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OZET

VAN GOLU HAVZASI’NDA ASTRAGALUS L. CINSINE AIT ENDEMIK
TURLERIN FILOGENETIK ILISKILERININ BELIRLENMESI

GENLI Giilistan
Yiiksek Lisans Tezi, Bitki Koruma Anabilim Dali
Tez Danismani: Prof. Dr. [lhan KAYA
Ocak 2021, 69 sayfa

Astragalus L. cinsi Tirkiye Florasi’nda teshis acisindan sorunlu cinslerin
basinda yer almaktadir. Bu cins 469 takson igermekte ve bu taksonlarm 217’°si endemik
tirlerden olusmaktadir. Bu galisma 2019 yilinda, Van Goli Havzasi’ndan toplanan
Astragalus L. cinsine ait endemik tiirlerin filogenetik iliskilerinin belirlenmesi amaciyla
yiriitiilmistir. Astragalus L.cinsine ait 82 tiir toplanmis, bu tiirlerin morfolojik
teshisleri yapilmis ve 19 tanesinin endemik, 2 tanesininde nadir oldugu tespit edilmistir.
Calismada orneklerden izole edilmis genomik DNA’lardan ITS bdlgelerinin
cogaltilmas1 i¢in evrensel ITS4 ve ITSS5 primerleri kullanilmistir. Bu primerler
yardimiyla, rDNA’da yer alan ITS1, 5,8S ve ITS2 bdlgeleri PCR yoluyla ¢ogaltilmistir.
DNA dizilemesi yapilan Astragalus L. cinsine ait tiirlerin genom bilgileri farkli
programlar (SnapGene, CLC DNA Workbench) ile analiz edilmistir. Astragalus L.
cinsine ait tiirlerden elde edilen DNA dizileri, National Center for Biotechnology
Information (NCBI) Gen bankasmna kayitlar1 yapilarak diinyadaki tiim arastiricilarin
kullanimma sunulmustur. Bu ¢alismada, ntDNA ITS bdlgesi uzunlugunun 669 ile 687
baz c¢iftiarasinda degistigi tespit edilmistir. Sonuglarimiz, evrensel ITS4 ve ITSS
primerleri ile elde edilen dizilerden tiiretilen en kararli ikincil yapinim, filogenetik agag
ile kombinasyon halinde kullanildiginda Astragalus L. cinsine ait tiirlerin tanimlanmasi

icin ¢ok etkili bir ara¢ oldugunu agikc¢a gdstermistir.

Anahtar kelimeler: Astragalus spp., Molekiiler filogeni






ABSTRACT

DETERMINING PHYLOGENETIC RELATIONSHIPS OF ENDEMIC SPECIES
OF ASTRAGALUS IN VAN LAKE BASIN

GENLI Giilistan
M. Sc. Thesis Plant Protection Science
Supervisor: Prof. Dr. [Than KAYA
January, 2021, 69 pages

Astragalus L. genus in Turkey Flora has been one of the species whose
identification is very difficult. This genus includes 469 taxa and 217 of these taxa are
endemic species. It was conducted to determine the phylogenetic relationships of
endemic species belonging to the genus Astragalus L. collected from the Van Lake
Basin in 2019. 82 species belonging to the genus Astragalus L. were collected,
morphological identification of these species were made and it was found that 19 of
them were endemic and 2 of them were rare. Universal ITS4 and ITS5 primers were
used to amplify the ITS regions from genomic DNAs isolated from samples in the
study. With the help of these primers, ITS1, 5,8S, and ITS2 regions in the rDNA were
amplified by PCR. The genome information of the species belonging to the genus
Astragalus L., DNA sequencing, was analyzed with different programs (SnapGene,
CLC DNA Workbench). DNA sequences obtained from species belonging to the genus
Astragalus L. were registered in the National Center for Biotechnology Information
(NCBI) Gene Bank and made available to all researchers around the world. In this
study, it was determined that the length of the nrDNA ITS region varied between 669
and 687 base pairs. The results clearly showed that the most stable secondary structure
derived from sequences obtained with the universal ITS4 and ITS5 primers, when used
in combination with the phylogenetic tree, is a very effective tool for the identification

of species belonging to the genus Astragalus L.

Keywords: Astragalus spp., Molecular phylogeny
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1. GIRIS

Diinya’nin en kapsamli cinslerden biri olan Astragalus L. cinsi 2900’¢ yakin
taksonla temsil edilmektedir (Podlech ve Zarre, 2013). Ulkemizdeki en yaygin cins olan
Astragalus L. Tirkiye Florasinda 62 seksiyon (grup) ve 469 taksona ayrilmaktadir
(Chamberlain ve Matthews, 1970; Davis ve ark., 1988; Podlech, 1999; Aytag, 2000;
Duman ve Akan, 2003; Ayta¢ ve ark., 2012). Tiirkiye Bitkiler Listesi’ni goz oniinde
bulundurdugumuzda iilkemizde yer alan 469 Geven (Astragalus L.) taksonunun 217’si
endemik olup tamami ¢ok yilliktir ve endemizm oran1 % 46.2°dir (Aytag ve ark., 2012).

Diinya’da Astragalus L. cinsine ait 2500-3000 grup bulunmaktadir. Bunlar eski
diinya ve Yeni Diinya tiirleri olarak ayrilmaktadir. Yasam formu bakimindan 64 takson
otsu, 33 bodur veya clice ¢ali, 27 cali, 7 odunsu-ot ve 5 yari-cali seklinde olup, 75
taksonun ise durumu belirlenememistir. Bolgelerimize gore en fazla Astragalus taksonu
I¢ Anadolu Bélgesi’nde (100 takson) (%29.1) tespit edilirken, bu bdlgeyi sirasiyla; 77
takson (%22.4) ile Akdeniz, 63 takson (%18.3) ile Dogu Anadolu ve 52 takson (%15.1)
ile Karadeniz bolgeleri izlemistir(Basbag ve ark., 2018).

Fabaceae familyasinda yer alan ve Astragalus L. cinsinden olan Geven Asya’nin
kurak ve yar1 kurak bdlgelerinde, Tiirkiye nin Dogu Anadolu ve i¢ Anadolu Bélgesi'nde
1300-3500 metre, i¢ Ege ve Toroslar'da ise 1300-2300 metre yiikseltilerde orman step
ve dag yamaclarinda yayilis gostermektedir. Bu cins daghk yorelerde ¢ok sik
goriilmektedir (Akan ve ark., 2007).

Tirkiye florasi tiir zenginligi yaninda ¢ok sayida endemik taksonu igermesi ile
de ilgingtir. Endemizm: Bir bitki tiirlinlin dar bir bolgede smirlanmis halde
bulunmasidir. Endemizm, floristik bdlgeleri tanimak ve o yerin floristik 6zelliklerini
tayin etmek acisindan oldukc¢a Onemli bir kriterdir. Avrupa’nin ¢esitli iilkelerinde
yetisen endemik tiirler toplami1 2750 kadar iken bu say1 Tiirkiye’de 3000 civarindadir
(Anonim, 2017). Fabaceae familyasina ait 375 tiir endemiktir. Ulkemiz AstargalusL.
cinsine ait tiir sayist yoniinden diinyada en zengin 3. iilke olup endemizm orani
siralamasinda ise 3. siradadir (Aytag ve ark., 2012).

Geven, baklagiller (Fabaceae) familyasindan bir bitki olup tek yillik, otsu
calims1 ve ¢ok yillik tiirleri icermektedir. Baz1 gevenler, yastik kiimeler olustururken

baz1 gevenler dikenli olabilmektedir. Yapraklar tiiysii, yaprak¢iklar oval sivri, ¢igekler



ise sar1, beyaz, mor ve pembe olabilmektedir. Geven tiirleri i¢erisinde en iyi bilinenler,
govdelerinden kitre adi ile anilan zamk c¢ikarilan Astragalus brachycalyx Boiss., A.
gummifer L., A.kurdicus Boiss. ve A. microcephalus Willd. tur. Tiirkiye, Iran, Kafkasya
ve Afganistan olmak iizere ¢esitli bolgelerde geven iiretimi yapilmaktadir (Avei ve ark.,
2012). Son arastirmalar bu cinsin insan hayatinin O6nemi ag¢isindan ¢ok degerli
olabilecegini gostermistir. Astragalus L. cinsinin bazi dikenli tiirleri “GumTragacantha”
denilen “Kitre” elde etmek i¢in kullanilmaktadir. Kitre ¢ogunlukla Astragalus L. cinsine
ait bazi tiirlerin kok veya govdelerinden elde edilen hidrofilik ve kolloidal 6zelliklere
sahip olup olduk¢a 6nemlidir. Gegmis yillardan beri kitre, dondurma yapiminda, losyon
elde edilmesinde, farmasotik agidan faydalanilmasinda ve ebru sanatinda kullanilan
onemli bir maddedir. Yurdumuzda en ¢ok Astragalus microcephalus Willd. tiiriinden
kitre zamki elde edilmektedir (Kadioglu ve ark., 2008).

Dogu Anadolu meralarinda yapilacak olan manejman ve 1slah ¢aligmalarinda
yabani yonca ve ti¢gil tiirleriyle Astragalus tiirleri (Astragalus caudiculosus Boiss., A.
Ornithopodoides Lam. gibi), havli brom (Bromus inermis Leyss.), adi parlak ot
(Koeleria cristata L.), domuz ayrig1 (Dactylis glomerata L.), dagkelp kuyrugu (Phleum
montanum K. Koch), cayir diigmesi(Poterium sangiosorba L.) gibi hayvanlarin en gok
tercih ettigi yem bitkilerinin basinda gelmektedir (Kog¢ ve Gokkus, 1998).

Geven’in anavatani Cin’dir. Bu sebeple tip alaninda kullanilan tiiriine genellikle
“Cin Geveni” adi verilir (Anonim, 2018). Astragalus tiirlerinin kokleri ter 6nleyici, idrar
sOktiirticli ve canlandiric1 olarak ¢ok eskiden beri geleneksel ilag olarak bilinmektedir.
Ayrica seker hastaligi, bobrek iltihabi, kan kanseri ve rahim kanseri tedavilerinde de
kullanilmaktadir. Tiirkiye’de Gilineydogu Anadolu Bolgesi’nde Astragalus L.
koklerinden elde edilen s1v1 ekstrakt, kan kanseri ve yara iyilestirme 6zelligi nedeniyle
geleneksel olarak kullanilmaktadir (Bedir ve ark., 2000).

Astragalus’un sifali bitkiler arasinda yer alan bazi tiirleri vardir. Bu tiirler;
analjezik ve agr1 dindirici olan Astragalus glycyphyllus L. ve Astragalus cicer L. mide-
bagirsak iltihabi, tansiyon ve diger agrilarda ve haricen siyatikte kullanilmaktadir.
Astragalus gummifer L. mukoza iizerine koruyucu etkisinden dolayr bogaz
enfeksiyonlarmda kullanilmaktadir (Kadioglu ve ark., 2008).

Her tiirlii toprak sartlarinda yayilis gosteren ve kuvvetli kokleriyle toprag: saran

geven, topragi tutma ve ortme Ozelligi nedeniyle toprak koruma ve erozyon agisindan



cok onemli bir 6zellige sahiptir ve bu bitkiler topragin koruyuculugunu yapmaktadirlar
(Yimaz ve ark., 2002). Baz1 geven tiirlerinin 4 ile 6 adedi toprakta da genis yer
kapladiklarimdan dolayi topragi korumakta ve topragin siiriiklenmesini engellemektedir.
Genellikle kurak ve agacsiz alanlarda, 3-5 m derinlige kadar inen gevenlerin koklerinin
erozyon Onleyici 6zellikleri vardir (Kagmaz, 2007; Kadioglu ve ark., 2008).

Aricilar i¢cin oldukga ilgi ¢ekici olan geven balinin, kokusu ve tadi olduk¢a
zengin olup diinyaca lin kazanan Anzer bali kalitesindedir. Oldukga kaliteli olan
Semdinli balinin da kokusu tadi ve kalitesinin Astragalus L. bitkisinden kaynaklandigi
cogu aric1 tarafindan bilinmektedir (Kagmaz, 2007).

Cok sayida bocek tiirii i¢in konukcu gorevinde olan geven bitkisi bilingsiz bir
sekilde yakacak olarak kullanilmaktadir. Ayn1 zamanda hayvanlarin beslenmesinde yem
olarak kullanilmasmdan dolay1 tahrip edilmektedir. Tiim bu sebepler ¢cok sayida bocek
tiirlinlin yok olmasina neden olmaktadir. Bu bitkilerin tahrip edilmesi dogal diisman
popiilasyonunu azaltmaktadir (Onciier, 1995).

Giiniimiizde ribozomal DNA iizerinde yer alan I¢ Transkribe Olan Bosluklar
(Internal Transcribed Spacers, ITS) bolgesinin PCR ile cogaltilmasi, yakin akraba
tiirlerin ve populasyonlarin filogenetik analizi i¢in popiiler bir secenek durumundadir.
ITS bolgelerinin bu popiilerligi korunmus rDNA bdlgelerine baglanabilen universal
primerlerin iiretilmesiyle artmustir. ITS baz siralarinin analizi sonucunda elde edilen
veriler, taksonomik kategorilerdeki mevcut problemlerin ¢oziimiinde 6nemli katkilar
saglamaktadir. Genellikle taksonlara ait ITS varyasyonlarina bakilarak ilgili taksonlarin
akrabaliklar1 belirlenmeye calisilmaktadir (Baldwin ve ark., 1995). ITS, sayisiz
sistematik calismada ¢ok genis bitki ¢esidinde cins ve tiir seviyesinde kullanilmistir. Tki
ic bosluk ITS-1 ve ITS-2, 5.8S, 18S ve 26S niiklear ribozomal RNA (nrRNA) alt
iinitelerini kodlayan genlerin arasinda yerlesmistir. ITS-1 ve ITS-2 bosluklar1 ve bunlara
ek olarak 5.8S geni ITS bolgesi olarak adlandirilir. ITS-1 ve ITS-2 yaklasik olarak 300
bp uzunlugunda, 5.8S alt iinitesi ise kapalitohumlular icerisindeki uzunlugu sabittir ve
163-164 bp uzunlugundadir (Baldwin, 1992).

ITS bolgesinin amplifikasyonu ve dizilenmesi i¢in universalprimerler
kullanilabilmektedir. Primerler fungal rRNA amplifikasyonu i¢in orijinal olarak dizayn
edilmistir ve maya (Saccharomyces), bocek (Drosophila) ve bitki (Oryza sativa and
Hordeum vulgaris) dizilerinden kéken almistir (White ve ark., 1990). ITS-1 ya da ITS-2



bdlgelerinin dizi analizi sonuglarina dayanan filogenetik agaclar diger diziler tarafindan
desteklenmeyen sonuglar ortaya cikartabilir. Bu ylizden ITS-1 ve ITS-2 bolgelerinden
elde edilen bilgilerin birlestirilmesi ile aciga ¢ikan sonuglar daha dogru, saglam ve tam
agaclar ortaya ¢ikartir (Baldwin ve ark., 1995; Baldwin, 1992).

Bu g¢alisma ile Van Golii Havzasi’'nda Astragalus L.cinsine ait endemik tiirler
biriktirilerek, tiirler arasindaki akrabalik dereceleri filogenetik analiz yontemleriyle
belirlenmeye ¢aligilmistir. Bitki teshisinde kullanilan molekiiler yontemler bu anlamda
biiyiik kolayliklar saglamakta ve bir cinse ait tiirleri birbirinden ayirt etmede sistematik

teshiste yapilan hatalar1 ortadan kaldirmaktadir.



2. KAYNAK BILDIRILISLERI

Astragalus’un tarihi ¢ok uzun yillara dayanmaktadir. Tournefort dogudan
topladig1 dikenli Astragalus tiirleri i¢in ilk defa Tragacantha ismini kullanmistir.
Tragacanthatiirleri Yunanca Tragum=keci, Acanthos=diken anlamlarma gelmektedir.
Ancak bir cins ismi olarak Tragacantha Miller tarafindan gegerli bir isim olarak
yaymlanmistir. Linneeus ise Astragalus’u cins ismi olarak kabul etmistir (Anonim,
2019a).

Podlech (1983) tarafindan yaprak rakisleri dikenli, yaprak dizilisi paripinnat ve
cicekleri yaprak koltugundan c¢ikan tiirler Astracantha adi altinda ayri cins olarak
verilmistir. Ancak Astracantha ve Astragalus’un pek ¢ok tiirli arasindaki yakin
akrabalik ve aradaki gecis tiirlerinin olmasinedeni ile tekrar birlestirilmistir.

Angiospermlerin en biiyiik cinslerinden biri olan Astragalus L. cinsi Fabaceae
familyasinda yer alan ve diinya ¢apmda yaklasik 250 boliim ve 2500 tiir igeren biiyiik
bir cinstir (Townsend, 1974; Lock ve Simpson, 1991; Podlech, 1986; Sanderson 1991).

Astragalus L. cinsi ¢ogunlukla Giiney Amerika ve kuzey yarim kiirenin soguk
bolgelerinde yayilis gostermistir. Astragalus L.cinsi Giineybati Asya’da 1,000-1,500
tiir, Cin- Himalaya Bolgesi’nde 500 tiir, Kuzey Bati Amerika’da 400 ile 450 tiirve
Giliney Amerika da ise And daglar1 boyunca 100-150 tiir barindirir (Barneby, 1964).

Astraglus L.cinsiayrica Akdeniz iklimlerinde Kuzey ve Giiney Amerika’nin Bati
sahillerinde ve Avrupa’da gesitlilik gosterir. Birgok Astragalus tiirii, genellikle ender
olarak marjinal habitatlarda dagilis goOsteren veya Ozel substratlarla iliskili nadir
endemiklerdir. Bununla birlikte, bircok 1liman otsu angiosperm cinsi, Astragalus L.ile
benzer ekolojik ve biyocografik 6zelliklere sahip olmasi tiir zenginligini géstermektedir.
Bu nedenle Astragalus L.cinsinin evrimsel siire¢leri benzersiz bir inceleme firsati sunar
(Allen ve Allen, 1981).

