde
toplanmistir. Her iki metodla yapilan analiz sonucu ii¢ grup olusmustur. Ancak bu
calisma icin bootstrap degerleri gézoniinde bulunduruldugunda ML yonteminin daha
giivenilir bilgiler verdigi goriilmektedir. Bu calismada bulunan sonuglar Saitou ve
Imanishi (1989)’nin ¢alisma sonuglariyla uyumludur. Bahsedilen ¢alismada filogenetik
aga¢ olusturmada kullanilan yontemler bilgisayar simiilasyonuyla degerlendirilmistir.
Bu amagla baz dizisi 300-600 bp arasinda degisen 6 DNA dizisi kullanilmistir. Elde
edilen sonuglara gore dallar arasindaki degisim oranlar1 6nemli oranda degistiginde ML
metodu NJ metoduna gore daha giivenilir bilgiler sunmustur. Yapilan bir diger
caligmada da bilgisayar simiilasyonu kullanilarak NJ ve ML metodlarinin
giivenilirlikleri karsilagtirllmistir. DNA dizisindeki yer degistirmeler Jukes-Cantor,
Kimura ve gamma metodlar1  kullanilarak  hesaplanmistir. ~ Metodlarin

degerlendirilmesinde koksiiz agaglarin dogru bir sekilde tahmin edilebilme durumlari
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gb6zoniinde bulundurulmustur. Elde edilen sonuglara gore 36 farkli durumun 29
tanesinde ML metodu NJ metoduna kiyasla daha giivenilir bilgiler saglamistir. Ayrica
180 simiilasyonun 133 tanesinde ML metodu NJ metoduna oranla daha yiiksek

performans gostermistir (Huelsenbeck., 1995).

4.1.5 trnL-F bolgesine ait filogenetik agaclar ve analizi

o Asparagus persicus 6

Asparagus palaestinus

Asparagus persicus 1

Asparagus persicus 5

il

Asparagus persicus 4

Asparagus persicus 2

Asparagus persicus 3

50

Asparagus officinalis

Polygonatum hooker

100 Polygonatum pubescens

Sekil 4.8. trnL-f bolgesinin Neighbour-Joining analizi sonucu olusan agaci
(Filogenetik agacin nodlarinda yer alan rakamlar bootstrap degerlerini gostermektedir)
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Sekil 4.9. trnL-f bolgesinin Maximum Likelihood analizi sonucu olugan agaci
(Filogenetik agacin nodlarinda yer alan rakamlar bootstrap degerlerini gostermektedir)

trnL-f bolgesinin ML ve NJ metodlari kullanilarak olusturulan agaclar farkli
tiirleri ve aym tiire ait bireyleri ayirmada ¢ok anlamli sonuglar vermemistir. Ornegin NJ
analizi sonucu A. persicus (6) ve A. officinalis ayn1 grupta ¢ikmistir. Yine ML analizi
sonucu A. persicus (3) ve A. officinalis ayn1 grupta ¢ikmustir.

Yapilan tim analizler sonucu ITS boélgesinden elde edilen dizilerin analiz
edilmesi sonucu elde edilen agaclar trnL-f bolgesine gore hem bootstrap degerleri hem
de olusan gruplar acisindan daha anlamli sonuglar vermistir. Bu sonuclara bakilarak,
ITS bdlgesinin yeterli bilgiyi verecek uzunluga sahip olmasi (~ 660 bp) ve trnL-f

bolgesine gore daha yiiksek polimorfizme sahip olmasi sebep olarak gosterilebilir.

4.2 Antioksidan Aktivite Tayin Sonuclari
4.2.1 Toplam fenolik madde konsantrasyonu

Bu c¢aligmada toplam fenolik madde tayini, Folin-Ciocaltacu metoduna gore
yapilmistir.  Standart olarak kullanilan gallik asitin 0.05-1 mg/ml konsantrasyon

araliginda regresyon egrisi ¢izilmistir (Sekil 4.10).
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Sekil 4.10. Gallik asit standart regresyon egrisi

Total fenolik madde igerigi 1 mg/g konsantrasyona gore hesaplanmistir (Tablo
4.1). Elde edilen sonuglara gore total fenolik madde igerigi kullanilan ¢ozgene gore
farklilik gdstermistir. Buna goére asetonla yapilan ekstraksiyon sonucu en yiiksek total
fenolik madde igerigi A. persicus (2)' de goriilmiis (34,768), buna karsin en diisiik i¢erik
A. persicus (4)'te goriilmustiir (16,890). Etanol ekstraksionu sonucu yapilan analizlerde
en yiiksek fenolik madde igerigi A. persicus (1)' de goriiliirken (22,283) en diisiik igerik
A. persicus (4)' te goriilmiistiir (9,574). Su ekstraktlar1 ile yapilan okumalarda ise en
yiiksek deger A. persicus (1)' de gozlemlenirken (9,49) en diisiik deger A. persicus (3)'
te goriilmiistiir (3,358).
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Tablo 4.1. Fraksiyonlama sonucu elde edilen, Asparagus L. tiirlerine ait fenolik madde igerikleri (mg/gr)

. Fenolik madde icerigi (mg/g gallik asit)
T Aseton Etanol Su
A. persicus 1 26,183 22,283 9,649
A.persicus 2 34,768 15,633 6,491
A. persicus 3 22,768 11,108 3,358
A. persicus 4 16,890 9,574 3,458
A. persicus 5 25,466 12,641 6,074
A. persicus 6 27,583 14,999 7,041
A. officinalis 22,508 9,866 4,158
A. palaestinus 27,749 9,658 4,491

