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OZET

Bu calisma ile 11 Scorzonera L. (Asteraceae) taksonu molekiiler (nrDNA ITS bolgeleri)
ve morfolojik yonden arastirildi.

Incelenen bitki materyali, yayilis alanlarinda 2004-2009 yillar1 arasinda yapilan arazi
calismalar1 ile toplanmistir. Toplanan Orneklerin Once geleneksel yontemlere gore
tanimlamalar1 yapilmis ve her 6rnek herbaryum 6rnegi haline donustiiriilmiistiir. Herbaryum
ornekleri kullanilarak belirlenen morfolojik karakterlere gore cesitli Ol¢iimler yapilmistir.
Daha sonra, ITS profillerinin belirlenmesi amaciyla her 6rnekten uygun yontemlerle
hazirlanan yaprak 6rneklerinden DNA izolasyonu yapilmustir. Orneklere ait ITS bdlgesi,
evrensel primerler kullanilarak PCR yoluyla ¢ogaltilmistir. Cogaltilan DNA bolgelerinin baz
dizin analizleri yapilmis ve MEGA 3.1 programiyla degerlendirilmistir. Degerlendirme
sonucu c¢alisilan Ornekler arasinda benzerlik iligkisini ortaya koyan parsimonik agac
olusturulmustur. Molekiiler verilerden elde edilen sonuglar, 29 morfolojik karaktere dayali
kiimeleme analizi sonuglar ile karsilastirilmis ve caligilan taksonlar arasindaki iliskiler tam
olarak ortaya konulmaya ¢aligilmistir.

Bu calismadan elde edilen veriler 1518inda, 6rnekler arasindaki filogenetik iliskilerin
aciklanmasinda ITS dizin analizlerinin morfolojik verilere gore daha giivenilir bilgiler ortaya

koydugu sonucuna varilmaistir.

Anahtar Kelimeler: Scorzonera, Asteraceae, Morfoloji, ntDNA, ITS, PCR



SUMMARY

Polymorphism in nrDNA ITS Region of Some Scorzonera L. (Asteraceae) Taxa

In this study, 11 Scorzonera L. (Asteraceae) taxa were investigated with respect to
molecular (ntDNA ITS regions) and morphological features.

Plant materials used in this study were collected from field work between 2004-2009.
These specimens were identified firstly according to traditional methods and stored as
herbarium the taxa. Genomic DNA’s were isolated from healthy leaves of each pattern to
perform ITS studies. ITS regions of the examined patterns were amplified by using universal
primers and then sequenced. These ITS bands were aligned to use analysis processes. All ITS
sequences were analyzed by using MEGA 3.1 software and parsimony tree were formed in
order to explain relationships among the taxsa. Molecular evidences inferred from sequencing
data were compared with 29 morphological results in order to explore the exact relationships
among the examined specimens.

This study suggest that to understand the phylogenetic relations among taxa, ITS

sequence analysis gives more reliable data compared to morphological characteristics.

Key Words: Scorzonera, Asteraceae, Morphology, ntDNA, ITS, PCR
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1. GENEL BILGILER

1.1. GIRIS

Scorzonera L. cinsi Asteraceae (Compositae) familyas: igerisinde yer almaktadir.
Asteraceae Angiospermlerin en genis familyalarindan birisidir ve son yapilan
siiflandirmalara gore 1535 cins ve 26.000 civarinda tiirden olusmaktadir. Filogenetik
acidan Asteraceae familyasinin cografik orjininin Giiney Amerika oldugu kabul
edilmektedir (Bremer, 1994). Asteraceae familyasina ait Tiirkiye florasinda toplam 1209
tiir kaydedilmis olup tiir sayis1 bakimindan ilk sirada yer alir. Bu tiirlerin 447°si endemik
olup endemizm oram1 % 37°dir. Bu familyanin 134 cinsi bulunmaktadir. Cins sayisi
bakimindan Tiirkiye florasinin birinci biiylik familyasini teskil etmektedir (Davis ve ark.,
1988; Ozhatay ve Kiiltiir, 2006).

Asteraceae mensuplart iki tip ¢icek ihtiva eden kapitulum seklinde ¢igek durumuna
sahiptirler. Bunlardan korollas: tiip seklinde olanlar tubulat, dil seklinde olanlar ise ligulat
cicek olarak adlandirilmaktadir. Baz1 taksonlarda her iki tip ¢igcek bulunurken bazilarinda
ise ya sadece ligulat c¢igekler ya da sadece tubulat ¢icekler bulunmaktadir (Segmen ve ark.,
2000). Scorzonera sadece ligulat ¢iceklere sahiptir ve Asteraceae’nin Liguliflorae
(Cichorioideae) alt familyasina aittir (Cronquist, 1968).

Scorzonera L. cinsi Iran-Turan fitocografik elementi merkezlidir. iran’da yaklasik 70
tiir ile temsil edilmektedir. (Chamberlain, 1975, Davis ve ark., 1988, Duran 2002a, b,
Duran ve Sagiroglu 2002, Kilian ve Parolly 2002, Duran ve Hamzaoglu 2004, Parolly ve
Kilian 2003, Din¢ ve ark. 2007). Scorzonera cinsi Avrupa’da oldukga az tiire sahiptir
(Zidorn ve ark. 2003). Yunanistan’da 11 (Tutin ve ark., 1976), Avusturya’da 9 (Adler ve
ark., 1994), Almanya’da 5 (Jéger ve Werner, 2002) ve Isve¢’te 4 (Heitz, 1990) Scorzonera
taksonu bulunmaktadir.

Tirkiye Scorzonera’lart lizerinde ilk arastirma Chamberlain (1975) tarafindan
yapilmistir. Chamberlain (1975)’a gore Tiirkiye’de 39 Scorzonera tiirii bulunmaktadir.
Tiiralt1 taksonlarla birlikte Tiirkiye’deki Scorzonera taksonlari sayisit 51 olarak tespit
edilmistir (Yildirimli, 1999). Daha sonra bulunan yeni tiirlerin ilavesi ile bu say1 49’a
cikmistir (Hamzaoglu ve ark., 2009). Scorzonera’nin sistematigi ile ilgili bu zamana kadar
bircok calisma yapilmasina ragmen, cinsin hala sistematik problemleri bulunmaktadir
(Nazarova, 1997). Scorzonera’nin dahil oldugu Scorzonerinae tribusu da 6nemli sistematik

problemlere sahiptir (Nazarova, 1997). Bu cinsin siniflandirilmasi ile ilk defa De Candolle



(1805) ilgilenmistir. Bu arastirictya gore Scorzonera ve Podospermum (DC.) Lipsch.
cinsleri yakin benzerliklere sahip olup birbirinden yaprak ve tohum o6zellikleri ile
ayrilmaktadir. De Candolle’den sonra Cassini (1826), Dumortier (1827), Endlicher (1838)
ve Kuthatheladze (1978) Podospermum ve Scorzonera’yi ayri cinsler olarak kabul
etmislerdir. Bu cinsle ilgili son degisiklik Lipschiz (1935, 1939) tarafindan yapilmis ve bu
degisiklik “Fragmenta monographiae generis Scorzonera” adli bir eser seklinde
yaymlanmistir. Bu diizenleme Rus Flora’sinda da kullanilmistir (Lipschiz, 1964b).
Lipschiz (1964b), Scorzonera cinsini Podospermum, Pseudopodospermum ve Scorzonera
olmak ftizere ii¢ alt cinse ayirmis ve Podospermum’u hi¢bir zaman ayr1 bir cins olarak
kabul etmemistir. Lipschiz (1935,1964b)’in bu diisiincesi Boissier (1875) ile uygunluk
gostermektedir. Ancak bazi arastiricilar Podospermum’un Scorzonera’dan farkli bir cins
oldugunu savunmuslardir ( Nazarova, 1997; Kuthatheladze, 1978). Buna karsilik Boissier
(1875) ve Lipschiz (1935,1964b)’in smiflandirmast bir¢ok sistematik¢i tarafindan
sistematik ve flora calismalarinda esas olarak kabul edilmistir (Rechinger, 1977; Chater,
1976, Chamberlain, 1976). Ancak Kafkas florasini calisan Kuthatheladze (1978) ile Orta
Asya Scorzonera’larm c¢alisgan Kamelin ve Tagev (1986) Podospermum’u farkli bir cins
olarak degerlendirmislerdir.

Scorzonera tirlerinin giizel kokulu olmasindan dolay1 bazi iilkelerde yemeklere tat
vermek i¢in kullanilmaktadir (Paraschos ve ark., 2001). Tiirkiye’de de Scorzonera tiirleri
cogunlukla sebze olarak tiiketilmektedir (Turan ve ark., 2003). Anadolu’da yetisen bazi
tiirlerin kok ve taze siirgiinleri yemlik adiyla taze veya pismis halde tiiketilmektedir.
Yemlik gida olarak kullaniminin yani sira halk arasinda damar sertligi, yiiksek tansiyon,
romatizma, bobrek hastaliklar1 ve seker hastaliginda tedavi edici olarak kullanilmaktadir.
Avrupa’da yaygin olarak yetisen S. hispanica tiirii Tiirkiye’de Tekirdag cevresinde yayilis
gostermektedir. S. hispanica disinda iilkemizde sebze olarak tiiketilen diger tiirler
yetistikleri bolgeye gore farkli isimler almaktadir. Bu tiirlerden S. cana (C.A. Mey.)
Hoffm. karakok veya teke sakali olarak isimlendirilmekte, S. /atifolia (Fisch. ve Mey.) DC.
ise genis yaprakli karakok veya mesdek olarak bilinmekte ve bu tiirlerin yapraklar salata
yapiminda kullanilmaktadir. S. mollis Bieb. ise Giimiishane bolgesinde goftigoda ismiyle
taninmakta ve kokleri yenmektedir. S. suberosa C. Koch. tiiriiniin de yumru seklindeki
kokleri yenmekte ve yabani havug olarak isimlendirilmektedir (Baytop, 1999; Turan ve

ark., 2003). S. latifolia sebze olarak kullanilmasinin yani sira halk arasinda da etnobotanik



ozellikleri yoniinden degerli bir bitkidir (Baytop, 1999; Douglas, 2001; Turan ve ark.,
2003; Zidorn ve ark., 2003).

Son zamanlarda Tiirkiye Scorzonera’lan ile ilgili baz1 sistematik ve farmokolojik
calismalar yapilmistir. Ulkemizde Dogu Karadeniz Bolgesi'nde dogal olarak yayilis
gosteren Scorzonera cinsine ait 18 takson morfolojik ve anatomik Makbul (2006)
tarafindan karsilastirilmali sekilde incelenmistir. Bunun disinda Boduroglu (2008)
tarafindan Ulkemizde yayilis gosteren bazi Scorzonera L. tiirleri sitolojik ve Bahadir
(2009) tarafindan farmalojik yonden arastirilmistir.

Molekiiler c¢alismalarin kritik donemeg¢ noktast Watson ve Crick’in DNA ¢ift
sarmalinin yapisini agiklamast olmustur; 1980 li yillarin baglarinda Karl Mullis’in PCR
(Polimer Zincir Reaksiyonu) kesfetmesinden sonra ise gizemli bir yapi olan genetik
materyal hakkinda daha genis bilgiler elde edilmeye baslanmis olup genlerin yapist ve
fonksiyonu tiizerinden daha detayli incelemelerin gerceklesmesi miimkiin olmustur.
Ozellikle 1990’11 yillarin baslar1 tohumlu bitkilerin filogenisinin yeniden diizenlenmesi igin
bir basamak olmustur. Bu asamada hizlica elde edilen DNA dizilerine ait veriler
filogenetik gelisim teorisini ¢ok daha ileriye gotiirmiis ve bu siire¢ ¢ok biiyiik veri
setlerinin analizlerinin yapilmasina imkan saglamistir. Bu amag¢ dogrultusunda kullanilan
degisik metotlarla bireylerin filogenetik soyagacinda yerleri verilmis ve siniflandirilmalar:
gerceklestirilmistir (Bremer ve ark., 2003). Filogenetik analizlerin ger¢eklesmesinde uygun
genin ve uygun bir siirecin secilmesi son derece 6nemlidir. Revizyon ¢alismalari sirasinda
canlilarin evrimsel iligkilerinin ve akrabalik derecelerinin ortaya ¢ikarilmasinda degisik
metotlar kullanilmaktadir. Fakat kullanilan tiim metotlarin kendine 06zgli avantaj ve
dezavantajlar1 da bulunmaktadir. Bu s6z konusu durumlarin gbz oniine alinarak calisilacak
taksonomik seviye ve evrimsel soruna ¢oziim getirecek uygun molekiiler veri setlerinin
kullanilmast 6nemlidir. Bu fikirden yola c¢ikarak birgok arastirmaci hangi genomik
bolgenin hangi taksonomik seviyede problemleri ¢ézmede en iyi yontembilim oldugu
noktasinda ¢alismalarda bulunmuslardir (Soltis ve ark., 1992).

Bitki sistematigi alaninda kloroplast genomu, niiklear genom ve mitokondrial genom
tizerinde yukarida sozii edilen konularda kapsamli g¢aligmalar yapilmistir. Kloroplast
genomunun genel yapisal Ozellikleri, avantajlar1 ve dezavantajlar1 ile kloroplast
genomunun kullanimi ciddi bi¢imde arastirilmistir (Soltis ve ark., 1992; Whitfelt ve
Bottomley, 1983; Palmer 1985a, 1985b, 1986, 1987, 1991; Zurawski ve Clegg, 1987). Bu

veriler dogrultusunda kloroplast DNA’ sinin taksonomik sorunlarin ¢dziimiinde tiir ve cins



seviyesinden familya seviyesine, hatta daha yiiksek kategorilere kadar kullanilabilecegi
sonucuna varilmistir.

Niiklear genom {lizerinde yapilan aragtirmalar taksonomik problemlerin ¢oziilmesinde
cok genis bir spektrumda faydalanabilecegini ortaya c¢ikarmistir. Niiklear genom c¢ok
sayida gen icermesi ile birlikte farklilagmis genlere sahip olmasindan dolay1
Angiospermlerde yeniden filogenetik yapiin olusturulmasinda, tiir seviyesinden en
yiiksek sistematik basamaga kadar tiim taksonomik kategorilerde ve populasyon
analizlerinde faydalhidir. Ozellikle biiyiik 6l¢iide korunmus kodlayici bolgeler igeren
niiklear genom bolgeleri (18S, 26S, 5.8S) familya ve st seviyede problemlerin
¢oziilmesine imkan verir. Hizli bir bigimde evrimlesen ITS (Internal Transcribed
Spacerlar) ve ETS (External Transcribed Spacer) bdlgeleri yakin akraba cinslerin
iliskilerinin ortaya ¢ikarilmasinda ve tiir diizeyindeki analizlerde kullanilmaktadir (Appels
ve Dvorak, 1982; Appels ve Honeycutt, 1986; Riven ve ark., 1986; Rodger ve Bendich,
1987; Jorgensen ve Cluster, 1988; Bobola ve ark., 1992; Govindaraju ve Culli, 1992;
Hamby ve Zimmer, 1992).

Bitki niiklear genomunda uzunlugu 1 kb’dan 8 kb’a kadar c¢esitlilik gosteren
varyasyon olusumunda katkist biiyiik olan boélgelere IGS adi verilir. ITS-1 ve ITS-2
bolgelerinin uzunlugu ise Angiospermlerde benzer olup uzunluk degisimleri oldukca dar
bir aralikta gergeklesir. Yalmizca koniferlerde ITS-1 bdlgesinin uzunlugunda biiyiik
varyasyonlar rapor edilmistir (Soltis ve ark., 1992). Molekiiler tekniklerin bitki sistematigi
alaninda kullanilmaya baglanmasi ile bitki sistematik¢ileri farkli taksonomik kategorilerde
yeniden g¢aligmalar yaparak revizyon calismalarina girismislerdir. Bu caligmalar sirasinda
sistematikg¢iler oncelikle calistigi taksonomik kategorilerle ilgili temel gruplarin tespit
edilmesi tizerinde durmuslardir. Sistematik¢iler ilgilendikleri diger bir konu da gruplar
arasindaki evrimsel iligkileri tespit etmek olmustur. Bu ama¢ dogrultusunda vaskiiler ve
tohumlu bitkilerin evrimsel iligkilerini belirlemek i¢in fosil bitkilerin kullanilmasi
molekiiler bitki sistematigi calismalari acisindan carpict bir 6rnek olarak karsimiza
cikmaktadir (Bremer ve ark., 2003).

Bu calismanin amaci, glinlimiiz sistematik calismalarda sikc¢a kullanilan ve oldukga
gecerli sonuglarin elde edildigi ITS PCR yontemi ve morfolojik karakterler kullanilarak
Tiirkiye’ de dogal olarak yayilis gosteren bazi Scorzonera taksonlarmin akrabalik

iligkilerini ortaya ¢ikartmak ve taksonomik problemlerinin ¢oziimiine katki saglamaktir.



