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OZET

Tiirkiye'de Yetisen Achillea L. (Asteraceae)Tiirlerinin Molekiiler Filogenetik Analizi

Amag: Bu calismanin amaci, Tiirkiye’de yayilis gosteren Achillea L. cinsine ait
taksonlarin ¢ekirdek DNA’smin (ntDNA) ITS bdlgelerinin filogenetik bakimdan analiz

edilerek, taksonlarin akrabalik iliskilerinin belirlenmesidir.

Materyal ve Metot: Bu caligmada kullanilan bitki materyalinin biiylik bir boliimi
Inénii Universitesi Herbaryumunda (INU) mevcut herbaryum ve silika-jelde kurutulmus
orneklerden temin edilmistir. Bununla beraber, yapilan arazi ¢aligmalari ile de bazi 6rnekler
toplanmistir. Bitkilerin ntDNA’lar izole edilmis, ITS bolgeleri ITSSA ve ITS4 primerleri
kullanilarak PCR ile ¢ogaltilmistir. ITS bolgelerinin DNA dizileri belirlenmistir. Elde edilen

veriler ile analizler yapilmis ve tiirlerin filogenetik ilgkilerini gosteren agaclar elde edilmistir.

Bulgular: Bu ¢alismada, Tirkiye’de yayilis gosteren Achillea cinsine ait 49 tiire ait 61
ornek c¢alisilmistir. Tiirlerin taksonomisi morfolojik ve molekiiler filogenetik agidan
degerlendirilmistir. Achillea’ nin cins, seksiyon ve tir dilizeyinde taksonomik durumu
tartisilmistir. Cins diizeyinde 4. maritima (L.) Ehrend.& Y.P.Guo subsp. maritima tiiriiniin
tekrar Otanthus cinsi altinda O. maritumus (L.) Hoffmanns. & Link seklinde yer almasi
gerektigi gorlilmiistiir. Seksiyon diizeyinde lilkemiz Achillea tiirlerinin 4 seksiyon (4. sect
Achillea, A. sect. Babounya (DC.) O. Hoffm., 4. sect. Anthemoideae (DC.) Heimerl. ve A.
sect. Ptarmica (Mill.) W. D. J. Koch) altinda simiflandirilmas1 gerektigi saptanmistir. Tiir
diizeyinde ise A. sivasica Celik & Akpulat tiiriinlin, 4. gypsicola Hub.-Mor. subsp. sivasica
(Celik & Akpulat) Arabacit & G.Uzay comb. et stat. nova olarak A. gypsicola Hub.-Mor.
tiirtiniin bir alt tiirii olarak diizenlenmesi gerektigi belirlenmistir.

Sonug¢: Sonug olarak, iilkemizde yayilis gosteren Achillea cinsinin 4 seksiyona ait 48

tiir ve 54 takson oldugu saptanmustir.

Anahtar  Kelimeler: Compositae, ITS, nrDNA, revizyon, taksonomi.
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ABSTRACT

Molecular Phylogenetic Analysis of Achillea L. (Asteraceae) Species Grown in Turkey

Aim: The aim of this study is determine the relationship of the Achillea L. taxa
distributed in Turkey by phylogenetical analyzing of the ITS regions of the nuclear DNA
(ntDNA)

Material and Method: The main plant materials used in this study were obtained
from herbarium and silica-gel dried samples deposited in Herbarium of Indnii University
(INU). In addition, some examples were collected from the field studies. The ntDNA of the
plant specimens were isolated, and amplified ITS regions with ITSSA and ITS4 primers by
using PCR. DNA sequences of ITS regions have been determined.The analyzes were made

with the obtained data and trees showing phylogenetic relationships of the species were made.

Results: In this study, 61 samples belonging to 49 species ofgenus Achillea growing
in Turkey were studied. The taxonomy of species are evaluated in terms of morphology and
molecular phylogenetic. The taxonomy of Achillea at the genus, section and species level is
discussed. In genus level, the species A. maritima is replaced under the genus Otanthus as O.
maritumus (L.) Hoffmanns. & Link. The Turkish Achillea species should be classified under 4
sections (A. sect Achillea, A. sect. Babounya (DC.) O. Hoffm., A. sect. Anthemoideae (DC.)
Heimerl. and A. sect. Ptarmica (Mill.) W. D. J. Koch) at the section level. In species level, the
species A. sivasica Celik & Akpulat should be given in subspecies level under A. gypsicola
Hub.-Mor. as 4. gypsicola Hub.-Mor. subsp. sivasica (Celik & Akpulat) Arabact & G.Uzay

comb. et stat. nova.

Conclusion: As a result, the genus of Achillea is represented by 48 species (54 taxa)
belonging to 4 sections in Turkey.

Key Words: Compositae, ITS, nrDNA, revision, taxonomy.
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SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

BM: Birol Mutlu

BY: Bayram Yildiz

CTAB (Cetyltrimethylammonium bromide
DNA: Deoksiriboniikleik Asit

EGE: Ege Universitesi Herbaryumu

INU: inénii Universitesi Herbaryumu

ISTE: istanbul Universitesi Herbaryumu

ITS: Internal Transcribed Spacer

K: Timin veya Guanin

M: Sitozin veya Adenin

NCBI: National Center for Biotechnology Information
NJ: Neighbor Joining

nrDNA: Nuclear Ribosomal DNA

PAUP: Phylogenetic Analysis Using Parsimony
PCR : Polimeraz zincir reaksiyonu

R: Adenin veya Guanin

S: Guanin veya Sitozin

subsp.: Subspecies

TA: Turan Arabaci

UPGMA: Unweighted Pair Group Method Using Arithmetic Average
W: Adenin veya Timin

Y: Sitozin veya Timin
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1. GIRIS

Ulkemiz, yeryiiziinde 3 farkli floristik bolgenin hiikiim siirdiigii ve o bolgelere ait
iklimlerin gozlendigi bir yer olmasi nedeniyle, iliman iklim kusaginda biyolojik cesitlilik
bakimindan en zengin iilkelerden biridir (1). Son yapilan ¢alismalara gore tilkemizdeki dogal
tiir sayist 9753 olarak kaydedilmistir (2). Son zamanlarda yayinlanan yeni tiirlerle bu say1

artmaya devam etmektedir.

Ulkemiz florast ile ilgili yazilmis olan en kapsamli eser ilk cildi 1965°te basilan ve
1988’de tamamlanan ve eki ile birlikte 10 cilt olan “Flora of Turkey and the East Aegean
Islands” adli eserdir. (3, 4). Ulkemizde floristik calismalar ve botanikg¢i sayisi yakin donemde
hizla artmigtir ve yogun olarak yapilan bolgesel floristik ¢aligsmalarla bol miktarda materyal
toplanmis ve yeni taksonlar tanimlanmistir. Tiirkiye Florasi ile ilgili ¢aligmalarin artmasi
sonucu 2000 yilinda Tiirk botanikgiler tarafindan ikinci ek cilt (11. cilt) yayinlanmistir (5).
Gegen 15 yili askin bir siire igerisinde pek ¢ok yeni ya da sinonim taksonlarin yayinlanmasi
ile Tiirkiye Florasi’nin tam listesini olusturmaya yonelik “Tiirkiye Bitkileri Listesi (Damarli
Bitkiler)” hazirlanmistir (2). Ulkemiz Florasmi bir biitiin halinde ortaya koyabilmek igin
Resimli Tiirkiye Florasi adli eserin yazilmasina baslanmis ve ilk cildi Giliner ve Ekim
editorliigiinde yazilmistir (1). Resimli Tiirkiye Florasi’nin hazirlanmasi siirecinde iilkemizde
yayilis gosteren ¢ok sayida cinsin revizyonunun tamamlanip bu eserde yer almasi
amaclanmaktadir. Cinslerin yeniden gozden gecirilmesi sirasinda sadece morfolojik agidan
degil, karyolojik, kimyasal, palinolojik ve molekiiler filogenetik bakimdan da incelenerek
cinsin bir biitiin halinde ele alinmasi gerekliligi ortaya ¢ikmistir. Bu amacla ¢ok sayida
botanik¢i ililkemiz cinslerinin revizyonunu tamamlamak ig¢in calismalar yapmaktadir. Bu
calismalar sonucunda iilkemizin floristik biyogesitliligi bir biitiin halinde ortaya konulmasi
planlanmaktadir.

Achillea tiirleri eczacilikta istah acgici, yaralar tizerinde iyilestirici, ditiretik, karin agrisi
ve mensturasyon diizenleyici olarak kullanilmaktadir. Ayrica kozmetik ve parflimeri
sanayinde de kullanim alanlarina sahiptir. Yaygin olarak “civanper¢emi” ismi ile bilinmesine
karsin, degisik yorelerde “akbashi”, “barsamotu”, “binbiryaprakotu”, ‘“marsamaotu”,
“kandilgicegi” ve “baytaran” isimleri ile de bilinirler. A. millefolium L. diinya’nin bir¢ok

yerinde kiiltiirli yapilan ve bitkisel ¢ay olarak olduk¢a yaygin kullanilan bir tiirdiir. Cay olarak



icilmesinin yam1 sira merhem, bitki tendliri ya da oturma banyolart seklinde de
kullanilmaktadir. Achillea, ekonomik ©Oneme sahip bir cinstir. Bazi tiirlerinin ticareti

yapilmakta, bazilar ise halk arasinda kullanilmaktadir (6-9).

Bu tez, lilkemizde yayilis gosteren Achillea L. tiirlerinin kapsamli revizyonuna 6nemli
bir katki yapacaktir. Calisma konusunu olusturan tiirlerin mevcut morfolojik 6zelliklerine
molekiiler diizeyde yapilacak bu katki ile tiirlerin akrabalik derecelerinin belirlenmesinde bir
biitiinlik saglanacaktir. Achillea ve ona yakin olan cinslerin (Leucocyclus ve Otanthus)
taksonomik durumu aydinlatilmaya calisilacaktir. Bu tez kapsaminda yapilacak molekiiler
calismalar ve mevcut Morfolojik, Palinolojik, Karyolojik ve Kimyasal ¢alismalarla birlikte

Tiirkiye nin Achillea tiirlerinin kapsamli Revizyonuna 6énemli bir katki saglanacaktir.
Bu tez ile ulagilmasi planlanan hedefler sunlardir;

1. Achillea cinsinin geleneksel siniflandirmasi ile nrDNA’simmin ITS bolgelerinin
molekiiler filogenisini karsilastirmak,

3. Leucocyclus ve Otanthus cinslerinin Achillea cinsine aktarilip aktarilmamasi
durumunu aydinlatmak,

2. Seksiyonlara ait tiirlerin dagilimlarin1 belirlemek ve seksiyonlarin mevcut
problemlerini ¢6zmek,

4. Yapilacak bu ¢alisma ile morfolojik verileri karsilastirmak ve taksonlarin
statiilerinin netlesmesine katkida bulunmak, morfolojik olarak benzerlik gdsteren tiirlerin
taksonomik durumlarini agiga ¢ikarmak,

5. Edilen bilimsel sonuglar1 degerlendirerek uluslar arasi saygin dergilerde nitelikli

yayinlar yapmak temel hedeflerimizdir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Asteraceae Familyasi ile ilgili Genel Bilgiler

Asteraceae familyasi tek yillik ya da c¢ok yillik, otsu, ¢calimsi ya da odunsu 1911 cins
ve 32913 tiir ile tohumlu bitkilerin yeryliziindeki en biiyiik familyasidir. Familya kozmopolit
bir yayilisa sahiptir. Yeryliziinde Antartika haric hemen hemen her bolgede familyay: temsil
eden {yelerine rastlamak mimkiindiir. Filogenetik olarak Giiney Amerika’dan

kokenlendigine dair ¢alismalar mevcuttur (10-11).

2.1.1. Asteraceae Familyasinin Betimi

Tek yillik otsu, iki yillik (monokarpik ya da ¢ok yillik ve polikarpik ya da bazen
monokarpik) ya da ¢ok yillik, yari ¢calimsi, ¢alims1 ya da nadiren agag, ince govdeli ya da
bazen kalin govdeli, siklikla 6zellikle otsu ya da yar1 ¢calimsi oldugu zaman yumru koklii ya
da rizomlu ya da odunsu yumrulu rizomlu, bazen tirmanici, genellikle karasal, nadiren epifitik
ya da sucul, bazen sukkulent, genellikle bir veya ¢ok ¢esitli tipte salgili ve salgisiz tiiylii,
cogunlukla salgili olanlar iki sirali ve salgisiz olanlar tek sirali; dokularda sizogen salgi
kanall1 (regine kanalli) ve/veya eklemli latisiferler bulunur; nodlar (1-)3-’ten ¢ok lakiinliiye
kadar. Yapraklar alternat veya karsilikli, nadiren dairesel, genellikle basit ama siklikla loblu
veya parcalanmis, stipiilsiiz; stomalar anizositik veya anomositik. Birlesik ¢igek durumundan
olusan kapitulumlu (bas), cok az istisna disinda bir veya daha ¢ok sirali koruyucu brakteler
toplulugundan (fillarilerden) olusan involukrum tarafindan ¢evrelenmis, kapitulum bazen az
cok yapraksiz govdelerin (skapus) ucunda tek fakat genellikle degisik tiplerdeki korimbus
seklinde simoz birlesik bir ¢icek durumunda birkag tane veya daha fazla sayida, bazen ikinci
hatta ticiincli derecede involukrat kapitulum seklinde birlesik baslar halinde kiimelenmislerdir.
Cicek tablasi ¢igekgiklerin tiimiinii ya da bazilarini ¢evreleyen, kalic1 ya da diisiicii damarh
pullu paleals, ¢igeklerin tabanini ¢evreleyen damarsiz sagaklardan olusan sagaksi ya da pula
benzer yapidan olusmus, ¢iceklerin baglandig1 noktada setals, tiiylii ya da ¢iplak ve sonradan
diiz, ¢cok koseli alancikli ya da bal petegi gibi cukurcuklu. Cicekler (cicekgikler) kiiclik, her
kapitulumda 1-500 adet ya da daha ¢ok, sapsiz veya kismen sapsiz; ovaryum alt durumlu, 2
(nadiren 3) birlesik karpelli, tek gozlii 1 adet dik bazal oviillii; oviil anatrop, tenuinucellate,
tek integiimentli; kaliks bir ya da daha fazla sirali, (1-)2’den ¢ok sayiya kadar kil¢iksi, pulsu,
setamsi1 ya da tiiysiipapustan olusur, homomorfik veya heteromorfik ya da az ¢ok ta¢ seklinde

