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OZET

SELEKSIYON VE MELEZLEME ISLAHI iLE ELDE EDILEN YENi SUSEN
(IRIS L.) VARYETE ADAYLARININ MOLEKULER KARAKTERiZASYONU

Diinyada 6nemli biyocesitlilik merkezlerinden olan Tiirkiye, bulundugu iklim kusaginda
yaklagik 12 000 takson ve %35’lik endemizm orani ile olduk¢a zengin ve ilging floraya
sahip tlilkelerden biridir. Bu cesitlilik, ihra¢ edilmek {izere dogadan toplanan ve/veya
kiiltir kosullarinda {iretimi yapilan soganli, yumrulu ve rizomlu bitki tiirlerini kapsayan
geofitlerde de goriilmektedir. Boylesine yogun gen kaynagina sahip olmamiza ragmen,
Tiirkiye’de 1slah edilmis standart siis bitkisi ¢esidi bulunmamakta, dogal bitki ticareti de
yok denecek kadar az gerceklestirilebilmektedir. Ihrag edilen geofitler arasinda 6zellikle
Stisenler (Iris L.), parlakliklari, renkleri, hizli ¢icek agmalar1 ve ¢abuk biiylimeleri
nedeniyle 6nemli bir yere sahiptir.

Bu ¢alismada, Tiirkiye’de yayilis gosteren Iris L. cinsine ait dogal seleksiyon ile olusan
14 adet Iris tiirinden ve melezleme 1slah1 ile elde edilmis 11 adet melez Iris gesit
adaymdan olusan 25 genotipin molekiiler sistematik analizi yapilmustir.

Calisma kapsaminda, AFLP molekiiler markor sistemine ait floresan ile isaretlenmis 7
primer kombinasyonu ve kloroplast genomuna 6zgii trnL-F bolgesine ait 4 evrensel
primer kullanilarak molekiiler analizler gerceklestirilmistir.  AFLP primerleri ile
gerceklestirilen analizler sonucu elde edilen {iriinler, GeXP Genetik Analiz Sistemi ile
analiz edilmistir. Analiz sonucu elde edilen veriler PHYLIP programi kullanilarak
incelenmis ve bu yolla tiirler aras1 akrabalik iligkilerini ortaya koyan agaclar elde
edilmistir.

trnL-F bolgesine ait primerler ile gerceklestirilen PZR sonucu elde edilen {iriinlerin
GeXP Genetik Analiz Sisteminde dizi analizleri yapilmis, her 6rnek icin trnL-F bolgesi
baz dizileri belirlenmistir. Dizilerin islenmesinde DNA Baser ve MEGA programi
birlikte kullanilmistir. Elde edilen ve islenen diziler MEGA programi dahilinde Clustal
W ile hizalanmis ve filogenetik iliskileri ortaya koyan agaglar elde edilmistir.

Tez caligmasi kapsaminda, Tiirkiye’de yayilis gosteren Iris genotiplerinin filogenetik
iliskileri ortaya konulmustur. Molekiiler markorlerin  kullannmindan elde edilen
sonuglar, Iris genotiplerinin taksonomik ayiriminda ve kimliklendirilmesinde etkin
olarak kullanilabilecegini gostermektedir. Calisma kapsamindaki veriler, istenilen
ozellikleri tagiyan yeni melezlerin olusturulma siirecine katki saglanmasi amaciyla 1slah
programlarinin kullanimina sunulmustur.
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SUMMARY

MOLECULAR CHARACTERIZATION OF NEW IRIS (IRISL.) VARIETY
CANDIDATES OBTAINED BY SELECTION AND HYBRIDIZATION
BREEDING TECHNIQUES

As one of the most important biological diversity center in the world; Turkey has got
approximately 12.000 taxa, and with the ratio of 35% endemism, it has really generous
and interesting flora in its regional climate zone. This diversity is also seen among the
geophytes that involves alliaceous, tuber and rhizomatous plants, which are collected
from nature and/or produced at cultural conditions for the purpose of export. Despite
having such intense gene resources, there is no cultivated ornamental plant species in
Turkey and there is little if any natural plant trade. Among the exported geophytes, Iris
(Iris L.) holds an important position thanks to the radiances, colors, rapid blooming and
fast growth capabilities.

In this study, the molecular systematic analysis of 25 genotypes, which are composed of
14 Iris species of Iris L. genus emerged through natural selection that spread through
Turkey and 11 hybrid Iris candidate varieties obtained by hybridization breeding have
been conducted.

In the frame of this study, molecular analyses have been performed by using 7 primer
combinations that are marked by the fluorescent belonging to AFLP molecular marker
system and 4 universal primers which are indigenous to chloroplast genome belonging
to trnL-F region. The products that are obtained through analyses by AFLP primers
were analyzed using GeXP Genetic Analysis System. The resulted data of the analysis
were examined by using PHYLIP program and by this way the phylogenetic trees that
indicates the relationships among the species were obtained.

Sequence analysis of the products derived from PCR by primers belonging to trnL-F
region are made at the GeXP Genetic Analysis System and trnL-F region based
sequence have been identified for each sample. DNA Baser and MEGA softwares were
used together through the processing of sequence data. The obtained and processed
sequences were aligned via Clustal W within the MEGA software and pedigrees that
present phylogenetic relations were obtained.

Within the scope of the thesis study, phylogenetic relations of Iris genotypes spreading
across Turkey were revealed. It was also proved that the results obtained from the usage
of molecular markers can be evaluated in taxonomical delimitation and identification of
Iris genotypes effectively. The results from molecular markers were put into service of
breeding programs with the purpose of contributing to the process of producing new
hybrids having desired features.
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1. GIRIS

Stisengiller (Iridaceae) familyasina ait bir cins olan siisen (Iris L.) rizomlu veya soganl
yer alt1 govdelerine sahip ¢ok yillik otsu bitkilerdir. Diinyada kuzey yarimkiirenin
iliman bolgelerinde 300’den fazla tiirii bulunan Iris L. cinsinden 37 tiire ait toplam 43
takson, lilkemizin hemen tiim bolgelerinde ve gesitli habitat kosullarinda dogal olarak
yayilis géstermekte olup, 14 tiire ait toplam 16 takson da Tiirkiye florasi i¢cin endemiktir
(Mathew, 1984). Siis bitkileri arasinda 6nemli bir yere sahip olan Siisen (Iris L.),
parlakliklari, renkleri, hizli ¢icek agmalar1 ve ¢abuk biiyiimeleri nedeniyle park, bahge
ve balkonlarda diger siis bitkilerine gore daha ¢ok tercih edilirler. Bunun yaninda ilag ve
kozmetik sanayinde de kullanilmalari, bitkinin ekonomik deger ve 6nemini arttirmakta
ve boylece bitkinin 1slah caligmalar1 hizlanmaktadir. Islah calismalari sonucunda,
ebeveynlerinden daha hizli biliyliyen, daha goz alici renklere sahip cesitlerin ortaya
c¢ikmasi mevcut pazarin biiylimesini saglamakta ve dolayisiyla bu tarz cesitlerin

gelistirilmesinin 6nemi her gecen giin artmaktadir.

Uzun yillardir, tiir i¢i ve tirler arasi biyogesitliligin belirlenmesinde, tiirlerin
siniflandirilmasinda ve akrabalik iliskilerinin incelenmesinde morfolojik ve
biyokimyasal karakterlerden yararlanilmaktaydi. Fakat bu karakterlerin g¢evresel ve
iklimsel kosullardan etkilenmesi nedeniyle teshis ve tanimlamalarda yaniltict sonuglar
ortaya cikabilmektedir. Son yillarda taksonlarin sinirlandirilmasi, karakterizasyonu ve
populasyon analizlerinde molekiiler yontemlerin gelismesi, daha kesin ve giivenilir
sonuglarin elde edilmesini saglamistir. Bu amagla kullanilan yontemlerden biri olan
molekiiler markor sistemlerinin g¢evresel ve iklimsel faktorlerden etkilenmemesi,
organizmanin gelisme evrelerinin her asamasinda kullanilabilmesi ve daha gilivenilir
bilgi vermesi, morfolojik ve biyokimyasal karakterler yerine ilgili arastirmalarda yaygin

olarak kullanilmasina sebep olmustur.

Diinyada c¢esitli Iris L. tiirlerinin fenolojik, morfolojik ve fitofarmasotik o6zellikleri

hakkindaki caligmalarin yanisira; cesitli molekiiler markorlerin kullanildigi genetik



analiz ¢aligmalari mevcuttur (Burke ve dig., 1999; Makarevitch, 2003). Buna karsin
Tiirkiye’de yayilis gosteren taksonlar ve melez genotipler ile ilgili molekiiler

karakterizasyon ¢alismasi bulunmamaktadir.

Sunulan tez galigmasinda, Tirkiye florasinda kayitli taksonlardan arazi g¢alismalari
sonucu toplanan bazi siisen (Iris L.) tiirleri ve bu tiirlerin melezlenmesi sonucu ortaya
cikan ¢esit adaylarmin Karakterizasyonunda floresan temelli AFLP (Cogaltilmis parca
uzunluk polimorfizmi) molekiiler markoér teknigi ve kloroplast genomuna 06zgi
markdrler kullanilarak yapilacak dizi analizleri ile filogenetik iligkilerin belirlenmesi,
akrabalik derecelerinin saptanmasi, tiirler aras1 polimorfizm ile genetik varyasyonlarin
ortaya koyulmasi ve olast c¢esit adaylarinin ilgili sektorlere kazandirilmasi

amagclanmaktadir.

Bu tez ¢alismasi, TUBITAK, Marmara Arastirma Merkezi, Gen Miihendisligi ve
Biyoteknoloji Enstitiisii Bitki Gen Teknolojileri Laboratuari’nda yiiriitiilmekte olan
TUBITAK KAMAG tarafindan TARAL 1007 — 110G007 numarali proje ve Istanbul
Universitesi BAP birimi tarafindan 26617 no’ lu tez projesi ile desteklenmektedir.
Calismadan elde edilen sonuglar Iris L. cinsinin molekiiler kimliklendirmesi ve
taksonomik analizine katki saglanmasinin yanisira ekonomik degeri dikkate alindiginda,
cesitli zirai 1slah ¢alismalarindan degerli genotiplerin seleksiyonu i¢in genetik tabanin

aydinlatilmasi agisindan 6nem tagimaktadir.



2. GENEL KISIMLAR

Tirkiye, mevcut bitkisel c¢esitliligi yoniinden oldukg¢a zengin bir floraya sahiptir. Bu
zenginlik; ti¢ fitocografik bolgenin kesistigi bolgede bulunmasi, Giliney Avrupa ile
Gliney Bati Asya floralar1 arasinda koprii olmast, pek ¢ok cins ve seksiyonun kdken ve
farklilasma merkezlerinin Anadolu’da bulunmasi, habitat gesitliligi ile ekolojik ve
fitocografik oOzelliklerinden dolay1r tiir endemizminin yiiksek olmasindan ileri
gelmektedir. Tiirkiye florasinda bulunan yaklasik 10.000 civarinda ¢igekli bitki tiirtiniin
3500 kadar1 iilkemiz florasina 6zgii endemik tiirler olup, baska iilkelerde dogal
yayiliglart bulunmamaktadir. Florada bulunan ¢igekli bitki tiirlerinden yaklasik 818

kadari ise geofittir (Koyuncu, 2007; www.turkiyegeofitleri.com).

Tirkiye’ de yayilis gosteren 72 geofit taksonundan; Colchicum (Acit Cigdem),
Fritillaria (Ters Lale), Hyacinthus (Stimbil), Iris (Sisen), Lilium  (Zambak),
Nectaroscordum (Balli Sarimsak), Polygonatum (Miihriisiileyman), Tulipa (Lale) gibi
taksonlar ekonomik degeri olanlardan bazilaridir (Irmak ve Yilmaz, 2011). Geofitlerin
tiim diinyada siis bitkisi olarak kullanim1 yaygin olup ¢icek ihracatinda biiyiik bir pazar
olusturmaktadir. Tirkiye’de ise geofitler; basta Hollanda olmak {izere Almanya,
Ingiltere gibi Avrupa iilkelerine, A.B.D.’ye satilmakta ve karsiliginda iilkemize her yil
yaklagik 2-2.5 milyon $ doviz kazandirmaktadir. Ancak ekonomiye saglanan bu katki
iiretim yerine, daha ¢ok dogadan toplanan yabani ¢icek soganina dayali oldugundan
flora cesitliligi ve ekonomik katkinin gelecegi icin bir tehdit olusturmaktadir. Bu durum
da genetik tabanmin aydinlatilmasi ve tiirlerin kiiltiire alinmas1 gerekliliginin dnemini

arttirmaktadir (Karagiizel ve dig, 2007).



2.1 SUS BIiTKIiSI SEKTORUNDE GEOFITLERIN YERIi VE ONEMI

Siis bitkiler sektorii, ekonomiye biiyiik katki saglayan bitkisel iiretim i¢inde 6nemli bir
yere sahip bir sektor olarak kabul edilmektedir. Kesme ¢icekler, i¢ mekan (saksili) siis
bitkileri, dis mekan (tasarim) siis bitkileri, ve ¢igcek soganlar1 (geofitler) bu sektoriin ilgi

alanina girmektedir.

Geofitler, ihra¢ edilmek {izere dogadan toplanan ve/veya kiiltlir kosullarinda tiretimi
yapilan dogal soganli, yumrulu ve rizomlu bitki tiirlerini kapsamaktadir. Bu bitkiler
ekonomiye sagladiklari katki bakimindan diinyada ve Tiirkiye’de siis bitkileri i¢erisinde
ayr1 bir éneme sahiptir. Ulkemiz sahip oldugu gesitli ekolojik bolgeler ile bir gok
bitkinin gen kaynagi merkezidir. Ozellikle geofitler bakimindan da oldukga zengin olup
800’den fazla soganli, yumrulu ve rizomlu tiirlin anavatanidir. Uzun yillardan beri
dogadan sokiilen ¢igek soganlari, park ve bahge siis bitkisi, 1slah materyali veya tibbi
bitki olarak degerlendirmek lizere gesitli iilkelere ihra¢ edilmektedir (Ekim ve dig.,
1991). Tiirkiye disariya gicek sogani ihrag¢ eden tek iilke olmamakla birlikte diinya
dogal ¢icek sogani ihracatinda ilk siralarda yer almaktadir (Karagiizel ve dig., 2007).

Cicek soganlarinin siis bitkileri sektorii i¢erisindeki toplam iiretimden aldig1 pay, diger
tiretim kollarina kiyasla az gorlinmesine ragmen; lale, siisen, ¢igdem ve zambak gibi
geofitlerin diinyada kesme ¢icek olarak kullanimlar1 oldukca yaygindir. Diinya’da siis

bitkileri tiretim degerleri iginde liriin gruplarinin paylart Sekil 2.1°de verilmistir.

Cicek _ Diger Bitkisel
Dis Mekan Soganlan |, » Materyal
Bitkileri %2 |
%135

%351

%29

Ic Mekan
Bitkiler1

Kesme Cicek

Sekil 2.1- Diinya’da siis bitkileri tiretim degerleri i¢inde tiriin gruplarinin paylar1 (Karagtizel ve

dig., 2007).



Diinya siis bitkileri sektoriinde ilk siralarda yer alan Hollanda, dogal ¢icek soganlarini
ithal edip, bunlara dogrudan veya basit 1slah islemleri uyguladiktan sonra ihrag ederek
bu sektérden onemli gelir elde etmektedir (Titiz ve dig., 2000). Onceleri botanik
bahcgelerini zenginlestirmek i¢in toplanan oOrnekler daha sonra yerini genis capta
sokiimlere ve sonunda bu isin ticaretine birakmistir. Ulkemiz, uzun bir siireden beri 20
civarinda dogal geofit tiirlinlin yurtdisina satilmasindan dolay1 diinya ¢icek sogani
ihracatinda ilk siralara yerlesmistir. Fakat bu ihra¢ edilen iiriiniin bliyiik bir kisminin
dogadan toplanmasi sebebiyle dogamiz uzun yillar boyunca tahrip edilmistir (Bastug ve
Unal, 1997). Tiirkiye’deki siis bitkileri {iriin gruplarinin paylar1 Sekil 2.2°de verilmistir.
Cicek

Ic Mekan

3%

Kesme Cigek

Dis Mekan 48%

47%

Sekil 2.2- Tiirkiye’deki siis bitkileri tiriin gruplarinin paylar1 (Karagiizel ve dig., 2007).

Ulkemizde sektdr, her ne kadar biiyiik oranda dogadan toplamaya bagl olsa da, son
yillarda dogal geofitlerin kiiltlire alinip iiretilmeleri 6nem kazanmaya baglamistir. Bu
tiretim hem ekonomik katkinin devami hem de doganin ve dogal genotiplerin korunmasi
i¢cin 6nemlidir. Bu konuda Lilium, Leucojum, Fritillaria, Stenbergia ve Iris gibi tiirler
kiiltiir arazilerinde f{iretilebilirken, Tiirkiye’nin Onemli ihra¢ tiirlerini olusturan
Galanthus, Eranthis, Anemone ve Cyclamen dogal ortamlarinda iiretilebilmektedir
(Karagiizel ve dig., 2007).

Tiirkiye gibi geofit bakimindan zengin gen kaynagina sahip iilkelerde, dogadan

soklimlin hizla azaltilmasi ve Oniimiizde yillar igerisinde tamamen yasaklanmasi



gerekmektedir. Geofitlerle calisilan sektorlerin de {iretim caligsmalari dogaya bagimli
kalmamak kaydiyla devam etmelidir. Bugiine kadar yapilan ¢aligmalar, yer se¢imi iyi
yapildigr siirece geofitlerin  siirdiiriilebilir  iiretiminin  kolaylikla yapilacagini

kamitlamistir (Karagiizel ve dig., 2007).

2.2 IRIDACEAE FAMILYASININ GENEL OZELLIKLERI

Iridaceae familyas1 80 kadar cinsiyle genis ve oldukea ¢esitlilik iceren bir familyadir.
Familyanin baglica merkezi giiney yarim kiiredeki kitalardir. Familya tipik olarak
izobilateral yapraklar, epigin ¢igek durumu ve ii¢ stamenli gigekler ile karakterize
edilmektedir (Rudall, 1994; Akyol, 2012).

Kozmopolit olarak yayilig gosteren Iridaceae familyasi giiney yarim kiirede Antarktika-
Avustralasya kitalarinda ge¢ kratese doneminde yaklasik 82 milyon yil kadar once
koken almistir. Basta Akdeniz bolgesi olmak iizere giiney Afrika ve giiney Amerika
dahil yeryiiziiniin biitiin bolgelerinde yayilmig 80 cins ve 1655 tir ile temsil
edilmektedir. Tirkiye’de ise Iridaceae, Iris, Gyandriris, Romulea, Gladiolus,
Hermodactylus ve Crocus olmak iizere 6 cins ve yaklasik 86 tiir ile Asparagales
ordosunun ekonomik ve tibbi bakimdan degeri olan 6nemli familyalarindan birisidir. Bu
familyanin, Asparagales ordosuna ait diger familyalardan farkliligi bir andrekeum

halkasinin korelmis olmasidir (Selvi, 2005).

Iridaceae familyas: iiyeleri; rizomlu, soganli, kormuslu ¢ok yillik otsu bitkiler, nadiren
calilardir. Siklikla skapoz govdelidir. Familya, genellikle kaidede ve ¢ok sayida, basit
ve bilesik yapraga sahiptir. Yaprak dizilisleri; distik equitant, alternat; yaprak sekilleri
linear veya ensiformdur. Cigek rasemoz ya da panikula durumunda yada bazen ugta tek
bulunur. Cigekler aktinomorf veya zigomorfik simetrili hermafrodit durumundadir.
Genellikle genis ve gosterisli spata (genislemis brakte) tarafindan sarilmistir (Rudall,

1991).



Perigon, petale benzer ve 6 pargalidir. Her bir parga tepal olarak isimlendirilir. Tepaller
iki daire i¢inde dizilmis benzer ya da farkli olabilir, genellikle kaidede birlesmis ve

cesitli renkelere sahip perigon tiipiinii olustururlar (Zomlefer, 1994; Selvi, 2005).

Familyanin tipik ¢icek formiilii Pz+3)A3G3)‘diir. Sayilar1 3 olan ve tepallere bakan
stamenler karsilikli ve siklikla distaki tepallere bakan yondedir (ekstrors), ve anter
yariklar1 genelde boyuna agilir. Disi organlar 1 pistilli, 3 karpelli, 3 gozli (lokulus),
ovaryum alt durumludur. Ovuller anatrop tiptedir, az veya c¢ok sayida olabilir.
Plesentasyon eksenseldir; eger 1 gozlii ise plesentasyon parietal olur. Meyva lokulusit
kapsuladir. Iridaceae familyasi ¢ogunlukla saponinler ve ¢esitli terpenoid bilesikler
ierir. Igerdikleri kimyasal bilesiklerden dolayr tibbi ve ekonomik degerleri vardir

(Selvi, 2005).

Iridaceae familyas1 diinyada en ¢ok Giiney Afrika’nin farkl tilkelerinde Dogu Akdeniz
Bolgesi’nde ve Tropikal Amerika’da yayilis gostermektedir. En fazla tiire sahip olan
baslica cinsler: Iris (300spp), Gladious (180-300spp), Moraea (100-111spp) ve
Sisyrinchium (200spp) cinsleridir (Selvi, 2005).

2.3 IRIS L. CiINSININ SISTEMATIKTEKI YERIi

Iris L. cinsinin, molekiiler filogenetik ve molekiiler biyoloji teknikleri kullanilarak
belirlenmis ve 2009°da yenilenmis “Evrimsel Kapali Tohumlu Gelisimi Toplulugu I1I
Sistemi (Angiosperm Phylogeny Group III system)”’ndeki yeri Tablo 2.1°de verilmistir.
(http://www.mobot.org/MOBOT/research/APweb/)



Tablo2.1- Iris L. cinsinin sistematikteki yeri.

Alem : Plantae

Bolim : Spermatophyta

Alt Bolim : Angiospermeae

Siif : Monocotyledoneae / Liliopsida
Takim : Asparagales

Familya : Iridaceae

Alt familya : Iridoideae
Oymak . Iridae
Cins - Iris L.

2.4 IRIS L. CINSININ GENEL OZELLIiKLERIi

Tohumlu bitkiler (Spermatophyta) boliimii, kapali tohumlu bitkiler (Angiospermae) alt
bolimi, tek cenekliler (Monocotyledoneae) sinifi, Asparagales takimi, Siisengiller
(Iridaceae) familyasina ait olan Iris L. cinsi kuzey yarimkiirede 300’den fazla tiirle
temsil edilmektedir (Rodionenko,1987; Makarevitch, 2003). Ulkemizde yayilis gdsteren
43 taksondan 14 tiir ile alt tiir ve varyeteleri de kapsayan toplam 16 takson endemiktir
(Mathew, 1984). Iris L. tiirleri rizomlu veya soganli yeralt1 gdvdelerine sahip ¢ok yillik
otsu bitkilerden olusur. Yapraklari yassi, ¢ogunlukla tabandan ¢ikan, diiz ve uzun serit
seklinde; ¢igekleri sapsiz veya kisa bir sap lizerinde tek veya birkag¢ tanesi bir arada
kimoz ¢igek durumuna sahip, basak dizilisli olup Mayis basindan kis baslangicina kadar
acan ¢esitleri bulunur. (Doyle ve Doyle, 1990). Perigon segmentleri 6 pargali ve tabanda
birlesik olup iyi gelismis bir tiip olustururlar. Distaki segmentler acik ve ii¢ pargali,
yayilk ve sarkik konumlu, i¢ segmentler dik veya asagi dogru sarkik durumlu, iyi
gelismis ve dis segmentlerle esit boyutlardadir. Stamenler ¢ adet, dis segmentlere karsi
konumludur ve disa dogru agilir (extrorsus). Stilus 3 dalli ve petaloid formdadir.
(Mathew, 1984; Johnston ve dig., 2000). Cok sayida ve bazen arilat yapida tohumlari

mevcuttur. Iris’lerin gii¢ tohum baglamasi, tohumdan elde edilen bitkilerin geg¢ ¢igek




acmasi sebebiyle iiretimi rizom aracilig ile gerceklestirilir. Ancak yeni ¢esitler meydana
getirmek i¢cin tohum kullanilir (www.turkiyegeofitler.com). Iris L. cinsinin alt taksonlari

Sekil 2.3’te verilmistir.

Genus Subgenus Seksiyon

Hennadacl)'.'m'des Hermodactyloides

_

m <
Laphms

Pseudoregelio

Sekil 2.3- Iris L. cinsinin alt taksonlari.