Bitki materyallerinde bulunan fenolik bilesiklerin ektraksiyonu, kullanilan
ekstrakt tipinden Onemli derecede etkilenmektedir. Dahas1 solvent polaritesi fenolik
maddelerin ¢oziiniirliigiinde kilit neme sahiptir (Naczk ve Shadidi, 2006). Kullanilan
solventler arasinda aseton ekstraktlarmin total fenolik igeriklerinin su ve etanol
ekstraktlarina gore daha yiiksek icerige sahip oldugu bulunmustur. Bu durumun bir
sebebi olarak, asetonun etanole gore ¢cok az da olsa daha yiiksek polariteye sahip oldugu
diiginiilmektedir. Bununla Dbirlikte fraksiyonlama durumu da goz Oniinde
bulunduruldugunda iki ¢oziicii ekstraktlarinin total fenolik igerikleri arasindaki fark
daha az 6nem arz eder. Bu c¢alismada bulunan sonugclar solvent olarak aseton, etanol ve
suyun kullanildigr diger ¢alismalarla korelasyon gostermekte iken (Kallithraka ve ark.,
1996; Yilmaz ve ark., 2006). Mohammedi ve Atik. (2011)" in yaptiklar1 ¢alismanin
sonuglart agisindan farklilik gostermektedir. Bu ¢alismada materyal olarak seker elma
(Annona squamosa) kullanilmistir. Bahsedilen ¢alismada goriilen farkliliklar ise temel
olarak molekiil boyutu, hidroksil gruplarinin varligi ve hidrokarbonlarin uzunluguna

baglanmustir.
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Sekil 4.11. Asparagus tiirlerinin fenolik madde igerikleri

4.2.2 Toplam flavonoid madde tayini

Total flavanoid madde igerigi aliminyum selatlamaya dayali bir metodla
yapimustir. Standart olarak kullanilan rutinin 0.05-1 mg/ml konsantrasyon araliginda

regresyon egrisi ¢izildi (Sekil 4.12).
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Sekil 4.12. Rutin standart regresyon egrisi

Total flavanoid madde igerigi 1 mg/g konsantrasyona gore hesaplanmistir (Tablo
4.2). Farkli ¢ozgenlerle yapilan ekstraktlarin total flavanoid madde igerikleri arasinda

belirgin farkliliklar goriildii. Aseton ekstraktlari arasinda en yiiksek deger A. persicus
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(6)'da gozlemlenirken (0,474) en diisiik deger A. persicus (4)'te dlgtildi (0,160). Etanol
ekstraktlar1 arasinda A. persicus (1) belirgin bir sekilde en yiiksek degeri gosterirken
(0,234), en diisiik deger A. persicus (4) nolu 6rnekte goriildii (0,070). Suyla yapilan
ekstraksiyon sonucu ornekler arasinda biiylik farkliliklar goriildii. Yapilan Slgtimler
sonucu A. persicus (1) nolu 6rnek (0,088) degeriyle en yiiksek aktiviteyi gosterirken,
(0,010) degeriyle en diisiik aktivite A. palaestinus'ta ol¢iildii. Bu durumun sebepleri
arasinda ekolojik farkliklarla birlikte antioksidan aktivitenin temelini olusturan
saponinler, flavanoidler, antisiyaninler ve fenolik bilesik igerikleri arasindaki farkliliklar

sayilabilir.

Tablo 4.2. Fraksiyonlama sonucu elde edilen, Kugskonmaz tiirlerine ait flavanoid madde igerikleri (mg/g)

. Flavanoid madde icerigi (mg/g rutin)
S Aseton Etanol Su
A. persicus 1 0,460 0,234 0,088
A.persicus 2 0,400 0,150 0,068
A. persicus 3 0,296 0,108 0,021
A. persicus 4 0,160 0,070 0,011
A. persicus 5 0,312 0,154 0,056
A. persicus 6 0,474 0,140 0,038
A. officinalis 0,250 0,086 0,021
A. palaestinus 0,316 0,102 0,010

Bu calismada bulunan sonuglar Sun ve ark. (2007)' nin ¢alisma sonuglariyla
uyumludur. Bahsedilen ¢alismada materyal olarak kuskonmaz ve brokoli ve bunlarin
suyu, ¢Oziicii olarak ise aseton, metanol ve su kullanilmistir. Calisma sonucunda aseton
ekstraktlarmin en yiiksek total flavanoid igerigine sahip oldugu belirtilirken, su
ekstraktlarinin en diisiik icerige sahip olduklar1 rapor edilmistir. Ayrica kuskonmaz i¢in

suyun tek basina 1yi bir solvent olmadig1 belirtilmistir.
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Sekil 4.13. Asparagus tiirlerinin flavanoid madde icerikleri

4.2.3. Demir (I11) indirgeme kapasitesi (FRAP) tayini

Regresyon egrisi ferrosiilfat ile hazirlandi. Sonuglar kurutulmus agirligin her

gramina karsilik gelen mM Fe ™2 olarak ifade edilmistir.

FeSO4 Regresyon
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Sekil 4.14. Ferrosiilfat standart regresyon egrisi
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Cozgen gesidine bagl olarak farkl: tiirler ve farkli lokasyonlardan toplanan ayni
tiire ait farkli orneklerin FRAP aktiviteleri arasinda onemli farkliliklar goriilmiistiir
(Tablo 4.3). Asetonla yapilan ekstraktlar {izerinde yapilan analizlerde en yiiksek FRAP
aktivitesini A. persicus (3) nolu 6rnek gosterirken (0,061), etanol ve su ekstraktlarinda
en yiiksek aktivite A. persicus (1) nolu ornekte Ol¢iildi (0,043-0,016). Ayrica su
ekstraktlar1 lizerinde yapilan analizlerde kimi Orneklerde herhangi bir aktivite
goriilmedi. Farkli lokasyanlardan toplanan A. persicus tiiriine ait Orneklerde
lokasyonlara gore farkli aktiviteler gozlemlendi. Orne§in birinci lokasyona ait
orneklerin aktiviteleri ikinci lokasyondan toplanan Orneklere gore genel olarak daha
yiiksek oldugu bulundu. Bu durum genel anlamda A. persicus tiiriine ait 6rnekler igin

kullanilan ¢6zgene gore farklilik géstermedigi belirlenmistir.