1.2. Scorzonera L. Cinsinin Genel Ozellikleri
Bu cinse ait olan bitkiler tek, iki veya ¢ok yillik otsu, nadiren yar1 ¢alimsi, skeyp
formunda ya da gercek govdeye sahip bitkilerdir. Kokler kalin, silindirik ya da yumru
seklindedir. Yapraklar bazal ya da govdede, basit, serit, mizraksi, serit-mizraksi,
yumurtamst, eliptik veya derin loblu, sapli ya da sapsizdir. Kapitulum homogam, dilsi
cicekler, tek ya da ¢ok sayidadir. Involukrum ovat veya silindirik; fillariler iki sira halinde,
akut ya da catalli igtekiler distakilerden daha uzun ve otsudur. Cicek tablasi tiiysiiz ve az
cok yuvarlaktir. Cigekler beyaz, sar1, krem, mor veya menekse renklidir. Akenler silindirik,
diiz ya da oluklu, bazen piiriizli, tiiylii veya tliysiiz, sapli ya da sapsizdir. Pappus ii¢ sirali,
sapsiz, pappus tlyleri plumose, bazen iistlerde barbellat veya tamamen barbellattir
(Chamberlain, 1975).
1.3. Filogenetik Sistematik
Taksonomi yeni taksonlarin tanimlanmasi, adlandirilmasi ve organizmalarin uygun
bir smiflandirma sistemi igerisinde diizenlenmesi gibi bir dizi alam1 kapsar (Simpson,
1961). Sistematik, biyolojik ¢esitliligi smiflandirmakla yetinmez “neden” ve “nasil”
sorularini cevaplayabilmek i¢in organizmalarin evrimi, 6zellikle tiirlesme olgusunu teorik
ve pratik yonleri ile ele alir. Bu yoniiyle sistematik taksonomiyi de i¢ine alan bir alandir.
1.4. Polimeraz Zincir Reaksiyonu
PCR 6zel DNA dizilerinin uygun primerlerin kullanimiyla dis sartlarda enzimatik
olarak ¢ogaltilmasi teknigidir (Erlich, 1989). DNA {iretim islemi birbirini izleyen bir seri
0zgiil sicaklik devrelerinde yapilir. Oldukega diisiik miktarlarda kalip DNA kullanilarak bir
veya daha fazla DNA parcasinin milyonlarca sureti iiretilir. Bu suretler otoradyografi veya
boyama yapilarak gozlenir (Weissing, 1995). Hizli, hassas ve pahali olmayan bir tekniktir.
Cesitliligin belirlenmesinde en c¢ok kullanilan teknik olan RFLP’nin uygulamasinin ¢ok
zaman almasi1 ve oldukca pahali bir metod olmasi nedeniyle PCR’in kesfiyle beraber
DNA’nin segilmis bdlgelerinin ¢ogaltilmasina dayanan genetik yontemler gelismeye
baslamistir (Tingey ve ark., 1992).
1.5. Ribozom ve Ribozomal DNA (rDNA)
rRNA’lar1 kodlayan ¢ekirdek rDNA (Sekil 1) genleri genellikle filogenetik
yaklasimlarda kullanilmaktadir. Okaryotik ¢ekirdek rDNA’lar yaklasik 5000 kopya ile
genomda ardisik sirali bir sekilde bulunurlar. Her tekrar eden birim kiigiik altbirim (SSU),
biiyiik altbirim (LSU) ve 5.8S rDNA’lardan olusur. Bu rRNA kodlayan bolgeler
birbirlerinden ayiraglar ile ayrilir. SSU ve LSU rDNA’lar iki dig yazilan ayiraclar (ETS)



ve bir yazilmayan ayiraglar (non-transcribed spacer, (NTS)) ile ayrilir. Bu ayiraglarin hepsi
gen arasi ayiraglar (intergenic spacer, (IGS)) olarak adlandirilir. 5.8 S rDNA ise iki dahili
yazilan ayiraglar (internal transcribed spacerlar, ITS1 ve ITS2) arasina yerlesmistir ( Sekil
1).

Ayira¢  bolgelerinde meydana gelen mutasyonlar 6liimciil etkiye sahip
olmadigindan, rRNA sifreleyen bolgelere gore daha hizli evrimlesirler. rRNA sifreleyen
bolgelerde meydana gelen mutasyonlar rRNA’larda da goriileceginden, bu mutasyonlar
basaril1 bir ribozom olugumunu engelleyebilir. Farkli evrim oranlarindan dolayr rDNA’lar
genis spektrumlu bir filogenetik iligkiyi ¢oziimlemede kullanilabilir. Cekirdek SSU rDNA
en cok korunan DNA boélgelerinden birisi oldugundan dolayr alem (kingdom), sube
(filum), simf (classis) veya takimlar1 (ordo) iceren derin filogenetik dallar olusturmada

kullanilabilir (Friedrich ve Tautz, 1995).

Sekil 1. rDNA gen kiimesi
En kiiciik ¢ekirdek rDNA olan 5.8 S rDNA’nin niikleotid dizisindeki korunma SSU

rDNA ile ayni olmasima karsin ¢ok uzun olmadigindan (yaklasik 150 bp), yeteri kadar
filogenetik bilgi icermemektedir. Bu nedenle 5.8S rDNA bolgesi filogenetik ¢alismalar i¢in
onerilmemektedir (Hwang ve ark., 1999). LSU rDNA, SSU rDNA ile karsilastirildiginda
cok daha biiylik ve daha fazla degiskenlik gostermektedir. Bu bolge birgcok farklilagsmis
domain veya genisletilmis pargalara sahiptir. Bundan dolayi, genin biiyiikliigii subeler
arasinda degiskenlik gostermektedir. Cekirdek LSU (biiyiik alt birim) rDNA takim veya
familya seviyesindeki filogenetik iliskiler i¢in kullanislidir (Fredrich ve Tautz, 1997;
Hwang ve ark., 1998). Cekirdek SSU (kiigiik alt birim) ve LSU rDNA’lar1 birka¢ zincirden
olusmaktadir. Bu zincirlerden bazilar1 ¢ok korunmus olmasma ragmen digerleri
degiskendir. Hizli evrimlesen segmentler yiiksek miktarda degiskenlik gosterirler ve bunlar
“genisleyen segmentler (expansion segments)” veya “degisken bdlge (variable regions)”
olarak adlandirilirlar. Cekirdek SSU ve LSU rDNA’larinda goriilen uzunluklarindaki

degiskenlik, degisken bolgelerin genislemesinden kaynaklanmaktadir (Hwang ve ark.,



1998). SSU ve LSU rDNA’larinin degisken bolgelerindeki niikleotid dizileri familya veya
nadiren cins gibi alt kategorik seviyelerde kullanilir (Hwang ve ark., 1999).

1.6. ITS (Internal Transcribed Spacer)

Molekiiler biyolojideki son gelismeler, tiire 6zgii gen bolgelerinin belirlenmesiyle
bitki tiirlerinin tanimlanmasina imkan vermektedir. Buna yonelik olarak, rtDNA’nin ITS
bolgeleri, bitkilerdeki molekiiler sistematik caligmalarda siklikla bagvurulan yontemlerden
biri haline gelmistir (Baldwin ve ark., 1995). Genomik DNA iizerindeki rDNA bdélgeleri,
coklu gen yapilarindan olusur ve ardisik tekrarh diziler seklindedir.

rDNA tekrarlari, genomik DNA’min NOR (Niikleolar Organizer Region)
bolgelerinde yerlesmis durumdadir ve 18S kiigiik alt birim (Small Subunit), 5.8 S ve 28 S
blyiik alt birim (Large Subunit) rDNA’lar1 kodlayan genlerden olusmaktadir. ITS
bolgeleri, genomik DNA {izerindeki bu rDNA tekrarlar iginde yerlesmistir. Bu bdlgeler,
rDNA’nin alt birimleri ile transkribe edilmektedir ve korunmus bolgeleri (18S, 5.8S ve
28S) birbirinden ayiran iki kisitmdan (ITS1 ve ITS2) olusur (Baldwin ve ark., 1995). Bu
ITS bolgeleri, rDNA gen bolgelerine baglanabilen evrensel primerler kullanilarak PCR
caligmalariyla kolayca elde edilebilir. Bu amagla kullanilan evrensel ITS bolgeleri Sekil 2 ¢

de verilmistir.

ITSS angloaparm ITs4
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Sekil 2. 18S-26S niikleer ribozomal DNA (nrDNA)’1n Internal Transcribed
Sequence (ITS) bolgesi (White ve ark., 1990)



rDNA genleri, kopya edilmeyen bolgeler (IGS) ve ITS bolgelerinin varligiyla
birbirinden ayrilmistir. IGS bolgeleri (ETS ve NTS), komsu rDNA tekrar birimleri
arasinda yer almaktadir. ETS, ribozomal mRNA ile kodlanan dis kopya bolgesidir ve onun
promotor bolgesini ihtiva etmektedir. NTS ise tekrar birimleri arasinda yerlesmis
kodlanmayan boélgelerdir (Baldwin ve ark., 1995). ITS1, 18S (SSU) ile 5.8S arasinda
yerlesmistir. ITS2 bdlgesi ise, 5.8S ile 26S genlerini ayiran DNA bdlgesidir. Bu gen
yapilarii ihtiva eden rDNA tekrarlarinin 6karyotik organizmalardaki kopya sayisi, 200—
30.000 arasinda degisiklik gostermektedir. Bu, biitlin genomun yaklasik % 1 veya daha
fazlasini temsil etmektedir. Ayrica genomik DNA’nin rDNA kopya sayisinda ara sira
degisiklikler meydana gelebilmektedir.

1.6.1. ITS’nin Genel Ozelikleri

« Biitin bolgenin toplam uzunlugu vyaklastk 700 bp kadardir. Okaryotik
organizmalarda 5.8S gen bolgesi, ¢ogunlukla ITS bolgeleri ile birlikte degerlendirilir.

* Bu bolgelerin korunmus rDNA gen bolgelerine gore daha fazla degiskenlik
gosterdigi kanitlanmagtir.

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

* Bu bolgeler, rDNA’nin olgun 188S, 5.8S ve 28S alt birimlerinin olusumu siirecinde
gorev almaktadir (Baldwin ve ark., 1995). 1970’lerde DNA dizin analizi ¢alismalarinin hiz
kazanmasiyla, rRNA’lar ve komsu boélgeleri lizerindeki sekonder yapi caligmalar biiyiik
artis gostermistir. Her tekrar birimi, olgun rRNA’lar1 olusturacak olan bir preRNA olarak
kopya edilir (Baldwin, 1992). ITS1 ve ITS2 bolgeleri ribozomal transkripsiyon iirlintiniin
bir parcasi olmasma ragmen olgun ribozomal alt birimlerin yapisina dahil edilmezler.
Ancak bu bolgeler, rRNA’larin olgunlagsmasi siirecine katkida bulunmaktadirlar (Baldwin,
1992). preRNA molekiiliiniin ¢esitli olgun RNA tiirlerine doniisiimiinii saglayan
transkripsiyon sonrast siirecte her iki ITS bolgesi kesilip ¢ikarilir ve ortamdan
uzaklagtirilir. ITS bolgelerinin, baz degisimi sinirlamalarindan nispeten uzak olduguna
inanilmaktadir. Bu durum Angiosperm’lerden elde edilen ITS bolgelerine dayali
filogenetik analiz sonuglar ile desteklenmektedir (Baldwin ve Markos, 1999). ITS1’de
meydana gelebilecek delesyon—insersiyon olaylar1 veya nokta mutasyonlart olgun SSU ve
LSU rDNA’larin iiretimine engel olabilmektedir. ITS2 bolgesinde olusabilecek bu ¢esit

mutasyonlar sonucunda da biiyiik alt birim rRNA’larin olusumu zarar gorebilmektedir. ITS



bolgesinin primer yapisinda bu cesit degisiklikler meydana gelmesine ragmen sekonder
yapilar1 ileri derecede korunmustur. ITS bolgeleri, degisebilir bolgelerinin yaninda
korunmus bélgeler de ihtiva etmektedir. Ozellikle ITS1 bolgesinin merkezine yakin
kisimlarinda degismeden kalabilen korunmus bolgelerin varligi tespit edilmistir (Baldwin
ve Markos, 1999).

1.6.2. ITS Bolgesinin Filogenetik Analizi

ITS bolgesinin filogenetik analizi 4 adimda gerceklestirilmektedir:

* Genomik DNA izolasyonu,

* ITS bolgesinin PCR ile ¢ogaltilmasi,

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

* DNA analizleri.

a) ITS baz siralarinin hizalanmasi,

b) Filogenetik analizlerin gercekles tirilmesi,

Giliniimiizde ITS bolgesinin PCR ile c¢ogaltilmasi, yakin akraba tiirlerin ve
populasyonlarin filogenetik analizi i¢in popiiler bir segenek durumundadir. ITS
bolgelerinin bu popiilerligi korunmus rDNA bdlgelerine baglanabilen evrensel primerlerin
iretilmesiyle artmistir. ITS baz siralarinin analizi sonucunda elde edilen veriler,
taksonomik kategorilerdeki mevcut problemlerin ¢oziimiinde Onemli katkilar
saglamaktadir. Genellikle taksonlara ait ITS varyasyonlarina bakilarak ilgili taksonlarin
akrabaliklar1 belirlenmeye calisilir (Baldwin ve ark., 1995).

1.6.3. ITS’nin Taksonomide Tercih Edilme Nedenleri

nrDNA gen bolgelerinde bulunan ITS bolgeleri, molekiiler ve sistematik agidan
sahip olduklar1 ayirt edici ozellikler nedeniyle filogenetik analiz ¢alismalarinda yogun
olarak kullanilmaktadir. Bu bolgeler;

* Filogenetigin yeniden insaasin da yeterli veri sunacak kadar uygun bir biiyiikliige
sahiptir (600—700bp),

* Cins ve tiir i¢i seviyelerde ileri derecede korunmus olan rDNA gen bdlgelerine
komsu olarak bulunmaktadirlar,

* PCR ile ¢ogaltilarak karsilastirilmalar i¢in biiyiikliigli son derece elverislidir,

* IDNA gen bolgelerine gore daha hizli niikleotit baz degisimi gosterirler,

* Cins ve tlir seviyesindeki filogenetik caligmalarda DNA igerikleri, agiklayici

bilgiler sunmaktadir,



* Genomik DNA iizerinde yliksek kopya sayisina sahiptirler. Bu bolgelerin
evrenselligi, alt birim unsurlart ve bolgeler arasindaki farkli baz varyasyon oranlar
nedeniyle sistematikte kullanilmalar1 yayginlagmastir.

1.6.4. ITS’nin Taksonomik Seviyelerde Kullanimi

Iki kopya bolgesi (ITS1 ve ITS2), yakin akraba olan taksonlarin
karsilagtirllmasindaki kullanigliligi nedeniyle daha 1990’11 yillarda bu bolge hizli bir
sekilde calisilmaya baslanmistir. Mevcut veriler, ITS baz dizilerinin, Angiosperm’lerde
degisik seviyelerde filogenetik agidan kullanish oldugunu gostermektedir (Baldwin ve ark.,
1995).

Bazi bitki gruplarinda ITS1 ve ITS2’de yiiksek oranda varyasyonla karsilagilirken,
bazilarinda ise niikleotit varyasyonunun az bir dizisine rastlanilmaktadir. Aynm toplam
DNA degerlendirmelerinde, cogu gruplarda ITS dizinlerinin, cpDNA baz dizinlerinden ¢ok
daha fazla degiskenlik gosterdigi ve daha bilgilendirici oldugu sonucuna varilmigtir
(Baldwin ve ark., 1999). ITS bolgelerinin, hibrit taksonlara yonelik filogenetik analizlerde
kullanilmast uygun goriilmemektedir. Ciinkii hibritlerden elde edilecek ITS bdlgelerinin
hangi atasal genomdan cogaltildiginin bilinmemesi, glivenilir olmayan degerlendirmelere
neden olacaktir (Baldwin ve ark., 1995). rDNA tekrarlarinin yiliksek kopya sayist nedeniyle
(hiicre basma 30.000’e kadar), ona gore kiiciik ebatta olan ITS bdlgelerini PCR ile
cogaltmak oldukca kolaydir. Bu durum ITS bdlgelerini filogenetik ve biyocografik
arastirmalar i¢in ilgi ¢ekici bir hale getirmektedir (Baldwin ve ark., 1995).

1.7. DNA Dizi Analizi

DNA dizi analizi ya da siralama, DNA nin niikleotid dizilerinin saptanmasi anlamina
gelmektedir. 1940’larda DNA baz kompozisyonunu saptama yontemleri bulunmasina
karsin DNA’daki niikleotid dizilerinin dogrudan kimyasal analizi 1960’larda gelistirilip
kullanilmaya baslanmistir.