Cin’de 278 tane Astragalus tiirliniin bitkisel ilag, hayvan yemi, yesil giibre, bal
dretimi i¢in kaynak sagladigi vetopragi erozyondan korumak i¢in riizgar koruyucu
olarak ve selenyum ve uranyum kirlilik gostergesi olarak hizmet verdigi kaydedilmistir.
Yaklagik 90 tane Astragalus tiiriiniin nodiil bakterilerle koklii simbiyoz (ortak yasam

sekli) olusturdugu ortaya c¢iktig1 belirtilmistir (Allen ve Allen, 1981).



Astragalus L. cinsine ait endemik taksonlarm ¢ogu daglarda ve kurak bolgelerde
yasarlar, yastikli, dikenli vejetatif formdadir ve genellikle 'trajikantik' veya dikenli
Astragalus olarak adlandirilirlar. Liibnan'daki dikenli Astragalus tiirleri bes boliimle
temsil edilir ve bu tiirlerin bazilar1 ekonomik agidan dnemlidir. Ciinkii degerli trajikant
sakizi Uiretirler (Gentry, 1957; Zarre-Mobarakeh, 2000).

Yirminci yiizyilda, Astragalus L. cinsi ile ilgili ¢alismalarin temeli taksonomik,
anatomik ve morfolojik karakterin temeline dayaniyordu. Bununla birlikte, bu cins
ozellikle habitatlarinda, bitkilerin biiyiikliigii, ¢iceklenme sekilleri ve sepal yapraklari ve
kabuk yapis1 degiskenlik gosterdigi bildirilmistir (Podlech, 1982; Podlech, 1984;
Podlech, 1990; Zarre ve Podlech, 1997).

Demirkus tarafindan vyiiriitilen Van Go6li Havazasi Sanal Herbaryumu
calisgmasinda, Van Golii Havzasi’nda bulunan Astragalus L.cinsine ait tiirlerin
sistematigi arastirilmis ve bu tiirlerin habitalari, ne kadar yiikseklikte ve nerde
yetistikleri, en Onemlisi de endemik olup olmadiklar1 hakkinda bilgiler verilmistir.
Mevcut ¢alismada Astragalus L. cinsine ait 430 takson belirlenmis ve bunlarin 41
tanesinin endemik oldugu tespit edilmistir (Anonim, 2019b).

Bitki molekiiler sistematigi son 25 yildir hizla gelismektedir (Wen ve ark., 1997,
Kellogg, 1998). Bu gelisme dizi analizlerinin kullanilmasiyla (Ro ve ark., 1997) ve yeni
filogenetik analiz metotlarinin bulunmasiyla (Podoplelova ve Ryzhakov, 2005)
molekiiler sistematige de katki saglamaya baslamistir. Morfolojik karakterlerin yetersiz
oldugu zamanlarda dizi analizleri filogenetik analizler i¢in ¢ok faydali olmaktadir
(Yokoyama, 2000). Dizi analizi yOntemleri canlilarin cografik orijinlerinin
bulunmasindan (Allan ve ark., 2004) molekiiler olarak canlilarin filogenilerini
ispatlamaya kadar (Cohen ve Weydmann, 2005; Ogden ve Whiting, 2005) bir¢cok alanda
kullanilmaktadir.

Filogenetik analiz ¢aligmalarinda yeni metodlarm kesfedilmesiyle kapali
tohumlularim erken evrimini netlestirmek daha kolay olmustur (Podoplelova ve
Ryzhakov, 2005). 1960’lara kadar, sistematik bilgiler morfolojik ve davranissal
varyasyonlara dayanilarak bulunmustur. 1960’lardan sonra biyolojik makromolekiiller

evrimsel ve sistematik ¢alismalarda 6nemli rol almislardir (Soltis ve ark., 1997).



Evrimsel iligkileri gorsel olarak ortaya koymak i¢in en uygun yontem filogenetik
agaclardir. Dizileme caligmalariyla kazanilan bilginin 6zetlenmesine ve gorsel olarak
anlagilabilmesine yardimci olur (Baldwin, 1992).

Molekiiler bitki sistematigi ¢aligmalarinda niiklear ve organel genom veri
kaynag1 olarak kullanilmaktadir. Mitokondri DNA’s1 olduk¢a degisken oldugundan
sistematik ¢aligmalarda biiyiik ¢ogunlukta niiklear DNA ve kloroplast DNA (cpDNA)’s1
kullanilmaktadir. Bu amagla genomik DNA, mtDNA ve cpDNA iizerindeki birgok 6zel
bolgeden yararlanilmaktadir. Ozellikle daha 6nceden bilinen ve klasik taksonomik
yontemlerle ¢6ziime kavusturulamayan birgok sistematik problem, molekiiler verilerden
elde edilen deliller sayesinde asilabilmektedir. Bu amagla kullanilan yontemlerden biri
de nrtDNA bdélgesi tizerinde ITS (Internal Transcribed Spacers) bolgesidir (Baldwin ve
ark., 1995).

Molekiiler biyolojideki son gelismeler, tire 06zgli gen bdlgelerinin
belirlenmesiyle bitki tlirlerinin tanimlanmasma olanak saglamaktadir. Buna ydnelik
olarak, rDNA’nin ITS bolgeleri, bitkilerdeki molekiiler sistematik c¢aligsmalarda
cogunlukla bagvurulan yontemlerden biri olmustur (Baldwin ve ark., 1995).

ITS boliimleri cins ve tiir seviyesinde yapilacak filogenetik bir ¢aligma icin en
uygun ve giivenilir metodlardan biridir. Bu nedenle ribozomal DNA internal transcribed
spacers (rDNA ITS) bitki sistematigi ve tanimlamada sahip olduklar1 genomik
bolimlerin islerligiyle paralel olarak siklikla kullanilmaktadir. Kullanimdaki avantaji
ribozomal DNA’nin yiiksek diizeyde konservatif genlere sahip olmasi ve ITS bdliimleri
arasinda konumlanmasidir (Baldwin ve ark., 1995).

ITS bolgeleri, bitkilerdeki molekiiler sistematik calismalarda son yillarda
cogunlukla kullanilan bir bolgeye doniismiistir (Baldwin ve ark., 1999). Boyle
calismalarla, taksonlarin ntDNA ITS bolgeleri cogaltilip baz polimorfizmi dikkate
alinarak taksonlar icerisindeki akrabalik dereceleri tespit edilebilmektedir. Son yillarda
bitki tiirlerinin tanimlanmasinda morfolojik karakterlerin yani sira molekiiler verilerin
kullanilmas1 hiz kazanmistir (Mummenhoff ve ark., 1997).

Giiniimiizde I¢ Transkribe Olan Bosluklar (Internal Transcribed Spacers, ITS)
bdlgesinin PCR ile ¢ogaltilmasi, yakin akraba tiirlerin ve populasyonlarin filogenetik
analizi i¢in popliler bir secenek durumundadir. ITS bdlgelerinin bu popiilerligi

korunmus rDNA bdlgelerine baglanabilen evrensel primerlerin iiretilmesiyle artmistir.



ITS bazsiralarmin analizi sonucunda elde edilen veriler, taksonomik kategorilerdeki
mevcut problemlerin ¢oziimiinde dnemli katkilar saglamaktadir. Genellikle taksonlara
ait ITS wvaryasyonlarina bakilarak ilgili taksonlarin akrabaliklar1 belirlenmeye
calisilmaktadir (Baldwin ve ark., 1995). ITS sayisiz sistematik ¢alismada ¢ok genis bitki
cesidinde cins ve tiir seviyesinde kullanilmustir. Iki i¢ bosluk ITS-1 ve ITS-2, 5.8S, 18S
ve 26S niiklear ribozomal RNA (nrRNA) alt iinitelerini kodlayan genlerin arasinda
yerlesmistir. ITS-1 ve ITS-2 bosluklar1 ve bunlara ek olarak 5.8S geni ITS bolgesi
olarak adlandirilir. ITS-1 ve ITS-2 yaklasik olarak 300 bp uzunlugunda, 5.8S alt iinitesi
ise kapali tohumlular icerisindeki uzunlugu sabittir ve 163-164 bp uzunlugundadir
(Baldwin, 1992).

Tim RNA'lar Watson-Crick, Hoogsteen veya kompliman kenarli hidrojen bag
desenleri araciligiyla baz ¢ifti olusturma kapasitesine sahiptir (Leontis and Westhof,
2001; Schroeder ve ark., 2004). Molekiiller aras1 RNA baz eslesmesi, RNA'nin kodlama
ve replikatif yeteneklerinin temelini olusturur ve RNA'nin, RNA'ya yonelik DNA
metilasyonu (RdADM) ve mikroRNA aracili gen susturma gibi islemlerin aktivitesine
rehberlik etmede bir 6zgilliik faktorii olarak hizmet etmesini saglar. Molekiil ici RNA
baz eslesmesi, RNA ikincil yapisinin temelidir ve genel makromolekiiler katlamanin
kritik bir belirleyicisidir. Kofaktorler ve RNA baglayici proteinler (RBP'ler) ile birlikte
ikincil yapi, daha yiiksek dereceli iigiinciil yapilar olusturur ve RNA'ya katalitik,
diizenleyici ve iskele fonksiyonlar1 verir.Buna karsilik, hem kodlayan hem de
kodlamayan RNA'larin ikincil yapisini bozmak, yaygim fizyolojik karisikliklara neden
olabilir (Vandivier ve ark., 2016).

Baz ciftleri, ¢ift sarmallar, dongiiler, siskinlikler ve tek sarmallarin sembolik
temsillerine sahip RNA ikincil (2°) yapilar, RNA'nm ii¢ boyutlu (3B) yapisini,
katlanmasmni ve iglevini anlamak, diizenlemek ve ayristirmak i¢in dallar olusturarak
genis bir bilgi yelpazesini temsil etmektedir. Son derece biiyiik ve olduk¢a karmagik ti¢
boyutlu nesneler olan ribozomlar1 anlamak i¢in dogru ve erisilebilir ikincil yapilar

olduk¢a 6nemlidir (Petrov, 2014).

Gong ve ark. (2018) yaptiklar1 bir ¢alismada, Astragal adsurgens Pall.’in
transkriptom dizileme verilerine dayanarak polimorfik EST-SSR markirlarini gelistirip,
bunlar1 genetik ¢esitliligin analizinde kullanmiglardir. Calismada, Illumina sekansi

kullanarak Astragalus adsurgens Pall. transkriptomundaki 30.262 unigen sekansindan



toplam 39.163 EST-SSR lokusu tanimlanmustir. Bu ¢alismanin, A. adsurgens
germplazm gelisimi ve genetik ¢esitlilik analizi icin Onemli bir kaynak niteliginde
oldugu vurgulanmaistir.

Massatti ve ark. (2018) yaptiklar1 bir ¢alismada, nesli tiikenmekte olan
Astragalus cremnophylax Barneby, A. humillimus ve A. gray icin etkili korumay1
saglamak amaciyla, grubun taxonomisini netlestirerek iki tiirlin genetik cesitliligini
AFLP yontemini kullanarak karakterize etmislerdir. Calismanin yapildigi bazi
bolgelerde diisiik seviyelerde genetik cesitlilik ve popililasyonlar arasinda giigli
farklilasma oldugunu tespit etmislerdir. Bu sonuglarA. humillimus'un genis kapsamli
genetik analizinin bu takson i¢in koruma altina alinma stratejileri hakkinda bilgi
verebilecegini gostermektedir.

2017 yilinda Ates tarafindan yapilan bir ¢alismada, kloroplast DNA’sina ve
nitkleer genom bolgelerine ait DNA dizileri kullanilarak alt1 adet Astragalus
seksiyonuna ait toplam otuz tiiriin filogenetik iliskiler1 ve tiirlesme zamanlari
belirlenmeye c¢alisilmistir. Calisilan Astragalusseksiyonlari igerisinde Halicacabus ve
Megalocystis seksiyonlar1 genetik agidan birbirlerine en yakin seksiyonlar oldugu
belirlenmistir. Ayrica ¢alismada Diinyanin diger bdlgelerinde yayilis gdsteren bazi
Astragalus tiirlerinin Tirkiye’deki ¢alisilan tiirlerle olan filogenetik iligkilerini anlamak
amaciyla, bu calismada kullanilan bolgelerin DNA dizileri NCBI veri tabanindan
almmis ve caligmada kullanilan Tiirkiye ornekleri ile birlikte analiz edilmistir. Tim
calisilan bolgelere gore, Tiirkiye Ornekleri eski diinya tiirlerine yakin pozisyon alsalar
da, Yeni Diinya tiirlerine genetik agidan daha yakin oldugu goriilmektedir. Cin, Kore,
Avusturalya’dan alinan bazi eski diinya tiirleri ise Yeni Diinya tiirlerine daha yakin
pozisyon almiglardir. Bu veriler 1s1¢inda Tirkiye tiirlerinin genetik agidan farkh
olduklar1 tespit edilmistir.

Scherson ve ark. (2008), And Daglari'nda yogun olarak bulunan
AstragalusL.(Leguminosae; Papilionoideae) cinsine ait tiirlerin filogenetik iligkilerini
calismislardir. Bu ¢alisamada 48 Astragalus cinsine ait tiir ¢alisilmis ve molekiiler
markerler veDNA amplifikasyonu i¢in ribozomal DNA’nin 5.8S ITS primerleri
kullanilmustir. Astragalus cinsine ait en yiiksek cesitliligin Orta Asya'da olmasina

ragmen, Onceki caligmalar (Wojciechowski ve ark., 1999; Wojciechowski, 2005),
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Giiney Amerika'daki Neo-Astragalus L. soylarmin Kuzey Amerika'dan geldigini 6ne
stirmiislerdir. Caligmada ITS veri dizileri kullanilarak filogenetik analiz yapilmistir.

Osaloove ark. (2005), ntDNA ITS dizi verilerinden Eski Diinya Astragalus
(Fabaceae)'un molekiiler sistematigini ¢alismiglardir. Bu ¢calismada, ntDNA ITS bdlgesi
uzunlugunun 567 ile 613 baz ¢ifti arasinda degistigini tespit etmislerdir. Bu c¢alisma
sonucunda, arastiricilar Kuzey Amerika euploid Astragalus L. cinsine ait tiirlerin Eski
Diinya gruplar1 arasinda dagilmis oldugunu ortaya koymuslardir.

Dizkirci ve ark. (2014), yaptiklart bir ¢alismada Astragalus L. (Fabaceae)
cinsine ait Tirkiye (Eski Diinya tiirleri) ve Yeni Diinya tiirlerindenii¢ tiir {izerinde
nrtDNA ITS dizileri kullanilarak karsilastrmali molekiiler filogenetik c¢alismalar
gerceklestirmislerdir. Filogenetik agagta, Astragalus boliimleri arasindagaligilan Incani
DC., evrimsel olarak diger boliimlerden ayrilmis ve en fazla korunan ITS bdlgesine
sahip oldugu belirlenmistir.Ayrica, mevcut caligmada karsilastirmali olarak analiz
edilen birka¢ Yeni Diinya (Neo-) Astragalus cinsine ait tiirin DNA sekanslari,
Astragalus'un Yeni Diinya aneuploid tiirlerinin agik¢a Eski Diinya tiirlerinden ayrilmis

bir grup olusturdugunu gostermistir.



3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

Bu ¢alismanin materyalini, Astragalus L. cinsine ait 19 endemik ve 2 nadir tiir

olusturmaktadir.