Bu bitkiler dekorasyon ve ilag sanayinde kullanilmaya baglandigindan beri ekonomik
bir deger kazanmigtir (Kandemir ve Engin, 2000). Siis bitkileri arasinda en bilineni
olarak Iris L. (Siisen) park, bahge ve balkonlarda goze ¢arpmaktadir. Parlak, renkli ve
giizel cigekleri, diger siis bitkilerine gore daha cabuk ¢iceklenmeleri ve biiyiimeleri
yiiziinden tercih edilmektedir. Baz1 tiirlerin ¢aprazlanmasi sonucu melez tiirlerin elde
edilmesi, elde edilen tiirlerin daha ¢arpici renklere sahip olmasi ve anag¢ bireylerden
daha hizli biiyiimeleri sebebiyle giiniimiiz cicekgiliginde biiyiik bir 6neme sahiptirler
(Johnston ve dig., 2001; Burke ve Arnold, 1999). Ayrica bu tiirlerin rizomlarindan elde
edilen bilesikler anti iilser, antioksidan ve anti kanser etkileri sebebiyle ilag yapiminda

da kullanilmaktadir. Menekseye benzer kokulari yliziinden kozmetik endiistrisinde
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parfim yapiminda kullanilmakta; ayrica bitkinin ¢icekleri kirsal bolgelerde yiyecek

olarak da tiiketilmektedir (Orhan ve dig., 2002).
2.5 MARKORLER VE GENEL OZELLIKLERI

Ekonomik degere sahip bitkilerin 1slahi, ¢esitli stres kosullarina dayanikli ve verimi
yiiksek bitki varyetelerinin olusturulmasi; uzun zamandir ¢alisilan 6nemli bir alandir.
Uzun siireli ve yogun emege dayal1 1slah tekniklerinin yaninda, molekiiler tekniklerin
gelismesi 1slah ¢alismalarimi  hizlandirmis ve 6zel varyetelerin elde edilmesini
kolaylastirmistir. Molekiiler markor (belirteg) teknikleri, uzun ugraslar sonucu elde
edilen varyetelerin ayirt edilmesi ve korunmasi, 1slah c¢alismalarinda kullanilacak
degerli genotiplerin seleksiyonu igin genetik yapinin aydinlatilmasi gibi durumlarda
kullanilan morfolojik ve biyokimyasal belirteclerin yaninda ¢ok daha giivenilir sonuglar
vermektedir. Bitkilerin akrabalik derecelerinin incelenmesi ve 1slah c¢aligmalarinin
yirlitilmesinde onemli yararlar saglayan markdrler; morfolojik, biyokimyasal ve

molekiiler olmak iizere 3’e ayrilirlar.
2.5.1 Morfolojik Markorler

Tek lokus ile idare edilen, ¢evre sartlar1 ile degisebilen fenotipe dayali markdrler
morfolojik markoérler olarak adlandirilir (Yasa, 2005). Bir bitki popiilasyonu i¢inde, bir
bitkiyi ya da bir grubu digerlerinden ayiran gozle goriilebilir secici bir 6zelligi ifade
eder. Meyve kabugu, yapragin sekli, cicegin rengi, bitki aga¢ Ozellikleri bu grup
markdrleri olusturur (Giilsen ve Mutlu, 2005).

2.5.2 Biyokimyasal Markorler

Dogrudan gen firiinleri olan biyokimyasal markdrler, morfolojik markorlerin cevre
kosullari ile degismesi sonucu olusan aksakliklar1 ortadan kaldirmak i¢in gelistirilmistir.
Sekonder metabolitler, alkoloidler, yag asitleri, tohum kabugu proteinleri, izoenzimler,
bu gruba girerler (Giilsen ve Mutlu, 2005; Altinkut Uncuoglu, 2009; Ozcan 2013).
Protein markdrler enzim proteinleri ve depo proteinleri olarak ikiye ayrilirlar (Yildirim
ve Kandemir, 2001). En yaygin kullanilan biyokimyasal markorler izoenzimler ve

tohum proteinleridir (Giilsen ve Mutlu, 2005).

2.5.3 Molekiiler Markorler
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Molekiiler markdr (belirteg) ile genomda herhangi bir gen bolgesi ya da gen bolgesi ile
iligkili biyolojik etkisi olmayan ve sonraki nesillere aktarilan DNA parcasi temsil
edilmektedir. Molekiiler markor yontemleri DNA molekiiliindeki polimorfik bolgelerin
saptanmasi1 prensibine dayanir. Molekiiler markdrler, goriiniir 6zelliklere dayanan
morfolojik markorlerden ve genlerin {iriinii olan proteinlere dayanan biyokimyasal
markorlerden farkli olarak; DNA diizeyindeki analizlerle saptandiklarindan dolayt DNA
markorleri adi altinda da bilinirler. Cevresel faktorlerden etkilenmez ve stabildirler.
Temelde DNA markorleri elektroforez (agaroz veya florasan temelli kapiller
elektroforez) ve cesitli boyama teknikleri veya radyoaktif/kolorimetrik proplar ile
genetik farkliliklar1 gorsel olarak ortaya koyarlar. DNA markorleri aym1 veya farkli
tiirlere ait bireyler arasindaki farkliliklar1 ortaya koyabildikleri gibi (polimorfik DNA
markorii), genotipler arasindaki farkliliklart ayirt edemediklerinde monomorfik DNA
markorleri olarak adlandirilirlar (Altunkut Uncuoglu, 2010).

Iyi bir molekiiler markér su 6zelliklere sahip olmalidir.

e Mendel kalitim1 gostermeli

e Polimorfik olmali

e Kodomominant karakterleri de ayirt edebilmeli

e Epistatik 6zellik gostermemeli

e C(Cevre sartlarindan etkilenmemeli

e Genomda frekansi yiiksek ve tiim genoma dagilmis olmal

e Tekrar edilebilirligi yliksek olmali

e Laboratuvarlar aras: kolay veri aligverisine olanak tanimali

2.5.3.1 Hibridizasyona Dayali Molekiiler Markérler

Cesitli sekillerde etiketlenmis bir DNA pargasinin (prob DNA), arastirilan DNA
ornegindeki benzer veya ayni dizilisteki DNA ile hibridizasyonunu, ardindan kesilen
DNA parcaciklarinin jel elektroforez yontemi ile ayristirilmasini ve bu pargaciklarin bir
nitroseliilloz membrana emdirilmesi sonucunda prob DNA hibridizasyonu asamalarini
icermektedir (Altinkut Uncuoglu, 2009). En yaygin kullanilan hibridizasyona dayali

molekiiler markdr RFLP (Kesilmis Parca Uzunluk Polimorfizmi)’dir.

2.5.3.2 Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) 'na Dayali Molekiiler Markorler
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1983 yilinda K. Mullis ve arkadaslar1 tarafindan PZR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu)’in
bulunmasiyla molekiiler biyoloji ve molekiiler tip yenilenmistir. PZR bir DNA
zincirinin bilinen iki parcasi arasinda bulunan 6zel bir DNA boliimiiniin enzimatik
olarak ¢ogaltildig1 in vitro bir tekniktir. Baslangicta belirli bir genin sadece kiigiik bir
pargasi elde edilebilirken, glinlimiizde PZR kullanilarak birkac saat i¢inde tek bir gen
kopyasindan milyonlarca kopya ¢ogaltilabilmektedir (Tez, 2011).

PZR hiicre i¢inde (in vivo) DNA’nin kendini eslemesi mekanizmasina dayanir. Cift
zincirli DNA, tek zincirli DNA bi¢imine ¢oziiliir, kopyalanarak cogaltilir ve tekrar
baglanir. Bu teknik;
e Cift sarmal DNA’nin yiiksek sicaklikta c¢oziilerek tek sarmal haline gelmesi:
denatiirasyon,
e Primer olarak kullanilan iki oligontikleotidin hedef DNA’ya baglanmasi: primer
eslesmesi,
e Mg" iyonlarmin varhgmnda, katalizor olan DNA polimeraz ile primerlere
niikleotid eklenmesi ve DNA zincirinin uzamasi: primer uzamasi,

Islem déngiilerinin ¢ok sayida tekrarindan olusur (Querci ve dig., 2006).

Genellikle kisa zincirlerden olusan oligoniikleotidler, birbirlerinden dizin olarak
farklidir. Primerlerin dizisi ¢ogaltilacak hedef DNA’ya komsu tanimlama bolgelerine
estir. Denatiirasyon, primer baglanmasi ve primer uzamasi PZR metodunda bir dongiiyii

olusturur (Querci ve dig., 2006).

Her dongilinlin sonunda yeni sentezlenen DNA zincirleri, bir sonraki dongii i¢in hedef
zincir olabilir. Reaksiyonun ana {iriinii, sonu oligoniikleotid primerlerin 5 ucu olan ve
uzunlugu primerler arasi uzaklikla tanimlanan tek zincirli bir DNA pargasidir. Basarili
bir amplifikasyonun ilk dongiisiiniin {irlinleri, iki primerin baglanma bdlgeleri
arasindaki uzakliktan daha fazla uzunluga sahip, farkli boyutlarda DNA molekiilleridir.
Ikinci dongiide, istenen uzunluktaki DNA zincirleri olusur. Bu iiriiniin miktar1 diger
amplifikasyon dongiilerinde dogrusal olarak cogalir ve reaksiyonun temel ¢iktisini

olusturur (Sekil 2.4) (Querci ve dig., 2006; Tez, 2011).
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Sekil 2.4- Polimeraz Zincir Reaksiyonun sematik gosterimi

PZR isleminin otomatik hale gelmesinde iki temel gelismenin etkisi vardir. Birincisi;
termofilik Thermus aquaticus bakterisinden izole edilen yiiksek sicaklikta aktivitesini
koruyan DNA polimerazlarinin ticari olarak kullanilmaya baglanmasi ile reaksiyonun
baglangicinda eklenen ticari polimeraz sayisiz iglem dongiisii boyunca ayni aktiviteyi
gostermesidir. Ikincisi; sicakligin programli olarak hizli bir sekilde diisiiriiliip
yiikseltilebildigi dongiisel 1s1 cihazlarinin gelistirilmesidir. Bu cihazlar; PZR cihazlar

ya da 1sisal dongii cihazlar olarak da bilinirler (Querci ve dig., 2006).

PZR teknigi; genetik hastaliklarin  teshisinde, DNA dizi analizi ve DNA
haritalamasinda, DNA parmak izi ¢calismalarinda, analik-babalik testinde, genetik yapisi
degistirilmis bitki veya mikroorganizmalarin saptanmasinda, adli tipta kimlik

belirlenmesinde tiirler arasindaki polimorfizmin hesaplanmasinda, mutagenez ve gen
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ifadelerinin  karsilagtirllmasinda, molekiiler klonlamada (DNA klonlanmasi)

kullanilmaktadir.

RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA), AFLP (Amplified Fragment Length
Polymorphism), SSR (Simple Sequence Repeat), STS (Sequence Tagged Site), ESTs
(Expressed Sequence Tag)’ lerden koken alan EST-SSR markorleri, SCARs (Sequence
Characterized Amplified Regions), CAPS (Cleaved Amplified Polymorphic
Sequence), ve ISSR (Inter Simple Sequence Repeat) markorleri en 6nemli markor

cesitleridir (Semagn ve dig., 2006).

2.6 AFLP (COGALTILMIS PARCA UZUNLUK POLIMORFiZMi) MARKOR
TEKNIGI

Bu calismada kullanilan yontemlerden biri olan floresan temelli AFLP teknigi;
restriksiyon enzimleriyle kesilmis DNA’nin segici ¢ogaltimina dayanir (Sekil 2).
Zabeau ve Vos tarafindan 1993 de gelistirilen bir tekniktir. AFLP (Amplified Fragment
Lenght Polymorphism) teknigi RAPD tekniginin olumsuz yonlerini gidermek i¢in
gelistirilmistir (Sahin, 2011). Genomik DNA’nin restriksiyon endoniikleazlar1 ile
kesimi, kesilen uglara uygun adaptorlerin baglanmasi, adaptor baglanmis pargalarin
adaptorlere homolog olan ve rastgele kisa niikleotidler igeren primerlerle ¢ogaltilmasi,
floresan boyali primerler ile ikinci defa ¢ogaltilmas1 ve goriintiilenmesi gibi agamalari

icermektedir (Aggarwal, 2002).

Bu calismadaki AFLP teknigi; floresan boyalar ile kapiler jel elektroforezi

kullanildig i¢in 5 basamaktan olugmaktadir:

1. DNA’nin restriksiyon enzimleri ile kesilmesi ve oligoniikleotit adaptorlerle

birlestirilmesi
2. Restriksiyon pargalarin PZR ile 6n ¢ogaltimi.

3. Cogaltilan parcalarin agaroz jel elektroforezi ile goriintiilenmesi (Pargalarin

varliginin tespiti).
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4. Floresanli primerler kullanilarak, PZR ile pargalarin secici ¢ogaltimi ve

isaretlenmesi

5. Kapiler Jel Elektforezi teknigi ve ileri algoritmik yazilimlar kullanan

“Otomatik Genetik Analiz Sistemleri” sayesinde pargalarin analizi.

Restriksiyon pargalarinin PZR’la ¢ogaltimi1 adaptdr ve restriksiyon bolgesi dizilerinin
(sekanslarinin) primerlerin baglanmasi icin hedef bdlgeler olarak kullanilmasiyla
gergeklestirilir. Olusan DNA  parcalar1 floresan boyalarla isaretli farkli primer
kombinasyonlar kullanilarak gerceklestirilen secici ¢ogaltim PZR’1 ile ¢ogaltilir.
Kapiler jel elektroforezi ile ayrilan ve biiyiikliikleri belirlenen isaretli pargalar; yazilim
tarafindan 6rnekte varlik/ yokluk ifade eden 1/0 numaralari ile skorlanir. Polimorfik ve

monoformik bantlar analiz edilir (Vos ve dig., 1995).

Bu calismada kullanilan AFLP markdr teknigi ile elde edilen DNA pargalari birbirlerine
yakin baz sayilarina sahip olabilir. Bu durum DNA parcalarinin agaroz jel elektroforezi
ile ayrilmalarini miimkiin kilmaz. Onceleri bu amagla yiiksek ayristirma giiciine sahip
Poliakrilamid Jel Elektroforez (PAGE) yontemi kullanilirdi. Giiniimiizde ise AFLP
analizinin ikinci PZR (secici ¢ogaltim PZR’si) asamasinda ortama katilan floresan
boyali primerler ile isaretli DNA pargalari elde edilmekte ve bu PZR iiriinlerinin analizi

cesitli genetik analiz sistemleri ile yapilmaktadir.

Tez kapsaminda kullanilan GeXP (Genome Lab GeXP Genetik Analiz Sistemi,
Beckman Coulter) donanim, yazilim ve kimyasal olmak {izere 3 temel bilesen iizerine
kurulmustur. Donanim elektroforez islemini otomatik olarak gerceklestirebilecek bir
kapiler jel elektroforez platformu ile infra-red lazer/floresan eksitasyon yoluyla
gerceklesen optik okuma sisteminin biitiinlesmis halidir. GeXP sistemi; ¢ogaltma
stireci i¢inde dizi ve fragment analizleri igin floresan isaretli primer kullanilmasi

nedeniyle dogru ve etkin sonuglar vermektedir (Kibaroglu, 2009).

AFLP’nin istiinliikleri; yiiksek oranda polimorfizm saglamasi, RFLP’ye gore daha
hizli bir yontem olmasi, az sayida primer kombinasyonu kullanilarak c¢ok sayida
markdr olusturmasi, parmak izi analizleri i¢in oldukca uygun bir yontem olmasidir.
Teknigin olumsuzluklar1 ise; saf ve yiiksek molekiiler agirlikta DNA’ya gereksinim

duyulmasi, dominant markorler olmasi nedeniyle heterozigot genotipleri ayirt etmeye
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olanak verememesidir (Yildirim ve Kandemir, 2001; Meudt ve Clarke, 2007)

2.5’te AFLP tekniginin sematik gosterimi verilmistir.

Genomik DNA
5! \ GRATTE TTAR gj
5 CTTAAG RATT
1.Adim | EcoR 1/ Mse | restriksiyon
enzimleri ile kesim
Eco Adapt&rﬁ Mse Adapt&rl‘i
2Adim | adaptsrierin ThAL
B Baglanmasi o
% i
1 CRAATTC TTAC "(
GITARG ARTG
Eco+A 6n gogaltim
primeri -
\\
CARATTCN NITAC
GTTAMGH HAATG
3.Adim | On Gogaltim PZR's'iK“-._ Mse+C on gogaltim
Eco+ATA segici primeri
¢ogdaltim primeri ——._\
£ *AATTOANN WMGTTAS
Floresan boya GTTALGTHNN WHMCAATS
;s g Mse+CAC segici
4. Adim Se;|lt:|.COgaIt|m ~—gogaltim primeri
PZR'si
——— CAATTCRATA: GTGTTAC
GTITARGTRAT CRCAATG

Sekil 2.5- AFLP’nin sematik gosterimi.

2.7 KLOROPLAST GENOMU, trnL INTRON VE trnL-F BOLGESI

. Sekil

Kloroplast, bitkilerde fotosentezden sorumlu, yap1 olarak prokaryotik hiicre yapisina

benzeyen bir organeldir. Kloroplast genomu; ¢ift iplikli halkasal yapida, yari

korunumlu ve kendine 6zgii protein sentezi yapilarina sahiptir (Sahin, 2011).

Kloroplast DNA’s1 boyut olarak mitokondri DNA’sindan daha biiyliktiir. Bu boyut

farklilig1; kloroplastlarda mitokondrilere gore tasimman gen sayisinin fazlaligi, genler

arasinda ve i¢inde olduk¢a uzun kodlama yapmayan niikleotid dizisini tagimasi, DNA

dizisindeki duplikasyonlu bdolgeleri icermesi gibi 6zelliklerle aciklanabilir. Kloroplast

genomu, niikleer genoma gore ¢ok fazla kodlanmayan bolge igermediginden daha
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yavas evrimlesir. Bircok tlirde genom birbirinden farkli kisa ve uzun dizi bolgeleri
icerir ve bunlar bir ¢ift ters tekrarla birbirinden ayrilmaktadir. (Makarevitch ve dig.,
2003).

Kloroplast DNA’sinin (CpDNA) kodladigi bir¢ok gen iiriinii organel igindeki protein
sentezinde gorev yapar. Bunun yaninda diisiik organizasyon seviyesindeki bitkilerden
yiiksek bitkilere kadar, kloroplast DNA’s1 birbirinden farkli sayida gen iiriinlerini
kodlayabilmektedir. Bu durum kloroplast i¢inde gelen bagimsiz degisimin
sonucudur. Kloroplast DNA’s1 lizerinde bulunan genler, kloroplast ribozomlarinda
gerceklesen protein sentezinin bir¢ok {initesinin sentezinden sorumludur. Kloroplasta
ait ribozomlarin yapisi ve metabolik enzimleri de daha ¢ok prokaryotlarinkine
benzemektedir. Kloroplast ribozomal proteinlerinin ¢ekirdek DNA’s1 tarafindan
kodlanmasina karsin, bu proteinlerin ¢ogu sitoplazmik ribozomlarda bulunanlardan
farklidir (Sevindik, 2011). Kloroplast genomunda bulunan kodlama yapan bdlgelerin
arasinda kalan, kodlama yapmayan bélgeler de nukleus genomunda oldugu gibi

sistematik problemlerin ¢oziimiine 1s1k tutmaktadir (Sekil 2.6).
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Sekil 2.6- Kloroplast genomu (www.sciencedirect.com).

Kloroplast genomu (cpDNA), haploid yapida olmasi ve klonal evrimi nedeniyle
markorlerin gelistirilmesi i¢in iyi bir kaynaktir. Bitkilerde filogenetik iligkilerin ortaya
konmasinda ve populasyon genetigi calismalarinda son derece yaygin bigimde
kullanilmaktadir.  Kloroplast genomunda bulunan genlerin  diizenlenisindeki
korunmusluk, filogenetik ve populasyon genetigi ¢aligsmalarinda kullanilabilecek ¢ok
sayida evrensel primerin tasarlanmasina olanak tanimistir. Evolilisyoner siiregte
cpDNA’nin kodlayici olmayan bolgeleri kodlayici dizilerden daha hizli bigimde
degisime ugramaktadir. Baska bir deyisle mutasyon frekansi kodlayici bolgelerden ¢ok
daha yiiksektir. Bu bolgelerdeki insersiyon ve delesyon mutasyonlarinin meydana
gelme orani birbirine yakin oldugundan niikleotid dizisinde hizli bir degisim soz
konusudur. (Curtis ve Clegg 1984; Wolfe ve dig. 1987; Zurawski ve Clegg 1987;
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Clegg ve Zurawski 1991). Diisiik taksonomik diizeylerde, cpDNA'daki yiiksek
korunmusluk gosteren bolgelere 6zgii primerlerin kullanimi ile bu bolgeler arasinda
kalan kodlama yapmayan bolgeler PZR ile ¢ogaltilip analiz edilebilmektedir.
Nicotiana L. (dikotil), Oryza L. (monokotil) ve Marchantia L. (kara yosunu)'nin
CpDNA'sinin  tim dizisi ¢ikarilmistir ve ¢esitli  veribankalarinda ulagilabilir
durumdadir. Bu durum bir ¢ok farkli taksonomik gruptaki bitkiler i¢in kullanilabilecek
primerlerin tasarlanmasina olanak saglamaktadir. Ozellikle transfer RNA genleri (trn),
cpDNA'sinda ¢ok sayida bulunmalar1 (tiitin cpDNA'sinda 30 adet), tiim kloroplast
genomuna yayilmis olmalar1 ve yiiksek diizeyde korunmusluk 6zellikleri sayesinde bu
amagla kullanilmaya son derece elveriglidir. Bunlardan biri olan cpDNA trnT-F
bolgesi, ardi ardina dizilmis ve kodlama yapmayan bolgelerle ayrilmis bigimde
diizenlenim gosteren transfer RNA genlerinden [trnT (Treonin), trnL (Losin) ve trnF
(Feninalanin)] olusmaktadir. Bu bdolgeye ait, trnL-trnF bolgesi de tek kopyali biiyiik
bir bolgeden olugmaktadir (Sekil 2.7). Genlerin yiiksek diizeyde korunmuslugu ve
genlerin diizenlenimlerinde degisikligin olmayisi evrensel primer tasariminit miimkiin
kilmaktadir (Taberlet ve dig. 1991). Bu primerler ile gen i¢i ve genler arasi bolgeler
veya intronlar PZR ile ¢ogaltilmaktadir. Bu bolgelerde ¢esitli mutasyonlar sonucu
yiiksek varyasyon meydana gelmesi nedeniyle, ¢ogaltilan PZR iirtinlerinin niikleotid
dizileri karsilastirildiginda filogenetik akrabaliklar ortaya konabilmektedir. trnL intron
ve trnL-F genler arasi bosluk bolgelerinin karsilagtirilmasi, bitkilerde ¢ok sayida
filogenetik analiz icin yaygin bigimde kullanilan kloroplast markorii niteligindedir

(Quandt ve dig., 2004).

imT frn L & L 3 frnF
833 n 614 — 324 —
_E 8] L L
= c— a—k
T -for L5 dar trrL3"-for
b —q +— f
imL5-bac irmL3'-bac tmF-bac

Sekil 2.7- trnT-trnF bolgesine 6zgii primerler ile gogaltilabilen DNA fragmentinin (a-b, a-d, c-
d, c-f, e-f) sematik gosterimi (Taberlet ve dig., 1991).
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Tez projesi kapsaminda kullanilan diger bir yontem, bu bdlgeleri hedef almaktadir.
cpDNA’ya, ozellikle trnL intron ve trnL-F bolgesine 6zgii primerler kullanilarak
gergeklestirilen PZR analizleri ile baz polimorfizmi belirlenir. Elde edilen polimorfik
baz profilleri ¢esitli filogenetik programlarla analiz edilir ve bu sekilde taksonlar arasi

filogenetik benzerlik saptanabilir (Klug ve dig., 2009).

2.8 AMPLIFiIKASYON URUNLERININ GORUNTULENMESI
2.8.1 Agaroz Jel Elektroforezi

Jel elektroforezi, makromolekiilleri biiyiikliik, elektrik yiikii ve diger fiziksel 6zellikler
temelinde ayiran bir yontemdir. Bu yontemde elektrik akimi varliginda hareketlenen
negatif yiikli DNA/RNA jel boyunca pozitif yiiklii elektrik alana dogru hareket
etmektedir. Hedef bélgenin ¢ogaltilmasindan sonra, elde edilen {irlinlerin
goriintiilenmesi ve analizlerinin yapilmasi gerekmektedir. Agaroz jel elektroforezi DNA
molekiillerinin ayrimi, tanimlanmasi ve saflagtirilmasi i¢in kullanilan standart bir
yontemdir. Teknik basit, hizli ve diger yontemlerle ayristirllamayan DNA pargalarini
cozebilme yetenegindedir. DNA agaroz jelde, diisiikk konsantrasyonlarda etidyum
bromid ile boyanarak ultraviyole 1sik altinda goriintiilenebilmektedir (Sahin, 2011).

Agaroz jel elektroforezi asamalar1 Sekil 2.8’de goriilmektedir.

\ ,
¢ ~t

Sekil 2.8- Agaroz Jel Elektroforezi

2.8.2 Kapiler Jel Elektroforezi ve Floresan Temelli Goriintiileme

PZR’la ¢ogaltilan DNA fragmentlerinin ayrimi ve analizinde hizli, giivenilir ve

tekrarlanabilir sonuglar vermesi nedeniyle kapiler jel elektroforez sistemi son yillarda
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yaygin olarak kullanilmaktadir. Kapiler jel elektroforezi, kapiler elektroforez ve klasik
jel elektroforez yontemlerinin kombine edildigi; daha detayli analizler i¢in sundugu
iistlinliikler nedeniyle tercih edilen bir tekniktir. Teknik; 75 um ¢apindaki kapilerin,
poilmerik kimyasallar ile doldurularak yiiksek elektrik akimi varliginda
oligoniikleotidlerin ~ molekiil  biylikliikklerine  gére  ayrilmasini  saglayarak
oliigoniikleotidlerin kalite ve miktarlarmin belirlenmesinde kullanilir. Ozellikle farkli
genomlardaki dizi degisiklikleri tek baz degisikliginden kaynaklandigi igin
mutasyonlart ve polimorfizmi belirlemede yiiksek ayrim yapabilme kapasitesi ile
teknik hassas ve glivenilir sonuglar ortaya koymaktadir. Genetik analiz cihazlar1 tam
otomatik, yiiksek performansli, floresan tabanli ve ¢oklu kapiler kanallara sahip kapiler
jel elektroforez sistemleridir. 8-16 kapiler bulunabilen cihazlarda elektroforez islemi
her kapilerde ayn1 anda yapildigi i¢in, drnekler es zamanli olarak ayristirilabilmektedir.
Cok sayida kuyucuk bulunan plaklar kullanilarak fazla sayida ornek ile caligsmak
mimkiindiir. Ayrilan DNA fragmentlerinin belirlenmesinde “Lazerle Uyarilmisg
Floresan Dedektorleri” kullanildigr i¢in fragmentlerin floresan isaret tagimasi
gerekmektedir. Bu durum bu tez caligmasinda da uygulandigi gibi AFLP tekniginin
secici ¢ogaltim PZR agsamasinda floresan ozellikte kimyasallarla igsaretlenmis primerler
kullanilarak saglanir (Sekil 2.9). Analiz ise disaridan miidaheleye gerek kalmadan
tamamen otomatik olarak gerceklestirilir. Ayrica cihazin yazilim programi, kullandig1
ileri algoritmalar sayesinde PZR sirasinda kullanilan kimyasallarin yol agtigt
kirlenmeleri de tespit edip temizleme olanagi sunmaktadir. Bdylece bu sistemler ile
son derece hassas (1-2 baz fark) ve giivenilir sonuglar elde edilerek, ¢cok sayida 6rnek
kisa zaman da analiz edilebilmektedir (Hasangebi, 2009).