veya kulakeikli yapida ya da tamamen yok, asla yesil ve otsu degil; korolla (3-)5(-6) birlesik
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petalli, az cok diizenli (aktinomorf) ve esit ya da esit olmayan (3-)5(-6) loblu ya da disli,
loblar ya da disler birbirine deger durumda veya indirgenmis loblarda olusan ipliksi ya da yok
ya da kiiclik kollu ya da c¢esitli sekillerde zigomorf, igte iki loblu dudakli ve dista 3 loblu
dudakl bilabiat, i¢te lobsuz dudakli ve dista 4 loblu dudakli yalanci bilabiat, u¢ kisimda 5
disli dilsi ligulat, ya da dista 0-3(-4) kollu radiate, ¢icekgikler ya hepsi birbirine benzer
(homomorfik, izomorfik, homogam kapitulum) ve hepsi diizenli (diskoid kapitulum), hepsi
ligulat (ligulat kapitulum), ya da hepsi bilabiat, ya da birden fazla tipte (heteromorfik,
anizomorfik, heterogam kapitulum), iceride diizenli (disk ¢igekg¢ikler ya da nadiren bilabiat)
ve tam (iki eseyli, hermafrodit) ya da fonksiyonel olarak staminat (erkek) ve disarida (dilsi
cicek) radiat, siklikla pistillat (disi) ya da bazen steril (nétr), bir ya da ¢ok sirali (radiat
kapitulum), ya da distakiler ipliksi pistilli, genellikle ¢ok sayida sirali ve igtekiler diizenli, tam
ya da fonksiyonel staminat (diskiform kapitulum), nadiren pistillat¢i¢ekciklerde korolla yok,
zaman zaman tiim ¢icekcikler pistillat ya da staminat ve bitkiler dioik ya da monoik, nadiren
cicekeikler baska degisik sekillerde diizenlenmis. Stamenlerfilamentlerle birlikte korolla
tiipliniin i¢inde, sayica korolla loblarina esit; korolla loblarina bagli; filamentler genellikle
serbest, nadiren birlesik, filamentin st kismi1 genellikle kalinlasmis ¢eperli hiicreli, parcali
silindirik ya da parmaklik seklinde anter halkasindan olugsmus; anterler stilusu ¢evreleyen tiip
seklinde, ¢cok nadiren serbest, iki tekali, 4 sporangiyumlu ya da nadiren iki sporangiyumlu, i¢
yiizeyden agilir, boyuna yariklarla agilir, genellikle ucu apendageli, tabanda yuvarlak, sagitat
ya da kuyruklu; polenler cogunlukla trikolporat, genellikle ekinat (dikenli), bazen ekinolobat,
ya da lobat (kabarik ¢izgili sekilli) ya da spiniilat (mikroekinat, dikencikli), siklikla kaveat;
nektaryum stilusu tabanda saran bir kalinlasmis pul ya da ¢anak seklinde; stilus tek, anter tiipii
boyunca uzamis, u¢ kismi i¢ ylizeyinde stigma bdlgesini bulunduran 2 (veya nadiren 3)
kisadan uzuna kadar kollara boliinmiis (stilus kollar1), stilus kollarinin ucu akuttan yuvarlaga
kadar, trunkat ya da cesitli sekillerde apendageli; stigma kuru, papillali. Meyve tek lokuluslu,
1 tohumlu, agilmaz, genellikle sipsela, ¢ok nadir drupa, tepesinde ta¢ seklinde kalic1 bir
papuslu ya da papuslar diisiici veya yok; absisyon izi bir karpopodyum tarafindan
cevrelenmistir, yiizeyi ile hiicre yapisi ve tekstiirli farklilik gosterir, 1°den ¢ok siraliya kadar
hiicerelerden olusur, belirsizden ¢ok belirgine kadar, bazen goriiniiste yoktur; embriyo dik;

endosperm ¢ok az miktarda ve embriyonun etrafinda ince bir tabaka seklindedir (11).



2.1.2. Asteraceae Familyasimin Ulkemizdeki Durumu

Asteraceae, lilkemizde yayilis gosteren familyalar arasinda en biiyligiidir. Tiirkiye
Florasi’nda 133 cins ve 1195 tiir ile temsil edilmektedir. Familyanin en biiyiik cinsleri
arasinda Centaurea L.(180 tiir), Hieracium L. (103 tiir) ve Cirsium Mill. (57 tiir) gelmektedir.
Ayni zamanda, 446 endemik tiir ile en ¢ok endemik tiire sahip familyadir (3-5). “Tiirkiye
Bitkileri Listesi” adl1 eserde familyanin 1365 tiire sahip oldugu belirtilmistir (2).

2.2. Achillea Cinsinin Betimi

Cok yillik otsu ya da yar1 ¢alimst bitki, kalin ya da ince odunsu rizomlu, rizomlar
bazen siirliniicii. Govde dik ya da yiikselici, silindirik ya da koseli, diiz, boyuna ¢izgili ya da
derin oluklu. Yapraklar tamdan 3-4 pinnatipartite kadar, alternat. Kapitula heterogam, radiate,
sapli ya da sapsizca, kiigiik ya da orta biiyiikliikte, genellikle u¢ kisimda korimbus seklinde
diizenlenmis, cok nadiren tek, bazen basit semsiye. Involukrum oblong-silindirik, ovoid, yari
kiiremsi ya da genisge yari1 kiiremsi. Fillariler 3-4 sirali, distakiler ictekilere gore daha kiigiik,
dar ya da genisce seffaf kenarli. Cicekler beyaz ya da sari, bazen pembe; dilsi ¢icekler disi,
tek bir daire halinde, laminanin u¢ kismi % loblu; tlipsii ¢igekler hermafrodit, diizenli 5-disli,
korolla tiipii + basik, taban1 akenin tepesini saran bir torba seklinde. Reseptakulum + diiz ya
da konveks, paleali, palea lanseolat ya da oblong, zarsi, paleanin ucuna kadar uzamayan orta
damarli. Aken oblong, oblanseolat ya da oblong-obovat, tiiysliz, lineolat, lineat ya da
sukrobikulat, sirttan basik, kanatsiz, ucu nispeten daha genis, bazen kalin dudak seklinde

kanatli, kahverengimsi-beyaz. Papus bulunmaz (8).

2.3. Achillea Cinsinin Ulkemizdeki Durumu

Achillea cinsinin diinyada yaklagik 110-140 tiirii bulunmaktadir (12). Ulkemizde,
Tiirkiye Floras1 adli eserde ve ekinde toplam 42 tiirii (47 takson) yer almaktadir (13, 14). Son
yapilan c¢aligmalarda 6 tiir (4. sivasica Celik & Akpulat, A. hamzaoglui Arabac1 & Budak, A.
adenii Aytag & M.Ekici ve A. baltai H.Duman & Aytag, A. pannonica Scheele, Achillea
salicifolia Besser subsp. salicifolia) daha iilkemiz florasina eklenmistir. Achillea ve yakin
cinslerle ile ilgili yapilan molekiiler ¢calismalar sonucu Leucocyclus Boiss. (1 tiir, 2 takson) ve
Otanthus Hoffm. & Link (1 tiir) cinsleri de Achillea cinsine dahil edilmistir. Sonug¢ olarak
Achillea cinsi iilkemizde 50 tiir (56 takson) ile temsil edilmektedir (12, 15-20).



Tiirkiye Flora’sinda Achillea cinsi 6 seksiyon altinda incelenmistir. Bu seksiyonlar ve

betimleri soyledir (13):

I. Seksiyon: Ptarmica (DC.) W.Koch.

Ligulalar beyaz, (5-)6-25, yapraklar bolinmemis ya da segmentler ne enine nede

kiremit dizilisli.

II. Seksiyon: Arthrolepis Boiss.

Ligulalar 8-15, sar1 ya da beyaz, 4-12 mm, fillariler tabanda eklemli, sonradan diisiicti,

yapraklar lineer, pinnatisekt, kii¢iik, enine kiremit dizilisli segmentli.

III. Seksiyon: Babounya Boiss.

Kapitula diskoid yada 4-9 sar1 ligulali, yapraklar parcalanmamis, lineer-oblon’dan

ovata kadar, taraga benzer sekilde parcali testere disli, disler nasirl:.
IV. Seksiyon: Santolinoideae DC.

Yapraklar ¢cogunlukla lineer, pinnatisekt, kiiclik,enine, kiremit diziligli ya da aralikli

dizilisli, fillariler kalici, tabanda eklemli degil.

V. Seksiyon: Millefolium (DC.) W.Koch.

Ligulalar 4-6, fildisi-beyaz ya da iist kisitmlarinda soluk sar1 (kismen A. nobilis ve A.

crithmifolia), yaprak segmentleri ne enine ne de kiremit dizilisli.

V1. Seksiyon: Filipendulinae (DC.) Boiss.

Ligulalar (2-)4-6, her iki yiiziinde de sar1, yaprak segmentleri ne enine ne de kiremit

dizilisli.

Tiirkiye Florasi’nda yer alan seksiyonlar ve igerdikleri tiir sayilar1 Tablo 2.1°de

verilmistir (13, 14).



Tablo 2.1. Tiirkiye Florasi’nda yer alan seksiyonlar ve icerdikleri tiir sayilar.

Seksiyon Tiir sayist
sect. Ptarmica (DC.) W.Koch. 3

sect. Arthrolepis Boiss. 4

sect. Babounya Boiss. 1

sect. Santolinoidea DC. 24

sect. Millefolium (DC.) W.Koch. 7
sect. Filipendulinae (DC.) Boiss. 5

Toplam 42

Son caligmalarla birlikte iilkemizde yayilis gosteren 50 tiirtin, molekiiler veriler

sonucu diizenlenen seksiyonlar diizeyindeki dagilimi Tablo 2.2°de verilmistir (12, 15-20).

Tablo 2.2. Ulkemizde yayilis gdsteren 50 tiiriin, molekiiler veriler sonucu diizenlenen

seksiyonlar diizeyindeki dagilima.

Seksiyon Tir
sayi1sl
sect. Ptarmica (DC.) W.Koch. 2

(A. salicifolia buraya dahil edilmistir)

sect. Anthemoideae (DC.) Heimerl 2
(4. fraasii ve A. multifida buraya dahil edilmistir)

sect. Babounya Boiss. 32

(sect. Arthrolepis, sect. Santolinoidea ile A. adenii, A. baltai, A. hamzaoglui, A.
sivasica, ve Leucocyclus formosus buraya dahil edilmistir)

sect. Achillea 13

(sect. Millefolium (DC.) W.Koch., sect. Filipendulinae (DC.) Boiss. buraya dahil
edilmis, 4. millefolium subsp. pannonica tiir diizeyine ylikseltilmistir)

sect. Otanthus(Hoffmanns. & Link) Ehrend. & Y.-P.Guo 1

(yeni tanimlanan seksiyon, Otanthus maritimus buraya dahil edilmistir)

Toplam 50




Tiirkiye nin Achillea tiirlerinin morfolojik revizyonu Arabaci tarafindan 2006 yilinda
doktora tezi olarak yapilmistir (8). Cinsin palinolojik oOzellikleri Tiibitak projesi olarak
calisilmis ve konu ile ilgili yaymlanmis ¢aligmalar bulunmaktadir (21-23). Bunlara ilaveten
26 taksonun kromozom o6zellikleri belirlenmistir (24-28). Cinsin kimyasal 6zelliklerine ait

cok sayida calisma da bulunmaktadir (29-33).

2.4.Achillea Cinsinin Molekiiler Filogenisi ile lgili Yapilmis Cahsmalar

Cinsin diinyada yayilis gosteren tiirleri lizerinde son zamanlarda yapilan molekiiler
calismalar sonucunda Achillea cinsinin taksonomisi ile ilgili 6nemli degisiklikler yapilmistir.
Leucocyclus ve Otanthus cinsleri Achillea’ya dahil edilmis, ayrica seksiyon diizeyinde 6nemli

diizenlemeler gerceklestirilmistir (12, 16, 34-35).

Ehrendorfer ve Guo (2006), Achillea altinda yeni bir seksiyon diizenlenmis (sect.
Otanthus (Hoffmanns. ve Link) Ehrend. ve Y.-P.Guo) ve Otanthus cinsinin tek tiirii Achillea
maritima (L.) Ehrend. ve Y.-P.Guo olarak burada yer almistir (12). Yine bu calisma da
Achillea’nin Arthrolepis Boiss. ve Santolinoideae DC. seksiyonlar1t Babounya (DC.) O.Hoffm
seksiyonu altinda birlestirilmis ve Leucocyclus cinsi Babounya seksiyonunun altinda Achillea
formosa (Boiss.) Sch.Bip. olarak yer almistir. Ulkemizde yayilis gosteren 4. fraasii Sch.Bip.
ve A. multifida (DC.) Griseb. tiirleri 4. sect. Anthemoideae altinda verilmistir. Ayrica
Achillea’nin Filipendulinae (DC.) Boiss. ve Millefolium (DC.) W.Koch. seksiyonlari da
Achillea sect. Achillea altinda birlestirilmistir. Bu calismalarda kullanilan tiirlerden 20’si

tilkemizde de yayilis gdstermektedir (12).

Tiirkiye’de yayilis gosteren bazi Achillea taksonlarinin molekiiler karakterizasyonu
adli galigmada 19 tiir molekiiler olarak calisilmistir (36). Diger Tiirkiye tiirleri tlizerinde

kapsaml1 bir molekiiler arastirma bulunmamaktadir.

Achillea cinsinin (Leucocyclus ve Otanthus dahil) Tirkiye’de toplam 50 tirii (56
takson) vardir. Bu tiirlerden 26’s1 endemiktir. Santolinoidea DC. seksiyonunun gen merkezi
Anadolu’dur (12, 15-20). Tirlerin molekiiler analizi cinsin filogenetik siniflandirmasi
hakkinda 6nemli bir veri olusturacaktir. Bu tiirlerin molekiiler filogenisinin bu tez kapsaminda

calisilmasi planlanmastir.



3. MATERYAL VE METOT

3.1. Literatiir Taramasi

Tezin baslangi¢ asamasinda konu ile ilgili literatiirler basili ve elektronik veri
tabanlarindan taranmigtir. Tez siiresince en son giincel literatiirler elde edilmis ve tezin
gerceklestirilmesinde bu kaynaklardan faydalamilmistir. Kaynaklar ilgili  kisimlarda

verilmistir.

3.2. Materyal
3.2.1. Achillea Cinsine Ait Bitki Materyallerinin Temini

Calismalarda kullamlan bitki materyalinin biiyiik bir boliimii Indnii Universitesi
Herbaryumunda (INU) mevcut herbaryum ve silika-jelde kurutulmus oOrneklerden temin
edilmistir. Bazi1 Orneklerden taze materyal elde edebilmek igin arazi calismalari
gerceklestirilmistir. Bu kapsamda Sanlurfa, Sivas, Kahramanmaras ve Kirsehir illerine tez
kapsaminda, Antalya iline ise baska bir calisma kapsaminda arazi c¢alismasi yapilmis ve
bitkilere ait herbaryum ve silika-jelde kurutulmus ornekler toplanmistir. Dig grup olarak
calisilan Anacyclus clavatus tirine ait 6rnekler ise EGE ve ISTE herbaryumlarindan,
herbaryum materyallerine ait Orneklerden temin edilmistir. Tez kapsaminda ¢alisilan
taksonlar, bu taksonlarin toplayict numaralari, herbaryum demirbas numaralar1 ve lokaliteleri

Tablo 3.1°de verilmistir.