Herhangi bir organizmadan c¢ok miktarda saf DNA fragmentleri elde edilmesini
saglayan rekombinant DNA tekniklerinin gelistirilmesine paralel olarak dizi analizi
yontemleri de gelistirilmeye baslanmistir (Klug ve Cummings, 2002). Niikleotid dizilerinin
belirlenmesinde iki temel teknik gelistirilmistir. Bunlardan Allan Maxam- Walter
Gilbert’in Kimyasal Degredasyon Metodu, DNA’nin belirli bazlardan kirilmasina
dayanmaktadir. Fred Sanger ve Coulson’un gelistirdigi ‘Zincir Sonlanma Metod unda ise
belirli bir bazda sonlanan bir DNA zinciri sentezi gerceklestirilmektedir. Her iki yontemde

de dizisi saptanacak DNA’ya dort ayri reaksiyon uygulanmaktadir. Bu dort reaksiyonun
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tirtinleri, bir niikleotid uzunlugu kadar farkli, bir dizi DNA pargaciklaridir. Dort
reaksiyonun iriinleri bir jelde dort ayr1 kuyucukta yan yana elektroforez ile
ayristirilmaktadir. Jel hattindaki her bir bant belirli bir baza karsilik gelmektedir ve jeldeki
bantlardan DNA parcaciginin dizisi okunabilmektedir (Klug ve Cummings, 2002).
Enzimatik DNA sentezine dayanan Sanger’in dizi analizi yonteminde, dizisi saptanacak
olan DNA zinciri yeni sentezlenecek olan DNA zinciri igin kalip olarak kullanilir. Sentez
reaksiyonu DNA polimeraz 1 ile katalizlenir. Yontemde, modifiye (kimyasal degisiklige
ugratilmis) dideoksiniikleotit trifosfatlar kullanilarak bir dizi DNA parcaciklar elde edilir.
Dideoksiniikleotit trifosfatlarda 3’-OH grubu bulunmaz. Bu durumda molekiil yeni
sentezlenen DNA’ya katilir. Ancak 3’-OH grubu tagimadig: i¢in kendisine niikleotit ilave
edilemez ve zincir sentezi sonlanarak bir DNA parcacigi elde edilir.

DNA sentezi olurken DNA polimeraz, bazen uzayan DNA zincirinin yapisina
niikleotitlerin yanisira dideoksiniikleotitleri de sokar. Bu niikleotit analogu 3’-OH grubu
icermedigi icin bir sonraki niikleotid ile fosfodiester bagi olusturamaz ve bu nedenle DNA
sentezi sonlanir. Her bir tlipte birbirinden birer niikleotit farkli olan degisik uzunluklardaki
DNA molekiilleri birikir. Sentez sonrasi, dort reaksiyondan elde edilen radyoaktif DNA
parcaciklar elektroforez jelinde yan yana dort ayr1 kuyucukta yiiriitiiliir. DNA bantlar
otoradyografi ile goriintiilendiginde merdivene benzer bantlar serisi ortaya ¢ikar (Sekil 3).
Dizi asagidan yukariya dogru okunarak baz dizilimi gergeklestirilen DNA kalibinin

tamamlayicisinin 5° den 3’ ne dogru niikleotit dizisi belirlenmis olur.

= &m0 I 2

Sekil 3. Sentez sonrast DNA bantlarinin otoradyografi goriintiisii
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Genomlarin dizi analizi i¢in otomatik DNA dizi analizi aletleri ve radyoaktif izotop
yerine floresan boyalar kullanilir. Bu sistemde dort farkli renkte boya kullanilir ve sonugta,

dizinin okunmasini saglayan dort farkli renkteki piklerin olusturdugu bir model ortaya

cikar (Sekil 4).
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LA

Sekil 4. Dort farkli floresan boyanin kullanilmasiyla olusan pikler

Gen bolgesi PCR islemiyle ¢ogaltilir. Cogaltilan bu bolgeler florokrom maddelerle
isaretli bazlarla tekrar PCR reaksiyonuna (Multiplex Flourescent PCR) sokulur. Reaksiyon
sonucunda ortaya c¢ikan hedef bolgelerdeki baz dizisi sifresini olusturan bazlar genetik
analizorler (DNA Sequencer) ile tek tek okunur (Klug ve Cummings, 2002).

DNA dizi analizi ile bir¢ok organizmanin genlerinin yapist ve organizasyonu
hakkinda 6nemli bilgiler elde edilmistir (Klug ve Cummings, 2002). Ayrica bu yontem,
prokaryotik ve Okaryotik genlerde yer alan kontrol bolgelerin organizasyonu ile ilgili
calismalarda ve proteinlerin aminoasit dizilerinin ortaya ¢ikarilmasinda kullanilir.

Niikleotit dizilerinin bilgisayar analizleri, klonlanmis par¢anin bir genin tamamini
m1 yoksa bir kismint mu igerdiginin anlasilmasini saglar. Bu ekzon/intron birlesme
noktalarinin arastirilmasi ile ve cesitli verilere gore daha onceden ortaya ¢ikarilmis
genlerin DNA dizileri ve proteinlerin aminoasit dizileri ile karsilastirilarak yapilir (Klug ve

Cummings, 2002).
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1.8. Filogenetik Analiz

Organizmalarin evrimsel tarihi filogeni olarak adlandirilir. Filogenetik analiz, farkli
tiirler arasindaki iliskiyi ortaya koymak amaciyla gerceklestirilir. Molekiiler filogenetik
caligmalar, DNA ve proteinlerde olusan degisikliklerin hizin1 ve karakterini saptamaya ve
bdylece genler ve organizmalarin evrimsel tarihini aragtirmaya yoneliktir. Filogenetik
incelemelerde tiirler arasindaki evrimsel iligskiyi gostermede en uygun yaklasim, elde
edilen verilerin c¢esitli akis semalar1 ve istatistiksel analizlerle filogenetik agaca
dontistiiriilmesidir (Saitou ve Imanishi, 1989). Bir filogenetik aga¢, dallanma olaylarinin
modelini ve bazi durumlarda zamaninm tanimlar. Tiirlesme sirasin1 ve hangi taksonlarin
yakin ya da uzak akraba olduklarini kaydeder. Agac, baslica bir diiglim (node) ve dallardan
(branch) olusur. Dallar, tiirlerin atasal populasyonlarinin zaman igerisindeki durumlarini
gosterir. Diiglimler ise bir tiirlin iki veya daha fazla tiirev populasyona ayrildigi noktaya
karsilik gelir (Freeman ve Herron, 1999). Agacta onciilii olmayan digiim koktiir. Kok
ortak bir atay1 temsil eder. Agacin herhangi bir yerinde yer alabilir. Koksiiz agaclarda ise
ortak ata gosterilmeden sadece tiirler arasi iligski 6n plana ¢ikarilir (Mount, 2001a,b).

Filogenetik agacta her bir diigiim evrimsel siirecte ayrilan taksonomik bir gruba
karsilik gelir. Agacta dis dallar taksonlari, i¢c dallar ve diiglimler ise taksonlar arasi iliskiyi
yansitir. Birbiri ile yakin iliskili tiirler agacta birbirine komsu dallarda yer almalari ile ayirt
edilirler (Mount, 2001a,b).

Filogenetik analizlerde ilk adim incelenecek dizinin elde edilmesidir. Daha sonra
bu diziler istenirse referans dizi denilen daha 6nce saptanmis ve {izerinde uzlasilarak
dogruluguna karar verilmis dizilerle karsilastirilabilir. Son yillarda molekiiler filogeni
alaninda kaydedilen gelismeler neticesinde cesitli tiirlerden elde edilen diziler GenBank
gibi 6zel veritabani sistemlerinde toplanarak kullanicilarin hizmetine sunulmustur (Mount,
2001).

1.9. Dizilerin hizalanmasi

Niikleotid ya da aminoasit dizilerinin karsilastirilabilmesi i¢in bu dizilerin alt alta
hizalanmasi islemidir. Bunun i¢in ¢ok ¢esitli yontemler vardir. Kullanilacak yontemin
secimi dizilerin sayisina ve uzunluguna baghdir. Hizalama elle veya gozle yapilabilir.
Ancak dizi sayis1 ve uzunlugu arttik¢a elle yapilan hizalama zaman alic1 ve hatalara agik
hale geleceginden Clustral, TreeAlign gibi bilgisayar programlart gelistirilmistir (Mount,
2001). Hizalama dizilerin hangi pozisyonunun korunmus oldugunu ve hangilerinin ortak

diziden farklilagsmis oldugunu gosterir. Evrimsel iliski gosteren diziler homolog olarak
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kabul edilir. Genel bir kural olarak iki DNA dizisi arasindaki farklilik ne kadar ¢oksa
bunlarin ortak atalarindan farklilagsma zamanlar1 da o kadar eskiye dayanir (URL-1).

Hizalama sirasinda eslesen ve eslesmeyen niikleotidler g¢esitli isaretler ile
gosterilebilir. Siklikla tercih edilen eslesen niikleotidlerin yildiz (*) ile eslesmeyenlerin ise
bosluk ile gosterilmesi seklindedir. Bu bosluklarin dizideki insersiyonlart m1 delesyonlari
m1 gosterdigi bilinemeyeceginden notral bir terim olan ‘indel’ (insersiyon-delesyon)
kullanilmaktadir. Diziler ve dizi gruplarindaki degisikliklerin saptanmasinda en gorsel yol
agac olusturmaktir (Mount, 2001a,b). Burada dogru hizalamanin yapilmis olmasi baslangi¢
noktasint olusturur. Yapilan yanlis bir hizalama filogenetik agacin yanlis olusturulmasina
neden olur ve bu durum ¢ok ¢ok uzun dallarin varlig: ile kendini gosterir (URL-2).

1.10. Filogenetik agacin olusumu

Filogenetik aga¢ olusturulurken genellikle ii¢ yontem kullanilir. Bu yontemlerden
ikisi karakter temelli yontemler olarak bir baslik altinda toplanabilen Maksimum parsimoni
ve Maksimum Benzerlik yontemleridir. Digeri ise uzaklik yontemidir.

1.10.1. Farkhliklar1 en aza indirme (Maximum parsimony:MP) yontemi

Incelenen diziler ya da genetik uzakliklar ile uyumlu bir agac elde etmek igin gerekli
en az mutasyonlarin saptanmasina dayanan bir yontemdir. MP analizi ile en iyi sonuglar,
dizi ciftleri arasindaki benzerliklerin ¢ok gii¢lii oldugu ve az sayida dizinin oldugu
durumlarda alinir. MP ile agaglarin olusturulmasinda kesin ve tahmini yaklagimlar s6z
konusudur. Kesin yaklasimda olas1 tiim agac¢lar gbzden gecirilir ve kullanilan optimalite
Olclitline en uygun agac belirlenir. Bu yontem cok zaman alicidir ve yirmiden fazla
ornekleme varliginda uygun degildir. Cok sayida dizinin bulundugu durumlarda tahmini
yaklasim uygulanmaktadir. En tutumlu agaglarin giivenirlilik dereceleri istatiksel olarak da
degerlendirilebilir (Freeman ve Herron, 1999).

1.10.2. En yiiksek ihtimal (Maximum likelihood:ML) yontemi

Joseph Felsenstein tarafindan 1981 yilinda MP’ye alternatif olarak ortaya konulmusg
bir yontemdir (Felsenstein, 1987). Arastirmaciya, sunulan biitiin bilgiyi daha etkili
kullanmak ve olas1 bir¢ok agag icerisinden en iyi agaci segmede istatiksel testler kullanma
olanagi yaratmak icin ortaya konmustur. Bu yontem igin bir bilgisayar programi, her agag
topolojisini degerlendirir veya gozlenen verinin olusturulmasi olasiligini hesaplar. Eger
aga¢ dogruysa her dalin olusturulma olasilig1 toplami, gbzlenen verinin olusturmasi

olasiligini temsil eder. Bu olasilik agaglarin olasiligr olarak temsil edilir
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1.10.3. Uzaklhk (Distance) yontemi:

Genetik uzaklik yontemi filogenetik agaci olusturmak i¢in dizi grubunda her bir ¢ift
arasinda degisikliklerin sayisin1 temel alir. Birbirlerine genetik uzakligi en az olan tiirler
birlestirilerek bir aga¢ olusturulur. Aralarinda az sayida niikleotid degisikligi olan bu dizi
giftleri komsu olarak adlandirilir. Uzaklik metodlar1 ile hizalanan diziler arasindaki
farkliliklarin miktarina gore aga¢ olusturulur. Agacin dallar1 boyunca ortaya ¢ikan
degisiklik sayis1 diziler arasindaki uzakligi1 gosterir (Mount, 2001a,b). Tercih edilen agac,

taksonlar arasindaki mesafeyi en aza indirgeyen agactir ( Freeman ve Herron, 1999).
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2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Materyal Temini

Calismada kullanilan bitki materyallerinin temini i¢in gereken arazi ¢alismalari,
Erzincan, Kastamonu, Konya, Sivas, Kahramanmaras, Giresun, Bayburt (Sekil 5) illerinde
bitkinin vejetasyon donemi igerisinde yer alan Haziran-Temmuz aylarinda 2004-2009
yillar1 arasinda Makbul tarafindan gergeklestirilmistir. Orneklerin morfolojik gériintiileri
bulgular kisminda, toplama bigileri Tablo 1’ de verilmistir.

Bu oOrneklerin bir kismi1 morfolojik incelemeler i¢in uygun sekilde kurutularak
herbaryum 6rnegi haline getirilirken molekiiler incelemeler i¢in ise yeteri kadar yaprak
materyali silika jel icerisine alinarak stoklanmigtir. Herbaryum materyali haline getirilen
ornekler Rize Universitesi Biyoloji Boliimii Herbaryumu (RUB)’nda saklanmaktadir.

2.2. Morfolojik Calismalar

Morfolojik incelemeler herbaryum materyalleri iizerinden Tiirkiye Florasi (Davis,
1975) Rus ve Iran Floralaridan yararlanilarak yapilmistir. Morfolojik incelemelerde
Scorzonera cinsi i¢in Oonemli 29 karakter tespit edilmis ve bir bitki i¢in ayr1 ayri
Olclilmiistiir (Tablo 2). Her bir karakter i¢in ortalama 30 adet 6lgiim yapilmistir. Yapilan
Ol¢timlerin ortalama degeri Tablo 3’ de verilmistir.

2.3. Niimerik Analizler

Niimerik analizler, 11 takson iizerinde 29 morfolojik karakter kullanilarak
gergeklestirilmistir. Bu morfolojik karakterler ve 6lglim birimleri Tablo 2°de verilmistir.
Calisilan karakterlerin her takson icin aldig1 degerler en az 5 6rnek ya da bu 6rneklere ait
farkli fotograflar iizerinde yapilan inceleme ile belirlenmis ve bdylece de biitiin taksonlara
ait 18 x 29 boyutunda morfolojik birer ortalama veri matriksi elde edilmistir. Bu mesafe
matriksinden UPGMA (Unweighted Pair Group Method using Arithmetic averages) olarak
bilinen algoritma yontemi araciligir ile en yakin olan OTU’lar belirlenerek sonuglar

fenogram halinde déniistiiriilmiistiir
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Tablo 1. Caligmalardaki Orneklere Ait Toplama Bilgileri

Tiir Ad

Toplandig1 Yer

1. S. armeniaca

A8 Bayburt: Kop Dagmin Askale’ye bakan yiizii, 2000 m,
30.06.2004, Makbul 048, RUB.

2. S. | B6 Sivas: Todiirge Golii, Zara-Hafik dogu bitimi, 1301m, 06.06.2009,
hieracifolia Makbul 127, N 39 52.027, E 037 36.483, RUB.
3. 8. lacera C6 Kahramanmaras Siileymanli-Ilica yol ayrimi, 727 m, 08.06.2009,

Makbul 134, N 37 50.789, E 036 49.470, RUB.

4. S. parviflora

C4 Konya Goélyaz1 yayla ¢ikisi, 912m, Tuzgdlii havzasi, 11.06.2009,
Makbul 139, N 38 32 670, E 033 19.4 78, RUB.

5. 8. pygmaea

subsp. nutans

A4 Kastamonu: Ilgaz Dagi, televizyon vericisi g¢evresi, 2055 m,

02.08.2009, Makbul 165, N 41 03 100, E 033 42 969, RUB.

6. S. rigida

B7 Erzincan Ahmediye {istleri, 2306 m, 11.07.2009, Makbul 156, N
39 54 376, E 039 20 275, RUB.

7. S. latifolia

A8 Bayburt: Kop Daginin Askale’ye bakan yiizii, Bayburt-Erzurum
Yolu, Tas Ocag civari, yol kenarlari, 2150 m, N 40 26 37, E 040 48
27,30.06.2004, 27.07.2004, Makbul 094, RUB, KTUB.

8.S. sosnowskyi

A8 Bayburt: Kop Daginin Askaleye bakan yiizii. Tas Ocag1 civari,
2148 m, N 40 26 37, E 040 48 27, 30.06.2004, Makbul 086, RUB.

9. S. tomentosa

A7 Giresun: Alucra, 1600 m, 25.06.2004, Makbul 010, RUB, KTUB;

10.S. aucherana

B7 Erzincan: Ili¢-Hasan ova, 1153m, 25.06.2009, Makbul 167, N 39
32 44, E 38 37 82, RUB.

11. 8. kotschyi

C6 Kahramanmarag: Tekir kasabasi, degirmen onii balik tesisi yolu
tizeri, 1079m., 07.06.2009, Makbul 133, N 37 54.478, E 036 35 687,
RUB.

