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TURKIYE FIBIGIA MEDIK. (CRUCIFERAE) CiNSi UZERINE

MOLEKULER VE MiKROMORFOLOJIK BiR CALISMA

Bu tez ¢alismasi ile Tiirkiye’de dogal olarak yayilis gosteren Fibigia cinsine ait taksonlar
molekiiler ve mikromorfolojik yonden incelenmistir. Ayrica niimerik analizler sonucu elde
edilen veriler NTSYS-pc paket programi kullanilarak degerlendirilmistir. Taksonlara ait
polenler 151k ve taramali elektron mikroskobu (SEM) ile incelenmistir. Ayrica bu taksonlara
ait tohumlarin taramali elektron mikroskobu ile goriintiileri alinmistir. Polen ve tohum yiizeyi
ornemantasyonu retikulatedir. Ayrica polenlerin trikolpat ve prolate oldugu goézlenmistir.
Fibigia cinsine ait farkli lokalitelerden toplanmis 19 6rnekten 2XCTAB ve Qiagen kit ile
DNA izolasyonlar1 yapilmistir. Bu Orneklerin ISSR primerleri kullanilarak filogenetik
akrabalig1 arastirilmistir. Molekiiler ¢alismalar sonucu elde edilen veriler NTYSY-pc paket
programi araciligr ile degerlendirilmistir. Taksonlara ait orneklerin morfolojik olarak
incelenmesi ile taksonomik deger tasiyan karakterler belirlenmis ve taksonlarin niimerik
simiflandirmaya gore de filogenetik iliskilerini yansitan fenogramlari olusturulmustur. Bu

calisma ile Tirkiye Fibigia cinsi iki seksiyona ayrilmistir. F. macroptera ve F. clypeata

111



taksonlar1 Eufibigia seksiyonunda, F. suffruticosa tirii ise yeni bir seksiyon olan Purpureae

seksiyonu altinda yer almistir.

Anahtar Kelimeler: Brassicaceae, Fibigia, ISSR, Mikromorfoloji, SEM, Niimerik Analiz
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ABSTRACT

Master Thesis

A MOLECULAR AND MICROMORPHOLOGY BASED STUDY ON THE GENUS
FIBIGIA MEDIK. (CRUCIFERAE) IN TURKEY

Ozlem CETIN

Selcuk University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology Education
Supervisor: Prof. Dr. Ahmet DURAN
2009, xii + 84 pages
Jury: Prof. Dr. Ahmet DURAN
Jury: Do¢. Dr. Erdogan E. HAKKI
Jury: Yard. Doc. Dr. Bekir DOGAN

A STUDY OF MOLECULAR AND MICROMORPHOLOGY ON THE GENUS
FIBIGIA MEDIK. (CRUCIFERAE) IN TURKEY

In this thesis molecular and micromorophological studies were conducted on the taxa of
the genus Fibigia Medik. which are naturally ground in Turkey. Numerical data were
analysed via NTSYS-pc software. Pollens of the genus Fibigia were examined with light and
scanning electron microscope (SEM). Micrographs of the seeds were also taken with scanning
electron microscope (SEM). Polen and seed ornamentations are reticulate. Also pollens trains
are observed as a prolate and tricolpate types. DNAs from 19 specimens collected from
different localities were isolated with 2XCTAB procedure and Qiagen DNA Isolation Kit. The
molecular relationships of the taxa were studied using Inter Simple Sequence Repeat (ISSR)
markers. Molecular data were also evaluated via NTSYS-pc programe. Diagnostic characters
were of the taxa used were determined with morphological studies and fenograms which

reflect the phylogenetic relationships of taxa were obtained according to the numerical



classification. In this study Fibigia genus in Turkey was divided into the two sections. Fibigia
macroptera and F. clypeata are placed in the section Eufibigia and Fibigia suffruticosa is

placed in the new section Purpureae.

Key Words: Brassicaceae, Fibigia, ISSR, Micromorphology, SEM, Numerical Analysis
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1. GIRIS

Turkiye’nin Akdeniz bolgesinde subtropikal kusak vejetasyonu, Karadeniz
bélgesinde orta kusagin serin ve iiman iklim ormanlari, I¢ Anadolu bolgesinde orta
kusagin step ve agacli step vejetasyonu, Kuzey ve Kuzeydogu Anadolu’nun yuksek
yerlerinde igne yaprakli saricam ve ladin ormanlari, orman sinirinin stindeki daglik
alanlarda ise Sibirya ve soguk kusagin Alpin vejetasyonu bulunur. Orta kusagin
gineyinde yer alan tlkemizin etrafinin denizlerle cevrili olmasi, kesintisiz dag
siralarmin bulunmasi, farkl: iklim tiplerinin etkisinde olmasi, degisik vejetasyon
formasyonlarinin bulunmasi, farkl: topografik yapi ve toprak gruplarina sahip olusu
nedeniyle ekvatoral ve subekvatoral kusaklardan sonra bitki turleri agisindan

dinyanin en zengin bolgeleri arasinda yer alir (Atalay 1994).

Turkiye Florasinin olusumunda etkili olan edafik, cografik, topografik,
hidrolojik, iklimsel ve kultirel faktorlerin zenginligi yabanci botanikgilerin yuzyillar
oncesinde ilgisini ¢ekmistir. Bu nedenle farkli zamanlarda ¢ok sayida botanikgi
ulkemizde floristik calismalar yapmislardir. Turkiye Floras: ile ilgili ilk 6nemli
cahsma, Isvicreli botanik¢i E. Boissier tarafindan 1865-1888 vyillar1 arasinda
yayinlanan Flora Orientalis eseridir. Editorliginu P.H. Davis’in yaptig:1 Flora of
Turkey and the East Aegean Islands adli dokuz ciltlik eser Flora Orientalis’ten sonra
ulkemiz floras: ile yapilmis en kapsamli calismadir. 1988 ve 2000 yillarinda bu

dokuz ciltlik esere ilave olarak iki ek cilt daha yayinlanmistur.

Turkiye Florasinda yer alan bir¢ok tur betiminin yalnizca morfolojik karakterler
kullanilarak yapilmis olmasi, bazi taksonlarin varyasyon sinirlarinin belirlenmesinde
yetersiz kalmakta ve 6nemli taksonomik guclukler ortaya ¢ikmaktadir. Morfolojik
karakterlerin uygulamadaki yetersizlikleri, molekiler markdrlerin uygulanmasiyla bir
dereceye kadar ortadan kalkmistir. Farkli disiplinlerden saglanan bilgilerle birlikte
revizyon calismalarmin daha kapsamli ve givenilir hale gelmesi ile botanikgiler
Ozellikle taksonomik olarak problemli olan cinsler tizerine yogunlasmiglardir ve bu

cinslerin modern revizyonlar1 yapilmaktadir. Bu calismalar sonucunda problemli



birgok cinsin sistematik filogenisi aydinlatilmistir. Ulkemizde revizyonu yapilan cins
ve seksiyonlardan bazilari sunlardir; Hesperis L., Heracleum L., Jurinea Cass.,
Sideritis L., Isatis L., Phleum L., Delphinium L., Astragalus L. Sect. Dasyphyllum
Bunge, Astragalus L. sect. Hololeuce Bunge ve sect. Acmothrix Bunge, Arabis L.,
Ebenus L., Phlomis L., Ballota L., Fritillaria L., Verbascum L., Ferula L. Ayrica bu
caligmalar sonucunda Turkiye Florasina hem tir ve tir alti diizeyde hem de cins

diizeyinde yeni kayit ve bilim diinyas i¢in yeni taksonlar eklenmistir.

Brassicaceae dlnyada yaklasik 338 cins ve 3715 tur ile temsil edilen
monofiletik bir familyadir (Al-Shehbaz ve ark. 2006). Dinyanin ekonomik dneme
sahip familyalarindan birisi de Brassicaceae’dir. Basta kiltlrleri yapilan Brassica
tirleri olmak (zere bircok uUyesi sebze ve baharat olarak tuketilir. Lahana,
karalahana, karnabahar, tere gibi bitkiler Brassicaceae familyasmin besin kaynagi
olarak kullanilan Gyeleri arasinda sayilabilir. Cheiranthus cheiri L. (Sebboy), Iberis
L. (Yenidiinya ¢icegi), Malcolmia R.Br. (Yaz sebboyu), Matthiola R.Br., Hesperis L.
gibi Brassicaceae turleri evlerde, park ve bahcelerde sis bitkisi olarak kullanilirlar.
Ayrica 2001 yilinda genom haritas: ¢ikarilan ilk model organizma olan Arabidopsis
thaliana (L.) Heynh.’nin Brassicaceae familyasinda olmas: bu familyanin énemini

daha da arttirmaktadur.

Brassicaceae familyas: (yelerinde stamenler tetradinam yapida, korolla
cruciform (hag) seklinde, meyveler ise silikva ve silikula tiplerinde bulunur. Bu
diagnostik karakterleri ile diger familyalardan kolaylikla ayrilir (Beilstein ve ark.
2006).

Brassicaceae familyas: tyeleri Antartika kitasi disinda hemen hemen btin
dinyada yayilis gosterir. Bu familya tyelerinin dunyadaki dagilimi1 ayn1 yogunlukta
degildir. Ozellikle kuzey yarim kiirenin 1iman bolgelerinde dogal yayilis gosterirler.
Brassicacaea familyasmin giiney yarim kirede de yayilis gosteren turleri vardir
(Koch & Kiefer 2006).



Dinyada Brassicaceae familyasi Gyelerinin en fazla temsil edildigi yer
Amerika’dir. Turkiye ise Amerika’ya gore ¢ok daha kiciuk olmasina ragmen
Brassicaceae Uyelerinin dinyada en cok tur ile temsil edildigi ikinci ulkedir. Bu
familya Turkiye Florasina gore 464 tir ve 86 cins icerir. Son yillarda yapilan
caligmalara gore Brassicaceae familyasinin lkemizde 573 tur, 66 alt tir ve 24
varyete olmak Uzere toplam 663 takson ve 91 cins ile temsil edilir. Tlrkiye
yuzolgimiine gore Diinyada Brassicaceae familyasinin en c¢ok tir iceren ulkesidir
(Al-Shehbaz ve ark 2007, Davis 1965, Davis ve ark. 1988, Giiner ve ark 2000, Duran
& Ocak 2005, Dirmenci ve ark 2005, Dirmenci ve ark 2006).

Brassicaceae familyasinin genetik farklilasma merkezi Iran-Turan ve Akdeniz
fitocografik bolgeleri kabul edilir. Iran-Turan fitocografik bdlgesinde yaklasik 150
cins ve 900 turle temsil edilir ve bu turlerin 530°u endemiktir. Akdeniz fitocografik
bolgesinde ise bu familyanin 113 cinsi ve 630 tirt yayilis gosterir ve bu tirlerin
292’si endemiktir. Kuzey Amerikanin komsu bdlgelerinde ve Saharo-Sindian
bolgesinde tiir cesitliligi azalmaktadir ve bu azalma giiney yarim kirede de devam
eder (Al-Shehbaz 1984, Appel & Al-Shehbaz 2003, Hedge 1976, Koch & Kiefer
2006).

Brassicaceae uzerine ilk kapsaml: ¢alisma 1821 yilinda A.P. de Candolle
tarafindan yapilmistir. Candolle siniflandirma sistemini meyve ve embriyo
karakterlerini kullanarak yapmistir. 1911 yilinda A. von Hayek nektar salgisi ve
myrosin hicrelerini  kullanarak bir smiflandirma yapmistir. Hayek’in yaptigi
smiflandirmaya gore Brassicaceae familyasi 10 tribusa ayrilmistir. Schulz 1936
yilinda Brassicaceae familyasini 19 tribusa, Janchen ise 1942 yilinda 15 tribusa
ayrmistir.  Ancak Brassicaceae familyas: ile yapilan bu calismalar daha cok
morfolojik karakterlere dayandigi icin familyanin filogenetik akrabalig: tam olarak
aydinlatilamamistir (de Candolle 1821, Hayek 1911, Schulz 1936, Janchen 1942,
Beilstein ve ark 2006, Koch ve ark 2001).

DNA tabanli molekiler verilerin sistematik problemleri ¢cozmede kullanilabilir

hale gelmesi ile Brassicaceae familyasinin filogenetik akrabaligi aydinlatiimaya



baslanmistir. Al-Shehbaz ve ark.’min yaptigi molekiler calismalar sonucunda
Brassicaceae familyasinin tribus sayis1 yeni eklenen tribuslarla birlikte 25 olarak
rapor edilmistir. Tribuslardan bazilarmin filogenetik akrabaligi molekiler veriler
yardimiyla agiklanmis olmasina ragmen bazi tribuslarin sistematik problemleri hala
¢ozilememistir (German & Al-Shehbaz 2008, Al-Shehbaz ve ark 2006).

Alyssea tribusunun filogenetik akrabaliginin aydinlatilmas: igin c¢alismalar
yapilmaktadir. Warwick ve ark’min yaptigi calisma ile bu tribusun filogenetik
akrabaligi kismen aydinlatilmistir. Ancak Alyssea tribusunda yer alan baz: cinslerin
filogenetik iliskisi tam olarak agiklanamamistir. Bu tribusta yer alan Fibigia Medik.
cinsi de filogenetik iligkisi tam olarak agiklanamamis cinsler arasinda yer alr
(Warwick ve ark 2008).

Fibigia cinsi (Brassicaceae) diinyada yaklasik 16 takson ile temsil edilmektedir
(Cullen 1965, Bouloumoy 1930, Bush 1939, Tutin & Heywood 1964, Rechinger
1968). Bu cins diinyada Eski Yugoslavya, Eski Sovyetler Birligi, Iran, Israil, Suriye,
Kibris ve Tirkiye’de yayilis gostermektedir. Cins Ozellikle Dogu Akdeniz ve Iran-
Turan fitocografik bolgelerine lokalize olmustur (Bush 1939). Ozellikle bu bélgeler,
Fibigia cinsi taksonlarmin genetik farklilasma merkezi kabul edilir ve bu alanlardaki

bireylerde polimorfizmin daha yiksek oldugu bilinmektedir.

Tirkiye Florasina gore Fibigia cinsinin Glkemizde dogal olarak yetisen dort
tird bulunur (Cullen 1965). Son yapilan ¢calisma ve literatir bilgilerine gore Fibigia
cinsi ulkemizde (g tur ve bes takson ile temsil edilmektedir (Tustas 2008, Townsend
& Guest 1980).

Tirkiye Florasinda Fibigia cinsi taksonlarmin betimleri ve smiflandiriimasi
yalnizca morfolojik karakterler kullanilarak yapilmistir. Varyasyon smairlar1 yeterince
belirlenemeyen bu taksonlarin 6nemli taksonomik problemleri glnimuze kadar
devam etmistir. Bitki sistematiginde molekuler verilerin de kullanilmast ile birlikte

onemli bazi sistematik problemler ¢oziilmeye baslamistir.



Molekdiler teknikler, diger tekniklere gore fazla avantajlara sahip olup, cevre
faktorlerinden etkilenmezler ve polimorfizm oranlar1 yiksektir. Ayni1 zamanda
pleotropik (bir genin birden fazla fenotipik karakter lzerindeki etkisi) ve epistatik
(bir karakterin ortaya ¢ikmasindan sorumlu olan farkli genler arasinda baskilayici
etkilerin olmasi durumu) etki gdstermeyip son derece kararhdirlar (Soller &
Beckmann 1983, Tanksley 1983, Avise 1994, Bretting & Widrlechner 1995,
Parmaksiz 2004). Molekuler markdrler kullanilarak genetik varyasyon arastirilabilir.
Ornegin birbirine cok yakin olan kilttr gesitleri ayrilabilir ve tamimlanabilir. Ttrlerin
taksonomik tanimlamas: yapilip, filogenetik akrabaliklar: bulunabilir (Lowe ve ark.
1996, Parmaksiz 2004). Dogadaki yabani varyetelerin molekuler dizeyde
tanimlanmasi, ekonomik degeri olan gesitlere yeni ve Gstun 0zellikler kazandirilmasi

acisindan da 6nemlidir (Bothmer ve ark. 1991, Parmaksiz 2004).

1980’den bu yana PCR teknolojisinin de yardimiyla genom analizlerinde
onemli ilerlemeler gerceklesti. Bu ilerlemeler hizli ve az miktarda DNA gerektiren
markor protokollerinin gelismesini sagladi. Baslangicta RFLP gibi DNA tabanh
markorler molekiler sistematik ¢alismalarinda yaygin olarak kullaniimigtir. Ancak
1990’h yillarin basindan itibaren molekuler sistematik c¢alismalarda RAPD
tekniginin  kullammi1 daha c¢ok tercih edilmistir. Ilerleyen yillarda SSR’lar
(microsatellit) ve AFLP’ler yaygin olarak molekiler sistematik calismalarda
kullaniimigtir. 1994’lerden bu yana diger tekniklerin dezavantajlarin1 biyik 0Olctide
gideren yeni bir markor teknigi olan ISSR teknigi kullaniimaya baslanmistir. ISSR
teknigi RAPD teknigine gore ¢ok daha hassas ve tekrarlanabilirligi ylksek olan bir
tekniktir. Bu teknik Okaryotik genomlarda tekrar eden 2, 3, 4, 5 gibi nikleotid

birimlerinin lokustan bagimsiz olarak genomda rasgele dagilimlarmni esas alir.