Tablo 3.1.Tez kapsaminda calisilan taksonlar, toplayict numaralari, herbaryum demirbas

numaralar1 ve lokaliteleri

No | Takson Toplayic1 | Demirbas | Lokalite

numarasli | no

1 Anacyclus  clavatus | - ISTE Balikesir: Ayvalik, Ciplak Ada, 20m, 27 iv
Pers. 73889 1997.

2 Anacyclus  clavatus | - EGE 24127 | Izmir: Bornova, Ege Universitesi kampiisii,
Pers. viii 1975.

3 Achillea  salicifolia | TA 2092 | INU 5926 Ardahan-Posof arasi, 4. km, Sazara Goli, su
Besser subsp. i¢i ve 1slak alanlar, 1903 m, 11 vii 2005.
salicifolia

4 A. biserrata M.Bieb. | BY 16676 | INU 5855 Artvin: Borgka, Magahel yolu, 29. km,

orman agikligi, 1700 m, 16 ix 2007.




5 A. fraasii Sch.Bip. TD 2525 INU 10688 | Balikesir: Edremit, Kaz Da., Sarikiz tepe,
1700 m, kalker, 26 vi 2002.

6 A. multifida (DC.) | BM 5003 | INU9102 | Bursa: Uludag, Volfram Madeni Kkarsisi,
Griseb. 2100 m, 24 vi 1999.

7 A. formosa (Boiss.) | TA2991 | - Antalya: Alanya-Hadim ars1, Gokbel yaylasi
Sch.Bip. yol ayrimindan sonra 6. km, 1500 m, 22 viii
subsp. formosa 2015.

8 A. formosa (Boiss.) | TA 2253 | INU 10135 | Osmaniye: Yarpuz-Yaglipmar arast 7. km,
Sch.Bip. 1400 m, 03 vii 2007.
subsp. amanica
(Rch.f)) Ehrender. &

Y.P.Guo

9 A. membranacea | TA 1385 | INU 10685 | Sanhurfa: Birecik, Kelaynak Uretim Ciftligi
(Labill.) DC. gevresi, kiregtasi, 300 m, 06 vi 2002.

10 | A. membranacea | TA 2951 Sanlwrfa: Birecik, Kelaynak Uretim Ciftligi
(Labill.) DC. cevresi, kirectasi, 300 m, 27 v 2015.

11 | A brachyphylla | BY 15136 | INU 10681 | Sanlhurfa: Viransehir-Sanliurfa arasi, 43. km,
Boiss.& Hausskn. kalker kayaliklar, 600 m, 07 vi 2002.

12 | A. oligocephala DC. | TA 1635 | INU 10762 | Ceylanpinar-Akgakale arasi, 22. km, DTU

Ciftligi, 300 m, 23 iv 2004.

13 | A sipikorensis | TA 2206 | INU 5841 Sivas: Alacahan’in 2 km glineyi, 1600 m,
Hausskn.& Bornm. cayirlik alanlar, 04 vi 2007.

14 | A. maritima  (L.) | BM 1947 | INU 4379 | Mugla: Dalaman, kiy1 kumulu, 29 iv 1998.
Ehrend.& Y.P.Guo
subsp. maritima

15 | A.  maritima (L.) EGE 396 [zmir: Cesme, Ilica plaji, kumullar, Regel.
Ehrend.& Y.P.Guo
subsp. maritima

16 | A. sieheana Stapf TA 1527 | INU 10700 | Konya: Cihanbeyli, Eslik ¢evresi, tuz stepi,

900 m, 16 vi 2003.
17 | A. santolinoides Lag. | TA 2231 | INU 5803 Kayseri: Kayseri-Pinarbasi arasi, 1500 m, 06
subsp.wilhelmsii( vi 2007.
K.Koch) Greuter
18 | A. falcata L. TA 2558 | INU 5825 | Nigde: Bolkar Dagi, Arslankdy, 1850 m, 04
vii 2007.
19 | A. cucullata Bornm. | TA 2083 | INU 9937 | Sivas: Ulag, Akkaya kdyiiniin 1 km batisi,
Tecer yolu, tarla kenarlari, 1300 m, 03 vii
2005
20 | A. vermicularis Trin. | TA 2559 | INU 10133 | Bingdl: Karliova yolu, Hacilar kdytline 1 km
kala, 14 vii 2007.

21 | 4. monocephala | TA 1584 | INU 10168 | Adana: Pozanti, Eski Anahsa Kalesi
Boiss.&Balansa batisindaki zirve, 1250 m, 04 vii 2003.

22 | A boissieri | TA 2594 | INU 9947 Kahramanmaras:  Elbistan,  Kabaktepe-
Hausskn.ex Boiss. Sarigiizel arasi, 8. km, 1600 m, 08 viii 2007.

23 | A. schischkinii Sosn. | TA 2959a | - Malatya: Hekimhan-Hasangelebi arasi, 1200

m, kalker kayaliklar, 17 vi 2015.
24 | A. lycaonica | TA 1377a | INU 3252 | Antalya: Korkuteli-Fethiye arasi, 29. km,
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Boiss.&Heldr.

1300 m, 01 vi 2002.

25 | A. magnifica Heimerl | TA 2958 | - Malatya: Yazihan-Arguvan yol ayrimi, 790
ex Hub.-Mor. m, tarla kenarlari, 17.vi.2015.
26 | A. tenuifolia Lam. TA 1427 | INU 9328 Kars: Digor-Tuzluca arasi, 38. km, 1200 m,
09.vi.2002.
27 | A phrygia | TA 2962 | - Sivas: Kangal-Ulag arasi 3-5. km, 1550 m,
Boiss.&Balansa 17.06.2015.
28 | A. sivasica Celik & | TA 1755 | INU3219 Sivas: Giiriin-Kangal aras1 Kuskayast yol
Akpulat ayrimi, marn, 1600 m, 09 vi 2004.
29 | A. sivasica Celik & | TA 2208 | INU 5840 Sivas: Gliriin-Kangal aras1 Kugkayasi yol
Akpulat ayrimi, marn, 1600 m, 04 vi 2007.
30 | A. sivasica Celik & | TA 2964 | - Sivas: Giiriin-Kangal aras1 Kuskayas: yol
Akpulat ayrimi, marn, 1600 m, 17.06.2015.
31 | A. gypsicola Hub.- | TA 1560 | INU 3227 Cankirt: Cankiri-Kalecik arasi, 3.km, jipsli
Mor. alanlar, 850 m, 20 vi 2003.
32 | A. gypsicola Hub.- | TA2221 | INU 5849 | Yozgat: Keskin-Cerikli, 5. km, 1100 m,
Mor. step, 05 vi 2007.
33 | A. aleppica DC. TA 1388 | INU 5929 Sanlwurfa-Virangehir ~ arasi, 49.  km,
subsp. aleppica Cobanbogaz gegiti, 600 m, kayaliklar 07 vi
2002.
34 | A aleppica | TA 2620 | INU 9472 | Nigde: Kayseri-Adana yolu, Avanos yol
DC.subsp. ayrimi, 950 m, 04 vi 2008.
zederbaueri (Hayek)
Hub.-Mor.
35 | A.  pseudoaleppica | TA 2244 | INU 5865 | Erzincan: Arapgir-Kemaliye arasi, 30. km,
Hausskn. ex Hub.- 850 m, Firat nehri kenari, kayaliklar, 09 vi
Mor. 2007.
36 | A. teretifolia Willd. BY 8035 | INU 5865 Sivas: Zara, Deredam koyii ¢evresi, 1400 m,
07 vii 1986.
37 | A. cretica L. BY 15634 | INU 10147 | Mugla:Datca, Knidos, 0-520 m, 19 vi 2004.
38 | A armenorum | TA 1968 | INU 10699 | Kahramanmaras: Goksun, Berit Dagi, Yedi-
Boiss.& Hausskn. gardaslar, kayaliklar, 2800-3000 m, 24 vii
2004.
39 | A. sintenisii  Hub.- | TA 2080 | INU 10176 | Sivas: Ulas, Akkaya koyii g¢evresi, jipsli
Mor. alanlar, 03 vii 2005.
40 | A. milliana H.Duman | TA 1600 | INU 10144 | C6 Osmaniye: Diizigi, Diildil Dagi, zirve,
2200 m, 28 vii 2003.
41 | A ketenoglui | TA 2219 | INU 5853 Kirikkale: Delice, vericinin oldugu tepe,
H.Duman jipsli alanlar, 700-800 m, 05 vi 2007.
42 | A. hamzaoglui | TA 2954 | - Kirsehir: Kirsehir Mucur arasi, Bahgecik yol
Arabact & Budak ayrimindan sonra 4. km, kalkerli step, 09 vi
2015.
43 | A goniocephala | TA 2957 | - Kahramanmaras: Goksun-Pinarbagi arasi,
Boiss.& Balansa Keklikoluk yol ayrimu, step, 09 vi 2015.
44 | A. spinulifolia Fenzl | TA 2189 | - Nigde: Pozanti-Ciftehan arasi, 19. km, 27 v
ex Boiss. 2006.
45 | A. latiloba Ledeb. TA 1614 | - Trabzon:ikizdere-ispir arasi, 30. km, Ovidik
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Da., 2200 m, 01 viii2003

46 | A. grandifolia Friv. TA 2254 | INU 5801 Osmaniye: Yarpuz-Yaghipmar arast 7. km,
1400 m, 03 vii 2007.

47 | A .millefolium L. TA 1429 | INU 5799 Igdir: Igdir-Tuzluca arasi, 10. km, 900 m,
subsp. millefolium 13 vi 2002.

48 | A. pannonica | TA 2131 | - Kirklareli: Kirklareli-Derekoy arasi, 10. km,
Scheele 200 m, 18 vii 2005.

49 | A. setacea | TA 2133 | - Kirklareli: Kirklareli-Derekoy arasi, 10. km,
Waldst.&Kit. 200 m, 18 vii 2005.

50 | A. crithmifolia | TA 1552 | INU 9966 Edirne: Pinarhisar-Vize arasi, Sergen yol
Waldst.&Kit. ayrimindan sonra 1. km, tarla kenarlar1, 270

m, 19 vi 2003.

51 | 4. kotschyi Boiss. | TA 1734 | INU 9349 Kahramanmaras: Andirin, Cokak-Geben
subsp. kotschyi arasi 2. km, 29 v 2004.

52 | A. kotschyii Boiss. TA 2627 | - Isparta: Dedegdl Dagi, Pinargézii mevkii
subsp. canescens tizeri, 1650-1700 m, 05 vi 2008.

Bassler

53 | A. nobilis L. TA 2129 | INU 4312 Kirklareli: Kirklareli-Derekdy arasi, 10. km,
subsp. neilreichii  ( 200 m, 18 vii 2005.

A.Kern) Velen.

54 | A. nobilis L. TA 2062 | INU 5904 | Denizli/Mugla:Cal Dagi, Fethiye-Cameli
subsp. densissima arasi, 35. km, Kirkpinar mevkii, serpantin,
(O.Schwarz ex 1600 m, 13 vii 2005.

Bassler

55 | 4. nobilis L. BY 15750 | INU 5906 | Manisa: Sipil Dagi, Aatalan1 mevki, Pinus
subsp. sipylea nigra orman agikliklari, 1200 m, 5 vii 2004.
(O.Schwarz) Bassler

56 | A. nobilis L. TA 1409 | INU 5925 Hakkari: Yiiksekova Semdinli arasi, 31. km,
subsp. kurdica Hub.- step, 1700 m, 09 vi 2002.

Mor.
57 | A. filipendulina Lam. | TA 1625 | INU 3245 Mus: Giiloymak-Mus arasi, 2. km, tarla
kenarlar1,1600 m, 02 viii 2003.

58 | 4. clypeolata | TA 1546 | INU 3230 | Kurklareli-Derekoy arasi, 21.km, orman
Sibth.&Sm. acgikliklari, 480 m, 19 vi 2003.

59 | A. coarctata Poir. TA 2671 | INU 9677 | Erzurum: Ispir-ikizdere arasi, 10 km, 1600

m, 27 vi 2008.
60 | 4. arabica Kotschy TA 1440 | INU 5800 Malatya: Malatya-Darende arasi, 35. km,
950 m, 17 vi 2002.

61 | A4 cappadocica | TA 1567 | INU 3211 Karaman: Giilnar-Ermenek arast,

Hausskn.&Bornm. Bereketlikoyt gevresi, 1100 m, 03 vii 2003.

Yaptigimiz laboratuar ¢alismalarinda Anacyclus clavatus tiiriinlin ntDNA’s1 basarili

bir sekilde izole edilmesine ragmen, bu DNA’nin ITS bolgesi PCR ile elde edilememis, elde

edilen triinlerden de basarili bir dizileme elde edilememistir. Bununla birlikte ¢alisilan
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Achillea tiirlerinden A. multifida tirii ile A. kotschyii subsp. kotschyii taksonundan da benzer
sekilde net basarili diziler elde edilememistir. Bu ii¢ taksondan Anacyclus clavatus ve
Achillea multifida tiriine ait diziler Gen Bankasindan (NCBI) temin edilerek filogenetik
analizlere dahil edilmistir. 4. kotschyii tiriniin ise diger alt tiiri subsp. canescens
taksonundan gen dizilimi basarili bir sekilde elde edildigi i¢in bu tiirii temsilen canescens alt

tiirii kullanilmis ve sonuglarin eksiksiz olarak elde edilmesi saglanmaistir.

Filogenetik agaclar olusturulken, lilkemizde yayilis gostermeyen 18 yurtdisi Achillea
tirli de analizlere dahil edilmistir. Bu tiirlere ait gen dizileri Gen Bankasindan (NCBI) temin
edilmistir. Bu tirler: Achillea impatiens L., A. pyrenaica Sibth. ex Godr., 4. abrotanoides
(Vis.) Vis,, A. erbarotta All., A. moschata Wulfen, A. ligustica All., A. nana L., A. pindicola
Hausskn. subsp. integrifolia (Halacsy) R. Franzén, A. schurii Sch. Bip., A. ceretanica Sennen,
A. wilsoniana (Heimerl) Heimerl ex Hand.-Mazz., A. asiatica Serg., A. atrata L., A. oxyloba
(DC.) Sch. Bip., A. clusiana Tausch, A. clavennae L., A. fragrantissima (Forssk.) Sch. Bip. ve
A. pseudoaleppica Hausskn. ex Hub.-Mor’dir.

3.2.2. D1s Gruplara Ait Bitki Materyalinin Temini

Filogenetik analizlerde dis grup olarak Achillea cinsine en yakin cinslere ait 7 farkl
takson kullanilmistir. Bu taksonlar Chamaemelum nobile All., Santolina oblongifolia Boiss.,
Chrysanthemum lavandulifolium Makino var. lavandulifolium, Leucanthemum vulgare Lam.
Anacyclus clavatus Pers., Anthemis arvensisL. ve Tanacetum millefolium Aitch.’dur. Bu dis
gruplarin dizileri Gen Bankasindan (NCBI) alinmustir. Ayrica Ulkemizde yayilist olmayan 18
Achillea tiiriine ait diziler de gen bankasindan alinarak agacglar olusturulmus ve sonuglari

tartisilmastir.