100 bp-
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isaretlenmis isaretlenmis PZR icin AFLP parmak izi
‘Secici Cogaltim Granleri verilerinin ayrilmasi

primerleri

Sekil 2.9- AFLP analizlerinde floresan goriintiilemenin sematize edilmesi.
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2.9 DNA DiZi ANALIZi

DNA, uzunlugu 2 m’ye genisligi 107 e’ ye kadar degiskenlik gosterebilen bir makro
molekiildiir. Bu molekiil g¢esitli canlilarda siras1 ve sayist farkli olmakla birlikte dort
farkli bazdan meydana gelen bir omurga iizerinde kuruludur. DNA dizi analizi herhangi
bir DNA pargasinda bulunan A,C,GT nikleotid siralarinin belirlenmesi olarak
tanimlanabilmektedir. Molekiiler biyolojik ¢aligmalar sirasinda bir DNA parcasina ait

niikleotidlerin siralarinin belirlenmesi ile;

o DNA bolgesinin  hangi proteini  kodlayabilcegine iliskin bilgi elde
edilebilmektedir.

o Genomik DNA dizisi ile tamamlayict DNA’ya ait dizi bilgileri karsilastirilarak

ekson ve intron yapilarinin ortaya ¢ikarilmasi miimkiin olabilmektedir.
o DNA dizi analizi ile gen aktivitesini kontrol eden bolgeler tanimlanabilmektedir.

o Bir organizmaya ait genom dizisi ile o organizmaya ait gen dizileri tespit
edilebilmektedir.

o Spesifik genlere ait DNA dizilerinin belirlenmesi ile ilgili genlere ait evrimsel
akrabalik iliskileri farkli canli gruplar ile karsilastirilarak tanimlanabilmektedir (Ulger,
2007).

DNA dizi analizi yontemleri temelde ayn1 amaca hizmet eden 2 farkli gruba ayrilmistir.
Bu yontemlerden ilki parcali kesim reaksiyonu olarak da bilinen “Maxam/Gilbert dir.
“Sanger” ya da “Dideoxy” yontemi ise DNA iizerinde dizi sonlandirma temeline

dayanan bir yontemdir.

Enzimatik DNA dizi analizi yontemi olarak da adlandirilan Maxam/Gilbert yonteminde
DNA molekiilii iizerindeki farkli bazlar arasindaki baglarin koparilmasi ile meydana

gelen farkli boyutlardaki DNA molekiillerinin ayrimi gergeklestirilmektedir (Maxam ve



23

Gilbert, 1977). Bu yontem; giliniimiizde kullanilan otomatik dizileme sistemlerinde ve

manual olarak gergeklestirilen dizileme reaksiyonlarinda kullanilmamaktadir.

Sanger yontemi 1975 ve 1980 yillarinda DNA dizi analizi ¢alismalari ile kendisine iki
kez Nobel 6diilii kazandiran Frederick Sanger tarafindan gelistirilen dizi sonlandirma
metodudur. Bu metoda gore dizilenmesi istenen DNA parcas1 ¢ogaltilirken ortamda
bulunan dideoksiniikleotidtrifosfatlar (ddNTP) ile normal hidroksil grubuna sahip
deoksiniikleotidtrifosfatlar (dNTP) arasinda DNA’ya baglanmak icin rekabet
gerceklesmektedir. ddNTP’ler DNA molekiiliine normal dNTP’lere oranla daha kolay
baglanabilmektedir. Boylelikle floresan ya da radyoaktif olarak isaretlenmis olan farkli
karakterdeki niikleotidler ve diger reaksiyon bilesenleri kullanilarak PZR
gerceklestirilir.  DNA’nin  tamamlayict molekiiliiniin  sentezi sirasinda boyutlari
birbirinden farkli ¢ok sayida DNA molekiilii olusmaktadir. Meydana gelen bu iiriinler
ayirim giicii yiiksek poliakrilamid jeller kullanilarak boyutlarina gére ayrilabilmektedir
(Sanger ve Coulson, 1977; Ulger, 2007).

2.9.1 Floresan Temelli Otomatik Dizi Analiz Sistemleri

Floresan boyalarin ve lazer teknolojisinin gelismesiyle birlikte, 1986 yilinda Smith ve
dig. tarafindan gelistirilen yontemle dizi analizi yeni bir boyut kazanmigtir. Dort farkli
floresan boya isaretli primerler dort ayr1 reaksiyon olarak ele alinir ve her tiipe
dideoksintikleotidlerden biri ve diger biitiin deoksiniikleotidler eklenerek reaksiyon
gerceklestirilir. Reaksiyon bitiminde dort reaksiyon bir tiipte toplanir ve poliakrilamid
sekans jelindeki tek bir kuyuya yiiklenir. Ornek, jel boyunca yiiriirken dort-renkli
lazerin uyarmasiyla ortaya ¢ikan sinyaller dedektor ile tespit edilip bilgisayara

aktarilarak analiz edilir (Ttrktas, 2011).

Benzer bir teknoloji 1990’larda daha da gelistirilmis olarak ortaya ¢ikmistir ve bu kez
kullanilan primer yerine floresan isaretli dideoksiniikleotidler kullanilmaya baslanmis
ve artik reaksiyon tek bir tiip i¢inde yapilabilir hale getirilmistir. Sonraki yillarda bu
teknoloji kapiller elektroforez teknigiyle birlestirilerek giiniimiizde de kullanilan halini
almaya baglamistir. Bu sekilde yaklasik 50 pm ¢apindaki kapiller icerisine uygulanan jel
icinde yiirlitme islemi yapilirken ¢ok daha yiiksek voltajlar uygulanarak reaksiyon

stiresi de kisaltilabilmistir. Bu sistemde ayrilan bantlar optik pencereden gecerken
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lazerle uyarilir ve bu sinyal dedektor tarafindan toplanarak bilgisayara gonderilir.
Burada emisyon dalga boylar1 bir niikleotidi isaret edecek sekilde analiz edilerek
sonuglar kromatogram seklinde ifade edilir (Sekil 2.10 ve Sekil 2.11) (Turktas, 2011;

www.beckmancoulter.com).

Sekil 2.10- GeXP Genetik Analiz Sistemi.

T 64 G CT TTAaG T ATE G A A AC CT & CT GG 6 T & GTATCT T €C & A AT T CA G A& G A4 ACCCT G G A A&/

T GAGCTTTAG T ATG G A A ACCT & CT GG 6T 6 GTATCT T CC A A AT T CA G A G AR AC CCT G G A A& ¢

AG G GG G G CAATC cCT G A G CCAAATC T T T AT T T T G A& GA ALK A CA A A CA G GGG TTTAAAAACT

MVW\/\/\NM\AJ\AMW\AW

A6 G G G& 6 G CAATC CT G A G CCAAATC T T T AT T T T GA GA AAACAADACAG G GG T T TAAAAACT

A AT A A ARG GG GAT A 6 G T GCAGAGACT CA AT G GAAGCTGE T T CTAATCA-SAACE AT T a4 AT CA C

AA T A A A ARG GG GAT A GG T G CAGAGACT CA AT G aG@h 4G CTG TTCTAATCAAACS AT TAATCAC

Sekil 2.11- DNA dizilemesi sonucu olusan piklerin goriintiisii.

DNA dizi analizi ile bir¢ok organizmanin genlerinin yapist ve organizasyonu hakkinda
onemli bilgiler elde edilmistir. Viriislerin tiim genomlari, E. coli ve maya gibi bir¢ok

organizmanin genomlar1 aydmlatilmistir (Tirktas, 2011).
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Tim analizler sonucunda elde edilen veriler Genome Lab GeXP Genetik Analiz
Sistemi, Phylip v.3.69, MEGA 5.05, BioEdit, ve DNA Baser gibi biyoinformatik
programlar1 kullanilarak skorlama, kontrol ve diizenlemeleri yapilacak ve yine

programlar yardimiyla filogenetik agaclar (dendogram) ¢ikarilmistir.

2.10 FILOGENETIK AGAC VE AGAC OLUSTURULMASINDA KULLANILAN
YONTEMLER

Cesitli organizma taksonlar1 arasindaki evrimsel iliskinin arastirilmasina filogenetik
denir. Bu iliskiler ve organizmanin koken tarihi filogeni olarak adlandirilir. Baska bir
deyisle filogeni, bir organizma grubunun veya taksonomik kategorinin, ilk ortaya
cikisindan ya da Ozgiinliigiinii kazandiktan, bulundugu zamana veya Oliimiine
(6zglinliiglini kaybettigi hal degisimine) kadar ki ger¢ek hayat hikayesidir. Filogenetik
analiz ise tlrler arasindaki iliskiyi ortaya koymak amaciyla; mevcut karakterlerin
degisik kriterler kullanilarak degerlendirilmesi sonucu, soy agaclarinin olusturulmasi ile
gerceklestirilir. Olusturulan bu soy agaglar1 bir grubun evrimsel tarihinin grafiksel 6zeti

olup, filogenetik agag olarak adlandirilir (Sevindik, 2011).

Filogenetik agag; takson ve tiirler arasindaki dallanma olaylarinin nasil, bazi durumlarda
ise ne zaman gergeklestigini modeller. Taksonlarin birbirine akrabalik derecelerini
gosterir. Dallar ve diiglimlerden olusur. Filogenetik bir agagta; dallar, tiirler arasindaki
populasyonun zaman igerisindeki uyumunu gosterir. Agaclardaki dal uzunlugu
genellikle dalda olusmus degisikliklerin (basamaklarin) sayisini belirler. Diiglimler ise;
bir populasyon ya da taksonun, iki veya daha fazla tiirev populasyon ya da taksona
ayrildig1 noktalardir. Filogenetik agaclar koklii veya koksiliz olabilir. Kokli agaglarda
soy hattinin nereden kokenlendigi bilindigi i¢in ayrilma olaymin belirlenmesi
yapilabilir. Koksiiz agaglarda ise buna karsin tiirlerin dnce ya da sonra agiga ciktigi

belirtilmez (Tez, 2011).

Filogenetik agac olusturulurken genellikle {ic yontem kullanilir. Bu yontemlerden ikisi
karakter temelli yontemler olarak bir baglik altinda toplanabilen Maksimum parsimoni

ve Maksimum Benzerlik yontemleridir. Digeri ise uzakliga dayali bir yontemdir.
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2.10.1 MP (Maximum Parsimony) Farklihklar1 En Aza indirme Yéntemi

Parsimoni, bir gozlemin en az karmasik olarak agiklanmasi seklinde tanimlanir.
Incelenen diziler ya da genetik uzakliklar ile uyumlu bir aga¢ elde etmek icin gerekli en
az mutasyonlarin saptanmasina dayanan yontemdir. iki birim arasinda en az degisiklik
gerektiren aga¢ en makul olan agactir. Yani en az farkli olan birimler, birbirine en yakin
ve benzeyen birimlerdir. Agacin belirlenmesinde islemin daha kisa zamanda
tamamlanmasi i¢in en zengin filogenetik bilgiye sahip olan az sayidaki bolgeler

kullanilir. Diger bir anlamda da tutumluluk olarak tanimlanabilmektedir.

MP analizi ile en iyi sonuglar dizi ¢iftleri arasindaki benzerliklerin ¢ok gii¢lii oldugu ve
az sayida dizinin oldugu durumlarda alinir. MP ile agac¢larin olusturulmasinda ‘kesin’
ve ‘tahmini’ yaklagimlar s6zkonusu olmaktadir. Kesin yaklasimda olasi tim agaglar
gozden gecirilir ve kullanilan 6lgiite en uygun aga¢ belirlenir. Cok zaman alicidir ve
yirmiden fazla ornekleme varliginda uygun degildir. Cok sayida dizinin bulundugu

durumlarda ‘tahmini’ yaklasim uygulanmaktadir (Mount, 2001).

Maksimum parsimoni yonteminin olumsuzluklart;

o Yiiksek seviye homoplasilerde yanilabilirler.

o 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 ¢iftleri arasindaki benzerliklerin ¢ok giiclii

oldugu ve az sayida dizinin oldugu durumlarda alinir (Mount, 2001).

2.10.2 ML (Maximum Likelihood) En Yiiksek Thtimal Yéntemi

En yiiksek ihtimal yonteminde, tiim aga¢ topolojileri degerlendirilir. Birbiri ile yarisan

agac topolojilerinden en yiiksek ger¢eklesme olasiligi olan agag secilir.

Maximum Likelihood yonteminin iistiinliikleri;

° Karakter ve oran analizlerinde kullanilabilir.



27

. Sonmiis (hipotetik) atalarin dizilerini tahmin etmede kullanilabilir.

o Niikleotid, aminoasit dizileri ve diger veri tiplerine uygulanabilir.

Biitiin bu istiinliiklerinin yaninda Maximum Likelihood yontemi, basit ve sezgisel
olmayis1, parsimonide oldugu gibi yiiksek seviye homoplasilerde yanilabilmesi ve
parsimoni metoduna gore daha yavas olmasi gibi dezavatanjlara sahiptir (Freeman ve

Herron, 2009).

2.10.3 Uzakhk (Distance) Yontemi

Genetik uzaklik yontemi filogenetik agaci olusturmak i¢in dizi grubunda her bir ¢ift
arasinda degisikliklerin sayisini temel alir. Birbirlerine genetik uzaklig1 en az olan tiirler
birlestirilerek bir agac olusturulur. Uzaklik yontemi ile hizalanan diziler arasindaki
farkliliklarin miktarina goére aga¢ olusturulur. Agacin dallar1 boyunca ortaya ¢ikan
degisiklik sayis1 diziler arasindaki uzakligi gosterir. Tercih edilen agaglar, taksonlar

arasindaki mesafeyi en aza indirgeyen agaclardir (Sevindik, 2011).

En ¢ok kullanilan uzaklik yontemlerinden bazilar1 “Neighbour joining” ve “UPGMA
(Unweighted Pair Group Method Using Arithmetic Averages)” yontemleridir.

2.10.3.1 Neighbour Joining Komsu Birlestirme Yontemi

Bu yontem igerik olarak “kiimelenme (cluster)” analizi ile iliskilidir. Taksonlarin
kokten esit uzaklikta oldugu varsayilmaz. Analizin her adiminda uzaklik matriksi,
diiglimlerin her ¢ifti arasinda ayarlanan dal uzunluklarinin net etkisine sahiptir. Bunun
anlami; tim diger digiimlerden farkliliktir. Bu yontemde bir tane agac olusturulur ve
genis veri kiimelerinin analizi yapilabilir. Fakat tiim olasi aga¢ topolojileri

degerlendirilemez (Mount, 2001).

2.10.3.2 UPGMA (Unweighted Pair Group Method Using Arithmetic Averages)
Aritmetik Ortalamayr Kullanan Agirliksiz Cift Grup Yontemi
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Bir takson i¢in uzaklik matriksi gézden gegirilirken, en kiiciik uzaklik matriksi baz
almir. Genis veri setleri bu yontemle hizli bir sekilde analiz edilebilir, fakat karakter
analizinde kullanilamazlar. Bir atanin iki yavrusunun aym1 miktarda degisime
ugradiginin (dallarin esit uzunlukta oldugunun) savunulmas: ger¢ekei degildir (Mount,
2001).

2.10.4 Bootstrap (Sec-Bagla) Analizi

Bootstrap (se¢-bagla analizi) agaclarin giivenirlik derecelerini istatiksel olarak
degerlendirmeye yarayan bir parametredir. Elde edilen agaclarin dallarinin tutumluluk
kriterlerini kullanarak, istatiksel yonden en giivenilir olan dallar1 belirlemede kullanilir.
Burada veri setinden tekrarli 6rnekleme yoluyla yeni bir veri seti olusturulur. Bu islem,
secilen bootstrap degerine gore tekrarlanmak suretiyle , agagtaki dalin ¢ikma yilizdesi
hesaplanabilir. Bu da veri setindeki filogeniyi hesaplamak i¢in kullanilabilir. Bootstrap
degeri % 0 ile % 100 arasinda degisir (Tez, 2011).

2.11 FILOGENETIK AGAC OLUSTURMADA KULLANILAN PROGRAMLAR

Filogenetik agaclarin eldesinde bu tez calismasi kapsaminda kullanilan programlar

asagida belirtilmistir.

PHYLIP: Filogenetik aga¢ olusturulmasinda kullanilan bir programlar paketidir.
Internetten erisimi {icretsizdir. Paket kapsaminda parsimoni, uzaklik matrisi ve olasilik
metotlarinin yam sira sec¢-bagla (bootstrapping) ve ortak karar (consensus) agaglari

mevcuttur.

Treeview: PHYLIP ve NTSYSpc gibi filogenetik programlarindan elde edilen agaglarin

bilgisayarda goriintiilenebilmesini saglayan bir programdir.

MEGA: DNA dizilerini iist iiste getirerek hizzalamak, karsilastirmak ve mevcut
metodlara gore filogenetik aga¢ olusturulmasinda kullanilan bir programdir. Internetten

licretsiz olarak erigilebilir.
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DNA Baser: Dizi analizi sonucu elde edilen kromatogramlari inceleyebilmeye,
birbirinin tamamlayicis1 olan dizileri birlestirip isleyerek ortak bir dizi elde etmeye

yarayan bir programdir.

Phytols: AFLP analizlerinden elde edilen 1-0 verisi kullanilarak; Neighbour Joining
agact elde etmek icin gerekli uzaklik matriksinin hazirlanmasinda kullanilan bir

programdir.
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3. MALZEME VE YONTEM

3.1 BITKi MATERYALI

Bu ¢aligmada kullanilan dogal seleksiyon ile olugan 14 adet Iris L. tiirii ve melezleme
islaht ile elde edilmis 11 adet Iris L. gesit adayr Gida, Tarim ve Hayvancilik
Bakanligi’na bagli Yalova Atatiirk Bahce Bitkileri Merkez Arastirma Enstitiisii’'nden
temin edilmistir (Sekil 3.1).

AN ) 7 e

Sekil 3. 1- Bitki 6rneklerinin alindig1 Yalova Atatiirk Bahge Bitkileri Merkez Arastirma
Enstitiisii Seralart.

Bu tez ¢aligmasmin deneysel kismi TUBITAK, Marmara Arastirma Merkezi, Gen
Miihendisligi ve Biyoteknoloji Enstitlisii, Bitki Gen Teknolojileri Laboratuarinin

olanaklarindan yararlanilarak gergeklestirilmistir.

Bu calismada kullanilan, dogal seleksiyon ile olusan 14 adet Iris L. tiiriiniin

fotograflar Sekil 3.2-15’te goriilmektedir.
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_

Sekil3.5 - ICA 4 - Iris kirkwoodii

Sekil 3.6- ICA5 - Iris sari Sekil 3.7- ICA 6 - Iris Xanthospuria
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Sekil 3.8- ICA 7 -Iris lazica

Sekil 3.10- ICA 9-Iris barnumae f. urumiensis

(l -
E ;

Sekil 3.12- ICA 17

4 ot
Sekil 3.13- ICA 18 - Iris su

- Iris stenophylla aveolens
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Sekil 3.14- ICA 23 - Iris purpureobractea
(Kolsisin Mutant1)

Sekil 3.15- ICA 25 - Iris sari (Dogal melez)

Materyalin toplanmasi sirasinda, DNA izolasyonu i¢in uygun olan bitkinin geng
yapraklar1 tercih edilmistir. Kesilen yapraklar alkol ile temizlendikten sonra
aliminyum folyolara sarilarak sivi azotla (-196°C) dondurulmus. Derin dondurucuya

(-80°C) kadar s1v1 azot (-196°C) i¢inde muhafaza edilerek tasinmustir.

Tez ¢aligmas1 kapsaminda kullanilan bitki materyali ile ilgili bilgiler Tablo 3.1°de

verilmistir.
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Tablo 3.1- Tez ¢alismasi kapsaminda incelenen bitki materyalleri

) Endemik Erigsim Toplayici
Ornek ad1 tiirler Yerel Ad1 | Kodu Kodu Toplayan Kisi Toplandigi/Melezlendigi Lokasyon
| Sanhurfa- Siverek, Karabahge, Bahadir yaylasi ve kayak
Erdal Kaya/Kamil | tesisleri yolu Rame deresi
Iris reticulata Bieb * JQ413995 | ICAL Erken
Kamil Erken/Serdar )
Iris histrio Reichb * JQ413996 | ICA?2 Erken Hatay- Yayladag yolu Kiglak beldesi Orenseki mevkii
Iris iberica Hoffm. subsp. elegantissima Alaca Erdal Kaya/Kamil
(Sosn.) Takht. et Fedorov Siisen JQ413997 | ICA3 Erken Van- Muradiye, Muradiye selalesi ¢evresi
Maras Kamil Erken/Serdar
Iris kirkwoodii Chaudhary Kurtkulag: | JQ413998 | ICA 4 Erken Kahramanmaras- Ahir dagi goliiniin {ist yamaglari
Anadolu Kamil Erken/Serdar | Gaziantep- Diiliikbaba mesire ormani, en yiiksek tepe tv ve
Iris sari Schott ex Baker * Kurtkulag: | JQ413999 | ICAS Erken telefon vericisinin civari
Iris xanthospuria B. Mathew et T. Erdal Kaya/Kamil
Baytop * Sar1 Siisen | JQ414000 | ICA6 Erken Mugla- Ula Kizilyaka kdyii Yegilgam mevkii
Laz Erdal Kaya/Kamil .
Iris lazica Albov Siiseni JQ414001 | ICA7 Erken Rize- Ikizdere, Giineyce Koyii ¢ikigt 2. km sol taraftaki meselik
Iris barnumae Baker et Foster f. Van Erdal Kaya/Kamil
barnumae Kurtkulag: | JQ414002 | ICA 8 Erken Van- Muradiye yolu 35. km solda kum ocagina giden yol boyu
Iris barnumae Baker et Foster f. Sar1  Van Erdal Kaya/Kamil
urmiensis (Hoog) Mathew & Wendelbo Kurtkulag: | JQ414003 | ICA9 Erken Van- Hosap-Bagkale Albayraklar koyii
Erdal Kaya/Kamil
Iris germanica L. x Iris albicans Lange KC256788 | ICA 10 Erken Yalova- Atatiirk Bahge Kiiltiirleri Enstitiisii
Iris germanica L. x Iris schachtii Erdal Kaya/Kamil
Markgraf KC256789 | ICA 11 Erken Yalova- Atatiirk Bahge Kiiltiirleri Enstitiisii
Iris germanica L. x Iris schachtii Erdal Kaya/Kamil
Markgraf KC256790 | ICA 12 Erken Yalova- Atatiirk Bahge Kiiltiirleri Enstitiisii
Iris sari Schott ex Baker x Iris schachtii Erdal Kaya/Kamil
Markgraf KC256791 | ICA 14 Erken Yalova- Atatiirk Bahge Kiiltiirleri Enstitiisii
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Iris sari Schott ex Baker x Iris schachtii Erdal Kaya/Kamil
Markgraf KC256792 | ICA 15 Erken Yalova- Atatiirk Bahge Kiiltiirleri Enstitiisii
Catal Erdal Kaya/Kamil | istanbul- Durusu(Terkos) Terkos golii ile deniz arasi yangin
Iris sintenisii Janka Siisen KC256793 | ICA 16 Erken kulesi civari
Iris stenophylla Hausskn. et Siehe ex Gok Kamil Erken/Serdar | Mersin- Findikpmar koyi, Elektrik trafosunun oldugu kayalik
Baker Navruz KC256794 | ICA 17 Erken tepecik
Bodur Erdal Kaya/Kamil | Canakkale- Eceabat, Anzak koyu, Ariburnu- Azmak deresi

Iris suaveolens Boiss. et Reuter Siisen KC256795 | ICA 18 Erken arasinda kumullar
Iris germanica L. x Iris schachtii Erdal Kaya/Kamil
Markgraf KC256796 | ICA 19 Erken Yalova- Atatiirk Bahee Kiiltiirleri Enstitiisii
Iris purpureobractea B. Mathew et T. Erdal Kaya/Kamil
Baytop x Iris schactii Markgraf KC256797 | ICA 20 Erken Yalova- Atatiirk Bahge Kiiltiirleri Enstitiisii

Erdal Kaya/Kamil
Iris germanica L. x Iris albicans Lange KC256798 | ICA 21 Erken Yalova- Atatiirk Bahge Kiiltiirleri Enstitiisii

Erdal Kaya/Kamil
Iris germanica L. x Iris albicans Lange KC256799 | ICA 22 Erken Yalova- Atatiirk Bahge Kiiltiirleri Enstitiisii
Iris purpureobractea B. Mathew et T. Erdal Kaya/Kamil
Baytop (Kolsisin Mutanti) KC256800 | ICA 23 Erken Yalova- Atatiirk Bahge Kiiltiirleri Enstitiisii
Iris sari Schott ex Baker x Iris albicans Erdal Kaya/Kamil
Lange KC256801 | ICA 24 Erken Yalova- Atatiirk Bahge Kiiltiirleri Enstitiisii
Iris germanica L. x Iris schactii Erdal Kaya/Kamil
Markgraf KC256802 | ICA 25 Erken Yalova- Atatiirk Bahge Kiiltiirleri Enstitiisii

Erdal Kaya/Kamil
Iris sari Schott ex Baker (Dogal Melez) KC256803 | ICA 26 Erken Ankara- Cubuk I baraji, Alman tepesi, Baraja bakan yamaglar
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3.2 DNA iZOLASYONU

Genomik DNA izolasyonu, siisen (Iris L.) bitkisinin yapraklar1 kullanilarak Doyle ve
Doyle’nin (1987) gelistirdigi CTAB izolasyon protokoliine gore gerceklestirildi. Iris
reticulata, Iris histrio, Iris iberica subsp. elegantissima, Iris kirkwoodii, Iris sari, Iris
xanthospuria, Iris lazica, Iris barnumae f. barnumae, Iris barnumae f. urmiensis, Iris
sintenisii, Iris stenophylla, Iris suaveolens, Iris germanica X Iris albicans, Iris
germanica x Iris schachtii, Iris sari x Iris schachtii, Iris germanica x Iris schachtii, Iris
purpureobractea x Iris schactii, Iris germanica x Iris albicans, Iris sari x Iris
albicans, Iris germanica x Iris schactii, Iris purpureobractea (Kolsisin Mutant), Iris
sari (Dogal Melez) genotiplerine ait yaklasik 100 mg yaprak dokusu sivi azot ig¢inde
dondurulduktan sonra metal bilyeler eklenerek “Retsh MM 301” model homojenizator
cihazinda, 2 ml’lik ependorf tiipleri igerisinde toz haline getirildi (3.16). Her bir
ornegin tizerine 450 pul CTAB (60°C) ¢ozeltisi ve 6 mg toz PVP (Polivinilpoliprolidone
polyvinylpolypyrrolidone) eklenerek iyice karistirildi, 60°C’de 25 dk inkiibe edildi.
Stirenin ~ sonunda Ornekler oda sicakliginda sogumaya birakildi. 450 pl
Kloroform:oktanol karisima eklendi. 20-25 kez alt-iist edilerek karistirildi. 13000
rpm’de oda sicakliginda (20°C) 15 dk santrifiij edildi. Ust faz temiz bir tiipe alind1. Ust
fazin temiz olmadig1 durumlarda bu asama tekrar edildi. Toplanan {ist fazin {izerine
(350 ul), SM NaCl’den 175 pl (iist fazin 0.5 hacim oraninda), 700 pl % 95’lik etanol
(tist fazin 2 hacim oraninda) eklenip 4-6°C’de 15-20 dk genomik DNA’nin ¢okmesi
sagland1 (Tablo 3.2). DNA o6rnekleri 13000 rpm’de 10 dk santrifiij edilerek toplandiktan
sonra %75’lik etanol ile ytkama asamasi gergeklestirildi. Ornekler 13000 rpm’de 5 dk
daha santrifiij edildi ve ardindan kurumaya birakildi. DNA o6rnekleri yogunluklarina
gore 200-250 ul niikleazdan arindirilmis distile HoO’da ¢ozdiirtildii. 2 ul 2U RNaz
(RNase ONE Ribonuclease M4261 Promega) eklenip, 37°C’de yarim saat inkiibe edildi
(Sekil 3.17).
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Sekil 3.16- Bitki 6rneklerinin “Retsh MM 301" model homojenizator cihazi ile pargalanmasi.