Bu tez cahsmasi ile Fibigia cinsi taksonlarinin tohum ve polen yizeyi
Ozellikleri  elektron mikroskobu (SEM) ile incelenerek &zellikle mikro
morfolojilerine dayali taksonomik deger tasiyan karakterleri belirlenmistir. Yine bu
aragtirmada molekuler ¢alismalar kapsaminda elde edilen veriler sistematik analiz
programlarinda (NTSYSpc 2.1 programi, Minitab) degerlendirilerek Fibigia cinsinin

filogenetik akrabaligini g0Osteren dendogram olusturulmustur. Ayrica numerik



caligmalardan saglanan verilerin de analiz programlarinda degerlendirilmesiyle
fenetik dendogrami yapilmistir. Sonu¢ olarak Turkiye Fibigia cinsi taksonlarinin
molekdler, palinolojik ve numerik verilere dayal: filogenetik iligkilerini yansitan

modern bir revizyonu gerceklestirilmistir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Brassicaceae Familyas1 Hakkinda Genel Bilgi

Brassicaceae (Cruciferae) familyas: taksonlari genellikle Kuzey yarikirenin
iliman kusaginda yayilis gostermektedir. Bu familya dunya genelinde yaklasik 338
cins ve 3715 tir ile temsil edilmektedir (Bailey ve ark. 2006). Ulkemizde ise
Brassicaceae familyas: 91 cins ile temsil edilir ve en fazla cins iceren familyalar
arasinda dordincu swrada bulunur. Ayrica bu familya igerdigi 663 tur ve tir alti
takson ile Glkemizde Compositae ve Leguminosae familyalarindan sonra en fazla
takson iceren familyalardan biridir. Brassicaceae familyasmin ulkemizdeki
endemizm oran1 %39.6°dir (Cullen 1965, Davis ve ark. 1988, Guner ve ark. 2000,
Ozhatay ve Kiiltir 2006, Yildirimli 2001, Al-Shehbaz ve ark. 2007).

Familya Ozellikleri: Brassicaceae familyas: Uyeleri genellikle otsu veya
nadiren yart ¢alims: formdadir. Yapraklar alternat nadiren opposit ve stipulasiz.
Cicekler genellikle hermafrodit, hipogin ve bilateral simetrili. Sepaller 4, serbest,
dekussat ¢iftler halinde. Petaller 4, serbest. Stamen genellikle 6, tetradinam, nadiren
4 veya 2. Filamentler ¢ogunlukla kanatli, apendageli veya disli. Nektaryumlar
stamenlerin tabani etrafinda farkl sekillerde dizilmis. Ovaryum sinkarp, 2 karpelli,
genellikle 2 g6zlu ve yalanci bir septum ile bolinmus. Meyve alttan agilan 2 valveli
bir kapsula (meyva genisliginin 3 katindan fazla ise silikva, genisligi 3 katindan daha
az uzunlukta ise silikula olarak adlandirilir), nadiren lomentuma benzer veya

acilmaz. Cogu zaman tohumlar islakken masilajlidir.

Brassicaceae familyasi diinyada ekonomik degeri olan Onemli familyalar
arasinda yer alir. Bugun dinyanin farkl dlkelerinde bu familyanin ¢ok sayida turd
farkli ekonomik amaclar dogrultusunda kultur bitkisi olarak yetistirilmektedir.
Brassicaceae familyas: Uyelerinin bashca ekonomik kullanim alanlari sunladir;
Ozellikle sebze olarak tiketilenlerden bazilari: Fibigia clypeata (L.) Medik., Brassica
oleracea L. var. oleracea (lahana), B. oleracea L. var. acephala DC. (karalahana), B.

oleracea L. var. gemmifera DC. (briksel lahanasi), B. oleracea L. var. botrytis L.



(karnabahar), Eruca sativa Miller (roka), Raphanus raphanistrum L. (yabani turp), R.
sativus L. var. radicula (kirmiziturp), Lepidium sativum L. (tere)’dur (Hedrick 1972,
Kunkel 1984, Facciola 1990). Capsella bursa-pastoris Medik. tirl de gida olarak
tuketilmektedir (Simsek ve ark. 2002). Brassica nigra (L.) Koch. (siyah hardal),
Sinapis alba L. (beyaz hardal) gibi tlrler baharat olarak kullanilmaktadir. Brassica
rapa L. var. rapa (salgam) turu igecek sanayisinde kullanilmaktadir. Brassica napus
L. (kolza) ve B. rapa L. var. oleracea DC. (yag salgami), Eruca sativa Miller (1zgin)
tirleri tohumlarindan yag elde etmek icin kiltiir edilmektedir. Ulkemizde yaygin
olarak yetisen Isatis tinctoria L. (yabani civitotu) tirti ise kokboyas: elde
edilmesinde kullanilir (Baytop 1994, Ozyurt 1992).

Sinapis arvensis L. yapraklarindan elde edilen ekstraksiyonun idrar yolu
iltinabs, diyabet, gaz giderici ve kurt disuricl gibi tedavi edici 6zelliklerinin oldugu
belirtilmistir (Simsek ve ark. 2002). Bazi Isatis turleri ise yara iyilestirici ve kabizligi
giderici olarak kullaniimaktadir (Ozyurt 1992).

Fibigia clypeata turu Lubnan’nin Aarsal bolgesinde dar yayilisli olmasina
ragmen halk tarafindan kullanilan tibbi bitkiler arasinda yer almaktadir. Kullanilis

amaci safra kesesi ve bobrek tasi agrilarinin azaltilmasi veya giderilmesidir.

Bazi Avrupa Ulkelerinde sebze olarak tuketilen Fibigia clypeata turine ait
tohumlarin ticari satis1 yapilmaktadir. Fibigia clypeata turinin yetistirilen vejetatif
organlarmin demeti 1.80 £’dan satilmaktadir. Ayrica Fibigia eriocarpa (DC.) Boiss.
turinun kok, govde, yaprak ve meyveleri drog olarak kullanilmaktadir. Fibigia
clypeata tlrinde yapilan bir calismada ise bu turin biyoindikator oldugu
belirtilmektedir (Tohmé & Tohmé 2005).

Ayn1 zamanda park, bahce ve evlerde Cheiranthus cheiri (Sebboy), Iberis
(yenidiinya ¢igegi), Malcolmia (yaz sebboyu), Matthiola (bahce sebboyu), Fibigia ve
Hesperis cinslerinin turleri yaygin bigimde sis bitkisi olarak kullanilmaktadir
(Secmen ve ark. 1998, Duran ve ark. 2003).



2.2. Fibigia Cinsi Hakkinda Genel Bilgi

Fibigia cinsi (Brassicaceae) diinyada yaklasik 16 takson ile temsil edilmektedir
(Cullen 1965, Bouloumoy 1930, Bush 1939, Tutin & Heywood 1964, Rechinger
1968). Fibigia cinsi 0zellikle Dogu Akdeniz ve Iran-Turan fitocografik bolgesine
lokalize olmustur (Bush 1939). Ozellikle bu bolgelerin Fibigia cinsine ait
taksonlarmin genetik farklilasma merkezi kapsaminda bulunmasi nedeniyle, bireyler

arasindaki polimorfizm daha yuksektir.

Fibigia cinsinin Lubnan ve Suriye’de dogal yayilis gosteren tek turtnin oldugu
bilinmektedir (Bouloumoy 1930). Libnan ve Suriye Florasinda yer alan F. clypeata
turt Glkemizde de dogal olarak yayilis gostermektedir. Avrupa Florasinda (¢ Fibigia
tird bulunmaktadir. Avrupa Florasinda yer alan turlerden yalnizca F. clypeata turi

Turkiye’de yayilis gostermektedir.

Fibigia cinsi Iran Florasinda iki seksiyona ayrilmistir. Bu seksiyonlar ve tiirler
sunlardir:
Seksiyon 1: Fibigia
F. suffruticosa (Vent.) Sweet
F. clypeata
F. thesigeri K.H.Rechinger
F. macrocarpa (Boiss.) Boiss.

Seksiyon 2: Edmondia Bge. ex Boiss.

F. multicaulis Boiss. & Hohen. ex Boiss
F. umbellata (Boiss.) Boiss.

F. pendula (Boiss.) Boiss.

F. membranacea Rech. f. & Kdie

Irak Florasinda da Fibigia tlrleri Fibigia ve Edmondia seksiyonlar: altinda

toplanmistir. Bu seksiyonlar ve tirleri sunlardir:
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Seksiyon 1: Fibigia
F. suffruticosa

F. clypeata

F. thesigeri

Seksiyon 2: Edmondia
F. multicaulis

F. umbellata

Fibigia macrocarpa turi farkl: Floralarda farkli isimlerde ve farkl: taksonomik
basamaklarda yer almaktadir. Irak Florasinda F. clypeata’nin alt tiir( olarak verilen
F. clypeata subsp. macroptera taksonunun Tirkiye Florasinda ve iran Florasinda tiir
diizeyinde temsil edilen F. macrocarpa oldugu not edilmistir.

Rus Florasinda ise dort Fibigia trt bulunmaktadir. Irak Florasinda Fibigia
seksiyonu altinda yer alan F. clypeata subsp. macroptera, F. eriocarpa ve F.
clypeata taksonlar1 Rus Florasinda Eufibigia seksiyonu altinda verilmistir.

Fibigia cinsi Turkiye Florasinda dort tdr ile temsil edilmektedir. Fibigia cinsi
uzerine yapilan morfolojik bir calismada Fibigia cinsine bilim diinyas: igin yeni bir
takson eklenmistir. Turkiye Florasinda tlr diizeyinde temsil edilen Fibigia eriocarpa,
F. clypeata tirtne aktarilmistir. Ayrica Fibigia cinsinin deskripsiyonu ve teshis

anahtari revize edilmistir (Tustas 2008).

2.3. Genetik Markorler

Genetik markor bir kromozom ya da kromozom bdlgesinin ebeveynlerden bir
sonraki generasyona gecerken takip edilebilen kism: olarak tanimlanabilir
(Bovenhuis & Meuwissen, 1996).
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Genetik Markor Cesitleri

Genetik Markorler G¢ ana baslik altinda toplanabilir. Bunlar;
a. Morfolojik markarleri
b. Protein markdrleri
c. DNA markorleridir.

2.3.1. Morfolojik markorler

Gunumizde molekiler tabanli arastirmalardan elde edilen veriler genetik
markorler olarak yaygin bicimde kullaniimaktadir. Ancak genetik markarler icinde
en eski ve en yaygin kullanilani ise hala morfolojik markdrlerdir. Ucuz olmalari,
hizli ve basit bir sekilde tanimlanabilmeleri en 6nemli avantajlaridir (Bretting &
Widrlechner 1995).

Sistematikte bitkinin hayat formu, koki, govdesi, yapragi, cicegi, meyvesi,

tohum ve polen 6zellikleri morfolojik markdrler olarak kullaniimaktadir.

Verbascum L. cinsinin (A) grubunda yer alan Verbascum natolicum (Fisch. &
Mey.) Hub.-Mor. (Scrophulariaceae) tiirtine ait drneklerin flament tly rengi, kapsul
sekli ve plasenta tipi Kkarakterleri esas alinarak taksonomik pozisyonu
degerlendirilmistir (Bagc1 & Cakir 2005).

Cardamine quinquefolia (M. Bieb.) Schmalh, Nasturtium officinale R.Br.,
Isatis, Alyssum pateri Nyar. ve A. praecox Boiss. & Bal. turlerinin polen
morfolojileri farkli arastirmacilar tarafindan belirlenmistir (Aytug 1971, Dogan &
Inceoglu 1990, Vural & Ince 1994).

Alyssum obtusifolium Steven ex DC. tlrinin anatomik ve palinolojik
Ozellikleri belirlenmis ve polen yapisinin trikolpat oldugu rapor edilmistir (Orcan &
Binzet 2003).
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15 Draba L. turiinin 54 populasyondan toplanan drneklerinin tohum ve polen
mikromorfolojisi ¢ahsilmistir. Bitlin bireylerde gegerli olmamasina ragmen polen
blyukliklerinin kromozom sayisi1 ile kuwvvetli iligskisi oldugu rapor edilmistir
(Brochmann 2008). Brassicaceae familyasinin Arabideae, Euclidieae, Hesperideae,
Lunarieae, Matthioleae ve Sisymbrieae tribuslarinda yer alan 45 taksonun niimerik
analizleri tohum, polen ve morfolojik 6zelligi kullanilarak yapilmistir (Khalik ve ark.
2002).

Atelanthera Hook.f. & Thoms., Arcyosperma O.E. Schulz. ve Sisymbrium L.
(Brassicaceae) cinslerine ait toplam sekiz 6rnekte 151k mikroskobu ile polen
morfolojisi cahisilmistir. Cahsilan 6rneklerin detayli polen Ozellikleri verilmistir
(Khan 2005). Eruca Miller ve Diplotaxis DC. cinsine ait toplam 20 taksonun tohum

yuzeyinin 6zellikleri SEM ile incelenmistir (de Leonardis ve ark. 1997).

Hesperis turkmendaghensis A.Duran & A.Ocak tirinin tohum yiizeyi SEM ile
incelenmistir. Bu tlrln tohum yizeyinin reticulate-verrucate oldugu rapor edilmistir
(Duran & Ocak 2005).

Tirkiye’nin farkl: lokalitelerinden toplanmis Aethionema L. cinsinin 17 tlrlinde
tohum yiizeyi 151k mikroskobu ve SEM ile incelenmistir (Pinar ve ark. 2007).

Rorippa sylvestris (L.) Bess. tirline ait polenler SEM ile ¢alisilmistir. Bu tlriin
polenlerinin ylizey ornemantasyonu reticulate olarak gozlenmistir ve polenlerin 3, 4

ya da pantokolpate oldugu rapor edilmistir (Hsieh 2005).

Coronopus didymus (L.) Smith, Cheiranthus cheiri, Eruca sativa ve lberis
amara L. tdrlerinin polen morfolojisi 151k mikroskobu ile ¢ahsilmistir. Bu tirlerin
yuzey ornemantasyonu retikulate olarak bulunmustur. Ayrica polenlerin trikolpat ve

prolate, prolate-spheroidal, subprolate oldugu rapor edilmistir (Khan 2005).

Arabidopsis (A. lasiocarpa (Hook.f. & Thoms.) Schulz, A. mollissima
(C.A.Mey.) N.Busch, A. pumila var. pumila (Steph.) Busch, A. pumila var.
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graffithiana, A. stricta (Camb.) N.Busch, A. taraxacifolia (T.Anders.) Jafri, A.
thaliana (L.) Heynh., A. wallichi (Hook.f. &Thomson) N.Busch) cinsine ait sekiz
taksonun polen 6zellikleri 1s1k mikroskobu ile incelenmistir. Bu taksonlarin polen
yuzey ornemantasyonu retikulate olarak bulunmustur. Ayrica polenlerin 3-4 kolpat
oldugu rapor edilmistir (Khan 2004).

Biscutella L. cinsinin 52 taksonunun yaprak tiy karakterleri stereo mikroskop,
SEM ve lup ile arastirilmistir (Olowokudejo 1992).

2.3.2. Protein Markorleri

Protein markorleri, depo proteinleri ve enzimler olarak iki ana gruba ayrilirlar.

Depo proteinleri bir jel Uzerinde hareket ettirilip boyandiklarinda, farkl
genotiplerde ortaya ¢ikan yapi farkhiliklari, genetik markor olarak kullanilabilir.
Bugday tohumunda bulunan iki depo protein grubu olan gliadin ve glutenin bu
amacla yaygin olarak kullanilmaktadir. En 6nemli avantajlar1 analizlerinin gabuk,
guvenilir ve tekrarlanabilir olmasidir. En blylk dezavantajlar1 ise sayica ¢ok az
olmalaridir (Yildirim & Kandemir 2001).

Enzim markorleri alloenzim ve izoenzim olarak iki grup altinda incelenebilir
(Yildirim & Kandemir 2001).

Izoenzimler, aym bireyde bulunan benzer veya ayni1 goreve sahip ayn1 enzimin

farkl varyantlari olarak belirlenip tanimlanmistir (Markert & Moller 1959).

Organizmalarin  izoenzimlerine bagli benzerlik veya farkliliklari, bu
materyallerin taksonomik ve metabolik benzerlikleri ile de bilgi verebilmektedir.
Izoenzimlerin farkhilig: elektroforez teknigi kullanilarak nitelik ve nicelik yoniinden
tespit edilir (Gulen ve ark. 2002).

Peroksidaz, izoenzimlerin ¢ok genis bir grubunu olusturmakta ve cok sayidaki

fizyolojik olayda dogrudan veya dolayli olarak gorev almaktadir. Bu fizyolojik
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olaylar bitkilerde yaslanma, 6lim, ligninlesme, tepe tomurcugunun baskinligi
(dominansi), soguk toleransi, dinlenme, meyve gelisimi ve olgunlagsmasi, ¢imlenme,
blylime ve gelisme, yumru olusumu, cinsiyet farklilasmas: seklinde 6zetlenebilir
(Gaspar ve ark. 1982, Giilen ve ark. 2002, Walter 1992 ).

Alloenzim, birbirinden ayirt edilebilen allelleri bulunan enzimleri ifade
etmektedir. Alloenzimler ayni genin farkli allelleri tarafindan meydana
getirilmektedir (Y1ildirim & Kandemir 2001).

Enzim markorlerinin analizlerinin ¢abuk, ucuz ve givenilir olmasi gibi bazi
avantajlar1 vardir. En belirgin dezavantajlar1 ise sayilarinin ¢ok az olmasidir. Diger
bir dezavantaji ise bazi alloenzimlerin 6zel dokularda ve belli bir gelisme déneminde

gOzlenebilir olmalaridir (Van den Berg ve ark. 1983, Yildirim & Kandemir 2001).

2.3.3. DNA Markorleri

DNA markdrleri farkl: genotiplere ait DNA dizilis farkliligini cesitli sekillerde
ortaya koyan markorlerdir. Nikleik asit temeline dayali genetik markorlerin genom
analizlerinde kullanimi 1slahcilar igin ihtiya¢c duyulan bir alandir. Bu markorler
kullanilarak genetik varyasyon arastirilabilir. Ornegin birbirine ¢ok yakin olan kiiltir
cesitleri ayrilabilir ve tanimlanabilir. Turlerin taksonomik tanimlamas: yapilip,
filogenetik akrabaliklar: bulunabilir (Lowe ve ark. 1996, Yildirim & Kandemir 2001,
Parmaksiz 2004). Dogadaki yabani varyetelerin molektler diizeyde tanimlanmasi,
ekonomik degeri olan cesitlere yeni ve stiin 6zellikler kazandirilmas: agisindan da
onemlidir (Bothmer ve ark. 1991, Parmaksiz 2004). Molekdler markor teknolojileri,
bazi bitki tdrlerinin islaht ve gen kaynaklarinin korunmasi konusunda arastirma

yapan bilim adamlarina yeni ufuklar agmistir (Boskovi¢ & Tobutt 1996).