Tablo 4.3. Asparagus tiirlerinin FRAP aktiviteleri (umol Fe(I1)/g)

FRAP aktivitesi (umol Fe(Il)/g)
Tiir
Aseton Etanol Su
A. persicus 1 0,046 0,043 0,016
A.persicus 2 0,058 0,028 0,005
A. persicus 3 0,061 0,016 0
A. persicus 4 0,041 0,015 0
A. persicus 5 0,048 0,026 0,007
A. persicus 6 0,054 0,023 0,008
A. officinalis 0,055 0,015 0
A. palaestinus 0,045 0,012 0

(Calisma sonuglar1 materyal olarak bira posast ve ¢ozgen olarak aseton, etanol,
su, hekzan, metanol, etil asetat ve bunlarin suyla karisimlarinin kullanildigi Meneses ve
ark. (2013)" nin ¢alisma sonuclariyla uyumluluk gostermektedir. Calisma sonucunda
aseton ekstrakti, etanol, metanol ve su ekstraktina gore daha yiiksek antioksidan aktivite
gosterdigi rapor edilmistir. Bununla birlikte yukarida adi gecen ekstraktlarin su ile
karistirilarak hazirlanan hallerinin saf olarak kullanildigi duruma goére daha etkili

sonuglar verdigi belirtilmistir. Rodriguez-Rojo ve ark. (2012)'e gore aseton, fenolik
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bilesiklerin ekstraksiyonu i¢in ¢ok Onemli olan hidrojen baglayici 6zelliginden dolayi

antioksidan aktivite agisindan yiiksek verim saglamaktadir.
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Sekil 4.15. Asparagus tiirlerinin FRAP aktiviteleri (umol Fe(I1)/g)

4.2.4. Serbest radikal (DPPH) giderme aktivitesi

DPPH giderme aktivitesi temelde antioksidanlar tarafindan verilen protonun
DPPH radikali tarafindan yakalanmasi ve indirgenmesi ilkesine dayanir. Buna gore
standart olarak kullanilan trolox'un 0,02-0,2 mg/ml arasindaki 5 farkli konsantrasyonuna
gore kalibrasyon egrisi ¢izilmistir (Sekil 4.16). Sonuclar mg/ml trolox esdegeri
cinsinden ifade edildi (Tablo 4.4).
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Sekil 4.16. Trolox kalibrasyon egrisi

Yapilan analizler sonucu en yiiksek DPPH aktivitesi A. persicus 6 nolu ornekte

goriiliirken (0,401), en disiik aktivite A. palaestinus'ta goriildii (0,275). A. persicus 1

nolu Ornek hari¢ kullanilan ¢bzgene bagl olarak diger o6rneklerin kendi icerisindeki

DPPH aktiviteleri arasinda ¢ok énemli farkliliklar goriilmedi.

Tablo 4.4. Asparagus tiirlerinin DPPH aktiviteleri (mg/ml Trolox)

. DPPH aktivitesi (ng/ml Trolox esdegeri)
Tur Aseton Etanol Su
A. persicus 1 0,284 0,299 0,368
A.persicus 2 0,344 0,344 0,375
A. persicus 3 0,388 0,390 0,356
A. persicus 4 0,370 0,353 0,365
A. persicus 5 0,359 0,385 0,400
A. persicus 6 0,339 0,374 0,401
A. officinalis 0,359 0,394 0,366
A. palaestinus 0,295 0,275 0,298

S7



Buldugumuz sonuglar; materyal olarak kuskonmaz ve brokolinin, ¢ézgen olarak
ise aseton, metanol ve suyun kullanildigi Sun ve ark. (2007)'nin sonuglariyla uyum
gostermektedir ve bahsedilen calismada farkli ¢ozgenlerle elde edilen ekstraktlarin
DPPH aktiviteleri arasinda ¢ok énemli farkliliklar goriilmemistir. Ancak Moure ve ark.
(2000)" in c¢alisgma sonuglariyla farklilik gostermistir. Bahsedilen calismada farkli
¢ozgenlerle (Aseton, etanol, su, metanol, biitanol, etil asetat) bir siis bitkisi olan Chilean
Hazel (Gevuina avellana)'in kabuklarindan ekstraksiyon yapilmistir. Calisma
sonucunda etanol ve metanolle elde edilen ekstraktlarin en yiiksek antioksidan
aktiviteye sahip oldugu bulunurken, su ile elde edilen ekstraktlarin en diisiik aktiviteye
sahip oldugu bulunmustur. Ayrica antioksidan aktivitenin tespit edilmesinde kullanilan
yontemlerin sonuglar iizerinde farkli etkiye sahip oldugu belirtilmistir. Ornegin farkl
domates varyeteleriyle yapilan bir calismada antioksidan aktivitenin belirlenmesi i¢in
DPPH ve ABTS yontemleri kullanilmis, sonuglar kullanilan yonteme goére onemli

derecede farklilik gostermistir (Martinez ve ark., 2002).
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Sekil 4.17. Asparagus tiirlerinin DPPH aktiviteleri (%)

Bu calismada antioksidan aktivitesini belirlemek amaciyla gesitli yontemler
kullanilmistir. Bu yontemlerden DPPH, FRAP ve total fenolik tayininde bulunan
sonuglar arasinda dogrusal bir korelasyon goriilmiistiir. Ornegin A. Persicus (1) nolu
ornek her li¢ yontem agisindan da en yiiksek aktiviteyi gdstermistir. Ancak asetonla

yapilan ekstraksiyon sonucu yapilan analizler bu durumla uygunluk géstermemistir.
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Antioksidan belirleme yontemlerinden DPPH metodu ise diger yontemlerden
farkli sonuglar vermistir. DPPH yonteminde aseton, etanol ve su ekstraktlari ile yapilan
analizlerde gozlemlenen en yiiksek degerler ile diger lic yontemde bulunan sonuglar
birbirinden tamamen farklidir. Bu durum muhtemelen bitkilerin bulundugu ekolojik

sartlarla birlikte ¢6zgen polariteleri arasindaki farkliliklardan kaynaklanmaktadir.
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5. SONUC VE ONERILER

5.1. Sonugclar

Bu c¢alismada ¢alisilan tiirlerin molekiiler karakterizasyonu amaciyla kloroplast
DNA’sinin trnL-F bolgesi ve c¢ekirdek DNA’sinin ITS boélgesi kullanilmistir.
Filogenetik agac olusturmada mesafe temelli yontemlerden Neighbourjoining (NJ )
metodu ve karakter temelli yontemlerden Maximum Likelihood (ML) yontemi
kullanilmistir. Elde edilen sonuglar kullanilan ydntem agisindan incelendiginde ML
metodu daha giivenilir sonuglar verirken, kullanilan bdlgeler g6zoniinde
bulunduruldugunda ITS bolgesi daha bilgilendirici sonuglar vermistir.