3.2. Yontem

3.2.1. Survey Cahsmalari

Calisma Van Golii Havzasi’nda 2019 yili vejetasyon doneminde yiiriitiilmiistiir.
Temmuz ayinda yiiriitiillen arazi ¢alismasinda Astragalus L. cinsine ait taksonlarin
toplanmas1 amaciyla belirli lokasyonlara gidilerek fenotopik ve genotopik 6zelliklerinin
belirlenmesi amaciyla bitki Ornekleri toplanmistir. Bu amagla; Van’m Catak,
Bahgesaray, Giirpinar ilgelerinden, Gorentas kdyii, Yapili kdyii, Inkdy, Yukar1 Narlica
koyii, Hosap Uggen Koy, Atlthan kdyii, Kanalga koyii ve Giizeldere gecidine gidilerek
bitki 6rnekleri toplanmastir. (Sekil 3.1.). Toplanan 6rnekler herbaryum ornekleri haline
getirilmis morfolojik teshisleri yapilmis ve yapilan bu teshislere gore belirlenen tiirler

ve koordinatlar1 Cizelge 3.1°de verilmistir.
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Sekil 3.1.Van Golii Havzasi’nda Astragalus L. cinsine ait endemik tiirlerin toplandigi
lokasyonlar.
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Cizelge 3.1. Van Golii Havzasi’ndan toplanan Astragalus L. cinsine ait endemik tiirlerin 6rnek numaralari toplandig: lokasyonlar ve

koordinatlar.
Ornek Toplanan Ornekler Lokasyonlar Koordinatlar
numarasi
1 Astragalus cinerous Willd. Van-Catak, Kiziltastan Cataga dogru 4 km 38°.15”. 30>’ N43°.15°.115°’E1897m
2 Astragalus xylobasis Freyn & Born. var.angustus Van-Bahgesaray, Bahegesaray Kerpit gecidi arasi 38°.8”.300°°"N42°.51°.3350°"E2341m
(Freyn & Sint) Freyn Bornm
3 Astragalus davisii Chamb.&Matthews Van-Bahgesaray, Bahegesaray Kerpit ge¢idi arasi 38°.8°.300°" N42°.51°.3350°’E2341m
4 Astragalus sachanewii Sirj. Van-Bahgesaray, Bahegesaray Kerpit gegidi 38°.91°.92°"N42°.54°.161°"E3047m
6 Astragalus baytopianus Chamb.& Matthews Van-Goérentas, Vandan Gorentasa dogru Gorentas girisi 38°.10°.996°° N43°.12°.925>° E2188m
7 Astragalus delanensis Sirj. & Rech. F. Van-Yapili Koy, Yapili Kdy’tinden Bahgesaraya dogru yapili kdy’iin ¢ikist 38°.94°.87°’ N42°.58°.506°"E2400m
8 Astragalus longifolius Lam. Van-Bahgesaray, Bahgesarayla Kerpit gegidi arasi 38°.8°.300°” N42°.51°.3350”°’E2341m
9 Astragalus tauricolus Boiss. Van-Giirpinar, Cevizalan-Umut kdyleri arasi 38°.19°.168°" N43°.36°.565°"E2128m
10 Astragalus gevashensis Chamb.& Matthews Van- Inkéy, inkdyden Altinsag’a giris 38°.25°.811°"N42°.53°.102°"E1808m
11 Astragalus gymnalopecias Rech. Fil. Van-Yukari Narlica kdyiinden bahgesaraya dogru Yapili koyiin ¢ikist 38°.7°.350°" N43°.3°.129°” E2250m
12 Astragalus pendulus D.C. Van-Catak, Yukar1 Narlica koyii batist 38°.08°.463"° N43°.02°.249°E2291m
13 Astragalus lycius Boiss. Van-Hosap Uggen kéy yolunun sonunda, 38°.19°.421°" N43°.48°.494°° E230m
14 Astragalus tournefortii Boiss. Van-Catak, Atlithan koyii 37°.54°.542>° N42°.52°.214°° E1790m
16 Astragalus comosoides Chamb.& Matthews Van-Catak, Kanalga koyi Tanriverdi Mezrasi 37°.52°.422°> N43°.01°.282>* E1676m
17 Astragalus bashkalensisChamb. Van- Giizeldere Gegidi bakimevi gevresi 38°.10°.642° N43°.54°.770>* E2742m
18 Astragalus pulchellus Boiss. Van-Giizeldere Gegidinden asag: inerken karakoldan sonra 3 km asagida 38°.11°.511" N43°.54°.606°" E2700 m
19 Astragalus xylobasis Freyn & Bornm var xylobasis Van-Bahgesarayla Kerpit Gegidi arasi 38°.8°.300°" N42°.51°.3350"’E2341 m
20 Astragalus pinetorum Boiss. subsp declinatus Podlech Van-Giizeldere Gegidinden asag: inerkenkarakoldan sonra3 km asagida 38°.11°.511" N43°.54°.606°" E2700 m
21 Astragalus cryptocarpus D.C. Van- Catak 38°.55°.311°" N43°.47°.303*” E1949 m
22 Astragalus hareftae(Nab.) Sirj. Van’dan Gorentasa dogru Gorentas girisi 38°.10°.996°° N43°.12°.925°” E2188 m
24 Astragalus bicolor Lam.

Van- Giizeldere ¢ikist

38°.11°.511°" N43°. 54°. 606°’E2700 m
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3.2.2. Astragalus L. cinsine ait endemik tiirlerin filogenetik iliskilerinin molekiiler
diizeyde arastirilmasi

Bu asamada sirasiyla asagidaki yontemler uygulanmistir;

3.2.2.1. Tespit edilen Astragalus tiirlerinden genomik DNA izolasyonun yapilmasi

DNA izolasyonu i¢in arazi ¢alismasi sirasinda secilmis ve herbaryum Ornegi
haline getirilmis Orneklerin yapraklar1 kullanilmistir. Mevcut calismanm temel
materyalini teskil eden bitki DNA’larmin izole edilmesinde, Biogene firmasina ait DNA
ekstraksiyon kitinden faydalanilmistir. Her bir tiirii temsil edecek sayida bitki
numunesinden DNA izolasyonu ger¢eklestirilmistir. Herbaryum 6rnegi haline getirilmis
tiirlerin yapraklar1 kullanilarak bir havan icersine 350 ml lysis eklenerek 6giitiilmiistiir.
Ogiitiilen bitki tozu 350 puL Lizis Buffer A igeren 1,5 mL'lik bir mikrosantrifiij tiipiine
aktarilmis ve 10-20 saniye vortekslenmistir. Uzerine 50 uL Lysis Buffer B ve 20 uL
RNase A eklenmistir.Ornek tiipleri vortekslenerek 65 °C’de 10 dakika inkiibe
edilmistir.130 uL. Cokeltme Soliisyonu eklenmis, tiipler 2-3 kez karistirilmis ve 5
dakika buz iizerinde inkiibe edilmistir. Tiipler >20.000g'de (>14.000 rpm) 5 dakika
santrifiij edilmistir.Siipernatant1 (genellikle 450-550 pL) alarak temiz mikrosantrifiij
tiipiine aktarilmustir. 400 pL Bitki gDNA Baglama Soliisyonu ve 400 ul.% 96 etanol
eklenerek iyice karistirilmistir.Hazirlanan karigimin yarisi (600-700 plL) tiiplere
aktarilmistir. Ornekler 6.000 g'de (~ 8.000 rpm) 1 dakika santrifiijlenerek Akiskan
solisyonunun i¢inden artiklar atilmig ve kalan karigim ayni tiiplere uygulanmustir.
Tipler 6.000 g'de (~ 8.000 rpm) 1 dakika santrifiijlenmistir. Tiiplere 500 uL Yikama
Tamponu I eklenmistir (Yikama Tamponu I'e etanoliin eklendiginden emin olun). 8.000
g (~ 10.000 rpm) hizda 1 dakika santrifiijlenmistir. Akiskan kismi1 atilmis ve column
toplama tiipiine geri yerlestirilmistir. Tliplere 500 uL Yikama Tamponu II eklenmistir.
Ornekler maksimum 20.000’g (>14.000 rpm) hizinda 3 dakika santrifiijlenmistir. Akig
¢Ozeltisini igeren toplama tiipliniinden siipernatant kismi atilmis ve Uist faz alarak steril
1,5 mL mikrosantrifiij tiipiine aktarilmistir. Genomik DNA izole etmek i¢in, tiipe 100 uL
Eliisyon Tamponu eklenmistir, oda sicakliginda 5 dakika inkiibe edilmis ve 8,000'g (~
10.000 rpm) hizda 1 dakika santrifiijlenmistir.100 pL. Elisyon Tamponu kullanilarak
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ikinci bir eliisyon adimi gergeklestirilmistir. Bu sekilde DNA izole edilmis olup -
20°C'de saklanabilecek sekilde hazirlanmistir.

3.2.2.2. ITS bolgesinin PCR ile ¢ogaltilmasi ve agaroz jelde elektroforez

Izolasyonu yapilan ribozomal DNA’nin ITS bélgesinin ¢ogaltilmas1 igin
iniversal ITS4 -(5’- TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’) wve ITSS (5°-
GGAAGTAAAAGTCGTAACAAG G - 3°) primerleri kullanilmistir. Bu primerler
yardimiyla, rDNA’da yer alan ITS1, 5.8S ve ITS2 bolgeleri PCR yoluyla ¢ogaltilmistir.
Cift zincirli DNA iizerinden bu bdlgelerin ¢ogaltilmast 200 pl’lik tiiplerde;10X’lik
reaksiyon tamponundan 12.5 ul, MgClz’den 7.5 ul, ANTP’den 2.5 pl, her bir primerden
2.5 ul, Taq DNA polimeraz enziminden (Promega) 1 pl, ve genomik DNA’dan 5 pl
iceren karigim 840 pl distile su ile son hacme tamamlanarak gerceklestirilmistir.
Hazirlanan PCR karisimina, asagida verilen sicaklik dongiisii 36 termal dongii seklinde

uygulanmistir (Cizelge 3.2.).

Cizelge 3. 2. Astragalus L. cinsine ait tiirlerin PCR ile arastirilmasi ve sicaklik

dongiileri
94°Cde......... 2 dk DNA cift zincirinin ayrilmasi
94 °Cde......... 1 dk DNA cift zincirinin ayrilmasi
55°Cde.......... 1 dk primerlerin baglanmasi Toplam 36 dongii
72 °Cde........... 2 dk DNA sentezi

72 °C'de 10 dk son uzama

PCR uygulamalar1 Eppendorf MaterCycler cihazinda gerceklestirilmistir. PCR
sonrast elde edilen driinler %1.5’luk agaroz jelde kosturulmus,elektroforez islemi
sonunda elde edilen jel uygun bir kap igerisinde 100 ml steril saf su ve 30ul EtBr (0.5
pg/ml) soliisyonunda 20 dakika siireyle sallayict platform {izerinde boyanmistir
(Sambrook ve ark., 1989). Boyanan DNA’y1 goriiniir hale getirmek amact ile jel

goriintiileme ve analiz sisteminde goriintiilenmistir.
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3.2.2.3. DNA dizilemesinin gerc¢eklestirilmesi

Molekiiler ¢aligmalar sonrasi saflagtirilan DNA {izerindeki her taksona ait ITS

bolgelerinin DNA yeni nesil dizilemesi Sentebiolab A.S.’ye yaptirilmistir.

3.2.2.4.Filogenetik analizlerin gerceklestirilmesi ve DNA dizilerinin gen bankasina
girilmesi

DNA dizilemesi yapilan Astragalus tiirlerine ait genom bilgileri farkl
programlar (Snapgene, CLC DNA workbench) ile analiz edilmistir. Belirtilen tim
programlar ¢alismada kullanilmistir. Calismada her programin farkli bir 6zelliginden
yararlanmigtir. Astragalus L. cinsinin farkli tiirlerine ait elde edilen DNA dizileri,
National Center for Biotechnology Information (NCBI) Gen bankasina kayitlari

yapilarak diinyadaki tiim arastiricilarin kullanimma sunulmustur.



4. BULGULAR

4.1 Van Golii Havzasi’n dan toplanan Astragalus L. cinsine ait tiirlerin teshis

edilmesi

Yapilan arazi caligmalarinda herbir bitki tiiriinii temsil edecek sekilde her tiirden

iic tane 6rnek toplamis, preslenipkurutulmus ve Van Yiiziincii Y1l Universitesi Bitki

Koruma Bolimii Herboloji laboratuvarinda mevcut binokiiler araciligiyla teshis

edilmistir. Teshis edilen taksonlar Hakkari Universitesi Meslek Yiiksek Okulu’nda

gorevli Dr. Ogr. Uyesi Muzaffer Miikemre tarafindan teyit edilmistir. Teshis edilen

tiirler sunlardir;

v
v

SN N N N N N U N N NN

Astragalus cinerous Willd. (Van-Catak), 1

Astragalus xylobasis Freyn & Born. var. angustus (Freyn & Sint) Freyn
& Bornm (Van-Bahgesaray), 2

Astragalus davisii Chamb.& Matthews (Van-Bahgesaray), 3

Astragalus sachanewii Sirj.(Van-Bahgesaray), 4

Astragalus baytopianus Chamb.& Matthews(Van-Gorentas), 6
Astragalus delanensis Sirj. & Rech. F. (Van-Yapili Koy), 7

Astragalus longifolius Lam. (Van-Bahgesaray), 8

Astragalus tauricolus Boiss. (Van-Giirpinar), 9

Astragalus gevashensis Chamb.& Matthews (Van-inkdy), 10

Astragalus gymnalopecias Rech. Fil.(Van-Yapili koy ¢ikist), 11
Astragalus pendulus D.C.(Van-Catak), 12

Astragalus lycius Boiss. (Van-Hosap Uggen Koy), 13

Astragalus tournefortii Boiss. (Van-Catak Atlihan Koyii), 14

Astragalus comosoides Chamb. & Matthews (Van-Catak Kanalga Koyii

Tanriverdi Mezrasi), 16

v" Astragalus bashkalensis Chamb.(Van- Giizeldere Gegidi bakim evi

cevresi), 17
Astragalus pulchellus Boiss. (Van-Giizeldere Gegidinden asagi inerken

karakoldan sonra 3 km asagida), 18
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v' Astragalus xylobasis Freyn & Bornm var. Xylobasis(Van-Bahgesaray
Kerpit Gegidi arast), 19

v’ Astragalus pinetorum Boiss. subsp. declinatus Podlech(Van-Giizeldere
Gecidinden asagi1 inerken karakoldan sonra 3 km asagida), 20

v’ Astragalus cryptocarpus D.C.(Van-Catak), 21

v’ Astragalus hareftae (Nab.) Sirj. (Van’dan Gorentasa dogru Gorentas
girigi), 22

v’ Astragalus bicolor Lam. (Van- Giizeldere ¢ikis1), 24

(a)

Sekil 4.1. Astragalus cinerous Willd.’e ait ¢icek (a,b) ve yaprak (c)
goriintimii(mikroskobik).

(a) (b) (©)

Sekil 4.2. Astragalus xylobasis Freyn & Born. var. angustus’a ait ¢igek(a,b) ve yaprak
(c) goriintimii (mikroskobik).
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(a) (b) ()

Sekil 4.3. Astragalus davisii Chamb.& Matthews’ e ait ¢igek (a,b) ve yaprak (C)
gortinimii (mikroskobik).

(b)
Sekil 4.4. Astragalus sachanewii Sirj.’e ait ¢igek (a,b) ve yaprak (c)
goriniimi(mikroskobik).

Sekil 4.5. Astragalus baytopianus Chamb.& Matthews’e ait ¢igek (a,b) ve yaprak (c)
goriniimi(mikroskobik).
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(©)

Sekil 4.6. Astragalus delanensis Sirj. & Rech. F’e ait gi¢ek (a,b) ve yaprak (c)
gortinimii(mikroskobik).

(a) (b) ()

Sekil 4.7. Astragalus longifolius Lam.’a ait ¢icek (a,b) ve yaprak (c)
goriniimi(mikroskobik).

()

Sekil 4.8. Astragalus tauricolus Boiss.’eait ¢igek (a) ve yaprak (b,c)
gorintimi(mikroskobik).
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Sekil 4.9. Astragalus gevashensis Chamb. & Matthews’e ait ¢igek (a,b) ve yaprak (c)
gortinimii(mikroskobik).

(a) (b) ()

Sekil 4.10. Astragalus gymnalopecias Rech. Fil’e ait ¢icek (a,b) ve yaprak (c)
gorintimi(mikroskobik).

(©)

Sekil 4.11. Astragalus pendulus D.C’e ait ¢igek (a,b) ve yaprak (c)
goriniimi(mikroskobik).
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(a) (b) (c)
Sekil 4.12. Astragalus lycius Boiss.’e ait ¢igek (a) ve yaprak (b,c)
gortinimii(mikroskobik).

(a) (b) ()

Sekil 4.13. Astragalus tournefortii Boiss.’e ait ¢igek (a,b) ve yaprak (c)
gorintimii(mikroskobik).

(a) (b)

Sekil 4.14. Astragalus comosoides Chamb.& Matthews’e ait ¢igek (a) ve yaprak (b)
gorintimi(mikroskobik).



(b) (©)

Sekil 4.15. Astragalus bashkalensis Chamb.’a ait gi¢ek (a,b) ve yaprak (c)
gortinimii(mikroskobik).

(a) (b) (©)

Sekil 4.16. Astragalus pulchellus Boiss.’e ait ¢i¢ek (a) ve yaprak (b,c)
goriniimi(mikroskobik).

(a) (b)

Sekil 4.17. Astragalus xylobasis Freyn & Bornm var. xylobasis’a ait¢igek (a) ve yaprak
(b) goriintimii(mikroskobik).
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(a) (b)

Sekil 4.18. Astragalus pinetorum Boiss.subsp. declinatus Podlech’e ait gicek (a) ve
yaprak (b) gortinimii(mikroskobik).

(a) (b)

Sekil 4.19. Astragalus cryptocarpus D.C.’a ait ¢igek (a) ve yaprak (b)
goriniimi(mikroskobik).

(@) (b)

Sekil 4.20. Astragalus hareftae (Nab.) Sirj.” ait ¢icek (a) ve yaprak (b)
gorintimi(mikroskobik).
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(b) (©)

Sekil 4.21. Astragalus bicolor Lam’a ait ¢igek (a,c) ve yaprak (b)
gortiniimii(mikroskobik).

4.2. Astragalus L. Cinsine Ait Endemik Tiirlerin Filogenetik iliskilerinin
Molekiiler Diizeyde Arastirilmasi

1) ITS bolgesinin PCR ile ¢ogaltilmasi ve elektroforez,
2) DNA dizilemesinin gergeklestirilmesi,

4.2.1. 1ITS bolgesinin PCRile cogaltilmasi ve elektroforez

ITS bolgesi gogaltilan Astragalus L. cinsine ait endemik tiirlerin DNA’sin1
gorlintiilemek amaciyla jel goriintileme yapilmis ve Astragalus cinerous Willd.,
Astragalus xylobasis Freyn & Born. var. angustus (Freyn & Sint) Freyn & Bornm,
Astragalus davisii Chamb.& Matthews, Astragalus sachanewii Sirj., Astragalus
baytopianus Chamb.& Matthews, Astragalus delanensis Sirj. & Rech. F., Astragalus
longifolius Lam., Astragalus tauricolus Boiss.,Astragalus gevashensis Chamb.&
Matthews, Astragalus gymnalopecias Rech. Fil., Astragalus pendulusD.C., Astragalus
lycius Boiss., Astragalus tournefortii Boiss., Astragalus comosoides Chamb.&
Matthews, Astragalus bashkalensisChamb., Astragalus pulchellus Boiss., Astragalus
xylobasis Freyn & Bornm var. xylobasis, Astragalus pinetorum Boiss. subsp. declinatus
Podlech, Astragalus cryptocarpus D.C., Astragalus hareftae(Nab.) Sirj., Astragalus
bicolor Lam.adli tiirlere ait ITS bolgelerinin PCR {irlinleri yaklasik 670 bp uzunlugunda
fragment vermistir (Sekil 4.22 ve Sekil 4. 23).
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M12 346 7 8910111213141617 18 19

1000 bp

500 bp

Sekil 4.22. Astragalus L. cinsine ait tiirlerin ITS bolgelerinin PCR firtinleri. M:Marker,
1-19 nolu 6rnekler.