DNA markdrlerinin en 6nemli avantajlar; stabil olmalari, tim dokularda ortaya
cikabilmeleri ve epistatik etkilere hassas olmamalaridir. DNA markorleri dominant

ya da kodominant Ozellikte olabilir (Parmaksiz 2004, Williams ve ark. 1990).
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DNA markarleri temelde iki grup altinda incelenebilirler.

a. Hibridizasyon tabanli markdrler (DNA melezleme markorleri)
b. Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) tabanli markarleri

2.3.3.1. Hibridizasyon Tabanh Markorler

Genomda istenilen bir DNA pargasinin yerini belirlemek ve bu parcalarin
nikleotid dizilerini arastirmak amaciyla cesitli sekillerde isaretlenmis bir prob DNA
ile bu parcalarin hibridize edilmesi temeline dayanir. Hibridizasyon bantlarina
bakilarak DNA seviyesindeki farkliliklar tespit edilebilir. Bu teknik, Restriction
Fragment Lenght Polymorphism (RFLP) analizi ile PCR teknolojisinin
yayginlasmasindan 6nce ¢ok yaygin kullanim alani bulmustur (Yildirim & Kandemir
2001).

2.3.3.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonuna Dayanan Markor Teknikleri

Tim dinyada canlilar1 olusturan genetik yapmin ¢oziilmesi, ortaya ¢ikarilan bu
yapidaki genlerin yerlerinin saptanmasi, islevlerinin anlasiimasi, iligkilerinin
belirlenmesi amaciyla yurutilen ¢alismalar biyik bir hizla devam etmektedir. Bu
ama¢ dogrultusunda, belirlenen hedefe ulasmay: kolaylastiracak, hizlandiracak
yontemlerin gelistirilmesi zorunlu hale gelmistir. Basit gibi gorunmekle birlikte,
gelistirilen bu yontemlerin en O6nemlilerinden birisi Polimeraz Zincir Reaksiyonu
("Polymerase Chain Reaction", PCR)'dur (Ceyhan 2005).

1985 yilinda Amerika Birlesik Devletleri'nde bulunan Cetus sirketinde ¢alisan
Kary Mullis tarafindan gelistirilen metod, nikleik asitlerin canli organizma disinda
da, uygun kosullar altinda g¢ogaltiimasina dayanir (Ceyhan 2005). Son yillarda
Ozellikle 1980’li yillarin basindan itibaren, genetik materyaller tizerindeki ¢alismalar,
nikleik asit karakterizasyonunda, molekuler klonlamada, sekans analizlerinde,
rekombinant teknolojisinde ve klinik uygulamalarinda niikleik asit tabanl: problardan

yararlanma olanaklar1 giderek artmistir. Ayrica prokaryot ve Okaryotlarin
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genomlarindaki modifikasyonlar, restriksiyon analizleri ve sistemleri (izerinde de son
zamanlarda yogun calismalar yapilmaktadwr. Saiki ve ark. (1985), mevcut
yontemlerin duyarhliklarinin artirilmasindan ¢ok, DNA veya RNA baz siralarmin
sayisal olarak artirilmasi (amplifikasyon) teknolojisine dayanan ve dolayisiyla
mevcut yontemlerin analiz edilebilmelerini saglayan, Polimeraz Zincir Reaksiyonunu
(PCR) gelistirmislerdir (Arda 2000).

PCR’1n gelistirilmesi molekdler teknolojinin kullanim alanmin da genislemesine
yol agcmigtir. PCR son yillarda, biyomedikal arastirmalarin yani sira infeksiy0z
ajanlarin teshisinde, epidemiyoloji, genetik defektlerin saptanmasinda, adli tip ve
diger alanlarda da genis bir uygulama ortami bulmustur (Arda 2000).

PCR’ nin Isleyis Mekanizmalan

PCR calismalar1 baslica ti¢ asamada gerceklestirilir. Bunlar;

1. Hedef DNA’nin denatiirasyonu: Cogaltilacak DNA ve DNA’nin ¢gogalmasini
saglayacak enzimle beraber diger gerekli materyaller (magnezyum, tampon
cozelti, primerler, PCR suyu) mikroflj tlplerine konduktan sonra cihaza
yerlestirilir. Cihaz sicakhigint otomatik olarak 95 °C’ye vyukseltir ve
DNA’larin denattirasyonu (nikleik asitin iki iplik¢iginin birbirlerinden
ayrilarak tek iplik¢ik haline gelmesi) saglanir. Bu islem igin gerekli sure
degismekle beraber genellikle 3-5 dakikadir.

2. Primerlerin baglanmasi: Hedef DNA’nin denaturasyonu gergeklestikten sonra
PCR’1in sicakligi primerin baglanma sicakligina diiser ve ortamda bulunan
primerlerin  hedef DNA (lzerindeki 0zel sekanslara baglanmasi
gerceklestirilir. Bu islemlerin tamamlanmas: da yaklasik yine 3-5 dakikada
gerceklesir.

3. Polimerizasyon: Primerlerin baglanmasindan sonra cihazin sicakhigir 70-72
°C’ye cikartilir. Bu sicaklikta tipler icinde bulunan ve 1siya dayanikli olan
polimeraz enzimi, 5'- 3' yoninde olmak (zere, ortamdaki nikleotidleri
kullanarak, primerlerin 3'-terminusuna nikleotidleri yerlestirir ve boylece

hedef DNA sekansmin bir kopyasi elde edilir. Polimerizasyon reaksiyonunda,
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hedef DNA’nin tek iplikcik sekanslari kalip 6devi gorur. Bu siire de yaklasik
3-5 dakika strmektedir (Arda 2000).

Boylece PCR’1n ¢ asamadan olusan ve yaklasik olarak 10-15 dakika kadar devam
eden birinci amplifikasyon asamasi tamamlanir. Tekrar 1sinin 95°C’ye yiikseltilmesi
ve ayni1 asamalarin 25-30 kez tekrarlanmasi1 durumunda tek bir hedef DNA segmenti,
2n formalune gore, yaklasik 33,6 milyon ¢ogaltilmis olur. Ancak deney kosullarinda
gerceklesen verim oran1 %85 kadardir. Verimin dismesinde, tekrar sayisinin artmast,
enzimin tanmimas: gereken niikleotid sayisinin fazla olmasi, tekrarlanan sicaklik
degisiklikleri ve sicaklik artiglari etkili olmaktadir. Tag polimeraz enziminin
yaklasik, her 1000 nikleotidde bir niikleotid kadar hata yapmasi, sentezlenen yeni
cDNA’ ya yanls niikleotidlerin girmesine de yol agmaktadir. Hata orani (m), m=2f/c
formalu ile hesaplanmaktadir (f: nikleotidlerin zincire katilmasindaki hata ve c:
donem sayisi) (Arda 2000).

PCR yontemi kolay uygulanabilir olmas: ve hizli sonug vermesi gibi avantajlari
nedeniyle birgok farkl alanda kullanilmaktadir. Bu alanlar soyle 6zetlenebilir:

Genetik bozukluklarin belirlenmesinde
Adli tipta
Mikrobiyolojik caligmalarda

Prob olusturulmasinda; klonlamada; gen tanimlamasi arastirmalarinda

A N

Bilinmeyen dizilerin tayininde

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) tekniginin kullaniimasi ile RAPD (Random
Amplified Polymorphic DNA), SSR (Simple Sequence Repeat) ve AFLP (Amplified
Fragment Length Polimorphism) markor metotlari da gelistirilmistir ( Vos ve ark.
1995, Tautz 1989, Botstein ve ark. 1980, Bornet & Branchard 2001). Ayrica son
zamanlarda PCR tabanli bir markor olan ISSR ile de caligmalar yapilmaktadir
(Zietkiewicz ve ark. 1994, Bornet & Branchard 2001)
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2.3.3.2.1. Randomly Amplified Polymorphic DNA (RAPD)

Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD) yontemi; 9-10 baz
uzunlugundaki rasgele oligonikleotidlerin (primerlerin) kalip DNA'nin iki iplikgigi
Uzerinde, birbirine karsi iki farkli noktada tamamlayicilarini bularak, bu ara bolgenin
cogaltilmasmi esas alan nukleotid dizi polimorfizminden olusmaktadir. Yaygin
olarak diger PCR uygulamalarmin aksine iki degil bir primer kullaniimaktadur.
Ancak bu primer her iki yondeki DNA dretimi icin de kullanilmaktadir. Dolayisiyla
kullanilan primerin DNA uzerinde birbirine yakin iki bolgeye yapisabildigi genom
bolgelerinin amplifikasyonu yapilmaktadir. Amplifikasyonu yapilan DNA parcalar1
bir agaroz jel elektroforezinde yurutildigiinde farkli bireylerde DNA’nin bazi
bolgelerinin Uretildigi bazilarinda ise tretilmedigi gozlenmektedir (Williams ve ark.
1990, Welsh & McClelland 1990, Ergul 2000, Yildirim & Kandemir 2001).

RAPD yontemi basit ve ucuz oldugu icin ¢ok tercih edilmektedir. Bu yontem
cogunlukla sistematik calismalarda, gen akisinin analizinde, hibrit ¢calismalarinda ve
karigik genom Orneklerinin analizinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Kisa
primerlerin ve dustk annealing sicakliklarinin kullanimi, primerlerin genom iginde
rasgele bolgeleri cogaltmasina neden olur. Fertler arasindaki nikleotid dizilimi
farkindan olusan polimorfizm, RAPD bantlarinin bulunma durumuna goére belirlenir.
RAPD’ler dominant genetik markor olarak kabul edilir ve gen haritasmnin
¢ikarilmasinda dikkate alinir (Ciftci 2004).

Bu teknik igin asil sorun olusan bant sayisinin, kullanilan DNA’nin kalitesine,
PCR sicaklik profiline ve reaksiyon kondisyonuna bagli olarak hassasiyet
gOstermesidir. Hatta bazi arastirmacilara gére RAPD parmak izi 0Ozelliginin,
kullanilan polimeraz enziminin tipine gore de farklilik gosterdigi rapor edilmistir. Bu
parametrelerin hepsi kontrol altina alinsa bile RAPD yonteminin diger bir dezavantaj

iIse homozigot ve heterozigotlugun tespit edilememesidir (Ciftci 2004).

RAPD markoarleri genetik baglanti haritalarinin olusturulmasi, gen isaretleme,

cesit (hat) tanimlamasi, yerel cesitler (hatlar) arasi genetik farklilik ve filogenetik
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arastirmalarda kullaniimaktadir. RFLP teknigiyle karsilastirildiginda daha yiksek
dizeyde polimorfizm belirlenmesinden dolay: Ozellikle tir ici genetik cesitlilik
calismalarinda da ¢ok yaygin olarak kullanilmaktadir (Karp & Edwards 1995).

2.3.3.2.2. Amplified Fragment Length Polymorphism (AFLP )

Bu teknikte genomik DNA iki kesim enzimi tarafindan kesilir. Kesilen pargalarin
uclarina nikleotit dizilisi sentetik olan adaptor DNA’lar eklenir. Eklenen sentetik
DNA’nin niikleotit diziligini de tasityan baslatict DNA’lar kullanimiyla spesifik DNA
cogaltimi yapilir (Yildrim & Kandemir 2001). Yontem RFLP ile RAPD
yontemlerinin bir karisimi gibidir. RFLP’de oldugu gibi spesifik kesim yapan
restriksiyon enzimleri ile kesim yapilir, bu kesim bdlgelerine ait bilginin de
kullanimi ile PCR yontemi RAPD’de oldugu gibi genomun bilinmeyen bolgelerinde

cogaltim gercgeklestirilir.

2.3.3.2.3. Simple Sequence Repeat (SSR)

Mikrosatellitler genom igerisinde tekli, ikili, G¢cli ya da dortli nikleotid
permutasyonlarin herhangi biri seklinde rasgele tekrarlanan (tandem repeated) kisa
DNA sekanslaridir (Ellegren 1993).

Mikrosatellitler ilk olarak insanlarda tanimlanmistir. Daha sonra fareler ile
caligilmstir (Litt & Luty 1989, Weber & May 1989, Love ve ark. 1990).

Ilerleyen yillarda domuzlarda ve sigirlarda da mikrosatellitler tespit edilmistir.
Bitkilerde birgok tir igin oldukga 6nemli olan bu markdrlerin basarili bir sekilde
izole edilmesi ve uygulanmasina baslamistir (Johansson ve ark. 1992, Kemp ve ark.
1993).

Bitkiler aleminde ilk ¢calismalar tarla bitkileri tizerinde gerceklestirilmistir. Bu
bitkiler ve calismalar soyledir; soya bitkisi, piring, arpa ve bugday bahce
bitkilerinden ise Uzumde, orman agaclarindan ise mese, okaluptis ve Swietenia
humilis Gzerinde cahsilmistir (Zhao & Kochert 1993, Akkaya ve ark. 1992,
Morgante & Olivieri 1993, Wu & Tanksley 1993, Maroof ve ark. 1994, Roder ve
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ark. 1995, Thomas & Scott 1993, Dow ve ark. 1995, Byrne ve ark. 1996, White &
Powell 1997). Mikrosatellit lokuslar kodominant markorlerdir yani heterozigotlar
homozigotlardan ayirt edilebilir ve PCR (polymerase chain reaction) kullanimi ve
allellerin jel Gzerine seperasyonunun yapilmasiyla tim genetik bilgilere ulasmak
mumkindur. Elde edilen bu veriler istatistik programlar araciligiyla test edilerek s6z
konusu mikrosatellitin herhangi bir verim 0Ozelligi ya da genetik hastalikla iligkili
olup olmadig1 belirlenir (Un ve ark. 2000).

2.2.3.2.4. Inter Simple Sequence Repeat (ISSR)

1980’den bu yana PCR teknolojisinin de yardimiyla genom analizlerinde dnemli
ilerlemeler oldu. Bu ilerlemeler hizli ve az miktarda DNA gerektiren markor
protokollerinin gelismesini sagladi. RAPD’ ler, SSR’ lar (microsatellit) ve AFLP’ler
yaygin kullanilan PCR tabanli markdérlerdir (Williams ve ark. 1990, Tautz 1989, Vos
ve ark. 1995). Ancak her markorun avantajlari ve dezavantajlari vardir. RAPD’nin
dezavantaji tekrarlanabilirliginin dusik olmasidir. AFLP’nin dezavantaji ise yogun
calisma ve yuksek maliyet gerektirmesidir. Mikrosatellitlerin dezavantaji ise
caligmaya baslayabilmek icin 0n bilgi gerektirmesidir. Calisilacak olan molekuler
markor tekniginin secimi ise hem teknigin tekrarlanabilirligine hem de kolay
uygulanabilir olmasina baghidir. 1994’ lerden bu yana diger tekniklerin dezavantajlari
gidermek Uzere gelistirilmis yeni bir markor teknigi olan ISSR kullaniimaktadir. Bu
yontem, okaryotik genomlarda tekrar eden 2, 3, 4, 5 gibi nukleotid birimlerinin
lokustan bagimsiz bir sekilde genomda rasgele dagilimlarii esas alan ancak RAPD
yontemine gore ¢ok daha hassas ve tekrarlanabilirligi yiiksek olan bir yontem olarak
One ¢cikmaktadir.

ISSR markorleri genetik cesitliligin belirlenmesinde filogenetik calismalarda,
genom haritalarmin olusturulmasinda ve evrim biyolojisinde birgcok bitkide

uygulanan bir tekniktir.
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2.2.3.2.5. Brassicaceae Familyas: Gizerine yapilmis bazi molekdiler cahsmalar:

Fibigia clypeata tur( Uzerinde yapilan molekiler bir ¢alismada kloroplast
DNA’lar1 incelenmis ve dizi analizleri ortaya konulmustur (Koch ve ark. 2007).
Alyssum L. cinsinin hiperakiimtlator tdrlerinden biri olan Alyssum bertolonii
Desv.’nin populasyonlar: arasindaki genetik polimorfizm kloroplast mikrosatellit
(cpSSR) bolgeleri incelenerek arastirilmistir (Mengoni ve ark. 2003). Alyssum
cinsinin hiperakiimulator olan ve hiperakiimulatér olmayan tirlerinin filogenetik
akrabalig1 ve geographic dagilimi nrDNA’nin ITS bolgelerinden yararlanilarak tespit

edilmistir (Mengoni ve ark. 2003).

Arabidopsis thaliana model organizma olarak bilinmesine ragmen bu tirin
orijini ve tarihsel evrimi hakkinda ¢ok az bilgi vardir. Arabidopsis populasyonlari
arasindaki molekuler akrabalik polimorfik kloroplast markorleri  kullanilarak

arastirtlmigtir (Provan & James 2003).

Arabis petraea (L.) Lam. ve Arabis lyrata L. tdrlerinin mikrosatellit
bolgelerindeki polimorfizm, Arabidopsis thaliana icin tasarlanan primerler

kullanilarak arastirilmistir (Treuren ve ark. 1997).

Avrupa’nin (¢ farkh bolgesinden toplanan Alliaria petiola (Bieb.) Cav. &
Grande ornekleri ile Kuzey Amerika’nin sekiz farkli bolgesinden toplanan 6rnekler
arasindaki genetik polimorfizm ISSR primerleri kullanilarak arastirilmistir (Meekins
ve ark. 2001).

Brassica alboglabra Bailey, Brassica bourgeaui (Webb) O.Kuntze, Brassica
montana Pourret tlrleri arasindaki ve bu tirlerin Brassica oleracea L. tiru ile
akrabalik duzeyini tespit etmek icin nrDNA ISSR markori ile cpDNA’s1 ise RFLP
markord ile cahsilmistir (Hu ve ark. 1998). Brassica oleracea’nin dokuz yabani
populasyonu arasindaki genetik polimorfizm RFLP-PCR ve ISSR-PCR markorleri

kullanilarak incelenmistir (Panda ve ark. 2003).
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Brassicaceae familyasmin Thelypodieae, Sisymbrieae, Brassiceae, Lepidiae,
Arabideae tribuslarina ait bazi Gyeleri arasindaki filogenetik akrabalik mat K ve chs
genleri kullanilarak arastirilmigtir (Koch ve ark. 2001).