17




BULGARISTAN KARADENIZ

GURCISTAN

N
Ka:tamonu

Ermenistan

18

Eahramonmorag
11

—_— — = o

SURIYE

AKDENIZ 4 o

Sekil 5. Arastirma Bolgesinin Haritas1

18



Tablo 2. Morfolojik Karakterler

Degiskenler | Karakter Adi Birimi

X Bitkinin boyu cm

X, Bitki skeyp:0; govdemsi:1

X3 Bitkinin goriiniimii tek tek:0, kiime seklinde:1

X4 Bitkinin tiyliiliik durumu yogun tiiylii:1; az tiiylii ya da tilysiiz:0

X5 Kok sekli silindirik:0; yumru:1

X6 Govde tabaninda yaprak kalintilart var:1; yok:0

X5 Govdenin sekli dallanmuis: 1; dallanmamis:0

X Taban yapraklari tam:0; tam ya da parcali:1

Xy Yaprak boyu Cm

X0 Yaprak eni Mm

X1 Govde ya da taban yaprak ayasinin sekli linear, linear-lanseolat ya da
lanseolat-ovat:0; elips:1

Xis Govde ya da taban yapraklarinin rengi gri:0; gri-yesil ya da yesil:1

X3 Yaprak kenarlari diiz:0; dalgali:1

X4 Yaprak tabani sekli govdeyi sarici:1; degil:0

Xis Govde ya da taban yapraklarinin tiiyliiliik | yogun tiiylii:2; az tiiylil ya da tiiysiiz:0

durumu

Xi6 Yapraktaki tily tipi tomentos ya da lanat:1; pubescens,
sericea ya da tilysiiz:0

X7 Kapitulum sayis1 Adet

Xis Kapitulum boyu Mm

X9 Fillarilerin tiiyliilik durumu yogun tiiylii:1; az tiiylii ya da tilysiiz:0

X20 Dis fillarilerin uzunlugu Mm

Xo1 Dis fillarilerin sekli linear, lanseolat, ovat 0; eliptik:1

X0 I¢ fillarilerin uzunlugu Mm

Xy I¢ fillarilerin sekli linear, lanseolat, ovat 0; eliptik:1

X4 Ligula rengi sar1:1; mor:0

Xas Ligula boyunun ig¢ fillari boyuna orani Mm

Xos Akenin boyu Mm

X7 Akenin tliyliiliik durumu yogun tiiylii:1; az tiiylii ya da tilysiiz:0

Xog Pappus rengi kahverengi-siyah:1; beyaz-krem:0

Xa9 Pappusun tiiyliiliik durumu plumose:0; barbellat-plumose: 1
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2.4. Molekiiler Calismalar

Silika jel icerisinde kurutulan yaprak ornekleri genomik DNA’larinin ekstraksiyonu
Soltis (1992) tarafindan modifiye edilen Doyle’'un metodu ve Kit NucleoSpin R. Plant
(Macherey-Nagel, GmbH & Co, k6 Germany) ve DNeasy R Plant Mini Kit (Qiagen
GmbH, Germany) kullanilarak gerceklestirilmistir (Soltis ve ark., 1992). Elde edilen
genomik DNA’nin ITS bolgeleri Soltis tarafindan gelistirilmis protokole gore PCR
kullanilarak ¢ogaltilmistir. ITS bolgeleri MEGA 3.1 programinda hizalanmis ve filogenetik
analizlerde kullanilmistir.

2.4.1. Kuru Yapraklardan Genomik DNA izolasyonu

Kurutulmus her bir 6rnekten 0,02 gr tartilan yaprak materyali havan iginde
ogiitiilerek toz haline getirildi. Daha sonra bu yaprak numuneleri ependorf tiiplerine
aktarildi. Uzerine o6nceden hazirlanmis 500 ul CTAB tamponu, 0,02 gr
polyvinylpolypropodylene (PVPP) ve 10 pl izomerkaptoetanol ilave edildi. Karisim bir
pipet yardimiyla homojenize edilerek 65°C’de 4 saat bekletildi. Inkiibasyon sonrast tiipler
buz iizerine alinarak 1 dakika sogumaya birakildi ve oda sicakliginda 14.000 rpm’de 1
dakika santrifiij edildi. Elde edilen numune tizerine 500 pl kloroform eklendi ve tiipler
homojen olana kadar alt st edilerek calkalandi. Ardindan aym1 hizda santrifiijde 1dk
bekletildi. Santrifiij sonrasi, tliplerdeki silipernatant kisim alinarak yeni tiiplere aktarildi.
Bunun iizerine tekrar 500 pl kloroform ilave edildikten sonra tiipler 3—5 kez alt iist edildi
ve ayn1 hizda 1 dakika santrifiij geceklestirildi. Santrifiij islemi ardindan siipernatant kisim
alinarak bir 6nceki agsama aynen tekrarlandi. Daha sonra {ist faz alinarak yeni bir ependorf
tiipe transfer edildi. Tiiplerden hacmi en fazla olanin kapasitesi belirlendi ve bu hacim baz
aliarak diger tiiplere esit oranda hacmin % 8’1 kadar her tiipe 7,5 M amonyum asetat
ilavesi yapildi, tiipler birkac kez alt tist edildikten sonra olusan hacmin % 54°i kadar
1zopropanol ilavesi yapildi ve siispansiyon iyice karistirildiktan sonra +4°C’de en az 2 saat
bekletildi (daha iyi sonuglar i¢in bir gece bekletildi). Bir gece +4°C’de bekletilen 6rnekler
10.000 — 14.000 rpm’de 3 dakika santrifiij edildi. Stipernatant kisim atildiktan sonra seffaf
pellet tizerine 1ml % 70’lik etanol ilave edildi. Tiipler birka¢ defa ¢alkalandiktan sonra oda
sicakliginda 10-15 dakika bekletildi. Alkol ilave edilmis tiipler 10.000 — 14000 rpm’de 3
dakika santrifiij edildi. Siipernatant dokiildiikten sonra tiim alkoliin DNA’dan
uzaklastirilmasi igin tiipler kapaklar1 agik sekilde 15 dakika 37°C’de kurumaya birakildi.
Daha sonra tiiplerde bulunan DNA pelleti, 50 ul TE ilave edilerek ¢6ziildii. Ornekler,

pelletin tamamen c¢oziilmesi i¢in 15 dakika 65°C’de su banyosunda tutuldu. Ortamda
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bulunan RNA’larin uzaklastirilmasi icin ise her 100 pl’lik hacim i¢in 1 pl RNaz ilave
edildi.

2.4.2 PCR Uygulamalan

Izole edilen total DNA’dan 8 ul, her bir primerden 2ul, 5X’lik reaksiyon
tamponundan 10 pl, 2,5 mM MgCl,’den 3 pl, 0,5 mM dNTP’den 2 pl, 1 {inite Taqg DNA
polimeraz dan 0,5 pl ve son hacim 50 pl olacak sekilde distile su ile tamamlanarak PCR
karigimi hazirland.

PCR dongii kosullar::

94 °C'de 3 dakika DNA ¢ift zincirinin ayrilmasi (6n denatiirasyon),

94 °C'de 1 dakika DNA ¢ift zincirinin ayrilmasi (DNA denatiirasyonu),

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

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

Toplam 35 dongii,

72 °C'de 5 dakika son uzatma (final extension)
Yukarida ifade edilen PCR uygulamalari Eppendorf Mastercycler Personal cihazinda
gerceklestirilmistir.

2.4.3. Agaroz Jel Elektroforezi

PCR iirlinlerinin elektroforezi on iki hiicreli jel tepsisi kullanilarak, 0,25 pg/ml
etidium bromid igeren % 1’lik agarozda, Trizma Base, Glacial Asetik Asid, EDTA (IX
TAE) tamponunda 25 dakika siire ile 96 voltta yiiriitiildii ve ornekler UV 15181 altinda
Polaroid tip siyah—beyaz filmle goriintiilenmistir.

2.4.4. Baz Dizin Analizi

Baz dizin analizi 6rneklerin pGEM— T easy vektoriine klonlanarak T7 ve SP6
promotorlariyla okutulmasiyla gerceklestirilmistir.

2.4.5. Klonlama

2.4.5.1. PCR Uriinlerinin Ligasyonu

PCR sonucunda elde edilen ITS bolgeleri, PCR iiriinlerinin aktarilmasina uygun olan
pGEM-T Easy vektorti kullanilarak klonlanmistir. Fragmentlerin vektére baglanmasini
saglamak i¢in 1,4 ul PCR firiinii, 2 ul pPGEM-T Easy Tamponu (1X, Promega), 0,3 pl T4
DNA ligaz (Promega) ve 0,3 ul pPGEM-T Easy vektorii kullanildi. Reaksiyon, 16°C’de 16
saat bekletilerek tamamlandi. Ligasyon fiiriinleri daha sonra Maniatis ve ark. (1982)’ne

gore alic1 6zellik kazandirilmis Escherichia coli IM101 konak hiicrelerine aktarildi.
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2.4.5.2. Transformasyon

E. coli’nin JM101 stok kiiltiirlinden alinarak minimal agarda bir gece gelistirilen E.
coli LB besiyerine alind1 ve bir gece gelistirildi. LB besiyerindeki bir gecelik E. coli
JIM101 kiltiri OD600’de o6lciilerek OD600= 0,1 olacak sekilde LB ile 30 ml’ye
tamamlandi. 37°C’de OD600= 0,45-0,55 arasinda bir degere ulasincaya kadar inkiibasyona
birakildi. 5 dakika buzda beklettikten sonra 4500 rpm’de 5 dk santrifiij edilerek
siipernatant dokiildii. Pellet 10 ml 100mM CaCl2’de ¢oziildii. 30 dk buzda inkiibe edildi.
4500 rpm’de 5 dk santrifiij edildi. Siipernatant atildiktan sonra kalan pellet 2 ml 100mM
CaCl2’de ¢oziildii. Bir gece +4°C’de bekletildi.

Ligasyon {irlinii ve 4 pl kompetant hiicre karistirildi. 20 dk buzda inkiibe edildi.
42°C’lik su banyosunda 90 sn sicak soku uygulandiktan sonra tiiplerin icerisine 200 pl s1vi
LB eklendi ve 37°C’de 2 saat inkiibe edildi. Daha 6nce hazirlanmis olan LBA petrilerine
(50 pg/ml ampisilin igeren, tizerine 100 mg/ml IPTG ¢ozeltisinden 40 pl ve 20 mg/ml X—
Gal ¢ozeltisinden 40 pl siirilmiis petriler) yayilarak 37°C’de 1 gece inkiibe edildi. Biiyiime
sonucunda igerisine plazmit alan hiicrelerin mavi/beyaz koloni olusturmasindan
yararlanilarak klonlar seg¢ildi.

2.4.5.3. Rekombinant Plazmitlerin izolasyonu

Elde edilen klonlardan rekombinant plazmitlerin izolasyonu iki sekilde
gerceklestirildi. Birinciside izolasyonlar elle yapildi ve restriksiyon kesimleri yapilarak
dogruluklar tespit edildi. Ikinci seferde ise, dogrulugu tespit edilmis olan klonlardan elde
edilen kiiltiirlerden “Wizard Plus SV Minipreps DNA Purification System” (Promega) kiti
kullanilarak yapildi. Elde edilen pDNA’lar % 1 ’lik agaroz jel elektroforezine tabii
tutularak tespit edildi ve kullanilana kadar —20°C’de saklandi. Klonlarin dogrulugunun
tespitinde kullanilan plazmit DNA izolasyon yontemi Sambrook ve ark. (1989)’na gore su
sekilde yapildi. Oncelikle secilen beyaz koloniler, birer steril kiirdan yardimiyla 50 pg/ml
ampisilin iceren 3 ml LB s1v1 besi yerine 37°C’de 1 gece kiiltiire edildi. Bu kiiltiirler daha
sonra 1,5 ml’lik mikrosantrifiij tiiplerine aktarilarak 18000 rpm’de 5 dakika santrifii
edilerek c¢oktiiriildii. Tiiplerin siipernatant kisimlar1 dokiildiikten sonra pellet iizerine 200 pl
solisyon I (10 mM Tris—HCI pH 8,3, 1 mM EDTA, 25 mM glikoz) ilave edilerek
karistirildi ve oda sicakliginda 5 dakika bekletildi. Uzerine 400 pl soliisyon II (% 1 SDS ve
0,1 M NaOH) eklendi. Altiist edilerek 5-10 dakika buzda bekletildikten sonra, 300 ul 7,5
M amonyum asetat ilave edildi ve dikkatli bir sekilde altiist edilerek buza kondu. 10 dakika
buzda bekletildikten sonra 11000 rpm’de 15 dakika santrifiij edildi ve iist faz alinarak yeni
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bir mikrosantrifiij tiiplerine aktarildi. Uzerine 100-700 pl izopropanol ilave edildi ve 10
dakika oda sicakliginda bekletildi. Sonrasinda 13000 rpm’de 15 dakika santrifiij edildi, siv1
kisim atild1 ve pellete % 70’lik alkolden 500 pl eklendi. Tiipler 13000 rpm’de 5 dakika
santrifiij edildi ve s1v1 kistm dokiildii, ardindan alkoliin uzaklastirilmasi i¢in tiipler 37°C’de
yaklasik 15 dakika kurumaya birakildi. DNA’lar bu asamadan sonra 50-100 pl TE de
¢oziildii ve icerdikleri RNA’larin parcalanmasi i¢in 1 pl RNaz/100 pl ilave edildi. Elde
edilen plazmidler daha sonra kullanilmak iizere —20°C de saklandi. izole edilen bu
plazmitlerin istenilen DNA parg¢asini ihtiva edip etmedigini anlamak amaciyla restriksiyon
enzimlerinden biri olan EcoRI ile kesim yapildi. Bunun i¢in 8.5 pul pDNA, 0,5 pl EcoRI
enzimi (10 U/ul, Promega), 1 pl EcoRI tamponu (10X, Promega) karisimi olusturularak
37°C’de 2 saat inkiibe edildi. Kesim sonrasinda %1°lik agaroz jelde PCR iiriiniiyle
yiiriitiilerek plazmidin istenilen DNA fragmentini tagiyip tasimadigi kontrol edildi.

Sonuglar BioDocAnalyze (Biometra) jel goriintiileme sistemi ile kayit altina alind1.
Dogru klonlar tespit edildikten sonra plazmidin tasidigt ITS bdlgesinin DNA baz sirasinin
analizi i¢in yukarida bahsedildigi sekilde 3 ml LB siv1 besi yerine E. coli IM101 susu
ekilerek 37°C’de 16 saat boyunca inkiibe edildi. Sira analizi amagli plazmit izolasyonu
belirtildigi tizere, “Wizard Plus SV Minipreps DNA Purification System” (Promega) kiti
kullanilarak yapildi. Belirlenen klonlarin tagidiklari ITS bolgelerinin DNA sira analizleri
Macrogen (Kore) firmasi tarafindan gerceklestirildi.

2.4.6. ITS Bolgelerine Ait Verilerin Degerlendirilmesi

Elde edilen sonuglar, NCBI (National Center for Biotechnology Information) BLAST
(The Basic Local Alignment Search Tool) internet ara yiizli kullanilarak GenBank’taki
verilerle ve CLUSTAL-W (1.83) programi ile de birbirleriyle olan benzerlikleri
karsilastirild1 ve sonuclar degerlendirildi (URL -3).
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3. BULGULAR
3.1. Morfolojik Bulgular
3.1.1. incelenen Scorzonera Taksonlari icin Tayin Anahtan
1- Bitkiler skeyp ya da gévdemsi
2- Kokler siiriiniicii, gdvdelerin i¢i bos ve kapitulum 20 mm’den uzun  4- S. parviflora
2- Kokler stirtiniicii degil, gdvdelerin i¢i dolu ve kapitulum 20 mm’den kisa
3- Bitki boyu 19 cm’den kisa, yapraklar pubescent ve akenler 5-9 mm
5- S. pygmaea ssp. nutans
3- Bitki boyu 19 cm ‘den uzun, yapraklar lanat ve akenler 2-5 mm 6- S. rigida
1- Bitkiler gévdemsi
4- Ligulalar mor renkli 3- S. lacera
4- Ligulalar sar1 renkli
5- Yapraklar tamamen parg¢al1 ya da en azindan bazilar1 pargali
6- Biitiin akenler lanat, 9- 13 mm, dis fillariler 6-8 mm, i¢ fillariler 10- 15 mm
1- S. armeniaca
6- Baz1 akenler globrous, 4-6 mm, dis fillariler 3-5 mm, i¢ fillariler 10-15 mm
2- S. hieraciifolia
5- Yapraklar basit
7- Yapraklar petiolat, dis fillariler 10 mm’den uzun, akenler tiiysiiz
9- S. tomentosa
7- Yapraklar sesil, dis fillariler 10 mm’den kisa, akenler tiiylii
8- Yapraklar 1 cm’den genis, i¢ fillariler 15 mm’den uzun
9- Yapraklar lanate, pubescent, kapitulum sayis1 30’dan az dis fillariler 8-10 mm
8- S. sosnowskyi
9- Yapraklar nadiren villous ya da globrous, kapitulum sayis1 30’dan fazla, dis
fillariler 3-6 mm 7- S. latifolia
8- Yapraklar 1 cm’den dar, ig fillariler 15 mm’den kisa
10- Yapraklar 2-5 mm, kapitulum 1- 6 adet, i¢ fillariler 10-15 mm
11- S. kotschyi
10- Yapraklar 5-9 mm, kapitulum cok sayida, i¢ fillariler 8- 10 mm

10- S. aucherana
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Sekil 6. S. armeniaca

Sekil 7. S. hieraciifolia
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Sekil 9. S. parviflora
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Sekil 11. S. rigida
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Sekil 13. S. sosnowskyi
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Sekil 14. S. tomentosa

Sekil 15. 8. aucherana
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Sekil 16. S. kotschyi
3.1.3. Morfolojik Karakterler Kullanilarak Elde Edilen UPGMA Fenogram

CA:UPGMA
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Sekil 17. Incelenen Scorzonera taksonlarmin morfolojik karakterler kullanilarak UPGMA

yonteminden elde edilmis fenogram {izerindeki konumu
UPGMA yoénteminden elde edilen fenogramda temelde iki grup olustugu goriilmektedir.
Birinci grupta S. sosnowskyi, S. latifolia ve S. tomentosa yer alirken ikinci grupta S.
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hieraciifolia, S. lacera, S. parviflora, S. pygmaea subsp. nutans, S. armeniaca, S. rigida, S.

aucherana ve S. kotschyi yer almaktadir.