20 21 2224

1000 bp —»
<«— ~670 bp

500bp —>

Sekil 4.23. Astragalus L.cinsine ait tiirlerin ITS bdlgelerinin PCR fiiriinleri. M:Marker,
20-24 nolu 6rnekler.

PCR iiriinleri Iontek firmas tarafindan yapilan DNA dizilemesi sonras1t BLAST
analizine tabi tutulmustur. BLAST analizi sonucuna gore tiim orneklerin Astragalus L.

cinsine ait oldugu ortaya ¢ikmuistir.
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4.2.2. Filogenetik analizlerin gerceklestirilmesive DNA dizilerinin gen bankasina
girilmesi

DNA dizilemesi yapilan Astragalus tiirlerine ait filogenetik analizler Snapgene,
CLC DNA workbench ile analizleri yapildiktan sonra izolatlarin National Center for

Biotechnology Information (NCBI, http://www.ncbi.nlm.nih.gov) Gen bankasina

kayitlart yapilmistir. Gen bankasina girisi yapilan baz dizilerine ait ulagim numaralar1

(accsession number) Cizelge 4.1.’de verilmistir.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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Cizelge 4.1. Astragalus L. cinsine ait tiirler, rnek numaralari, toplandiklari lokasyonlar, baz uzunluklar1 ve Gen Bankasi ulagim

numaralar1.

Ornek Numarasi Astragalus Cinsine Ait tiirler Lokasyonlar Baz Uzunlugu (bp) Gen Bankasi Ulasim Numarasi
1 Astragalus cinerous Willd. Van-Catak 686bp MW199105
2 Astragalus xylobasis Freyn & Born. var. Van-Bahgesaray 687bp MW?207661

angustus (Freyn & Sint) Freyn & Bornm
3 Astragalus davisii Chamb.& Matthews Van-Bahgesaray 6860bp MW207663
4 Astragalus sachanewii Sirj. Van-Bahgesaray 686bp MW207664
6 Astragalus baytopianus Chamb.& Matthews Van-Goérentas 6870bp MW207660
7 Astragalus delanensis Sirj. & Rech. F. Van-Yapili Koy 6870bp MW207666
8 Astragalus longifolius Lam. Van-Bahgesaray 686bp MW207665
9 Astragalus tauricolus Boiss Van-Giirpmar 6860bp MW207659
10 Astragalus gevashensis Chamb.& Matthews Van- Inkoy 687bp MW207662
11 Astragalus gymnalopecias Rech. Fil. Van-Yapili kdy 686bp MW208692
12 Astragalus pendulus D.C. Van-Catak 686bp MW208694
13 Astragalus lycius Boiss. Van-Hosap Ucgen Koy 686bp MW221495
14 Astragalus tournefortii Boiss. Van-Catak Atlihan koyii 686hbp MW208695
16 Astragalus comosoides Chamb.& Matthews Van-Catak Kanalga koyii 6860bp MW177875
17 Astragalus bashkalensisChamb. Van-Giizeldere Gegidi 687bp MW177874
18 Astragalus pulchellus Boiss. Van-Giizeldere Gegidi 686hbp MW205827
19 Astragalus xylobasis Freyn & Bornm var Van-Bahgesarayla Kerpit Gegidi arasi 687bp MW208807

xylobasisFreyn & Born
20 Astragalus pinetorum Boiss. subsp. declinatus Van-Giizeldere Gegidi 669bp MW289909

Podlech
21 Astragalus cryptocarpus D.C. Van-Catak 674bp MW208691
22 Astragalus hareftae(Nab) Sirj. Van- Gérentas 686hbp MW208693

24 Astragalus bicolor Lam. Van- Giizeldere ¢ikisi 687hbp MW205835
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Astragalus tauricolus Boiss.

Astranalus sachanewii Siri.
Astragalus xylobasis Freyn & Bornm var xylobasis

Astragalus bicolor Lam.

Astragalus lycius Boiss
Astragalus pulchellus Boiss.

Astragalus comosoides Chamb.& Matthews
Astragalus bashkalensis Chamb.

Astragalus xylobasis Freyn & Born. var. angustus
Astragalus pinetorum Boiss. subsp. declinatus Podlech
Astragalus cryptocarpus D.C.

Astragalus gymnalopecias Rech. Fil.

Astragalus cinerous Willd.

Astragalus pendulus D.C.

Astragalus tournefortii Boiss.

Astragalus longifolius Lam.

Astragalus hareftae (Nab.) Sirj.

Astragalus davisii Chamb..& Matthews
Astragalus baytopianus Chamb.& Matthews
Astragalus delanensis Sirj. & Rech. F.

Astragalus gevashensis Chamb.& Matthews

Phytolacca americanalL.

Sekil 4.24. Astragalus L.cinsine ait endemik tiirlerin CLC DNA Workbench programiyla elde edilen filogenetik agaci.
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Sekil 4.24°te ki filogenetik agac incelendiginde; A. tauricolus ve A. sachanewii adli
endemik tiirlerin birbirlerine en yakin tiirler oldugu ortaya ¢ikmistir. Filogenetik agacin ayni
dalinda yer alan ve endemik tiir olan A. xylobasis var xylobasis ile nadir tiir olan A. bicolor 'un
birbirine en yakin tiirler oldugu tespit edilmistir. Ayn1 sekilde A. pulchellus ve A. comosoides
adli tiirlerin birbirlerine ¢ok yakim olduklar1 belirlenmistir. Filogenetik agacin ayni dalinda yer
alanA. pinetorum subsp. declinatus ile A. cryptocarpus adli tiirlerin birbirine yakin odugu
bulunmustur. Filogenetik agacta yer alan A. tournefortii ile A. longifolius’un birbirine ¢ok
yakin oldugu tespit edilmistir. Filogenetik agacin farkli dallarinda yer alan A. lycius, A.
bashkalensis, A. xylobasis var. angustus, A. gymnalopecias, A. cinerous, A. pendulus, A.
hareftae, A. davisii, A. baytopianus, A. delanensis, A. gevashensis adli tiirlerin ise birbirlerine
yakin olmadiklar1 ve filogenetik agacin farkli dallarinda yer aldigi belirlenmistir. Caligmada
dis grup olusturmasi amaciyla, ulasim numarasi1 JX6580 olan Phytolacca americana L. adli

dis grup olan bir bitki tiirii kullanilmistir.
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4.2.3. Dizi Analizleri ve ikincil Yapilarin tespit edilmesi

Teshis edilen tiirlere aitrDNA’s1 ilizerindeki ITS1-ITS2 bolgesine ait niikleik asit baz
dizileri belirlenmis ve CLC Main Workbench 6.7.1 yontemi kullanilaraktiirlerin rRNA’sma

ait ikincil yapilar olusturulmustur.

Van’in Kiziltag ilgesinden Catak’a dogru 4 km mesafeden alinan ve Gen Bankasi
Ulasim numarast MW199105 olarak kaydedilen 1 numarali Astragalus cinerous Willd.’e ait

rDNA {iizerindeki 686 bp uzunlugunda DNA dizisi tespit edilmistir (Cizelge 4.2.).

Cizelge 4.2. Bir numarali Astragalus cinerous Willd. adli tiiriin rDNA’s1 tizerindeki ITS1-
ITS2 bolgesine ait niikleik asit baz dizisi

Niikleik Asit Baz Dizisi

TTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTGTCGATGCCTTACATGCAGACCAACTCGTGAATTTGTTTGAATACATAGGG
ATGGCACGAGTGTTCTGCACCACGGCCTCCCTTTGGGCAGGAGGTGGCACGCACAGCGTTCCCCTCATGCCCGAACACAAAC
CCCGGCGTTCAATGCGCCAAGGAACTAAAATTCGATCAATGCTCCCCGTCGGCCCGGAGACGGTGTTTGGCGGTGGTGCCTT
GTCACATGATACAGAATGACTCTCGGCAACGGATATCTAGGCTCTTGCATCGATGAAGAACGTAGCGAAATGCGATACTTGG
TGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTTGAACGCAAGTTGCGCCCGATTCCATCAGGTTGAGGGCACGTCTGCC
TGGGCGTCACATATCGTTGCCTGATGCCTATTGCAGTGCAATAGGAATTTCTAGGGCGAATGATGGCTTCCCGTGAGCGTTG
TTGCCTCGCGGTTGGTTGAAAATTGAGACCTTGGTAGGGTGTGCCATGATAGATGGTGGTCGAGTTAGCACGATACCGATCA
TGTGCATGCCCCCCAAAATATGGCCTCTACGACCCACATGTGTCTTTTGACACTCATGACGAGACCTCAGGTCAGGCGGGGC
TACCCGCTGAATTTAAGCATATCAATAAGC

CLC Main Workbench 6.7.1 yontemi kullanilarak, A. cinerous adli tiiriin rRNA’sina
ait olusturulan ikincil yap1 Sekil 4.25°te goriilmektedir.

Sekil 4.25. Astragalus cinerous Willd.’unrRNA dizisine ait ikincil yapisi.
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Ikincil yap1 incelendiginde ¢ok sayida sag tokasi (hair pin) seklinde bir dallanma

sergiledigi goriilmektedir.

Van’in Bahgesaray ile Kerpit gecidi arasindan alinan ve Gen Bankas1 Ulagim numarasi
MW207661 olarak kaydedilen 2 numarali Astragalus xylobasis Freyn & Born. var. angustus’a
ait rDNA iizerindeki 687 bp uzunlugunda DNA dizisi tespit edilmistir (Cizelge 4.3).

Cizelge 4.3. 1ki numarah Astragalus xylobasis Freyn & Born. var. angustus adl tiiriin
rDNA’s1 iizerindeki ITS1-ITS2 bolgesine ait niikleik asit baz dizisi

Niikleik Asit Baz Dizisi

TTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTGTCGATGCCTTACATGCAGACCAACTCGTGAATTTGTTTGAATACATAGG
GATGGCACGGGTGTTTTGCACCACGGCCTCCCTTTGGGTAGGAGGGGGCGCGCAATGCGTCCCCCTCTTGCCTGAACACAAA
CCCCGGCGTTCAATGCGCCAAGGAACTAAAATTCGATCAATGCGCCCCGTCCGCCCGGAGACGGTGTGTGGCGGTGGTGCCT
TGTCACATGATACAGAATGACTCTCGGCAACGGATATCTAGGCTCTTGCATCGATGAAGAACGTAGCGAAATGCGATACTTG
GTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTTGAACGCAAGTTGCGCCCGAAGCCATCAGGTTGAGGGCACGTCTGC
CTGGGCGTCACATATCGTTGCCCGATGCCTATTGCAGTGCAATAGGAATTACTAGGGCGAATGATGGCTTCCCGTGAGCGTA
GTTGCCTCGCGGTTGGTTGAAAATCGAGTCCTTGGTAGGGTGTGCCATGGTAGATGGTGGTCGAGTTAGAACGATACCGATC
ATGTGCATGCTCCCCAAAATATGGCTTCTACGACCCACACGCGTCTTTTGACGCTCATGACGAGACCTCAGGTCAGGCGGGG
CTACCCGCTGAATTTAAGCATATCAATAAGC

CLC Main Workbench 6.7.1 yontemi kullanilarak, Astragalus xylobasis Freyn &
Born. var. angustus adh tiriin rRNA’sma ait olusturulan ikincil yap1 Sekil 4.26’da

goriilmektedir.

Sekil 4.26.Astragalus xylobasis Freyn & Born. var. angustus adl tiirinrRNA dizisine ait

ikincil yapisi.
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A. xylobasis var. angustus rRNA dizisine ait ikincil yap1 incelendiginde bir onceki
tiirden daha az sayida sag¢ tokasi (hair pin) seklinde bir dallanma sergiledigi goriilmektedir.

Kendine 6zgii bu dallanma sekli ile kolaylikla A. cinerous’tan ayirt edilebilmektedir.

Van’in Bahgesaray ile Kerpit ge¢idi arasindan alinan ve Gen Bankas1 Ulagim numarasi
MW?207663 olarak kaydedilen3 numarali Astragalus davisii Chamb.& Matthews’eait rDNA
tizerindeki 686 bp uzunlugunda DNA dizisi tespit edilmistir (Cizelge 4.4.).

Cizelge 4.4.U¢ numaral1 Astragalus davisii Chamb.& Matthewsadl tiiriin rDNA’s1 iizerindeki
ITS1-ITS2 bolgesine ait niikleik asit baz dizisi

Niikleik Asit Baz Dizisi

TTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTGTCGATGCCTTACATGCAGACCAACTCGTGAATTTGTTTGAATACATAGGG
ATGGCACGGGTGTTTTGCACCACGGCCTCCCTTTGGGTAGGAGGGGGAGCTCACTGCGTCCCCCTCATGCCCGAACACAAAC
CCCGGCGTTCAATGCGCCAAGGAACTAAAATTAGATCAATGCGCCCCGTCGGCCCGGAGACGGTGTTTGGCGGCGGTGCCTT
GTCACATGATACAGAATGACTCTCGGCAACGGATATCTAGGCTCTTGCATCGATGAAGAACGTAGCGAAATGCGATACTTGG
TGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTTGAACGCAAGTTGCGCCCGAAGCCATCAGGTTGAGGGCACGTCTGCC
TGGGCGTCACATATCGTTGCCCGATGCCTATTGCACTGCAATAGGAATTTTTAGGGCGAATGATGGCTTCCCGTGAGCGTTGT
TGCCTCGCGGTTGGTTGAAAATCGAGTCCTTGGCAGGGTGTGCCATGATAGATGGTGGTCGAGTTAGGACGATACCGATCAT
GTGCATTCTCCCCAAGATATGGCCTCTATGACCCACACGTGTCTTTGGACGCTCATGACGAGACCTCAGGTCAGGCGGGGCT
ACCCGCTGAATTTAAGCATATCAATAAGC

CLC Main Workbench 6.7.1 yontemi kullanilarak, Astragalus davisii Chamb.&
Matthews adli tiiriin rRNA’sina ait olusturulan ikincil yap1 Sekil 4.27°de goriilmektedir.

Sekil 4.27. Astragalus davisii Chamb.& Matthews adli tiiriin rRNA dizisine ait ikincil yapist.

A. davisii’in rRNA dizisine ait ikincil yapisi incelendiginde Onceki tiilerden az

sayidaki sa¢ tokasi (hair pin) seklinde dallanma 6zelligi ile farklilik gostermektedir. Kendine
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Ozgii bu dallanma sekli ile kolaylikla A. cinerous ve A. xylobasis var. angustus’tan ayirt

edilebilmektedir.

Van’in Bahgesaray ile Kerpit ge¢idi arasindan alinan ve Gen Bankasi Ulagim numarasi
MW?207664 olarak kaydedilen 4 numarali Astragalus sachanewii Sirj.’eait rDNA iizerindeki
686 bp uzunlugunda DNA dizisi tespit edilmistir (Cizelge 4.5.).

Cizelge 4.5.D6rt numarali Astragalus sachanewii Sirj. adli tiirtin rDNA’s1 iizerindeki ITS1-
ITS2 bolgesine ait niikleik asit baz dizisi.

Niikleik Asit Baz Dizisi

TTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTGTCGATGCCTTACATGCAGACCAACTCGTGAATTTGTTTGAATACATAGGG
ATGGCACGGGTGTTTGGCACCACGACCTCCCTTTGGGTAGGAGGGGGCGCGCAGTGCGTCCCCCTCTTGCCTGAACACAAAC
CCCGGCGTTCAATGCGCCAAGGAACTAAAATTCGATAAATGCGCCCCGTCGGCCCGGAGACGGTGCTCGGCGGTGGTGCCTT
GTCACATGATACAGAATGACTCTCGGCAACGGATATCTAGGCTCTTGCATCGATGAAGAACGTAGCGAAATGCGATACTTGG
TGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTTGAACGCAAGTTGCGCCCGAAGCCATCAGGTTGAGGGCACGTCTGCC
TGGGCGTCACATATCGTTGCCCGATGCCTATTGCAGTGCAATAGGAATTTCTAGGGCGAATGATGGCTTCCCGTGAGCGTTG
TTGCCTCGCGGTTGGTTGAAAATCGAGTCCTTGGTAGGGTGTGCCATGATAGATGGTGGTCGAGTTAGCACGATACCGATCA
TGTGCATGCTCTCCGAAAAATGGCCTCTATGACCCACACGCGTCTTTTGACGCTCATGACGAGACCTCAGGTCAGGCGGGGC
TACCCGCTGAATTTAAGCATATCAATAAGC

CLC Main Workbench 6.7.1 yontemi kullanilarak, Astragalus sachanewii Sirj.

adlittiriin rRNA’s1na ait olusturulan ikincil yap1 Sekil 4.28.’de goriilmektedir.

Sekil 4.28.Astragalus sachanewii Sirj. adli tiiriin rRNA dizisine ait ikincil yapisi.
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A. sachanewii’nin rRNA dizisine ait ikincil yap1 incelendiginde olusturdugu iki ana
dal ile dnceki tiilerin olusturdugu ikincil yapidan ayrildigi goriilmektedir. Bu tiiriin CLC DNA
workbench programi ile olusturulan kendine 6zgli bu dallanma sekli ile kolaylikla A.

cinerous, A. xylobasis var. angustus ve A. davisii *den ayirt edilebildigi goriilmektedir.