Cruciferae familyasmin en buyik cinslerinden biri olan Lepidium L. cinsinin
turleri arasindaki varyasyon sirasiyla ITS ve cDNA’st incelenerek arastirilmistir
(Mummenhoff ve ark. 2004). Draba cinsi igerisindeki taksonomik problemleri
¢cozmek icin morfolojik markorler, izoenzim markdrleri ve RAPD markorleri
kullanilmigtir (Scheen ve ark. 2002). Fibigia clypeata’nin trnL intron bdlgeleri

sekanslanmis ve bu bolgelerin gen sekanslari NCBI gen bankasina verilmistir.

Lepidium cinsinin trnT-trnL, trnL-trnF ve cpDNA trnL intron bdlgeleri
Mummenhoff ve ark. (2001) tarafindan calisiimustur.

Raphanus sativus L. ve Raphanus raphanistrum tirlerine ait yedi 6rnek
arasindaki molekuler akrabaligin tespit edilmesi icin RAPD yontemi kullaniimistir
(Kamel ve ark. 2004).

Turkiye’de yetisen ve nikel hiperakiimilator 6zellik gdsteren bazi Alyssum
turleri arasindaki genetik uzaklik RAPD yontemi kullanilarak tespit edilmistir (Agik
ve ark. 2004).

12 Brassica 0Ornegi ile bes Arabidopsis thaliana Ornegi arasindaki genetik
benzerlik ISSR primerleri kullanilarak tespit edilmistir (Bornet & Branchard 2004).

Amerika’ya (ABD) endemik olan Physaria belli turinin populasyonlar:
arasindaki genetik gesitlilik ISSR primerleri kullanilarak tespit edilmistir (Kothera ve
ark 2007).

Brassica tirleri (B. napus, B. nigra, B. oleracea, B. rapa) ile Arabidopsis,
Camelina Crantz, Raphanus L. ve Sinapis L. cinsleri arasindaki genetik akrabalik

dokuz SSR primeri kullanilarak arastirilmistir (Flannery ve ark. 2006).
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Halofit bir tir olan Thellungiella salsuginea (Pallas) O.E.Schulz ve T.
halophila (C.A.Meyer) O.E.Schulz’nin mikrosatellit bolgelerindeki polimorfizmleri
arastirtlmig ve Genepop 3.4 programi kullanilarak populasyonlarin genetik analizleri

yapilmistir (Gao ve ark 2008).

Kloroplast DNA’smin trnF ve trnL bolgeleri kullanilarak Arabidopsis,
Boechera, Rorippa Scop., Nasturtium R.Br. ve Cardamine L. cinsleri arasindaki
filogenetik akrabalik incelenmistir (Koch ve ark. 2005).

25 Rorippa turt arasindaki filogenetik akrabalik kloroplast DNA’sinin trnL
intron ve trn L/F bolgeleri kullanilarak arastirilmistir (Bleeker 2002).

Capparaceae ve Brassicaceae familyalari arasindaki genetik iliski kloroplast
DNA’smin trnL-trnF ve ndhF bolgeleri kullanilarak arastirilmistir (Hall ve ark 2002).

Cardamine pratensis L. kompleksinin biyocografik tarihini ve filogenetik
akrabaligin1 aydinlatmak igin bu tlrln ornekleri protein markorleri ve molekuler
markorler (RAPD, ITS, Kkloroplast DNA’smin  kodlanmayan bdélgeleri) ile
incelenmistir (Franzke & Hurka 2000). Diger bir ¢calismada Cardamine amara L., C.
pratensis L. ve C. raphanifolia Pourret tlrlerinin filogenetik akrabaligini arastirmak
icin ITS ve AFLP markdrleri kullanilmistir (Marhold ve ark. 2004).

Crambe L. cinsine ait 27 tlrln filogenetik akrabaligini aydinlatmak icin ITS
bolgeleri kullanilmistir (Ortega ve ark. 1999).

Raphanus sativus tlrinin Ornekleri arasindaki genetik polimorfizm RAPD,

ISSR ve SRAP primerleri kullanilarak arastirilmistir (Wang ve ark 2008)

Cochlearia L. cinsinin ve yakin cinslerinin filogenetik akrabaligini ¢g6zmek igin

ITS sekanslart kullaniimistir (Koch ve ark. 1999).
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Pachycladon kompleksinin (Cheesemania fastigiata, C. stellata, C. wallii, C.
latisiliqua, Pachycladon novae-zelandiae, Ischnocarpus novaezelandiae, I. exilis)
genetik farkliligit AFLP markdrleri ile incelenmistir (Heenan & Mitchell 2002).
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3. MATERYAL VE METOT

Tirkiye Fibigia cinsine ait ornekler 2006-2008 vyillarmin vejetasyon
sezonunda, dogal olarak yetistikleri farkl: lokalitelerden toplandi. Arazi ¢aligmalari
kapsaminda toplanan bu érnekler Uzerinde molekiler ve niimerik analizler ile polen

ve tohum yizeyi (SEM- mikromorfoloji) calismalar1 gerceklestirildi.

Molekdiler calismalarda kullanilacak 6rnekler arazi ortaminda silika jel igerisine
alindi1 ve DNA izolasyonuna kadar ornekler silika jel icerisinde muhafaza edildi.
Molekiiler cahsmalarda materyal olarak Fibigia cinsine ait bes taksonun farkl
lokalitelerinden toplanmis 16 Ornegi kullanildi. Ayrica dis grup olarak Physoptychis
haussknechtii, Bornmuellera cappadocica, Aurinia saxatilis subsp. orientalis

taksonlar1 kullanildi (Cizelge 3.1).

Polen ve tohum vyizeyi (SEM) calismalart icin, araziden toplanan veya
herbaryum materyali haline getirilen 6rneklerin ¢icek ve meyvesi kullanild.
Mikromorfolojik c¢alismalarin yapildigi tim &rneklerin toplayici numarasi ve

lokaliteleri gizelge 3.2’de verildi.

Cizelge 3.1. Molekuler calismada kullanilan 6rneklerin adi, toplayici numaras: ve
lokalite bilgileri

Toplayic Tir adh Lokalite

no.

M.A. 26 Fibigia suffruticosa-1 B9 Van: Erek Dagi, Guney yamaclar, step,
03.07.2007

M.Firat Fibigia suffruticosa-2 B9 Van: Erek Dagi, 2400 m, 21.07.2007

10189

M.A. 25 Fibigia macroptera-1 B9 Van: Erek Dagi, Giiney yamaclar, step,
03.07.2007

M.Firat Fibigia macroptera -2 B9 Van: Bahgesaray, Serkani mevkii, 1800 m,

10188 38°09.931'N, 042°48.515'E

A.Duran Fibigia macroptera -3 B7 Elazig: Baskil, Dlgiintepe kdytnin 2 km

7465 glineydogusu, egimli yerler, 1440 m, 13.06.2007

S.Tustas Fibigia clypeata subsp. C6 Hatay: Iskenderun. Arsuz. Gozciiler Beldesi

1007 anatolica yukarisi, serpantin tash yerler, 1350 m, 07.07.2007

O.Cetin Fibigia clypeata subsp. C6 Osmaniye: Osmaniye-Yarpuz arasi, yol kenari,

1001 clypeata var. clypeata-1 Incebel mevkii, Pinus nigra orman acgikhig,
13.08.2006
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O.Cetin Fibigia clypeata subsp. C6 Osmaniye: Osmaniye-Yarpuz arasi, Cebelibereket

1002 clypeata var. clypeata-2 koyu yukarisi, egimli yerler

A.Duran Fibigia clypeata subsp. C5/6 Adana: Feke, Bahcecik-Develi dag yolu, 1700

7595 clypeata var. clypeata-3 m, 17.07.2007, Pinus nigra a¢iklig

M.Oztiirk Fibigia clypeata subsp. B5 Kirikkale: Delice, Bayraklhi-Sarikaya arasi, Gavur

1271 clypeata var. clypeata-4 deresi, vadi ici, egimli tagh yerler, 800-1000 m,
25.06.2007

A.Duran Fibigia clypeata subsp. C5 Adana: Feke-Mansurlu yolu, 10. km, Pinus brutia

7583 clypeata var. eriocarpa-5 acikhgi, 960 m, 17.07.2007

A.Duran Fibigia clypeata subsp. C6 Gaziantep: Nurdagi-Gaziantep arasi, Gaziantep’e

7481 clypeata var. eriocarpa-6 25 km kala, bag kenarlari, 1040 m, 37°19.256'N,
40°45.934'E, 15.06.2007

A.Duran Fibigia clypeata subsp. C5 Nigde: Ulukisla, Ciftehan-Pozanti arasi, 2. km,

7643 clypeata var. eriocarpa-7 tren yolu kenari, 1000 m, 01.08.2007

A.Duran Fibigia clypeata subsp. C3 Antalya: Termessos Milli Parki, Miize-kale kapisi

8191 clypeata var. eriocarpa-8 yolu, 650 m, 12.05.2007

M.Oztiirk Fibigia clypeata subsp. B6 Sivas: Akdagmadeni-Yildizeli arasi, vadi ici,

1273 clypeata var. eriocarpa-9 egimli tagh yerler, serpantin, 25.06.2007

A.Duran Fibigia clypeata subsp. B5 Kayseri: Tomarza, Aslantas kdyu yolu, Aslantas'a

7648 clypeata var. eriocarpa-10 5 km kala, kalker kayalik, 1650 m, 38°20.930'N,
36°03.720'E, 06.08.2007

A.Duran Aurinia saxatilis subsp. B1 Balikesir: Altinoluk, Toyran kdylinden-Kaz Dagi,

5171 orientalis 900 m, kaya c¢atlagi, 19.05.2000

M.Unal Bornmuellera cappadocica B9 Van: Gevas ilgesi, Artos Dagi, zirve yamaglari,

9619 alpin step, 2740 m, 38 33 707 E, 43 36 008 N

A.Duran Physoptychis haussknechtii B7 Sivas: Divrigi-Zara yolu, Divrigi ¢ikisi, soldaki

6612 vadi i¢i, 1150 m,egimli cakilli yerler, 39°23.93'N,
38°04.84'E

Cizelge 3.2. Mikromorfolojik calismalarda kullanilan 0Orneklerin adi, toplayici
numarasi ve lokalite bilgileri

Toplayic1 no

Tar ady

| Lokalite

Polen ¢calismalari i¢in kullanilan materyaller

A.Duran 5300

Fibigia clypeata
subsp.  clypeata
var. clypeata

C6 Hatay: Dértyol, Topaktas yaylasi, Migr1 zirvesi, Alpin
kat, tasgli yerler, 2200 m, 18.06.2000

M.Ding¢&Y .Bagci

F. clypeata subsp.

C4 Karaman: Ayranci, Catkdy Diumbelek arasi, Bolkar

2961 clypeata var. | etekleri, vadi ici, Juniperus acikhigi, kayalik,1900 m,
clypeata 10.06.2007
F. clypeata subsp. s . P
C6 Adana: Saimbeyli, Yardibi Koy, yol kenari, kayalik,
S.Tustas 1006 clypeata var. | 2447 2006
eriocarpa
F. clypeata subsp. . ) . .
A Unal 102 clypeata var. gﬁerléﬁ?gj;.m ;\oni/%léa:]aman, Karadag, Dambast mevkii,
eriocarpa b
M.Unal 5195 F. macroptera B9 Van: Kigik Erek Dagmin giiney yamagclari, step. 2600

m 18.05.2007

A. Duran 5195

F. suffruticosa

B9 Mus: Malazgirt, Mezra kdyu yolu, 10. km, volkanik tasl
yerler, 1640 m, 26.05.2000
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Tohum yiizeyi ¢gahsmalar icin kullanilan materyaller

S.Tustas 1006

F. clypeata subsp.
clypeata var.

eriocarpa

C6 Adana: Saimbeyli, Yardibi Kdyi, yol kenari, kayalik,
31.07.2006

A.Duran 7643

F. clypeata subsp.
clypeata var.

eriocarpa

C5 Nigde: Ulukssla, Ciftehan-Pozanti arasi, 2. km, tren yolu
kenari, 1000 m, 01.08.2007

F. clypeata subsp.

B1 Balikesir: Edremit, Kazdagi, Kizilkegili kdyi, Golclik

A.Duran 7509 clypeata var. | mevkii, Pinus nigra acikligi, 740 m, 39°39.473'N,
clypeata 26°54.375'E, 06.07.2007
S.Tustas 1007 F. clypeata subsp. | C6 Hatgy: Iskenderun, Arsuz, Gozculer beldesi yukarist,
' anatolica serpantin tash yerler, 1350 m, 07.07.2007
S.Tustagl004 F. macroptera B9 Van: Erek Dagi, 2200 m, 09.08.2006
A Duran 7672 F. macroptera B6 Kayseri: Sariz-Yalak (Yesilkent), Binboga Dagi, 1850

m, step, tash yerler, 07.08.2007

S.Tustas 1003 F. suffruticosa B9 Van: Erek Dagi, 2200 m, 09.08.2006

3.1. Molekuler Metot

3.1.1. Sterilizasyon

Calisilan materyallerin ve laboratuvarin sterilizasyonu molekiler biyoloji
calismalarinda bilyiik 6nem tasimaktadwr. Iyi sterilize edilmemis malzemelerle
calismak kontaminasyona neden olabilir. Kontaminasyonu 6nlemek amaciyla DNA
izolasyonu sirasinda kullanilan havan, havan topuzu, spatullar ve diger malzemeler
aluminyum folyo kullanilarak bittnuyle sarildi. Sterilizasyon yéntemi olarak kuru
hava ile sterilizasyon secildi ve aliminyum folyo ile kaplanan malzemeler Pasteur
(Pastor) firminda (Sterilizator) 121 °C de 3 saat arasinda sterilize edildi. Ayrica

laboratuvar tezgéhlar1 ¢calismaya baslamadan 6nce %70’ lik alkol ile temizlendi.

3.1.2. DNA izolasyonu

DNA izolasyonunda hangi yontemin kullanilacagi, caligmanin amaci ve
caligilacak materyale gore belirlenir. Bu ¢alismada DNA izolasyonu icin 2XCTAB
(cetil three metil amonyum bromid) ve Qiagen Kit metotlar1 kullanildi. Bu bélimde
2XCTAB ve Qiagen Kit yontemlerinin DNA izolasyon basamaklar: ayrintili olarak

verildi.




2XCTAB metodunda kullanilan ekstraksiyon ¢Ozeltisi asagidaki gibi hazirlanir:

2X CTAB Cozeltisinin Hazirlanmasi (125 ml)

NaCl 10.23 g
TrislM(pH=8) 12.5¢
CTAB (cetil three metil amonyum bromid) 2.59
EDTA (0.5 M) 5.0 ml
Sodyum bisulfit 0.63¢g
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Solusyonun son hacmi deiyonize su ile 125 ml’ye tamamlandi. 2XCTAB

solusyonu izolasyonda kullanilmadan Once %1 hacim/hacim olacak sekilde p-

mercaptoethanol ile karistirildi.

2X CTAB yontemi ile gerceklestirilen izolasyon asamalar: soyledir;

1. Silika jel icerisinde saklanan materyaller hassas terazide 0.075 gr tartild1.

2. Tartilan ornekler ici azot dolu havanlara ayri ayr1 konuldu.

3. Bu ornekler steril topuzlar araciligi ile toz haline gelinceye kadar havanda

ezildi.

4. Toz haline getirilen 6rnekler 2 mI’lik steril tuplere alindi.

5. Tuplerdeki ornekler Gzerine 750 ul 2XCTAB B-mercaptoethanol

cOzeltisinden ilave edildi.
6. Ornekler 65 derecelik blok siticida 30 dakika bekletildi.

7. Blok isiticidan cikarilan 6rneklerin tzerine 750 pl kloroform: izoamil alkol

(24:1) ilave edildi.

8. Ornekler santrifilj cihazina alinarak 25 OC’de, 7000 rpm’de 5 dakika sureyle

santriftje tabii tutuldu.

9. Santrifuj islemi tamamlandiktan sonra tiplerin st kismindaki sivi faz 1.5

ml’lik tiplere alind.

10. Siv1 faz kismi alinan tlplere tekrar 300 pl kloroform: izoamil alkol (24:1)

ilave edilerek 15000 rpm’de 5 dakika sureyle tekrar santrifiij edildi.
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11. Tuplerin Gst kisminda olusan faz alinarak daha Onceden alinan sivi faza
eklendi ve Uzerlerine toplam hacmin 3/5 kadar izoamil alkol ilave edildi.

12. Olusan yeni karigim tekrar 15000 rpm’de 5 dakika sure ile santrifij
edilmistir. DNA pelleti olusumu go6zlendikten sonra pelleti dustrmeden
tuplerdeki izoamil alkol dokdldu.

13. Diplerinde DNA pelletleri bulunan tiplere 1 ml %70’lik etanol ilave edildi.
Ornekler 5 dk siireyle 15000 rpm’de santrifiij edildi.

14. Tuplerdeki etilalkol DNA pelletine zarar vermeden tlplerden uzaklastirildi.

15. Kurumaya birakilan pelletlerin Gizerine daha sonra 100 pl 1XTE (Tris- EDTA
Buffer) ilave edildi ve DNA’nin ¢bziinmesi sagland.

16. Ornekler agizlar1 parafilmle sarilarak -20 derece derin dondurucuya kaldirild:.

Qiagen Kit ile DNA izolasyon metodu ¢Ozeltisi asagida verilmistir:

1. Silika jel icerisinde kurutulmus her bir 6érnekten 0.04 g tartilarak bir havan
icerisine kondu. Orneklerin tizerine siv1 azot dokulerek toz haline getirildi ve
2 ml’lik mikrosantriftj tuplere yerlestirildi.