Tablo 3. Niimerik Analizlerde Kullanilan Morfolojik Karakterlerin Ortalama Degerleri

Tiir
X | Xo | X3 | X4 | X5 | X | X7 | Xg | Xo X | X | X2 | Xi3 | Xug

S. armeniaca 45 1 0 0 0 1 1 1 20 3 0 1 0 1

S.hieraciifolia 20 1 0 0 0 1 1 1 8 4 0 1 1 1

8. lacera ot ool o 1|11 |8 | 7 o 1|11

S. parviflora 24100l o0o]o|1]o0o]o0] 9 4 0 1 0 1

S. pygmaea subsp.
nutans

17 1 0 1 0 0 1 1 0 | 48 | 25 0 1 0 1

S. rigida 201 1|01 | 1]0/[84] 15| 0| 1[0 |1

S.latifolia 9 | 1 0 1 0 0 1 0 15 3.5 0 0 1 0

S. sosnowskyi 75 1 0 1 0 0 1 0 10 2.5 0 0 1 0

S.tomentosa 55 1 0 1 0 0 1 0 10 3 0 0 1 0

S. aucherarna 35 1 1 1 0 1 1 0 9 6 0 1 1 1

S.kotschyi 2 |1 oo o 1 1 0 | 22 | 35 0 1 0 1

Tablo 3’iin devami

T Xis | Xig | Xi7 | Xig | Xig | Xoo | Xor | Xoo | Xz | Xoa | Xos | Xog | Xo7 | Xog | Koo
S. armeniaca 0 0 31 201 o 8 0| 201 o0 1 1 13 0 0 1
Schieraciifolia |y | o | 14 | 14| 0 | 43] 0 [124| o | 1 |11s| 5| 0| 1] o
$. lacera 0| o 4] 26 0|8 |o|2a] 0] 0] 1 95 0] 1] 0
S-parviflora | o\ o | 2 28 [ o | 9| 0| 24| 0| 1 |7 6| o] 1] 1
s | 2 [ [ [ [ s o e o o o o [
S. rigida 0 0 4 14 1 35| 0 11 0 1 1.2 4 0 1 1
S. latifolia 1 1 80 | 25 1 6 0 15 0 1 1.66 9 1 0 1
S. sosnowskyi | 1 13 30 1 10 0 20 0 1 1.5 10 1 1 1
S. tomentosa | 1 9 40 1 18 0 22 0 1 1.8 10 0 0 1
S. aucherana | 1 41 | 1321 o 3 0 9 0 11 1.46 5 1 1 1
S.kotschyi 0 0 10 17 0 4 0 13 0 1 13| 5 1 1 1
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3.2. Molekiiler Bulgular

2004-2009 wyillar1 arasinda yapilan arazi caligmalar1 sonucu 11 Scorzonera
taksonlarinin genomik DNA’lar1 daha onceki boéliimde bahsedilen prosediire gore
cogaltilmig, ITS baz siralar1 ekler kisiminda verilmistir. Sekil 18 bazi1 6rneklerin ITS
bantlarinin jel goriintiilerini gostermektedir. Labaratuar ¢aligmlarinda ayni anda bantlarin

jel goriintiileri elde edilemediginden dolay1 bir kismi1 verilmistir.

Sekil 18. Bazi Scorzonera orneklerinin ITS boélgelerine ait PCR bantlart ( 1- S.

hieraciifolia, 2- S. latifolia, 3- S. sosnowskyi, 4- S. tomentosa)

Yapilan caligmalar sonucu Orneklere ait ITS dizinleri uzunluklart 635 — 741 bp
arasinda degisiklik gosterdigi; biitiin ITS niikleotit uzunlugundaki G+C igeriginin ise, %
51,3 - 55,9 arasinda degistigi bulunmustur. Her 6rnek i¢in elde edilen ITS uzunlugu, G+C
igerigi ve piirin/ primidin degerlerini igeren veriler Tablo 4’de verilmistir. Biitiin ¢alisilan
orneklerin ITS bolgeleri arasindaki benzerlik iligkileri, Clustal W programindan (URL 3)
yararlanilarak ortaya konulmustur (Tablo 5, 6). Kimura’nin pair wise benzemezlik
metoduna gore elde edilen oranlar % 0,2-26,5 oranlar1 arasinda degisiklik gostermektedir

(Tablo 7).
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Tablo 4. ITS PCR Sonucunda Elde Edilen Niikleotit Uzunluklari, G+C ve Piirin/ Primidin

Icerigi
Tiir ad1 ITS uzunlugu(bp) G+C% Piirin/Primidin
icerigi

S. armeniaca 731 53.9 366/365
S. hieraciifolia 636 51.3 316/320
S. lacera 698 55.9 346/352
S. parviflora 732 52.7 371/361
S. pygmaea subsp. | 642 54.4 324/318
nutans

S. rigida 714 53.4 397/317
S. latifolia 635 51.7 311/324
S. sosnowskyi 637 51.3 313/324
S. tomentosa 635 51.5 311/324
S. aucherana 647 54.1 328/319
S. kotschyi 642 53.1 325/317
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Tablo 5. Clustal W Programiyla Elde Edilen ITS Bolgelerine Dayali Benzerlik Yiizdeleri

SegA Name Len (nt) SegB Name Len (nt) Score
1 S.tomentosa 635 2 S.sosnowskyi 637 98
1 S.tomentosa 635 3 S.latifolia 635 99
1 S.tomentosa 635 4 S.armeniaca 731 83
1 S.tomentosa 635 5 S.hieraciifolia 636 98
1 S.tomentosa 635 6 S.kotschyi 642 80
1 S.tomentosa 635 7 S.parviflora 732 98
1 S.tomentosa 635 8 S.aucherana 647 79
1 S.tomentosa 635 9 S.pygmaea 642 80
1 S.tomentosa 635 10 S.lacera 698 73
1 S.tomentosa 635 11 S.rigida 714 69
2 S.sosnowskyi 637 3 S.latifolia 635 99
2 S.sosnowskyi 637 4 S.armeniaca 731 83
2 S.sosnowskyi 637 5 S.hieraciifolia 636 97
2 S.sosnowskyi 637 6 S.kotschyi 642 80
2 S.sosnowskyi 637 7 S.parviflora 732 97
2 S.sosnowskyi 637 8 S.aucherana 647 78
2 S.sosnowskyi 637 9 S.pygmaea 642 79
2 S.sosnowskyi 637 10 S.lacera 698 73
2 S.sosnowskyi 637 11 S.rigida 714 68
3 S.latifolia 635 4 S.armeniaca 731 83
3 S.latifolia 635 5 S.hieraciifolia 636 98
3 S.latifolia 635 6 S.kotschyi 642 80
3 S.latifolia 635 7 S.parviflora 732 98
3 S.latifolia 635 8 S.aucherana 647 79
3 S.latifolia 635 9 S.pygmaea 642 80
3 S.latifolia 635 10 S.lacera 698 74
3 S.latifolia 635 11 S.rigida 714 69
4 S.armeniaca 731 5 S.hieraciifolia 636 83
4 S.armeniaca 731 © S.kotschyi 642 81
4 S.armeniaca 731 7 S.parviflora 732 82
4 S.armeniaca 731 8 S.aucherana 647 81
4 S.armeniaca 731 9 S.pygmaea 642 82
4 S.armeniaca 731 10 S.lacera 698 87
4 S.armeniaca 731 11 S.rigida 714 64
5 S.hieraciifolia 636 6 S.kotschyi 642 80
5 S.hieraciifolia 636 7 S.parviflora 732 99
5 S.hieraciifolia 636 8 S.aucherana 647 79
5 S.hieraciifolia 636 9 S.pygmaea 642 80
5 S.hieraciifolia 636 10 S.lacera 698 74
5 S.hieraciifolia 636 11 S.rigida 714 68
6 S.kotschyi 642 7 S.parviflora 732 79
6 S.kotschyi 642 8 S.aucherana 647 93
6 S.kotschyi 642 9 S.pygmaea 642 96
6 S.kotschyi 642 10 S.lacera 698 79
6 S.kotschyi 642 11 S.rigida 714 85
7 S.parviflora 732 8 S.aucherana 647 78
7 S.parviflora 732 9 S.pygmaea 642 79
7 S.parviflora 732 10 S.lacera 698 77
7 S.parviflora 732 11 S.rigida 714 6l
8 S.aucherana 647 9 S.pygmaea 642 96
8 S.aucherana 647 10 S.lacera 698 76
8 S.aucherana 647 11 S.rigida 714 81
9 S.pygmaea 642 10 S.lacera 698 77
9 S.pygmaea 642 11 S.rigida 714 88
10 S.lacera 698 11 S.rigida 714 6l
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Tablo 6. Calisilan Orneklere Ait ITS Baz Siralarmin Clustal W Programi ile

Karsilagtirilmasi

Nnnon nonononon  n Nnnon nnnonon i n NN nnnn nonon  n Nnnonnonnon i n 1

Nnnon i ¥ 1 11 11 1’

n n

.armeniaca
.lacera
.tomentosa
.latifolia
.sosnowskyi
.hieraciifolia
.parviflora
.pygmaea
.rigida
.kotschyi
.aucherana

.armeniaca
.lacera
.tomentosa
.latifolia
.sosnowskyi
.hieraciifolia
.parviflora
.pygmaea
.rigida
.kotschyi
.aucherana

.armeniaca
.lacera
.tomentosa
.latifolia
.sosnowskyi
.hieraciifolia
.parviflora
.pygmaea
.rigida
.kotschyi
.aucherana

.armeniaca
.lacera
.tomentosa
.latifolia
.sosnowskyi
.hieraciifolia
.parviflora
.pygmaea
.rigida
.kotschyi
.aucherana

.armeniaca
.lacera
.tomentosa
.latifolia
.sosnowskyi
.hieraciifolia
.parviflora
.pygmaea
.rigida
.kotschyi
.aucherana

.armeniaca
.lacera
.tomentosa

—————————————————————————————————————————————— TCGAAACCT-GCAA
—————————————————————————————————————————————— TCGAAACCTTGCAG
—————————————————————————————————————————————— TCGAAACCT-GCAA
—————————————————————————————————————————————— TCGAAACCT-GCAA
—————————————————————————————————————————————— TCGAAACCT-GCAA
————————————————————————————————————————————————— AAACCT-GCAA
————————————————————————————————————————————————— AAACCT-GCAA
—————————————————————————————————————————————— TCGAATCCT-GCAA
AAATCGTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTGTCGAATCCT-GCAA
—————————————————————————————————————————————— TCGAATCCT-GCAA
—————————————————————————————————————————————— TCGAATCCT-GCAA

Kk Kk Kk KKKk

—AGCAGAACGACCCG-TGAACCTGTACTCAAAAATCGGGTAATGGGGGAACAGGGAAATC
GAGCAGACCGACCCGGCGAACTTGTACTCAAAA-TCGGTTAATGGGGGAACAGGGGAAGC
—AGCAGAACGACCCG-TGAACTTGTACTCACAT-CTAGGCGATAGGGTAACGGGCTATGG
—AGCAGAACGACCCG-TGAACTTGTACTCACAT-CTAGGCGATAGGGTAACGGGCTATGG
—AGCAGAACGACCCG-TGAACTTGTACTCACAT-CTAGGCGATAGGGTAACGGGCTATGG
—AGCAGAACGACCCG-TGAACTTGTACTCACAT-CTAGGCGATAGGGTAACGGGCTAAGG
—AGCAGAACGACCCG-TGAACTTGTACTCACAT-CTAGGCGATAGGGTAACGGGCTAAGG
—AGCAGAATGACCCG-TGAACTTGTAACTATAA-TCGGGCGATGGGGGAACGGTCCTAGG
—AGCAGAATGACCCG-TGAACTTGTAACTATAA-TCGGGCGATGGGGGAACGGTCCTAGG
—AGCAGAATGACCTG-TGAACATGTAACTATAA-TCTGGCGATGGGGGAAAGGTCCTAGG
—AGCAGAATGACCCG-TGAACTTGTAACTATAA-TCGGGCGATGGGGGAACGGTCCTAGG

* Kk kK kK * kKK K Kk kKK Kk kK *  x * Kk Kk Kk kK *

CCTCGATCCCTGTT-ACCT-GTTGGCGTG-CATACGTGTTGCTCCTTTCGGAGCTCCACG
CCTCGAACCCTGTTTACCT-GTTGGCGTGGCAGGCGTGTGGCTCCTTTGGAAGCTCCACG
CTCGATGCACTGTT-GCCT-GTCGGCGTG-CGTTTCTGTCGTTCAATTTAGAGCGCCATT
CTCGATGCACTGTT-GCCT-GTCGGCGTG-CGTTTCTGTCGTTCAATTTAGAGCGCCATT
CTCGATGCACTGTT-GCCT-GTCGGCGTG-CGTTTCTGTCGTTCAATTAAGAGCGCCATT
CTCGAAGCACTGTT-GCCT-GTTGGCGTG-CGTTTCTGTCGTTCAATTTAGAGCGCCATT
CTCGAAGCACTGTT-GCCT-GTTGGCGTG-CGTTTCTGTCGTTCAATTTAGAGCGCCATT
ATCCGAACCTTATCGCCTTTGTCGGCGTG-CTTTCGTGGTGCACCGTATGGAGCACCATG
ATCCGAACCTTATCGCCTTTGTCGGCGTG-CTTTCGTGGTGCACCGTATGGAGCACCATG
ATCCGAACCTTATTGCCTT-GTCTGCGTG-CTTTCGTGGTGTTCCGTATGGAGCACCATG
ATCCGAACCTTATCGCCTTTGTCGGCGTG-CTTTCGTGGTGCACCGTATGGGGCACCATG

* *  x * kK Kk Kk KKKk KK K * * * * * KKk KKKk

GATGTTTCGTTAACAACTTAACAAACCCCGGCACGGAATGTGCCAAGGAAAACAAAACAA
GACGTTTGTTTGACATTCTAACCAACCCCGCCACGGAATGTGCCAAGGAAACCAAACCAA
GACGTTTTGCTGACAATCTAACCAACCCCAGCACGGAATGTGCCAAGGAAAACAAAACAA
GACGTTTTGCTGACAATCTAACCAACCCCAGCACGGAATGTGCCAAGGAAAACAAAACAA
GACGTTTTGCTGACAATCTAACCAACCCCAGCACGGAATGTGCCAAGGAAAACAAAACAA
GACGTTTTGTTGACAATCTAACCAACCCCAGCACGGAATGTGCCAAGGAAAACAAAACAA
GACGTTTTGTTGACAATCTAACCAACCCCAGCACGGAATGTGCCAAGGAAAACAAAACAA
AATGTTACGCTTACAAGTTAACCAACCCCGGCACGGAATGTGCCAAGGAAAACAAAACAA
AATGTTACGCTTACAAGTTAACCAACCCCGGCACGGAATGTGCCAAGGAAAACAAAACAA
AATGTTATGCTTACAAGTTAACCAAACCCGGCGCGGAATGTGCCAAGGAAAACAAAACAA
AATGTTATGCTTACATGTTAACCAACCCCGGCACGGAATGTGCCAAGGAAAACAAAACAA

* kKK * kKK KKKk KKk KKK K KKK KAKAKAKAKAAAKAA KA A K K ) ), **k*k*% **k%

AAGAAGGGCGTGCCCCGTGTTGCCCCGTTCGCGGTGTGCAAGCGGGTCGTGGCCTCCTAG
AAGAAGGGCGTGCCCCGTGTTGCCCCGTTCGCGGTGTGCACGCGGGTCGTGGCCTCCTGG
AAGAAGGGTGCGTCTCGTTTTGCCCCGTTTGCGGTGTGCATGCGAGTTGTGGCCTCCTCT
AAGAAGGGTGCGTCTCGTTTTGCCCCGTTTGCGGTGTGCATGCGAGTTGTGGCCTCCTCT
AAGAAGGGTGCGTCTCGTTTTGCCCCGTTTGCGGTGTGCATGCGAGTTGTGGCCTCCTCT
AAGAAGGGTGCGTCTCGTTTTGCCCTGTTTGCGGTGTGCATGCGAGTTGTGGCCTCCTCT
AAGAAGGGTGCGTCTCGTTTTGCCCCGTTTGCGGTGTGCATGCGAGTTGTGGCCTCCTCT
AAGAAGCAAGCGTCTCTTGTAGCCCCGTTCGCGGTGTGCACTTGGGTCGCGGCCTCTTGG
AAGAAGCAAGCGTCTCTTGTAGCCCCGTTCGCGGTGTGCACTTGGGTCGCGGCCTCTTGG
AAGAAGCAAGCGTC-CTTTTAGCCCCGTTCGCGGTGTGCACTCGGGTCGCGGCCTCTTGG
AAGAAGCAAGCGTCTCTTGTAGCCCCGTTCGCGGTGTGCACTTGGGTCGCGGCCTCTTGG