Van’dan Gorentag’a dogru Gorentas girisinden alman ve Gen Bankasi Ulagim
numarast MW207660 olarak kaydedilen 6 numarali Astragalus baytopianus Chamb.&
Matthews’e ait rDNA {izerindeki 687 bp uzunlugunda DNA dizisi tespit edilmistir (Cizelge
4.6.).

Cizelge 4. 6. Alt1 numarali Astragalus baytopianus Chamb.& Matthews adli tiiriin rDNA’s1
tizerindeki ITS1-ITS2 bolgesine ait niikleik asit baz dizisi

Niikleik Asit Baz Dizisi

GTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTGTCGATGCCTTACATGCAGACCAACTCGTGAATTTGTTTGAATACATAGG
GATGGCACGGGTGTTTTGCACCACGGCCTCCCTTTGGGTAGGAGGGGGAGCTCACTGCGTCCCGCTCATGCCCGAACACAAA
CCCCGGCGTTCAATGCGCCAAGGAACTAAAATTTGATCAATGCGCCCCGTCGGCCCGGAGACGGTGTTTGGCGGTGGTGCCT
TGTCACATGATACAGAATGACTCTCGGCAACGGATATCTAGGCTCTTGCATCGATGAAGAACGTAGCGAAATGCGATACTTG
GTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTTGAACGCAAGTTGCGCCCGAAGCCATCAGGTTGAGGGCACGTCTGC
CTGGGCGTCACATATCGTTGCCCGATGCCTATTGCAGTGCAATAGGAATTTCTAGGGCGAATGATGGCTTCCCGTGAGCGTT
GTTGCCTCGCGGTTGGTTGAAAATCGAGTCCTTGGTAGGGTGTGCCATGATAGATGGTGGTCGAGTTAGGACGATACCGATC
ATGTGCATGCCCCCCAAGATATGGCCTCTATGACCCACACGTGTCTTTGGACGCTCATGACGAGACCTCAGGTCAGGCGGGG
CTACCCGCTGAATTTAAGCATATCAATAAGC

CLC Main Workbench 6.7.1 yontemi kullanilarak, Astragalus baytopianus Chamb.&
Matthews adli tiiriin rRNA’sina ait olusturulan ikincil yap1 Sekil 4.29.’da goriilmektedir.

560
\

Sekil 4.29. Astragalus baytopianus Chamb.& Matthewsadl tiiriin rRNA dizisine ait ikincil
yapisL
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Van-Gorentag’tan alinan A. baytopianus rRNA dizisine ait ikincil yap1 incelendiginde
olusturdugu ii¢ ana dal ile dnceki tiilerin olusturdugu ikincil yap1 sekillerinden kesin bigimde
ayrildig1 goriilmektedir. Tiirtin CLC workbench programi ile olusturulan kendine 6zgii bu
dallanma sekli ile A. cinerous, A. xylobasis var. angustus, A sachanewii ve A. davisii’den

ayirt edilebildigi goriilmektedir.

Van Yapili koyiinden Bahgesaray’a dogru Yapili kdyliniin ¢ikisindan alman ve Gen
Bankasi Ulagim numaras1t MW207666 olarak kaydedilen 7 numarali Astragalus delanensis’e
ait rDNA {izerindeki 687 bp uzunlugunda DNA dizisi tespit edilmistir (Cizelge 4.7.).

Cizelge 4.7. Yedi numarali Astragalus delanensis Sirj. & Rech. F. adli tiiriin rDNA’s1
iizerindeki ITS1-ITS2 bdlgesine ait niikleik asit baz dizisi

Niikleik Asit Baz Dizisi

GTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTGTCGATGCCTTACATGCAGACCAACTCGTGAATTTGTTTGAATACATAGG
GATGGCACGGGTGTTTTGCACCACGGCCTCCCTTTGGGTAGGAGGGGGAGCTCACTGCGTCCCGCTCATGCCCGAACACAAA
CCCCGGCGTTCAATGCGCCAAGGAACTAAAATTTGATCAATGCGCCCCGTCGGCCCGGAGACGGTGTTTGGCGGTGGTGCCT
TGTCACATGATACAGAATGACTCTCGGCAACGGATATCTAGGCTCTTGCATCGATGAAGAACGTAGCGAAATGCGATACTTG
GTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTTGAACGCAAGTTGCGCCCGAAGCCATCAGGTTGAGGGCACGTCTGC
CTGGGCGTCACATATCGTTGCCCGATGCCTATTGCAGTGCAATAGGAATTTCTAGGGCGAATGATGGCTTCCCGTGAGCGTT
GTTGCCTCGCGGTTGGTTGAAAATCGAGTCCTTGGTAGGGTGTGCCATGATAGATGGTGGTCGAGTTAGGACGATACCGATC
ATGTGCATGCCCCCCAAGATATGGCCTCTATGACCCACACGTGTCTTTGGACGCTCATGACGAGACCTCAGGTCAGGCGGGG
CTACCCGCTGAATTTAAGCATATCAATAAGC

CLC Main Workbench 6.7.1 yontemi kullanilarak, Astragalus delanensis Sirj. &
Rech. F.adli tiirtin rRNA’sina ait olusturulan ikincil yap1 Sekil 4.30.’da goriilmektedir.

560
\

Sekil 4.30. Astragalus delanensis Sirj. & Rech. F. adli 6rnegin rRNA dizisine ait ikincil
yapisL
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Yapili Koy’tinden Bahgesaraya dogru yapili Kdy’iin ¢ikisindan alinan A. delanensis
rRNA dizisine ait ikincil yap1 incelendiginde, olusturdugu ana dal sayistyla Onceki tiilerin
olusturdugu ikincil yap1 sekillerinden 6 numarali 6rnek olan ve Van-Gorentag’tan alinanA.

baytopianus ile ¢ok yakin oldugu gériilmektedir.

Van’in Bahgesaray ile Kerpit ge¢idi arasindan alinan ve Gen Bankas1 Ulagim numarasi
MW?207665 olarak kaydedilen 8 numarali Astragalus longifolius Lam.’a ait rDNA iizerindeki
686 bp uzunlugunda DNA dizisi tespit edilmistir (Cizelge 4.8.).

Cizelge 4. 8. Sekiz numarali Astragalus longifolius Lam. adli tiiriin rDNA’s1 tizerindeki ITS1-
ITS2 bolgesine ait niikleik asit baz dizisi.
Niikleik Asit Baz Dizisi

TTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTGTCGATGCCTTACATGCAGACCAACTCGTGAATTTGTTTGAATACATAGGG
ATGGCACGGGTGTTTTGCACCACGACCTCCCTTTGGGTAGGAGGGGGCGCGCACTGTGTCCCCCTCATGCCTGAACACAAAC
CCCGGCGTTCAATGCGCCAAGGAATTAAAATTCGATCAATGCGCCCTGCCGGCCCGGAGACGGTGTTTGGCGGTGGTGCCTT
GTCACATGATACAGAATGACTCTCGGCAACGGATATCTAGGCTCTTGCATCGATGAAGAACGTAGCGAAATGCGATACTTGG
TGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTTGAACGCAAGTTGCGCCCGAAGCCATCAGGTTGAGGGCACGTCTGCC
TGGGCGTCACATATCGTTGCCCGATGCCTATTGCAGTGCAATAGGAATTTCTAGGGCGAATGATGGCTTCCCGTGAGCGTTG
TTGCCTTGCGGTTGGTTGAAAATCGAGTCCTTGGTAGGGTGTGCCATGATAGATGGTGGTCGAGTTAGGACGATACCGATCA
TGTGCATGCTCCCCAAGATATGGCCTCTATGACCCACACGTGTCTTTGGACGCTCATGACGAGACCTCAGGTCAGGCGGGGC
TACCCGCTGAATTTAAGCATATCAATAAGC

CLC Main Workbench 6.7.1 yontemi kullanilarak, Astragalus longifolius Lam.
Adlitiiriin rRNA’s1na ait olusturulan ikincil yap1 Sekil 4.31.’de goriilmektedir.

Sekil 4.31.Astragalus longifolius Lam. adli tiirtinrRNA dizisine ait ikincil yapisi.
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A. longifolius rRNA dizisine ait ikincil yapist incelendiginde olusturdugu ii¢ ana dal ve
sahip oldugu sa¢ tokasi (hair pin) ile Onceki tiilerin olusturdugu ikincil yapidan ayrildigi
gorilmektedir. Tiirtin CLC workbench programi ile olusturulan kendine 6zgili bu dallanma
sekli ile kolaylikla A. cinerous, A. xylobasis var. angustus, A. sachanewii, A. delanensis, A.
baytopianus ve A. davisii’den ayirt edilebildigi goriilmektedir.

Van’in Giirpmar ilgesine ait Cevizalan-Umut Koyleri arasindanalinan ve Gen Bankast
Ulasim numarast MW207659 olarak kaydedilen 9 numarali Astragalus tauricolus Boiss. e ait
rDNA {iizerindeki 686 bp uzunlugunda DNA dizisi tespit edilmistir (Cizelge 4.9.).

Cizelge 4. 9. Dokuz numaral1 Astragalus tauricolus Boiss. adli tiirtiin rDNA’s1 tizerindeki
ITS1-ITS2 bolgesine ait niikleik asit baz dizisi.

Niikleik Asit Baz Dizisi

TTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTGTCGATGCCTTACATGCAGACCAACTCGTGAATTTGTTTGAATACATAGGG
ATGGCACGGGTGTTTGGCACCACGACCTCCCTTTGGGTAGGAGGGGGCGCGCAATGCGTCCCCCTCTTGCCTGAACACAAAC
CCCGGCGTTCAATGCGCCAAGGAACTAAAATTCGATAAATGCGCCCCGTCGGCCCGGAGACGGTGCTCGGCGGTGGTGCCTT
GTCACATGATACAGAATGACTCTCGGCAACGGATATCTAGGCTCTTGCATCGATGAAGAACGTAGCGAAATGCGATACTTGG
TGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTTGAACGCAAGTTGCGCCCGAAGCCATCAGGTTGAGGGCACGTCTGCC
TGGGCGTCACATATCGTTGCCCGATGCCTATTGCAGTGCAATAGGAATTTCTAGGGCGAATGATGGCTTCCCGTGAGCGTTG
TTGCCTCGCGGTTGGTTGAAAATCGAGTCCTTGGTAGGGTGTGCCATGATAGATGGTGGTCGAGTAAGCACGATACCGATCA
TGTGCATGCTCTCCGAAAAATGGCCTCTATGACCCACACGCGTCTTTTGACGCTCATGACGAGACCTCAGGTCAGGCGGGGC
TACCCGCTGAATTTAAGCATATCAATAAGC

CLC Main Workbench 6.7.1 yontemi kullanilarak, Astragalus tauricolus Boiss.adli
tiirtin rRNA’s1na ait olusturulan ikincil yap1 Sekil 4.32.’de goriilmektedir.
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Sekil 4.32. Astragalus tauricolus Boiss. adli tiiriin rRNA dizisine ait ikincil yapisi.

Van-GiirpinarCevizalan-Umut Koyleri arasindan toplanan A. tauricolus’in rRNA
dizisine ait ikincil yapis1 incelendiginde olusturduguana dal sayisive sahip oldugu sag¢ tokasi
(hair pin) ile 4 numarali Van-Bahegesaray Kerpit gecgidinden toplanan A. sachanewii’nin CLC
workbench programu ile olusturduguikincil yapiyla ¢ok yakin oldugu goriilmektedir.

Vanili Gevas ilgesinde bulunan Inkdy’den Altmsag’a dogru giriste alman ve Gen
Bankas1 Ulagim numarast MW207662 olarak kaydedilen 10 numarali Astragalus gevashensis
Chamb.& Matthews’e ait rDNA {izerindeki 687 bp uzunlugunda DNA dizisi tespit edilmistir
(Cizelge 4.10.).

Cizelge 4. 10. On numaral Astragalus gevashensis Chamb.& Matthews adli tiiriin rDNA’s1
tizerindeki ITS1-ITS2 bdlgesine ait niikleik asit baz dizisi.

Niikleik Asit Baz Dizisi

GTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTGTCGATGCCTTACATGCAGACCAACTCGTGAATTTGTTTGAATACATAGG
GATGGCACGGGTGTTTTGCACCACGGCCTCCCTTTGGGTAGGAGGGGGAGCTCACTGCGTCCCGCTCATGCCCGAACACAAA
CCCCGGCGTTCAATGCGCCAAGGAACTAAAATTTGATCAATGCGCCCCGTCGGCCCGGAGACGGTGTTTGGCGGTGGTGCCT
TGTCACATGATACAGAATGACTCTCGGCAACGGATATCTAGGCTCTTGCATCGATGAAGAACGTAGCGAAATGCGATACTTG
GTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTTGAACGCAAGTTGCGCCCGAAGCCATCAGGTTGAGGGCACGTCTGC
CTGGGCGTCACATATCGTTGCCCGATGCCTATTGCAGTGCAATAGGAATTTCTAGGGCGAATGATGGCTTCCCGTGAGCGTT
GTTGCCTCGCGGTTGGTTGAAAATCGAGTCCTTGGTAGGGTGTGCCATGATAGATGGTGGTCGAGTTAGGACGATACCGATC
ATGTGCATGCCCCCCAAGATATGGCCTCTATGACCCACACGTGTCTTTGGACGCTCATGACGAGACCTCAGGTCAGGCGGGG
CTACCCGCTGAATTTAAGCATATCAATAAGC
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CLC Main Workbench 6.7.1 yontemi kullanilarak, Astragalus gevashensis Chamb.&
Matthews adli tiiriin rRNA’sina ait olusturulan ikincil yap1 Sekil 4.33.’te goriilmektedir.

Sekil 4.33. Astragalus gevashensis Chamb.& Matthews adli tiiriinfRNA dizisine ait ikincil
yapisl.

Van-inkdyden Altmsa¢’a giristen toplanan A. gevashensis’e ait CLC Main
Workbench yontemiyle elde edilen ikincil yap1 incelendiginde ana dal sayis1 ve sahip oldugu
sa¢ tokasi (hair pin) ileVan’dan Gorentas’a dogru Gorentas girisinden toplanan 6 numarali A.
baytopianus’a ve Van-Yapili Koy’iinden Bahgesaraya dogru yapili Koy’tiin ¢ikisindan
toplanan A. delanensis Tiirlerine ait CLC Main Workbench yontemiyle elde edilen ikincil
yapilarla ¢cok yakin oldugu belirlenmistir.

Vanili Catak ilcesinde bulunanYukar1 Narlica kdylinden Bahgesaray ilgesine dogru
Yapili koyilin ¢ikisindan alinan ve Gen Bankasi Ulasgim numarasi MW208692 olarak
kaydedilen 11 numarali Astragalus gymnalopecias Rech. Fil.’e ait rDNA tizerindeki 686 bp
uzunlugunda DNA dizisi tespit edilmistir (Cizelge 4.11.).
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Cizelge 4. 11. On bir numarali Astragalus gymnalopecias Rech. Fil. adli tiiriin rDNA’s1
tizerindeki ITS1-ITS2 bdlgesine ait niikleik asit baz dizisi.

Niikleik Asit Baz Dizisi

TTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTGTCGATGCCTTACAAGCAAACCAACTAGTGAATCTGTTTGAATACTTAGGG
ATGGCTGCAGTGTTTTGCACCACGACCTCCCTTTGGGTGGGAGGTGACGCGCAATGCGTCCCCCTCCTGCCCGAACACAAAC
CCCGGCGCTCAATGCGCCAAGGAACTAAAATTCGATCAATGTGCCCTGTCGGCCCGAAGACGGTGTTCGGCGGTGGTGCCTT
GTCACATGATACAGAATGACTCTCGGCAACGGATATCTAGGCTCTTGCATCGATGAAGAACGTAGCGAAATGCGATACTTGG
TGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTTGAACGCAAGTTGCGCCCGAAGCCATCAGGTTGAGGGCACGTCTGCC
TGGGCGTCACATATCGTTGCCCGATGCCTATTGCAGTGTGATAGGAACTTTTAGGGCGAATGATGGCTTCCCGTGAGCGTTG
TTGCCTCGCGGTTGGTTGAAATTTGAGTCCTTGGTGGGGTGTGCCATGATAGATGGTGGTCGAGTTAGCACGAGACCAATCA
TGTGTAGGCTCCCCATAATATGGCCTCTATAACCCACATGCGTCTTTTGATGCTCATGACGAGACCTCAGGTCAGGCGGGGC
TACCCGCTGAATTTAAGCATATCAATAAGC

CLC Main Workbench 6.7.1 yontemi kullanilarak, Astragalus gymnalopecias Rech.
Fil. adl1 tiirtin rRNA’sina ait olusturulan ikincil yap1 Sekil 4.34.’te goriilmektedir.

Sekil 4.34. Astragalus gymnalopecias Rech. Fil. adli tiirinrRNA dizisine ait ikincil yapisi.

Van Yeninarlica kdyiinden Bahgesaraya dogru yapili kdyiin ¢ikisindan toplanan 11
numarali 6rnek olan A. gymnalopecias’e ait CLC Main Workbench yontemiyle elde edilen
ikincil yap1 incelendiginde sahip oldugu tek ana dal ve ¢ok sayida sag¢ tokasi (hair pin) ile
onceki tiirlerin olusturdugu ikincil yapidan ayrildigi goriilmektedir. Tiirlin kendine 6zgii bu

dallanma sekli ile kolaylikla A. cinerous, A. xylobasis var. angustus, A. sachanewii ve
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A.davisii, A. baytopianus, A. delanensis, A. longifolius, A. tauricolus, A. gevashensis’ten ayirt
edilebildigi goriilmektedir.