Tablo 3.2- DNA izolasyonunda kullanilacak stok ¢ozeltiler.

Cozeltinin Ad1 icerigi Konsantrasyonu
Tris-HCI (pH:8.0) 100 mM
EDTA (pH:8.0) 20 mM
CTAB izolasyon NaCl 1,4M
tamponu CTAB(cetyltrimethylammoniumbromide) %2
B-merkaptoetanol (kullanmadan hemen % 0.2
once eklenir)
Kloroform:oktanol Kloroform 24:1
Oktanol
Sodyum kloriir NaCl 5M

Sekil 3.17- DNA izolasyonun gesitli agamalarinda 6rneklerin durumu.

DNA konsantrasyonu Nanodrop (ND1000) spektrofotometre kullanilarak 260 nm dalga
boyunda olciildii. DNA 6rnekleri PZR reaksiyonlarinda kullanilmak tizere 50 ng/pl ve
100 ng/ul olacak sekilde sulandirildiktan sonra kalan 6rnekler stok olarak -20°C’de,

sulandirilmis 6rnekler ise +4°C’de saklandi.

“NanoDrop” kullanilarak yapilan 6l¢iimde DNA veya RNA 6rnegi cihazin kaidesine bir
damla halinde yiiklenir. Daha sonra bu aparat kapatilarak bir damla halinde bulunan
ornege cihaz tarafindan hafif bir baski uygulanir. Olusan bu yiizey gerilimi ile 6rnegin
yerinde kalmasi saglanir ve ornek spektrofotometrik olarak okunur. Cihaza bagli bir
bilgisayar programi ile degerler elde edilir (Sekil 3.18). Ancak dlgiimden sonra DNA

kalitesi agaroz jelde konrol edilmelidir.
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Sekil 3.18- NanoDrop (ND1000) ile DNA’min konsantrasyonunun belirlenmesi.

[zolasyon sonrasi 6rnekler kontrol amagli stoktan 2 pl’si 1/10 sulandirilarak %0.8’lik
agaroz jelde yiiriitiildii. Bunun i¢in 0.5 X TBE ¢ozeltisi kullanilarak hazirlanan
9%0.8’lik agaroz mikrodalga firinda eritildi. Oda sicakligina gelen jele 5 pl etidyum
bromid (10mg/ml) ¢ozeltisi eklenip karistirildiktan sonra yatay elektroforez kasetine
dokiildii. Elektroforez kaseti jelin polimerize olmasi i¢in oda sicakliginda 30 dakika
bekletildi ve 0.5 X TBE tamponu igeren elektroforez tankina yerlestirildi. Ornekler 2.5
ul yikleme tamponu ile karigtirilarak jel kuyularina yiiklendi (Tablo 3.3). Jel,
orneklerin kuyucuklardan ¢ikmasi amaciyla 200 Volt’ta yaklagik 1 saat yiiriitilip UV
151k altinda incelendi. “DNr Bio-Imaging System MiniBIS Pro” goriintiileme cihazi ile

fotografi ¢ekildi (Sekil 3.19).

Sekil 3.19- izolasyonu yapilan DNA nin agaroz jele yiiklenmesi ve kullanilan goriintiileme

cihazi (DNr Bio-Imaging System MiniBIS Pro).
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Tablo 3.3- Agaroz jel elektroforezinde kullanilan ¢ozeltiler.

Cozelti Adi icerigi Konsantrosyon
Trisma Base 890 mM
TBE Tamponu (10X) EDTA 20 mM
Borik Asit 890 mM
Yiikleme Tamponu (6X) Bromofenol mavisi % 0.25 (wiv)
Sukroz % 40 (Wiv)
Etidyum Bromiir Etidyum bromiir 10 mg /ml
3.3 AFLP ANALIZLERI

14 adet dogal seleksiyon ile olusan Iris L. tiirleri ve 11 adet melezleme 1slahi ile elde
edilmis melez Iris L. ¢esit adaylari kullanilarak yapilan AFLP analizleri Pharmawati ve
dig. (2005) protokollerine gore gergeklestirildi. Analizlerde, AFLP ¢alismalar1 igin
belirlenen 7 farkli primer kombinasyonu kullanildi. Tablo 3.4 verilen Msel ve EcoRI
adaptor ciftleri (alt ve iist) konsantrasyonlar1 100 uM karistirilip, 95°C’de 5 dakika
inkiibe edildi. Ardindan alt ve iist adaptorlerin ¢ift iplikli hale gelebilmesi igin tiipler
oda 1sisinda  sogumaya birakildi.  Sogutma sonrasi, adaptorlerin  ¢alisma
konsantrasyonlar1 Msel adaptorii i¢in 50 pmol/ul, ECORI adaptorii i¢in 5 pmol/pl
olacak sekilde sulandirildi.

Tablo 3.4- EcoRI ve Msel restriksiyon endontikleazlarina 6zgiin adaptor dizileri.

Adaptor Dizisi Dizi (5°-¢3)
EcoRI (Ust adaptér dizisi) CTCGTAGACTGCGTACC
EcoRI (Alt adaptdr dizisi) AATTGGTACGCAGTCTAC
Msel (Ust adaptér dizisi) GACGAGAGTCCTGAG
Msel (Alt adaptor dizisi) TACTCAGGACTCAT

Genomik DNA 06rnekleri i¢in restriksiyon ve ligasyon islemi bir arada gergeklestirildi.
Genomik DNA’nin kesimi ECORI ve Msel restriksiyon endoniikleazlar1 kullanilarak
gergeklestirildi. DNA {izerinde Msel enzimi dort bazda bir, ECORI enzimi ise alt1 bazda
bir kesim yapmaktadir (Tablo 3.5).
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Tablo 3.5- EcoRI ve Msel restriksiyon endoniikleazlarinin ¢ift iplikli DNA’y1 kestigi bolgeler.

EcoRl enziminin kesim bélgesi Msel enziminin kesim bélgesi
5-GM"AATT C-3 5-TA"T A A3
3-C TTAANGS 3-A ATAT-S

Restriksiyon ve ligasyon reaksiyonu igin 6nce, Tablo 3.6’da bilesenleri verilen enzim

karisimi1  hazirlandi. Hazirlanan enzim karigiminin  1-2 saat iginde kullanilmasi

gerekmektedir.

Tablo 3.6- Restriksiyon ve ligasyon reaksiyonunda kullanilan enzim karigiminin bilesenleri.

Miktar/10

Bilesenler érnck icin
10X Reaksiyon tamponu (ATP igceren T4 DNA Ligaz Ll
Tamponu) (her iki enzimin ortak tamponu)
0.5 M NaCl 1 ul
1 mg/mL BSA (10 mg/mL’lik stoktan seyreltilmis) 0.5 ul
EcoRI (5V) 5ul
Msel (10UV) 1 ul
T4 DNA Ligaz (10V) 2 ul

Restriksiyon-ligasyon reaksiyon bilesenleri Tablo 3.7’de verildigi sekilde hazirlandi.

Tablo 3.7- Restriksiyon ve ligasyon reaksiyonunun bilesenleri.

Bilesenler Miktar
10X Reaksiyon tamponu (ATP iceren T4 DNA Ligaz Ll
Tamponu)
0.5 M NaCl 1wl
1 mg/mL BSA (10 mg/mL’lik stoktan seyreltilmis) 0.5 ul
EcoRI Adaptorii (5 pmol/ul) 1 ul
Msel Adaptorii (50 pmol/ul) 1 ul
Enzim karisimi (Tablo 4) 1 ul
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Her 6rnek igin, tiiplere Tablo 3.7°de belirtilen karisimdan 5.5 pl dagiltildi. Bu karisima
onceden DNA miktarlar1 100 ng/pl olacak sekilde sulandirilmis orneklerden 5 pl
genomik DNA eklenip hafif¢ce karistirilarak ardindan 10 sn santrifiij edildi. Bu karigim
37°C’de 2 saat inkiibe edildi. inkiibasyon sonras1 restriksiyon-ligasyon drnekleri, PZR
reaksiyonlarinda kullanilmak amaciyla 189 ul TEgp; (20 mM Tris-HCI, 0.1 mM
EDTA) ile seyreltildi. Bu karisim (Dig-lig) 6n ¢ogaltim PZR’1nda kullanilmak tizere 2-

6 °C arasi 1 ay, -20 °C’de ise uzun siire saklanabilir.

AFLP yonteminin ilk PZR asamasi olan 6n ¢ogaltim PZR’inda, adaptor dizileri ile
eslesen fakat ilave 1 segici baz igeren primerler kullanildi. On gogaltim primerlerinde
herhangi bir baz segici baz olarak kullanilabilmektedir. On ¢ogaltim PZR’sinde EcoRI
primerlerine ilave baz olarak A bazi (EcoRI+1A) ve Msel primerlerine ise C bazi
eklenmis (Msel+1C) primerler kullanildi (Tablo 3.8).

Tablo 3.8- AFLP analizlerinde 6n ¢ogaltim PZR asamasinda kullanilan primerler.

Primer Ad1 Dizi (5°-3’)
EcoR I 6n ¢ogaltim primeri GACTGCGTACCAATTCA
Mse I 6n ¢ogaltim primeri GATGAGTCCTGAGTAAC

On ¢ogaltim PZR uygulamasinda her rnek igin 0.2 ml’lik tiiplerdeki 25 pl igerisinde
son konsantrasyon; 1 X Taq Buffer (Invitrogen, Brazil), 1.5 mM MgCl, (Invitrogen,
Brazil), 0.12 mM dNTP (Invitrogen, Brazil), 0.25 U/ul Taq polimeraz, 0.2 uM primer
Mse-C, 0.2 uM primer Eco-A ve 100 ng genomik DNA seklindedir.

AFLP analizlerinde 6n ¢ogaltim reaksiyonu i¢in kullanilan PZR programi; baslangig
denatiirasyonu i¢in 72 °C’de 2 dakika; genomik DNA’nin denatiirasyonu i¢in 94 °C’de
30sn, primerin DNA’ya baglanmasi i¢in primer ¢ifti i¢in belirlenmis sicaklikta (56 °C)
30sn, zincir uzamasi ig¢in 72 °C’de 2 dakika bekletilip 30 dongili tamamlandiktan sonra,
son uzama i¢in de 60 °C’de 10 dakika tutularak tamamlanmistir (Sekil 3.20). PZR
reaksiyonlar1 “Biorad ve Applied Biosystems Thermal Cycler”  cihazlarinda

gergeklestirildi.
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72°C’ de 2 dakika

/ On Denatiirasyon

94°C" de 30 sn 56°C" de 30 sn 72°C de 2 dakika
Denatlirasyon Primer Baglanmasi Zincirin Uzamasi
30D6ngl

l

60°C" de 10 dakika

Son Uzamalar

Sekil 3.20- AFLP 6n ¢ogaltim agamasi igin kullanilan PZR programa.

On ¢ogaltim reaksiyonu yapilmis érneklerin 10 pl’si %1.5°lik agaroz jele yiiklenerek
goriintillendi. PZR {irlinlerinin boyutunu belirleyebilmek icin ornekler, 50 bg’lik
(Fermentas) DNA markorleri ile birlikte jele yiiklendi. Jel PZR iiriinlerinin
kuyucuklardan ¢ikmasi amaciyla 200 Volt’da yaklagik 1 saat yiiriitiip UV 151k altinda
incelendi. PZR firiinlerinin “DNr Bio-Imaging System MiniBIS Pro” goriintiileme
cthaz1 ile fotografi c¢ekildi. PZR iirlinlerinin kalanina, AFLP analizlerinin segici
¢ogaltim asamasinda (Selektif PZR) kullanmak {izere 100 pul TEo; eklendi ve
karistirildi.

Segici ¢ogaltim reaksiyonunda on ¢ogaltim reaksiyonu ile elde edilen ve TEq; ile
seyreltilen 6rnekler kalip olarak kullanildi. Bu agamada floresan isaretli ve 3 farkli baz
eklenmis ECORI (Eco-AGQG) primeri reaksiyonlara dahil edildi. Boylece PZR sonrasi
elde edilen {iriinlerin floresan isaretli olarak Beckman Coulter GeXP Genetik Analiz

Sistemi tarafindan analiz edilmesi miimkiin olmaktadir. Se¢ici ¢ogaltim asamasinda
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kullanilacak  floresan boyali ECORI ve Msel primerlerine ait diziler Tablo 3.9°da
verilmistir (Floresan boyali ECORI primeri “B”, 7 farkli Msel primerleri “1-2-3-4-5-6-7"
olarak kodlanmis, yapilan PZR reaksiyonlar1 da primer kombinasyonlarina goére B1, B2,

B3, B4, B5, B6 ve B7 seklinde kodlanmastir.).

Tablo 3.9- AFLP analizlerinde selektif PZR asamasinda kullanilan primerler.

Primer Ad1 Dizi (5°-¢3)

E- AGG*D4 (B) CTGCGTACCAATTCAAGG

M-CAA (1) GATGAGTCCTGAGTAACAA
M-CTT (2) GATGAGTCCTGAGTAACTT
M-CGA (3) GATGAGTCCTGAGTAACGA
M-CGT (4) GATGAGTCCTGAGTAACGT
M-CAT (5) GATGAGTCCTGAGTAACAT
M-CAC (6) GATGAGTCCTGAGTAACAC
M-CCA (7) GATGAGTCCTGAGTAACCA

Secici ¢ogaltim asamasinda PZR uygulamasinda her 6rnek i¢in 0.2 ml’lik tiiplerdeki
12.5ul igerisinde son konsantrasyon; 1X Taq Buffer (Invitrogen, Brazil), 2 mM MgCl;
(Invitrogen, Brazil), 0.12 mM dNTP (Invitrogen, Brazil), 0.5 U/ul Taq polimeraz, 0.04
uM floresan isaretli primer Eco-AGG, 0.2 uM primer Mse-C** ve 8 pg/ml BSA
seklinde olup bu igerik 2.5 ul seyreltilmis 6n ¢ogaltim reaksiyonu iirlinleri ile

karisgtirildi.

AFLP analizlerinde segici ¢ogaltim (Selektif) PZR uygulamas: i¢in kullanilan PZR
programi1 2 ayr1 dongii seti icermektedir. Baslangi¢ denatiirasyonu i¢in 94°C’de 2
dakika; ilk dongii setinde genomik DNA’nin denatiirasyonu i¢in 94°C’de 30sn, primerin
DNA’ya baglanmasi i¢in 30 sn 65 °C ‘den 56 °C’ye kadar her dongiide 0.7 °C azalarak,
zincir uzamasi i¢in 72 °C’de 2 dakika bekletilip 13 dongii tamamlandiktan sonra; ikinci
dongii setinde genomik DNA’nin denatiirasyonu i¢in 94 °C’de 30sn, primerin
baglanmasi i¢in 56 °C’de 30 sn, uzama icin 72 °C’de 2 dk bekletilip 24 dongii

tamamlandiktan sonra; son uzama icin de 72 °C’de 10 dakika tutularak tamamlandi



(Sekil 3.21). PZR reaksiyonlar1 “Biorad ve Applied Biosystems Thermal Cycler”

cihazlarinda gegeklestirildi.
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94°C" de 2 dakika

On Denatiirasyon

94°C’ de 30 sn

65°C’ de 30 sn{Her
déngiide 0.7°C azalarak)

72°C" de 2 dakika

Denatlirasyon

N—

Primer Baglanmasi

Zincirin Uzamasi
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/

94°C" de 30 sn

Denatlirasyon

—

N

13D6ngl

56°C" de 30 sn

72°C’ de 2 dakika

Primer Baglanmasi

Zincirin Uzamasi

_/

—~—

24D6ngl

l

72°C" de 10 dakika

Son Uzamalar

Sekil 3.21- AFLP segici gogaltim asamasi igin kullanilan PZR programu.

Selektif PZR sonrasinda elde edilen reaksiyon {iriinlerinden 2.5 pl alinarak, GeXP
Genetik Analiz Sistemi’nde kullanilan 96 kuyuluk plaklara yiiklendi (Sekil 3.22);
tizerilerine Tablo 3.10°da verilen yilikleme ¢6zeltisi eklenip pipetaj yapilarak karigtirildi

ve GeXP Genetik Analiz Sistemi’nde analiz edildi.
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Sekil 3.22- GeXP Analiz Sistemi (Beckman Coulter GenomeLab) ve 96 kuyuluk 6rnek plagr.

Tablo 3.10- Gen anlatim analizinde kullanilan 6rnek yiikleme ¢6zeltisi bilesenleri.

Bilesenler Miktar
DNA size standart—400 0.25 ul
Ornek yiikleme ¢ozeltisi (SLS) 17.25 pl

3.4 KLOROPLAST DNA’SININ trnL-F BOLGESIi ANALIZLERI

trnL-F bolgesi analizleri Taberlet ve dig. (1991) protokoliine uygun olarak
gergeklestirilmiglerdir. Analizlerde trnL-F bolgesine 6zgii 4 evrensel primer kullanildi
(Tablo 3.11). Analizlerde kalip DNA olarak 50 ng/ul olacak sekilde sulandirilmis

ornekler kullanildi.

Tablo 3.11- trnL-F bolgesi analizlerinde kullanilan primerler.

Primer Ad1 Sekans (5°-3°)
c CGAAATCGGTAGACGCTACG
d GGGGATAGAGGGACTTGAAC
e GGTTCAAGTCCCTCTATCCC
f ATTTGAACTGGTGACACGAG




46

Yontemin ilk PZR uygulamasinda her 6rnek i¢in 0.2 ml’lik tiiplerdeki 20 pl igerisinde
son konsantrasyon; 1X Taq Buffer (Invitrogen, Brazil), 1.5 mM MgCl, (Invitrogen,
Brazil), 0.12 mM dNTP (Invitrogen, Brazil), 0.25 U/ul Taq polimeraz, 0.2 uM primer
Forward, 0.2 uM primer Reverse ve 50 ng genomik DNA seklindedir.

Yontemin ilk PZR agsamasinda PZR programi; baslangi¢ denatiirasyonu i¢in 94 °C’de
1.5 dakika; genomik DNA’nin denatiirasyonu i¢in 94 °C’de 40sn, primerin DNA’ya
baglanmasi i¢in primer ¢ifti i¢in belirlenmis sicaklikta (56 °C) 45sn, zincir uzamasi igin
72 °C’de 2 dakika bekletilip 35 dongii tamamlandiktan sonra, son uzama i¢in de 72
°C’de 10 dakika tutularak tamamlanmistir (Sekil 3.23). PZR reaksiyonlar1 ““ Biorad ve
Applied Biosystems Thermal Cycler” cihazlarinda gerceklestirildi.

94°C" de 1.5 dakika

/ On Denatiirasyon

94°C’ de 40 sn 56°C" de 45 sn 72°C' de 2 dakika
Denatiirasyon Primer Baglanmasi Zincirin Uzamasi
35Ddngi

1

72°C" de 10 dakika

Son Uzamalar

Sekil 3.23- trnL-F bolgesi analizlerinde gergeklestirilen ilk PZR uygulamasinin

programi.

PZR sonras1 dirlinler %1’lik agaroz jele yiiklenerek goriintiilendi. PZR iiriinlerinin
boyutunu belirleyebilmek icin ornekler, 100 b¢’lik (Fermentas) DNA markorleri ile
birlikte jele yiiklendi. UV 151k altinda hedef bdlge bantlar halinde goriintiilendi.
Bantlarin “DNr Bio-Imaging System MiniBIS Pro” goriintiileme cihazi ile fotografi
cekildi.
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Bantlar UV 15181 altinda, bantlar1 118a fazla maruz birakmadan hizli bir sekilde kesilip
1.5 ml’lik “eppendorf” tiiplerine aktarildi (Sekil 3.24). Tipler tartildi. Tartim
sonuglara gore her 10 mg jel i¢cin 10 pl “Membran Binding Solution” tiiplere eklendi.
Tipler 65 °C’de jeller tamamen eriyene kadar inkiibasyona birakildi. Temiz bir tiipe
kolon yerlestirildi ve erimis jel karisim1 kolona aktarildi. Oda sicakliginda (20°C’de) 1
dakika inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrast 13000 rpm’de 1 dakika santrifiij
edildi. Tiipteki sivi dokiildii. Kolon tekrar tiipe konulup, 700 pl “Membrane Wash
Solution (Etanol eklenmis)” eklendi. 13000 rpm’de 1 dakika santrifiij edilip, tlipteki
stvi dokiildii. Kolon tekrar tiipe konuldu. 500 pl “Membrane Wash Solution (Etanol
eklenmis)” eklenip, 13000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilerek islem tekrar edildi.
Tiipteki siv1 dokdiliip, 13000 rpm’de 1 dakika daha kapak acik bir sekilde santrifiij
edildi. Kolon temiz bir tiipe aktarildi. 50 ul dH,O eklenip; oda sicakliginda (20°C’de)
1 dakika inkiibasyona birakilarak DNA’nin membrandan ayrilip, dH,O ig¢inde
¢dziinmesi saglandi. 13000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi ve kolon atildi. Orneklerin
NanoDrop’ta DNA miktarlar1 dl¢iildiikten sonra 6rnekler 4°C’de saklanda.

Sekil 3.24- UV 151k altinda hedef bdlgenin bantlar halinde goriintiilenmesi ve istenilen bantlarin
agaroz jelden kesilmesi (Wong Maye-e, AP, http://news.nationalgeographic.com/news).
NanoDrop’ta DNA miktarlari lgiilen 6rnekler, yontemin ikinci PZR asamasinda kalip
olarak kullanilmak iizere DNA miktarlar1 60 ng/ul olacak sekilde sulandirildi.
Orneklerin, Beckman Coulter GeXP Genetik Analiz Sistemi ile analiz edilmesi i¢in
floresan isaretli ddNTP igerigi olan “DTSC Quick Start Master Mix” ile PZR
uygulamasi gerceklestirildi. Her 6rnek i¢in 0.2 ml’lik tiiplerde; DNA miktarlar1 60 ng/
ul olacak sekilde sulandirilmis 10 pl 6rnek, 8 pl “DTSC Quick Start Master Mix” ve 2

ul primer ile karistirildi.
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Yontemin ikinci PZR uygulamasi ic¢in kullanilan PZR programi; genomik DNA’nin
denatlirasyonu i¢in 96°C’de 20 sn, primerin baglanmasi i¢in 56°C’de 20 sn, zincir

uzamasi i¢in 60°C’de 4 dakika bekletilip 30 dongii ile tamamlanmustir (Sekil 3.25). PZR

reaksiyonlar1 “Biorad ve Applied Biosystems Thermal Cycler”  cihazlarinda
gerceklestirildi.
96°C" de 20 sn 56°C’ de 20 sn 60°C’ de 4 dakika
— —
Denatiirasyon Primer Baglanmasi Zincirin Uzamasi
30 Déngii

Sekil 3.25- trnL-F bolgesi analizlerinde gerceklestirilen ikinci PZR uygulamasinin programa.