* Kk Kk Kk k Kk * ok ok ok Kk Kk kkkk kkk xRk kKK kokokokok * kk ok Kk kKKK K
AAACACA--AACGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCACGCATCGATGAAGAACGTAG

AAACACA--AACGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCACGCATCGATGAAGAACGTAG
AAAAATA--AATGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCACGCATCGATGAAGAACGTAG
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13
14
13
13
13
10
10
13
59
13
13

71
73
70
70
70
67
67
70
116
70
70

128
132
127
127
127
124
124
129
175
128
129

188
192
187
187
187
184
184
189
235
188
189

248
252
247
247
247
244
244
249
295
247
249

306
310
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nNnnnunnon non

Nnnon i n nn 1 1 1’ Nnnon n nononon 1 n N nNnnon n nononon nn n NN nnnn nonn n n

Nnonon ihn nn nn 1

.latifolia
.sosnowskyi
.hieraciifolia
.parviflora
.pygmaea
.rigida
.kotschyi
.aucherana

.armeniaca
.lacera
.tomentosa
.latifolia
.sosnowskyi
.hieraciifolia
.parviflora
.pygmaea
.rigida
.kotschyi
.aucherana

.armeniaca
.lacera
.tomentosa
.latifolia
.sosnowskyi
.hieraciifolia
.parviflora
.pygmaea
.rigida
.kotschyi
.aucherana

.armeniaca
.lacera
.tomentosa
.latifolia
.sosnowskyi
.hieraciifolia
.parviflora
.pygmaea
.rigida
.kotschyi
.aucherana

.armeniaca
.lacera
.tomentosa
.latifolia
.sosnowskyi
.hieraciifolia
.parviflora
.pygmaea
.rigida
.kotschyi
.aucherana

.armeniaca
.lacera
.tomentosa
.latifolia
.sosnowskyi
.hieraciifolia
.parviflora
.pygmaea
.rigida
.kotschyi
.aucherana

AAAAATA--AATGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCACGCATCGATGAAGAACGTAG
AAATATATAAATGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCACGCATCGATGAAGAACGTAG
AAAAATA--AATGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCACGCATCGATGAAGAACGTAG
AAAAATA--AATGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCACGCATCGATGAAGAACGTAG
AATCACA--AACGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCACGCATCGATGAAGAACGTAG
AATCACA--AACGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCACGCATCGATGAAGAACGTAG
AATCACA--AACGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCACGCATCGATGAAGAACGTAG
AATCACA--AACGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCACGCATCGATGAAGAACGTAG

* * *  x Kk AR A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A AR AR A ARk kKK

CAAAATGCGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAACGCA
CAAAATGCGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAACGCA
CAAAATGCGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAACGCA
CAAAATGCGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAACGCA
CAAAATGCGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAACGCA
CAAAATGCGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAACGCA
CAAAATGCGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAACGCA
CAAAATGCGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAACGCA
CAAAATGCGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAACGCA
CAAAATGCGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAACGCA
CAAAATGCGATACTTGGTGTGAATTGCAAAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAACGCA

KA KA A A A A A A A A A A A A AR A A AR AR AN A,N Ak A A A A A A A A A A A A A A A A A A AR AR A ARk kKK

AGTTGCGCCCAAAGCCATCCGGCTGAGGGCACGTCTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCG
AGTTGCGCCCAAAGCCATCCGGCTGAAGGCACGTCTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCG
AGTTGCGCCCAAAGCCATCCGGTTGAGGGCACGCCTGCCTGGGCGTCACGCATCGTGTCG
AGTTGCGCCCAAAGCCATCCGGTTGAGGGCACGCCTGCCTGGGCGTCACGCATCGTGTCG
AGTTGCGCCCAAAGCCATCCGGTTGAGGGCACACCTGCCTGGGCGTCACGCATCGTGTCG
AGTTGCGCCCAAAGCCATCCGGTTGAGGGCACGCCTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCG
AGTTGCGCCCAAAGCCATCCGGTTGAGGGCACGCCTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCG
AGTTGCGCCCGAAGCCATTCGGCCGAGGGCACGCCTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCG
AGTTGCGCCCGAAGCCATTCGGCCGAGGGCACGCCTGCTTGGGCGTCACGCATCGCGTCG
AGTTGCGCCCGAAGCCATTCGGCCGAGGGCACGCCTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCG
AGTTGCGCCCGAAGCCATTCGGCCGAGGGCACGCCTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCG

R R R I R I S KKk KKKk KK KKKk KAKAAAAAAAA XA K K,* ), **k*x%

CTCC-CCCATC-CATCCTTTAGAGATGTATTTTATCGGGGCGTAGATTGGCCTCGTGTGC
CTCC-CCCATC-CATCCTTGAAGGATGGATGCTACCGGGGCGGAGATTGGCCTCGTGTGC
CTCC-CCCATG-TACCTAATCAGGATGCATGTTGTGGGGGCGGAGATTGTCCTCCTGTGC
CTCC-CCCATG-TACCTAATCAGGATGCATGTTGTGGGGGCGGAGATTGTCCTCCTGTGC
CTCC-CCCATA-TACCTAATCAGGATGCATGTTGTGGGGGCGGAGATTGTCCTCCTGTGC
CTCC-CCCATG-TACCTAATCAGGATGCATGTTATGGGGGCGGAGATTGTCCTCCTGTGC
CTCC-CCCATG-TACCTAATCAGGATGCATGTTATGGGGGGGGAGATTGTCCTCCTGTGC
CTCCACCCATGTCTTCCATTCTGGATGCATGGAGTTGGGGCGGAGATTGGCCTCCCGTGC
CTCCACCCATGTCTTCCATTCTGGATGCATGGAGTTGGGGCGGAGATTGGCCTCCCGTGC
CTCCACCCATGTATTCCATTGTGGATGCATGGAGTTGGGGCGGAGATTGGCCTCCCGTGC
CTCCACCCATGTCTTCCGTTCTGGATGCATGGAGTTGGGGCGGAGATTGGCCTCCCGTGC

KKk KkKk KKKk kK * KKKk KK KkKkKkKk Kk KkAkkkKk KKKk * Kk kK

TCT-AGGCGTGCTTGGCCCAAACACGAGTCTCCTTC---GGTGGAT-GCAC-GACTAG-T
TCT-AGGCGTGCTTGGCCCAAACATGAATCCCTTTCCG-GGTGGACAGCACCGACTAGGT
TTA-TGGCGCGGTTGGTCCAAACCTAAGTCCCCTGC---GGTGGAT-GCAC-GACAAG-T
TTA-TGGCGCGGTTGGTCCAAACCTGAGTCCCCTGC---GGTGGAT-GCAC-GACAAG-T
TTA-TGGCGCGGTTGGTCCAAACCTGAGTCCCCCGC---GGTGGAT-GCAC-GACAAG-T
TTA-TGGCGCGGTTGGTCCAAACCTGAGTCCCCTGC---GGTGGAT-GCAC-GACAAG-T
TTA-TGGCGCGGTTGGTCCAAACCTGAGTCCCCTGC---GGTGGAT-GCAC-GACAAG-T
TCTCAGGTGCGGTTGGCCTAAACACGAGTCCCCTATT--GGTGGAT-GCAT-GGCTAG-T
TCTCAGATGCGGTTGGCCTAAACACGAGTCCCATAGG--GGTGGAG-GCAA-AAATAG-A
TCTCAGGTGCGGTTGGCCTAAACCCGAGTCCCCTATTTTGGTGGAT-GCAT-GGCTAG-T
TCTCCGGTGCGGTTGGCCTAAACACGAGTCCCCTATT--GGTGGAT-GCAT-GGCTAG-T

* Kk k ok kKKK K kAkkk * kk Kk khkkhkkk KKK **
GGTGGTTGAA-TAGGCCCTTGTCTTTTGT—---— CGTGTGCCGTGTGC---TGC--AAGG
GGTGGTTGAAATAAGCCCTTGTTCTTTTTGTTCGTGTGTGCCGTGTGTGCTTGCCAAGGG
GGTGGTTTGA-TAGGCCCTCGTCTTTCGT———-— CGTGTGTTGTTTCC---TGC--ATGG
GGTGGTTTGA-TAGGCCCTCGTCTTTCGT—-—--— CGTGTGTTGTTTCC---TGC--ATGG
GGTGGTTTGA-TAGGCCCTCGTCTTTCGT—-—--— CGTGTGTTGTTTCC---TGC--AAGG
GGTGGTTTGA-TAGGCCCTCGTCTTTCGT—-—--— CGTGTGTTGTTTCC---TGC--AAGG
GGTGGTTTGA-TAGGCCCTCGTCTTTCGT———--— CGTGTGTTGTTTCC---TGC--AAGG
GGTGGTTGAA-TAGACCCTCGTATTATGC-——--— TGTGTGTCTTGAAC---CGTTAGGGA
GATGGG-GAA-TAGACAAAAAATATGGGG-—---— GGGGTAAAATAAAA---AGTTAGGCG
GGTGGTTGAA-TAGACCCTCGTATTATGC-—-—--— TGTGTGTCGTGAAC---CATTAGGGA
GGTGGTCGTA-TAAACCCTTGTATTATGC-—-—--— TGTGTGTCTTGCAG---GGATAGGGA
* kkk * kk ok * * kk *
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.armeniaca
.lacera
.tomentosa
.latifolia
.sosnowskyi
.hieraciifolia
.parviflora
.pygmaea
.rigida
.kotschyi
.aucherana

.armeniaca
.lacera
.tomentosa
.latifolia
.sosnowskyi
.hieraciifolia
.parviflora
.pygmaea
.rigida
.kotschyi
.aucherana

.armeniaca
.lacera
.tomentosa
.latifolia
.sosnowskyi
.hieraciifolia
.parviflora
.pygmaea
.rigida
.kotschyi
.aucherana

GAACCT--CTTTTATTA---GACCCCAATGCATC--TTCCTAT---GACGA----TGTTT 632
GAACCTTCCTTTTATTAAGAGACCCCATGGCATCCTTTCCTATATGGACGAATAGTGTTT 666

TAATCT----TGTACTAA--GACCCTAATGCATT--GTCTTAT---GATGA----TGCTT 630
TAATCT----TGTACTAA--GACCCTAATGCATT--GTCTTAT---GATGA----TGCTT 630
TAATCT----TGTACTAA--GACCCTAATGCATT--GTCTTAT---GATGA----TGCTT 632
TAATCT----TGTACTAA--GACCCTAATGCATT--GTCTTAT---GATGA----TGCTT 627
TAATCT----TGTACTAA--GACCCTAATGCATT--GTCTTAT---GATGA----TGCTT 627

AGCCCT----CGTATGAG---ACCCCAATGCGTC--GTCTTGC---GACGA----AGCTT 637
CGGCCT----CGTATATA---GGGGGGGGGTGGA--GTATAAC---AA--G----AGCCG 680
AGCCCT----CGTATGAG---ACCCCAATTCGTC--GTCTAGC---GACGA----AGCTT 637
AGCCTT----CGTATGAG---ACCCCAATGCGAT--GACTTGC---CATGA----AGATT 637

* * x * *

CGACCG--CGACCCC-AGGTCAGGC-GGGACTACCCGCTGAGTTTAAGCATATCAATAAG 688

CGACCCGCCGACCCCCAGGTCAAGCCGGGACT -~ === === === ————————————————— 698
COAC T m—m m m m m m o o o 635
0] ol 635
0] Nl 637
COACTG==COA = === = — — — m m m o o o o o o 636
CGACTG--CGACCCC--AGGTCAGGCGGGACTACCCGCTGAGTTTAAGCATATCAATAAG 683
CGAC— Cmmm m o 642
CGGC-GCATCTCAAGGCGGGGATGACCTAACGGCT—————— === === ——————————— - 714
COACm Cmm m m m m o o o o o 642
COACCGCGA = m = — — m m m m o o o o 647
**x  x

CGGAGGAATCACTAGTGAATTCGCGGCCGCCTGCAGGTCGACC-—————=——=——————- 731
CGGAGGAAATCGAATTCCCGCGGCCGCCATGGCGGCCGGGAGCATGCGA-—————————~ 732

Not: *’ler Orneklerde Baz Cakisma Dizilerini Gostermektedir
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ITS bolgesinin tamami alinarak yapilan maksimum parsimoni (MP) agacinda 6rneklerin
temelde iki gruba ayrildig1 goriilmektedir (Sekil 19). S. kotschyi, S. aucherana, S. pygmaea
subsp. nutans, S. rigida bir grup olustururken, S. tomentosa, S. latifolia, S. sosnowskyi, S.
hieraciifolia, S. parviflora, S. armeniaca ve S. lacera taksonlarminda bagka bir grup

olusturdugu gorilmiistiir.

S. tomentosa

S. sosnowsky1

99 S. latifolia
S. parvitlora
73 . e e
S. hieracutoha
99 S. anmmeniaca
S. lacera
gor— I porrfolus
L T. dubius
T S. kotschy1
99 i
S. aucherana
96
71 ‘{ S pygnmaea ssp. nutans
S. nigida
e
10

Sekil 19. ITS Bolgesinin MEGA programiyla yapilmis maksimum parsimoni analizi
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— 5. tomentosga

94 18, latifolia

ag LS. gosnowskyi

dg r S. parviflora
58 i s
5. hieracifo lia
99 —— T.dubius
L T. pomrifoling
99 S. armeniaca
S. lacera
S. kotschyi
a9 o
S.rigida
95
6 Lﬁ S. aucherana
S.pygmaea ssp. mutans
ooz

Sekil 20. ITS Bolgesinin MEGA programiyla yapilmis Neighbour joining Analizi

ITS (ITS1, 5.8S, ITS2) bolgesinin tamami alinarak yapilan Neighbour joining agacinda

orneklerin temelde iki gruba ayrildigi goriilmektedir (Sekil 20). S. armeniaca, S. lacera, S.

kotschyi, S. rigida, S. aucherana ve S. pygmaea subsp. nutans bir grup olustururken, S.

tomentosa, S. latifolia, S. sosnowskyi, S. parviflora, S. hieraciifolia taksonlarininda bagka bir

grup olusturdugu goriilmiistiir. D1 grup olarak segilen Trogopogon tiirleri ise her iki agag

topolojisinde de olusan iki grup arasinda kaldig: tespit edilmistir. Iki agac topolojisinde de

olusan gruplar arasinda kalms olmasi Scorzonera ve Trogopogon’un ortak ataya sahip

olmalarina ve bu iki cinsin ayrilmarinin {izerinden ¢ok uzun siire gegmemesine baglidir.

Tablo 7. Kimura’nin Pair-Wise Benzemezlik Tablosu

S._tomentosa

S._latifolia 0,002
S._sosnowskyi 0,011
S._parviflora 0,014
S._hieraciifolia 0,014
S._armeniaca 0,192
S._lacera 0,215
T._dubius 0,166
T. porrifolius 0,166
S._aucherana 0,233
S._pygmaea 0,221
S._rigida 0,257
S._kotschyi 0,218

0,009
0,013
0,013
0,190
0,213
0,164
0,164
0,231
0,218
0,254
0,215

0,022
0,022
0,194
0,218
0,173
0,173
0,241
0,228
0,265
0,225

0,004

0,178 0,178
0,201 0,201
0,166 0,166
0,166 0,166
0,234 0,234
0,221 0,221
0,257 0,257
0,218 0,218

39

0,085

0,170 0,208

0,170 0,210 0,016

0,201 0,222 0,189 0,192

0,187 0,220 0,175 0,173 0,016

0,221 0,248 0,212 0,209 0,059 0,044
0,200 0,234 0,180 0,184 0,042 0,029 0,075



5. TARTISMA

Scorzonera cinsine ait bazi taksonlarin filogenetik iligkilerinin incelendigi bu
arastirmada morfolojik ve molekiiler incelemeler yapilmistir. Morfolojik incelemelerde kok,
govde, yaprak ve cicek karakterleri lizerinde durulmus molekiiler incelemeler ise ITS baz
siralarina gore yapilmistir. Calismada 11 Scorzonera taksonu ele alinmistir bunlardan dort
tanesi endemiktir.

Scorzonera cinsi baslangicta Podospermum ile birlikte ayni cins altinda incelenmistir
(De Candolle, 1805). Kuthatheladze (1978) ise Podospermum ile Scorzonera’y1 farkli birer
cins olarak ele almiglardir. Yine son yillarda ITS baz siralar1 analizlerine goére yapilan
calismalarda Scorzonera ile Podospermum cinslerinin birbirlerinden ¢ok iyi ayrildig:
belirtilmistir (Madrodiev ve ark., 2004). Gliniimiizde Scorzonera bagimsiz bir cins olarak
incelenmektedir. Ancak morfolojik 6zellikleri yoniinden kendisine benzer olan Tragopogon
cinsi mensuplar ile sistematik acidan karistirilmaktadir (Davis, 1988). Fillari uzunluklarinin
esit olmayis1 ve akenlerinde gaga bulundurmamasi yoniiyle 7ragopogon’dan ayrilmaktadir.