Van ili Catak ilgesinde bulunanYukar1 Narlica kdyiiniin batisindan alinan ve Gen
Bankasi: Ulagim numarast MW208694 olarak kaydedilen 12 numarali Astragalus pendulus
D.C.’e ait rDNA iizerindeki 686 bp uzunlugunda DNA dizisi tespit edilmistir (Cizelge 4.12.).

Cizelge 4. 12. On iki numarali Astragalus pendulus D.C.adli tiiriin rDNA’s1 lizerindeki ITS1-
ITS2 bolgesine ait niikleik asit baz dizisi

Niikleik Asit Baz Dizisi

TTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTGTCGATGCCTTACATGCAGACCAACTCGTGAATTTGTTTGAATACATAGG
GATGGCACGGGTGTTTGGCACCACGGCCTCCCTTTGGGTAGGAGGGGGCGCGCACTGTGTCCCCCTCATGCCTGAACACAAA
CCCCGGCGTTCAATGCGCCAAGGAACTAAAATTCGATCAATGCGCCCCGTCGGCCCGGAGACGGTGTTTGGCGGTGGTGCCT
TGTCACATGATACAGAATGACTCTCGGCAACGGATATCTAGGCTCTTGCATCGATGAAGAACGTAGCGAAATGCGATACTTG
GTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTTGAACGCAAGTTGCGCCCGAAGCCATCAGGTTGAGGGCACGTCTGC
CTGGGCGTCACATATCGTTGCCCGATGCCTATTGCAGTGCAATAGGAACTTCTAGGGCGAATGATGGCTTCCCGTGAGCGTT
GTTGCCTCGCGGTTGGTTGAAAATCGAGTCCTTGGTAGGGTGTGCCATGATAGATGGTGGTCGAGTTAGCACGATACCGATC
ATGTGCATGCTCCCCAAGATATGGCCTCTATGACCCACACGTGTCTTTGGACGCTCATGACGAGACCTCAGGTCAGGCGGGG
CTACCCGCTGAATTTAAGCATATCAATAAGC

CLC Main Workbench 6.7.1 yontemi kullanilarak, Astragalus pendulus D.C.adl tiiriin
rRNA’sma ait olusturulan ikincil yap1 Sekil 4.35.’te goriilmektedir.

Sekil 4.35. Astragalus pendulus D.C.adl tiiriin rRNA dizisine ait ikincil yapisi.
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Van-CatakYukar1 Narlica Koyliniin batisindan alinan ve 6rnek numarast 12 olan A,
pendulus’a ait CLC Main Workbench yontemiyle elde edilen ikincil yap1 incelendiginde sahip
oldugu ii¢ ana dal ve onceki tiirlereden daha az sayida sahip oldugu sa¢ tokasi (hair pin) ile
onceki tiirlerin olusturdugu ikincil yapidan ayrildigi goriilmektedir. Tiirlin kendine 6zgii bu
dallanma sekli ile kolaylikla A. cinerous, A. xylobasis var. angustus, A. sachanewii, A. davisii,
A. Dbaytopianus, A. longifolius, A. delanensis, A. tauricolus, A. gevashensis, A.
gymnalopecias’den ayirt edilebildigi goriilmektedir.

Van’in Hosap Uggen kdy’iinden alinan ve Gen Bankasi Ulasim numaras1 MW221495
olarak kaydedilen 13 numarali Astragalus lycius Boiss.’e ait rDNA iizerindeki 686 bp
uzunlugunda DNA dizisi tespit edilmistir (Cizelge 4.13.).

Cizelge 4. 13. On li¢ numarali Astragalus lycius Boiss. adli tiiriin rDNA’s1 tizerindeki ITS1-
ITS2 bolgesine ait niikleik asit baz dizisi

Niikleik Asit Baz Dizisi

TTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTGTCGATGCCTTACATGCAGACCAACTCGTGAATTTGTTTGAATACATAGGG
ATGGCACGGGTGTTTTGCACCACGACCTCCCCTTGGGTAGGAGGGGGCGCGCAGTGCGTCCCCCTCTTGCCTGAACACAAAC
CCCGGCGTTCAATGCGCCAAGGAACTAAAATTCGATCAATGCGCCCCGTCGGCCCGGAGACGGTGCTCGGCGGTGGTGCCTT
GTCACATGATACAGAATGACTCTCGGCAACGGATATCTAGGCTCTTGCATCGATGAAGAACGTAGCGAAATGCGATACTTGG
TGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTTGAACGCAAGTTGCGCCCGAAGCCATCAGGTTGAGGGCACGTCTGCC
TGGGCGTCACATATCGTTGCCCGATACCTATTGCAGTGCAATAGGAATTTCTAGGGCGAATGATGGCTTCCCGTGAGCGTTG
TTGCCTCGCGGTTGGTTGAAAATCGAGTCCTTGGTAGGGTGTGCCATGATAGATGGTGGTCGAGTTAGCACGATACCGATCA
TGTGCATGCTCTCCGAAACATGGCCTCTATGACCCACACGCGTCTTTTGACGCTCATGACGAGACCTCAGGTCAGGCGGGGC
TACCCGCTGAATTTAAGCATATCAATAAGC

CLC Main Workbench 6.7.1 yontemi kullanilarak, Astragalus lycius Boiss. Adli tiiriin
rRNA’sma ait olusturulan ikincil yap1 Sekil 4.36.’da goriilmektedir.
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Sekil 4.36.Astragalus lycius Boiss. adli tiiriin rRNA dizisine ait ikincil yapisi.

Van-Hosap Uggen K6y yolunun sonundan toplanan ve &rnek numarasi 13 olan A.
lycius’e ait CLC Main Workbench yontemiyle elde edilen ikincil yap1 incelendiginde sahip
oldugu tek ana dal ve sahip oldugu sa¢ tokas1 (hair pin) ile 6nceki tiirlerin olusturdugu ikincil
yapidan ayrildig1 goriilmektedir. Tiriin kendine 0zgii bu dallanma sekli ile kolaylikla A.
cinerous, A. xylobasis var. angustus, A. sachanewii ve A. davisii, A. baytopianus, A.
longifolius, A. delanensis, A. tauricolus, A. gevashensis, A. gymnalopecias, A. pendulus’tan

ayirt edilebildigi goriilmektedir.

Van’in Catak ilgesine bagli Atlihan kdyilinden aliman ve Gen Bankasi Ulasim numarasi
MW208695 olarak kaydedilen 14 numarali Astragalus tournefortii Boiss.’e ait rDNA
iizerindeki 686 bp uzunlugunda DNA dizisi tespit edilmistir (Cizelge 4.14.).

Cizelge 4. 14. On dort numarali Astragalus tournefortii Boiss. adli tiiriin rDNA’s1 lizerindeki
ITS1-ITS2 bolgesine ait niikleik asit baz dizisi.

Niikleik Asit Baz Dizisi

TTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTGTCGATGCCTTACATGCAGACCAACTCGTGAATTTGTTTGAATACATAGGG
ATGGCACGGGTGTTTTGCACCACGACCTCCCTTTGGGTAGGAGGGGGCGCGCACTGTGTCCCCCTCATGCCTGAACACAAAC
CCCGGCGTTCAATGCGCCAAGGAATTAAAATTCGATCAAAGCGCCCTGCCGGCCCGGAGACGGTGTTTGGCGGTGGTGCCTT
GTCACATGATACAGAATGACTCTCGGCAACGGATATCTAGGCTCTTGCATCGATGAAGAACGTAGCGAAATGCGATACTTGG
TGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTTGAACGCAAGTTGCGCCCGAAGCCATCAGGTTGAGGGCACGTCTGCC
TGGGCGTCACATATCGTTGCCCGATGCCTATTGCAGTGCAATAGGAATTTCTAGGGCGAATGATGGCTTCCCGTGAGCGTTG
TTGCCTCGCGGTTGGTTGAAAATCGAGTCCTTGGTAGGGTGTGCCATGATAGATGGTGGTCGAGTTAGGGCGATACCGATCA
TGTGCATGCTCCCCAAGATATGGCCTCTATGACCCACACGTGTCTTTGGACGCTCATGACGAGACCTCAGGTCAGGCGGGGC
TACCCGCTGAATTTAAGCATATCAATAAGC
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CLC Main Workbench 6.7.1 yontemi kullanilarak, Astragalus tournefortii Boiss.adli
tiirlin rRNA’s1na ait olusturulan ikincil yap1 Sekil 4.37.’de goriilmektedir.

Sekil 4.37. Astragalus tournefortii Boiss. adli tiiriinrRNA dizisine ait ikincil yapisi.

Van-Catak Atlihan kdyiinden alinan ve 6rnek numarasi 14 olan A. tournefortii’e ait
CLC Main Workbench yontemiyle elde edilen ikincil yapi1 incelendiginde sahip oldugu tek
ana dal ve sahip oldugu ¢ok sayida sa¢ tokas1 (hair pin) ile 6nceki tiirlerin olusturdugu ikincil
yapidan ayrildig1 goriilmektedir. Tiriin kendine 6zgii bu dallanma sekli ile kolaylikla A.
cinerous, A. xylobasis var. angustus, A. sachanewiiveA. davisii, A. baytopianus, A.
longifolius, A. delanensis, A. tauricolus, A. gevashensis, A. gymnalopecias, A. pendulus, A.

lycius.’dan ayirt edilebildigi gorilmiistiir.

Van’in Catak ilgesine bagli Kanalga koyii Tanriverdi Mezrasi’ndan aliman ve Gen
Bankasi Ulasim numarast MW177875 olarak kaydedilen 16 numarali Astragalus comosoides
Chamb. & Matthews’e ait rDNA iizerindeki 686 bp uzunlugunda DNA dizisi tespit edilmistir
(Cizelge 4.16.).



46

Cizelge 4.15.0n alt1 numarali Astragalus comosoides Chamb.& Matthews adli tiiriin rDNA’s1
tizerindeki ITS1-ITS2 bdlgesine ait niikleik asit baz dizisi.

Niikleik Asit Baz Dizisi

TTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTGTCGATGCCTTACATGCAGACCAACTCGTGAATTTGTTTGAATACATAGGG
ATGGCACGGGTGTTTTGCACCACGACCTCCCTTTGGGTAGGAGGGGGCGCGGAGTGCGTCCCCCTCTTGCCTGAACACAAAC
CCCGGCGTTCAATGCGCCAAGGAACTAAAATTCGATCAATGCGCCCCGTCGGCCCGGAGACGGTGCTCGGCGGTAGTGCCTT
GTCACATGATACAGAATGACTCTCGGCAACGGATATCTAGGCTCTTGCATCGATGAAGAACGTAGCGAAATGCGATACTTGG
TGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTTGAACGCAAGTTGCGCCCGAAGCCATCAGGTTGAGGGCACGTCTGCC
TGGGCGTCACATATCGTTGCCCGATGCCTATTGCAGTGCAATAGGAATTTCTAGGGCGAATGATGGCTTCCCGTGAGCGTTG
TTGCCTCGCGGTTGGTTGAAAATCGAGTCCTTGGTAGGGTGTGCCATGATAGATGGTGGTCGAGTTAGCACGATACCGATCA
TGTGCATGCTCTCCAAAACATGGCCTCTATGACCCACACGCGTCTTTTGACGCTCATGACGAGACCTCAGGTCAGGCGGGGC
TACCCGCTGAATTTAAGCATATCAATAAGC

CLC Main Workbench 6.7.1 yontemi kullanilarak, Astragalus comosoides Chamb.&
Matthews adli tiiriin rRNA’sina ait olusturulan ikincil yap1 Sekil 4.38.’de goriilmektedir.

Sekil 4.38. Astragalus comosoides Chamb.& Matthewsadl tiiriin rRNA dizisine ait ikincil
yapisl.

Van-Catak Kanalga koyii Tanriverdi Mezrasindan alinan ve 6rnek numarasi 16 olan A,
comosoides’e ait CLC Main Workbench yontemiyle elde edilen ikincil yap1 incelendiginde
sahip oldugu tek ana dal ve sahip oldugu ¢ok sayida sag tokasi (hair pin) ile 6nceki tiirlerin

olusturdugu ikincil yapidan ayrildig: goriilmektedir. Tiiriin kendine 6zgii bu dallanma sekli ile
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kolaylikla A. cinerous, A. xylobasis var. angustus, A. sachanewii ve A. davisii, A.
baytopianus, A. longifolius Lam., A. delanensis, A. tauricolus, A. gevashensis, A.

gymnalopecias, A. pendulus, A. lycius, A. tournefortii’den ayirt edilebildigi gorilmektedir.

Van Giizeldere Gegidi bakimevi c¢evresinden alinan ve Gen Bankasina Ulasim
numarast MW177874olarak kaydedilen 17 numarali Astragalus bashkalensis Chamb.’e ait

rDNA iizerindeki 687 bp uzunlugunda DNA dizisi tespit edilmistir (Cizelge 4.16.).

Cizelge 4.16. On yedi numarali Astragalus bashkalensis Chamb. adli tiirin rDNA’s1
iizerindeki ITS1-ITS2 bdlgesine ait niikleik asit baz dizisi

Niikleik Asit Baz Dizisi

TTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTGTCGATGCCTTACCTGCAGACCAACTCGTGAATTTGTTTGAATACATAGG
GATGGCACGGGTGTTTTGCACCACGGCCTCCTTTTGGGTAGGAGGGGGCGCGCAGTGCGTCCCCCTCTTGCCTGAACACAAA
CCCCGGCGTTCAATGCGCCAAGGAACTAAAATTCGATCAATGCGCCCCGTCGGCCCGGAGACGGTGCTCGGCGGTGGTGCCT
TGTCACATGATACAGAATGACTCTCGGCAACGGATATCTAGGCTCTTGCATCGATGAAGAACGTAGCGAAATGCGATACTTG
GTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTTGAACGCAAGTTGCGCCCGAAGCCATCAGGTTGAGGGCACGTCTGC
CTGGGCGTCACATATCGTTGCCCGATGCCTATTGCAGTGCAATAGGAATTTCTAGGGCGAATGATGGCTTCCCGTGAGCGTT
GTTGCATCGCGGTTGGTTGAAAATCGAGTCCTTGGTAGGGTGTGCCATGATAGATGGTGGTCGAGTTAGCACGATATCGATC
ATGTGCATGCTCTCCAAAACATGGCCTCTATGACCCACACGCGTCTTTTGACGCTCATGACGAGACCTCAGGTCAGGCGGGG
CTACCCGCTGAATTTAAGCATATCAATAAGC

CLC Main Workbench 6.7.1 yontemi kullanilarak, Astragalus bashkalensis Chamb.
adlittiriin rRNA’s1na ait olusturulan ikincil yap1 Sekil 4.39.’da goriilmektedir.

Sekil 4.39. Astragalus bashkalensis Chamb. rRNA dizisine ait ikincil yap1.
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Van-Giizeldere Gegidi bakimevi g¢evresinden alinan ve 6rnek numarasi 17 olan A.
comosoides’e ait CLC Main Workbench yontemiyle elde edilen ikincil yap1 incelendiginde
sahip oldugu ii¢ ana dal ve onceki tiirlere oranla daha az sayida sahip oldugu sag tokasi (hair
pin) ile onceki tiirlerin olusturdugu ikincil yapidan ayrildigi goriilmektedir. Tiiriin kendine
0zgii bu dallanma sekli ile kolaylikla A. cinerous, A. xylobasis var. angustus, A. sachanewii ve
A. davisii, A. baytopianus, A. longifolius, A. delanensis, A. tauricolus, A. gevashensis, A.
gymnalopecias, A. pendulus, A. lycius, A. tournefortii, A. comosoides’ten ayirt edilebildigi

goriilmektedir.

Van Giizeldere Gegidinden asagi inerken 3 km asagisindan alinan ve Gen Bankasi
Ulasim numarast MW205827 olarak kaydedilen 18 numarali Astragalus pulchellus’e ait
rDNA {iizerindeki 686 bp uzunlugunda DNA dizisi tespit edilmistir (Cizelge 4.17.).

Cizelge 4. 17. On sekiz numarali Astragalus pulchellus Boiss. adli tiiriin rDNA’s1 tizerindeki
ITS1-ITS2 bolgesine ait niikleik asit baz dizisi.

Niikleik Asit Baz Dizisi

TTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTGTCGATGCCTTACATGCAGACCAACTCGTGAATTTGTTTGAATACATAGGG
ATGGCACGGGTGTTTTGCACCACGACCTCCCTTTGGGTAGGAGGGGGTGCGGAGTGCGTCCCCCTCTTGCCTGAACACAAAC
CCCGGCGTTCAATGCGCCAAGGAACTAAAATTCGATCAATGCGCCCCGTCGGCCCGGAGACGGTGCTCGGCGGTGGTGCCTT
GTCACATGATACAGAATGACTCTCGGCAACGGATATCTAGGCTCTTGCATCGATGAAGAACGTAGCGAAATGCGATACTTGG
TGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTTGAACGCAAGTTGCGCCCGAAGCCATCAGGTTGAGGGCACGTCTGCC
TGGGCGTCACATATCGTTGCCCGATGCCTATTGCAGTGCAATAGGAATTTCTAGGGCGAATGATGGCTTCCCGTGAGCGTTG
TTGCCTCGCGGTTGGTTGAAAATCGAGTCCTTGGTAGGGTGTGCCATGATAGATGGTGGTCGAGTTAGCACGATACCGATCA
TGTGCATGCTCTCCAAAACATGGCCTCTATGACCCACACGCGTCTTTTGACGCTCATGACGAGACCTCAGGTCAGGCGGGGC
TACCCGCTGAATTTAAGCATATCAATAAGC

CLC Main Workbench 6.7.1 yontemi kullanilarak, Astragalus pulchellus Boiss. adli
tiirtin rRNA’s1na ait olusturulan ikincil yap1 Sekil 4.40.’de goriilmektedir.
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Sekil 4.40. Astragalus pulchellus Boiss. adl tiiriin rRNA dizisine ait ikincil yapisi.