2. Tiplere 400 pl Buffer AP1 ve 4 pl RNase stok cozelti eklendi ve tupler
vortekslendi.

3. Tupler 65 °C sicaklikta 10 dakika bekletildi. Bu sirada tlpler 2 ya da 3 ters
cevrilerek materyal iyice karistirildi.

4. Tuplere 130 ul Buffer AP2 eklendi ve karistirildiktan sonra 5 dakika buzun
Uzerinde bekletildi.

5. Tupler 5 dakika 14000 rpm’de santriftij edildi.

6. Santrifjden sonra karisim pipetle alinarak 2 ml’lik toplama tlpleri icerisindeki
kolondan gecirildi ve 2 dakika 14000 rpm’de santriftj edildi.

7. Olusan sivi kisim pellet dustrtilmeden yeni tiplere alindi.

8. Sivi hacminin 1.5 kat1 kadar Buffer AP3/E eklendi ve karistirildi.

9. Elde edilen karisimdan 650 pl alinarak 2 mlI’lik toplama turleri icerisindeki
kolonlardan gegcirildi ve 1 dakika 8000 rpm’de santrifij edildi. Olusan sivi
kisim tuplerden uzaklastirilarak islem tekrarland.

10. Santriftjden sonra olusan sivi kisim ve toplama tupleri atildi.
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11. Kolonlar 2 mI’lik yeni toplama tlplerine yerlestirilerek (izerine 500 pl Buffer
AW eklendi ve 1 dakika 8000 rpm’de santrifij edildi. Sivi kisim
uzaklastirildi.

12. Kolonlara 500 pl Buffer AW eklendi ve kolon membraninin kurumast igin 2
dk 14000 rpm’de santrifuj edildi.

13. Kolonlar 1.5 ml’lik yeni mikrosantrifuj tuplerine alindi ve kolon membrani
uzerine 100 pl Buffer AE eklendi. TUpler oda sicakliginda 5 dk bekletildikten
sonra 1 dakika 8000 rpm’de santrifilj edildi. Bu asama tekrarlandiktan sonra

tipler icerisinde DNA ¢0Ozeltisi elde edildi.
3.1.3. DNA Konsantrasyonunun ve Safhgimin Belirlenmesi

PCR caligmalarinin optimizasyonu ve standartlastirilmas: i¢in izolasyonundan
sonra DNA’larin kalitesi ve miktar1 belirlenmelidir. DNA konsantrasyonlari
spektrofotometre ile hassas olarak Olgtlebilir. Nikleotidlerin heterosiklik halkalar:
260 nm dalga boyundaki 15181 maksimum absorbe etme 6zelligi tasidig: i¢in bu dalga
boyundaki absorbsiyon derecesi nikleik asitlerin miktarmin bir 6lgtsudir. DNA
cozeltisi tarafindan absorbe edilen UV isinlarinin miktart dogrudan numunedeki
DNA miktarina baglhidir. Proteinler ise 280 nm dalga boyunda sogurum gosterirler.
Buna gore, DNA’nin miktar ve safligi, spektrofotometrede 260 ve 280 nm dalga
boylarinda elde edilecek degerler ile belirlenebilir. 260 nm OD 4lgiminun 280 nm
OD o6lcumine oran1 DNA’da protein kontaminasyonu olup olmadigi hakkinda bilgi

Verir. AZGO/A280 oraninin 1.8 ile 2.0 arasinda olmasi beklenir. OD’nin 2.0’nin Uzerinde

olmasi protein kontaminasyonuna, 1.8’in altinda olmasi1 da RNA kontaminasyonu
olduguna isaret eder. 1.0 birimlik bir optik dansite (OD) c¢ift iplikli DNA igin 50
ug/ml, tek iplikli DNA veya RNA icin 40 pg/ml ve oligonikleotidler igcin 20
ug/ml‘ye karsilik gelmektedir (Kesen 2008).

izole edilen DNA cift iplikli ise, miktarmin belirlenmesi icin asagidaki
formilden yararlanilir:

DNA konsantrasyonu = 260 nm’deki OD x Sulandirim oran: x Sabit Katsay1
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Ya da kisaca

cDNA = A260 x Seyreltme Katsayist x 50 ug/ml

O.D.- Optik Dansite (260 nm’de okunan absorbans degeri).
S.K.- Sulandirma katsayisi.

50 - Cift iplikli DNA igin her absorbanstaki pg DNA miktari.

Calismamizda izole edilen Orneklerin Olcimi Eppendorf marka 6131-
Biophotometer cihazi ile yapildi. Olgtimlerin kontroliiniin yapilmas ici her drnek g
kez okundu. Olgiim esnasinda DNA ornekleri, 1 ul DNA + 49 ul su olacak seklinde
50 kat sulandirildt.

Spektrofotometrik Olcimler sonucunda DNA konsantrasyonu yiiksek olan
ornekler secildi ve DNA konsantrasyonlar: 25 ng/ ul olacak sekilde diltsyonlar
hazirlandi. Hazirlanan dilisyonlardan esit hacimde alinarak %1 lik agaroz jelde
yurataldd. Jel goruntileri her bir 6rnegin DNA konsantrasyonunun esit oldugunu
destekledi.

3.1.4. PCR Bilesenlerinin Optimizasyonu

3.1.4.1. Primer Se¢imi ve Konsantrasyonu

Primerler kullanim amaglarina gore 15-40 oligonukleotitten olusan ve sentetik
olarak hazirlanabilen tek iplikcikli spesifik DNA segmentleri olarak tanimlanabilir.
DNA cogaltim1 esnasinda primerler hedef DNA (zerinde kendine komplementer
olan baz dizilerini bularak onlara baglanir (Arda 2000). Primerlerin yapisinda, GC
bazlarin oranmin belli bir seviyede bulunmasi ve primer uzunlugunun 18-30 baz cifti
arasinda olmasi1 amplifikasyonda nonspesifik baglanmalar1 azaltir. Ayrica PCR
programinda kullanilacak primerlerin Tm sicakhiginin dogru tespit edilmesi de ¢ok
onemlidir. Primerin Tm sicaklhigmi hesaplamak igin cesitli formuller kullanilabildigi
gibi bu sicakliklar primeri sentezleyen firmalar tarafindan da hesaplanabilir.

Bu calismada yapilan 6n denemeler sonucu polimorfik bant treten ISSR primerleri

secilmistir.  Ayrica firmadan gelen Tm sicakhiklarmin +5 ve -5 °C araliklar
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denenerek ideal Ta sicakligi tespit edilmistir. Bu c¢ahsmada kullanilan ISSR

primerleri ve sicakliklari gizelge 3.3’de verilmistir.

Cizelge 3.3. ISSR amplifikasyonunda kullanilan primerler.

Primer Primer Sekans T, (°C)| SIZE (bp)] GC% Tan
ISSR M1 | (AGC)®-G 63.1 19 68.4 63
ISSR M2 | (ACC)°-G 63.1 19 68.4 63
ISSR M3 | (AGC)°-C 63.1 19 68.4 63
ISSR M4 | (CA)-C 59.8 21 52.4 59
ISSR M5 | (GA)’-C 56.7 19 56.7 56
ISSRM7 | (AG)’-C 56.7 19 52.6 56
ISSR M8 | (AC)’-G 56.7 19 52.6 56
ISSR M9 | (AC)’-CG 56.0 18 55.6 55
ISSR M10 | (AC)®-CCT 54.8 18 52.8 53
ISSR M11 | (CAC)’ 53.3 15 66.7 66
ISSR M12 | (GACAC)" 61.4 20 60.0 61
ISSR M13 | (CA)® 44.8 14 53.6 53
ISSR M14 | (CA)°-RG 43.4 14 50.0 43
ISSR M15 | (CA)’-AG 53.7 18 50.0 53
ISSR M16 | (AC)’-GC 56.0 18 55.6 56
ISSR M17 | CAG-(CA)® 56.7 19 52.6 56
ISSR M18 | CGT-(CA)® 56.7 19 52.6 56

3.1.4.2. Magnezyum Konsantrasyonu

Magnezyum konsantrasyonu primerin baglanmasinda, denatiirasyonda, urin
spesifikliginde, primer-dimer olusumunda ve enzim aktivitesini etkilemede dnemli
rol oynar. Bu nedenle reaksiyonda 6nemli bir bileseni olusturur.

Bu calismada ticari olarak satilan ve konsantrasyonu 25 mM olan stok ¢oOzeltiler
kullanildi. Degisik Mg oranlariyla yapilan PCR denemeleri sonucunda reaksiyon
basina 2.5 pl Mg kullanilmasina karar verildi.

3.1.4.3. Deoksiribonukleozid Tri Fosfat Konsantrasyonu

DNA sentezi swrasinda serbest deoksiribo nlkleozid tri fosfatlara ihtiyag
duyulmaktadir. dNTP’ler ya tek tek ya da mix halinde ticari olarak saglanabilir.
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dNTP’nin yiksek saflikta bulunmasi, pH’nin 7 olmas: ve dNTP karisimda her bir
nikleotitten esit hacimde bulunmasi1 PCR ¢alismalarinda dnemlidir. Bu galismada
pH=7 olan 100 uM’lik her bir nikleotitten esit miktarlarda alinarak hazirlanmig
karisimdan tlp basina 0.4 pl kullanild.

3.1.4.4. 10 X Taq DNA Polimeraz Tamponu

Bu calismada MgCl, ve Tag DNA polimeraz enzimi ile set halinde gelmis olan
Bioron marka 10 X reaksiyon tamponundan reaksiyon basina 2.5 ul kullanild.

3.1.4.5. Taq DNA Polimeraz Enzimi

Bu calisgmada Bioron marka Tag DNA polimerazdan reaksiyon basina 0.3 pl
kullanildi.

3.1.5. PCR UYGULAMASI

3.1.5.1. PCR Kansmmmn Hazirlanmasi

PCR’nin temel bilesenlerinin ve DNA konsantrasyonunun optimizasyonu
yapildiktan sonra PCR calismalarina baslandi. PCR calismalarinda 0.2 ml’lik RNase
ve DNase-free tupler kullanildi. Tuplere sirasiyla numara verildikten sonra 4 ul DNA
ve 21 pl hazirlanmis olan PCR karisimi ilave edildi. PCR karisimi hazirlamak igin
RNase ve DNase-free 2 mlI’lik tlpler kullanildi. PCR karisiminin hazirlanmas: ve
dagitilmas: buz Uzerinde ve steril kabinde yapildi. PCR karigimmin kullanilan

kimyasallar ve miktarlari ¢izelge 3.4°te verilmistir.
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Cizelge 3.4. PCR karigiminin hazirlanmasinda kullanilan kimyasallar ve miktarlar:

PCR bilesenleri PCR  bilesenlerinin
miktar: (tek tp igin)

DNA (25 ng/ul) 3uL

Buffer (10x) 25puL

dNTP karisimi (25 mM) 0.4 uL

MgCl, (25 mM) 2.5 uL

Primer (50 pmol/ ul) 0.5puL

Taq polimeraz (5 unite/ ul) 0.3 puL

ddHO (Steril) 15.8 uL

3.1.5.2. PCR Sartlarmmn Optimizasyonu

ISSR caligmalar1 primerin yapisma 1sis1 Uzerine odaklanan ve istenmeyen
baglanmalar1 azaltan Touch-Down PCR yontemi ile gerceklestirildi. PCR 95 °C’de 3
dk denatlrasyon ile baslayip 94 °C’de 1 dk denatiirasyon ve 72 °C’de 2 dk uzama
evresini iceren 20 dongl ile devam etti. Bu dongiler esnasinda her bir donginiin
sicaklig1 0.5 °C azaltilarak sicaklik primerlerin baglanma sicakligina dustrildi. 20
dongunin tamamlanmast ile 94 °C’de 1 dk denatiirasyon ve 72 °C’de 2 dk uzama
evresini iceren 20 dongl daha gerceklestirildi. 72 °C’de 10 dk baglanmanin

tamamlanmasi ile PCR g¢alismasi tamamlandi.

3.1.6. Elektroforez Uygulamalarn ve Agaroz Jel Elektroforezi

Calismamizda kolay dokulebilir olmasi, Ornekleri denatiire etmemesi
nedeniyle agaroz jel kullanildi. Ayrica ylritme tamponu olarak TBE buffer secildi.
Elektroforez ¢calismalarina baslamadan 6nce elektroforez calismasinda kullanilacak

stok ¢ozeltiler hazirlandi.
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3.1.6.1. Agaroz Jel Elektroforezi icin Stok Cézeltilerin Hazirlanmasi

3.1.6.1.1. Jel Yukleme Tamponlan

Jel yiikleme tamponlar1 ti¢ amag i¢in kullanilir:

1. Ornek yogunlugunu artirarak DNA’nin kuyulara batmasini saglamak,

2. Ornege renk vererek yiikleme islemini kolaylastirmak,

3. icerdikleri boyanin bir elektrik alaninda tahmin edilen oranda anoda dogru hareket
etmesini saglayarak drneklerin katettigi mesafeyi tahmin etmek

Jel yikleme tamponu olarak bromofenol mavisi ve ksilen syanol FF boyalarini igeren

6X Jel Yukleme soltsyonu kullanildi (Cizelge 3.5).

Cizelge 3.5. 6X Jel Yikleme solusyonunun hazirlanmasinda kullanilan kimyasallar

- 10 mM Tris-HCI

- %0.03 xylene cyanol FF
- %0.03 bromophenolblue
- %60 gliserol

-60mM EDTA

3.1.6.1.2. DNA Bantlarimin Boyanmasi

Elektroforezle ayrilan DNA bantlarint gérmenin en kolay yolu, DNA’y1
boyamaktir. Bu amagcla fllioresans bir boya olan ve yaygin olarak kullanilan etidyum
bromide kullanildi. Ethidium bromidin 1sik gérmemesi igin hazirlandiktan sonra
aluminyum folya ile sarili tiiplerin icerisinde saklandi. Ayrica ¢alisma esnasinda ¢ok

dikkatli kullanildi ve ¢alisma ortamina bulasmasi engellendi.

3.1.6.1.3. Yurutme Tamponu

Yuritme tamponu olarak TBE buffer kullanildi (Cizelge 3.6). Buffer 10X stok
cozelti halinde hazirlandi ve calisma esnasinda 1X olacak sekilde saf su ile

sulandirildi.
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Cizelge 3.6. Tris-borik asit- EDTA ¢ozeltisinin hazirlanmasi

10 X TBE tampon ¢Ozeltisi (1 litre icin) | Miktar
Tris 108 gr
Borik Asit 55 gr
EDTA 50 ml

3.1.6.2. Agaroz Jel Hazirlama ve Jel Goruntileme

1.

4 gr agaroz 200 ml 1X TBE tamponu iceren erlene ilave edildi ve mikrodalga
firina kondu.

Agaroz eridikten sonra sogumaya birakild.

Cozelti igerisine 1.2 ul etidyum bromid eklendi ve ethidium bromidin jel
icerisinde homojen karigmasi saglandi.

Hazirlanan agaroz c¢ozeltisi, taraklar yerlestirildikten sonra elektroforez
tabagina bosaltildi. Pipet ucu yardmiyla tabak igerisinde olusan hava
kabarciklar1 alindi. Oda sicakhginda 30-45 dakika katilasmaya birakildi.
Daha sonra tarak dikkatlice cikarildi, tabak igerisinde tampon sivinin
bulundugu elektroforez tankina yerlestirdi. Tampon jelin en az 1 mm
uzerinde olacak sekilde ayarland:.

DNA o6rneklerinin bulundugu 0.2 pl’lik eppendorf tipe 6X jel yukleme
tamponundan 3 pl ilave edildi ve boyanin PCR (rinG igerisinde karismasi
saglandi. PCR urint ve boya karisimi mikropipet yardimiyla jel icerisindeki
kuyucuklara bosaltildi.

Elektroforez tankinin kapagi kapatildiktan sonra gi¢ kaynaklari takild.
Ornekler 60 volt akimda 2-3 saat yiir(itildi.

20 dakika araliklarla transsiliminatérde jelden gorintt alindi.

3.1.7. ISSR Bantlarmn Istatistiki Analiz Programlan ile Degerlendirilmesi

Agaroz jel elektroforezi sonunda elde edilen bant desenleri, polaroid film

Uzerinde gorantulenerek kuvvetli, tekrarlanabilir ve polimorfik olan bantlar
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degerlendirilmeye alindi. Taksonlarin karsilastirilmasinda, bantlar var (1) veya yok
(0) esasina gore degerlendirildi. Genotipler arasindaki genetik uzakliklar: ifade eden
dendrogram, NTSYS-pc (Numerical Taxonomy and Multivariate Analysis System,
Version 2.1) program ile gerceklestirildi.

3.1.7.1. Kimeleme Analizi (Cluster Analysis-UPGMA)

Son yillarda biyologlar tarafindan siklikla kullanilan kiimeleme analizi bireyleri
sahip olduklar1 bazi 6zelliklere gore aym kiime veya ayni grupta birlestiren bir
metottur (Pinarkara 2007).

3.1.7.2. Temel Koordinatlar Analizi (Principal Coordinate Analysis)

Bu yontem bireyler arasindaki benzerlik ya da farkliliklara dayali olarak
kullanilan ¢ok degiskenli bir istatistiki analiz metodudur. Benzerlik ya da farklilik
matrisleri kullanilarak analizler gerceklestirilir (Pinarkara 2007).