Buna gore ITS boélgesinin Neighbour-Joining analizi sonucu elde edilen agag
topolojisi incelendiginde dis grup hari¢ iki grup meydana gelmistir, A.persicus ve A.
officinalis tiirleri bir grupta toplanirken A.palaestinus ayri bir grup olusturmustur. . ITS
bolgesinin Maximum Likelihood analizi sonucu olusan aga¢ topolojisi incelendiginde
benzer durumlar elde edilmistir. A.persicus ve A. officinalis tirleri bir grupta
toplanirken A.palaestinus ayri1 bir grupta yer almistir. Ancak NJ yontemine gére dallar
daha yiiksek boostrap degerleriyle desteklenmistir.

Kloroplast DNA’sinin trnL-F bolgesine ait dizilerin Neighbour-Joining analizi
sonucu olusan agacta A. persicus (3) nolu érnek ve A. officinalis ayni grupta yer alirken
diger ornekler ayr1 bir grupta toplanmustir. trnL-f bolgesinin Maximum Likelihood
analizi sonucu olusan agag topolojisinde A. persicus (5) nolu 6rnek tek basina bir grup
olustururken diger o6rnekler baska bir grup olusturmustur. Ancak ML yonteminde dallar
daha yiiksek bootsrap degerleriyle desteklenmistir.

Tez calismasinda gercgeklestirilen antioksidan calismalar1 degerlendirildiginde,
total fenolik icerikleri agisindan tiirler arasinda Onemli Ol¢lide farkliliklar
gbzlemlenmistir. Ancak bu durum kullanilan ¢6zgen tipine gore farklilik gdstermistir.
Ornegin asetonla yapilan ekstraksiyon sonucu en yiiksek total fenolik madde igerigi A.
persicus (2)' de goriiliirken, etanol ile yapilan ekstraksiyonda A. persicus (1)' de ve su
ekstraktlarinda da yine A. persicus (1)' de gozlemlenmistir.

Elde edilen sonuglar total flavanoid icin degerlendirildiginde benzer sonuglar
goriilmiistiir. Ornegin Aseton ekstraktlar1 arasinda en yiiksek deger A. persicus (6)'da

gozlemlenirken etanol ekstraktlari arasinda A. persicus (1) belirgin bir sekilde en
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yiiksek degeri gostermistir, ayrica suyla yapilan ekstraksiyon sonucu A. persicus (1)
nolu ornek en yiiksek aktiviteyi gostermistir. Bu durum ekolojik farkliliklarla birlikte
antioksidan aktivitenin temelini olusturan saponinler, flavanoidler, antisiyaninler ve
fenolik bilesik icerikleri arasindaki farkliliklara baglanabilir.

Calisilan tiirler FRAP aktiviteleri yoniinden degerlendirildiginde hem tiir i¢ci hem
de tiirler arasinda kullanilan ¢6zgene bagli olarak FRAP aktiviteleri arasinda énemli
farkliliklar tespit edilmistir. Ornegin asetonla yapilan ekstraktlarda en yiiksek FRAP
aktivitesini A. persicus (6) nolu 6rnek gosterirken, etanol ve su ekstraktlarinda en
yiiksek aktivite A. persicus (1) nolu drnekte 6l¢iilmiistiir. Ayrica su ekstraktlar izerinde
yapilan analizlerde kimi 6rneklerde herhangi bir aktiviteye rastlanmamustir.

Antioksidan aktivite belirleme yontemlerinden DPPH yontemi kullanilarak tiirler
arasindaki aktivite farkliliklar1 belirlenmeye calisilmistir. Yapilan analizler sonucu en
yiiksek DPPH aktivitesi A. persicus (6) nolu 6rnekte goriiliirken, en diisiik aktivite A.
palaestinus'ta goriilmiistiir. A. persicus (1) nolu 6rnek hari¢ kullanilan ¢dzgene bagh
olarak diger Orneklerin kendi icerisinde ki DPPH aktiviteleri arasinda ¢ok Onemli
farkliliklar saptanmamastir.

Antioksidan aktivitenin belirlenmesi amaciyla kullanilan biitiin yontemler goz
ontinde bulunduruldugunda DPPH, FRAP ve toplam fenolik tayininde elde edilen
sonuglar birbiriyle uyumludur. Ancak toplam flavanoid tayininde bulunan sonuglar
farklilik gostermistir. Bu durum kullanilan ¢6zgene ve ekolojik farkliliklara

baglanabilecegi gibi kullanilan yonteme goére de degisebilmektedir.

5.2. Oneriler

Bu ¢alisma sonucu elde edilen veriler bize Van G6lii Havzasi’nda yetisen yabani
kuskonmaz tiirlerini farkli yonlerden kiyaslama imkani vermistir Elde edilen veriler
1s181inda 6zellikle A.persicus bu calismada kullanilan diger tiir olan A.palaestinus’a gore
hem molekiiler anlamda hem de antioksidan aktivite acisindan kuskonmazin kiiltiir
formu olan A.officinalis’e daha yakin c¢ikmistir. Ayrica gesitli yontemlerle yapilan
antioksidan aktivite tayini sonucu diger tiirlere gore daha yiiksek aktiviteye sahip
oldugu bulunmustur. Bu yiizden bu tiirtin kiiltiire alinabilirlik durumunun incelenmenin

onemli olacag1 kanaatindeyim.
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EKLER
EK-1 Calisilan Tiirlerin ITS Bolgesine Ait Diziler

Polygonatum verticillatum (Dis grup)

GCGGAGGAAAAGTCCCCGAAGGGGGAGATGGAGGGCAGATGTTCCAGATC
ACCAAATCCCTCTACCTCGAGGCCGACATGTCGCCCCCGCGCTGCCTCGCTG
TACGACATGCTGAGACAACAATACCCGGCATGGTGGGTGCCACGGACCCAT
GATGTCCGAGAGCGCTGCACGCCAGCCCCGGCGTGGGGGTCRATCTTTCCA
TACGTCGAACTTTTACGACTCTCAGCAACGGATATCTTGGCTCTCACATTGA
TGAAGAACGTAGTGAAATGCGATGCCTGTTGTGAATTGTAGAATACCGTGA
ACCATCGAGTCTTTGAACGCAAGTTGTGCCCGAGGCTATCCGACCGAGGGC
ACTCCTGCCTAGGCATCACGCCTTACCTCACTCCGCACACCCTGACCCCCTG
CCTTGGGGAGGCGGCGGATGCAGATGCGGATGCAGAGATTGGCCCCCCATG
CCTCCCAACGTGATGGGATGAAGTTCGGGCCGCCGACCGGGATGGACGCGG
CTAGTGGTGAACGGACACATATGGTGCTTAATGTCGCATCCAGCCCTCGGC
ACCAGCGGCGCAT