Van-Giizeldere Gegidinden asagi inerken karakoldan sonra 3 km asagidan alinan ve
ornek numarast 18 olan A. pulchellus’a ait CLC Main Workbench yontemiyle elde edilen
ikincil yap1 incelendiginde sahip oldugu ana dal sayisi ve sa¢ tokasi (hair pin) ile Van-
Giizeldere Gegidi bakimevi ¢evresinden alinan A. bashkalensis ilecok yakin oldugu

goriilmektedir.

Van Bahgesaray ile Kerpit Gegidi arasindan alman ve Gen Bankasi Ulagim numarasi
MW208807 olarak kaydedilen 19 numarali Astragalus xylobasis Freyn & Bornm var.
xylobasis’e ait rDNA {izerindeki 687 bp uzunlugunda DNA dizisi tespit edilmistir (Cizelge
4.18.).
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Cizelge 4. 18. On dokuz numarali Astragalus xylobasis Freyn & Bornm var. xylobasis adli
tiirtin rDNA’s1 tizerindeki ITS1-ITS2 bolgesine ait niikleik asit baz dizisi

Niikleik Asit Baz Dizisi

GTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTGTCGATGCCTTACATGCAGACCAACTCGTGAATTTGTTTGAATACATAGG
GATGGCACGGGTGTTTTGCACCACGACCTCCCCTTGGGTAGGAGGGGGCGTGCACTGCGTCCCCCTCTTGCCTGAACACAAA
CCCCGGCGTTCAATGCGCCAAGGAACTAAAATTCGATCAATGCGCCCCGTCGGCCCGGAGACGGTGCTCGGCGGTGGTGCCT
TGTCACATGATACAGAATGACTCTCGGCAACGGATATCTAGGCTCTTGCATCGATGAAGAACGTAGCGAAATGCGATACTTG
GTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTTGAACGCAAGTTGCGCCCGAAGCCATCAGGTTGAGGGCACGTCTGC
CTGGGCGTCACATATCGTTGCCCGATGCCTATTGCAGTGCAATAGGAATTTCTAGGGCGAATGATGGCTTCCCGTGAGCGTT
GTTGCCTCGCGGTTGGTTGAAAATCGAGTCCTTGGTAGGGTGTGCCATGATAGATGGTGGTCGAGTTAGCACGATACCGATC
ATGTGCATGCTCTCCGAAACATGGCCTCTATGACCCACACGCGTCTTTTGACGCTCATGACGAGACCTCAGGTCAGGCGGGG

CTACCCGCTGAATTTAAGCATATCAATAAGC

CLC Main Workbench 6.7.1 yontemi kullanilarak, Astragalus xylobasis Freyn &
Bornm var. xylobasis adli tiirin rRNA’sma ait olusturulan ikincil yapi1 Sekil 4.41.°de

goriilmektedir.

Sekil 4.41. Astragalus xylobasis Freyn & Bornm var. xylobasis adl tiiriin rRNA dizisine ait

ikincil yapisi.

Van-Bahgesarayla Kerpit Ge¢idi arasindan alinan ve Ornek numarasi 19 olan A.
xylobasis var. xylobasis’e ait CLC Main Workbench yontemiyle elde edilen ikincil yap1
incelendiginde sahip oldugu ana dal sayis1 ve sag¢ tokasi (hair pin) ile Van-Catak Atlihan

Koyiinden alman A. tournefortii ile ¢ok yakim oldugu goriilmektedir.
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Van Giizeldere Gegidinden asagi inerken 3 km asagisindan alinan ve Gen Bankasi
Ulasim numarast MW289909 olarak kaydedilen 20 numarali Astragalus pinetorum Boiss.
subsp. declinatus Podlech’e ait rDNA {izerindeki 669 bp uzunlugunda DNA dizisi tespit
edilmistir (Cizelge 4.19.).

Cizelge 4. 19. Yirmi numarali Astragalus pinetorum Boiss. subsp. declinatus Podlech adli
tiiriin rDNA’s1 tizerindeki ITS1-1TS2 bolgesine ait niikleik asit baz dizisi

Niikleik Asit Baz Dizisi

GGAAGGAGGGAAGTCGTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTGTCGATGCCTTACATGCAAACCAACT
AGTGAATCTGTTTGAATACTTAGGGATGGCTGCGGTGTTTTGCACCACGACCTTCCTTTGGGTGGGAGGTGGCGCGCAATGC
GTCCCCCTCCTGCCCGAACACAAACCCCGGCGCTCAATGCGCCAAGGAACTAAAATTCGACCATTGTGCCCTGTCGGCCCGG
AGACGGTGCTTCGGCGGTGGTGCCTTGTCACATTATACAGAATGACTCTCGGCAACGGATATCTAGGCTCTTGCATCGATGA
AGAACGTAGCGAAATGCGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTTGAACGCAAGTTGCGCCCGA
AGCCATCAGGTTGAGGGCACGTCTGCCTGGGCGTCACATATCGTTGCCCGATGCCTATTGCAGTGTGATAGGAACTTTTAGG
GCGAATGATGGCTTCCCGTGAGCGTTGTTGCCTCGCGGTTGGTTGAAATTTGAGTCCTTGGTGGGGTGTGCCATGATAGATG
GTGGTCGAGTTAGCACGAGACCAATCATGTGCATGTCCCCCCATAATATGGCCTCTATGACCCACATGCGTCTTTTGACGCTC
ATGACGAGACCTCA

CLC Main Workbench 6.7.1 yontemi kullanilarak, Astragalus pinetorum Boiss. subsp
declinatus Podlech adli tiirin rRNA’smma ait olusturulan ikincil yap1 Sekil 4.42.°de

goriilmektedir.

Sekil 4.42.Astragalus pinetorum Boiss. subsp. declinatus Podlech adli tiiriin rRNA dizisine ait
ikincil yapisi.
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Van-Giizeldere Gegidinden asagi inerken karakoldan sonra 3 km asagidan alinan ve
ornek numarast 20 olan A. pinetorum subsp declinatus’a ait CLC Main Workbench
yontemiyle elde edilen ikincil yap1 incelendiginde sahip oldugu ana dal sayisi ve dnceki
tiirlere oranla farkli sayida sahip oldugu sa¢ tokasi (hair pin) ile dnceki tiirlerin olusturdugu
ikincil yapidan ayrildigi goriilmektedir. Tirliin kendine ozgli bu dallanma sekli ile
kolaylikla,A. cinerous,A. xylobasis var. angustus, A. sachanewii ve A.s davisii, A.
baytopianus, A. longifolius, A. delanensis, A. tauricolus, A. gevashensis, A. gymnalopecias, A.
pendulus , A. lycius, A. tournefortii, A. comosoides,A. bashkalensis, A. pulchellus, A.

xylobasisvar xylobasis’ten ayirt edilebildigi goriilmektedir.

Van iline bagh Catak ilgesinden alinan ve Gen Bankasi Ulasim numarast MW208691
olarak kaydedilen 21 numarali Astragalus cryptocarpus D.C.’ye ait rDNA {izerinde 674 bp
uzunlugunda DNA dizisi tespit edilmistir (Cizelge 4.20.).

Cizelge 4. 20. Yirmi bir numarali Astragalus cryptocarpus D.C.adli tiiriin rDNA’s1 iizerindeki
ITS1-ITS2 bolgesine ait niikleik asit baz dizisi.

Niikleik Asit Baz Dizisi

TTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTGTCGATGCCTTACATGCAAACCAACTAGTGAATCTGTTTGAATACTTAGGGA
TGGCTGCGGTGTTTTGCACCACGACCTTCCTTTGGGTGGGAGGTGGCGCGCAATGCGTCCCCCTCCTGCCCGAACACAAACC
CCGGCGTTCAATGCGCCAAGGAACTAAAATTCGATCAATGCTCCCCGTCGGCCCGGAGACGGTGTTTGGCGGTGGTGCCTTG
TCACATGATACAGAATGACTCTCGGCAACGGATATCTAGGCTCTTGCATCGATGAAGAACGTAGCGAAATGCGATACTTGGT
GTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTTGAACGCAAGTTGCGCCCGATTCCATCAGGTTGAGGGCACGTCTGCCT
GGGCGTCACATATCGTTGCCTGATGCCTATTGCAGTGCGATAGGAACTTTTAGGGCGAATGATGGCTTCCCGTGAGCGTTGT
TGCCTCGCGGTTGGTTGAAATTTGAGTCCTTGGTGGGGTGTGCCATGATAGATGGTGGTCGAGTTAGCACGAGACCAATCAT
GTGCAGTCCCCCCATAATATGGCCTCTATGACCCACATGCGTCTTTTGACGCTCATGACGAGACCTCAGGTCAGGCGGGGCT
ACCCGCTGAATTTAAGCA

CLC Main Workbench 6.7.1 yontemi kullanilarak, Astragalus cryptocarpus D.C.adli

tiirtin rRNA’s1na ait olusturulan ikincil yap1 Sekil 4.43.’te goriilmektedir.
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Sekil 4.43. Astragalus cryptocarpus D.C.adl tiiriin rRNA dizisine ait ikincil yapisi.

Van Catak’tan alinan ve 6rnek numarasi 21 olan A. cryptocarpus D.C.’¢ ait CLC Main
Workbench yontemiyle elde edilen ikincil yap1 incelendiginde sahip oldugu ana dal sayis1 ve
onceki tiirlere oranla farkli sayida sahip oldugu sa¢ tokasi (hair pin) ile diger tiirlerin
olusturdugu ikincil yapidan ayrildigi goriilmektedir. Tiirlin kendine 6zgii bu dallanma sekli ile
kolaylikla A. cinerous, A. xylobasis var. angustus, A. sachanewiiveA. davisii, A. baytopianus,
A. longifolius, A. delanensis, A. tauricolus, A. gevashensis, A. gymnalopecias, A. pendulus, A.
lycius, A. tournefortii, A. comosoides, A. bashkalensis, A. pulchellus,A. xylobasis var

xylobasis, A. pinetorum Subsp declinatus Podlech’ten ayirt edilebildigi goriilmektedir.

Van’dan Cataga bagh Gorentas koyline dogru Gorentag kdyiiniin girisindenalinan ve
Gen Bankasi Ulasim numarast MW208693 olarak kaydedilen 22 numarali Astragalus
hareftae(Nab.) Sirj.’ye ait rDNA iizerindeki 686 bp uzunlugunda DNA dizisi tespit edilmistir
(Cizelge 4.21.).
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Cizelge 4.21. Yirmi iki numarali Astragalus hareftae(Nab.) Sirj. adli tiirin rDNA’s1
tizerindeki ITS1-1TS2 bdlgesine ait niikleik asit baz dizisi.

Niikleik Asit Baz Dizisi

TTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTGTCGATGCCTTACATGCAGACCAACTCGTGAATTTGTTTGAATACATAGGG
ATGGCACGGGTGTTTTGCACCACGGCCTCCCTTTGGGTAGGAGGGGGCGCGCACTGTGTCCCCCTCATGCCTGAACACAAAC
CCCGGCGTTCAATGCGCCAAGGAATTAAAATTCGATCAATGCGCCCTGCCGGCCCGGAGACGGTGTTTGGCGGTGGTGCCTT
GTCACATGATACAGAATGACTCTCGGCAACGGATATCTAGGCTCTTGCATCGATGAAGAACGTAGCGAAATGCGATACTTGG
TGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTTGAACGCAAGTTGCGCCCGAAGCCATCAGGTTGAGGGCACGTCTGCC
TGGGCGTCACATATCGTTGCCCGATGCCTATTGCAGTGCAATAGGAATTTCTAGGGCGAATGATGGCTTCCCGTGAGCGTTG
TTGCCTCGCGGTTGGTTGAAAATCGAGTCCTTGGTTGGGTGTGCCATGATAGATGGTGGTCGAGTTAGGACGATACCGATCA
TGTGCATGCTCCCCAAGATATGGCCTCTATGACCCACACGTGTCTTTGGACGCTCATGACGAGACCTCAGGTCAGGCGGGGC
TACCCGCTGAATTTAAGCATATCAATAAGC

CLC Main Workbench 6.7.1 yontemi kullanilarak, Astragalus hareftae(Nab.) Sirj. adli
tiirlin rRNA’s1na ait olusturulan ikincil yap1 Sekil 4.44.’te goriilmektedir.

Sekil 4.44. Astragalus hareftae(Nab.) Sirj. adli tiirinrRNA dizisine ait ikincil yapisi.

Van’dan Gorentag’a dogru Gorentas girisinden alinan ve 6rnek numarasi 22 olan A.
hareftae’ye ait CLC Main Workbench yontemiyle elde edilen ikincil yapi incelendiginde
sahip oldugu ana dal sayis1 ve sa¢ tokast (hair pin) ile Van-Catak Yukar1 Narlica Koyt
batisindan alinan A. pendulus ile ¢ok yakin oldugu goriilmektedir.

Van Giizeldere ¢ikisindanalinan ve Gen Bankasi Ulasim numarast MW205835 olarak
kaydedilen 24 numarali Astragalus bicolor Lam.’a ait rDNA iizerindeki 687 bp uzunlugunda

DNA dizisi tespit edilmistir (Cizelge 4.22.).
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Cizelge 4.22. Yirmi dort numarali Astragalus bicolor Lam. adli tiiriin rDNA’s1 lizerindeki
ITS1-ITS2 bolgesine ait niikleik asit baz dizisi.

Niikleik Asit Baz Dizisi

TTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTGTCGATGCCTTACATGCAGACCAACTCGTGAATTTGTTTGAATACATAGG
GATGGCACGGGTGTTTTGCACCACGACCTCCCCTTGGGTAGGAGGGGGCATGCACTGCGTCCCCCTCTTGCCTGAACACAAA
CCCCGGCGTTCAATGCGCCAAGGAACTAAAATTCGATCAATGCGCCCCGTCGGCCCGGAGACGGTGCTCGGCGGTGGTGCCT
TGTCACATGATACAGAATGACTCTCGGCAACGGATATCTAGGCTCTTGCATCGATGAAGAACGTAGCGAAATGCGATACTTG
GTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTTGAACGCAAGTTGCGCCCGAAGCCATCAGGTTGAGGGCACGTCTGC
CTGGGCGTCACATATCGTTGCCCGATACCTATTGCAGTGCAATAGGAATTTCTAGGGCGAATGATGGCTTCCCGTGAGCGTT
GTTGCCTCGCGGTTGGTTGAAAATCGAGTCCTTGGTAGGGTGTGCCATGATAGATGGTGGTCGAGTTAGCACGATACCGATC
ATGTGCATGCTCTCCGAAACATGGCCTCTATGACCCACACGCGTCTTTTGACGCTCATGACGAGACCTCAGGTCAGGCGGGG
CTACCCGCTGAATTTAAGCATATCAATAAGC

CLC Main Workbench 6.7.1 yontemi kullanilarak, Astragalus bicolor Lam. adli tiiriin

rRNA’nina ait olusturulan ikincil yap1 Sekil 4.45.te goriilmektedir.

Sekil 4.45. Astragalus bicolorLam. adli tiirtin rRNA dizisine ait ikincil yapisi.

Van-Giizeldere ¢ikisindan alinan ve 6rnek numarasi 24 olan A. bicolor Lam.’a ait CLC
Main Workbench yontemiyle elde edilen ikincil yap1 incelendiginde sahip oldugu ana dal
sayis1 ve sac tokasi (hair pin) ile Van-Hosap Uggen K8y yolunun sonundan alman A. lycius

Boiss. adli tiir ile gok yakin oldugu goriilmektedir.






5. TARTISMA ve SONUC

Bu c¢alisma ile Van Golii Havzasi’'nda Astragalus L. cinsine ait endemik tiirler
biriktirilerek molekiiler bir dizi islemden sonra tiirler arasindaki akrabalik dereceleri
filogenetik analiz yontemleriyle belirlenmistir. Kullanilan buydntemler bitki teshisinde biiyiik
kolayliklar saglamakta ve tiirleri birbirinden ayirt etmede dogru sonuclara ulagtirmaktadir.

Calismada Van Golii Havzasi’nda Astragalus cinsine ait 82 tiir toplanmis ve bu
tiirlerden 19’unun endemik, 2 tanesinin de nadir bitki oldugu belirlenmistir. Toplamda 21 tiir
ile ¢alisilmigir. Bu tiirlerin sistematik teshisleri yapilmistir. A. cinerous (Van-Catak), A.
xylobasis var. angustus (Van-Bahgesaray), A. davisii (Van-Bahgesaray), A. sachanewii (Van-
Bahgesaray), A. baytopianus (Van-Gorentas), A. delanensis (Van-Yapili Koy), A. longifolius
(Van-Bahgesaray), A. tauricolus (Van-Giirpmar), A. gevashensis (Van-Inkdy), A.
gymnalopecias (Van-Yapili kdy),A.pendulus (Van-Catak),A. lycius (Van-Hosap, Ucgen kdy),
A. tournefortii (Van-Catak), A. comosoides (Van-Catak, Kanalga koyii), A. bashkalensis(Van-
Giizeldere Gegidi), A. pulchellus (Van-Giizeldere Gegidi), A. xylobasis var. xylobasis (Van-
Bahgesarayla Kerpit Gegidi arasi), A. pinetorum subsp. declinatus Podlech (Van-Giizeldere
Gegidi), A.cryptocarpus (Van-Catak) isimli tiirlerin endemik olduklar tespit edilmistir.

Nadir olarak tespit edilen tiirler ise, A. hareftae (Nab.) ve A. bicolor olmustur.