3.2. NUMERIK METOT

Tirkiye’de dogal olarak yetisen Fibigia cinsine ait bes takson ile Physoptychis
haussknechtii ve Aurinia saxatilis subsp. orientalis lzerinde yapilan incelemeler
sonucunda elde edilen verilerin degerlendirilmesiyle taksonomik deger tasiyan 48
karakter belirlendi. Bu karakterler 7 x 48’lik veri tablosu seklinde duzenlendi
(Cizelge 3.7). Dig morfolojide kullanilan metrik karakterler icin her bir tirln ideal
olarak belirlenmis on 6rnegi Uzerinde yapilan 6lgimlerin ortalamalar: kullanilds.
Yapilan Olcumlerin aritmetik ortalamalar1 hesaplandi. Daha sonra bu degerler
nimerik calismalar IBMpc’ler igin yazilmis olan NTSYS-pc versiyon 2.1
programina aktarild: ve veriler standardize edildikten sonra taksonlarin filogenetik

yakinliklarini yansitan dendogram olusturuldu.
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Cizelge 3.7. Numerik taksonomide kullanilan morfolojik karakterler

No Karakter Karakter 6zelligi No | Karakter Karakter ozeligi
. N . Yikselici-0
Habit ve Ty 24 | Cigek sap1 Dik-1
Yar: ¢ahi-0 _—
1 Habitus Otsu-1 25 | Sepal ;jl':gialn_%a kesecikli
Yan cali-otsu-2 Tabanda kesecikli-1
2 Kiimelenme Kiimeli-0
durumu Kimeli degil-1 26 | Sepal uzunlugu mm
3 Dallanmas: Dallanmis-0 27 | Sepal genisligi mm
durumu Dallanmamis-1
" Bifurkat ve yildizsi-0
Cogunlukla 28 | Sepal tly durumu | ¢ 0ce y1|d1)£51-1
ylldizs1-0 Cogunluk bifurkat-2
4 Tiivier Cogunlukla
4 bifurkat-1
Basit, ¢atalst, . Sar1-0
yildizsi-2 29 | Petal rengi Menekse-1
30 | Petal uzunlugu mm
) Dik-0 31 | Petal genisligi mm
5 Goévde e
Yikselici-1 Ters yumurtamsi-0
. Ters yumurtamsi-
Yaprak 32 | Petal sekli spatulat-1
] Taban Kalic1-0 Ters mizraksi-2
yapraklart Kalic1 degil-1 Kiit-0
33 | Petal ucu ] . "
Rozet formda-0 Hafif emerginat- kiit-1
7 Taban Rozet formda degil-
yapraklar g
1 Kanatli-0
34 | Dis stamen Kanatsiz-1
8 Taban yaprak Diz-0
kenari Duz ve digli-1
35 | Anter sekli O\é?te'o
9 Taban yaprak | Oblong-1
uzunlugu : Inkumbent-0
E— 36 | Kotiledon Akumbent-1
10 oL mm . iki loblu-0
enigligi
genislig 37 | Stigma Kapitat-1
Meyve
Ters mizraksi- 38 | Meyve uzunlugu cm
spatulat-0
Taban Dikdértgensi-ters 39 | Meyve genisligi cm
1 yapraklarin muzraksi-1 v Tvsiz0
sekli Dar ters mizraksi-2 | 40 | Meyve tly durumu Meyve tlfylsyzl'
Ters yumurtamsi- eyveklijy a2 i
ters mizraksi-3 Kisa yaldizs: tiyl0-0
Bifurkat tiyli-1
41 | Meyve tly sekli Uzun basit ve bifurkat
12 Taban yaprak Kiit-0 tlylu-2
ucu Sivri-1 Tiysiiz-3
1a Taban Belirgin-0 42 | Meyve ozelligi Yassilagmis-0
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yapraklarin Belirgin degil-1
orta damar1 Siskin-1
Taban NP Bir dereceye kadar
14 yapraklarin tiy YO%UI’] tgylg-o o siskin-2
q Yogun tiyli degil-1
urumu
Govde
15 yapraklari cm Globose-0
uzunluk Genis eliptik-
Govde ; yuvarlak-1
43 | Meyve sekl
16 yapraklart mm yve sedl Yumurtamsi-
genislik dikdortgenimsi-2
Ters yumurtamsi-3
17 Govde yaprak | Diiz-0
kenari Disli-1 Tohum
. Dikddrtgensi-0
18 ;Ok\llide yaprak | oo ters mizraksi-1 Bir-lig-1
Seritsi-2 Her lokulustaki Alti-sekiz-2
44 | tohum sayist lki-dort-3
Kt Uclu0 yis Uc-alti-4
" ut uglu- 10 yada daha fazla-5
19 UGC%Vde yaprak | i i uelu-1 y
Acuminate-2
Cicek 45 Tohum kanadi Kanatli-0
- varhg Kanatsiz-1
20 Brakte durumu Brakieli-0
Braktesiz-1
91 Cicek dvurumu cm Tohuma esit-0
uzunlugu Tohum kanat Tohumdan genis-1
46 S
genisligi Tohumdan dar-2
] Dallanms Kanatsiz-3
29 Cicek durumu | (panicle)-0
dallanmasi Dallanmamis 47 | Tohum renai Kahverengi-0
(raceme)-1 g Yesil- gri-1
23 Cicek sap1 cm Mat-0
uzunlugu 48 Tohum kanat Seffaf-1

yapisi
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3.3. MiKROMORFOLOJIiK METOT

Araziden toplanarak herbaryum materyali haline getirilen ¢icekli 6rneklerden
Wodehouse metoduna goére polen preparatlart hazirlanmistir. Bu ¢ahismada
Erdtman’in palinolojik terminolojisi kullanilmigtir (Erdtman 1952, Wodehouse
1935).

3.3.1. Polenlerin Morfolojik Olarak incelenmesi

Wodehouse metoduna gore hazirlanan polen preparatlari Olympus BX-51

arastirma mikroskobu ile incelenerek polen tanimlamalar1 yapilmastir.

Wodehouse Metodu

1. Anterlerden alinan polenler temiz bir lam tzerine konuldu.

2. Uzerine regine ve yaglarin erimesi icin 2-3 damla %96’ lik alkol damlatilds.

3. Preparat wsitic1 Uzerinde alkol ugana kadar bekletildi.

4. Bazik fuksin eklenmis gliserin-jelatin karisimindan bir miktar alimip polenlerin
uzerine koyularak erimesi saglandi.

5. Polenlerin dagilmasi igin temiz bir igne ile karigtirildi.

6. Uzerine lamel kapatild:.

Polenlerin mikroskopta yapilan morfolojik incelemeleri sonucunda polenlerin

tanimlar1 asagida belirtilen morfolojik 6zellikler dikkate alinarak yapilmistir;

Polen tipi: polen Gzerindeki apertrlerin sekil ve diziliglerine gore verilen isim.

Polen sekli: Polar eksenin (P) ekvatoral eksene (E) boliinmesiyle bulunur.

Apertlr: Ekzin tzerindeki yarikc¢ik (kolpat), delikgik (porat) veya hem yarikgik hem
de delikgik (kolporat)’ten meydana gelen olgun bir polende borucugun salindig: zayif
kisimlardr.

Porlarin polar yondeki uzunlugu (Plg) ile ekvatoral yondeki uzunlugu (PIt) belirlendi.
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3.3.2. Taramah Elektron Mikroskobu Metodu

Tdrlere ait polen ve tohum 6rnekleri taramal: elektron mikroskobunda incelendi.
Polenler igin topladigimiz Ornekler ve cicekli herbaryum materyalleri kullanildi.
Polenler stereo mikroskop altinda zerinde cift tarafli yapiskan bant bulunan stablar
Uzerine yerlestirildi. Ayni sekilde tirlere ait olgun tohumlar da stablar (zerine
yerlestirildi. Erciyes Universitesi Teknoloji Arastrma ve Uygulama Merkezinde
Poleron SC7620 sputter coater cihaziyla 9 A° kalinliginda altinla kaplanarak SEM ile

taramalar1 yapild: ve dijital resimleri ¢ekildi.
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4. ARASTIRMA SONUCLARI VE TARTISMA

4.1. Fibigia cinsi taksonlarimin genel 6zellikleri

Cok yillik, otsu veya nadiren yari1 calimsi, dik veya yukselici, + yogun yildizsi,
veya karisik basit-yildizs: tiylu; govde hafif acili, yaprakli; yapraklar ters mizraksi
veya ters yumurtamsi, tabanda daralmis, en alttakiler genellikle kisa sapli; yaprak
kenarlar1 tam, dalgali (sinuat) veya duzensiz digli veya loplu. Ciceklenme seyrek
dalli, baslangi¢ formu yogun semsiyemsi salkim (korimbus) olusturur, cogu zaman
en Ust govde yapraklar: ¢iceklenmeyi gecer, ana eksen (rachis) dollenme sonrasinda
hizli uzar; sepaller dik, dar dikddrtgensi veya yumurtamsi, tabanda sakkat; petaller
sar1 veya morumsu-kirmizi, dar ters yumurtamsi, tabana dogru dereceli olarak daralr,
fakat klav ani daralmaz; stamenler 6, dis flamentler cogu zaman kiglk disli, ictekiler
uca dogru belirgin genislemis ve yassilasmis; ovaryum dar yumurtamsi, 4-18 ovullu;
stigma kapitat. Silikula buytk, eliptik veya hemen hemen dairemsi, yassilasmus;
valveler ¢cogu zaman yogun pilos tlyld; septum parlak, kagitsi; tohumlar hemen

hemen dairemsi, kahverengi, yassilasmis, cogu zaman kenarlar1 belirgin kanatl.

Turkiye Fibigia cinsinin infragenerik stmflandirmas:
Section. Fibigia
F. clypeata
F. macroptera
Section. Purpureae A.Duran & O.Cetin Sect. nov.
Sepaller kismen veya tamamen kirmizimsi-menekse. Petaller kirmizi-morumsu.
Yapraklar duz kenarli, alt govde yapraklari uzun petiolli, petiol 2.5-9 cm
uzunlugunda. Silikula genislemis ters yumurtams: ve tlysuz.

Type: F. suffruticosa (Vent.) Sweet

Fibigia Cinsine Ait Turlerin Teshis Anahtan

1. Petaller morumsu-kirmizi; silikula tlystz ...........coocoeiiinennnn. suffruticosa

1. Petaller sarr; silikula agikca tuyll
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2. Silikula genis eliptikten dairesele kadar, en az 14 mm genisliginde; tohum
kanadi tohumdan daha genis ............cooiiiiiiiiiiiii e, macroptera
2. Silikula dikdortgen-eliptikten yumurtamsi-dikdortgene kadar, genellikle 14
mm’den dar; tohum kanatlarmin genisligi tohum genisliginden az veya en fazla

tohum genigligikadar ..., Clypeata

Fibigia clypeata (L.) Medik.

Cok yillik otsu, tabanda odunsu. Govde dik, 25-90 cm uzunlugunda, kiimeli (2—
7), ciceklenme bdlgesinde dallanmamis veya 2-3 dalli, yogun bifurkat, trifit ve
yildizs: tlylu, bifurkat tuyler yildizs: tiylerden genellikle daha uzun. Goévde
yapraklari tabanda yogun; alt govde yapraklari mizraks: lineardan-dikdortgenimsiye
kadar, 3-6 x 0.4-1.2 cm (petiol dahil), kenarlar diiz veya hafifce disli, u¢ = obtuz,
ana damar belirgin, kisa yildizs: tlyll; orta ve st govde yapraklar: lineardan ters
mizraksiya kadar, petiolsliz, kenarlar1 duz veya hafifce disli, kisa yildizs: tiylu, ug
obtuzdan akuta kadar. Ciceklenme rasem0z, cigekler braktesiz veya en alttaki birkag1
brakteli veya bitunuyle brakteli, brakte pediselden uzundur. Pedisel + dik, (2-)3-5
mm uzunlugunda, bdtundyle yogun yildizs: tuyli. Sepaller 6-7 x 1.8-2.5 mm,
yildizsi tuyld, ictekiler hafif keseli (sakkat). Petaller dar ters mizraksi, 11-13 x 2-2.5
mm, sari;; dudak dar ters mizraksi, (5)6-7 mm; klav 5-6 mm, sepali gegmez. Dis
flamentler asagida tek yonde kisa disli veya dissiz, i¢ flamentler digsiz, 6-7 mm
uzunlugunda; anterler + linear, 1.5-2 mm uzunlugunda, sarimsi. stilus 1.5-3 mm,
yogun yildizs: tuyli, kalici; ovaryum yogun kisa basik yildizs: tuyld. Silikula
dikdortgenimsiden hafif yumurtamsiya kadar, olgunlukta agilir, 17-32 x 10-15 mm,
yogun kisa yildizs: tyli veya kisa yildizs: ve uzun basit, bifurkat tiyld, sik tiylerden
dolayr grimsi beyaz goruntste; septum butlndyle zarsi. Blmeler 6-9 tohumlu, her
bir bolme iginde tohumlar iki siral, tohumlar kahverengi, kanatlarla birlikte 4-5 mm

¢apinda, kanatsiz 2—-3.6 mm ¢apinda, kanatlar zarimsi, 1.2-1.4 mm genisliginde.
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Fibigia clypeata turd iki alttire (subsp.) ayrilir. Bu alttiirler ve anahtarr;

1. Govde 30 cm den daha uzun; silikula dikddrtgensi-eliptikten ovat-oblonga
kadar, enfazla 12 mm genisliginde ................cooiiiinn subsp. clypeata
1. Govde 30 cm den kisa, silikula hafif ovat, en az 13 mm

genigliginde............coooi it e e e e 22 SUDSPL @natolica

Fibigia subsp. clypeata iki varyeteye ayrilir. Bu varyeteler ve anahtari;

Silikula kisa yildizs1 tayli ... VAL Clypeata
Silikula kisa yildizsi, uzun basit ve bifurkat tiyld ................ var. eriocarpa

Fibigia macroptera (Boiss.) Boiss.

Cok yillik otsu, taban kismi kismen yari1 ¢alimsi. Govde + dik, 15-32 cm
uzunlugunda, kimeli (3-7), nadiren tek, giceklenme bolgesinde dallanmamis veya
nadiren 1-2 dalli, genellikle yildizs: tuyli ve birkag (seyrek) trifit tyli. Alt gvde
yapraklar: dikdortgensi veya ters yumurtams: ya da ters mizraksi, 1.5-6 x 0.4-1 cm
(petiol dahil), kenar diz, u¢ obtuz, yogun kisa yildizs: tlyll; orta ve Ust govde
yapraklari dar dikdortgensi, petiolsiiz, kisa yildizs: tuyli, genellikle diz, nadiren bir
iki digli. Cigeklenme rasem0z, gicekler braktesiz. Sepaller 7-8 x 2-2.5 mm, yildizsi
tayld, icteki sepaller kesecikli. Petaller 9.5-10.5 x 1.5-2 mm, sari. Dig flamentler
dissiz, 6-6.5 mm uzunlugunda, i¢ flamentler 6.5-7 mm uzunlugunda. Ovaryum
yogun kisa yildizs: tayll, meyve pediseli kisa yildizs: ve uzun trifit tayli, 2—-4 mm
uzunlugunda, = dik. Silikula yassilasmis, genisce eliptikten yuvarlaga kadar,
olgunlukta agilir, 20-30 x 13-20 mm, yogun kisa yildizs: tuyli; septum bitinuyle
zarst. Tohum kanatla birlikte 8-12 mm ¢apinda, kanatsiz 3-5 mm ¢apinda, kanatlar

zarimsi, 5-7 mm genisliginde.
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Fibigia suffruticosa (\Vent.) Sweet.

Cok yillik otsu, taban kismi kismen yar1 ¢alimsi. Govde + dik. 25-50 cm
uzunlugunda, zayif kimeli (2-6), sertlesmis eski yaprak kalintilari tabani Orter,
ciceklenme bolgesinde dallanmamis veya nadiren 2-3 dalli, yogun kisa yildizsi
tayll. Alt govde yapraklar: dar ters mizraksidan spatulata kadar, 5-18 x0.5-1.5 cm
(petiol dahil), kenar diiz, petiol 2.5-9 cm uzunlugunda, orta ve st govde yapraklari
linear ters mizraksidan dikdortgensiye kadar veya linear-mizraksi, kisa yildizs: tiyld,
diz kenarl. Cigeklenme rasemoz, bitin gigekler braktesiz. Sepaller kismen veya
tamamen kirmizimsi-menekse, 9-11 x 1.5-2 mm, yildizs: tyli. Petaller 12-16 x 3-4
mm, kirmizi-morumsu. Dig flamentler asagida tek yonde kisa disli veya dissiz, 5-7.5
mm, i¢ flamentler dissiz, 7.5-10 mm. Ovaryum tuysiz. Meyve pediseli kisa yildizsi
tayll, yukseliciden dike kadar, 6-24 mm uzunlugunda. Silikula genislemis ters
yumurtamsi, 13-15 x 8-9 mm; septum bdtuntyle zarsi. Tohumlar kahverengi,
kanatlarla birlikte 4-8 mm ¢apinda, kanatsiz, 3-5 mm capinda, kanatlar yar1 zarimsi,

1- 2.5 mm genisliginde.

4.2. Mikromorfolojik Sonugclar

Fibigia clypeata subsp. clypeata var. clypeata taksonunun iki farkh lokaliteden
toplanan 6rneklerinin polenleri SEM ile calisildi. incelenen polenlerin yiizey
ornamentasyonunun retikulate ve apertdr tipinin de trikolpat oldugu gozlendi (Sekil
4.1). Wodehouse yontemine goOre hazirlanan preparatlarin 1s1k mikroskobunda
Olclimleri yapildi. Polar eksen (P) 35.55 um, ekvatoral eksen (E) 29.91 um olarak
Olculdi. P/E oram 1.18°dir ve polenler subprolate’dir. F. clypeata subsp. clypeata
var. clypeata taksonunun iki farkli lokaliteden toplanmis tohum 6rnekleri SEM ile

¢alisildi. Tohum yiizey ornamentasyonun retikulate oldugu gozlendi (Sekil 4.3).

Fibigia clypeata subsp. clypeata var. eriocarpa taksonuna ait SEM ile incelenen
polenlerin trikolpat oldugu tespit edildi. Polen yuzey ornamentasyonu retikulatedir
(Sekil 4.1). Polar eksen (P) 25.6 um ve ekvatoral eksen (E) 15.54 um’dir. P/E orani

1.64 ve polenleri subprolate sekildedir. F. clypeata subsp. clypeata var. eriocarpa
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taksonunun iki farkl lokaliteden toplanmis tohumlar SEM ile incelendi ve tohum

yuzeyi ornamentasyonu retikulate-pentagonal olarak gozlendi (Sekil 4.3).

Fibigia clypeata subsp. anatolica taksonuna ait polen apertir tipinin trikolpat
oldugu tespit edildi. Polen ve tohum yiizeyi ornamentasyonunun retikulate oldugu

gozlendi (Sekil 4.2— 4.4). P/E oran1 1.8 ve polenleri subprolate sekildedir.