PZR sonrasi, iriinleri temizlemek amaciyla her 6rnek 5 upl hazirlanan durdurma

cozeltisi ile karistirild: (Tablo 3.12).

Tablo 3.12- Sekans PZR’1 sonrasi {iriinleri temizlemede kullanilan “durdurma ¢6zeltisi”
bilesenleri.

Bilesenler Stok konsantrasyonlar | Hacim (ul)
Sodyum Asetat 3M 2
Na,-EDTA 100mM 2
Glycogen 20mg/mL 1

Durdurma ¢ozeltisi ile karistirilan 6rneklere -20°C’de 60 pl %95°lik Etanol eklenerek
hafifce karistirldi. Karisgim 0.5ml’lik tiiplere aktarildi. Ornekler 13000 rpm’de 4°C’de
15 dk santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi tiipteki sivi, tiip dibindeki pelete dikkat edilerek
pipetle ¢ekilip atild1. Tiiplere -20°C’de 200 ul %75’lik Etanol eklendi. 13000 rpm’de
4°C’de 4 dk santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi tlipteki sivi, tiip dibindeki pelete dikkat
edilerek pipetle ¢ekilip atildi. Peletler ve tlipler kurumaya birakildi. Etanoliin u¢gmasi
saglandiktan sonra peletler, 30 pl ornek yiikleme ¢ozeltisi (SLS) ile ¢ozdiiriildii.
Ornekler GeXP Genetik Analiz Sistemi’nde kullanilan 96 kuyuluk plakalara yiiklendi
ve GeXP Genetik Analiz Sistemi’nde analiz edildi.
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3.5 VERI ANALIZi

Floresanli boyalarla isaretlenmis primerler kullanilarak gergeklestirilen AFLP analizleri
sonucu tanimlanan deger araliklar1 ile elde edilen piklerden (bantlar) sadece temiz,
tekrarlanabilir ve belli deger araliklarinda olanlar1 degerlendirmeye alinarak Genome
Lab GeXP Genetik Analiz Sistemi ile skorlandi. Sistem piklerin varliginda (1) ve
olmadigi durumlarda (0) degerleri vererek degerlendirme yapmaktadir. AFLP
verilerinden elde edilen verilerin filogenetik analizleri Phylip v.3.69 programi
(Felsenstein, 1989) ile dizi analizinden elde edilen verilerin filogenetik analizleri ise

MEGA 5.05 programi (Tamura ve dig., 2011) ile gerceklestirildi.

3.5.1 Verilerin Ulusal Biyoteknoloji Bilgi Merkezi (NCBI)’ne Yiiklenmesi

Ulusal Biyoteknoloji Bilgi Merkezi (NCBI), biyoteknolojinin her dalindan elde edilen
bilgilerin depolanabildigi g¢evrimigi (online) bir veri bankasidir. Her arastirmact;
onceki arastirmalarin verilerine ulasabilir, kendi aragtirmasinin verilerini diger
arastirmacilarin kullanimina sunabilir. Bu veri girisi NCBI’'nin her veri tipi i¢in
belirledigi formatta gerceklestirilmelidir. Eklenen veriler ve bilgiler NCBI
editorlerince kontrol edilir; revize edilmesine gerek duyulmaz ise editdrlerce belirlenen

tarihte internet sitesinden ulasilabilir hale gelir.

trnL-F bolgesi analizlerinden elde edilen diziler ve diziler ile ilgili bilgiler, NCBI’'nin
DNA dizi veri girisi i¢in belirttii 3 farkli metin format1 dosyasinda yazildi. Dosyalar
ve bilgiler NCBI veri bankasina yiiklendi (Sekil 3.26).
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Sekil 3.26- DNA dizi veri girisi i¢in NCBI tarafindan istenen dosyalarin goriiniimii.

NCBI editorlerince verilen erisim kodlar ile veriler siteden erisebilir hale geldi (Sekil
3.27).
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Sekil 3.27- NCBI internet sitesinde Iris reticulata (ICA 1)’ya ait dizi bilgilerinin gériiniimii
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov, Erisim Kodu: JQ413995).
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4. BULGULAR

Tez calismasinda, Tirkiye florasinda kayitli taksonlardan arazi calismalart sonucu
toplanan bazi siisen (Iris L.) tiirleri ve bu tiirlerin melezlenmesi sonucu ortaya ¢ikan
cesit adaylarmin Karakterizasyonunda floresan temelli AFLP (Cogaltilmis parca
uzunluk polimorfizmi) molekiiler markor teknigi ve kloroplast genomuna 06zgii
markdrler kullanilarak yapilan dizi analizleri ile filogenetik iligkilerin belirlenmesi,
akrabalik derecelerinin saptanmasi, tiirler arasi polimorfizm ve genetik varyasyonlarin
ortaya koyulmasi amaclanmistir. Tez calismasi kapsaminda gerceklestirilen tiim

asamalar Sekil 4.1°de 6zetlenmistir.

trL-F bblgesi

amplifikasyonian, c-d ve genomic DNA
e-f olmak zere 2 primer
kombinasyonu
kullandarak
gergekdestirildi.
Genomik DNA, EcoRl ve Msel enzimleri kullandarak
+ pargalands.
M 12 3 456 7 8 910 11 12 SRS ——— e oY L T e
drinler agaroz jel —_—
elektroforezinde = o
= yiriiddi. ve hantiar * Adaptorier baglands.
jelden kesilip
temiziendi.
LT 1 —
* On goZalim PZR analizi yapids,
Uriinderin, DTSC sekans kiti kullandarak <, d, e ve f primerieri dle sekans N
PZR'si yapdds. - S ‘ =

Floresank primerler #e segid ¢ogalim PZR
analizi yapdds.

Amplifikasyon Grinleri

ytanaa i Al L — Genome Lab GeXP Genetik
Analiz Sisteminde analiz
edidi.

= L x L
Uriinlerin Genome Lab GeXP Genetik Analiz Sisteminde DNA dizi analizleri

gergeklestirddi  ve kromatogramiar elde edidi. *
PR R IirertTres O Ampéfikasyon Girinderinin
............................ iz edimis Srnek
; 1 gbriintiisi.

Polimorfik bantiarin
Gexp sisteminde varkk
(2} / yokduk| 0} clmak
uzere skorlamalan
yapidi.

Elde edilen diziler DNA Baser
programu dle iglendi. MEGA
programi kullandarak
filogenetik analizieri yapids.

Sekil 4.1- Tez ¢alismasinda izlenen tiim agamalarin sematik gosterimi.
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4.1. DNA iIZOLASYONU

Calismada kullanilan Iris L. cinsine ait 25 6rnek Yalova Atatiirk Bahge Kiiltiirleri
Enstitiisti'nden elde edilmistir. Bitki orneklerinin genomik DNA’larinin izolasyonu,
CTAB izolasyon protokoliine uygun olarak gerceklestirilmistir. izolasyon sonrasi

orneklerin agaroz jel goriintiisii Sekil 4.2° deki gibidir.

3 1314 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25

Sekil 4.2- DNA izolasyonu sonrasi 6rneklerin jel goriintiisii.
M:Markoér 1: Iris reticulata, 2: Iris histrio, 3: Iris iberica subsp. elegantissima, 4: Iris kirkwoodii, 5: Iris
sari, 6: Iris xanthospuria, 7: Iris lazica, 8: Iris barnumae f. barnumae, 9: Iris barnumae f. urmiensis, 10:
Iris germanica x Iris albicans, 11: Iris germanica x Iris schachtii, 12: Iris germanica X Iris schachtii, 13:
Iris sari x Iris schachtii, 14: Iris sari x Iris schachtii, 15: Iris sintenisii, 16: Iris stenophylla, 17: Iris
suaveolens, 18: Iris germanica x Iris schachtii, 19: Iris purpureobractea x Iris schactii, 20: Iris
germanica X Iris albicans, 21: Iris germanica x Iris albicans, 22: Iris purpureobractea (Kolsisin Mutant),

23: Iris sari x Iris albicans, 24: Iris germanica X Iris schactii, 25: Iris sari (Dogal Melez)

4.2 AFLP ANALIZi SONUCU ELDE EDIiLEN VERILER

4.2.1 AFLP Analizi Kapsaminda Gerceklestirilen (")nc;ogaltlm PZR1

Izole edilen gDNA’lar, AFLP 6n ¢ogaltim asamasi uygulanarak PZR ile ¢cogaltilmustir.
PZR sonras1 6rneklerin agaroz jel gortintiisii Sekil 4.3- 4.4 “deki gibidir.
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USSR Ay 13 14

Sekil 4.3- ICA 1-15 o6rneklerinin AFLP 6n ¢cogaltim PZR’1 sonrasi jel goriintiisii.
M:Markér 1: Iris reticulata, 2: Iris histrio, 3: Iris iberica subsp. elegantissima, 4: Iris kirkwoodii, 5: Iris
sari, 6: Iris xanthospuria, 7: Iris lazica, 8: Iris barnumae f. barnumae, 9: Iris barnumae f. urmiensis, 10:
Iris germanica x Iris albicans, 11: Iris germanica x Iris schachtii, 12: Iris germanica x Iris schachtii, 13:
Iris sari x Iris schachtii, 14: Iris sari X Iris schachtii

Sekil 4.4- ICA 16-26 o6rneklerinin AFLP 6n ¢ogaltim PZR’1 sonrasi jel goriintiisii.

M:Markor 1: Iris sintenisii, 2: Iris stenophylla, 3:Iris suaveolens, 4: Iris germanica x Iris schachtii, 5: Iris
purpureobractea x Iris schactii, 6: Iris germanica x Iris albicans, 7: Iris germanica x Iris albicans, 8: Iris
purpureobractea(Kolsisin Mutant), 9: Iris sari x Iris albicans, 10: Iris germanica x Iris schactii, 11: Iris
sari (Dogal Melez)



54

4.2.2 AFLP Analizi Kapsaminda Gerg¢eklestirilen Secici Cogaltim PZR’1

AFLP 06n ¢ogaltim asamasini takiben Orneklerin se¢ici c¢ogaltim PZR yapilmis,
reaksiyon sonucu olusan, farkli uzunluklardaki floresan isaretli PZR iiriinleri
(fragmentler), Beckman Coulter GeXP GenomelLab Genetik Analiz sisteminin
“fragment analizi” modiili kullanilarak analiz edilmistir. GeXP Genetik Analiz
sisteminde gerceklestirilen analiz sonucunda bantlarin pik goriintiileri elde edilmistir

(Sekil 4.5).

¥ 1CA 15B3 aflp.G11_12021613U0 MEE
Fragment D ata | Fiaw Datal Fragment ListI Eunentl Inject Eunentl Voltagel Analyzis Logl Fiun Logl Analysis Parametersl Quantitationl 5TR Locus Tagsl SkA I L4
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Sekil 4.5- AFLP analizi yapilan ICA 15 DNA’sindan elde edilen floresan isaretli fragmentlerin

kapiler elektroforez sisteminde yiiriitiilmesi ile elde edilen grafik.

Cihaz 1 baz farkli uzunlukta olan, 50-600 b¢ uzunluktaki fragmentleri ayirabilme
kapasitesine sahip oldugundan, elde edilen fragmentler floresan teknolojisinin sagladig:
uistiinliik ile boyut farkliliklar1 ve yogunluklari bakimindan hassas bir sekilde analiz
edilmistir. Bu asamada tiim Iris bitki materyali (25 6rnek) bir arada analiz edilmistir.
GeXP Genetik Analiz sistemine ait program ile elde edilen bantlarin 1/0 skorlamasi

yapilmistir (Sekil 4.6). Bantlarin istatiksel verileri Tablo 4.1’de verilmistir.
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Sekil 4.6- GeXP Genetik Analiz sistemine ait programda skorlamalarin goriintiisii.

Tablo 4.1- AFLP primer kombinasyonlari ile olusturulan bantlarin istatiksel verileri.

Primer Minumum Maksimum
¢iftinin bant bant
Primer cifti kombinasyonlari kodu uzunlugu (bp)  uzunlugu (bp)  Bant sayisi
EcoRI AGG*D4- Msel CAA B2 58.05 428.10 138
EcoRI AGG*D4- Msel CTT B3 54.08 443.50 180
EcoRI AGG*D4- Msel CGA B6 58.28 44454 180
EcoRl AGG*D4- Msel CGT B7 5439 453.14 203
EcoRI AGG*D4- Msel CAT B8 54.44 449.47 202
EcoRI AGG*D4- Msel CAC B9 54.20 461.12 208
EcoRI AGG*D4- Msel CCA B10 54.09 448.79 221

Toplam 1332
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4.3 KLOROPLAST DNA’SINA AiT trnL-F BOLGESI AMPLIiFIKASYONLARI

4.3.1 c-d ve e-f Primerleri kullanilarak Gerceklestirilen PZR Analizleri

Izole edilen gDNA’larin trnL intron bélgeleri, trnL5’c ve trnL3’d primerleri kullanilarak
cogaltilmistir. PZR sonucunda elde edilen trnL intron bantlart Sekil 4.7’deki gibi

goriintiilenmistir.

M 12 3 45 6 7 8 9 101112 131415 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25

T — - ——— — ) S S R G W ey ) e Gy S ) W Y W S S S

Sekil 4.7- ICA 1-26 kodlu 6rneklerin, trnL intron bdlgesine 6zgii evrensel ¢ ve d primerleri ile
yapilan PZR sonrasi jel goriintiisii.

M:Markér 1: Iris reticulata, 2: Iris histrio, 3: Iris iberica subsp. elegantissima, 4: Iris kirkwoodii, 5: Iris
sari, 6: Iris xanthospuria, 7: Iris lazica, 8: Iris barnumae f. barnumae, 9: Iris barnumae f. urmiensis, 10:
Iris germanica x Iris albicans, 11: Iris germanica x Iris schachtii, 12: Iris germanica X Iris schachtii, 13:
Iris sari x Iris schachtii, 14: Iris sari x Iris schachtii, 15: Iris sintenisii, 16: Iris stenophylla, 17: Iris
suaveolens, 18: Iris germanica x Iris schachtii, 19: Iris purpureobractea x Iris schactii, 20: Iris
germanica x Iris albicans, 21: Iris germanica x Iris albicans, 22: Iris purpureobractea (Kolsisin Mutant),
23: Iris sari x Iris albicans, 24: Iris germanica X Iris schactii, 25: Iris sari (Dogal Melez)

Izole edilen gDNA’larin trnL-F bélgeleri, trnL e ve trnL-F f primerleri kullanilarak
cogaltilmigtir. PZR sonucunda elde edilen trnL-F bantlar1 Sekil 4.8‘deki gibi

goriintiilenmigtir.
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M1 2 3 45 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25

Sekil 4.8- ICA 1-26 6rneklerinin trnL-F bolgesine 6zgii evrensel e ve f primerleri ile yapilan
PZR sonrasi jel goriintiisii.
M:Markér 1: Iris reticulata, 2: Iris histrio, 3: Iris iberica subsp. elegantissima, 4: Iris kirkwoodii, 5: Iris
sari, 6: Iris xanthospuria, 7: Iris lazica, 8: Iris barnumae f. barnumae, 9: Iris barnumae f. urmiensis, 10:
Iris germanica x Iris albicans, 11: Iris germanica x Iris schachtii, 12: Iris germanica X Iris schachtii, 13:
Iris sari x Iris schachtii, 14: Iris sari x Iris schachtii, 15: Iris sintenisii, 16: Iris stenophylla, 17: Iris
suaveolens, 18: Iris germanica x lris schachtii, 19: Iris purpureobractea x Iris schactii, 20: Iris
germanica X Iris albicans, 21: Iris germanica x Iris albicans, 22: Iris purpureobractea (Kolsisin Mutant),

23: Iris sari x Iris albicans, 24: Iris germanica X Iris schactii, 25: Iris sari (Dogal Melez)

4.3.2 Floresan Boyalarla Isaretli ddNTP’ler Kullanilarak Gergeklestirilen PZR

Analizleri

trnL intron ve trnL-F bolgelerinin elde edilen bantlari, agaroz jelden izole edilmis ve
dizileme i¢in floresan isaretli ddNTP’ler ile PZR yapilmistir. PZR iiriinleri GeXP
Genetik Analiz Sistemine yiiklenip, bdlgelerin niikleotid dizileri elde edilmistir. Elde
edilen dizilerde her 6rnek igin, bolgelerin iki yonden okunmalari mevcuttur. Okumalar

sonrasi elde edilen verilerin 6rnek goriintiisii Sekil 4.9-10°da verilmistir.
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% Sequence Analysis - [ICA 18 f.E07_12102308KL] [_[5]
[l File Edit View Tools Analysis Window Help -‘E’}J

e = e = I e e S e WA =Y = A
Qo] alala] BEf+TA [2 2] s

A ECEMGET AN ‘

@ ICA 18 £.E07_12102308KL | 4 New Analysis : Untitled |
21.26, 137387.93 Raw Data
r 123456738 9101112
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r D
- E
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o [
- H
i | by L
i 75000 Plate: | Kloroplast &naliz ICA 16-26 ef 12 ¥
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.% [ Result: [—'
= L
r Refresh Export Help
oo | [aeen] gt | e | it |
25000
T T T Y
! T T | 1 T
0 10 30 40 50 60 70
Time (Minutes)
Analysis: Idle,
For Help, press F1 [ num

Sekil 4.9- Okuma sonrasi GeXP Genetik Analiz Sistemine ait programda ICA 18-f kodlu 6rnege

ait ham verinin goriintiisii.

% Sequence Analysis - [ICA 18 .E07_12102308KL] [_[5]x]
[l File Edit View Tools Analysis Window Help =18 x|

e e T B e e e e P A TR
[Q 8| 4le alals] B+ [2 2]

A ECEGET EN N ‘

© ICA 18 f.E07_12102308KL 44 New Analysis : Untitled |

|27.| 00,004 Analyzed Data

I

o ) )
Tefl GTOCTC T C TOTAC AR CT G4 G CT AT CCEE ACE

12345678 9101112

o)) @A)

3
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TTCATGTCCTCTGCTCTACCAACTGAGC TATCCCGACCTTTTTACCGCGCACCATCCTAGTCGAG
66 | TACTTGTATCTATGTARATTARAGAGACTACCARAGCATTAACARATTTGGCATAGTCCCTGTAR

131 | TTTCTTAGTTTTAGATCTTCATTCARRAAGAAGACTTTCTTTGTARACGTAAGGATARTGATATG | pate [Kiowplas Al 0 1626 1 12.7]

196 | GACTGTGAATGATTCARTARTGGGAATTACTTGCCCATACATGTICATTTGTACRGGTATCATAT | (o —

261 | CTATCCAAACCAGATTGGGATARGATCCARAGATTTGAGTTCGGATCCTTTTGTGARAGRGTAGA | o0

326 | ATTAATGAGARAGATATTGAATTTTGTTTGAACCATTGATGGATGAAGATGARRARARARARARA

391 | ATTTAATTAGTTAGGAARTARAATGGACTTTTARTTGGGGEATARAGGGACTTGAACCAR Befesh | Ewpon | He |

AR
|;
o

Raw Data

75000

Lotuty font)

B:] T T t t
o 10 20 30 “
Time Bnue ¢

Analysis: Idle,

For Help, press F1 ,— ]_ [W ’_

Sekil 4.10- Okuma sonras1 GeXP Genetik Analiz Sistemine ait programda ICA18-f kodlu

Ornege ait analiz edilmis veri.
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4.4 BIYOINFORMATIK PROGRAMLAR KULLANILARAK VERILERIN
ANALIZ EDILMESI

AFLP analizleri sonucunda skorlananan bant verileri “PHYLIP” programinda veri
girisine uygun formata ¢evrildi. Veriler “PHYLIP” programinda analiz edildi.
“PHYLIP” programinda; Maximum Parsimoni ve Neighbour Joining metodlart
kullanilarak filogenetik agaclar olusturuldu (Sekil 4.11-12). AFLP analizlerinden elde
edilen 1-0 verisi kullanilarak Neighbour Joining agaci elde edebilmek i¢in ilk asama
olan uzaklik matriksinin hazirlanmas1 gerekmektedir. Bu amagla, ‘“Phytols
(Phylogenetic Tools for Comparative Biology)” programindan yararlanildi. Elde
agaclar1 olustururken bootstrap degeri 100 olarak se¢ildi. Agaclar “Treeview” programi

kullanilarak goriintiilendi.
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ICA 9 - Iris barnumae f. urmiensis

— 100

ICA 8 - Iris barnumae f. barnumae

I_ ICA 17 - Iris stenophylla
28

— 100

53

L ICA 16 - Iris sintenisii

45
ICA 7 - Iris lazica
27, ICA 6 - Iris xanthospuria
33 T
ICA 2 - Iris histrio
a3 99
ICA 1 - Iris reticulata
ICA 26 - Iris sari (Dogal Melez)
100
L ICA 24 - Iris sari x Iris albicans
46 ) ) . "
ICA 19 - Iris germanica x Iris schachtii
5 ICA 18 - Iris suaveolens
6 —1 6 ICA 23 - Iris purpureobractea (Kolsisin Mutanti)
9 ICA 21 - Iris germanica. x Iris albicans
78 ICA 20 - Iris purpureobractea x Iris schactii
71 . ) ) "
ICA 25 - Iris germanica x Iris schactii
94
ICA 22 - Iris germanica x Iris albicans
ICA 10 - Iris germanica x Iris albicans
100

ICA 11 - Iris germanica x Iris schachtii
_E
ICA12 - Iris germanica x Iris schachtii

I_ ICA 15 - Iris sari x Iris schachtii

99
L ICA 14 - Iris sari x Iris schachtii

ICA 5 - Iris sari

36

ICA 3 - Iris iberica subsp. elegantissima
E
ICA 4 - Iris kirkwoodii

Sekil 4.11- Iris bitki 6rneklerinde (ICA) AFLP analizi sonucu elde edilen Neighbour Joining

agacl.



61

ICA 17- Iris stenophylla

ICA 7- Iris lazica

ICA 19 - Iris germanica x Iris schachtii

ICA 18 - Iris suaveolens

ICA 20 - Iris purpureobractea x Iris schactii
{52 4'50

ICA 21 - Iris germanica. x Iris albicans
ICA 23 - Iris purpureobractea (Kolsisin

—173 Mutanti)
32

ICA 24 - Iris sari x Iris albicans

29

33 ICA 26 - Iris sari (Dogal Melez)

100
ICA 25 - Iris germanica x Iris schactii
%
ICA 22 - Iris germanica x Iris albicans
40
9

—]100 I_ ICA 15 - Iris sari x Iris schachtii
5

ICA 14 - Iris sari x Iris schachtii

ICA 11 - Iris germanica X Iris schachtii

1
00 ICA 10 - Iris germanica x Iris albicans
ICA12 - Iris germanica x Iris schachtii

ICA 5 - Iris sari

60 ICA 3 - Iris iberica subsp. elegantissima
89
29 64 ICA 4 - Iris kirkwoodii

ICA 9 - Iris barnumae f. urmiensis
4@

ICA 8 - Iris barnumae f. barnumae
—|CA 16 - Iris sintenisii

67

— |CA 6 - Iris xanthospuria

— |CA 1-Iris reticulata

98
e |[CA 2-1ris histrio

Sekil 4.12- Iris bitki 6rneklerinde (ICA) AFLP analizi sonucu elde edilen Maksimum

Parsimoni agaci.

Kloroplast analizi sonucu elde edilen diziler, tamamlayici dizileri ile “DNA Baser v3.5”
programi kullanilarak birlestirildi ve karsilastirildi. Birlestirilmis diziler kromatogram

goriintiileri ile birlikte incelendi ve kontrolii yapildi (Sekil 4.13).
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", DNA Baserv3.5.0. License: Trial version. Hours left: 4:49:09 Mem: 13,23 MB [E[=]r=
[ File &) View &} Tools [ Assembly | [&) Project FEdit Q) Search E|Sample [ Contig [l Chromatogram | @ Window (@ Info

R e — pICES T 2=

i [0 mismatche(s)] Assembly window - d.BaserProj

SIEI=E] |
|
ICA%6dabi  CGAACAAGGGTTTAAAAACTAGAATCGAAAAGGATAGGTGCAGAG AGCTGTTCTAATCAAATGATTAATCACGACCTGAATC(
HicAZ6cab CGAACAAGGGTTTAAAAACTAGAATCGAAAAGGATAGGTGCAGAG AGCTGTTCTAATCAAATGATTAATCACGACCTGAATC
Ruler (x10) E - W » b 2 =
conTic ceAACAACEETTTAANAAACTAGAATCEAAANGGATAGET CCAGAG AGETETTETAATCAAATEATTAATCACEACCTERATIEY
b

[imn e

Fo—] Q;”

[]HghightiowaV [ Use rinbow colors
Highight mismatches [ |Keep cursor on center

T TAAAAA CTAGAA

TC GA AAAGG GT G CA GA GA CT C AATGGAAG CTGTT CTAATG CAAATGA

i) AL .AA.A“L- A‘M “A

X AN e L.“ AA‘AQ“,-
T _TA A A A A CTA GA A TC GA A A A GG AT A G GT 6 CA GA GA CT C

XL e MM AC Bal X AX XX
AA T GG A A G CT GTT CT A AT C A A ATG

A

TT AAAAACTAG AT CG A A AAG ATAGG TGCAGAGACTCAA TG G AAGCTGTTC TAATCAAATGATT

IT A A A AACTAG AAT CG A A AAGGATAGG T GCAGAGACTCAA T G G AAGCTG T TC TAATCAAATGATT

Current file: G:\yeni ICA-Frit.-CCA 03072012\d\ICA 26 d.abi

Sekil 4.13- ICA 26 kodlu bitki DNA’sina ait; kloroplast trnL intron bolgesine 6zgii “c” ve “d”

primerleri kullanilarak yapilan dizi analizinin “DNA Baser” programinda birlestirilme isleminin
gorintiisii.