3.2.3. Cam ve Plastik Malzeme

Tez caligmalarinda kullanilan pipet uclari, mikropipetler, ependorf tiipleri, PCR
tiipleri, ¢ozeltiler, cam malzemeler ve 1s1ya dayanikli diger malzemeler 121 °C de 20 dakika

siireyle 1 atmosfer basingta otoklavlanaraksterilize edilmistir.
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3.2.4. DNA izolasyonunda Kullamlan Kimyasallar

Tez c¢aligmalarinda bitki materyallerinin bir kisminin c¢ekirdek DNA’s1 (nrDNA)
Fenol- Kloroform-izoamilalkol yontemiyle izole edilmistir (37). Bu yontemde kullanilan

kimyasallar Tablo 3.2’de verilmistir.

Tablo3.2.Fenol-Kloroform-Izoamilalkol yénteminde kullanilan kimyasallar

Soliisyonlar Kompozisyonu

Ekstraksiyon tamponu (1L) 33,6 gr. Ure, 0,5 M EDTA (pH: 8), 1 M. Tris-HCI
(pH:8), 5 M NaCl%10 SDS

Fenol/Kloroform/Izoamil alkol 25:24:1

NaAc 3MpH:5,2

Izopropil alkol %100

TE 10mM

RNaz A 10 mg/mL

EtOH % 70, % 99

Bitki  materyallerinin  biiyiik  ¢ogunlugunun nrDNA’siMachereyNagel Kiti
(Ref:740770.50) ile izole edilmistir. Bu kitte yer alan CTAB (Cetyltrimethylammonium

bromide) metodu kullanilmistir. Kitte yer alan soliisyonlar Tablo 3.3’de verilmistir.

Tablo3.3.Macherey Nagel Kitinde kullanilan soliisyonlar

Soliisyonlar Miktar1 (50 6rnek icin)
Lysis Buffer PL1 25 ml
Precipitation Buffer PL3 5 ml
Binding Buffer PC 30 ml
Wash Buffer PW1 30 ml
Wash Buffer PW2 25 ml
Elution BufferPE 15 ml
RNase A 6 mg
Nucleo Spin Filters (violetrings) 50 adet
Nucleo Spin Plant IT Columns (greenrings) 50 adet
Collection Tubes (2ml) 100 adet
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3.2.5. Polimeraz Zincir Reaksiyonlarinda (PCR) Kullamilan Kimyasallar

Izolasyon sonucu elde edilen nrDNA’nin PCR’da ¢ogaltilmasi igin kullanilan
kimyasallar Tablo 3.4’de verilmistir. Ayrica PCR kiti olarak 2X Master Mix (One Taq 2X
Master Mix with Standart Buffer 100rxn/50 pl) kullanilmistir. Bu kit ile yapilan ¢calismalarda

kullanilan kimyasallar ve miktar1 Tablo 3.5’de verilmistir.

Tablo 3.4. PCR’da ( Polimeraz Zincir Reaksiyonu) kullanilan kimyasallar

Kimyasal Ad1 Miktar Konsantrasyon
Buffer 2.5 ul 10 X
MgCl, 1.5 ul 25 mM
DMSO 2.5 ul -

ITS4 2.5ul 1 pmol / ml
ITS5A 2.5 ul 1 pmol / ml
dNTP 0.4 ul 10 mM
Taq DNA Polimeraz 0.3 ul 5 linite
nrDNA 2ul

dH,O 10.8 ul

Toplam 25 ul

Tablo 3.5. 2X Master Mix ile kullanilan kimyasallar

Kimyasal Adi Miktart Konsantrasyon
Buffer 12.5 ul 1 X

ITS4 0.5 ul 1 pmol / ml
ITS5A 0.5ul 1 pmol / ml
nrDNA 2 ul

dH,O 9.5ul

Toplam 25l
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ITS bolgelerinin PCR amplifikasyonu i¢in daha Once basarili sonuglar vermis
primerlerden ITS5SA (Forward) ve ITS4 (Reverse) kullanilmistir (38). Bu Primerlere ait diziler
Tablo 3.6 da verilmistir.

Tablo 3.6. PCR’ de kullanilan ITS Primerlerinin dizilimi

Kullanilan Erime sicakhigi | Uzunluk
Niikleotid dizisi

Primerler Tm (°C) (bg)

ITS5A 5’- GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG -37 62 22

ITS4 5- TCCTCCGCTTATTGATATGC -3° 58 20

3.2.6. Agaroz Jel Elektroforezinde Kullanilan Kimyasallar

Agaroz jel hazirlanmasinda 0.5X TBE, 1ul Etidyum Bromiir ve %0,8’lik Agaroz

kullanilmastir.

3.3. Metot
3.3.1. Bitkilerden nrDNA izolasyonu

DNA izolasyonundaFenol-Kloroform-izoamilalkol protokolii veya Macherey Nagel
Kit protokoliiuygulanmistir. Her iki protokolde de toz halindeki bitki materyalleri
kullanilmistir. Bunun ig¢in, slika jel icerisinde bulunan yada herbaryum materyaline ait

bitkilerin yapraklarindan 20-100 mg alinarak siv1 azotla havanda toz haline getirilmistir.

Fenol-Kloroform-izoamilalkol Protokolii: Bitki 6rnekleri havandan ependorf
tiiplere aktarilarak iizerine 600 pl izolasyon tamponu eklenip vorteks ile karistirilmigtir. Tiipe
500 pL fenol kloroform-izoamil alkol eklenmis, 5 dakika alt-list edildikten sonra 5dk 12000
rpm’de santrifiijjedilmistir. Tipteki siipertnatant alinarak temiz bir tiipe aktarilmistir.
Stipernatant hacminin %10“u kadar (50 ul) 3M NaAc (pH: 5.2) eklenmis ve alt-iist edilmistir.
Stipernatant hacmi kadar (500 pl civarinda) izopropanol eklenmis ve bu islem sonucunda
DNA c¢iplak gozle goriilmiistiir. DNA 2 dk 12000 rpm’desantrifiij yapilarak ¢oktliriilmis ve
DNA peletinin olusmasi saglanmistir. Ust kisimdaki ¢zelti mikro pipetle ¢ekilerek atilmistir.
Olusan pellete 500 uL TE (10mM, pH: 8) eklenmis, pellete dokunmadan pipetaj yaparak
pelletin ¢oziilmesi saglanmistir. 5 pl RNaz A (10mg/ml) pipetaj yapilarak eklenmis ve
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RNazA’nin homojen dagilmasi i¢in tiip alt-list edilmistir. 30 dk 37°C’de inkiibasyon yapilarak
RNA’nin uzaklastirilmast saglanmistir. 50 pl NaAc (3M) eklenip alt {ist edilmistir. Daha
sonra 1 ml %90’lik ETOH eklenip alt iist edilmistir. -80°C’de 10 dk bekletildikten sonra 10
dk 13000 rpm’de santrifiij edilerek DNA’nmn ¢okmesi saglanmistir. Ustteki siipernatant
uzaklastirilmis, altta kalan pellet %70 lik ETOH ile pipetaj yapilarak yikanmistir. 2 dk 12000
rpm’desantrifiije dildikten sonra olusan ¢okeltiden etanol dikkatlice uzaklastirildiktan ve 20-
30 sn 12000 rpm’de tekrar santriflij yapilmistir. Ependorf tiipler kagit iizerine yan yatirilarak
etanol kalintilarinin ugmasi saglanmistir. Olusan ntDNA ¢okeltisi, 50 pl TE veya 200 pl saf
su eklenerek pellet kayboluncaya kadar ¢6ziilmiis ve DNA kullanima hazir hale getirilmistir
(37).

Macherey Nagel Kit Protokolii: Toz halindeki bitki materyali tlipe aktarilmis ve
lizerine 400 pl Buffer PL1 eklenip vorteksle karistirilmistir. Uzerine 10 plRNase A soliisyonu
eklenmis ve Ornek iyice karistirildiktan sonra 65°C de 10 dakika boyunca inkiibe edilmistir.
Karisim NiikleoSpinfilter (mor halka) tiipe eklenmis, 2dk11,000xg de satrifiij edildikten sonra
icindeki filtre atilmis ve dipte kalan kisma 450 pl Buffer PC eklenerek 5 kez asagi yukari
pipetlenip iyice karismasi saglanmistir. Elde edilen karisimdan 700 pl alinip NiikleoSpinPlant
IT Column’a (yesil halka) eklenmistir. Niikleo SpinPlant II Column’u sirastyla; 11,000xg de 1
dk santriif edilmis ve dip kismi1 dokiilmiis, {izerine 400ul Buffer PW1 eklenip 11,000xg de 1
dk santriif edilmis ve dip kismi dokiilmiis, tizerine 700ul BufferPW2 eklenip 11,000xg de 1
dk santriif edilmis ve dip kismi1 dokiilmiistiir. Washbuffer’uzaklastirmak ve tamamen kuru bir
silika membran1 elde etmek i¢inNiikleoSpinPlant II Columna200ul Buffer PW2 eklenip.
11,000xg de 2 dksantriif edilmis ve dip kismi1 dokiilmiistiir. NiikleoSpinPlant II Column
filtresi 1.5 ml’lik yeni bir effendorf mikrosantrifuj tiipline alinmis ve fitrenin lizerine 50ul
Buffer PE eklenerek 5 dk 65°C derecede inkiibe edilmistir. DNA’nin filtreden tamamen
kurtulmasi icin tiip 1 dk 11,000xg de santrifiij edilmistir. Daha sonra fitrenin {lizerine tekrar
50ul Buffer PE eklenerek 5 dk 65°C derecede inkiibe edilmis ve tiip 1 dk 11,000xg de
santrifiij edilmistir. Sonugta 100 pl nrtDNA igeren soliisyon elde edilmistir. Bu soliisyon bir

sonraki ¢aligmaya kadar -20°C’de saklanmastir.

3.3.2. PCR Uygulamalan

Izolasyon sonucu elde edilen nrDNA’nin PCR’da ¢ogaltilmast igin iki farkli yontem

takip edilmistir. Birinci yontemde Tablo 2.4’de verilen kimyasallar ve primerler, tabloda
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verildigi miktar ve sira ile 200 pl’lik PCR tiiplerine eklenmistir. Ikinci yontemde ise Tablo
2.5’de verilen kimyasallar ve primerler, tabloda verildigi miktar ve sira ile 200 pl’lik PCR
tiiplerine eklenmistir. Her iki yontemde de calisma ortami olarak buz kullanilmistir.
Kontaminasyon olup olmadigimi kontrol edebilmek icin, her uygulamada nrtDNA icermeyen
negatif kontroller hazirlanmistir. PCR sonucu ¢ogalma gozlenmeyen Ornekler ic¢in tekrar
yapilmistir. Bu tekrarlar sirasinda kullanilan ntDNA miktar1 degistirilmis ve her defasinda
toplam soliisyon dH,O ile 25 ul’ye tamamlanmistir. PCR sonucu elde edilen tiriinler dizileme
asamasina kadar 4°C’de saklanmistir (38). ITS Primerleri i¢in kullanilan PCR programi Tablo

3.7°de verilmistir.

Tablo3.7. ITS Primerleri i¢in kullanilan PCR programi

Basamak Sicakhik Zaman Dongii Sayisi
On Denatiirasyon 94°C 5dk 1 dongii
Denatiirasyon 94°C 30sn

Baglanma (Annealing) | 51°C 45sn 35 dongi
Uzama (Extension) 72°C 1dk

Son Uzama 72°C 10dk 1 dongii
Bekleme 4°C cihazdan alinana kadar

3.3.3. Agaroz Jel Elektroforezi

Izolasyon ve PCR sonucunda olusan bantlar1 gézlemlemek amaciyla %0,8’lik agaroz
jel elektroforezi yapilmistir. Bunun icin 20X TBE stok ¢ozeltisi seyreltilerek 0.5X TBE
hazirlanmigtir. Daha sonra 0,8 gr agaroz 100 ml 0.5X TBE tamponu iginde, hotplate ile
kaynatilarak ¢oziilmiis, karisim 50°C’ye kadar sogutularak igerisine 1ul Etidyum Bromiir
boyast ilave edilmistir. Elde edilen karisim, taraklari onceden yerlestirilmis jel kasetine
dokiilmiis ve polimerlesmesi ve donmast i¢in 15 dk beklenmistir. Jel polimerlestikten sonra
kasetten taraklar c¢ekilerek cikartilmis, hazirlanan jel elektroforez tankina yerlestirilip lizerine
jelin tizerini 6rtecek kadar 0.5X TBE tamponu ilave edilmistir.

Her bir kuyucuga 3 pl PCR iirlinii ve 3 pl ylikleme boyast (6X DNA loadingdye)
olmak {izere toplam 6 ul karisim pipet yardimiyla yiiklenmistir. ilk kuyucuga Marker, son
kuyucuga da kontrol iiriinii konmustur. Ornekler 120 voltta 30 dk yiiriitiildiikten sonra jel

gorlintiileme cihazina konmus ve bilgisayarda goriintiisii gozlemlenmistir (39).

18




3.3.4. Dizileme ve Dizilerin Hizalanmasi

PCR uygulamalarinda uygun bant elde edilen ITS bolgelerinin DNA dizilemeleri
hizmet alim1 seklinde Genoks firmasinda Sanger yontemi ile yapilmistir. Her bir 6rnege ait
DNA dizisi hem ileri (forward) hem de geri (revers) primerleriyle c¢ift yonlii olarak
okutulmustur.

Dizileme sonuglari Bioedit programinda hizalanarak diizenlenmis, DNA dizilerinin
kirlilik diizeyine bakilarak istenilen saflik diizeyinde olan diziler islenmistir (40). Istenilen
diizeyde elde edilemeyen diziler ise tekrar PCR’da c¢ogaltilarak dizileme islemi
tekrarlanmistir.  Oncelikle orneklere ait ileri ve geri diziler birlestirilerek kontigler
olusturulmustur. Bu kontigler dizilere ait kromatogramlarla karsilastirilmis, piklerin
temizligine bakilip gerekli diizeltmeler elle yapilmistir.

Dizilerin hizalanmasi i¢in yine Bioedit programi kullanilmistir. Bu programda yer alan
ClustalW komutu ile hizalama islemi gergeklestirilmistir.

Taksonlara ait bu diziler yaymn asamasinda gen bankasina yiiklenerek kodlari

alinacaktir.