Son yillarda rDNA’nmin ITS bolgelerine dayali filogenetik analizler taksonomik
pozisyonun ortaya ¢ikarilmasinda kullanilmaktadir. Bu analizler ayn1 zamanda taksonomik
acidan ¢ok karmasik olan birgok cinsin, tiiriin veya fazla sayida takson ihtiva eden gruplarin
filogenetiginin yeniden insaasi ¢alismalarinda da kullanilmaktadir (Madrodiev ve ark., 2005).

Scorzonera taksonlarinin teshisinde o6zellikle kok yapisi, govde formu ve dallanma

ozellikleri, yaprak karakterleri, tiiylenme ve tiiy tipleri ile ¢igek 6zellikleri ve aken morfolojisi
biiyiik énem tagimaktadir (Makbul, 2006). incelenen Scorzonera orneklerini morfolojik
olarak skeyp, yar1 gévdemsi ve govdemsi olarak ii¢ grupta toplamak miimkiindiir. Ayn1 grup
igerisinde yer alan Ornekleri birbirinden ayirt etmek olduke¢a zordur. S. pygmaea ssp. nutans
ve S. rigida skeyp formda bulunan 6rneklerdir. S. pygmaea ssp. nutans’in boyu 19 cm’den
kisa, yapraklar1 lanat ve aken boyu 2-5 mm arasinda, S. rigida’nin boyu 19 cm’den uzun,
yapraklar1 pubescent ve aken boyu 5-9 mm’dir. Bu morfolojik 6zellikler bakimindan iki
taksonu biribirden ayirmak miimkiindiir.

S. armeniaca, S. parviflora, S. hieraciifolia, S. lacera, S. aucherana ve S. kotschyi yari
govdemsi veya govdemsi formda bulunan bitkilerdir. Bu grupta yer alan S. lacera mor
ligulalara sahip olmasiyla S. parviflora ise kok seklinin rizom, govdesinin ise i¢i bos olmasi
ile diger taksonlardan kolaylikla ayirt edilebilir. S. armeniaca aken boy uzunlugu ve
akenlerinin tabaninda siskinlik olmasi ile diger tiirlerden ayrilir. S. armeniaca calisilan
taksonlar arasinda en uzun akenlere sahip taksondur. S. kotschyi ve S. hieraciifolia ise

birbirinden gen¢ kapitulum boyu ve akenlerinin oluklu olup olmamasina gore ayrilirlar. S.

40



kotschyi’ nin gen¢ kapitulum boyu 15-16 cm’dir, akenleri sapsiz ve oluksuzdur. S.
hieraciifolia’nin geng kapitulum boyu 10-14 cm, akenleri sapli ve olukludur. Bu morfolojik
karakterler 1iki takson arasindaki sistematik problemin ¢6ziimiine katki sagladini
sOyleyebiliriz.

Govdemsi formada ise S. latifolia, S. sosnowskyi, S. tomentosa, bulunmaktadir ve
birbirine en ¢ok benzeyen ii¢ tiirdiir. Bu {i¢ tiirlin habitatinda birbiri igerisine girmis olmast
beraberinde bir takim sikintilar1 da getirmektedir. S. tomentosa digerlerine gore daha kisa
boylu, yapraklar1 daha genis, pappuslar1 kahverengimsi ve akenleri tliysiizdiir. S. sosnowskyi
ile S. latifolia birbirlerine ¢cok benzerler. S. sosnowskyi ile S. latifolia ayni habitat1 paylasirlar.
Aralarindaki tek fark kapitulum sayisidir. S. latifolia, S. sosnowskyi’’ ye gore daha fazla
kapitulama sahiptir. S. latifolia’nin kapitulum sayis1 50—100 arasinda degiskenlik gosterirken,
S. sosnowskyi’nin kapitulum sayis1 10-20 arasinda degiskenlik gostermektedir.

Arastirma incelenen 11 Scorzonera taksonu morfolojik incelemeler sonucunda tespit
edilen degiskenler kullanilarak UPGMA ile gruplandirilmistir (Sekil 17). Morfolojik
degiskenler kullanilarak yapilan kiimeleme analizinde incelenen 11 taksonun iki ana gruba
ayrildigr tespit edilmistir. Bu iki gruptan birincisini S. fomentosa, S. sosnowskyi, S. latifolia
olustururken ikinci grupta S. armeniaca, S. kotschyi, S. parviflora, S. pygmaea ssp. nutans, S.
rigida, S. hieraciifolia, S. lacera ve S. aucherana bulunmaktadir. Bu dendrograma gore
morfolojik 6zelliklere gore S. tomentosa ile S. sosnowskyi ve S. pygmaea ssp. nutans ile S.
rigida taksonlar1 birbirine en yakin taksonlar olarak tespit edilmistir. Yine bu fenograma gore
S. armeniaca’nin S. tomentosa ve S. sosnowskyi’ye olan uzaklig1 en fazla olarak bulunmustur.
Bu sonuglar Tiirkiye Florasi (Chamberlain, 1975) ile karsilastirildiginda karsimiza benzer
sonuclar ¢ikmaktadir.

ITS dizin analizleri sonucunda elde edilen Maksimum Parsimoni agacinda 11 6rnegin
temelde iki grup olusturdugu gorilmektedir. S. kotschyi, S. aucherana, S. pygmaea ssp.
nutans ve S. rigida bir grup olustururken, S.tomentosa, S. latifolia, S. sosnowskyi, S.
hieraciifolia, S. parviflora, S. armeniaca ve S. lacera ayr bir grup olusturdugu goriilmektedir
(Sekil 19). Neighbour joining aga¢ topolojisinde de orneklerin iki grup olusturdugu
goriilmektedir (Sekil 20). S. kotschyi, S. aucherana, S. pygmaea ssp. nutans, S. rigida, S.
armeniaca ve S. lacera bir grup olustururken, S. tomentosa, S. latifolia, S. sosnowskyi, S.
hieraciifolia, S. parviflora, taksonlarminda baska bir grup olusturdugu goriilmiistiir. Iki agag
topolojisinde olusan sonuglar birbirleri ile paralellik gostermektedir.

Dis grup olarak secilen Scorzonera cinsine en yakin cins olan 7ragopogon’un her iki

agag topolojisinde de olusan iki grup arasinda kalmistir. Bizim ¢alismamizda dis grup olarak
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secilen Tragopogon’un ITS baz dizilerine gore iki grup arasinda kalmasi bu iki cinsin ortak
bir ataya sahip olmasi ve birbirlerinden ayrilma zamani1 ¢ok uzun siireye dayanmadigindan
dolayr oldugu soOylenebilir. Yine Scorzonera’nin polifilitik olmasindan dolayr agaglardaki
kollardan birine 7ragopogon baglanabilir.

Calisilan Scorzonera oOrneklerinin ITS bolgesinin toplam uzunlugunun 635-741 bp
arasinda degistigi ve tiirler arasinda sabit olmadig: tespit edilmistir. Baz varyasyonun ise % %
0,2-26,5 arasinda oldugu belirlenmistir. ITS baz sirasinin % 26,5’e¢ varan oranda varyasyon
gostermesi, calisilan bazi taksonlarin sistematik ayrimina onemli katkida bulundugu tespit
edilmistir. En az farkin % 0,2 oranla ayn1 grupta yer alan S. fomentosa ve S. latifolia arasinda
oldugu goriilmektedir. Bu taksonlara en uzak tir ise % 26,5 oraninda baz farkiyla S.
rigida’dir. ITS boélgelerinde % 0,2’lik oranda diisiik bir farkin olmas1 bu tiirler arasindaki
sistematik problemin ¢oziimiine yardimci olmadigini gosterir. Scorzonera cinsi igerisinde
bulunan taksonlarin filogenetik iliskilerinin incelendigi bir aragtirma da (Owen ve ark., 2006)
ITS baz siralarinin bazi tiirlerin ayriminda etkili oldugu fakat bazi tiirlerde yiiksek oranda
benzerlik gostermesinden dolayr sistematik problemlerine katki saglamadigi belirtilmistir.
Tirkiye florasinda da (Chamberlain, 1975) S. tomentosa ve S. latifolia’nin hibrit olabilecegi
diistiniilmiistlir. Scorzonera ile ilgili yapilan baska bir ¢aligmada (Makbul, 2006) yine bu iki
tiriin morfolojik ve anatomik ozelliklerinin birbirine ¢ok yakin oldugu belirtilmistir. S.
tomentosa, S. sosnowskyi ve S. latifolia hem morfolojik verilere hem de ITS boélgeleri agag
topolojisine gore biiylik oranda benzerlik gostermis olmasi bu tiirler arasinda ki ayriminda
molekiiler verilerin morfolojik karakterleri destekledigi goriilmiistiir. Ayni tiirler {izerine
yapilmis olan bir ¢alismada (Makbul, 2006) morfolojik karakterlerin anatomik karakterlere
gore sistematik probleme daha ¢ok katkida bulundugu belirtilmistir. Tiirkiye florasinda da
(Chamberlain, 1975) bu tiirlerin birbirine ¢ok yakin tiirler oldugu belirtilmis ve bu tiirler icin
daha kapsamli ¢alismalarin yapilmas1 gerektigi vurgulanmistir.

ITS verilerine gore olusturulan dendogram incelendiginde ikinci grupta S. kotschyi, S.
aucherana, S. pygmaea ssp. nutans, S. rigida, S. armeniaca ve S. lacera’nin yer aldig1
goriiliir. Taksonlar arasinda Kimura’nin pair-wise (Tablo 7) benzemezlik metoduna gore, S.
rigida’nin en diisiik varyasyon gosterdigi S. pygmaea ssp. nutans ile arasinda % 4,4’liikk baz
farkliligin olmasi bu iki tiir arasinda sistematik ayrima gidilebilecegi s6ylenebilir. Yapilan bir
calismada (Madrodiev ve ark., 2004) ITS baz siralarina gore olusturulan dendogramda S.
latifolia ve S. rigida ayni grupta yer aldigi belirtilmistir. Ancak bizim g¢aligmamizda S.
latifolia ve S. rigida farkli grupta yer almis ve birbiri ile tamamen ayrildig1 goriilmiistiir. ki

calisma arasindaki bu fark, zamanla taksonlarda insersiyonlarin veya delesyonlarin
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olusmasindan kaynaklanabilir. Insersiyon ve delesyonlarin meydana gelmesi taksonlar
arasinda baz farkliliginin artmasina neden oldugu i¢in bu iki takson arasinda zamanla
insersiyon veya delesyonun meydana gelmis olmasi diisiiniilmektedir.. Ayn1 habitat1 paylasan
S. hieraciifolia ve S. parviflora morfolojik karakterlere gore olan aga¢ topolojisinde birbirine
cok uzak tiirler oldugu tespit edilmistir. Ancak ITS baz siralar1 aga¢ topolojilerinde ve
Kimura’nin pair wise benzemezlik metoduna gore birbirlerine yakin tiirler olarak
gOriilmistiir. Bu tiirlerin morfolojik yapilarinin farkli olmasi fakat ITS bolgelerinin birbirine
cok yakin olmasi ayni habitati paylasmalarindan dolay1 ayn1 bazlarda meydana gelebilecek
mutasyonlara maruz kalmalarindan kaynaklanabilir.

Morfolojik verilere dayali UPGMA analizi sonucunda ayni grupta bulunan S. /acera ve
S. hieraciifolia, 1TS baz dizileri sonucu elde edilen Neighbour Joining agac¢ topolojisinde
farklt grup olusturmus ve Clustal W programindan % 74 benzerlik gostermistir. Bu sonuglara
gore ITS baz dizilerinin birbirlerinden tamamen farkli oldugu ve molekiiler analizin bu iki
taksonu ayriminda morfoloji karakterlere gore daha etkili oldugu sdylenebilir. Asteraceae
familyasinda bulunan Robinsonia cinsindeki tirlerin ITS dizisine dayali filogenesinin
incelendigi bir arastirmada ITS baz siralarinin tiirler iizerinde yapilan morfolojik ¢alismalarla
paralellik gosterdigi vurgulanmistir ( Sang ve ark., 1995). Ancak bu iki tiir i¢in molekiiler
verilerin morfolojik verileri desteklemedigi goriilmiistiir. Yine Asteracaeae familyasindaki
baska bir tribus olan Cardueae’nin filogenetik analizinde ITS baz sirasinin varyasyon
gostermedigi yani tribusun sistematik problemini ¢ozmede yardime1 olmadig tespit edilmistir
(Susana ve ark., 1995 ).

S. armeniaca nin morfolojik karakterlere gore S. kotschyi’ye daha yakin oldugu fakat
ITS bolgesi agag topolojisine bakildiginda ve baz farkliliklarina bakildigr zaman birbirinden
cok fakl tiirler oldugu goriilmiistiir. Clustal W programindan elde edilen sonucglarda da S.
armeniaca’nin ITS baz sirasinin S. kotschyi’nin baz sirasina % 81 benzerlik gosterdigi tespit
edilmistir bu kadar yiiksek oranda baz farkinin olmasi iki tiirii biribirinden ayirmada ITS baz
stiralarinin morfolojik karakterlere gore daha etkili oldugu sdylenebilir. Yine S. armeniaca’ya
morfolojik olarak yakin diger tiirler arasindaki benzerligin ITS aga¢ topolojisinde ve baz
farklilik oraninda rastlanmamis olmasi ITS baz dizisinin S. armeniaca’y1 diger tiirlerden
ayirmada biiylik roliiniin oldugunu gostermektedir. Makbul (2006) yaptig1 c¢alismada S.
armeniaca nin morfolojik olarak S. cana var. jacquiniana’ya, anatomik degiskenlere gore ise
S. suberosa ssp. suberosa ile benzerlik gosterdigini belirtmistir.

S. aucherana morfolojik analiz sonucu tamamen farkli bir dal olusturmus ve diger

taksonlardan kolaylikla ayrilmistir. ITS baz dizi analizinde ise S. rigida ve S. pygmaea ssp.
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nutans ile ¢ok yakin grup olusturmustur. Aga¢ topolojisinde yakin grup olusturmalarina
ragmen Kimura'nin pir-wise benzemezlik metodundaki baz varyasyonlar: ile birbirlerinden
ayrildigr goriilmektedir.

Morfolojik ve molekiiler veriler kullanilarak gergeklestirilen analizler 1s18inda
sonuglarin birbirlerine bazi taksonlar icin benzedigi bazilar1 igin ise benzemedigi
goriilmektedir. Ornegin S. tomentosa, S. sosnowskyi ve S. latifolia hem molekiiler hem de
morfolojik verilere gére ayn1 grupta bulunmakta fakat S. lacera ve S. hieraciifolia morfolojik
agac topolojisinde aymi1 grup iken molekiiler aga¢ topolojisinde tamamen ayrilmaktadirlar.
Buna gore elde edilen molekiiler sonuglarin taksonlarin ayriminda morfolojik verilere dnemli
katkilar sagladigini sOyleyebiliriz. Yani molekiiler veriler Scorzonera taksonlarindaki
varyasyonu agiklamada etkin rol oynamaktadir. Ozellikle morfolojik veriler bazi1 taksonlar
ayirmada etkili olurken bazilarinda ise molekiiler veriler daha etkilidir. Ikisi birlikte
diistintildiiglinde taksonomik olarak etkili bir ayirim s6z konusudur. Fakat bazi taksonlar i¢in
morfolojik degiskenler tek basmna kullanildiginda varyasyonun oOnemli bir kismim
aciklayabilidigini de gérmekteyiz. Makbul (2006) tarafindan yapilan bir ¢alismada morfolojik
karakterlerin Scorzonera cinsi ig¢indeki varyasyonu aciklamakta onemli bir etkiye sahip
oldugu belirtilmistir. Anatomik karakterlerin de morfolojik karakterler kadar olmasa da
varyasyonu belirleme de 6nemli bir rol oynadigini sdylemistir.

Bu sonuglara gére hem morfolojik karakterler hemde molekiiler veriler Scorzonera cinsi
igerisindeki varyasyonu agiklamada biiyiik katki saglamistir. ITS analizlerine dayali agacta
aragtirmaya konu olan taksonlar arasindaki filogenetik iligki ileri derecede ortaya
konulmustur. iki analizin baz1 yonleri ile benzerlik gostermesi ITS baz analizinin morfolojiye

katkida bulunabilecegini gostermektedir
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Bu c¢alismada Scorzonera cinsine ait 11 taksonun nrDNA ITS bolgesi arastirilmistir.
Arastirmanin gercgeklestirildigi taksonlara ait ntDNA ITS boélgelerinin toplam uzunlugunun
635 — 741 bp arasinda degisim gosterdigi bulunmustur. Orneklerin birbirlerine benzerlik
oranlarinin da % 73,5-99,8 arasinda degistigi belirlenmistir. Bu bolgedeki G+C igerigi % 51,3
-55,9 arasindadir.

Literatiire gére bu cinsin Tiirkiye taksonlar ile ilgili olarak, daha 6nce yapilmis boyle
bir ¢alismaya rastlanilmamaistir. Dolayisiyla dogal olarak yetisen 11 Scorzonera taksonuna ait
ITS baz siralar ilk kez bu arastirma ile ortaya konulmustur. Bu ¢alismada kullanilmak {izere
toplanmis Scorzonera taksonlarina ait 6rnekler teshisleri yapildiktan sonra herbaryum 6rnegi
haline getirilmis, RUB ve KTUB herbaryumlarina kazandirilmistir.