Kontrolii yapilmig diziler “MEGA” programi dahilinde ClustalW kullanilarak
hizalanmus, tiirler arasindaki baz farkliliklari tespit edilmistir (Sekil 4.14-20).
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Sekil 4.14- Orneklerin MEGA programinda hizalanns 0-170 bloklar1 arast trnL intron ve
trnL-trnF bolgelerine ait niikleotid dizileri.
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DNA Sequences |Trans|ated Protein Sequences
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Sekil 4.15- Orneklerin MEGA programinda hizalanmis 170-280 bloklari arasi trnL intron ve

trnL-trnF bolgelerine ait niikleotid dizileri.
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Sekil 4.16- Orneklerin MEGA progranminda hizalanmig 280-420 bloklari aras1 trnL intron
ve trnL-trnF bolgelerine ait niikleotid dizileri.
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Sekil 4.17- Orneklerin MEGA programinda hizalanmis 420-560 bloklar arast trnL intron ve

trnL-trnF bolgelerine ait niikleotid dizileri.
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Sekil 4.18- Orneklerin MEGA programinda hizalanns 560-700 bloklar arasi trnL intron
ve trnL-trnF bolgelerine ait niikleotid dizileri.
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Sekil 4.19- Orneklerin MEGA programinda hizalanns 700-840 bloklar arasi trnL intron ve
trnL-trnF bolgelerine ait niikleotid dizileri.
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Sekil 4.20- Orneklerin MEGA programinda hizalanmis 840-919 bloklari arasi trnL intron
ve trnL-trnF bolgelerine ait niikleotid dizileri.

“MEGA” programi ile dizi analizinden elde edilen veriler kullanilarak filogenetik
agaclar olusturulmustur. Agaglarin olusturulmasinda, 100 bootstrap degeri segilerek

Maksimum Parsimoni ve Neighbour Joining metodlar1 kullanilmistir (Sekil 4.21-22).
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ICA 19 - Iris germanica X Iris schachtii
ICA 24 - Iris sari X Iris albicans

ICA 15 - Iris sari x Iris schachtii

ICA 14 - Iris sari X Iris schachtii

56 | ICA 9 - Iris barnumae f. urmiensis

ICA 8 - Iris barnumae f. barnumae

ICA 5 - Iris sari

ICA 4 - Iris kirkwoodii

ICA 3 - Iris iberica subsp. elegantissima
ICA 26 - Iris sari (Dogal Melez)

ICA 10 - Iris germanica x Iris albicans

ICA 11 - Iris germanica x Iris schachtii

| ICA 23 - Iris purpureobractea (Kolgisin Mutanti)
71|89 'ICA 25 - Iris germanica X lris schactii

ICA 12 - Iris germanica X Iris schachtii

% ICA 20 - Iris purpureobractea x Iris schactii

ICA 21 - Iris germanica X Iris albicans

65 ICA 22 - Iris germanica X Iris albicans

08 — ICA 18 - Iris suaveolens
ICA 7 —Iris lazica
ICA 17 - Iris stenophylla

] E— ICA 1 - Iris reticulata
[ ICA 2 - Iris histrio

— ICA 6 - Iris xanthospuria
ol ICA 16 - Iris sintenisii

0.001

Sekil 4.21- Iris bitki 6rneklerinde (ICA) cpDNA dizi analizi sonucu elde edilen Neighbour

Joining agaci.



71

ICA 5 - Iris sari

ICA 9 - Iris barnumae f. urmiensis
ICA 4 - Iris kirkwoodii

ICA 8 - Iris barnumae f. barnumae

61 | ICA 26 - Iris sari (Dogal Melez)

ICA 15 - Iris sari X Iris schachtii

ICA 14 - Iris sari X Iris schachtii

ICA 19 - Iris germanica x Iris schachtii

ICA 3 - Iris iberica subsp. elegantissima

ICA 24 - Iris sari x Iris albicans
L ICA 23 - Iris purpureobractea (Kolsisin Mutant)

99|63 1CA 25 - Iris germanica x Iris schactii

ICA 10 - Iris germanica x Iris albicans
ICA 20 - Iris purpureobractea x Iris schactii

ICA 11 - Iris germanica x Iris schachtii

a4 — ICA 18 - Iris suaveolens
ICA 21 - Iris germanica x Iris albicans
99 ICA 12 - Iris germanica X Iris schachtii

ICA 22 - Iris germanica X Iris albicans

ICA 7 - Iris lazica

ICA 17 - Iris stenophylla

L] E—— ICA 1 - Iris reticulata
L \CA2- s histrio

— ICA 6 - Iris xanthospuria
99— ICA 16 - Iris sintenisi

—_—
5

Sekil 4.22- Iris bitki 6rneklerinde (ICA) cpDNA dizi analizi sonucu elde edilen Maksimum

Parsimoni agaci.
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5. TARTISMA VE SONUC

Modern bitki 1slah1 uygulamali bilim igerisinde dinamik bir alandir. Islah¢i, genetik
varyasyonlar1 kullanarak, yetistirici ve tiiketicilerin ilgilendigi karakterlere sahip yeni
cesitlerin gelistirilmesi i¢in c¢alisir. Bu yiizden genetik ¢esitliligin incelenmesi ve bu
genetik varyasyonlarin tespiti 1slah ¢aligsmalari i¢in 6nemli bir kaynak olusturur. Modern
molekiiler DNA teknikleri, genetik cesitliligin arastirilmasinda etkin rol oynar. Cok
sayida Ornek analiz edebilmesi, kisa siirede verimli ve gilivenilir sonuglar iiretmesi,
sonuglarinin tekrarlanabilir olmasi, zamandan ve is giiclinden tasarruf edilmesini
saglamasi gibi sebeplerden Otiirii bu teknikler siklikla kullanilmaya baslanmistir.
Molekiiler markor teknikleri ise; genetik cesitliligin incelenmesinde, varyete ve
taksonlarin ayirt edilmesinde, gruplar arasindaki yakinlik ve uzaklik iligkilerinin
belirlenmesinde son yillarda etkin olarak kullanilan bir aragtir. Degerli genotiplerin
molekiiler markdrlerle incelendigi galigmalar, 1slah ¢alismalarina katki saglayacak ve

onlar1 hizlandiracak niteliktedir.

Tez ¢alismasinda Iris L. cinsine ait, 14 adet seleksiyon ile se¢ilmis takson ve 11 adet
melezleme 1slahi ile elde edilmis gesit aday1 olmak iizere toplam 25 genotipin molekiiler
sistematik analizi yapilmistir. 25 genotipin DNA’lari, CTAB metodu kullanilarak izole
edilmistir. Izole edilen drnekler, AFLP markér sistemine ait 7 primer kombinasyonu ve

kloroplast genomuna 6zgii 4 primer kullanilarak arastirilmistir.

AFLP yontemi, genotipik varyasyonun tespit edilmesi amaciyla ¢esitli bitki gruplarinda
yiiksek polimorfizm 6zelligi dolayisi ile yaygin olarak kullanilmaktadir. Mace ve dig.
(1999) Solanaceae familyasinin bir iiyesi olan patlican (Solanum melongena)’nin 49
genotipi arasindaki genetik iliskileri AFLP yontemiyle incelemislerdir. Sozkonusu
calismada 32 adet primer kombinasyonundan 8’i seg¢ilmis ve bunlardan da toplam 293

adet polimorfik bant elde edilmistir.
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Ferriol ve dig. (2003) yiiksek derecede polimorfizim gosteren bir tiir olan kabak
(Cucurbita pepo)’ta, 69 genotipin genetik karakterizasyonunda AFLP markor sistemini
kullanmislardir. Bu ¢alisma kapsaminda kullandiklar1 6 adet primer kombinasyonundan

253’1 polimorfik olmak iizere toplam 476 adet bant elde etmislerdir.

Lamote ve dig. (2002) bir nehir havzasinda farkli populasyon ve ekolojik kosullarda
bulunan Iris pseudacorus tiiriiniin 88 farkli 6rnegine; AFLP markor teknigine 6zgi 4
primer kombinasyonu uygulamis, 148 tane skorlanabilir polimorfik bant elde

etmiglerdir.

Tez c¢alismast kapsaminda ise, AFLP analizlerinde 7 primer kombinasyonu
kullanilmistir. 25 6rnege restriksiyon-ligasyon reaksiyonlarini takiben 6n ¢ogaltim ve
secici ¢ogaltim olmak iizere 2 farkli PZR analizi yapilmistir. PZR iiriinleri GeXP
Genetik Analiz Sisteminde analiz edildi. Analizler sonucunda; E-AGG/M-CAA (B1)
primer kombinasyonu ile 138, E-AGG/ M-CTT (B2) primer kombinasyonu ile 180, E-
AGG/M-CGA (B3) primer kombinasyonu ile 180, E-AGG/ M-CGT (B4) primer
kombinasyonu ile 203, E-AGG/ M-CAT (B5) primer kombinasyonu ile 202, E-AGG/
M-CAC (B6) primer kombinasyonu ile 208 ve E-AGG/ M-CCA (B7) primer
kombinasyonu ile 221 olmak iizere toplam 1332 polimorfik bant elde edilmistir. Bu say1

yiiksek oranda bir polimorfizmin gostergesidir.

Elde edilen bantlarin minumum uzunlugu 54.08-58.28 b¢ arasinda, maksimum
uzunlugu 428.10- 449.47 bg arasinda degismektedir (Tablo 4.1). Polimorfik bantlarin
skorlanmasi ile elde edilen Neighbour Joining ve Maksimum Parsimoni agaglari
incelendiginde; 2 agacta da Ornekler arasi ayrim belirgin sekilde gozlemlenmektedir

(Sekil 4.11-12). Bu durum markér sisteminin iyi bir ayrim yapabildiginin gostergesidir.

Neighbour-Joining metoduyla, 100 bootstrap degeri secilerek olusturulan agac
incelendiginde (Sekil 4.11) dis grup olarak goziiken |. barnumae f. urmiensis (ICA 8)
ve |. barnumae f. barnumae (ICA 9) genotiplerinin birlikte diger 6rneklere gore uzak
akraba olduklar1 varsayilabilir. Farkli bir dalda, ilk grubu l.iberica subsp. elegantissima
(ICA 3), I. kirkwoodii (ICA 4) ve l.sari (ICA 5) genotipleri olusturmaktadir. Bu grupta
l.iberica subsp. elegantissima (ICA 3) ve I. kirkwoodii (ICA 4) genotiplerinin yakin bir
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akrabalik iliskisine sahip oldugu bootstrap analizince % 81 olarak desteklenmektedir.
Tiirkiye florasinda her ii¢ taksonunun da stabil generatif anahtar karakterler olarak, 3.5-
8.6(-11) x 1.3-8 boyutlarinda dis periant segmentlerine sahip olduklari, i¢ ve dis
segmentlerin u¢ ksimlarmin kiit ila oval bir morfoloji gosterdikleri ve giicli
rizomlarmin varligi teshis anahtarinda belirtilmistir. Diger yandan, I. sari (ICA 5)
krem veya sar1 renkli yogun tiiylerle kapli ve 1cm den daha dar dig segmentlere sahip
olup, erguvan, kahverengi ve sar1 renklerde yogun tiiylii ve 1 cm den daha genis dis
periant segmentleri tasiyan diger iki takson olan I. iberica subsp. elegantissima (ICA 3)
ve |. kirkwoodii (ICA 4)’den ayrilmaktadir. Sozkonusu iki takson ise teshis
anahtarindaki yakin benzerliklere ragmen bitki boyu, yaprak, brakte ve dis segmentlerin
boyutlart bakimindan bir birlerinden fark gostermektedir. AFLP verilerine dayanan
dendrogramlardan elde edilen sonuglar, sozkonusu 3 taksonun morfolojik 6zelliklerini
esas alan gruplandirmalarla ortiismekte ve yakin iligkilerini ortaya koymaktadir. Diger
dallarda ¢atallanmanin ¢ok ve bootstrap degerlerinin diisiik oldugu gézlenmektedir. Bu
durum dallar arasindaki iliskinin tam olarak netlestirilemedigi anlamina gelir. En igte
bir grup olan I. reticulata (ICA 1) ve I. histrio (ICA 2) genotiplerinin bulundugu dal %
99 desteklense de, digindaki gruplari olusturan dallardaki degerler diistiktiir. Tirkiye
florasinda ¢icek rengi, periant pargalarinin boyutlari, yaprak gelisim dereceleri ve yeni
sogan iiretimleri bakimindan oldukca degisken bir 6zellik tasiyan ve Iran-Turan
elementi olan I. reticulata ile Akdeniz elementi olan I. histrio tiirlerinin ¢i¢eklenme
evresindeki boylari ve periant tliblinliin boyutlar1 acisindan birbirlerine benzerlikleri
vurgulanmig, diger yandan her iki tiiriin brakte ve brakteoliin rengi, dokusu ve dis
periant segmentlerinin rengi ve lamina boyutlar1 agisindan farklihik gosterdigi
belirtilmistir. AFLP verilerine dayanan her iki dendrogramda s6z konusu tiirlerin yakin
iliskileri morfolojik gozlemlerle de desteklenmektedir. 1. xanthospuria (ICA 6), I.
lazica (ICA 7), I. sintenisii (ICA 16), ve l.stenophylla (ICA 17) gibi tiirlerin bulundugu
bu grup, melez gruplardan ayrilmis olsa da, kendi i¢lerindeki iligski net degildir. Bununla
birlikte Tiirkiye florasinda, Avrupa-Sibirya elementi olarak I. sintenisii ve endemik
Akdeniz elementi olan I. xanthospuria’nin bulundugu grup, tunik ya da diken tagimayan
ve yaprak kalintilariyla Ortiilmiis yatay konumlu rizomlar1 ile diger tiirlerden
ayrilmaktadir. S6z konusu tiirler dis segmentlerin boyu ve laminanin genisligi agisindan
ise bir birlerinden farklt morfolojiler sergilemektedir. Tez c¢alismas1 kapsaminda AFLP

verilerine dayali maksimum parsimoni analizinde her iki tiiriin yakm iliskili oldugu
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gozlenmektedir. Neighbour Joining analizinde de ayni dalin alt gruplarinda
konumlanmiglardir. Morfolojik ve molekiiler gozlemler, kokensel iliskiyi agiklar
niteliktedir. Soganl bir tiir olarak endemik Akdeniz elementi I. stenophylla (ICA 17) ile
rizom tasiyan ve Avro-Sibiryan element olan I. lazica (ICA 7) tiirleri AFLP profillerine
dayanan maksimum parsimoni analizinde en erken ayrilan kladlarda yer almislardir.
Elde edilen bulgu, temel bir karakter olarak toprak alti gévde metamorfozlarindaki
farkliligin atasal bir ayriliktan tlirevlenmis olabilecegini diisiindiirmektedir. Nitekim
Tiirkiye florasinda sogan tasiyan grup Hermodactyloides, rizomlu grup da Limniris
subgenusunda yer almaktadir. Neighbour Joining analiziyle iiretilen dendrogramda ise

s0z konusu iligkiyi belirgin sekilde gozleyebilme olanagi bulunmamaktadir.

Melez genotiplerin bulunduklar1 dallar incelendiginde; ICA 14 ve ICA 15 gibi ortak
ebeveyine sahip genotiplerin bulundugu grup %99 desteklenmektedir. Endemik Iran-
Turan elementleri olan 1. sari x I. schachtii melez 6rneklerini igeren bu grup, AFLP’den
iretilen her iki dendrogramda da benzer genotipleriyle ayn1 dalda konumlanmislardir.
Diger ortak ataya sahip melezlerden I. germanica x |. albicans (ICA 10), l.germanica x
I.schachtii (ICA 11) ve l.germanica x l.schachtii (ICA 12) genotipleri bir grup
olusturmuslardir. Bu grubun bulundugu dalin bootstrap analizi ile %100 desteklendigi
goriilmektedir. Avrupa ve bati asyada genis yayilis gostern |. germanica’nin disiik
fertiliteye sahip ve dogada yabani olarak rastlanmayan, tespit edilememis ve atasal
orijine sahip ¢ok sayida hibrit formu bulunmaktadir. 1. germanica’nin olusturdugu
hibritler AFLP analizinden iiretilen dendrogramlarda genellikle ortak kladlarda
konumlanmuglardir. l.sari x lalbicans (ICA 24) ve l.sari-Dogal Melez (ICA 26)
genotiplerinin bulundugu dal incelendiginde, iki genotipin ortak ataya sahip olusunun %
100 desteklendigi gozlenmektedir. Endemik bir tiir olan I. sari Tiirkiye’de genis yayilisa
sahip olup, gerek bitki boyu, gerekse ciceklerin boyutlar1 agisindan yasadigi habitat
kosullarina gore oldukg¢a yiiksek oranda varyasyon gostermektedir. S6z konusu tiir ile
olusturdugu hibrit genotip ve dogal melez genotipi her iki dendrogramda da birlikte
kiimelendigi goriilmektedir. Diger bir ortak ataya sahip melez grup olan I. germanica x
I.schachtii (ICA 25) ve l.germanica x l.albicans (ICA 22) genotiplerinin bulundugu
dalin da neighbour joining analizinde % 94, maksimum parsimoni analizinde % 65
desteklendigi goriilmektedir. Neighbour joining analizinde bu dala en yakin |I.

suaveolens (ICA 18), I. germanica x |. schactii (ICA 19), I. purpureobractea x I.
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schactii (ICA 20), l.germanica x l.albicans (ICA 21) ve I. purpureobractea-Kolsisin
Mutant1 (ICA 23) genotipleri incelendiginde, birbirleriyle, diger 6rneklere gore daha
yakin bir akrabalik iliskileri oldugu sonucu ¢ikarilabilir. Tirkiye florasi teshis
anahtarinda, diger tiirlerden ayiric1 karakterler olarak birbiriyle iliskili I. suaveolens ve
I. germanica ve endemik I. purpureobractea tiirlerinin bulundugu grubun govde
yapraklarinin taban kisimlarinin belirgin bir kin ile ortiilii olmadig1 ve uglarinin ige
dogru kivrik bir morfoloji gostermedigi belirtilmektedir. S6z konusu tiirlerin bulundugu
grupta I. suaveolens ile I. germanica ve |. purpureobractea’nin bulundugu alt grup bir
birlerinden govdenin basit ya da dallanmis olmasi 6zelligi ile ayrilmaktadir. Yakin
iligkili tirler olarak |. germanica ve |. purpureobractea ise ¢igek rengi, brakte ve
brakteoliin morfolojisi gibi o6zelliklerin yanisira dogal habitatlarinda c¢igeklenme
evresindeki boyutlari ile de fark gdstermektedir. Dolayisiyla bu taksonlarin hibritleri de
yakin gruplar halinde kiimelenmislerdir. Maksimum parsimoni analizinde ise yukarida
ad1 gecen Orneklerin iliskisi daha zayif oranlarda gozlenmektedir. Morfolojik verilerle
karsilastirildiginda ilgili taksonlarin kendi aralarindaki iliskileri bir 6l¢iide paralellik

gostermektedir.

Maksimum Parsimoni metoduyla, 100 bootstrap degeri secilerek olusturulan agag
incelendiginde (Sekil 4.12), Soganli I. stenophylla (ICA 17) ile rizomlu I. lazica (ICA
7) genotiplerinin diger Orneklerden ayrildigini gozlenmektedir. Morfolojik temel
farkliliklar tasiyan iki tiir, Tiirkiye florasinin verilerine gore de teshis anahtarinda karsit
gruplarda tanimlanmis filogenetik olarak farkli atasal kokenli taksonlardir. Diger
yandan, ilk olusan I. reticulata (ICA 1) ve I. histrio (ICA 2) grubunun bulunduklar1 dal
her iki analizde % 98 ve % 99 oraninda desteklenmektedir. Agacin orta dallarindaki
bootstrap degerleri diistiktiir. Bu durum, dallar arasindaki iliskinin tam olarak
netlestirilemedigi sonucunu diislindiirmektedir. Tiirkiye florasinda ortak karakterler
olarak yakin iligkili olan her iki tiiriin ¢igeklenme evresinde 7-15 cm boylarinda oldugu
ve periant tliblinlin ise yaklagik 4-7 cm arasinda degistigi belirtilmektedir. Ayirt edici
anahtar karakterler olarak da brakte ve brakteoliin rengi ve dokusu ile periant dis
segmentlerinin lamina boyutlar1 arasindaki farkliliklar vurgulanmistir. 1. barmuae f.
urmiensis (ICA 8) ve I. barnumae f. barnumae (ICA 9) genotiplerinin bulundugu dal
bootstrap analizince % 100 desteklenmekte ve bu gruba yakin akraba olarak . iberica

subsp. elegantissima (ICA 3), I. kirkwoodii (ICA 4) ve l.sari (ICA 5) genotiplerinin
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bulundugu grup goriilmektedir. Bu grubun iginde, I. iberica subsp. elegantissima (ICA
3) ve I. kirkwoodii (ICA 4) arasindaki yakimlik iligkisi %89 desteklenmektedir. Bu
durum da 2 tiiriin yakin akraba oldugu sonucu c¢ikarilabilir. Tiirkiye florasindaki veriler
dikkate alindiginda iki takson genel karakterler bakimindan bir birine ¢ok benzer
olmakla birlikte, ciceklenme evresinde bitki boyu, yaprak, brakte ve periant dis
segmentlerinin boyutlar1 agisindan kiiciik farkliliklar gostermektedir. Ortak ataya sahip
orneklerden |. germanica x I. albicans (ICA 10), I. germanica x I. schachtii (ICA 11)
ve |. germanica x I. schachtii (ICA 12) ornekleri bootstrap analizlerinde % 100
desteklenen bir grup olusturmuslardir. Diger olusan melez gruplardan 1. sari x I.
schachtii (ICA 14) ve I. sari x I. schachtii (ICA 15) genotiplerinin bulundugu grubun %
95, I. sari x I. albicans (ICA 24) ve I. sari-Dogal Melez (ICA 26) genotiplerinin
bulundugu grubun AFLP verilerine dayanan her iki analizinde %100 desteklendigini

goriilmektedir.

AFLP verileri ile 2 farkli metod kullanilarak elde edilen agaglar arasinda biiyiik
benzerlik vardir. Filogenik iliskilerin dogru olarak tanimlanabilecegi yiiksek degerlere
sahip gruplar her iki agacta da aynidir. AFLP markor sisteminden elde edilen sonuglar
Tiirkiye florasindaki veriler 1s1¢inda degerlendirildiginde, taksonlar arasindaki iligkiler
acisindan, benzerlik ve farkliliklarin biiylik oranda ortiistiigli goriilmekte ve s6z konusu
verilerin, Iris taksonlarinin sinirlandirilmasinda etkin ve giivenilir parametreler olarak

degerlendirilebilecegi diistiniilmektedir.

Diger yandan, kloroplast genomuna ait markor niteligi tasiyan diziler, g¢esitli bitki
gruplarinda filogenetik iliskilerin aydinlatilmas1 amaciyla giivenilir ve stabil karakterler
olarak kullanilmaktadir. Makarevitch ve dig. (2003), Sibirya’da yayilis gosteren 22 Iris
L. taksonunun trnL intron ve trnL-F genler arasi bosluk bolgelerinin sekanslarini elde
etmisler ve bu sekanslar ile tiirler arasinda dogal akrabalik iligkilerini gdsteren

filogenetik agac olusturmuslardir.

Benzer sekilde, Kozyrenko ve dig. (2009) 3 Iris L. taksonunun 46 O&rneginde
populasyon icindeki kloroplast genom varyasyonlarini incelemislerdir. Kloroplast

genomu analizlerinde trnH-psbA, atpB-rbcL, rps4, trnL-trnF ve trnS—trnG olmak
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tizere 5 bolgeden elde edilen dizilerdeki varyasyonlar degerlendirilerek sistematik

iligkileri aciklayan filogenetik agaglar tiretilmistir.

Goldblatt ve dig. (2000) Iridaceae familyasina ait 57 tiiriin kloroplast genomundaki
rbcL, trnL intron ve trnL-F genler aras1 bolgelerinin dizilerinden elde ettikleri veriler ile

Iridaceae familyasina ait taksonlarin filogenetik iligkilerini incelemislerdir.

Wilson (2004) farkli alt cinslere ait 46 Iris L. taksonunun matK gen ve trnK intron
bolgelerinin dizilerini tanimlamis, elde edilen veriler ile Iris L. cinsine ait alt taksonlarin

akrabalik iligkilerini aydinlatmistir.

Bu tez ¢alismasi kapsaminda, cpDNA’smin trnL intron ve trnL-F bolgesi analizlerinde
bolgeye Ozgii evrensel 4 primer kullanilmistir. 25 6rnege 2 farkli PZR analizi
uygulandiktan sonra, tiriinler GeXP Genetik Analiz Sisteminde analiz edilerek hedef
bolgelerin DNA dizileri belirlenmistir. Gézlemlerimizde, trnL intron ve trnL-F bolgesi
uzunlugunun 787-893 baz cifti (b¢/bp) arasinda degisim gosterdigi, 787 baz cifti ile en
kisa trnL-F bolgesine sahip 6rnegin |. lazica (ICA 7)’ya ait oldugu belirlenmistir.
(Diger tiim Orneklerden en az 92 baz ¢ifti daha kisa) (Sekil 4.12-20). Diziler
incelendiginde seleksiyon ile secilmis tiirler arasindaki baz farkliliklart kolayca tespit

edilmistir (Sekil 5.1).