Fibigia suffruticosa turtine ait polen apertur tipinin trikolpat oldugu tespit edildi
(Sekil 4.2). Polar eksen (P) 35.59 um, ekvatoral eksen (E) 25.49 um’dir. P/E oram
1.64 ve polenler subprolate sekildedir. Polenlerin ylzey ornamentasyonu
retikulatedir. Fibigia suffruticosa tlrinin tohum yizeyinin retikulate-pentagonal
oldugu tespit edildi (Sekil 4.4).

Fibigia macroptera tlrlne ait polenler trikolpattir (Sekil 4.2). Polar eksen (P)
40.01 pum, ekvatoral eksen (E) 31.35 pm’dir. P/E orani 1.27 ve polenler subprolate
sekildedir. Polenlerin ylzey ornamentasyonu retikulatedir. F. macroptera tartanin iki
farkli lokaliteden toplanmis Orneklerinin tohum yizey ornamentasyonu retikulate

olup diizensiz rektangular ya da quadrangular gorinus hakimdir (Sekil 4.4).

Brassicaceae familyasi Uyelerinin polen buyukligi, sekli, apertir sayisi ¢cok
fazla degisiklik gostermez. Bu familyanin dyelerinin polen yapisi genellikle
trikolpattir ve yuzey ornamentasyonu retikulatedir (Erdtman 1972; Reile 1992; El
Ghazali 1993). Ayrica bu familyaya ait taksonlarin polen sekli genellikle prolatedir.
Ancak bazi taksonlarda polen sekli subprolate ve prolate-spherodialdir.

Inceoglu ve Karamustafa (1977) Alyssum cinsine ait dort tiriin polen
Ozelliklerini incelemiglerdir. Bu calismada polen tipinin trikolpat oldugu
belirtmiglerdir. Ayrica polen sekli subprolate, subprolate-prolate ve prolate olarak
tespit edilmistir.
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Alyssum obtusifolium turi Gzerine yapilan bir ¢alismada bu turiin polen tipinin
trikolpat oldugu, polen seklinin ise subprolate oldugu rapor edilmistir (Orcan &
Binzet 2003).

Bu tez calismasinda incelenen taksonlar da mikromorfolojik 6zellikleri
bakimindan  karsilastirildiginda  bu  taksonlarin  polen ve tohumlarinin
mikromorfolojik Ozellikleri taksonlar1 ayirt edebilecek farkliliklara sahip degildir.
Fibigia cinsine ait taksonlarin polenlerinin yiizey ornamentasyonunun retikulate
oldugu ve polen tipinin trikolpat oldugu go6zlendi. Isik mikroskobu ile yapilan
Olctimler sonucunda polenler subprolate olarak belirlendi. Ayrica Fibigia cinsinin

tohum yiizey ornemantasyonunun retikulate oldugu belirlendi.



Sekil 4.1. Fibigia clypeata subsp. clypeata var. eriocarpa taksonunun polen SEM
goruntusi: 1. Genel goruntt, 2. Detayli goruntu. Fibigia clypeata subsp.
clypeata var. clypeata taksonunun polen SEM goruntisu: 3,5. Genel
goruntu, 4,6. Detayl: goruntu.
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Sekil 4.2. Fibigia clypeata subsp. anatolica taksonunun polen SEM gorintisu: 1.
Genel gorintd, 2. Detayli gorintd. Fibigia macroptera turlnin polen SEM
goruntusi: 3. Genel goruntd, 4. Detayli goruntu. Fibigia suffruticosa
tirindn polen SEM gorunttsi: 5. Genel goruntd, 6. Detayli goruntd.
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Sekil 4.3. Fibigia clypeata subsp. clypeata var. clypeata taksonunun tohum yuzeyi
SEM gorintisu: 1. Genel sekli, 2. Detayh gorintu. Fibigia clypeata subsp.
clypeata var. eriocarpa taksonunu tohum yuzeyi SEM goruntisui: 3,5. Genel
sekli, 4,6. Detayl goruntd.
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Sekil 4.4. Fibigia clypeata subsp. anatolica taksonunun tohum yizeyi SEM
goruntusi: 1. Genel sekli, 2. Detayli goruntu. Fibigia suffruticosa turindn
tohum ylizeyi SEM gorantusu: 3. Genel sekli, 4. Detayl: goruntu. Fibigia
macroptera tdrindn tohum yizeyi SEM goruntusi: 3. Genel sekli, 4.
Detayli gorunt.
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4.3. NUMERIK SONUCLAR

Physoptychis haussknechtii, Aurinia saxatilis subsp. orientalis ve Turkiye
Fibigia cinsi taksonlarinda taksonomik deger tasiyan 48 morfolojik karakter
belirlendi. Bu taksonlarmin nimerik smiflandiriimasinda kullanilan karakterlerin 7
(takson) x 48 (karakter)’lik veri matriksi, cizelge 4.1’de verildi. Fenogram
olusturulurken sirekli ve kesikli datalarin (0 ve 1 olanlar) ayr1 ayri matrisleri
olusturuldu ve bu matrislerden de agirliklar: 6lgustinde olusturulan ortak matrise gére
fenogram elde edildi. Belirlenen Kkarakterlerin NTSYS paket programinda
degerlendirilmesi ile olusturulan fenogram kapsaminda Fibigia taksonlarmin ve
kullanilan dis gruplarimin fenetik taksonomiye dayali filogenetik iligkileri tespit
edildi (Sekil 4.5).
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Cizelge 4.1. Taksonlarin numerik taksonomisinde kullanilan karakterlerin

degerleri
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Alyssea tribusu Ulkemizde on cins ile temsil edilmektedir. Fibigia cinsinini
nimerik siniflandiriimasinda dis grup olarak Alyssea tribusundan Aurinia saxatilis

subsp. orientalis ve Physoptychis haussknechtii turleri kullanilmistir.

NTSYS programinda gerceklestirilen numerik analiz sonuglarina gore
fenogramda dort kladin olustugu gorulur. Fenogramin en dis kladina, dis grup olarak
kullanilan Aurinia saxatilis subsp. orientalis taksonu yerlesmistir. Aurinia saxatilis
taksonu silikulasinin gok kucuk (4-5 x 4-6 mm) ve orbicular-eliptik olmas ile
Fibigia taksonlarindan kolaylikla ayrilir. Ayrica silikulasinin tiiysiiz olmas: yalnizca
F. suffruticosa turl ile benzerlik gostermesine ragmen, diger Fibigia taksonlarindan
bu yoniyle de ayrilir. Aurinia saxatilis dis grup taksonu olarak Ongoérilmus ve

fenogramda ayr1 bir dal (klad) olusturmustur.

Physoptychis cinsi diinyada ug tdr ile temsil edilmektedir. Bu tez ¢alismasinda
ikinci dis grup olarak Glkemiz igin endemik olan P. haussknechtii tarl kullaniimstir.
Olusturulan fenogramin diger kladina P. haussknechtii tirt yerlesmistir. Bu tir ayri
bir klad olusturmakla birlikte, Aurinia saxatilis taksonuna gore Fibigia cinsine daha
yakin konumda yer almigtir. Physoptychis haussknechtii tird boyunun daha kisa,
yaprak kenarlarinin diiz, yalnizca yildizs: tiyli olmasi ve meyvesinin globose sekli
ile Fibigia taksonlarindan ayrilir. Physoptychis haussknechtii tiri de dngoéruldigu
gibi fenogramda ayr1 bir dal (klad) olusturmustur.

Fenogramin diger bir kladmi ise Fibigia suffruticosa turt olusturmaktadir. Bu
tur morfolojik olarak diger Fibigia taksonlardan oldukga farklilik gostermektedir.
Fibigia suffruticosa turi petallerinin morumsu-kirmizi renkte, pediselinin daha uzun,
silikulasinin tuysiiz ve ters yumurtams: olmas: Ozellikleri ile Fibigia cinsinin diger
taksonlarindan kolaylikla ayrilir. F. suffruticosa tird, bu cinsin petal rengi sari
olmayan ve meyvesi tlysiz olan tek taksonudur. Fibigia suffruticosa tird, dis grup
olarak kullanilan Physoptychis ve Aurinia taksonlarina gore, Fibigia cinsinin diger
taksonlarina daha yakindir. Ancak fenogramda Fibigia cinsinin diger taksonlarindan
anlaml bir sekilde uzaklasarak ayr1 bir dal (klad) olusturmustur. Diger morfolojik

Ozellikleri ile birlikte numerik ve molekuler sonuglarda dikkate alinarak F.
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suffruticosa turtintin Fibigia cinsi altinda yeni bir seksiyon (sect. Purpureae) i¢inde

degerlendirilmesi uygun gorulmustr.

Fenogramdaki diger bir klad, F. suffruticosa disinda kalan Fibigia cinsinin
diger taksonlarindan olusturur. F. macroptera ve F. clypeata taksonlarinin
olusturdugu bu klad iki subklada ayrilir. Subkladlarin dallarinda birisini F.
macroptera turd, diger subkladi ise F. clypeata’min tir alt: taksonlar: olusturur. F.
macroptera turu silikulasinin daha genis, tohum kanatlarinin blyik ve zarsi olmasi
karakterleri ile F. clypeata taksonundan ayrilir. Fenogramda da F. macroptera ve F.
clypeata taksonlarmi ayni kladin farkli dallarina yerlesmis olmasi, farkli tirler

oldugunu dogrulamaktadir.

Turkiye Florasinda tur dizeyinde temsil edilen F. eriocarpa tird, Irak ve
Filistin Floralarinda F. clypeata tlrinln varyetesi dizeyine indirgenmistir. Bu
caligmada da Fibigia eriocarpa tirt varyete dizeyinde degerlendirilmistir. Fibigia
clypeata subsp. clypeata var. eriocarpa taksonu, F. clypeata subsp. clypeata var.
clypeata taksonundan silikulasinin uzun basit ve furkat tlyli olmasi ile ayrilir. Bu
fenogramda birbirine en fazla benzerlik gosteren var. clypeata ve var. eriocarpa

taksonlaridir. Bu sonucu bu varyetelerin morfolojik karakterleri de desteklemektedir.

Bilim dlnyasina yeni bir alttir olarak tanitilan Fibigia clypeata subsp.
anatolica subsp. nov. taksonu habit olarak Fibigia macroptera tirine, taksonomik
degeri olan karakterleri bakimindan Fibigia clypeata tlriine benzerdir. Subsp.
anatolica bitki boyunun kisa ve silikulasmin buyuk olmasi ile F. macroptera tirine,
tohum sayis1 ve tohum kanat genisliginin dar olmasi ile F. clypeata tirtine benzer.
Numerik analiz sonucu goére olusturulan fenogramda bu taksonun subsp. clypeata
taksonuna yakin oldugu gordlir. Ayirict morfolojik karakterler ile fenogramdaki

yerlesim arasinda korelasyon vardhr.
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F. macroptera

F clypeata ssp. clypeata
_ vat. clypeata

F clypeata ssp. clypeata
Var. efiocarpa

F. clypeata ssp. anatolica

F suffruticosa

Physoptychis

Aurinia
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Sekil 4.5. Fibigia cinsi ve dis gruplarin nimerik smiflandirilmas: sonucu elde edilen
fenogram
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Numerik verilerin PCO analiz sonuclan

Fibigia cinsine ait taksonlar ile dis grup olarak kullanilan Physoptychis
haussknechtii ve Aurinia saxatilis subsp. orientalis taksonlarina ait sayisal degerler,
SM benzerlik katsayis1 kullanilarak koordinat eksenlerine yerlesmeleri PCO Uzerinde
gosterilmistir (Sekil 4.6.).

Sekil 4.6°da goruldigl gibi dis grup olarak kullanilan Physoptychis ve Aurinia
taksonlar1 birinci eksenin (PCO1) soluna yerlesmislerdir. Ayrica Fibigia suffruticosa
tirt de bu eksenin solunda yer almstir. Birinci eksenin sagina ise F. clypeata’ya ait
alt taksonlar ile F. macroptera tirt yerlesmistir. F. macroptera tirl numerik
fenogramda oldugu gibi PCO duzleminde de F. clypeata’ya ait taksonlara yakin
konumda yer almistir. Fibigia suffruticosa turu ise diger Fibigia taksonlarina oldukga
uzak bir konumda yerlesmistir. Ayrica grafik tzerinde F. suffruticosa turu dis grup
olarak kullanilan taksonlara 6zellikle de Physoptychis haussknechtii turtine yakin
yerlesmistir. F. suffruticosa turu, Fibigia cinsine ait diger turlerin merkezlestigi
alandan uzaklasarak ayri bir grup olusturdugu anlasiimaktadir. Bu durum daha dnce
belirtildigi gibi Fibigia cinsi igcinde ayr1 bir seksiyon olarak degerlendirilmesine
desteklemektedir. Fenogramda gorilen dort farkli kladin PCO duzlemine de ayni
sekilde farkli kladlar olarak vyerlestikleri gorilir. Fenogram ile PCO sonuclari

arasinda bir korelasyonun oldugu agikga gortlmektedir.

Ikinci eksen gore de Fibigia cinsi taksonlar: ve dis grup olarak kullanilan
turlerin  PCO  dlzlemindeki Onceki paragrafta vurguladigimiz iligkileri
desteklemektedir (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6. Fibigia cinsi ve dis gruplarin SM katsayis1 kullanilarak elde edilmis 1. ve 2. temel
koordinat ekseni tzerinde dagihimi. 1- Fibigia macroptera, 2- Fibigia suffruticosa,
3- Fibigia clypeata subsp. clypeata var. clypeata, 4- Fibigia clypeata subsp. clypeata
var. eriocarpa, 5- Fibigia clypeata subsp. anatolica, 6- Aurinia, 7- Physoptychis.
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Fibigia cinsine ve dis gruplara ait taksonlarin farkli lokalitelerden toplanan
ornekleri 2X CTAB yontemi ile izole edilerek, A, A ve A /A ve DNA
260 280 260 280

konsantrasyon degerleri Eppendorf marka biofotometre ile okunmustur. Elde edilen

degerler Cizelge 4.2 de verilmistir.

Cizelge 4.2.

Fibigia, Bornmuellera,

Aurinia,
biyofotometrede okunan DNA degerleri

Physoptychis

taksonlarinin

TOpIalel no Takson adi C Aoeo Aogo 260/280 260/230

M.A. 26 Fibigia suffruticosa 1366,2 | 27,3 | 12,9 | 1,47 | 0,73

oie Fibigia suffruticosa 3448 | 68 | 4106 | 1,68 | 1,08

M.A. 25 Fibigia macroptera 1105,8 | 22,11 | 14,9 1,48 0,71

A.Duran 7465 Fibigia macroptera 300,3 | 6,005 | 4,16 1,44 1,04

MF 10188 Fibigia macroptera 390,8 7.8 4.6 1,67 1,19

S.Tustas 1007| F. clypeata subsp. anatolica 117,8 2,3 15 1,54 0,87

¢.Cetin 1001 | - Clypeata subsp. clypeatavar. | 4 566 | 557 | 201 | 143 | 081
clypeata

¢.Cetin 1002 | - Clypeatasubsp. clypeatavar. | 5195 | 438 | 390 | 1,37 | 075
clypeata

A Duran 7595 F. clypeata subsp. clypeata var. 1108,1 22,16 146 | 151 | 076
clypeata 2

M.Ozturk F. clypeata subsp. clypeata var. 326.3 652 | 483 | 1.35 | 062

1271 clypeata

A Duran 7583 |- clypeata subsp. clypeatavar. | 1q5, | 350 | 310 | 1,23 | 062
eriocarpa

A Duran 7481 - clypeata subsp. clypeatavar. | 1619 | 393 | 242 | 134 | 074
eriocarpa

M.Ozturk F.-clypeata subsp. clypeata var. 274.3 548 | 308 | 178 | 1.13

1273 eriocarpa

A Duran 7643 - clypeata subsp. clypeatavar. | 4559 | 651 | 475 | 137 | 0,63
eriocarpa

A Duran 8191 - clypeata subsp. clypeatavar. | 5173 | 634 | 400 | 158 | 091
eriocarpa

A Duran 764g - clypeata subsp. clypeatavar. | yo75 | 974 | 669 | 146 | 073
eriocarpa

M.Unal 9619 | Bornmuellera cappadocica 95,5 1,91 1,12 1,71 0,96

A Duran 5171| Aurinia saxatilis subsp. 417 | 083 | 049 | 167 | 1,37
orientalis

A.Duran 6612 Physoptychis haussknechtii 1056 21,12 | 14,06 15 0,72
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Toplam sekiz taksona ait 19 6rnekten DNA izolasyonu yapilmstir. izole edilen

DNA konsantrasyonu biofotometre ile okunarak dilisyonlart hazirlanmustir.

Hazirlanan dilisyonlar %1 “lik agaroz jelde yarattlmustar (Sekil 4.7).

Sekil 4.7. DNA dilusyonlar: yapilan orneklerin agaroz jele yiukleme numaralari: 1,
11- F. suffruticosa. 2, 5, 6- F. macroptera. 3, 4, 7, 8- F. clypeata subsp.
clypeata var. clypeata. 12, 13, 14, 15, 16, 17- F. clypeata subsp. clypeata
var. eriocarpa. 9- F. clypeata subsp. anatolica. 10- Physoptychis
haussknechtii. 18- Bornmuellera cappadocica. 19- Aurinia saxatilis subsp.
orientalis.