3.3.5. Filogenetik Analizlerin Yapilmasi

Bioedit programinda hizalamasi ve diizenlenmesi yapilan diziler nexus formatina
getirildikten sonra PAUP 4.0a146 programi kullanilarak filogenetik analizler yiirtitiilmiistiir
(40-41). Bu calisma sonucu elde edilen dizilerden filogenetik agaclar olusturulmustur.
Analizlerde karakter temelli yontemlerden parsimoni kriteri kullanilarak Maksimum
Parsimoni ve Bootstrap analizi, mesafe temelli yontemlerden UPGMA ve NIJ analizleri

yapilmustir.
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4. BULGULAR

4.1. Bitkilerden nrDNA izolasyonu Sonucu Elde Edilen Bulgular

nrDNA izolasyonunda Fenol- Kloroform-izoamilalkol yéntemi ve Macherey Nagel
Kiti kullanilmistir. Kullanilan bu iki yontemde en iyi DNA izolasyonu Macherey Nagel
Kitinde yer alan CTAB (Cetyltrimethylammonium bromide) metodu ile gergeklestirilmistir.
Izolasyon iiriinii soliisyonlarda DNA’min varligmi belirleyebilmek igin Agaroz Jel
Elektroforezi yapilmis ve elde edilen sonuglar goriintiilenmistir. Calisilan taksonlarinin

nrDNA izolasyonuna ait jel fotografi Sekil 4.1-6’da verilmistir.

Sekil 4.1. Achillea taksonlarinin ntDNA izolasyonuna ait jel fotografi(M: Marker).1- A.
hamzaoglui TA 2954, 2- A. gypsicola TA 2221, 3- A. teretifolia BY 8035, 4- A. sivasica TA
1755, 5- A. sivasica TA 2208, 6- A. aleppica zederbaueri TA 2620, 7- A. aleppica subsp.
aleppica TA 1388, 8- A. millefolium TA 1429, 9- A. cappadocica TA 1567, 10- A setaceae
TA 2133, 11- A. goniocephala TA 2957, 12- A. coarctata TA 2671.

Sekil 4.2. Achillea taksonlariin ntDNA izolasyonuna ait jel fotografi (M: Marker).1- 4.
schischkinii TA 2959a, 2- A. lycaonica TA 1377, 3- A. membranacea TA 1385, 4- A.
filipendulina TA 1625, 5- A. boissieri TA 2594, 6- A. cucullata TA 2083, 7- A. siehenana TA
1527, 8- A. nobilis subsp. kurdica TA 1409, 9- A. membranacea TA 2951, 10- A.
brachyphylla BY 15136, 11- A. nobilis subsp. neilreichii TA 2129, 12- A. maritima subsp.
maritima EGE 396.
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Sekil 4.3. Achillea taksonlarinin ntDNA izolasyonuna ait jel fotografi (M: Marker).1- A.
santolinoides subsp. wilhelmsii TA 2231, 2- A. magnifica TA 2958, 3- A. oligocephala TA
1635, 4- A. cretica BY 15634, 5- A. clypeolta TA 1546, 6- A. tenuifolia TA 1427, 7- A.
sivasica TA 2964, 8- A. ketenoglui TA 2219, 9- A. milliana TA 1600, 10- 4. pseudoallepica
TA 2244, 11- A. formosa subsp. amanica TA 2253, 12- A. armenorum TA 1968.

Sekil 4.4. Achillea taksonlarinin ve Anacyclus clavatus tiriiniin ntDNA izolasyonuna ait jel
fotografi (M: Marker).1- Achillea grandifolia TA 2254, 2- A. nobilis subsp. denissima TA
2062, 3- A. cretica BY 15634, 4- A. falcata TA 2558, 5- A. oligocephala TA 1635, 6- A.
spinulifolia TA 2189, 7- A. fraasii TA 2525, 8- A. multifida BM 5003, 9- A. phyrigia TA
2962, 10- A. nobilis subsp. sypilea BY 15750, 11- Anacyclus clavatus EGE 24127, 12-
Achillea vermicularis TA 2559, 13- A. sipikorensis TA 2206, 14- A. kotschyii subsp.
canescens TA 2627.

Sekil 4.5. Achillea taksonlarinin ntDNA izolasyonuna ait jel fotografi (M: Marker).1- 4.
salicifoliasubsp. salicifolia TA 2092, 2- A. monocephala TA 1584, 3- A. crithmifolia TA
1552, 4- A. sintenisii TA 2080, 5- A. biserrata BY 16676, 6- A. formosa subsp. formosa TA
2991, 7- A. sivasica TA 2208, 8- A. arabica TA 1440, 9- A. latiloba TA 1614, 10- A.
pannonica TA 2131, 11- A. maritima TA 1947, 12- A. gypsicola TA 1560.
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Sekil 4.6. Achillea taksonlarinin ve Anacyclus clavatus tiriiniin ntDNA 1zolasyonuna ait jel
fotografi (M: Marker).1- Achillea formosa subsp. amanica TA 2253, 2- A. cretica BY 15634,
3- A. multifida BY 15889, 4- Anacyclus clavatus ISTE 73889.

4.2. PCR Uygulamalar1 Sonucu Elde Edilen Bulgular

Izolasyon sonucu elde edilen nrDNA’nin PCR amplifikasyonuyla ITS bolgeleri
cogaltilmistir. Bant elde edilemeyen oOrnekler tekrardan PCR amplifikasyonuna tabi
tutulmustur. Her tekrar agamasinda ntDNA miktar1 degistirilerek en uygun bant elde edilmeye

calisilmigtir. Elde edilen bant goriintiileri Sekil 4.7-21°de verimistir.

Sekil 4.7. Achillea taksonlarinin ITS Primerleriyle yapilan PCR iirlinlerine ait jel fotografi
(M: Marker). 1- Achillea aleppica subsp. aleppica TA 1388, 2- A. aleppica zederbaueri TA
2620, 3- A. brachyphylla BY 15136, 4- A. formosa subsp. formosa TA 2991, 5- A.
hamzaoglui TA 2954, 6- A. cappadocica TA 1567, 7- A setaceae TA 2133, 8- A.
goniocephala TA 2957 (K: Kontrol).
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Sekil 4.8. Achillea taksonlarinin ITS Primerleriyle yapilan PCR iiriinlerine ait jel fotografi
(M: Marker). 1- 4. latiloba TA 1614, 2- A. siehenana TA 1527, 3- A. membranacea TA 2951,
4- Anacyclus clavatus EGE 24127, 5- A. biserrata BY 16676, 6- A. maritima subsp. maritima
EGE 396, 7- A. filipendulina TA 1625, 8- A. oligocephala TA 1635, 9- A. schischkinii TA
2959a, 10- A. nobilis subsp. kurdica TA 1409, 11- A. maritima TA 1947, 12- A. grandifolia
TA 2254, 13- A. millefolium TA 1429 (K: Kontrol).

S 1000 bp
* 500 bp

Sekil 4.9. Achillea taksonlarinin ITS Primerleriyle yapilan PCR firiinlerine ait jel fotografi
(M: Marker). 1- 4. latiloba TA 1614, 2- A. sivasica TA 1755, 3- A. nobilis subsp. denissima
TA 2062, 4- A. sivasica TA 2208, 5- A. gypsicola TA 2221 (K: Kontrol).

S 1000 bp

« 500 bp

Sekil 4.10. Achillea taksonlarinin ITS Primerleriyle yapilan PCR {iriinlerine ait jel fotografi
(M: Marker). 1- A. nobilis subsp. kurdica TA 1409, 2- A. maritima TA 1947, 3- A. grandifolia
TA 2254, 4- A. millefolium TA 1429, 5- A. aleppica subsp. aleppica TA 1388, 6- A. coarctata
TA 2671, 7- A. teretifolia BY 8035, 8- A.sintenisii TA 2080, 9- A. formosa subsp. amanica
TA 2253, 10- A. cretica BY 15634, 11- A. brachyphylla BY 15136, 12- A. multifida BM
5003, 13- A. siehenana TA 1527 (K: Kontrol).
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Sekil 4.11. Achillea taksonlarinin ve Anacyclus clavatus tirtiniin ITS Primerleriyle yapilan
PCR iiriinlerine ait jel fotografi (M: Marker). 1- Achillea siehenana TA 1527, 2- A. latiloba
TA 1614, 3- A. siehenana TA 1527, 4- A. membranacea TA 2951, 5- Anacyclus clavatus
EGE 24127, 6- A. biserrata BY 16676, 7- A. maritima subsp. maritima EGE 396, 8- A.
santolinoides subsp. wilhelmsiiTA 2231, 9- A. oligocephala TA 1635, 10- A. schischkinii TA
2959a (K: Kontrol).

- 1000 bp

500 bp

Sekil 4.12. Achillea taksonlarinin ve Anacyclus clavatus tiriiniin ITS Primerleriyle yapilan
PCR fiiriinlerine ait jel fotografi (M: Marker). 1- Achillea sintenisii TA 2080, 2- A. biserrata
BY 16676, 3- Anacyclus clavatus EGE 24127, 4-5- A. multifida BM 5003, 6- A. formosa
subsp. amanica TA 2253, 7- A. aleppica zederbaueri TA 2620, 8- Anacyclus clavatus EGE
24127 (K: Kontrol).

1000 bp
Pr—

500 bp

Sekil 4.13. Achillea taksonlarinin ve Anacyclus clavatus tiiriiniin ITS Primerleriyle yapilan
PCR firiinlerine ait jel fotografi (M: Marker). 1- Anacyclus clavatus EGE 24127, 2- Achillea
cretica BY 15634, 3- A. multifida BM 5003, 4- Anacyclus clavatus EGE 24127, 5- Achillea
formosa subsp. amanica TA 2253, 6- A. cretica BY 15634 (K: Kontrol).
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e 1000 bp

500 bp

Sekil 4.14. Achillea taksonlarinin ve Anacyclus clavatus tirtiniin ITS Primerleriyle yapilan
PCR iirlinlerine ait jel fotografi (M: Marker). 1- Achillea grandifolia TA 2254, 2- A. nobilis
subsp. denissima TA 2062, 3- A. cretica BY 15634, 4- A. falcata TA 2558, 5- A. oligocephala
TA 1635, 6- A. spinulifolia TA 2189, 7- A. fraasii TA 2525, 8- A. multifida BM 5003, 9- A.
phyrigia TA 2962, 10- A. nobilis subsp. sypilea BY 15750, 11- Anacyclus clavatus EGE
24127, 12- Achillea vermicularis TA 2559 (K: Kontrol).

Sekil 4.15. Achillea taksonlarinin ITS Primerleriyle yapilan PCR {iriinlerine ait jel fotografi
(M: Marker). 1- A. sipikorensis TA 2206, 2- A. kotschyii subsp. canescens TA 2627, 3- A.
salicifolia subsp. salicifolia TA 2092, 4- A. monocephala TA 1584, 5- A. crithmifolia TA
1552, 6- A.sintenisii TA 2080, 7- A. biserrata BY 16676, 8- A. formosa subsp. formosa TA
2991, 9- A. sivasica TA 2208, 10- A. arabica TA 1440, 11- A. latiloba TA 1614, 12- A.
pannonica TA 2131 (K: Kontrol Sekil 16°da verilmistir).
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Sekil 4.16. Achillea taksonlarinin ITS Primerleriyle yapilan PCR {iriinlerine ait jel fotografi
(M: Marker). 1- 4. pannonica TA 2131, 2- A. maritima TA 1947, 3- A. gypsicola TA 1560, 4-
A. santolinoides subsp. wilhelmsiiTA 2231, 5- A. magnifica TA 2958, 6- A. clypeolta TA
1546, 7- A. tenuifolia TA 1427, 8- A. sivasica TA 2964, 9- A. ketenoglui TA 2219, 10- A.
milliana TA 1600, 11- A. pseudoallepica TA 2244, 12- A. formosa subsp. amanica TA 2253
(K: Kontrol).

Sekil 4.17. Achillea taksonlarinin ITS Primerleriyle yapilan PCR iirlinlerine ait jel fotografi
(M: Marker). 1- 4. armenorum TA 1968, 2- A. schischkinii TA 2959a, 3- A. lycaonica TA
1377, 4- A. membranacea TA 1385, 5- A. filipendulina TA 1625, 6- A. boissieri TA 2594, 7-
A. cucullata TA 2083, 8- A. siehenana TA 1527, 9- A. nobilis subsp. kurdica TA 1409, 10- 4.
membranacea TA 2951, 11- A. brachyphylla BY 15136, 12- A. nobilis subsp. neilreichii TA
2129 (K: Kontrol Sekil 16’da verilmistir).

e 1000 bp
* 500 bp

Sekil 4.18. Achillea taksonlarinin ve Anacyclus clavatus tirtinin ITS Primerleriyle yapilan
PCR iirlinlerine ait jel fotografi (M: Marker). 1-3- Achillea formosa subsp. amanica TA 2253,
4-6- A. cretica BY 15634, 7-9- A. multifida BM 5003, 10-12- Anacyclus clavatus ISTE 73889
(K: Kontrol).
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S 1000 bp

* 500 bp

Sekil 4.19. Achillea taksonlarinin ve Anacyclus clavatus tiirtiniin ITS Primerleriyle yapilan
PCR iirtinlerine ait jel fotografi (M: Marker). 1-2- Achillea kotschyii subsp. kotschyii TA
1734, 3-4- A. formosa subsp. amanica TA 2253, 5-6- A. multifida BM 5003, 7-8- Anacyclus
clavatus ISTE 73889 (K: Kontrol).

Sekil 4.20. Achillea taksonlarinin ve Anacyclus clavatus tiriiniin ITS Primerleriyle yapilan
PCR dirtinlerine ait jel fotografi (M: Marker). 1- Achillea multifida BM 5003, 2- Anacyclus
clavatus ISTE 73889, 3-4- Achillea kotschyii subsp. kotschyii TA 1734 (K: Kontrol).

Sekil 4.21. Achillea multifida ve Anacyclus clavatus tirtiniin ITS Primerleriyle yapilan PCR
tirlinlerine ait jel fotografi (M: Marker). 1- Achillea multifida BM 5003, 2- Anacyclus clavatus
ISTE 73889 (K: Kontrol).
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4.3. Filogenetik Analiz

Karakter temelli yontemlerden Maksimum Parsimoni kriteri kullanilarak ortak
uyumluluk (consensus) agac¢larindan strict consensus agacit olusturulmustur (Sekil 4.22). Bu
aga¢ olusturulurken 531 karakter incelenmis ve bunlardan 363’s1 sabit, 86’sinin parsimonik

acidan 6nemli olmayan, 82’sinin ise parsimonik agidan 6nemli degisken karakterler oldugu

tespit edilmistir.