DNA Sequences | Translated Protein Sequences |

species/Abble|e s l# [« [ [ ] | ][] ===l e o =l fefe b el 1L LT LT L olelole =] [o o= e e lo = [ fe o] (o]l e o ol e b b ] Lo el e o e o b o] Lol fede ] [= =t fe] [=] 1#]*
1. Ica 1
2. ICA 2
3. ICa 3
4. ICh 4
S. ICA S
€. ICA &
7. ICA 7
8. ICa 8
8. ICA S
10. IC2 16

11 1ca 17 |
12 1ca 18 PLELEET EEEL
13 ICA 19 BB L] HEE
14 1CA 23 EREREENEEREAREEE

1.

Sekil 5.1- Seleksiyon genotipleri arasindaki 6rnek baz farklili

Q¢

Melez genotiplerin dizileri incelendiginde, I. germanica x I. schachtii melezine ait 4
genotip olan ICA 11, ICA 12, ICA 19 ve ICA 25 kodlu 6rnek arasinda biiylik benzerlik
goriilse de, cesitli baz farkliliklart mevcuttur (Sekil 5.2). S6zkonusu farkliliklar, ayni

melez genotiplerin kendi aralarindaki sinirli varyasyonlart gostermektedir.
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‘ DNA Sequences |Translated Protein Sequences ]

Sekil 5.2- Iris germanica x Iris schachtii melezine ait 4 genotip olan ICA 11, ICA 12, ICA 19

ve ICA 25 kodlu genotiplerin dizileri arasindaki 6rnek baz farklilig.

Diger yandan, I. sari X I. schactii melezlemesine ait 2 genotip olan ICA 14 ve ICA 15
arasinda hicbir baz farkliligi tespit edilememistir. I. sari (Dogal Melez) genotipine ait
ICA 26 kodlu ornek ve I. sari x I. albicans melezine ait ICA 24 kodlu 6rnegin
dizilerinin ayni oldugu gozlenmistir. Bu bulgu s6z konusu tiirlerdeki melezlemenin,
kloroplastin ilgili markor bolgesinde herhangi bir degisime neden olmadigini, Iris
sari’nin kloroplast genomunun, hibrit genotipte korundugunu gostermektedir. Bu 2
genotipin, ICA 14 ve ICA 15 kodlu 1. sari x I. schachtii kokenli melezler ile arasinda
biiyiik benzerlik olsa da 2 baz cifti farklilik tespit edilmistir (Sekil 5.3). Genel olarak
ifade edilirse, maternal kalitim gosteren kloroplast genomundaki markor dizilerdeki
degisimin, ortaya c¢ikan yeni dollerden cok, filogenetik siire¢lerdeki varyasyonlarla

iligkili oldugu diistiniilmektedir.

DNA Sequences I Translated Protein Sequences I

Svecies/ab

Bunun yani sira, |. germanica x |. albicans melezlemesine ait 3 genotip olan ICA 10,
ICA 21 ve ICA 22 kodlu oOrnekler arasinda herhangi bir baz farkliligi tespit

edilememistir.

Elde edilen trnL intron ve trnL-F bolgesi dizileri ile, Neighbour Joining ve Maksimum
Parsimoni metodlar1 kullanilarak olusturulan agacglar incelendiginde, iki ana grup
olustugu ve birbirinden yiiksek bootstrap degeri ile ayrildig1 (Sekil 4.21-22), melezler
ve bazi tiirlerin bulundugu gruplarda dallanma olmadig1 goriilmektedir. Bu durumda
markor sisteminin yetersiz kaldigi ve incelenen Ornekler arasinda melez ve tiir

diizeyinde ayrim yapamadigi sonucunu ¢ikarabilir. Bununla birlikte, sekans verilerine
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dayanan her iki kladistik analizde, ayrilan iki ana grubun ayni taksonlar1 kapsadigi

goriilmektedir.

Neighbour Joining metodu ile 100 bootstrap degeri segilerek yapilan agag
incelendiginde (Sekil 4.21), goze carpan ilk grup I. xanthospuria (ICA 6) ve I. sintenisii
(ICA 16) genotiplerinin bulundugu bootstrap analizince %99 desteklenen dig daldadir.
Tiirkiye florasinda Iris tiir tayin anahtarinda ayirt edici temel karakter olarak kullanilan
ve toprak alti gdvde metamorfozu olan rizomlara, yassi ve seritsi yaprak morfolojisine
sahip ve dig periant segmentleri tiiysiiz olan Limniris subgenusuna ait her iki tiir, yaprak
kalintilariyla kaplanmis, ags1 tunik yapisi gostermeyen ve diken tasimayan dik konumlu
rizomlara sahip ortak karakterleri ile diger taksonlardan ayrilmakta ve kendi aralarinda
dis periant segmentlerinin boyutlar1 acisindan kiiclik farkliliklara ragmen yakin
benzerlikler gostermektedir. Benzer sekilde, bu dala es, I. reticulata (ICA 1) wve I
histrio (ICA 2) genotiplerinin bulundugu grup da % 99 desteklenmektedir. Sogan
formunda toprak alti govdesi ve dort koseli yapraklariyla Hermodactyloides
subgenusuna mensup olan s6z konusu iki tiir, Tirkiye florasi teshis anahtarinda,
sinapomorfik karakterler olarak degerlendirilebilen 4-7 cm’lik periant tiibii ve
ciceklenme evresinde 7-15 cm’lik uzunlugu ile incelenen diger tiirlerden ayrilmaktadir.
Sekans verilerine dayanilarak yapilan her iki kladistik analizde morfolojik verilerle
ortlisen yakin iligkiler tesbit edilmistir. |. lazica (ICA 7) ve I. stenophylla (ICA 17)
genotiplerinin bulundugu grup incelendiginde, dallardaki yiiksek degerler iki genotipin
yakinlik 1iligkisini ortaya koymaktadir. Bununla birlikte Tiirkiye florasindaki teshis
anahtarinda bu iki tiir tamamen karsit olan iki grupta tanimlanmus, . lazica’nin rizomlu,
. stenophylla’nin ise soganli toprak alti govdelerine sahip olduklari belirtilmistir. Avro-
sibiryan element olan I. lazica, sinapomorfik karakter olarak periant tiibiiniin boyutlar
acisindan I. unguicularis ile birlikte rizomlu taksonlar grubundan ayrilan ilk tiir olup,
soganlt Iris tiirleri grubuna filogenetik olarak en yakin tiir oldugu disiiniilebilir. Diger
yandan endemik Akdeniz elementi olan I. stenophylla sekans verilerine dayanan her iki
dendrogramda rizomlu tiirlerden en uzak pozisyonda konumlanmis olup soganl tiirlere
gecis formu olarak degerlendirilebilir. Ancak s6z konusu iligkileri aydinlatabilmek i¢in,
ilgili tirlerin genis Orneklemelere dayanan morfolojik 6zelliklerinin gdzlenmesi ve
populasyon analizlerinin yapilmasit gerekmektedir. Gerek AFLP ve gerekse sekans

verilerinden iiretilen dendrogramlar yukarida s6zi edilen iligkiler agisindan genel olarak
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paralellik gostermektedir. Filogenetik agaci olusturan diger dallar incelendiginde bazi

gruplarin dallanma gdstermedigi saptanmistir.

En fazla genotipi iceren grupta l. iberica subsp. elegantissima (ICA 3), I. kirkwoodii
(ICA 4), I. sari (ICA 5), I. barnumae f. barnumae (ICA 8), I. barnumae f. urmiensis
(ICA9), I. sari x I. schachtii (ICA 14), ), I. sari x I. schachtii (ICA 15), I. germanica x
I. schachtii (ICA 19), I. sari x 1. albicans (ICA 24) ve I. sari-Dogal Melez (ICA 26)
genotipleri arasinda bir ayrim yapilamamuistir. Grup, diger gruplardan ayrilmis olmasina
ragmen, bulundugu dalin % 56 bootstrap degeri yiiksek kabul edilemez. Dallanmanin
olmadig1 bu gruplarda markor sistemi takson diizeyinde ayirimda yetersiz kalmistir.
Ancak, ayni grupta toplanan taksonlarin Tiirkiye florasinda ortak anahtar karakter
olarak tliylii tirnakli (claw) dis periant segmentlerine sahip Iris subgenusuna mensup
olduklar1 dikkate alindiginda, sekans verilerinin tiir {istii kategorilerde daha giivenilir
aymmlar i¢in kullanilabilecegi, dolayisi ile s6z konusu verilerin ancak filogenetik
slireglerde ana stoktan daha erken ayrilan tiirler arasinda ayirim saglayabilecegi
diisiiniilmektedir. Diger i¢ gruplara bakildiginda, ortak ataya sahip melez genotiplerden
I. germanica x I. albicans (ICA 10) ve I. germanica x l. schachtii (ICA 11)
dallanmadan bir grup, I. purpureobractea-Kolsisin Mutant1 (ICA 23) ve . germanica X
I.schachtii (ICA 25) dallanmadan baska bir grup olusturmuslardir. Dallanmanin
olmadig1 yerler yakin iliskili taksonlar ve ortak ebeveyne sahip melezler oldugundan
filogenetik ayrilmadan s6z etmek olasi degildir. Benzer kokenlere sahip |. germanica x
I. schachtii (ICA 12), I. purpureobractea x I. schactii (ICA 20), l.germanica x
I.albicans (ICA 21) ve l.germanica x l.albicans (ICA 22) genotipleri de kendi i¢lerinde,
ayrim yapilamayan bir grup olusturmuslardir. I. suaveolens (ICA 18) ise bu gruplarin
disinda ayr1 bir dalda yer almustir. incelenen taksonlar arasinda I. germanica’ya en
yakin tiir olan ve Balkanlarda yayilis gostern dogu Akdeniz elementi I. suaveolens,
bulundugu Iris subgenusunda I. attica ile birlikte tek ¢igek tasiyan bir tiirdiir. Temel bir
karakter olarak ¢icek yapisi ve ¢icek durumundaki (infloresans) farkliliklar, filogenetik
ayriliklarin zamanlamasini gostermesi bakimindan énem tasimaktadir. Dolayisi ile, |.
suaveolens’in bulundugu ortak ataya sahip gruptan en erken ayrilan tiir oldugu

diistiniilebilir.
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Maksimum Parsimoni metodu ile 100 bootstrap degeri secilerek yapilan agac
incelendiginde (Sekil 4.22) I. reticulata (ICA 1), I. histrio (ICA 2), I. xanthospuria
(ICA 6), I. lazica (ICA 7), I. sintenisii (ICA 16) ve I. stenophylla (ICA17) genotipleri
Neighbour Joining agacinda oldugu gibi yine yiiksek bootstrap degerleri ile birbirinden
ayrilmislardir. i¢ gruplarda da yine dallanma olmamasina ragmen bazi farkliliklar
mevcuttur. 1. germanica x I. schachtii (ICA 12), l.germanica x l.albicans (ICA 21),
I.germanica x l.albicans (ICA 22) genotipleri bir grup olustururken; I. germanica x I.
albicans (ICA 10), I. germanica x I. schachtii (ICA 11), I. purpureobractea x I. schactii
(ICA 20) genotipleri baska bir grup olusturmustur. I. purpureobractea-Kolsisin Mutanti
(ICA 23) ve I. germanica x l.schachtii (ICA 25) genotipleri ise yine birlikte bir grup
olusturmuslardir. Dallanma, yani ayrimin olmadigi en biiyiikk grupta ise Neighbour
Joining analizine paralel olarak 1. iberica subsp. elegantissima (ICA 3), I. kirkwoodii
(ICA 4), I. sari (ICA 5), I. barnumae f. barnumae (ICA 8), I. barnumae f. urmiensis
(ICA9), I. sari x I. schachtii (ICA 14), ), I. sari x I. schachtii (ICA 15), I. germanica X
I. schachtii (ICA 19), I. sari x I. albicans (ICA 24) ve I. sari-Dogal Melez (ICA 26)

genotipleri bulunmaktadir.

Bu verilerden, trnL-F bdlgesi analizlerinin, tiir istii kategorilere mensup tiirlerin
gruplandirilmasinda kullanilabilecegi fakat yakin iligkili tiirler ile bireyler arasindaki
polimorfizmin tespitinde, ¢Oziiniirliigiiniin ve ayirim yapma kapasitesinin yetersiz

oldugu diistliniilmektedir.

Bu ¢alismada AFLP ve sekans analizlerini kapsayan her iki teknikle de dikkate deger
oranda genetik gesitlilik (polimorfizm) g6zlenmistir. Her iki teknik de tiirleri ayirmada
goreceli olarak basarili olsa da, yakin iliskili tiirlerle benzer melez genotiplere sahip
bireylerin sinirlandirilmasinda cpDNA markor sistemi yetersiz kalmistir. Ancak yiiksek
taksonomik kategorileri iceren atasal iliskilerin analizinde daha giivenilir veriler
sundugu diisiiniilmektedir. Buna karsin, AFLP markor sisteminin ¢alisgmamizdan elde
edilen veriler 15181nda, cins alt1 kategorilerde daha yiiksek ¢oziiniirliige sahip oldugu
gorilmektedir. Bu kapsamdaki gézlemler, her iki teknikten elde edilen verilerin genetik
polimorfizmin ve filogenetik siireclerin farkli boyutlarin1 aydinlatan analiz sonuglari
olarak degerlendirilmesi gerektigini, literatiir verileriyle desteklendigi gibi, ¢esitliligin

ve filogenetik iligkilerin tespit edilmesinde sabit ve giivenilir karakterler olarak
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kullanilabilecegini gdstermektedir. ilk defa sunulan tez caligmasi kapsaminda elde
edilen s6z konusu veriler, Iris’in revizyonuna, taksonomik ve filogenetik iligkilerinin
aydinlatilmasina katki saglayacagi gibi, endemik ve nadir tiirleri de iceren calisma
materyalinin kimliklendirilmesi, veri bankalarinin kurulmasi, dogal ¢evrelerinde (in-
situ) ve ex-situ kosullarda korunmasi, degerli genotiplerin seleksiyonu ile siis bitkisi ya
da gida ve saglik alanlarindaki endiistriyel iirlin potansiyeline sahip materyalin genitor

olarak kullanimi amaglarina da hizmet edecegi diisiiniilmektedir.

Calisma sonucunda elde edilen Iris L. cinsine ait 25 genotipin trnL intron ve trnL-F
bolgesi DNA dizileri NCBI (Ulusal Biyoteknoloji Bilgi Merkezi) veri bankasina
yikklenmis ve ileriki c¢alismalarda arastirmacilarin  kullanimmna uygun olarak

sunulmustur.
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EKLER

>ICA 1 - Iris reticulata érnegine ait cpDNA trnL intron ve trnL-F bolgesi baz dizisi
GACTTGATTGAATTGAGCTTTAGTATGGAAACCTGCTAGGTGGTAACTTCCA
AATTCAGAGAAACCCTGGAAAAAAAGGGGGGCAATCCTGAGCCAAATCCTT
ATTTTGAGAAAACGAGCAGAGGTTTCAAAACTAGAATAAAAAAGGATAGGT
GCAGAGACTCAATGGAAGCTGTTCTAATCAAACGATTAATCACGACCTGAA
TCCATTATATATGCAAAATTCAGGGCTATTGTGGATCTATTCCAATCGAAGT
TGAAGGAAGAATCGATCGGCGATCAAATCATTCATTCCAGAGTTTGATAGA
TCTTTTGAAAAACGAATTAATCAGAAGAGAATAAAGAGAGAGTCCCGTTCT
ACATGTCAATACCGACAACAATGAAATTTATAGTAAAAGGAAAATCCGTCG
ACTTTATAAATCGTGAGGGTTCAAGTCCCTCTATCCCCAATAAAAAGTCCAT
TTGACTTCCTAACTATTGAGTTTCTTTTTTTTTCATATTCATCCATCAATGGTT
CAAACAAAATTCAATATCTTTCTCATTAATTCTACTCTTTCCCAAAAGGATC
CCGACTGAAATCTTTAGATCGATCTTATCCCAATTTGGTTTGGATAGATATG
ATACCTGTACAAATGAACATGTATGGGCAAGTAATTCCCATTATTGAATCAT
TCACAGTCCATATCATTATCCTTACGTTTACAAATAAAGTCTTCCTTTTGAAT
GAAGATCTAAAACTAAGAAATTATGGGAACTATGTCAAATTTGTTAATGTTT
TGGTAGTTTCTTTAATTTACATAGATACAAACAAGTACTCGACTAGGATAAT
GCGCGGTAAAAGGTCGGGATAGCTCAGTTGGTAGAGCAGAGGACTGAAAA
TC

>|CA 2 - Iris histrio 6rnegine ait cpDNA trnL intron ve trnL-F bélgesi baz dizisi
GACTTGATTGAATTGAGCTTTAGTATGGAAACCTGCTAGGTGGTAACTTCCA
AATTCAGAGAAACCCTGGAAAAAAAGGGGGGCAATCCTGAGCCAAATCCTT
ATTTTGAGAAAACGAACAGAGGTTTCAAAACTAGAATAAAAAAGGATAGGT
GCAGAGACTCAATGGAAGCTGTTCTAATCAAACGATTAATCACGACCTGAA
TCCATTATATATGCAAAATTCAGGGCTATTGTGGATCTATTCCAATCGAAGT
TGAAGGAAGAATCGATCGGTGATCAAATCATTCATTCCAGAGTTTGATAGA
TTTTTTGAAAAACGAATTAATCAGAAGAGAATAAAGAGAGAGTCCCATTCT
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ACATGTCAATACCGACAACAATGAAATTTATAGTAAAAGGAAAATCCGTCG
ACTTTATAAATCGTGAGGGTTCAAGTCCCTCTATCCCCAATAAAAAGTCCAT
TTGACTTCCTAACTATTGAGTTTCTTTTTTTTCATATTCATCCATCAATGGTTC
AAACAAAATTCAATATCTTTCTCATTAATTCTACTCTTTCCCAAAAGGATCC
CGACTGAAATCTTTGGATCGATCTTATCCCAATTTAGTTTGGATAGATATGA
TACCTGTACAAATGAACATGTATGGGCAAGTAATTCCCATTATTGAATCATT
CACAGTCCATATCATTATCCTTACGTTTACAAAGAAAGTCTTCCTTTTGAAT
GAAGATCTAAAACTAAGAAATTACGGGAACTATGTCAAATTTGTTAATGTTT
TGGTAGTTTCTTTAATTTACATAGATACAAACAAGTACTCGACTAGGATAAT
GCGCGGTAAAAGGTTGGGATAGCTCAGTTGGTAGAGCAGAGGACTGAAAAT
C

>|CA 3 - Iris iberica subsp. elegantissima érnegine ait cpDNA trnL intron ve trnL-F
bolgesi baz dizisi
GACTTGATTGAATTGAGCTTTAGTATGGAAACCTGCTAAGTGGTAACTTCCA
AATTCAGAGAAACCCTGGAAAAAAAGGGGGGCAATCCTGAGCCAAATCTTT
ATTTTGAGAAAACGAACAAGGGTTTAAAAACTAGAATCGAAAAGGATAGGT
GCAGAGACTCAATGGAAGCTGTTCTAATCAAATGATTAATCACGACCTGAA
TCCATTATAATTATATATGCAAAATTCAGAGCTATTGTGGATCTATTCCAAT
CGAAGTTGAAGGAGGAATCGATCAGTGATCAAATCATTCATTCCAGAGTTT
GATAGATCTTTTGAAAAATGAATTAATCAGAAGAGAATAAAGAGAGAGTCC
CATTCTACATGTCAATACCGACAACAATGAAATTTATAGTAAAAGGAAAAT
CCGTCGACTTTAGAAATCGTGAGGGTTCAAGTCCCTCTATCCCCAATAAAAA
GTCCATTTTATTTCCTAACTATTTATATTCTTTTTTTTTTCATCTTCATCCATC
AATGGTTCAAACAAAATTCAATATTCAATATCTTTCTCATTAATTCTACTCTT
TCACAAAAGGATCTAAACTAAAATCTTTGGATCTTATCCCAATCTGGTTTGG
ATAGATATGATACCTGTACAAATGAACATGTATGGGCAAGTAATTCCCATT
ATTGAATCATTCACAGTCCATATCATTATCCTTACGTTTACAAAGAAAGTCT
TCTTTTTGAATGAAGATCTAAAACTAAGAAATTACAGGGACTATGCCAAATT
TGTTAATGCTTTGGTAGTCTCTTTAATTTACATAGATACAAGTACTCGACTA
GGATGGTGCGCGGTAAAAGGTCGGGATAGCTCAGTTGGTAGAGCAGAGGA
CTGAAAATC
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>ICA 4 - Iris kirkwoodii 6rnegine ait cpDNA trnL intron ve trnL-F bolgesi baz
dizisi
GACTTGATTGAATTGAGCTTTAGTATGGAAACCTGCTAAGTGGTAACTTCCA
AATTCAGAGAAACCCTGGAAAAAAAGGGGGGCAATCCTGAGCCAAATCTTT
ATTTTGAGAAAACGAACAAGGGTTTAAAAACTAGAATCGAAAAGGATAGGT
GCAGAGACTCAATGGAAGCTGTTCTAATCAAATGATTAATCACGACCTGAA
TCCATTATAATTATATATGCAAAATTCAGAGCTATTGTGGATCTATTCCAAT
CGAAGTTGAAGGAGGAATCGATCAGTGATCAAATCATTCATTCCAGAGTTT
GATAGATCTTTTGAAAAATGAATTAATCAGAAGAGAATAAAGAGAGAGTCC
CATTCTACATGTCAATACCGACAACAATGAAATTTATAGTAAAAGGAAAAT
CCGTCGACTTTAGAAATCGTGAGGGTTCAAGTCCCTCTATCCCCAATAAAAA
GTCCATTTTATTTCCTAACTATTTATATTCTTTTTTTTTCATCTTCATCCATCA
ATGGTTCAAACAAAATTCAATATTCAATATCTTTCTCATTAATTCTACTCTTT
CACAAAAGGATCTAAACTAAAATCTTTGGATCTTATCCCAATCTGGTTTGGA
TAGATATGATACCTGTACAAATGAACATGTATGGGCAAGTAATTCCCATTAT
TGAATCATTCACAGTCCATATCATTATCCTTACGTTTACAAAGAAAGTCTTC
TTTTTGAATGAAGATCTAAAACTAAGAAATTACAGGGACTATGCCAAATTT
GTTAATGCTTTGGTAGTCTCTTTAATTTACATAGATACAAGTACTCGACTAG
GATGGTGCGCGGTAAAAGGTCGGGATAGCTCAGTTGGTAGAGCAGAGGACT
GAAAATC

>ICA 5 - Iris sari ornegine ait cpDNA trnL intron ve trnL-F boélgesi baz dizisi
GACTTGATTGAATTGAGCTTTAGTATGGAAACCTGCTAAGTGGTAACTTCCA
AATTCAGAGAAACCCTGGAAAAAAAGGGGGGCAATCCTGAGCCAAATCTTT
ATTTTGAGAAAACGAACAAGGGTTTAAAAACTAGAATCGAAAAGGATAGGT
GCAGAGACTCAATGGAAGCTGTTCTAATCAAATGATTAATCACGACCTGAA
TCCATTATAATTATATATGCAAAATTCAGAGCTATTGTGGATCTATTCCAAT
CGAAGTTGAAGGAGGAATCGATCAGTGATCAAATCATTCATTCCAGAGTTT
GATAGATCTTTTGAAAAATGAATTAATCAGAAGAGAATAAAGAGAGAGTCC
CATTCTACATGTCAATACCGACAACAATGAAATTTATAGTAAAAGGAAAAT
CCGTCGACTTTAGAAATCGTGAGGGTTCAAGTCCCTCTATCCCCAATAAAAA
GTCCATTTTATTTCCTAACTATTTATATTCTTTTTTTTTCATCTTCATCCATCA
ATGGTTCAAACAAAATTCAATATTCAATATCTTTCTCATTAATTCTACTCTTT



94

CACAAAAGGATCTAAACTAAAATCTTTGGATCTTATCCCAATCTGGTTTGGA
TAGATATGATACCTGTACAAATGAACATGTATGGGCAAGTAATTCCCATTAT
TGAATCATTCACAGTCCATATCATTATCCTTACGTTTACAAAGAAAGTCTTC
TTTTTGAATGAAGATCTAAAACTAAGAAATTACAGGGACTATGCCAAATTT
GTTAATGCTTTGGTAGTCTCTTTAATTTACATAGATACAAGTACTCGACTAG
GATGGTGCGCGGTAAAAGGTCGGGATAGCTCAGTTGGTAGAGCAGAGGACT
GAAAATC