ISSR Amplifikasyonu Sonuclan

Bu tez calismasi kapsaminda toplam 18 ISSR primeri denenmistir. Bu
primerlerden sekizinde amplifikasyon olmadigi go6zlenmistir. Geriye kalan 10
primerde ise skorlanabilir DNA band: Uretilmistir. Toplam 138 bant elde edilmis ve
bu bantlardan 135’sinin polimorfik, Gginln ise monomorfik oldugu tespit edilmistir.
Toplam polimorfizm oranm %97 olarak hesaplanmistir. En fazla bandi ISSR 4 ve
ISSR 5 primerleri Gretmistir. Ancak ISSR 5 primerinin t¢ bandi monomorfik olarak
degerlendirilmistir. En az bandin ISSR 11 primerinde Uretildigi g6zlenmistir. Elde
edilen bantlar degerlendirilerek, taksonlarin molekiler yakinliklarmi gosteren bir
dendogram elde edilmistir. Bu calisgmada Physoptychis haussknechtii, Bornmuellera
cappadocica Aurinia saxatilis subsp. orientalis taksonlar1 dis grup olarak

kullaniimistur.
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Cizelge 4.3. ISSR amplifikasyonlar: sonucu olusan bantlar ve polimorfizm oranlar1

Primer Toplam bant Polimorfik bant Polimorfizm oran
adi sayisi sayisi (%)
ISSR 3 16 bant 16 bant % 100
ISSR 4 21 bant 21 bant % 100
ISSR 5 21 bant 18 bant % 85
ISSR 7 12 bant 12 bant % 100
ISSR 11 6 bant 6 bant % 100
ISSR 12 10 bant 10 bant % 100
ISSR 13 15 bant 15 bant % 100
ISSR 15 15 bant 15 bant % 100
ISSR 16 14 bant 14 bant % 100
ISSR 17 8 bant 8 bant % 100

ISSR1 | Amplifikasyon yok

ISSR 2 | Amplifikasyon yok

ISSR 6 | Amplifikasyon yok

ISSR 8 | Amplifikasyon yok

ISSR9 | Amplifikasyon yok

ISSR 10 | Amplifikasyon yok

ISSR 14 | Amplifikasyon yok

ISSR 18 | Amplifikasyon yok

Toplam 138 bant 135 bant % 97

ISSR primerleri kullanilarak amplifiye edilmis DNA’larin skorlanabilir 10 farkl: jel
gorintist elde edilmistir (Sekil 4.8, 4.9, 4.10). Bu sekillerdeki numara siras: ile
dilisyonlar1 yapilan Orneklerin agaroz jele yikleme numara siralart aynidir (Bak
Sekil 4.7).
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Sekil 4.8. Taksonlarin ISSR 3, 4, 5, 7 nolu primerler ile PCR amplifikasyonundan
elde edilen Grinlerin elektroforez jel goruntisi
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Sekil 4.9. Taksonlarin ISSR 11, 12, 13, 15 nolu primerler ile PCR
amplifikasyonundan elde edilen Uriinlerin elektroforez jel goriintisu
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Sekil 4.10. Taksonlarin ISSR 16, 17 nolu primerler ile PCR amplifikasyonundan elde
edilen Grlnlerin elektroforez jel goruntisu
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Bu calismada skorlanan bantlarin NTYSc-pc 2.1 istatistik programinda analizi
ile genetik benzerlik ve uzaklik matrisi olusturularak dendogrami elde edilmistir.
Orneklerinin  yetersizligi nedeniyle niumerik siniflandirmada  kullamimayan
Bornmuellera cinsinin filogenetik pozisyonunu molekdler sonuclarla karsilastirmak

mumkin olmamastir.

ISSR primerlerinin PCR amplifikasyonuyla elde edilen molekiler verilerin
degerlendirilmesiyle olusan dendogramda bes kladin olustugu goraltr (Sekil 4.11).

Dendogramda kladlarin ikisini dis gruplar olarak kullanilan Aurinia saxatilis
subsp. orientalis ve Bornmuellera cappadocica taksonlari olusturur (Sekil 4.11).
Warwick ve ark.’nin (2008) genomik DNA’nin ITS sekanslarini kullanarak Alyssea
tribusu Uzerine yaptiklart bir ¢alisgmada da bu taksonlarin Fibigia cinsinden ayri

kladlar olusturduklar1 goralir.

Dendogramda Fibigia suffruticosa tirtine ait drnekler bir klad olustururken
Fibigia clypeata ve Fibigia macroptera tirtne ait 6rnekler dendogramda ayri bir
klad olusturacak sekilde yerlesmistir. Bu ¢alismada F. suffruticosa turtnun farkl:
lokalitelerden toplanmis iki Ornegi calisilmistir. F. suffruticosa turtiinde petallerin
kirmizimsi-menekse renkte olmasi, silikulasiin tlysiz ve genislemis ters
yumurtams: olmasi karakterleri ile Fibigia cinsinin diger taksonlarindan kolaylikla
ayrilmaktadir. Yine Warwick ve ark.’nin (2008) yaptiklari calismada F. suffruticosa
turt dendogramda Physoptychis haussknechtii tirline daha yakin yer almigtir. Bu
calismada da Physoptychis haussknechtii ve F. suffruticosa tirlerinin kladlar: bir
birbirine yakin konumda yer aldig: goralir (Sekil 4.11).

Fibigia macroptera ve F. clypeata turlerinin olusturdugu klad iki subklada
ayrilmaktadir. Bu tirler petallerinin sar1 ve silikulasinin tuylii olmasi ile benzerlik
gosterirler. Ancak Fibigia macroptera turu silikulasinin ve tohum kanatlarmin genis
olmasi ile F. clypeata turinden ayrilir. Bu iki tir dendogramda da bir klad

olusturarak yakin konumda yerlesmistir.
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Bu arastirmada F. macroptera tirtnin tg farkl lokaliteden toplanmis 6rnekleri
caligilmigti.  F. macroptera turinin Erek Dagindan toplanmis iki 0Ornegi
dendogramda birbirine daha yakin yer almigtir. Ancak cografi olarak diger iki 6rnege
oldukca wuzak olan Elazig’dan toplanan Ornek ise ayni turun farkh

populasyonlarindaki varyasyonu anlamli sekilde yansitmaktadir.

Fibigia clypeata taksonlarmin olusturdugu kladda ise Fibigia clypeata subsp.
anatolica taksonu, F. clypeata’nin diger taksonlarindan ayrilarak bir dal olusturur.
Subsp. anatolica taksonu fizyonomik olarak F. macroptera tiirti ile benzerlik gosterir.
Ancak morfolojik karakterlerle birlikte, nimerik ve molekuler verilerin kullanilmasi
ile olusturulan fenogram ve dendogramlarda subsp. anatolica taksonunun, F.

clypeata turu altinda yer almasini desteklemektedir.

F. clypeata subsp. clypeata var. clypeata taksonuna ait farkli lokalitelerden
toplanmis dort 6rnek dendogramda zayif bir grup olusturur. F clypeata subsp.
clypeata var. eriocarpa taksonu da diger varyeteden zayif bir grup olusturarak ayrilir.
Olusan bu gruplarin var. eriocarpa ile var. clypeata taksonlarinin ayrimini varyete
dizeyinde yeterince desteklemektedir. Dendogramda var. clypeata taksonunun
Akdeniz ornekleri ile Kirikkale Ornegi arasinda benzerligin farklilastigi goraltr
(Sekil 4.11).

Var. eriocarpa silikulasinin kisa yildizsi, uzun basit ve bifurkat tuylt olmasi ile
var. clypeata taksonundan ayrilir. Dendogramda da bu varyetelerin ornekleri farkl
gruplar olusturur. Var. eriocarpa taksonunun Turkiye’nin guneyinden toplanmis
ornekleri ile Sivas ve Kayseri’den toplanmis 6rnekler kendi aralarinda alt gruplar

olusturarak ayrilirlar (Sekil 4.11).

Tirkiye Fibigia cinsi taksonlarmin morfolojik karakterlerine gére yapilan
smiflandirma ile molekiler verilerin kullanilarak olusturuldugu dendogram arasinda
bir korelasyonun oldugu goralur. Dis grup olarak kullanilan Physoptychis
haussknechtii tlrunin daha belirgin bir klad ile Fibigia cinsinden ayrilmas:

beklenirdi. Ancak Fibigia cinsinin morfolojik karakterleri yonuyle diger tirlerinden
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oldukga farkl: bir tirti olan F. suffruticosa ile yakin konumda kladlarda yer almasi da

beklenen bir durum olarak degerlendirildi.
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[r— F. suffruticosa-1

b F suffruticosa-2
Physoptychis

_| F. macroptera-1

L, T macroptera-2

F. macroptera-3

| F. clypeata ssp. clypeata-1

I F. clypeata ssp. clypeata-2

F. clypeata ssp. clypeata-3

F. clypeata ssp. clypeata-4

 — F. clypeata ssp. clypeata-5
R 1 clypeata ssp. clypeata-6

F. clypeata ssp. clypeata-7

F. clypeata ssp. clypeata-8
F. clypeata ssp. clypeata-9

F. clypeata ssp. clypeata-10

F. clypeata ssp. anatolica

Bornmuellera

Auninia
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Sekil 4.11. Fibigia cinsi ve dis gruplarin ISSR amplifikasyonlari sonunda elde edilen

dendogram
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Molekuler Verilerin PCOAnaliz Sonuclan

Turkiye Fibigia cinsi taksonlar1 ile birlikte Aurinia, Bornmuellera ve Physoptychis
cinslerini temsil eden taksonlar, SM benzerlik katsayis1 kullanilarak PCO analizi
yapilmistir. Taksonlarin koordinat eksenlerine goére dagilimlar: sekil 4.12°de

verilmistir.

PCO analizi dizleminde gorilecegi gibi dis grup olarak kullanilan cinsler,
Fibigia cinsine ait taksonlardan bir dereceye kadar uzaklasmislardir (Sekil 4.12). D1
grup olarak kullanilan Physoptychis PCO dlzleminde Fibigia taksonlarina yakin
konumda yer alirken, diger dis gruplar daha uzaga yerlesmistir. Fibigia sufruticosa
diger Fibigia taksonlarindan ayri bir grup olusturmustur. Fibigia macroptera

ornekleri ise F. suffruticosa ile F. clypeata tirleri arasinda yer almaktadir.

F. clypeata turunun alttir ve varyeteleri kendi aralarinda bir grup olusturarak
birinci eksenin sol tarafina yerlesmislerdir. ikinci eksene gore Fibigia clypeata
kompleksi iki gruba ayrilmistir. F. clypeata subsp. clypeata var. clypeata taksonuna
ait ornekler eksenin ust kisminda toplanmasina ragmen F. clypeata subsp. clypeata

var. eriocarpa taksonuna ait 6rnekler eksenin alt kismina yerlesmistir.

Bilim diinyas: i¢in yeni olan Fibigia clypeata subsp. anatolica taksonu PCO analiz
sonuclarina gore Fibigia clypeata subsp. clypeata var. clypeata taksonu ile F.

macroptera tird arasinda yerlesim gostermistir.
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Sekil 4.12. Fibigia cinsi ve dis gruplarin SM katsayis1 kullanilarak elde edilmis 1. ve 2.

temel koordinat ekseni

Uzerinde dagilima.

& Fibigia clypeata

subsp.

clypeata var. eriocarpa. e, Fibigia clypeata subsp. clypeata var. clypeata. +,

Fibigia clypeata subsp. anatolica.

m, Fibigia macroptera. ©

suffruticosa. 10 A, Physoptychis, 18 A Bornmuellera, 19 A Aurinia.

,Fibigia
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5. SONUC VE ONERILER

Bu tezin molekiler calismalari kapsaminda, Turkiye Fibigia cinsine ait
taksonlarin farkli lokalitelerden toplanmig Orneklerinin ISSR primerleri ile PCR
amplifikasyonu yapilarak filogenetik iliskileri yansitan dendogrami olusturuldu.
Ayrica Fibigia cinsi taksonlarmin taksonomik degeri olan karakterleri tespit edildi ve
bu karakterler NTSYS paket program ile degerlendirilerek fenogram olusturuldu.
Bunlara ilave olarak Fibigia cinsine ait taksonlarin tohum yuzeyleri Taramali

Elektron Mikroskobu (SEM) ile polenleri ise SEM ve 151k mikroskobu ile ¢alisildi.

Turkiye Florasina gore Fibigia cinsi Glkemizde dort tar ile temsil edilmektedir.
Fibigia Gzerine sonraki yillarda yapilan bazi taksonomik calismalar kapsamindaki
degerlendirmelere gore Fibigia cinsi Ulkemizde (¢ tir ve bes taksonla temsil
edilmektedir (Townsend & Guest 1980, Tustas 2008). Fibigia cinsi Uzerine yapilan
morfolojik bir calismada F. clypeata subsp. anatolica taksonu bilim diinyasi i¢in yeni

bir takson olarak tanitilmigtir (Tustas 2008).

Bu tez kapsaminda, Turkiye Fibigia cinsi taksonlarimin filogenetik iliski
dizeyleri ilk kez molekuler veriler kullanilarak degerlendirilmistir. Ayrica Fibigia
cinsinin yakin cinslerle olan konumu da arastrilmistir. Molekiler verilerin
degerlendirilmesi ile olusan dendogramda Fibigia cinsine ait taksonlarin tir ve tur
alt1 duzeyde ayrildiklar1 agikga gorilmektedir. Morfolojik karakterler yonuyle
birbirinden belirgin olarak ayrilan taksonlarin, molekiler dendogramda birbirinden
uzak konumlarda, farkli gruplar olusturmaktadir. Dis grup olarak kullanilan
Bornmuellera, Aurinia ve Physoptychis cinslerine ait tdrler, Fibigia cinsi
taksonlarindan ayrilarak farkli kladlara yerlesmislerdir. Fibigia cinsinin diger
turlerinden morfolojik olarak en farkl: taksonu kabul edilen F. suffruticosa tir( ise,
dis grup olarak kullanilan Physoptychis haussknechtii turtine yakin ayri bir klada
yerlesmistir. Diger Fibigia taksonlar: ise birbirlerinden farkl: taksonlar oldugunu
dogrulayacak bir dagilimi gdstermistir. F. macroptera ornekleri ise bir subklad

Uzerinde ve F. clypeata taksonlarina daha yakin konumda yer almstir.
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Fibigia clypeata kompleksinde yer alan alttiir ve varyeteler ise kendi aralarinda
alt gruplar olusturarak ayrilmiglardir. Ayrica meyve o6zelligi bakimindan F.
macroptera tirine benzeyen ve bilim dunyas: i¢in yeni bir alttir olarak
degerlendirilen Fibigia clypeata subsp. anatolica taksonu da F. clypeata subsp.

clypeata taksonuna yakin konumda yer almstir.

Warwick ve ark. (2008) tarafindan Alysseae tribusuna ait 85 turun filogenetik
akrabalik durumu ribozomal ITS bdlgeleri kullanilarak arastirilmistir. Bu ¢alismada
Fibigia clypeata, F. macroptera, F. suffruticosa taksonlarina ait &rnekler
kullanilmigtir.  Maximum likelihood ve maximum parsimony analizine gore
olusturulan dendogramda F. clypeata ve F. macroptera ayn kladin subkladlarinda
yer almasina ragmen F. suffruticosa ayr1 bir kladda yer almistir. Bizim ¢alisma

sonuclarmmizda, Warwick ve ark. (2008)’nin sonuglari ile korelasyon gdstermektedir.

Warwick ve ark. (2008) Alysseae tribusu ile ilgili yaptiklari ayn: ¢alismada
Physoptychis caspica tird, F. suffruticosa turiine dendogramda daha yakin konumda
yer almstir. Aymi calismada kullanilan Bornmuellera ve Aurinia cinsine ait
orneklerde Fibigia cinsine daha uzak konumda yer almiglardir. Warwick ve ark.
(2008) cahsmasinda Fibigia cinsine yakin konumda yer alan cinsler ile bizim
calisgmamizda kullanilan dis gruplarin dendogramdaki konumlar: arasinda paralellik
vardir. Ayni calismada U¢ Fibigia taksonundan ikisinin  monofiletik oldugu
belirtilmistir. Yine bu ¢aligmada Fibigia cinsinin monofiletik durumunu belirlemek

icin calismalar yapilmasi gerektigi belirtilmistir.

Numerik analizlere gore olusturulan fenogram incelendiginde yine Fibigia
taksonlarmin dis gruplardan ayri1 bir klad olusturdugu goralir. Molekiler
dendogramda oldugu gibi F. suffruticosa tiru diger taksonlardan ayri bir dal
olusturmustur. Silikulasinin ve tohum kanatlarinin daha genis olmasi ile F. clypeata
taksonlarindan ayrilan F. macroptera turd, ntimerik dendogramda da ayr1 bir kladda

yer almistir.
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Fibigia cinsi tzerine yapilan mikromorfolojik calismalar literatur bilgileri ile
uyumlu c¢ikmistir. Polen ve tohum ylzeyi ornemantasyonu retikulate olarak
belirlenmistir. Ayrica polenlerin trikolpat ve prolate oldugu gdzlenmistir. Fibigia
cinsinin  mikromorfolojik yapisinda tirleri ayirt etmeye yetecek farkliliklarin

bulunmadigi ortaya konmustur.

Sonug olarak F. macroptera tiri hem molekiler hem de fenetik dendogramda
F. clypeata taksonlarina daha yakin konumda yer almistir. F. clypeata taksonlar: da
kendi arasinda tur alti1 diizeyde bir ayrim gostermistir. F. clypeata subsp. anatolica
taksonu diger F. clypeata taksonlarindan ayri bir dalda yer almistir. F. clypeata
subsp. clypeata var. eriocarpa taksonu da F. clypeata subsp. clypeata var. clypeata
orneklerinden ayrilmis ve ayni zamanda bu taksonun Glkemizin glneyinden
toplanmis Ornekleri ayni subkladin farkli bir dalinda toplanmistir. F. clypeata subsp.
clypeata var. clypeata taksonunun butin Ornekleri ayn: kladda toplanmis ancak
cografi olarak farkl: lokalitelerden toplanmis 6rnekler farkli subkladda yer almistr.
Morfolojik olarak ta diger Fibigia tlrlerinden belirgin bigcimde ayrilan F. suffruticosa
tirt, molekiler ve fenetik dendogramda da ayri1 bir klad Gzerinde yer almistir. F.
suffruticosa turunun Fibigia cinsi igerisinde yeni bir seksiyon (Section. Purpureae)
altinda degerlendirilmistir. BOylece Fibigia cinsi iki seksiyona ayrilmig ve F.
macroptera ve F. clypeata taksonlar1 Eufibigia seksiyonu altinda yer almis ve yeni

bir seksiyon olan Purpureae seksiyonunada F. suffruticosa turt aktarimastir.
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