—: A falcata 2558 il
A. spinulifolia 2189 I

A. fraasii 2525 v

—— A. phrygia 2962 11

A. gypsicola 1560 I

I A. gypsicola 2221 1l

A. nobilis subsp. sipylea Vv

A. vermicularis 2559 1

A. sipikorensis 2206 11
{ A. kotschyi subsp. canescens 2627 v
A. goniocephala 2957 11

e A. salicifolia subsp. salicifolia 2092 111
A. latiloba 1614 v

A. monocephala 1584 11

A. crithmifolia 1552 v

_E A. santolinoides subsp. wilhelmsii 2231 1l
A. lycaonica 1377a 1

A arabica 1440 A%

A. pannonica 2131 v

A. magnifica 2958 1

A. clypeolata 1546 \%

A. tenuifolia 1427 1

A. ketenoglui 2219 11

A. milliana 1600 I

A. pseudoaleppica 2244 11

A. biserrata 16676 1

{ A. armenorum 1968 1
A. aleppica subsp. zederbaueri 2620 11

A. membranacea 1385 11
_E A. oligocephala 1635 i
A. brachyphylla 15136 1l

A. boissieri 2594 1

A. culcullata 2083 I

A. nobilis subsp. neilreichii 2129 Vv

A. nobilis subsp. densissima 2062 v

A. sivasica 2964 I

A. filipendulina 1625 v

{ A. formosa subsp. formosa 2991 n
A. formosa subsp. amanica 2253 il

—: A. hamzaoglui 2954 i
A. schischkinii 2959a 1l

A. cappadocica 1567 Vv

{ A. setacea 2133 Y
A. millefolium 1429 Vv

A. sieheana 1527 1

A. nobilis subsp. kurdica 1409 v

A. maritima subsp. maritima 1947 I

A. aleppica subsp. aleppica 1388 il

A. coarctata 2671 Vv

A. teretifolia 8035 11

A. sintenisii 2080 1l

A. cretica 15634 11

I— A. grandifolia 2254 Vv

Anthemis arvensis EU179214.1 D

I— Tanacetum millefolium AY603263.1 D

Chamaemelum nobile EU179215.1 D

Santolina oblongifolia FJ897737.1 D

Chrysanthemum lavandulifolium var. lavandulifolium KJ183127.1 D

Leucanthemum vulgare EF577315.1 D

A. multifida KC855689.1 v

Anacyclus clavatus AY603258.1 D

Sekil 4.22. Achillea cinsinin iilkemizde yayilis gosteren 48 tiiri ve 7 adet dis grubun
ITS bolgesinin Maksimum Parsimoni ile elde edilen Strict Konsensus agaci (I: sect. Othantus,

II: sect. Babounya, 111: sect. Ptarmica, IV: Anthemoideae, V: sect. Achillea).
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Parsimoni kriteri kullanilarak Bootstrap analizi yapilmistir. Achillea ve dis grup olarak

7 cinse ait ITS bdlgelerinin bootstrap analizi sonucu olusan agaci Sekil 4.23’de verilmistir. Bu

agac, maksimum agag¢ sayisi 1000 ve 100 tekrar yapilarak elde edilmisitir.

99

———————— A

A

58

56

51

60

69

N

51

55

76

A
. phrygia 2962

. nobilis subsp. sipylea

. nobilis subsp. densissima 2062

. vermicularis 2559

. sipikorensis 2206

. kotschyi subsp. canescens 2627
. goniocephala 2957

. salicifolia subsp. salicifolia 2092
. latiloba 1614

PP P >R

falcata 2558
spinulifolia 2189
fraasii 2525

monocephala 1584
crithmifolia 15652
santolinoides subsp. wilhelmsii 2231
lycaonica 1377a
arabica 1440
pannonica 2131
magnifica 2958
clypeolata 1546
tenuifolia 1427
ketenoglui 2219
milliana 1600

. pseudoaleppica 2244

. biserrata 16676

. armenorum 1968

. aleppica subsp. zederbaueri 2620
. membranacea 1385

. oligocephala 1635

boissieri 2594

culcullata 2083

nobilis subsp. neilreichii 2129
gypsicola 1560

gypsicola 2221

sivasica 2964

filipendulina 1625

. formosa subsp. formosa 2991
. formosa subsp. amanica 2253
. hamzaoglui 2954

. schischkinii 2959a

. cappadocica 1567

. setacea 2133

. millefolium 1429

sieheana 15627

nobilis subsp. kurdica 1409
maritima subsp. maritima 1947
grandifolia 2254

aleppica subsp. aleppica 1388
coarctata 2671

teretifolia 8035

brachyphylla 15136

sintenisii 2080

cretica 15634

multifida KC855689.1

69

Anacyclus clavatus AY603258.1
Anthemis arvensis EU179214.1
Chamaemelum nobile EU179215.1
Santolina oblongifolia FJ897737.1

Chrysanthemum lavandulifolium var. lavandulifolium KJ183127.1

Leucanthemum vulgare EF577315.1
Tanacetum millefolium AY603263.1

eRviviviv)

Sekil 4.23. Achillea cinsinin lilkemizde yayilis gdsteren 48 tiirii ve 7 adet dis grubun

ITS bolgelerinin Bootstrap analizi sonucu olusan agaci (I: sect. Othantus, 11: sect. Babounya,

III: sect. Ptarmica, IV: Anthemoideae, V: sect. Achillea).
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Bazi yurt dist Achillea tiirlerinin de dahil edildigi Bootstrap analizi sonucu olusan

agaci Sekil 4.24°de verilmistir. Bu agacta Ulkemizde yayilis1 olmayan 18 Achillea tiirii yer

almaktadir.
97 [ A falcata 2558 I
———— A spinulifolia 2182 i}
A. fraasii 2525 v
A. phrygia 2962 it
50 — A. nobilis subsp. sipylea W
L———— A nobilis subsp. densissima 2062 v
A. vermicularis 2559 I
A. sipikorensis 2206 il
55 [ A kolschyi subsp. canescens 2627 Vv
b—————— A. goniocephala 2957 I
A. salicifolia subsp. salicifolia 2092 m
A. monocephala 1584 I
100 A. crithmifolia 1552 v
73 A. santolinoides subsp. wilhelmsii 2231 I
58 A. lycaonica 1377a 11
85 A. impatiens AY603246 1
A. pyrenaica AY603247 il
A. arabica 1440 v
A. pannonica 2131 v
A. magnifica 2958 n
A. clypeolata 1546 W
A. tenuifolia 1427 I
A. ketenoglui 2219 u
A. milliana 1600 il
A. pseudoaleppica 2244 il
70 = A. armenorum 1968 I
L———— A aleppica subsp. zederbaueri 2620 I
IL: A. membranacea 1385 i
50 A. oligocephala 1635 1
A brachyphylla 15136 i
A. boissieri 2594 1
A. culcullata 2083 i
A. nobilis subsp. neilreichii 2129 v
A. gypsicola 1560 il
A. gypsicola 2221 I
54, A. sivasica 2964 it
A. filipendulina 1625 v
56 — A. formosa subsp. formosa 2991 i
b—————— A. formosa subsp. amanica 2253 I
52 — A. hamzaoglui 2954 il
L———— A schischkinii 2959a il
84 = A. cappadocica 1567 v
L——— A pssudopectinata AY603242 A4
75 — A. sefacea 2133 v
L— A millefolium 1429 v
A. |atiloba 1614 v
A. sieheana 1527 i}
A. nobilis subsp. kurdica 1409 v
A. maritima subsp. maritima 1947 1
A. aleppica subsp. aleppica 1388 I
A. coarctata 2671 v
A. teretifolia 8035 I
A. sintenisii 2080 i
A. biserrata 16676 il
A. cretica 15634 it
100 A. multifida KC855689.1 v
69 A. abrotanoides AY603226 v
55 A. erbarotta AY603231 v
A. moschaia AY603235 v
83 90 — A ligustica AY603225 v
L——— A nana AY803237 v
A. pindicola subsp. integrifolia AY603239 v
A. schurii AY603241 v
53 — A. ceretanica AY603204 v
L——— A wilsoniana EF577285 v
A. asiatica AYB03209 v
93 A. atrata AYB03227 v
69 — A. oxyloba AY603238 v
L A clusiana AY603228 v
A. clavennae AYB03230 v
A. fragrantissima AY603256 I
55 I— A. grandifolia 2254 v
Anthemis arvensis EU179214.1 D
I— Tanacetum millefolium AY603263.1 D
Anacyclus clavatus AY603258.1 D
71 Char lum nobile EU179215.1 D
89 I—|— Santolina oblongifolia FJ897737.1 D
|L|: Chrysanthemum lavandulifolium var. lavandulifolium KJ183127.1 D
Leucanthemum vulgare EF577315.1 D

Sekil 4.24. Achillea cinsinin iilkemizde yayilis gosteren 48 tiirti, 18 yurt dis1 tiirii ve 7
adet dis grubun ITS bolgelerinin Bootstrap analizi sonucu olusan agaci (I: sect. Othantus, 11:

sect. Babounya, 111: sect. Ptarmica, IV: Anthemoideae, V: sect. Achillea).
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Parsimoni analizine ek olarak mesafe temelli yontemlerden UPGMA (Unweighted
Pair Group Method Using Arithmetic Average) ve NJ (Neighbor Joining) analizleri
yapilmistir. UPGMA analizi sonucu elde edilen agag¢ Sekil 4.25°de verilmistir.

falcata 2558

spinulifolia 2189

phrygia 2962

gypsicola 2221

sivasica 2964

gypsicola 1560

kotschyi subsp. canescens 2627
goniocephala 2957

milliana 1600

culcullata 2083

sintenisii 2080

monocephala 1584

arabica 1440

boissieri 2594

schischkinii 2959a

clypeolata 1546

ketenoglui 2219

pannonica 2131

magnifica 2958

tenuifolia 1427

pseudoaleppica 2244

biserrata 16676

cretica 15634

hamzaoglui 2954

formosa subsp. amanica 2253
sieheana 1527

teretifolia 8035

vermicularis 2559

armenorum 1968

aleppica subsp. zederbaueri 2620
sipikorensis 2206

aleppica subsp. aleppica 1388
fraasii 25625

salicifolia subsp. salicifolia 2092
latiloba 1614

cappadocica 1567

filipendulina 1625

setacea 2133

millefolium 1429

nobilis subsp. sipylea

nobilis subsp. densissima 2062
nobilis subsp. neilreichii 2129
nobilis subsp. kurdica 1409
formosa subsp. formosa 2991
membranacea 1385
oligocephala 1635

brachyphylla 15136

crithmifolia 1552

santolinoides subsp. wilhelmsii 2231
lycaonica 1377a

coarctata 2671

r— A. grandifolia 2254

L Tanacetum millefolium AY603263.1
A. maritima subsp. maritima 1947
Anacyclus clavatus AY603258.1
I-I: Chamaemelum nobile EU179215.1
|

M M F’;|T% - |4— [T/
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Santolina oblongifolia FJ897737.1

Leucanthemum vulgare EF577315.1

Anthemis arvensis EU179214.1

A. multifida KC855689.1

Chrysanthemum lavandulifolium var. lavandulifolium KJ183127.1
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Sekil 4.25. Achillea cinsinin iilkemizde yayilis gosteren 48 tiiri ve 7 adet dis grubun
ITS bolgelerinin UPGMA analizi sonucu olusan agaci (I: sect. Othantus, 11: sect. Babounya,

III: sect. Ptarmica, IV: Anthemoideae, V: sect. Achillea).
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Baz1 yurt dist Achillea tiirlerinin de dahil edildigi ve dis gruplara ait ITS boélgelerinin
UPGMA analizi sonucu olusan agac Sekil 4.26’da verilmistir.

falcata 2558 il
spinulifolia 2189 il
phrygia 2962 1
aypsicola 2221 il
sivasica 2964 il
gypsicola 1560 n
vermicularis 2659 1
kotschyi subsp. canescens 2627 \'%
goniocephala 2957 il
milliana 1600 il
culcullata 2083 il
sintenisii 2080 1
monocephala 1584 il

|

N T

Al
A.
A,
Al
A
Al
Al
A.
Al
Al
A.
A
Al
A. arabica 1440 A
A. boissieri 2594 il
A. schischkini 2959a il
A. pannionica 2131 v
A ketenoglui 2219 n
A clypeolata 1546 v
A. tenuifolia 1427 1
A. pseudoaleppica 2244 n
A. biserrata 16676 m
A, fragrantissima AY603256 1
= A. cretica 15634 n
A. hamzaoglui 2954 il
A. sieheana 1527 il
A. formosa subsp. amanica 2253 n
A, terefifolia 8035 1l
_: A. armenorum 1968 il
A. aleppica subsp. zederbaueri 2620 n
A. sipikorensls 2206 11
A. aleppica subsp. aleppica 1388 il
A. formosa subsp. formosa 2991 n
A. fraasii 2525 v
A nobilis subsp. sipylea v
A. setacea 2133 v
A. ceretanica AY603204 v
A. asiatica AY603209 v
| A. clavennae AY603230 v
A. salicifolia subsp. salicifolia 2092 1
A. latiloba 1614 v
A. magnifica 2958 n
A. clusiana AYB03228 v
A. nobilis subsp. neilreichii 2129 v
A. filipendulina 1625 v
— A. cappadocica 1567 \s
L—— A pseudopectinata AY603242 vV
A. nobilis subsp. kurdica 1409 v
A. millefolium 1429 v
[ A. nobilis subsp. densissima 2062 v
A. wilsoniana EF577285 v
A. atrata AYB03227 v
1 A. oxyloba AY603238 v
A erithmifolia 1552 A
A santolinoides subsp. wilhelmsii 2231 il
A. lycacnica 1377a il
1 A.impatiens AYB03246 il
A. pyrenaica AY603247 I
A. membranacea 1385 1
_| E A. oligocephala 1635 n
A brachyphylla 15136 il
A, ligustica AY603225 v
A. nana AY603237 v
A. abrotancides AY603226 v
{ A. erbarotta AY603231 v
A. moschata AY603235 v
_: A pindicola subsp. integrifolia AYB03239 IV
A schurii AY603241 v
A. coarctata 2671 v

A. grandifolia 2254

Tanacetum millefolium AY603263.1
A. maritima subsp. maritima 1947
Anacyclus clavatus AY603258.1

Gt im nobile EU179215.1
Santolina oblongifolia FJ897737.1
Leucanthemum vulgare EF577315.1
A. multifida KCB55689.1

Anthemis arvensis EU179214.1
Chrysanthemum lavandulifolium var. lavandulifolium KJ183127.D

OZoogo=0<

Sekil 4.26. Achillea cinsinin iilkemizde yayilis gosteren 48 tiirii, 18 yurt dis1 tiirii ve 7
adet dis grubun ITS boélgelerinin UPGMA analizi sonucu olusan agaci (I: sect. Othantus, 11:

sect. Babounya, 111: sect. Ptarmica, IV: Anthemoideae, V: sect. Achillea).
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Genetik uzaklilig1 belirlemek tizere NJ (Neighbor Joining) analizi de yapilmistir (Sekil
4.27).