Polygonatum multiflorum (D1s grup)

AAGGATCATTGTCGAGACCCGAACGGACGATCGCGAACCCGTCAACGCTCC
CGCGGGGGGCGGAGGGAGGGCGGACGTTCCGGCCGCCCGAACCCCGCCAC
CCCGGGGCCCCAATGCCGLCCCLCGLCCLCGLCTCGCTGCGGGALCGGGLGGLEG
GGAACAATACCCGGCGCGGTGGGCGCCAAGGAACACTGATGTCGGAGAGC
GCCGCACGCCGGTCCCGGCGCGCGGCGCGATCCTTCCATACGTCGAACTTTT
ACGACTCTCGGCAACGGATATCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGC
GAAATGCGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTT
GAACGCAAGTTGCGCCCGAGGCTATCCGGCCGAGGGCACGCCTGCCTGGGC
ATCACGCCTCGGGTCGCTCCGCGCACCCCGLCLCCLLCGGLCCLCGGGGAGGLG
GCGGGCGCGGACGCGGAGATTGGCCCCCLCGTGLCLTCGLGGLGLGGLGGGLL
GAAGTGCGGGCCGCCGGCCGGGACGGACGCGGCGAGTGGTGGACGGACAC
GTACGGCGCTTTACGCCGCCTCCGGACCCCGGCCCCAGCGGCGCATGCAAA
GGAACCCACGCCGAGCACGGCTCGGAACAC

Polygonatum sibiricum (Dis grup)

ATCGCGAACCCGTCAACGCTCCCGCGGGGGGCGGAGGGAGGGCGGACGCT
AAAGCCGCCCGAACCCCGCCACCCCGGGGCCCAAATGLLCGLLCCLGLCeEG
CCTCGCTGCGGGACGGGCGGCGGGAACAAAACCCGGLCGLCGGTGGGLGLCA
AGGAACACTGATGTCGGAGAGCGCCGCACGCCGGTCCCGGLCGLGLGGLGLG
ATCCTTCCATACGTCGAACTTTTACGACTCTCGGCAACGGATATCTTGGCTC
TCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATACTTGGTGTGAATTGCAGA
ATCCCGTGAACCATCGAGTCTTTGAACGCAAGTTGCGCCCGAGGCTATCCG
GCCGAGGGCACGCCTGCCTGGGCATCACGCCTCGCGTCGCTCCGCGCACCC
CGCCCCCTCCGGGCGGCGGGCGCGGACGCGGAGATTGGLCCCCCCGTGLCTC
GCGGCGCGGCGGGCCGAAGTGCGGGLCCGLCLCGGCCGGGACGGACGCGGCGA
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GTGGTGGACGGACACGTACGGCGCTTAACGCCGLCCTCCGGLLCCeasGLeeee
AGCGGCGCATGCAAAGGAACCCATGCCGAGCAC

Asparagus persicus 1

AGCTCGATAGTGACCTGCGGAAGATCATTGTCGAGACCCGAGCGGACGACT
GTGAACTAGTAAACCCGTCCGGGAGATCCGAGGGAGGGCGACTTCTGTCGC
TTACCCCGGCCTCCTTGGGCACCTATGGCCGCCCCCGTCCTGCCTCGTTGCA
GAACGGGCGGCGGGAACAATACCCGGCGCGGTGGGCGCCAAGGACTAGTG
CTTTAGAGGATCACCGTGTGCTGCATCGCCCGTCGAGGCGGCGCACGATGT
GGTCTGGTAATCATACCATGAACTTTACGACTCTTGGCAACGGATATCTTGG
CTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCGAAATGCGATACTTGGTGTGAATTGC
AGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTTGAACGCAAGTTGCGCCCGAGGCTAT
TTGGCCGAGGGCACGCCTGCCTGGGCGTCATGCCTCACATCGCTCAGTGCCC
CCCGCCTCCCAAGGCCATAGCATTGGGAAGCCGCGCGCCGGCATGCATACA
TTGACCTCCCCTCGCCTGGCGTAGCGGCCGGCTGAAATGATTGTCGGTCGTC
GGTCCGGACACACAGAATGGATGGACGGACACACATGACTGTGACTGATGT
GTACTGCGACTCCGTAACCTCAAACCAGGGCGTGCGTGCAGCGCATGCCAT
ACCGGACGGTCATAACGACGTCGCACGCACACCGCACCGCCAGTCAGGGCC
GAGCCCGCTCGACTGAATCTAATCTCTACCGGTGGGGGAGAGAGAGAAA

Asparagus persicus 2

AGCAGTACGATAGTGACTGCGGAGGATCATTGTCGAGACCCGAGCGGACGA
CTGTGAACTAGTAAACCCGTCCGGGAGATCCGAGGGAAGGCGACTTCTGTC
GCTTACCCCGGCCTCCTTGGGCACCTATGGCCGCCCCCGTCCTGCCTCGTTG
CAGAACGGGCGGCGGGAACAATACCCGGCGCGGTGGGCGCCAAGGACTAG
TGCTTTAGAGGATCACCGTGTGCTGCATCGCCCGTCGAGGCGGCGCACGAT
GTGGTCTGGTAATCATACCATGAACTTTACGACTCTTGGCAACGGATATCTT
GGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCGAAATGCGATACTTGGTGTGAATT
GCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTTCTTGAACGCAAGTTGCGCCCGAGGCT
ATTTGGCCGAGGGCACGCCTGCCTGGGCGTCATGCCTCACATCGCTCAGTGC
CCCCCGCCTCCCAAGGCCATAGCATTGGGAAAGCGCGCCGCGCATGCATAC
ATTGATCGCCCGTGCCTTGCTTAGCGCCCGGTTGAAATGATTGACTGTGGTT
GGGTCGGACACACACGATGAAGGACGGACACACATGACTGTGACTGATGTG
TACTCGATCGTAACTAAAGCAGCGCGTGCGTGCAGCGCATGCCTACCGACG
TTCATTAACGCCCTTCGCACCACGACCCCACCGTCAAGTCGGGGCCGACCCG
CTGAGCTGTAGTTCATAGTCAATCCAAACAGAGAGAGGAAAGGA