DNA dizilemesi yapilan Astragalus tiirlerine ait genom bilgileri farkli programlar
(Snapgene, CLC DNA workbench) ile analiz edilmistir. Belirtilen tiim programlar ¢alismada
kullanilmistir. Calismada her programin farkli bir 6zelliginden yararlanilmistir. DNA
dizilemesi sonrasinda. Astragalus L. cinsinin farkli tiirlerine ait elde edilen DNA dizileri,
National Center for Biotechnology Information (NCBI) Gen bankasina kayitlar1 yapilarak
diinyadaki tiim arastiricilarin kullanimina sunulmustur. Ayrica c¢alismada, CLC DNA
Workbench yontemi kullanilarak yapilan filogenetik analizler sonucunda Astragalus L.
cinsine ait belirlenen tiirlerin ikincil yapilar1 olusturulmustur. Ikincil yapilar filogenetik
calismalar1 destekleyici niteliktedir ve tiirlerin filogenetik teshislerine kesinlik kazandirmasi
acisindan ¢ok Onemlidir. Bu sekilde belirlenen ikincil yapilar teshiste rahatlikla
kullanilabilmektedir. Elde ettigimiz filogenetik aga¢ ve ikincil yapilar sayesinde topladigimiz
tirlerinin morfolojik teshislerinin dogrulugu kanitlanmig ve endemik tiirler oldugu

kesinlesmistir.
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Sekil 5.1’de yer alanfilogenetik agacta; Gen Bankasi Ulasim numarasi MW?207659
olan A. tauricolus ve Gen Bankas: Ulasim numarast MW207664 olan A. sachanewii; Gen
Bankas1 Ulasim numarast MW208807 A. xylobasis var. xylobasis ile nadir bir tiir olan
MW205835 numarali A. bicolor’un; Gen Bankasmna Ulagim numarast MW205827 A.
pulchellus ve MW177875 numarali A. comosoides; Gen Bankasi Ulasim numarasi
MW289909 olan A. pinetorum subsp. declinatus ile MW208691 numarali A. cryptocarpus;
Gen Bankasi Ulasim numarast MW208695 A. tournefortii ile MW207665 numarali A.
longifolius adli endemik tiirlerin ayni dalda konumlandiklar1 ve birbirlerine en yakin tiirler

olduklar1 tespit edilmistir.
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—944: MW207659 Astragalus tauricolus Boiss.

MW207664 Astracalus sachanewii Siri.

- 4776(: MW208807  Astragalus xylobasisFreyn Bornm var xylobasis
MW205835  Astragalus bicolor Lam.

——\IW221495 Astragalus lycius Boiss.

— ) 670

955 — MW205827 Astragalus pulchellus Boiss.
() S— MW177875 Astragalus comosoides Chamb & Matthews

+ MIW177874 Astragalus bashkalensis Chamb.

664,

+ MIW207661 Astragalus xylobasis Freyn & Born. var. angustus
4973(: MW289909 Astragalus pinetorum Boiss. Subsp declinatus Podlech

174 MW208691 Astragalus cryptocarpus D.C.

— 5 e IW208692  Astragalus gymnalopecias Rech. Fil.

i3

N Mw199105 Astragalus cinerous Willd.
1 + IW208694 Astragalus pendulus D.C.
_741: MW208695 Astragalus tournefortii Boiss.
340 MW207665 Astragalus longifolius Lam.
900 .
340 — MW208693 Astragalus hareftae (Nab.) Sirj.

'MW207653 Astragalus davisii Chamb .& Matthews

0

‘. szomeo Astragalus baytopianus Chamb.& Matthews

+ MIW207666 Astragalus delanensis Sirj. & Rech. F.

| + MIW207662 Astragalus gevashensis Chamb.& Matthews

+ JX446580 Phytolacca americana L.

Sekil 5.1. Astragalus L.cinsine ait endemik tiirlerin CLC DNA Workbench programiyla elde edilen filogenetik agaci.
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Filogenetik agacin yani sira destekleyici nitelikte olmasi agisindancgalisilan 21 tiiriin
CLC Main Workbench 6.7.1 yontemiyle ikincil yapilart olusturulmus ve buna gore A.
cinerous, A. xylobasis var. angustus, A. davisii, A. longifolius,A. gymnalopecias,A.
comosoides, A. pinetorum subsp declinatus, A.cryptocarpus tiirlere ait ikincil yapilarin farkli
oldugu tespit edilmistir.

Bu tiirlerin yan1 sira A. sachanewii ile A. tauricolus’e ait ikincil yapilarin birbirine
benzer oldugu ve filogenetik agactada bu tiirlerin ayn1 dalda konumlandigi belirlenmistir.
Ayni sekilde A. baytopianus, A.s delanensis ve A. gevashensis adl tiirlere ait ikincil yapilar
birbirine benzer ¢ikmig ve filogenetik agacta da bu tiirlerin birbirine yakm oldugu
belirlenmistir. Bunun yani sira endemik olan A. pendulus ile nadir olan A. hareftae, adl
tiirlere ait ikincil yapilar birbirine benzer ¢ikmis ve filogenetik agacta bu tiirlerin ayni dalda
konumlandigi belirlenmistir. Endemik olanA. lycius ilenadir olan A. bicolor’a ait ikincil
yapilar birbirine benzer c¢ikmis ve filogenetikagacta bu tiirlerin birbirine olan yakinlig:
desteklenmistir. Endemik olanA. tournefortii ileyine endemik olan A. xylobasis var xylobasis
adl tiirlere ait ikincil yapilar birbirine benzer ¢ikmis ve filogenetik agagta bu tiirlerin birbirine
olan yakinhiginin desteklendigi belirlenmistir.Endemik tiir olan A. bashkalensis ile A.
pulchellus adli tiirlere ait ikincil yapilar birbirine benzer ¢ikmus ve filogenetik agagtada bu

tiirlerin ayni dalda konumlandigi belirlenmistir.

Bu calismanin bulgulariincelendiginde daha 6nce bu konuda yapilan bazi ¢aligmalarla
parallelik gosterdigi belirlenmigtir. 2017 yilinda Ates (2017) tarafindan Tiirkiye genelindeki
Astragalus tiirleri tizerine yapilan calismada kloroplast DNA’sma ve niikleer genom
bolgelerine ait DNA dizilerikullanilarak alti adet Astragalus seksiyonuna ait toplam otuz
tirtin  filogenetik iliskilerive tiirlesme zamanlar1 belirlenmeye c¢alisilmistir. Caligilan
Astragalus seksiyonlarii¢erisinde Halicacabus ve Megalocystis seksiyonlarinin genetik agidan
birbirlerine enyakin seksiyonlar oldugu belirlenmistir. Bunlara ek olarak Hymenocoleous
seksiyonun ait olan Astragalus vaginans tiiriiniin her zaman Hymenostegis seksiyonuna ait
tirlere yakin fakat onlardan ayri bir dalda konumlandigi goriilmiistiir. Ayrica Astragalus
trifoliastrum tiirti de ait oldugu Hymenostegis seksiyonunun diger tiirlerinden farklialt dalda
yer aldigi belirlenmistir. Bunun yanisira Macrophyllium seksiyonuna ait Astragalus
dipodurus ve Astragalus oleaefolius tiirleri de seksiyonun diger tiirlerinden tiim g¢alisilan
cpDNA ve nDNA bdlgelerine gore elde edilen filogenetik agaclarda, farkli dallarda yer aldig:
bildirilmistir.
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Benzer sekilde yapilan diger bir ¢aligmada Tiirkiye’de dogal olarak yayilis gdsteren ii¢
seksiyonun (Incani DC., Hypoglottidei DC. ve Dissitiflori DC.) kendi i¢lerinde ve aralarinda
var olan evrimsel iliski kloroplast ve niikleer genomda bulunan birka¢ bolgedeki niikleotit dizi
varyasyonlariyla belirlenmek istenmistir.U¢ Astragalus seksiyonunda bulunan 56 tiiriin
filogenetik iliskilerinianlamak ve farklilagma zamanini belirlemek i¢in DNA’da bulunan ITS
(internal transcribed spacer) bolgesinin DNA dizileri kullanilmistir. Kopyalari ile birlikte 56
Astragalus cinsine ait tiir ve dis grup olarak kullanilan Cicer cinsine ait bir tiir, polimeraz
zincir reaksiyonu ve DNA sekanslama metodu kullanilarak analiz edilmistir. Ayrica 11 tane
tayin edilememis ornek, her birinin seksiyonlarmi anlamak ve isimlendirmesini yapmak igin
calismada kullanilmistir. Calisma sonunda tanimlanmamis A35 ve AS52 oOrneklerinin A.
dasycarpus, A65 ve A66 orneklerinin A. ovatus ve son olarak A2 6rneginin A.nitens veya A.
aucheri olarak isimlendirilmesine karar verilmistir. Tanimlanmamis A3, Al6, A20, A108,
A109 ve A110 oOrneklerinin seksiyonu Incani olarak saptanmistir. Fakat kesin
isimlendirilmeleri birden fazla tiirle olan yakinfilogenetik iligkilerinden dolay1 yapilamamistir
(Dizkiricy, 2012).

Bir bagka ¢alismada Legiime cinsi Astragalus ve 12 iliskili cinsi temsil eden 115 tiir
arasindaki filogenetik iligkileri ITS ve Niikleer Ribozomal DNA’nin 5.85 genindeki niikleotid
dizi varyasyon analizi yapilmistir. Bu taksonlarin ikincil dizileri ig¢in ITS verileri kloroplast
trnlL intronundan gelen dizilerle desteklenmistir. Dizi ve ekleme/¢ikarma karakterlerinin
analizlerinden tiiretilen filogenilerin tiimii, Astragalusun biiyiik ¢ogunlugunun (aykiri tiirler
hari¢) monofiletik oldugunu gostermistir. Aneuploid kromozom sayilarina (n = 11-15) sahip
tim Yeni Diinya Astragalus tiirleri artik Akdeniz aneuploid Astragalus echinatus’uigeren bir
monofiletik grup (Neo-Astragalus) olusturmustur. Diger Eski Diinya aneuploid Neo-
Astragalus ile dogrudan iliskili olmadigi, daha ¢ok Eski Diinya euploid (n= 8, 16 ) gruplar1
arasinda bulundugu ortaya ¢cikmistir. Benzer sekilde, euploid sayilara sahip nispeten az sayida
Kuzey Amerika tiirii, Neo- Astragalus’a en yakim akraba olamamis, ancak hem aneuploid hem
de euploid tiirleri igeren farkli Eski Diinya gruplar1 arasinda dagilmistir. Tarihsel olarak
akraba cins Oxytropis, Astragalus ile daha biiyiikk Astragalean soyu i¢inde ayri bir smif
olusurdugu tespit edilmistir. Ayri cins olan Astracantha (Avrasya) ve Orophaca (Kuzey
Amerika) agik¢a Astragalus ile i¢ i¢e gegmistir. Giiney Amerika Astragalus tiirleri, Neo-
Astragalus iginde yer almistir ve bagimsiz olarak tiiretilmis en az iki soydan (Kuzey Amerika)
akrabalariyla birlikte oldugu bulunmustur (Wojciechowski ve ark., 1999).

Bagka bir ¢caligmadatemsil edilen Astragalusun 48 tiiriiniin ve 12 iligkili cinsin diger
ITS verileriyle birlikte analizlenen ve ITS ile (6rn; ITS1, 5.8S rRNA geni ve ITS2) Caragana
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roboskyi ve Astragalus’un sekiz alt cinsi dizilenmistir. Filogenetik analiz sonucunda
Astragalus cinsine ait alt cinslerinin monofiletik olmadigi tespit edilmistir. Sect. Sesbanella ve
Astragalus’un diger tiirlerin filogenetik agacta farkli Onemli smiflarla i¢ ice gectigi
bildirilmistir (Kang ve ark., 2003).

Bir baska calismada trnl-F ve ndhF ve nrDNA ITS iceren iki kloroplast kismi
kullanilarak segilen Eski Diinya Astragalus’un filogenetik analizleri yapilmistir. 34 euploid
Eski Diinya ve Yeni Diinya Astragalusu dahil toplam 52 taksonla ¢alisilmig ve ITS baz
uzunluklar tepit edilmistir (Kazemi ve ark., 2009).

Benzer bir calismada nrtDNA’nin ITS ve 5.8S karsilastirmali dizileme, alt cinsler
arasidaki filogenetik iligkileri ve Eski Diinya Astragalus’unbdliimlerini incelemek ve ayni
zamanda Barnebyella and Ophiocarpus cinslerini ayirmak i¢in uygulanmistir (Osaloove ark.,
2003).

Iki iplikli DNA’nm yapisinda, tamamlayici niikleik asit iplikleri hidrojen baglar: ile
Adenin Timin ile Guanin ise Sitozin ile baglanarak siki bir yapi olusturmaktadir. RNA
molekiilleri genellikle tek iplikli molekiiller oldugundan bulunduklar1 ortam kosullarinda tipki
DNA’daki baglanma mekanizmasinda oldugu gibi kendi iizerlerine katlanarak ikincil yap1
olusturma egilimindedirler. RNA molekiiliiniin olusturdugu bu ikili yapilara “heliks” ya da
“govde” ad1 da verilmektedir (Hofacker ve ark, 2004). Astragalus tiirlerinin ribozomal RNA
dizilerinin CLC workbench programi yardimmi ile olusturulan ikincil yapilarmnin tire 6zgi
dallanma yapis1 gosterdigi ve aym tiire ait RNA dizilerinin olusturdugu gévde ve dallanma
sekillerinin birbirlerine olduk¢a benzedigi tespit edilmistir. Yiiriitiilen bu ¢alismada RNA
molekiillerinin olusturdugu ikilcil yapi1 motiflerinin tiir teshisinde tamamlayic1 bir 6zellik
olarak kullanilabilecegini ortaya koymustur.

Dizkirci ve ark. (2014), yaptiklar1 bir calismada Astragalus L. (Fabaceae) cinsine ait
Tiirkiye (Eski Diinya tiirleri) ve Yeni Diinya tiirlerindenii¢ tiir izerinde ntDNA ITS dizileri
kullanilarak karsilastirmali molekiiler filogenetik calismalar gerceklestirmislerdir. Filogenetik
agacta, Astragalus boliimleri arasindagaligilan Incani DC., evrimsel olarak diger boliimlerden
ayrilmis ve en fazla korunan ITS bdlgesine sahip oldugu belirlenmistir. Ayrica, mevcut
calismada karsilastirmali olarak analiz edilen birka¢ Yeni Diinya (Neo-) Astragalus L. cinsine
ait tiiriin DNA sekanslari, Astragalus'un Yeni Diinya aneuploid tiirlerinin agik¢a Eski Diinya
tiirlerinden ayrilmis bir grup olusturdugunu gostermistir.

Calismada  teshisi  yapilan 21 Astragalus  tirtine  ait  filogenetik
agactaolusturulangruplar ile bu tiirlere ait ikincil yapilar karsilastirildiginda filogentik agacin

ayni dalimda konumlanan A. tauricolus ile A. sachanewii’e ait ikincil yapilarinda birbirine ¢ok
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yakin oldugu tespit edilmistir. Filogenetik agacin ayni dalinda yer A. xylobasis var
xylobasisile A. bicolor’m ikincil yapilarmin birbirinden farkli oldugu tespit edilmistir. A.var
xylobasis’in A. tournefortii ileA. bicolor’uniseA. lycius ile ikincil yapisi benzer ¢ikmuistir.
Filogenetik agacta ayni dalda yer alanA. pulchellus ile A. comosoides’in ikincil yapilarinin
birbirinden farkli oldugu ortaya ¢ikmustir. A. pulchellus™un A. bashkalensis ile ikincil yapisi
benzer ¢ikmustir. A. comosoides’in ise kendine 6zgii bir ikincil yapisi oldugu tespit edilmistir.
Benzer sekilde filogenetik agagta ayni dalda konumlanan A. pinetorum subsp. declinatus ile
A. cryptocarpus’a ait ikincil yapilarmin kendine 6zgii bir yapi olusturdugu belirlenmistir.
Filogenetik agagta ayni dalda yer alan A. tournefortii ile A. longifolius’un ikincil yapist goz
oniinde bulunduruldugunda A. tournefortii’nin ikincil yapisinm A. xylobasis var xylobasisile
cok yakin oldugu tespit edilmistir. A. longifolius’in ise ikincil yapisinin kendine 6zgii bir yap1

olusturdugu ortaya ¢ikmaistir.

Flora of Turkey’in yazimi asamasinda kisith vakit ve kisith materyallerle
calisilmasindan dolay1 cogu cins ya da seksiyonlardaki eksiklikler Flora’da belirtilmis fakat

¢Ozlim getirilememistir. Bu sorunlu cinslerin baginda Astragalus L. cinsi yer almaktadir.

Sonug olarak, bu ¢alisma ile Van Golii Havzasi’nda Astragalus L. cinsine ait toplam
82 bitki 6rnegi biriktirilmis ve sistematik teshisleri yapilmistir. Yiiriitiilen molekiiler bir dizi
islemden sonra tilirler arasindaki akrabalik dereceleri filogenetik analiz yontemleriyle
belirlenmis ve ikincil yapilar1 arastirilmistir. Buna gore tiirlerin filogenetik agagtaki
konumlanma durumu ve ikincil yapilar1 karsilastirmali olarak incelenmis ve sonuglarin
birbirini destekleyici nitelikte olduklar: tespit edilmistir. Ayn1 zamanda bitkilere ait nrDNA
ITS bolgesi uzunlugunun 669 ile 687baz cifti arasinda degistigi ve bu sonucun tiir teshisi
yapmaya yetecek bilgiyi saglamasi agisindan yeterli uzunlukta oldugu tespit edilmistir. Ayn1

zamanda bu ¢alisma bir revizyon ¢alismasidir.
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