A. falcata 2558 11
spinulifolia 2189 11
sipikorensis 2206 11
milliana 1600 11
boissieri 2694 11
culcullata 2083 11

A
A
A
A
A
A. sintenisii 2080 11
A. hamzaoglui 2954 11
A. schischkinii 2959a I
A. arabica 1440 A%
A. kotschyi subsp. canescens 2627 \%
A. goniocephala 2957 I
A. vermicularis 2559 I
A. clypeolata 1546 Vv
A. formosa subsp. formosa 2991 I
A. formosa subsp. amanica 2253 I
A. aleppica subsp. aleppica 1388 11
A. cretica 15634 I
A. monocephala 1584 11
— A. sieheana 1527 11
A. ketenoglui 2219 11
A. membranacea 1385 11
A. oligocephala 1635 II
A. brachyphylla 15136 II
A. maritima subsp. maritima 1947 K
— ': A. armenorum 1968 11
A. aleppica subsp. zederbaueri 2620 11
A. phrygia 2962 11
A. gypsicola 1560 11
A. gypsicola 2221 11
A. sivasica 2964 I
A. teretifolia 8035 11
I: A. pseudoaleppica 2244 I
A. biserrata 16676 111
A. pannonica 2131 v
A. tenuifolia 1427 I
A. fraasii 2525 v
A. salicifolia subsp. salicifolia 2092 I
A. latiloba 1614 A%
A. setacea 2133 \%
| A. millefolium 1429 \%
A. nobilis subsp. sipylea \%
A. nobilis subsp. densissima 2062 v
A. nobilis subsp. neilreichii 2129 A%
A. nobilis subsp. kurdica 1409 \%
A. filipendulina 1625 \%
A. cappadocica 1567 A%
A. magnifica 2958 11
A. coarctata 2671 A%
A. crithmifolia 1652 A%
4E A. santolinoides subsp. wilhelmsii 2231
A. lycaonica 1377a
A

multifida KC855689.1

Chamaemelum nobile EU179215.1

Santolina oblongifolia FJ897737.1

Chrysanthemum lavandulifolium var. lavandulifolium KJ183127.1
Leucanthemum vulgare EF577315.1

A. grandifolia 2254

Tanacetum millefolium AY603263.1

Anthemis arvensis EU179214.1

Anacyclus clavatus AY603258.1

[=l=f=E-ol-l=fol-8—F -

Sekil 4.27. Achillea cinsinin ililkemizde yayilis gdsteren 48 tiirii ve 7 adet dis grubun
ITS bolgelerinin NJ (Neighbor Joining) analizi sonucu olusan agaci (I: sect. Othantus, 11: sect.

Babounya, 111: sect. Ptarmica, IV: Anthemoideae, V: sect. Achillea).
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Baz1 yurt dist Achillea tiirlerinin de dahil edildigi ve dis gruplara ait ITS boélgelerinin

NJ (Neighbor Joining) analizi sonucu olusan agaci Sekil 4.28°de verilmistir.

A. falcaia 2558

A spinulifolia 2189

A sipikorensis 2206

A. milliana 1600

A sintenisii 2080

A. culcullata 2083

A. boissieri 2594

A. hamzaoglui 2954

A. schischkinii 2959a

A. kotschyi subsp. canescens 2627
A. goniocephala 2957

A. arabica 1440

A. vermicularis 2559

A clypeolata 1546

A. formosa subsp. formosa 2991
A. formosa subsp. amanica 2253
A. aleppica subsp. aleppica 1388
A. cretica 15634

A. monocephala 1584

A. sicheana 1527

A. pseudoaleppica 2244

A. biserrala 16676

A. fragrantissima AY 603256

A. phrygia 2962

A. gypsicola 2221

A. gypsicola 1560

A. sivasica 2964

A ifolia 8035

A. armenorum 1968

A. aleppica subsp. zederbauer 2620
A. ketenoglui 2219

A. membranacea 1385

A. oligocephala 1635

A. brachyphylla 15136

A. maritima subsp. maritima 1947
A. pannonica 2131

ia 1427

A fraasii 2525

A. salicifolia subsp. salicifolia 2092
A. latiloba 1614

A. setacea 2133

millefolium 1429

clavennae AY803230
ceretanica AY603204

asiatica AY603209

wilsoniana EF577285

nobilis subsp. sipylea

nobilis subsp. densissima 2062
nobilis subsp. neilreichii 2129
nobilis subsp. kurdica 1409
filipendulina 1625
cappadocica 1567
pseudopectinata AY603242
atrata AY603227

oxyloba AYB03238

clusiana AY603228

o no L] ] e

—

2958
coarctala 2671
crithmifolia 1552
santolinoides subsp. wilhelmsii 2231
lycaonica 1377a

A impatiens AY603246

A. pyrenaica AYE03247

A. multifida KCB55689.1

A. abrotanoides AY603226
A. erbarotta AY603231

A. moschata AY603235

PEPEPPPPPRPPRPPEPPEPEPR

A. pindicola subsp. integrifolia AY603239

A. schurii AY603241

A. ligustica AY603225

A. nana AY603237
Chamaemelum nobile EU179215.1
Santolina oblongifolia FJ897737.1

Chrysanthemum lavandulifolium var. lavandulifolium KJ183127.1

Leucanthemum vulgare EF577315.1
A. grandifolia 2254

Tanacetum millefolium AY803263.1
Anthemis arvensis EU179214.1
Anacyclus clavatus AY603258.1

ToO<OUTTZE<

Sekil 4.28. Achillea cinsinin iilkemizde yayilis gosteren 48 tiirti, 18 yurt dis1 tiirii ve 7

adet dis grubun ITS bolgelerinin NJ (Neighbor Joining) analizi sonucu olusan agaci (I: sect.

Othantus, 11: sect. Babounya, 111: sect. Ptarmica, IV: Anthemoideae, V: sect. Achillea).
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5. TARTISMA

Bu ¢alismada, iilkemizde yayilis gosteren Achillea cinsine ait taksonlarin ntDNA’sinin
ITS bolgeleri filogenetik bakimdan analiz edilerek, taksonlarin akrabalik iliskileri
belirlenmistir. Ayta¢ vd. tarafindan 2016 yilinda yeni tiir olarak yayinlanan Achillea adenii
Aytag & M.Ekici ve Achillea baltai H.Duman & Aytag tiirlerine ait bitki Orneklerine
ulasilamadigi i¢cin bu iki yeni tiriin molekiiler filogeneti analizi bu ¢alisma kapsaminda

yapilamamustir (20).

ITS bolgesi, ITS1 ve ITS2 bolgelerinden olusmaktadir ve filogenetik acidan iyi
korunmusg bolgelerdir. Bu bolgeler arasindaki farklar tiirler arasi ve tiir i¢i taksonomik

ayrimlarda bazi cinslerde oldukca iyi sonuglar vermektedir.

Achillea tiirleri Tiirkiye Florasinda 6 seksiyon altinda toplanmaktadir. Bu

seksiyonlarin ayrim anahtar1 asagida verilmistir (13).

Seksiyon Anahtari
1. Yapraklar tam
2. Dilsi GigeKIer BeYazZ. ... .eviei i Ptarmica
2. Dilsi GIGEKIET SAIT. .. ..ot Babounya
1. Yapraklar parcali
3. Yapraklar lineer, genisligi 0.4 cm’den az; segmentler kii¢lik-enine-imbrikat ya da bazen
aralikli segmentlere boliinmiis, eni boyundan uzun
4. Fillariler tabanda eklemli, ¢abuk diigticti.................ooieiiiiii e, Arthrolepis
4. Fillariler tabanda eklemli degil, kalict......................oooooia Santolinoideae
3. Yapraklar lineer, lanseolat ya da oblong’dan genisce ovat’a kadar, genisligi 0.4 cm’den
fazla; segmentler imbrikat degil, eni boyundan kisa
5. Dilsi gigekler 4-6, beyaz, iist kisimlarinda soluk sar1 yada fildisi.............. Millefolium
5. Dilsi gigekler (2-)4-6 adet, Sart .........cvviiiiiiiiiiiiii e Filipendulinae

Huber-Morath (1975) tarafindan verilen seksiyonlarda tiirler yukaridaki anahtarda da
yer alan morfolojik 6zellikleri g6z 6niine alinarak siniflandirilmistir (13). Achillea tiirlerinin
seksiyonlar1 daha sonra Ehrendorfer ve Guo (2006) tarafindan molekiiler veriler 1s18inda

yeniden diizenlenmistir (12). Bu calismada da Achillea’nin  Arthrolepis Boiss. ve
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Santolinoideae DC. seksiyonlari Babounya (DC.) O.Hoffm seksiyonu altinda, Filipendulinae
(DC.) Boiss. ve Millefolium (DC.) W.Koch. seksiyonlart da Achillea seksiyonu altinda
birlestirilmistir. Ayrica Otanthus cinsinin tek tirii Achillea maritima (L.) Ehrend. ve Y.-
P.Guo olarak sect. Otanthus (Hoffmanns. ve Link) Ehrend. ve Y.-P.Guo altinda, Leucocyclus
cinsi ise Achillea formosa (Boiss.) Sch.Bip. olarak Babounya seksiyonunun altinda yer
almistir. Ptarmica seksiyonu altinda yer alan Achillea fraasii Sch.Bip. ve A. multifida (DC.)

Griseb. tiirleri ise 4. sect. Anthemoideae altinda verilmistir.

Ulkemizde yayilis gosteren Achillea, Otanthus ve Leucocyclus cinslerine ait tiirlerin
Ehrendorfer ve Guo (2006) tarafindan molekiiler veriler 1518inda yapilan ve Huber-Morath
(1975) tarafindan Tirkiye Florasinda verilen seksiyon diizeyindeki dagilimi Tablo 5.1°de
verilmistir (12, 13).

Tablo 5.1. Achillea, Otanthus ve Leucocyclus cinslerine ait tiirlerin seksiyon

diizeyindeki dagilimlari.

Seksiyonlar Seksiyonlar Tiirler
(Ehrendorfer ve Guo | (Huber-Morath 1975)
2006)

A.sect.Othantus Otanthus cinsi altinda 1. A. maritima subsp. maritima

A. sect. Babounya Leucocyclus cinsi altinda 1. A. formosa subsp. formosa
A. formosa subsp. amanica

A. sect. Babounya . Sieheana

. membranacea
. brachyphylla
. oligocephala
. Sipikorensis

A. sect. Arthrolepis

ol Pl ol el
S NG N RN NG [ N

. santolinoides subsp.
Imsii
. falcata
. cucullata
. vermicularis
. monocephala
. schischkinii
. lycaonica
. magnifica
. A. sivasica
10. 4. tenuifolia
11. A. phrygia
12. A. gypsicola
13. A. boissieri
14. A. aleppica subsp. aleppica
A. aleppica subsp. zederbaueri
15. A. pseudoaleppica
16. A. teretifolia

A. sect. Santolinoidea

~

wilh

Q

VN U AW
SR A A A A A A
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17. A. cretica

18. A. armenorum
19. A. baltai

20. A. sintenisii

21. A. adenii

22. A. milliana

23. A. ketenoglui
24. A. hamzaoglui
25. A. goniocephala
26. A. spinulifolia

A. sect. Ptarmica A. sect. Ptarmica 1.A. biserrata

2. A. salicifolia subsp. salicifolia
A. sect. Anthemoideae 1. A. fraasii

2. A. multifida
A. sect. Achillea A. sect. Millefolium 1. A. latiloba

2. A. grandifolia
3. A. millefolium subsp. millefolium
4. A. pannonica
5. A. setacea
6. A. crithmifolia
7. A. kotschyi subsp. kotschyi
A. kotschyi subsp. canescens
8. A. nobilis subsp. neilreichii
A. nobilis subsp. densissima
A. nobilis subsp. sipylea
A. nobilis subsp. kurdica

A. filipendulina
clypeolata
coarctata
arabica
cappadocica

A. sect. Filipendulinae

1.
2.
3.
4.
3.

A NQE NG NG N

Toplam 50

Bu calisma sonucu elde edilen dizilerden filogenetik agaclar olusturulmustur. Bu
agaclar olusturulurken karakter temelli yontemler ve genetik uzaklik kriterlerinden
yararlanilmigtir. Karakter temelli yontemlerden parsimoni kriteri kullanilmistir. Parsimoni
(tutumluluk) ilkesine gére doga hakkindaki bir teori mevcut durumlar ile uygunluk gosteren
en basit aciklamaya sahip olmalidir (42).

Ortak uyumluluk (consensus) agaglarindan strict consensus agaci incelendigi zaman
dis gruplarin ayri bir grup olusturdugu ancak Achillea grandifolia ve A. multifida tiirlerinin de
bu dis gruplar arasinda yer aldigi gozlenmektedir. Bu iki tiirlin disindaki Achillea
taksonlariin ise monofiletik oldugunu gormekteyiz (Sekil 4.22).

Achillea ve dig gruplara ait ITS bdlgelerinin bootstrap analizi yapilmistir (Sekil 4.23).

Bootstrap yontemi, agaglarin %0 ve %100 arasindaki gilivenirlik derecelerini vermektedir ve
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giivenirlik orant %50 nin {izerinde konsensus agaci olusturmaktadir. Cozililmeyen veya karisik
veriler sunan soy agacinda tek bir ortak atadan gelen 3 veya daha fazla nesil politomi olarak
adlandirilir (43). A. falcata ve A. spinulifolia %99 bootstrap degeri ile diger taksonlara gore
daha yakin akrabadir. Aymi seksiyonda yer alan bu iki tiirlin yayilis alan1 Toros’lardir ve
birbirine yakindir. Morfolojik olarak; 4. falcata’nin ¢igek durumu sapt 1-20 mm, kapitulum

sayist 1-40 ve dilsi ¢igekler sar1 renkte iken, A. spinulifolia’nin ¢igek durumu sap1 5-70 mm,

kapitulum sayist 3-12 ve dilsi ¢igekler beyaz renktedir. Bu taksonlar monofiletiktirler (Sekil
5.1).

Sekil 5.1. A. falcata (A) ve A. spinulifolia (B)’nin ¢i¢ek durumlari.

Birbirine yakin akraba olan ve ayni seksiyonda yer alan Achillea membranacea ve A.
oligocephala’nin bulundugu dal ise %91 oraninda desteklenmistir (Sekil 4.23). Bu tiirler
morfolojik olarak birbirine yakin ve ililkemizde sadece Sanlurfa c¢evresinde yayilis
gostermektedirler. A. membranacea involukrumlarmin biiytik, dilsi ¢igeklerinin uzun olmasi
ile A. oligocephala’dan ayrilmaktadir. Bu iki tiiriin monofiletik tiirler oldugu goéziikmektedir
(Sekil 5.2).
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Sekil 5.2. A. membranacea (A) ve A. oligocephala (B) nin kapitulumlari.

Achillea formosa nm iki alt tiirliniin bulundugu dal da %51 oraninda desteklenmistir.
Ayni seksiyonda yer alan 4. armenorum ve A. aleppica subsp. aleppica nin bulundugu dal
%69, A. hamzaogluii ve A. schischkinii % 55, A. millefolium ve A. setacea %76 oraninda
desteklenmistir. A. nobilis tlirlinlin sipylea ve densissima alt tiirlerinin bulundugu dal %58
oraninda desteklenirken, diger iki alt tiiriinde (subsp. kurdica ve subsp. neilreichii) dal destek
orani %50’nin altinda olmus ve politomi gergeklesmistir. Dis grubu olusturan tiirlerden 4’1
(Chamaemelum nobile, Santolina oblongifolia, Chrysanthemum lavandulifolium ve
Leucanthemum vulgare) ayni dal lizerinde % 90 desteklenirken, diger 2’sinde (Anacyclus
clavatus, Anthemis arvensis ve Tanacetum millefolium) ise politomi goriilmektedir (Sekil
4.23).