Asparagus persicus 3

CTTAGCCTTTTCCCTTGTGACCTGCGGAGATCATTGTCGAGACCCGAGCGGA
CGACTGTGAACTAGTAAACCCGTCCGGGAGATCCGAGGGAGGGCGACTTCT
GTCGCTTACCCCGGCCTCCTTGGGCACCTATGGCCGCCCCCGTCCTGCCTCG
TTGCAGAACGGGCGGCGGGAACAATACCCGGCGCGGTGGGCGCCAAGGAC
TAGTGCTTTAGAGGATCACCGTGTGCTGCATCGCCCGTCGAGGCGGCGCAC
GATGTGGTCTGGTAATCATACCATGAACTTTACGACTCTTGGCAACGGATAT
CTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCGAAATGCGATACTTGGTGTGA
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ATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTTGAACGCAAGTTGCGCCCGAG
GCTATTTGGCCGAGGGCACGCCTGCCTGGGCGTCATGCCTCACATCGCTCAG
TGCCCCCCGCCTCCCAAGGCCATAGCATTGGGAAAGCGGTCGCGGCGCGGA
TGCGGAGATTGACCTCCCGTGCCTTACGGCGCGGCGGGTTGAAATGATTGTC
GCTGGTCGGGTCGGACACGGCGAATGGTGGACAGACACAAATGACGCTGA
GCGCTGTGTACTCGAACCTAAGCCAAAGCGGCGCGTGCAAGGAGCCCATGC
CGACGGGCGTTCAAGAACGCCCCTCGGACCACGACCCCAGGTCAGGLCCGGG
GCCCACCCGCTGAGTTTAAGCATATCAATAAGCGGGAGGAA

Asparagus persicus 4

GGGTCGATAGTGACCTGCGGAGGATCATTGTCGAGACCCGAGCGGACGACT
GTGAACTAGTAAACCCGTCCGGGAGATCCGAGGGAGGGCGACTTCTGTCGC
TTACCCCGGCCTCCTTGGGCACCTATGGCCGCCCCCGTCCTGCCTCGTTGCA
GAACGGGCGGCGGGAACAATACCCGGCGCGGTGGGCGCCAAGGACTAGTG
CTTTAGAGGATCACCGTGTGCTGCATCGCCCGTCGAGGCGGCGCACGATGT
GGTCTGGTAATCATACCATGAACTTTACGACTCTTGGCAACGGATATCTTGG
CTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCGAAATGCGATACTTGGTGTGAATTGC
AGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTTGAACGCAAGTTGCGCCCGAGGCTAT
TTGGCCGAGGGCACGCCTGCCTGGGCGTCATGCCTCACATCGCTCAGTGCCC
CCCGCCTCCCAAGGCCATAGCATTGGGAAAGCGGTCGCGGCACGGATGCAG
AGATTGACCTCGCGTGCCTTACGGCGCGGCGGGTTGAAATGATTGTCGCTG
GTCGGGTCGGACACGGCGAATGGTGGACAGACACGAATGACACTGATCGCT
GTGTACTCGAACCTCAGCCAAAGCGGCGCGTGCAACGAGCCCATGCCGACG
GGCGTTCAAGAACGCCCTCGGACCACGACCGCCAAGTCAGGCGGGGCCACC
CGCTGAGTTTAAGCATTCAATGGGGGGGGGGGGGGGA

Asparagus persicus 5

TGGAGAACGATAGTGACCTGCGGAGGATCATTGTCGAGACCCGAGCGGACG
ACTGTGAACTAGTAAACCCGTCCGGGAGATCCGAGGGAGGGCGACTTCTGT
CGCTTACCCCGGCCTCCTTGGGCACCTATGGCCGCCCCCGTCCTGCCTCGTT
GCAGAACGGGCGGCGGGAACAATACCCGGCGCGGTGGGCGCCAAGGACTA
GTGCTTTAGAGGATCACCGTGTGCTGCATCGCCCGTCGAGGCGGCGCACGA
TGTGGTCTGGTAATCATACCATGAACTTTACGACTCTTGGCAACGGATATCT
TGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCGAAATGCGATACTTGGTGTGAAT
TGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTTGAACGCAAGTTGCGCCCGAGGC
TATTTGGCCGAGGGCACGCCTGCCTGGGCGTCATGCCTCACATCGCTCAGTG
CCCCCCGCCTCCCAAGGCCATAGCATTGGGAAAGCGGTCGCGGCACGGATG
CAGAGATTGACCTCGCGTGGCTTACCGCGCGGCGGATTGAAATGATTGTCG
CTGGTCGGGACGGACACAGTGAATGATGGACAGACACGAATGACACTGATG
TCTGTGTACTCGAACCTCAGCCAGACCCGTGCGTGCAGCGCGTGCATGCCG
ACGGTCGTTCAAGACCTTCGCTCGGACCACCCACCGCCAGTCAGGGLCGCGG
GCCACCCGACTTGAGTTCTAATCATATCACATGGGGGGGGGGAGGGGA
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Asparagus persicus 6

CAGGGTTTCGATAAGTGACCTGCGGAGGATCATTGTCGAGACCCGAGCGGA
CGACTGTGAACTAGTAAACCCGTCCGGGAGATCCGAGGGAGGGCGACTTCT
GTCGCTTACCCCGGCCTCCTTGGGCACCTATGGCCGCCCCCGTCCTGCCTCG
TTGCAGAACGGGCGGCGGGAACAATACCCGGCGCGGTGGGCGCCAAGGAC
TAGTGCTTTAGAGGATCACCGTGTGCTGCATCGCCCGTCGAGGCGGCGCAC
GATGTGGTCTGGTAATCATACCATGAACTTTACGACTCTTGGCAACGGATAT
CTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCGAAATGCGATACTTGGTGTGA
ATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTTGAACGCAAGTTGCGCCCGAG
GCTATTTGGCCGAGGGCACGCCTGCCTGGGCGTCATGCCTCACATCGCTCAG
TGCCCCCCGCCTCCCAAGGCCATAGCATTGGGAAAGCGGTCGCGGCGCGGA
TGCAGAGATTGACCTCGCGTGCCTTACGGCGCGGCGGGTTGAAATGATTGT
CGCTGGTCGGGACGGACACGGCGAATGGTGGACAGACACGAATGACGCTG
AGCGCTGTGTACTCGAACCTAAGCCAAAGCGGCGCGTGCAAGGAGCCCATG
CCGACGGGCGTTCAAGAACGCCCTCGGACCACGACCGCCAAGTCAGGCGGG
GCCACCCGCTGAGATTTATAGTCATATCAAATAGAGACGGGAGGAA