Calisilan taksonlardan S. aucherana, S. hieraciifolia, S. tomentosa ve S. pygmaea ssp.
nutans endemiktir. Gergeklestirilen bu ¢alisma ile gen kaynaklari i¢in 6nemli bir veri olan
endemik Scorzonera tiirlerine ait ITS baz dizini ilk kez elde edilmistir.

Yapilan molekiiler ve morfolojik analizler sonucunda olusturulan dendogramlarin genel
olarak birbirine benzer sonuclar ortaya koydugu belirlenmistir. Bu ¢alismadan elde edilen
sonuglarin, daha dnce Scorzonera tiirleri ile yapilan sistematik ¢aligmalar1 destekler nitelikte
oldugu goriilmiistiir.

cpDNA iizerinde bulunan trn7-L ve trnL—F intronlarinin sistematik caligmalarda ITS
gibi yaygin olarak kullanildig1 ve agiklayici ¢oziimler sundugu bazi arastiricilar tarafindan
belirlenmistir. Yine cpDNA {izerinde bulunan matK geninin sekans analizi yapilarak 6nemli
bir varyasyonun bulunup bulunamayacad aragtirilabilir. Bulunacak sonuglarin ITS ve
morfolojik veriler ile uygunluk saglayip saglayamayacagi bu sekilde belirlenebilir.

Tirkiye’de yayilis gosteren cogu Scorzonera tirlerinin kromozom sayilar1 heniiz
belirlenmemistir. Bu cinsin Tirkiye’de yayilis gosteren tiirlerinin sistematik problemlerinin
¢oziimii icin, morfolojik ve molekiiler g¢alismalarin yanm1 sira anatomik, karyolojik ve

palinolojik ¢aligmalarda yapilmasi gerekmektedir.
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7. EKLER

Ek 1. S. armeniaca
TCGAAACCTGCAAAGCAGAACGACCCGTGAACCTGTACTCAAAAATCGGGTAATGGGGGAACAGGGARATCCCTC
GATCCCTGTTACCTGTTGGCGTGCATACGTGTTGCTCCTTTCGGAGCTCCACGGATGTTTCGTTAACAACTTAAC
AAACCCCGGCACGGAATGTGCCAAGGAAAACAAAACAAAAGAAGGGCGTGCCCCGTGTTGCCCCGTTCGCGGTGT
GCAAGCGGGTCGTGGCCTCCTAGAAACACAAACGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCACGCATCGATGAAGA
ACGTAGCAAAATGCGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAACGCAAGTTGCGCC
CAAAGCCATCCGGCTGAGGGCACGTCTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCGCTCCCCCATCCATCCTTTAGAGAT
GTATTTTATCGGGGCGTAGATTGGCCTCGTGTGCTCTAGGCGTGCTTGGCCCAAACACGAGTCTCCTTCGGTGGA
TGCACGACTAGTGGTGGTTGAATAGGCCCTTGICTTTTGTCGTGTGCCGTGTGCTGCAAGGGAACCTCTTTTATT
AGACCCCAATGCATCTTCCTATGACGATGTTTCGACCGCGACCCCAGGTCAGGCGGGACTACCCGCTGAGTTTAA
GCATATCAATAAGCGGAGGAATCACTAGTGAATTCGCGGCCGCCTGCAGGTCGACC

Ek 2. S. hieraciifolia
AAACCTGCAAAGCAGAACGACCCGTGAACTTGTACTCACATCTAGGCGATAGGGTAACGGGCTAAGGCTCGAAGC
ACTGTTGCCTGTTGGCGTGCGTTTCTGTCGTTCAATTTAGAGCGCCATTGACGTTTTGTTGACAATCTAACCAAC
CCCAGCACGGAATGTGCCAAGGAAAACAAAACAAAAGAAGGGTGCGTCTCGTTTTGCCCTGTTTGCGGTGTGCAT
GCGAGTTGTGGCCTCCTCTAAAAATAAATGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCACGCATCGATGAAGAACGT
AGCAAAATGCGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAACGCAAGTTGCGCCCAAA
GCCATCCGGTTGAGGGCACGCCTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCGCTCCCCCATGTACCTAATCAGGATGCAT
GTTATGGGGGCGGAGATTGTCCTCCTGTGCTTATGGCGCGGTTGGTCCAAACCTGAGTCCCCTGCGGTGGATGCA
CGACAAGTGGTGGTTTGATAGGCCCTCGTCTTTCGTCGTGTGTTGTTTCCTGCAAGGTAATCTTGTACTAAGACC
CTAATGCATTGTCTTATGATGATGCTTCGACTGCGA

Ek 3. S. lacera
TCGAAACCTTGCAGGAGCAGACCGACCCGGCGAACTTGTACTCAAARATCGGTTAATGGGGGAACAGGGGAAGCCC
TCGAACCCTGTTTACCTGTTGGCGTGGCAGGCGTGTGGCTCCTTTGGAAGCTCCACGGACGTTTGTTTGACATTC
TAACCAACCCCGCCACGGAATGTGCCAAGGAAACCAAACCAAAAGAAGGGCGTGCCCCGTGTTGCCCCGTTCGCG
GTGTGCACGCGGGTCGTGGCCTCCTGGAAACACAAACGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCACGCATCGATG
AAGAACGTAGCAAAATGCGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAACGCAAGTTG
CGCCCAAAGCCATCCGGCTGAAGGCACGTCTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCGCTCCCCCATCCATCCTTGAA
GGATGGATGCTACCGGGGCGGAGATTGGCCTCGTGTGCTCTAGGCGTGCTTGGCCCARACATGAATCCCTTTCCG
GGTGGACAGCACCGACTAGGTGGTGGTTGAAATAAGCCCTTGTTCTTTTTGTTCGTGTGTGCCGTGTGTGCTTGC
CAAGGGGAACCTTCCTTTTATTAAGAGACCCCATGGCATCCTTTCCTATATGGACGAATAGTGTTTCGACCCGCC
GACCCCCAGGTCAAGCCGGGACT
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Ek 4. S. parviflora
AAACCTGCAAAGCAGAACGACCCGTGAACTTGTACTCACATCTAGGCGATAGGGTAACGGGCTAAGGCTCGAAGC
ACTGTTGCCTGTTGGCGTGCGTTTCTGTCGTTCAATTTAGAGCGCCATTGACGTTTTGTTGACAATCTAACCAAC
CCCAGCACGGAATGTGCCAAGGAAAACAAAACAAAAGAAGGGTGCGTCTCGTTTTGCCCCGTTTGCGGTGTGCAT
GCGAGTTGTGGCCTCCTCTAAAAATAAATGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCACGCATCGATGAAGAACGT
AGCAAAATGCGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAACGCAAGTTGCGCCCAAA
GCCATCCGGTTGAGGGCACGCCTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCGCTCCCCCATGTACCTAATCAGGATGCAT
GTTATGGGGGGGGAGATTGTCCTCCTGTGCTTATGGCGCGGTTGGTCCAAACCTGAGTCCCCTGCGGTGGATGCA
CGACAAGTGGTGGTTTGATAGGCCCTCGTCTTTCGTCGTGTGTTGTTTCCTGCAAGGTAATCTTGTACTAAGACC
CTAATGCATTGTCTTATGATGATGCTTCGACTGCGACCCCAGGTCAGGCGGGACTACCCGCTGAGTTTAAGCATA
TCAATAAGCGGAGGAAATCGAATTCCCGCGGCCGCCATGGCGGCCGGGAGCATGCGA

Ek 5. S. pygmaea subsp nutans
TCGAATCCTGCAAAGCAGAATGACCCGTGAACTTGTAACTATAATCGGGCGATGGGGGAACGGTCCTAGGATCCG
AACCTTATCGCCTTTGTCGGCGTGCTTTCGTGGTGCACCGTATGGAGCACCATGAATGTTACGCTTACAAGTTAA
CCAACCCCGGCACGGAATGTGCCAAGGAAAACAAAACAAAAGAAGCAAGCGTCTCTTGTAGCCCCGTTCGCGGTG
TGCACTTGGGTCGCGGCCTCTTGGAATCACAAACGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCACGCATCGATGAAG
AACGTAGCAAAATGCGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGT TTTTGAACGCAAGTTGCGC
CCGAAGCCATTCGGCCGAGGGCACGCCTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCGCTCCACCCATGTCTTCCATTCTG
GATGCATGGAGTTGGGGCGGAGATTGGCCTCCCGTGCTCTCAGGTGCGGTTGGCCTAAACACGAGTCCCCTATTG
GTGGATGCATGGCTAGTGGTGGTTGAATAGACCCTCGTATTATGCTGTGTGTCTTGAACCGTTAGGGAAGCCCTC
GTATGAGACCCCAATGCGTCGTCTTGCGACGAAGCTTCGACC

Ek 6. S. rigida
AAATCGTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTGTCGAATCCTGCAAAGCAGAATGACCCGTG
AACTTGTAACTATAATCGGGCGATGGGGGAACGGTCCTAGGATCCGAACCTTATCGCCTTTGTCGGCGTGCTTTC
GTGGTGCACCGTATGGAGCACCATGAATGTTACGCTTACAAGTTAACCAACCCCGGCACGGAATGTGCCAAGGAA
AACAAAACAAAAGAAGCAAGCGTCTCTTGTAGCCCCGTTCGCGGTGTGCACTTGGGTCGCGGCCTCTTGGAATCA
CAAACGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCACGCATCGATGAAGAACGTAGCAAAATGCGATACTTGGTGTGA
ATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAACGCAAGT TGCGCCCGAAGCCATTCGGCCGAGGGCACGCCTG
CTTGGGCGTCACGCATCGCGTCGCTCCACCCATGTCTTCCATTCTGGATGCATGGAGTTGGGGCGGAGATTGGCC
TCCCGTGCTCTCAGATGCGGTTGGCCTAAACACGAGTCCCATAGGGGTGGAGGCARAAAATAGAGATGGGGAATAG
ACAAAAAATATGGGGGGGGTAAAATAAAAAGT TAGGCGCGGCCTCGTATATAGGGGGGGGGTGGAGTATAACAAG
AGCCGCGGCGCATCTCAAGGCGGGGATGACCTAACGGCT
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Ek 7. S. latifolia
TCGAAACCTGCAAAGCAGAACGACCCGTGAACTTGTACTCACATCTAGGCGATAGGGTAACGGGCTATGGCTCGA
TGCACTGTTGCCTGTCGGCGTGCGTTTCTGTCGTTCAATTTAGAGCGCCATTGACGTTTTGCTGACAATCTAACC
AACCCCAGCACGGAATGTGCCAAGGAAAACAAAACAAAAGAAGGGTGCGTCTCGTTTTGCCCCGTTTGCGGTGTG
CATGCGAGTTGTGGCCTCCTCTAAAAATAAATGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCACGCATCGATGAAGAA
CGTAGCAAAATGCGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAACGCAAGTTGCGCCC
AAAGCCATCCGGTTGAGGGCACGCCTGCCTGGGCGTCACGCATCGTGTCGCTCCCCCATGTACCTAATCAGGATG
CATGTTGTGGGGGCGGAGATTGTCCTCCTGTGCTTATGGCGCGGTTGGTCCARACCTGAGTCCCCTGCGGTGGAT
GCACGACAAGTGGTGGTTTGATAGGCCCTCGTCTTTCGTCGTGTGTTGTTTCCTGCATGGTAATCTTGTACTAAG
ACCCTAATGCATTGTCTTATGATGATGCTTCGACT

Ek 8. S. sosnowskyi
TCGAAACCTGCAAAGCAGAACGACCCGTGAACTTGTACTCACATCTAGGCGATAGGGTAACGGGCTATGGCTCGA
TGCACTGTTGCCTGTCGGCGTGCGTTTCTGTCGTTCAATTAAGAGCGCCATTGACGTTTTGCTGACAATCTAACC
AACCCCAGCACGGAATGTGCCAAGGAAAACAAAACAAAAGAAGGGTGCGTCTCGTTTTGCCCCGTTTGCGGTGTG
CATGCGAGTTGTGGCCTCCTCTAAATATATAAATGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCACGCATCGATGAAG
AACGTAGCAAAATGCGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAACGCAAGTTGCGC
CCAAAGCCATCCGGTTGAGGGCACACCTGCCTGGGCGTCACGCATCGTGTCGCTCCCCCATATACCTAATCAGGA
TGCATGTTGTGGGGGCGGAGATTGTCCTCCTGTGCTTATGGCGCGGTTGGTCCAAACCTGAGTCCCCCGCGGTGG
ATGCACGACAAGTGGTGGTTTGATAGGCCCTCGTCTTTCGTCGTGTGTTGTTTCCTGCAAGGTAATCTTGTACTA
AGACCCTAATGCATTGTCTTATGATGATGCTTCGACT

Ek 9. S. tomentosa
TCGAAACCTGCAAAGCAGAACGACCCGTGAACTTGTACTCACATCTAGGCGATAGGGTAACGGGCTATGGCTCGA
TGCACTGTTGCCTGTCGGCGTGCGTTTCTGTCGTTCAATTTAGAGCGCCATTGACGTTTTGCTGACAATCTAACC
AACCCCAGCACGGAATGTGCCAAGGAAAACAAAACAAAAGAAGGGTGCGTCTCGTTTTGCCCCGTTTGCGGTGTG
CATGCGAGTTGTGGCCTCCTCTAAAAATAAATGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCACGCATCGATGAAGAA
CGTAGCAAAATGCGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAACGCAAGTTGCGCCC
AAAGCCATCCGGTTGAGGGCACGCCTGCCTGGGCGTCACGCATCGTGTCGCTCCCCCATGTACCTAATCAGGATG
CATGTTGTGGGGGCGGAGATTGTCCTCCTGTGCTTATGGCGCGGTTGGTCCAAACCTAAGTCCCCTGCGGTGGAT
GCACGACAAGTGGTGGTTTGATAGGCCCTCGTCTTTCGTCGTGTGTTGTTTCCTGCATGGTAATCTTGTACTAAG
ACCCTAATGCATTGTCTTATGATGATGCTTCGACT

54



Ek 10. S. aucherana
TCGAATCCTGCAAAGCAGAATGACCCGTGAACTTGTAACTATAATCGGGCGATGGGGGAACGGTCCTAGGATCCG
AACCTTATCGCCTTTGTCGGCGTGCTTTCGTGGTGCACCGTATGGGGCACCATGAATGTTATGCTTACATGTTAA
CCAACCCCGGCACGGAATGTGCCAAGGAAAACAAAACAAAAGAAGCAAGCGTCTCTTGTAGCCCCGTTCGCGGTG
TGCACTTGGGTCGCGGCCTCTTGGAATCACAAACGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCACGCATCGATGAAG
AACGTAGCAAAATGCGATACTTGGTGTGAATTGCAAAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAACGCAAGTTGCGC
CCGAAGCCATTCGGCCGAGGGCACGCCTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCGCTCCACCCATGTCTTCCGTTCTG
GATGCATGGAGTTGGGGCGGAGATTGGCCTCCCGTGCTCTCCGGTGCGGTTGGCCTARACACGAGTCCCCTATTG
GTGGATGCATGGCTAGTGGTGGTCGTATAAACCCTTGTATTATGCTGTGTGTCTTGCAGGGATAGGGAAGCCTTC
GTATGAGACCCCAATGCGATGACTTGCCATGAAGATTCGACCGCGAC

Ek 11. S. kotschyi
TCGAATCCTGCAAAGCAGAATGACCTGTGAACATGTAACTATAATCTGGCGATGGGGGARAGGTCCTAGGATCCG
AACCTTATTGCCTTGTCTGCGTGCTTTCGTGGTGTTCCGTATGGAGCACCATGAATGTTATGCTTACAAGT TAAC
CAAACCCGGCGCGGAATGTGCCAAGGAAAACAAAACAAAAGAAGCAAGCGTCCTTTTAGCCCCGTTCGCGGTGTG
CACTCGGGTCGCGGCCTCTTGGAATCACAAACGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCACGCATCGATGAAGAA
CGTAGCAAAATGCGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAACGCAAGTTGCGCCC
GAAGCCATTCGGCCGAGGGCACGCCTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCGCTCCACCCATGTATTCCATTGTGGA
TGCATGGAGTTGGGGCGGAGATTGGCCTCCCGTGCTCTCAGGTGCGGTTGGCCTAAACCCGAGTCCCCTATTTTG
GTGGATGCATGGCTAGTGGTGGTTGAATAGACCCTCGTATTATGCTGTGTGTCGTGAACCATTAGGGAAGCCCTC
GTATGAGACCCCAATTCGTCGTCTAGCGACGAAGCTTCGACC
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OZGECMIS
1985 yilinda KARS’ta dogdu. ilk Ogrenimini Kars Halitpasa ilk Ogretim Okulunda,
Orta Ogrenimini ise Kars Cumhuriyet Lisesinde (YDA) tamamladi. 2004 yilinda
Gaziosmanpasa Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Béliimiinde lisans dgrenimine
baslayip 2008 yilinda mezun oldu. Ayni1 y1l Rize Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji
Boliimiinde yiiksek Lisansa bagladi. 2009-2010 egitim-6gretim yilinin giiz donemini
ERASMUS programiyla gittigi POLONYA’nin KRAKOW ilinde tamamladi. Halen Yiiksek

Lisans 6grenimine devam etmektedir.
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