Sekil 4.23 incelendiginde %350’nin tizerinde desteklenen Achillea kotschyi subsp.
canescens ile A. goniocephala (%56), A. salicifolia subsp. salicifolia ile A. latiloba (%51), A.
crithmifolia ile A. santolinoides subsp. wilhelmsii (%100) ve A. pseudoaleppica ile A.
biserrata (%60) tiirlerinin morfolojik bakimdan farkli seksiyonlarda yer aldig1 goriilmektedir.
Agacta giivenirlilik degeri %50°nin altinda kalan dallarda politomi olugsmustur. Bu dallarda
dallanma modeli belirlenemediginden taksonlar arasinda bir yorum yapilamamustir.

Bootstrap yontemi ile elde edilen agag¢da iyi ayrilmayan tiirler goriilmektedir. Bu tiirler
arasinda muhtemelen gen alig-verisi yani hiritlesme olabilir. Bunlarin tiir sinirlart heniiz tam
olarak izole olmamuistir.

Bazi yurt dist Achillea tiirlerinin de dahil edildigi Bootstrap analizi sonucu olusan agag
incelendiginde tiirlerin biiyiikk oranda kendi seksiyonlar1 iginde dagilim gdsterdikleri
goriilmektedir. Tiirkiye tilrlerinin aga¢ iizerinde dallanma sekilleri ise biiyiikk oranda

degismeden kalmistir (Sekil 4.24).
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Mesafe temelli yontemlerden UPGMA analizi sonucu elde edilen agac Sekil 4.25°de,
bazi yurt dis1 Achillea tiirlerinin de dahil edildigi ve dis gruplara ait ITS bolgelerinin UPGMA
analizi sonucu olusan agac ise Sekil 4.26’da verilmistir. Her iki agacgta da tlilkemiz tiirleri
benzer bir dagilim gosterirken, yurt dis1 tiirleri ise genellikle kendi seksiyonunda yer alan
tiirlerle birlikte gruplanmislardir.

Bu agaclar incelendiginde dis gruplarin kendi i¢inde gruplandigr goriilmektedir. Ancak
Achillea maritima subsp. maritima ve A. multifida dis gruplarin arasinda yer almaktadir. A.
maritima Tirkiye Florasi’nda Ofanthus altinda ayr1 bir cins olarak yer almaktadir (44).
Achillea cinsinin molekiiler filogenisi ile ilgili yapilan ¢alismalarda Otanthus cinsi Achillea
cinsine dahil edilmistir (16). Achillea cinsinde kapitulumlar (Achillea fragrantissima (Forssk.)
Sch. Bip. hari¢) heterogam-radiat iken, Othantus cinsinin kapitulumu homogam-diskoiddir.
Bu morfolojik fark Asteraceae familyasinin cinslerinin ayriminda kullanilan 6nemli bir
karakterdir. Bu calismadan elde edilen veriler morfolojik Ozelliklerle birlikte
degerlendirildiginde A. maritima tiirtinlin tekrar cins seviyesine yiikseltilerek, Otanthus cinsi
altinda yer almasi gerektigini 6nermekteyiz.

Achillea multifida yapraklarinin pinnatisekt ve loblarinin aralikli olmasi ile Anthemis
tiirlerine benzerlik gostermektedir. Agagta da dis grup olan Anthemis arvensis tirii Achillea
multifida’ya yakin ¢ikmistir (Sekiller 4.25, 4.26). Achillea cinsi papus’unun olmamasi, tiipsii
cigeklerin tabaninin akeni sarmasi ve palea 6zellikleri ile Anthemis cinsden ayrilmaktadir.

Achillea grandifolia tiri Tanacetum millefolium ile ayni1 dalda yer almaktadir.
Achillea cinsi morfolojik bakimdan reseptakulumda palea bulundurmasi ile Tanecetum
cinsinden ayrilmaktadir. Bu karakter familya icinde pek c¢ok cinsin ayriminda kullanilan
onemli bir O6zelliktir. Bununla birlikte Achillea grandifolia gerek yaprak gerekse cicek
morfolojisi bakimindan incelendiginde Tanecetum tiirlerine olduk¢a benzer olan bir tiirdiir.

Achillea tiirleri temelde yapraklarinin kiiglik segmentli, kiremit diziligli (1-2-
pinnatisekt) olmas1 yada segmentlerin genis ve aralikli (3-4-pinnatisekt) olmasi ile birbirinden
ayrilmaktadir. UPGMA analizi sonucu elde edilen agac incelendiginde yapraklar1 kiremit
diziligli tiirlerin genellikle agacin tist kisminda (sect. Babounya), kiremit diziligli (imbricate)
olmayan tiirlerin ise alt kisimda yer aldig1 goriilmektedir (sect. Ptarmica, sect. Anthemoideae,
sect. Achillea). Tirler seksiyon bazinda da genellikle kendi gruplari icinde dagilim
gostermislerdir. Ehrendorfer ve Guo (2006) tarafindan molekiiler veriler sonucu yapilan
Achillea tiirlerinin seksiyonlara gore dagilimi ile bizim elde ettigimiz aga¢ biiyiik oranda

uyum igerisinde yer almaktadir. Ehrendorfer ve Guo (2006) tarafindan verilen Babounya
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seksiyonu yapraklar1 kiremit dizilisli olan tiirleri, Achillea seksiyonu ise yaprak segmentleri
genis ve aralikli olan tiirleri icermektedir (12).

UPGMA analizi sonucu elde edilen agac incelendiginde Achillea sivasica tiiriinlin A.
phrygia ve A. gypsicola’nin farkli lokalitelerden toplanan iki 6rnegi (1560 ve 2221) ile yakin
dallarda yer aldigin1 gormekteyiz (Sekiller 4.25, 4.26). Benzer durum NJ agacinda da
goriilmektedir (Sekiller 4.27, 4.28). A. sivasica, ¢igek durumu sapinin uzun, korimbusun dar,
kapitulumun biiyiik ve az sayida olmasi ile 4. gypsicola’ya da benzerlik gostermektedir. Fakat
yaprak ve fillari 6zellikleri ile farklilik gostermektedir. A. sivasica’nin A. phrygia’dan farki;
cicek durumu sapinin uzun, kapitulum sayisinin az, involukrum ve fillarilerinin daha biiyiik
olmasidir. Yaprak ve kapitulum o6zellikleri ise aymidir (Sekil 5.3). A. sivasica, morfolojik
olarak A. gypsicola’ya oldukca benzerdir. Aralarindaki morfolojik farkliliklar bu iki taksonun
ayrt birer tiir olarak degerlendirilmesi ic¢in yeterli degildir. Molekiiler sonuglarda bu
morfolojik benzerligi desteklemistir. Bu nedenle, morfolojik ve molekiiler veriler sonucunda
A. sivasica’nin A. gypsicola tiriiniin, A. gypsicola subsp. sivasica (Celik & Akpulat) Arabaci
& G.Uzay seklinde bir alt tiirii olmas1 gerektigi belirlenmistir.

Sekil 5.3. 4. gypsicola(A), A. sivasica (B) ve A. phrygia (C)’nin kapitulumlari.

NJ (Neighbor Joining) analizi ile elde edilen agaglarda Achillea tiirlerinin dallanmasi
UPGMA analizi sonucu elde edilen agacit desteklemektedir. Dis gruplar kendi arasinda
dallanirken, Achillea grandifolia tirii Tanacetum millefolium ile aym dalda yer almistir

(Sekiller 4.27, 4.28).
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6. SONUC VE ONERILER

Bu calisma sonucunda, Tiirkiye’de yayilis gosteren Achillea cinsine ait tiirler

molekiiler filogenetik ac¢idan degerlendirilmis ve elde edilen sonuglar cinsin mevcut

morfolojik ozellikleri ile karsilastirilarak Achillea nin cins, seksiyon ve tir diizeyinde

taksonomik durumu tartisilmistir. Buna gore:

1. Cins diizeyinde; Achillea maritima tiirtiniin tekrar Ofanthus cinsi altinda O.

maritumus (L.) Hoffmanns. & Link seklinde yer almas1 gerektigi,

2. Seksiyon diizeyinde; Achillea tiirlerinin Ehrendorfer ve Guo (2006) tarafindan

verilen A. sect. Othantus disindaki 4 seksiyon (4. sect. Babounya A. sect. Ptarmica, A. sect.

Anthemoideae ve A. sect. Achillea) altinda yer almas1 gerektigi (Tablo 6.1),

3. Tiir diizeyinde ise; Achillea sivasica’nin, A. gypsicola subsp. sivasica (Celik &

Akpulat) Arabaci & G.Uzay comb. et stat. nova olarak A. gypsicola tiriiniin bir alt tiiri

olmasi gerektigi tarafimizdan 6nerilmektedir.

Bu calisma Achillea cinsine ait taksonlarin nrDNA’simnin ITS bolgeleri filogenetik

analizini icermektedir. Bu gen bdlgesi bazi taksonlar1 ayirmada yeterli olmayabilir. Bu

nedenle farkli gen bolgeleri ile yapilacak olan ¢alismalar ile bu durum ¢éziilebilir.

Buna gore tilkemizde yayilis gdsteren Achillea taksonlar1 4 seksiyona ait 5’1 tipik, 9’u

tipik olmayan 48 tiir olarak Tablo 6.1’de verilmistir.

Tablo 6.1. Tirkiye’de yayilis gosteren Achillea seksiyonlar1 ve igerdikleri tiirler.

Seksiyonlar Seksiyonlar Tiirler Tiirler

(Ehrendorfer & (Huber-Morath 1975) (Bu calismadan once) (Bu caliyma sonucunda)
Guo 2006 ve bu

calisma

sonucunda)

A. sect. Othantus

Otanthus cinsi altinda

1. Achillea maritima subsp.
maritima

Otanthus maritumus

A. sect. Babounya

Leucocyclus cinsi
altinda

1. A. formosa subsp. formosa
A. formosa subsp. amanica

A. sect. Babounya

. sieheana

A. sect. Arthrolepis

. membranacea
. brachyphylla

. oligocephala

sipikorensis

A. sect. Santolinoidea

santolinoides
p. wilhelmsii

. A. falcata
cucullata

. vermicularis
. monocephala
. schischkinii

. lycaonica

. magnifica

. sivasica

I=Nel Falb el S i
N FNENENN N

S

O N LR WD
AR R A A R A

1. A. formosa subsp.
formosa
A. formosa subsp.
amanica
2. A. sieheana
. membranacea
. brachyphylla
. oligocephala
. Sipikorensis
. santolinoides
subsp. wilhelmsii
8. A. falcata
9. A. cucullata
10. A. vermicularis
11. A. monocephala
12. A. schischkinii
13. A. lycaonica

Nk w
N NG N N
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10. A. tenuifolia

11. 4. phrygia

12. 4. gypsicola

13. A. boissieri

14. A. aleppica subsp. aleppica
A. aleppica subsp.

zederbaueri

15. A. pseudoaleppica

16. A. teretifolia

17. A. cretica

18. A. armenorum

19. 4. baltai

20. A. sintenisii

21. A. adenii

22. A. milliana

23. A. ketenoglui

24. A. hamzaoglui

25. A. goniocephala

26. A. spinulifolia

14. A. magnifica

15. A. tenuifolia

16. A. phrygia

17. A. gypsicola subsp.
gypsicola

A. gypsicola subsp.

sivasica

18. A. boissieri

19. A. aleppica subsp.
aleppica

A. aleppica subsp.

zederbaueri

20. A. pseudoaleppica

21. A. teretifolia

22. A. cretica

23. A. armenorum

24. A. baltai

25. A. sintenisii

26. A. adenii

27. A. milliana

28. A. ketenoglui

29. A. hamzaoglui

30. A. goniocephala

31. A. spinulifolia

A. sect. Ptarmica

A. sect.
Anthemoideae

A. sect. Ptarmica

1.A. biserrata
2. A. salicifolia subsp.
salicifolia

1.A. biserrata
2. A. salicifolia subsp.
salicifolia

1. A. fraasii
2. A. multifida

1. A. fraasii
2. A. multifida

A. sect. Achillea

A. sect. Millefolium

1. A. latiloba

2. A. grandifolia

3. A. millefolium subsp.
millefolium

4. A. pannonica

5. A. setacea

6. A. crithmifolia

7. A. kotschyi subsp. kotschyi

A. kotschyi subsp.
canescens

8. A. nobilis subsp.
neilreichii

A. nobilis subsp. densissima
A. nobilis subsp. sipylea
A. nobilis subsp. kurdica

1. A. latiloba
2. A. grandifolia
3. A. millefolium subsp.
millefolium
4. A. pannonica
5. A. setacea
6. A. crithmifolia
7. A. kotschyi subsp.
kotschyi
A. kotschyi subsp.
canescens
8. A. nobilis
neilreichii
A. nobilis subsp.
densissima

subsp.

A. sect. Filipendulinae 1. A. filipendulina A. nobilis subsp. sipylea
2. A. clypeolata A. nobilis subsp. kurdica
3. A. coarctata 9. A. filipendulina
4. A. arabica 10. 4. clypeolata
5. A. cappadocica 11. A. coarctata
12. A. arabica
13. A. cappadocica
Toplam 50 tiir 48 tiir
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EK.2.ITS nrDNA Dizisinin Veri Matrisi

10 20 30 40 50 60
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A. nobilis subsp. densissima 2 ............ o o C ¢ Covunnn O G...
A. gypsicola 1560 Ll I C TR A..... .-...A..... e
A. gypsicola 2221 = i ieeees et e e esse ssesssssens Covunnn cee. o ALl L., e
A. sivasica 2964 = L. B Covivnn A.ie c it cee
A. filipendulina 1625 = ............ et e e esss ssesssssens C.o...M.-..i e v AL ...
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setacea 2133
goniocephala 29
latiloba 1614
sieheana 1527

densissima 2

625
formosa 2991

7

57

santolinoides subsp. wilhel

oligocephala 16
schischkinii 29
nobilis subsp.

maritima subsp.
grandifolia 225
millefolium 142
aleppica subsp.
coarctata 2671
teretifolia 803
brachyphylla 15
sintenisii 2080
biserrata 16676
aleppica subsp.
formosa subsp.

cretica 15634

35

59a
kurdica 1409
maritima 19
4

9

aleppica 13

5
136

zederbaueri
amanica 2253

TTGG

490 500 510 520 530

I R I T It O I SRS IR
TCTCCCGKGCTCATGGTGKGGTTGGCCAAAATAGAAGTCCCTTCGAW
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EK.3.Etik Kurul Onay1 Gerekmedigine Dair Yazi

Calisma konusunu Bitki Materyali olusturdugundan dolay1r Resmi Gazetenin 13 Nisan
2013 tarih ve 28617 sayil1 “Klinik Arastirmalar Hakkinda Yonetmelikte” belirtilen Etik Kurul

Onay Belgesine gerek bulunmamaktadir.
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