Asparagus officinalis

TGCGCTTATCTAATAGTGACCTGCGGAGGATCATTGTCGAGACCCGAGCGG
ACGACCGTGAACTAGTAAACCCGTCCGGGAGATCCGAGGGAAGGCGACATC
TGTCGCTTACCCCGGCCTCCTTGGGCACCTATGGCCGCCCCCGTCCTGCCTC
GTTGCAGAACGGGGGGCGGGAACAATACCCGGCGLCGGTGGGCGCCAAGGA
CTAGTGCTTTAGAGGATCACCGTGTGCTGCATCGCCCATCGAGGCGGCGCA
CGATGTGGTCCGGTAATCATACCATGAACTTTACGACTCTTGGCAACGGATA
TCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCGAAATGCGATACTTGGTGTG
AATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTTGAACGCAAGTTGCGCCCGA
GGCTATTTGGCCGAGGGCACGCCTGCCTGGGCGTCATGCCTCACATCGCTCA
GTGCCCCCCGCCTCCCAAGGCCATAGCATTGGGAAGCGGCGGCGCGGATGC
GGAGATTGACCTCCCGTGCCTTGCGGCGCGGCGGGTTGAAATGATTGTCGCT
GGTCGGGTCGGACACGGCGAATGGTGGACAGACACAAATGACGCTGAAAC
GCTGTGTACTCGACCCTAAGCCAAAGCGGCGCGTGCAAGGAGCCCATGCCG
ACGGGCGTTCAAGAACGCCCTTCGGACCACGACCCCAGGTCAGCGGGGCCA
CCCGCTGAGTTTAAGCATATCAAAAAAAGGGCGGAGAGAGA

Asparagus palaestinus

GGTGGGCCGGCACTTTTTTTTGTTTACTCTTTTTTTCTTTTTAATGATCTTGGC
CCCACACCCAAGCGGACTACCGTTTAAATAATACTTTTAAAAAAGGGAGAT
CCGAGGGAGGGCGACTTCGGTCGGTGGGCCCCGGCCTACTTGCGCACCTAA
AAAAAAGACCCCGTCCTGCCTCGTTGCAAACGGGCGGCGGAGGAGAATACC
TTTGCTCCAAAGGAAAGACAAGGACTATTTTCTTTATAGGATCACCGTGTGC
TGCATCGCCCATCGAGGCGGCGCACGATGTGGTCCGGGTAATCATACCATG
AACTTTACGACTCTTGGCAACGGATATCTTGGGCTCTCGCATCGATGAAGAA
CGTAGCGAAATGCGATACTTGGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATC
GAGTCTTCGAACGCAAGTATGCGCCCGAGGCTTTTTGGCCGAAGGCACGCC
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TGCCTGGGCGTCATGCCTCAACTTCGCTCAATGCCCCCCGCCTCCCAAGGCC
CATAGCATTGGAAACTCGG
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EK-2 Calisilan Tiirlerin trnL-F Bolgesine Ait Diziler
Polygonatum hookeri (Dis grup)

AATAAAAAGCCCATTTTACTTCTTAACTATTTAGTTATTCTCTTTTTTTTTCAT
AAGAAGTTCAAAGAAAATTCAATATCTTTCTCATTCATTCTACTCTTTCACA
AACGGATCCGAACAGAAATCTTTTGATCTTATCCTAATTTGGTTTGAATGGA
TACGATACCTGTACAAATAAACATATATAATTGACATAATTGAAGTCCATAT
CACTTACAACTTACATTCAAAAATAAAGTCTTCTTTTTGAAGATCTAAGAAA
TTCGGGGACTAGGTCAAATTTTGGAATACCTTTTTTAGTCTATGTAATTTCCA
TAGATACAAGTACTCCGCTAGTATGATGCGCGGGAAATGGTCGGGAGGCTC
AGTG

Polygonatum pubescens (Dis grup)

CTCTATCCCCAATAAAAAGCCCATTTTACTTCTTAACTATTTAGTTATTCTCT
TTTTTTTTTCATAAGAAATTCAAAGAAAATTCAATATCTTTCTCATTCATTCT
ACTCTTTCACAAACGGATCCGAACAGAAATCTTTTGATCTTATCCTAATTTG
GTTTGAATGGATACGATACCTGTACAAATAAACATATATAATTGACATAATT
GAAGTCCATATCACTTACAACTTACATTCAAAAAGAAAGTCTTCTTTTTGAA
GATCTAAGAAATTCGGGGACTAGGTCAAATTTTGGAATACTTTTTTTAGTCT
ATCTAATTTCCATAGATACAAGTACTCCGCTAGTATGATGCACGGGAAATG
GTCGGGATAGCTCAGTTGGTAGAGCAGAGGACTGAAAATCCTCGTGTCC

Asparagus persicus 1

GGGCTTCAACTGAGCTATCCCGACCATTTCCCGCGCATGGATCCTAGTAGAA
GTACTTGGTATCTATGGAAATTAAATAGACTAAAAAAAGTATTTAAAAATTT
AACCTAGTCCCCGATTTCTTAGATCTTTAAAAAGAAGAATCCTCTGTAAGTT
GTAAGTGATATGGACTGTGAATAATTCAATAATGATAATTCCTTCGACCATA
TATGTTCATTCGTACATGTATGAGTATCTATTCAAACCAAATTAGGATAAGA
TCCAAAGATTTTCCGTTCGAATCCGTTTTTGAAAGAGTCGAATCAATGAAAC
AGATATTTGAATTTTTCTTTTGAACTTCTTATGAAAAAAAAAAGAGGATAAA
ATAGTTAATTTAAAAAATGGGGCTTTTTATTGGGGATAGAGGGCCTTTGAAA
CAAA

Asparagus persicus 2

AAGTCTGCTTCACTGAGCTATCCGACCATTTCCCGCGCATGATCCTAGTAGA
GTACTTGTATCTATGGAAATTAAATAGACTAAAAAAAGTATTTAAAAATTTA
ACCTAGTCCCCGATTTCTTAGATCTTTAAAAAGAAGACTTTCTGTAAGTTGT
AAGTGATATGGACTGTGAATAATTCAATAATGGTAATTCCTTGACCATATAT
GTTCATTTGTACATGTATGGTATCTATTCAAACCAAATTAGGATAAGATCCA
AAGATTTCTGTTCGAATCCGTTTTTGAAAGAGTCGAATCAATGAAACAGATA
TTGAATTTTCTTTGAACTTCTTATGAAAAAAAAAAGAGGATAAATAGTTAAT
TAAAAAATGGGCTTTTTATTGGGGATAGAGAAACTTGGGACCA
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Asparagus persicus 3

GGTCCGCTCTCACTGAGCTATCCCGACCATTTCCCGCGCATGATCCTAGTAG
AGTACTTGTATCTATGGAAATTAAATAGACTAAAAAAAGTATTTAAAAATTT
AACCTAGTCCCCGATTTCTTAGATCTTTAAAAAGAAGACTTTCTGTAAGTTG
TAAGTGATATGGACTGTGAATAATTCAATAATGGGTAATTCCTTGACCATAT
ATGTTCATTTGTACATGTATGGTATCTATTCAAACCAAATTAGGATAAGATC
CAAAGATTTCTGTTCGAATCCGTTTTTGAAAGAGTCGAATCAATGAAACAG
ATATTGAATTTTCTTTTGAACTTCTTATGAAAAAAAAAAGAGGATAAATAGT
TAATTAAAAAATGGGCTTTTTATTTGGGGTAGAGGGACTTTTGAACCCA

Asparagus persicus 4

CTGGCTTCACTGAGCTATCCCGACCATTTCCCGCGCATGATCCTAGTAGAGT
ACTTGTATCTATGGAAATTAAATAGACTAAAAAAAGTATTTAAAAATTTAA
CCTAGTCCCCGATTTCTTAGATCTTTAAAAAGAAGACTTTCTGTAAGTTGTA
AGTGATATGGACTGTGAATAATTCAATAATAGGTAATTCCTTGACCATATAT
GTTCATTTGTACATGTATGGTATCTATTCAAACCAAATTAGGATAAGATCCA
AAGATTTCTGTTCGAATCCGTTTTTGAAAGAGTCGAATCAATGAAACAGATA
TTGAATTTTCTTTGAACTTCTTATGAAAAAAAAAAGAGGATAAATAGTTAAT
TAAAAAATGGGCTTTTTATTGGGGATAGAGGAACCTTAGAACCA

Asparagus persicus 5

ATTGGCTCTCCAACTGAGCTATCCCGACCATTTCCCGCGCATGATCCTAGTA
GAGTACTTGTATCTATGGAAATTAAATAGACTAAAAAAAGTATTTAAAAAT
TTAACCTAGTCCCCGATTTCTTAGATCTTTAAAAAGAAGACTTTCTGTAAGT
TGTAAGTGATATGGACTGTGAATAATTCAATAATGGTAATTCCTTGACCATA
TATGTTCATTTGTACATGTATGGTATCTATTCAAACCAAATTAGGATAAGAT
CCAAAGATTTCTGTTCGAATCCGTTTTTGAAAGAGTCGAATCAATGAAACAG
ATATTGAATTTTCTTTGAACTTCTTATGAAAAAAAAAAGAGGATAAATAGTT
AATTAAAAAATGGGCTTTTTATTGGGGATAGAGGACCTTGAAACCAA

Asparagus persicus 6

ATCCCGGCCCTACACTGAAGCTATCCCGACCATTTCCCGCGCATGATCCTAG
TAGAGTACTTGTATCTATGGAAATTAAATAGACTAAAAAAAGTATTTAAAA
ATTTAACCTAGTCCCCGATTTCTTAGATCTTTAAAAAGAAGACTTTCTGTAA
GTTGTAAGTGATATGGACTGTGAATAATTCAATAATGGTAATTCCTTGACCA
TATATGTTCATTTGTACATGTATGGTATCTATTCAAACCAAATTAGGATAAG
ATCCAAAGATTTCTGTTCGAATCCGTTTTTGAAAGAGTCGAATCAATGAAAC
AGATATTGAATTTTCTTTGAACTTCTTATGAAAAAAAAAAGAGGATAAATA
GTTAATTAAAAAATGGGCTTTTTATTGGGGATAGAGGGACTTGAACCA

75



Asparagus officinalis

GCTGTCTTCCACTGAGCTATCCCGACCATTTCCCGCGCATGATCCTAGTAGA
GTACTTGTATCTATGGAAATTAAATAGACTAAAAAAAGTATTTAAAAATTTA
ACCTAGTCCCCGATTTCTTAGATCTTTAAAAAGAAGACTTTCTGTAAGTTGT
AAGTGATATGGACTGTGAATAATTCAATAATGGGTAATTCCTTCGACCATAT
ATGTTCATTTGTACATGTATGGTATCTATTCAAACCAAATTAGGATAAGATC
CAAAGATTTCTGTTCGAATCCGTTTTTGAAAGAGTCGAATCAATGAAACAG
ATATTGAATTTTCTTTGAACTTCTTATGAAAAAAAAAGAGGATAAATAGTTA
ATTAAAAAATGGGGCTTTTTATTTGGGGTAAGATGAACTTTGAAACAA

Asparagus palaestinus

ATTTAGACTATCAACTGAGCTATCCCGACCATTTCCCGCGCATGATCCTAGT
AGAGTACTTGTATCTATGGAAATTAAATAGACTAAAAAAAGTATTTAAAAA
TTTAACCTAGTCCCCGATTTCTTAGATCTTTAGAGAGAAGACTTTCTGTAAG
TTGTAAGTGATATGGACTGTGAATAATTCAATAATGGTAATTCCTTGACCAT
ATATGTTCATTTGTACATGTATGGTATCTATTCAAACCAAATTAGGATAAGA
TCCAAAGATTTCTGTTCGAATCCGTTTTTGAAAGAGTCGAATCAATGAAACA
GATATTGAATTTTCTTTGAACTTCTTATGAAAAAAAAAAGAGGATAAATAGT
TAATTAAAAAATGGGCTTTTTATTGGGGATAGAGGGACTTGAACC
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