>ICA 6 - Iris xanthospuria érnegine ait CODNA trnL intron ve trnL-F bolgesi baz
dizisi
GACTTGATTGAATTGAGCTTTAGTATGGAAACCTGCTGGGTGGTAACTTCCA
AATTCAGAGAAACCCTGGAAAAAAAGGGGGGCAATCCTGAGCCAAATCTTT
ATTTTGAGAAAACAAACAGGGGTTTAAAAACTAGAATAAAAGGGGATAGG
TGCAGAGACTCAATGGAAGCTGTTCTAATCAAACGATTAATCACGACCTGA
ATCCATTATATATGCAAAATTCAGAGCTATTGTGGATCTATTCCAATCGAAG
TTGAAGGAAGAATCGATCAGTGATCAAATCATTCATTCCAGAGTTTGATAG
ATCTTTTGAAAAACGAATTAATCAGAAGAGAATAAAGAGAGAGTCCCGTTC
TACATGTCAATACCGACAACAATGAAATTTATAGTAAAAGGAAAATCCGTC
GACTTTAGAAATCGTGAGGGTTCAAGTCCCTCTATCCCCAATAAAAAGTCCA
TTTTACTTCCTAACTATACTATTTAGTTTCTTTTTTTTCATCTTCATCCATCAA
TGGTCCAAACAAAATTCAATATCTTTCTCATTAATTCTACTCTTTCCCAAAA
GGATCCAGACTGAAATCTTTGGATCGATCTTATCCCAATTTGGTTTGGATAG
ATATGATACCTGTACAAATAAACATGTATGGGCAAGTAATTCCCATTATTGA
ATCATTCACAGTCCATATCATTATCCTTATGTTTACTACAAAGAAAGTCTTC
CTTTTGAATGAAGATCTAAAACTAAGAAATTACAGGAACTATGTCAAATTT
GTTAATGCTTTGGTAGTCTCTTTAATTTACATAGATACAAACAAGTACTCGA
CTGGGATAGTGCGTGGTAAAAGGTCGGGATAGCTCAGTTGGTAGAGCAGAG
GACTGAAAATC

>ICA 7 - Iris lazica ornegine ait cpDNA trnL intron ve trnL-F bolgesi baz dizisi

GACTTGATTGAATTGAGCTTTAGTATGGAAACCTGCTAAGTGGTAACTTCCA
AATTCAGAGAAACCCTGGAAAAAAAAAAGGGGTAATCCTGAGCCAAATCTT
TATTTTGAGAAAACGAACAAGGGTTTTAAAAACTAGAATAAAAAAGGATAG
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GTGCAGAGACTCAATGGAAGCTGTTCTAATCAAACGATTAATCACGACCTG
AATCCATTATATATGCAAAATTCAGAGCTATTGTGGATCTATTCCAATCGAA
GTTGAAGGAAGAATTGATCAGTGATCAAATCATTCATTCCAGAGTTTGATA
GATCTTTTGAAAAACTAATTAATCAGAAGAGAATAAAGAGAGAGTCCCATT
CTACATGTCAATACTGACAACAATGAAATTTATAGTAAAAGGAAAATCCGT
CGACTTTAGAAATCGTGAGGGTTCAAGTCCCTCTATCCCCAATAAAAGGTCC
ATTTTACCTCCTAACTATTTATATTCTTTTTTTTTCATCTTCATCCATCGCTGG
TTTGGATAGATATGATACCTGTACAAATGAACATGTATGGGCAAGTAATTCC
CATTATTGAATCATTCACAGTCCATATCATTATCCTTACGTTTACAAAGAAA
GTCTTCTTTTTGAATGAAGATCTAAAACTAAGAAATTGCAGGGACTATGCCA
AATTTGTTAATACTTTGGTAGTCTCTTTAATTTACATAGATACAAGTACTCG
ACTAGGATGGTGCGCGGTAAAAGGTCGGGATAGCTCAGTTGGTAGAGCAGA
GGACTGAAAATC

>|CA 8 - Iris barnumae f. barnumae érnegine ait cpDNA trnL intron ve trnL-F
bolgesi baz dizisi
GACTTGATTGAATTGAGCTTTAGTATGGAAACCTGCTAAGTGGTAACTTCCA
AATTCAGAGAAACCCTGGAAAAAAAGGGGGGCAATCCTGAGCCAAATCTTT
ATTTTGAGAAAACGAACAAGGGTTTAAAAACTAGAATCGAAAAGGATAGGT
GCAGAGACTCAATGGAAGCTGTTCTAATCAAATGATTAATCACGACCTGAA
TCCATTATAATTATATATGCAAAATTCAGAGCTATTGTGGATCTATTCCAAT
CGAAGTTGAAGGAGGAATCGATCAGTGATCAAATCATTCATTCCAGAGTTT
GATAGATCTTTTGAAAAATGAATTAATCAGAAGAGAATAAAGAGAGAGTCC
CATTCTACATGTCAATACCGACAACAATGAAATTTATAGTAAAAGGAAAAT
CCGTCGACTTTAGAAATCGTGAGGGTTCAAGTCCCTCTATCCCCAATAAAAA
GTCCATTTTATTTCCTAACTATTTATATTCTTTTTTTTTTCATCTTCATCCATC
AATGGTTCAAACAAAATTCAATATTCAATATCTTTCTCATTAATTCTACTCTT
TCACAAAAGGATCTAAACTAAAATCTTTGGATCTTATCCCAATCTGGTTTGG
ATAGATATGATACCTGTACAAATGAACATGTATGGGCAAGTAATTCCCATT
ATTGAATCATTCACAGTCCATATCATTATCCTTACGTTTACAAAGAAAGTCT
TCTTTTTGAATGAAGATCTAAAACTAAGAAATTACAGGGACTATGCCAAATT
TGTTAATGCTTTGGTAGTCTCTTTAATTTACATAGATACAAGTACTCGACTA
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GGATGGTGCGCGGTAAAAGGTCGGGATAGCTCAGTTGGTAGAGCAGAGGA
CTGAAAATC

>ICA 9 - Iris barnumae f. urmiensis érnegine ait cpDNA trnL intron ve trnL-F
bolgesi baz dizisi
GACTTGATTGAATTGAGCTTTAGTATGGAAACCTGCTAAGTGGTAACTTCCA
AATTCAGAGAAACCCTGGAAAAAAAGGGGGGCAATCCTGAGCCAAATCTTT
ATTTTGAGAAAACGAACAAGGGTTTAAAAACTAGAATCGAAAAGGATAGGT
GCAGAGACTCAATGGAAGCTGTTCTAATCAAATGATTAATCACGACCTGAA
TCCATTATAATTATATATGCAAAATTCAGAGCTATTGTGGATCTATTCCAAT
CGAAGTTGAAGGAGGAATCGATCAGTGATCAAATCATTCATTCCAGAGTTT
GATAGATCTTTTGAAAAATGAATTAATCAGAAGAGAATAAAGAGAGAGTCC
CATTCTACATGTCAATACCGACAACAATGAAATTTATAGTAAAAGGAAAAT
CCGTCGACTTTAGAAATCGTGAGGGTTCAAGTCCCTCTATCCCCAATAAAAA
GTCCATTTTATTTCCTAACTATTTATATTCTTTTTTTTTCATCTTCATCCATCA
ATGGTTCAAACAAAATTCAATATTCAATATCTTTCTCATTAATTCTACTCTTT
CACAAAAGGATCTAAACTAAAATCTTTGGATCTTATCCCAATCTGGTTTGGA
TAGATATGATACCTGTACAAATGAACATGTATGGGCAAGTAATTCCCATTAT
TGAATCATTCACAGTCCATATCATTATCCTTACGTTTACAAAGAAAGTCTTC
TTTTTGAATGAAGATCTAAAACTAAGAAATTACAGGGACTATGCCAAATTT
GTTAATGCTTTGGTAGTCTCTTTAATTTACATAGATACAAGTACTCGACTAG
GATGGTGCGCGGTAAAAGGTCGGGATAGCTCAGTTGGTAGAGCAGAGGACT
GAAAATC

>|CA 10 - Iris germanica X Iris albicans érnegine ait cpDNA trnL intron ve trnL-F
bolgesi baz dizisi
GACTTGATTGAATTGAGCTTTAGTATGGAAACCTGCTAAGTGGTAACTTCCA
AATTCAGAGAAACCCTGGAAAAAAAGGGGGGCAATCCTGAGCCAAATCTTT
ATTTTGAGAAAACGAACAAGGGTTTAAAAACTAGAATCAAAAAGGATAGGT
GCAGAGACTCAATGGAAGCTGTTCTAATCAAATGATTAATCACGACCTGAA
TCCATTATCATTATATATGCAAATATATGCAAAATTCAGAGCTATTGTGGAT
CTATTCCAATCGAAGTTGAAGGAGGAATCGATCAGTGATCAAATCATTCATT
CCAGAGTTTGATAGATCTTTTGAAAAATGAATTAATCAGAAGAGAATAAAG
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AGAGAGTCCCATTCTACATGTCAATACCGACAACAATGAAATTTATAGTAA
AAGGAAAATCCGTCGACTTTAGAAATCGTGAGGGTTCAAGTCCCTCTATCCC
CAATAAAAAGTCCATTTTATTTCCTAACTATTTATATTCTTTTTTTTTTTCATC
TTCATCCATCAATGGTTCAAACAAAATTCAATATCTTTCTCATTAATTCTACT
CTTTCACAAAAGGATCCGAACTAAAATCTTTGGATCTTATCCCAATCTGGTT
TGGATAGATATGATACCTGTACAAATGAACATGTATGGGCAAGTAATTCCC
ATTATTGAATCATTCACAGTCCATATCATTATCCTTACGTTTACAAAGAAAG
TCTTCTTTTTGAATGAAGATCTAAAACTAAGAAATTACAGGGACTATGCCAA
ATTTGTTAATGCTTTGGTAGTCTCTTTAATTTACATAGATACAAGTACTCGAC
TAGGATGGTGCGCGGTAAAAGGTCGGGATAGCTCAGTTGGTAGAGCAGAGG
ACTGAAAATC

>|CA 11 - Iris germanica x Iris schachtii ornegine ait cpDNA trnL intron ve trnL-F
bolgesi baz dizisi
GACTTGATTGAATTGAGCTTTAGTATGGAAACCTGCTAAGTGGTAACTTCCA
AATTCAGAGAAACCCTGGAAAAAAAGGGGGGCAATCCTGAGCCAAATCTTT
ATTTTGAGAAAACGAACAAGGGTTTAAAAACTAGAATCAAAAAGGATAGGT
GCAGAGACTCAATGGAAGCTGTTCTAATCAAATGATTAATCACGACCTGAA
TCCATTATCATTATATATGCAAATATATGCAAAATTCAGAGCTATTGTGGAT
CTATTCCAATCGAAGTTGAAGGAGGAATCGATCAGTGATCAAATCATTCATT
CCAGAGTTTGATAGATCTTTTGAAAAATGAATTAATCAGAAGAGAATAAAG
AGAGAGTCCCATTCTACATGTCAATACCGACAACAATGAAATTTATAGTAA
AAGGAAAATCCGTCGACTTTAGAAATCGTGAGGGTTCAAGTCCCTCTATCCC
CAATAAAAAGTCCATTTTATTTCCTAACTATTTATATTCTTTTTTTTTCATCTT
CATCCATCAATGGTTCAAACAAAATTCAATATCTTTCTCATTAATTCTACTCT
TTCACAAAAGGATCCGAACTAAAATCTTTGGATCTTATCCCAATCTGGTTTG
GATAGATATGATACCTGTACAAATGAACATGTATGGGCAAGTAATTCCCAT
TATTGAATCATTCACAGTCCATATCATTATCCTTACGTTTACAAAGAAAGTC
TTCTTTTTGAATGAAGATCTAAAACTAAGAAATTACAGGGACTATGCCAAAT
TTGTTAATGCTTTGGTAGTCTCTTTAATTTACATAGATACAAGTACTCGACTA
GGATGGTGCGCGGTAAAAGGTCGGGATAGCTCAGTTGGTAGAGCAGAGGA
CTGAAAATC



98

>ICA 12 - Iris germanica x Iris schachtii ornegine ait cpDNA trnL intron ve trnL-F
bolgesi baz dizisi
GACTTGATTGAATTGAGCTTTAGTATGGAAACCTGCTAAGTGGTAACTTCCA
AATTCAGAGAAACCCTGGAAAAAAAGGGGGGCAATCCTGAGCCAAATCTTT
ATTTTGAGAAAACGAACAAGGGTTTAAAAACTAGAATCAAAAAGGATAGGT
GCAGAGACTCAATGGAAGCTGTTCTAATCAAATGATTAATCACGACCTGAA
TCCATTATCATTATATATGCAAATATATGCAAAATTCAGAGCTATTGTGGAT
CTATTCCAATCGAAGTTGAAGGAGGAATCGATCAGTGATCAAATCATTCATT
CCAGAGTTTGATAGATCTTTTGAAAAATGAATTAATCAGAAGAGAATAAAG
AGAGAGTCCCATTCTACATGTCAATACCGACAACAATGAAATTTATAGTAA
AAGGAAAATCCGTCGACTTTAGAAATCGTGAGGGTTCAAGTCCCTCTATCCC
CAATAAAAAGTCCATTTTATTTCCTAACTATTTATATTCTTTTTTTTTTTCATC
TTCATCCATCAATGGTTCAAACAAAATTCAATATCTTTCTCATTAATTCTACT
CTTTCACAAAAGGATCCGAACTAAAATCTTTGGATCTTATCCCAATCTGGTT
TGGATAGATATGATACCTGTACAAATGAACATGTATGGGCAAGTAATTCCC
ATTATTGAATCATTCACAGTCCATATCATTATCCTTACGTTTACAAAGAAAG
TCTTCTTTTTGAATGAAGATCTAAAACTAAGAAATTACAGGGACTATGCCAA
ATTTGTTAATGCTTTGGTAGTCTCTTTAATTTACATAGATACAAGTACTCGAC
TAGGATGGTGCGCGGTAAAAGGTCGGGATAGCTCAGTTGGTAGAGCAGAGG
ACTGAAAATC

>ICA 14 - Iris sari x Iris schachtii 6rnegine ait coDNA trnL intron ve trnL-F bélgesi
baz dizisi
GACTTGATTGAATTGAGCTTTAGTATGGAAACCTGCTAAGTGGTAACTTCCA
AATTCAGAGAAACCCTGGAAAAAAAGGGGGGCAATCCTGAGCCAAATCTTT
ATTTTGAGAAAACGAACAAGGGTTTAAAAACTAGAATCGAAAAGGATAGGT
GCAGAGACTCAATGGAAGCTGTTCTAATCAAATGATTAATCACGACCTGAA
TCCATTATAATTATATATGCAAAATTCAGAGCTATTGTGGATCTATTCCAAT
CGAAGTTGAAGGAGGAATCGATCAGTGATCAAATCATTCATTCCAGAGTTT
GATAGATCTTTTGAAAAATGAATTAATCAGAAGAGAATAAAGAGAGAGTCC
CATTCTACATGTCAATACCGACAACAATGAAATTTATAGTAAAAGGAAAAT
CCGTCGACTTTAGAAATCGTGAGGGTTCAAGTCCCTCTATCCCCAATAAAAA
GTCCATTTTATTTCCTAACTATTTATATTCTTTTTTTTTCATCTTCATCCATCA
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ATGGTTCAAACAAAATTCAATATTCAATATCTTTCTCATTAATTCTACTCTTT
CACAAAAGGATCTAAACTAAAATCTTTGGATCTTATCCCAATCTGGTTTGGA
TAGATATGATACCTGTACAAATGAACATGTATGGGCAAGTAATTCCCATTAT
TGAATCATTCACAGTCCATATCATTATCCTTACGTTTACAAAGAAAGTCTTC
TTTTTGAATGAAGATCTAAAACTAAGAAATTACAGGGACTATGCCAAATTT
GTTAATGCTTTGGTAGTCTCTTTAATTTACATAGATACAAGTACTCGACTAG
GATGGTGCGCGGTAAAAGGTCGGGATAGCTCAGTTGGTAGAGCAGAGGACT
GAAAATC

>ICA 15 - Iris sari x Iris schachtii 6rnegine ait cpDNA trnL intron ve trnL-F
bolgesi baz dizisi
ACTTGATTGAATTGAGCTTTAGTATGGAAACCTGCTAAGTGGTAACTTCCAA
ATTCAGAGAAACCCTGGAAAAAAAGGGGGGCAATCCTGAGCCAAATCTTTA
TTTTGAGAAAACGAACAAGGGTTTAAAAACTAGAATCGAAAAGGATAGGTG
CAGAGACTCAATGGAAGCTGTTCTAATCAAATGATTAATCACGACCTGAAT
CCATTATAATTATATATGCAAAATTCAGAGCTATTGTGGATCTATTCCAATC
GAAGTTGAAGGAGGAATCGATCAGTGATCAAATCATTCATTCCAGAGTTTG
ATAGATCTTTTGAAAAATGAATTAATCAGAAGAGAATAAAGAGAGAGTCCC
ATTCTACATGTCAATACCGACAACAATGAAATTTATAGTAAAAGGAAAATC
CGTCGACTTTAGAAATCGTGAGGGTTCAAGTCCCTCTATCCCCAATAAAAAG
TCCATTTTATTTCCTAACTATTTATATTCTTTTTTTTTCATCTTCATCCATCAA
TGGTTCAAACAAAATTCAATATTCAATATCTTTCTCATTAATTCTACTCTTTC
ACAAAAGGATCTAAACTAAAATCTTTGGATCTTATCCCAATCTGGTTTGGAT
AGATATGATACCTGTACAAATGAACATGTATGGGCAAGTAATTCCCATTATT
GAATCATTCACAGTCCATATCATTATCCTTACGTTTACAAAGAAAGTCTTCT
TTTTGAATGAAGATCTAAAACTAAGAAATTACAGGGACTATGCCAAATTTG
TTAATGCTTTGGTAGTCTCTTTAATTTACATAGATACAAGTACTCGACTAGG
ATGGTGCGCGGTAAAAGGTCGGGATAGCTCAGTTGGTAGAGCAGAGGACTG
AAAATC

>|CA 16 - Iris sintenisii 6rnegine ait cpDNA trnL intron ve trnL-F bolgesi baz dizisi
GACTTGATTGAATTGAGCTTTAGTATGGAAACCTGCTGGGTGGTAACTTCCA
AATTCAGAGAAACCCTGGAAAAAAAAGGGGGCAATCCTGAGCCAAATCTTT
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ATTTTGAGAAAACAAACAGGAGTTTAAAAACTAGAATAAAAGGGGATAGG
TGCAGAGACTCAATGGAAGCTGTTCTAATCAAACGATTAATCACGACCTGA
ATCCATTATATATGCAAAATTCAGAGCTATTGTGGATTTATTCCAATCGAAG
TTGAAGGAAGAATCGATCAGTGATCAAATCATTCATTCCAGAGTTTGATAG
ATCTTTTGAAAAACGAATTAATCAGAAAAGAATAAAGAGAGAGTCCCATTC
TACATGTCAATACCGACAACAATGAAATTTATAGTAAAAGGAAAATCCGTC
GACTTTAGAAATCGTGAGGGTTCAAGTCCCTCTATCCCCAATAAAAAGTCCA
TTTTACTTCCTAACTATTTAGTTTCTTTTTTTTTCATCTTCATCCATCAATGGT
TCAAACAAAATTCAATATCTTTCTCATTAATTCTACTCTTTCCCAAAAGGAT
CCAGACTGAAATCTTTGGATCGATCTTATCCCAATTTGGTTTGGATAGATAT
GATACCTGTACAAATGAACATGTATGGGCAAGTAATTCCCATTATTGAATCA
TTCACAGTCCATATCATTATCCTTATGTTTACTACAAAGAAAGTCTTCCTTTT
GAATGAAGATCTAAAACTAAGAAATTACAGGAACTATGTCAAATTTGTTAA
TGCTTTGGTAGTCTCTTTAATTTACATAGATACAAACAAGTACTCGACTAGG
ATAGTGCGTGGTAAAAGGTCGGGATAGCTCAGTTGGTAGAGCAGAGGACTG
AAAATC

>ICA 17 - Iris stenophylla 6rnegine ait cpDNA trnL intron ve trnL-F boélgesi baz
dizisi
GACTTGATTGAATTGAGCTTTAGTACGGAAACCTGCTAATTGGTAACTTCCA
AATTCAGAGAAACCCTGGAAAAAAAGGGGGCAATCCTGAGCCAAATCTTTA
TTTTGAGAAAACGAACACGGATTTAAAAACTAGAATAAAAAAAGGATAGGT
GCAGAGACTCAATGGAAGCTGTTCTAATCAAACGATTAATCACGACCTGAA
TCCATTATCATTATATATGCAAAATTCAGAGCTATTGTGGATCTATTCCAAT
CAAAGTTGAAGGAAGAATAGATCAGTGATCAAATCATTCATTCCGGAGTTT
GATAGATCTTTTGAAAAACGAATTAATCAGAAGAGAATAAAGAGAGAGTCC
CATTCTACATGTCAATACCGACAACAATGAAATTTATAGTAAAAGGAAAAT
CCGTCGACTTTAGAAATCGTGAGGGTTCAAGTCCCTCTATCCCCAATAAAAA
GTCCATTTGACTTCCTAACTATTTATATTCTTTTTTTTTCATCTTCATCCATCA
ATGGTTCAAACAAAATTCAATATCTTTCTCATTAATTCTACTCTTTCACAAA
AGGATACGAACTAAAATCTTTGGATCTTATCCCAATCTGGTTTGGATAGATA
TGATACCTGTACAAATGAACATGTATGGGCAAGTAATTCCCATTATTGAATC
ATTCACAATCCATATCATTATTCTTACGTTTACAAAGAAAGTCTTCTTTTTGA
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ATGAAGATCTAAAACTAAGAAATTACAGGGACTATGTCAAATTTGTTAATG
CTTTGGCAGTCTCTTTAATTTACATAGATACAAGTACTCGACTAGGATGTCG
CGCGGTAAAAGGTCGGGATAGCTCAGTTGGTAGAGCAGAGGACTGAAAATC

>|CA 18 - Iris suaveolens ornegine ait cpDNA trnL intron ve trnL-F bélgesi baz
dizisi
GACTTGATTGAATTGAGCTTTAGTATGGAAACCTGCTAAGTGGTAACTTCCA
AATTCAGAGAAACCCTGGAAAAAAAGGGGGGCAATCCTGAGCCAAATCTTT
ATTTTGAGAAAACAAACAAGGGTTTAAAAACTAGAATCAAAAAGGATAGGT
GCAGAGACTCAATGGAAGCTGTTCTAATCAAATGATTAATCACGACCTGAA
TCCATTATCATTATATATGCAAATATATGCAAAATTCAGAGCTATTGTGGAT
CTATTCCAATCGAAGTTGAAGGAGGAATCGATCAGTGATCAAATCATTCATT
CCAGAGTTTGATAGATCTTTTGAAAAATGAATTAATCAGAAGAGAATAAAG
AGAGAGTCCCATTCTACATGTCAATACCGACAACAATGAAATTTATAGTAA
AAGGAAAATCCGTCGACTTTAGAAATCGTGAGGGTTCAAGTCCCTCTATCCC
CAATAAAAAGTCCATTTTATTTCCTAACTATTTATATTCTTTTTTTTTTTTTCA
TCTTCATCCATCAATGGTTCAAACAAAATTCAATATCTTTCTCATTAATTCTA
CTCTTTCACAAAAGGATCCGAACTCAAATCTTTGGATCTTATCCCAATCTGG
TTTGGATAGATATGATACCTGTACAAATGAACATGTATGGGCAAGTAATTCC
CATTATTGAATCATTCACAGTCCATATCATTATCCTTACGTTTACAAAGAAA
GTCTTCTTTTTGAATGAAGATCTAAAACTAAGAAATTACAGGGACTATGCCA
AATTTGTTAATGCTTTGGTAGTCTCTTTAATTTACATAGATACAAGTACTCG
ACTAGGATGGTGCGCGGTAAAAGGTCGGGATAGCTCAGTTGGTAGAGCAGA
GGACTGAAAATC

>ICA 19 - Iris germanica X Iris schachtii 6rnegine ait cpDNA trnL intron ve trnL-F
bolgesi baz dizisi
GACTTGATTGAATTGAGCTTTAGTATGGAAACCTGCTAAGTGGTAACTTCCA
AATTCAGAGAAACCCTGGAAAAAAAGGGGGGCAATCCTGAGCCAAATCTTT
ATTTTGAGAAAACGAACAAGGGTTTAAAAACTAGAATCGAAAAGGATAGGT
GCAGAGACTCAATGGAAGCTGTTCTAATCAAATGATTAATCACGACCTGAA
TCCATTATAATTATATATGCAAAATTCAGAGCTATTGTGGATCTATTCCAAT
CGAAGTTGAAGGAGGAATCGATCAGTGATCAAATCATTCATTCCAGAGTTT
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GATAGATCTTTTGAAAAATGAATTAATCAGAAGAGAATAAAGAGAGAGTCC
CATTCTACATGTCAATACCGACAACAATGAAATTTATAGTAAAAGGAAAAT
CCGTCGACTTTAGAAATCGTGAGGGTTCAAGTCCCTCTATCCCCAATAAAAA
GTCCATTTTATTTCCTAACTATTTATATTCTTTTTTTTTCATCTTCATCCATCA
ATGGTTCAAACAAAATTCAATATTCAATATCTTTCTCATTAATTCTACTCTTT
CACAAAAGGATCTAAACTAAAATCTTTGGATCTTATCCCAATCTGGTTTGGA
TAGATATGATACCTGTACAAATGAACATGTATGGGCAAGTAATTCCCATTAT
TGAATCATTCACAGTCCATATCATTATCCTTACGTTTACAAAGAAAGTCTTC
TTTTTGAATGAAGATCTAAAACTAAGAAATTACAGGGACTATGCCAAATTT
GTTAATGCTTTGGTAGTCTCTTTAATTTACATAGATACAAGTACTCGACTAG
GATGGTGCGCGGTAAAAGGTCGGGATAGCTCAGTTGGTAGAGCAGAGGACT
GAAAATC

>ICA 20 - Iris purpureobractea x Iris schactii 6rnegine ait cpDNA trnL intron ve
trnL-F bolgesi baz dizisi
GACTTGATTGAATTGAGCTTTAGTATGGAAACCTGCTAAGTGGTAACTTCCA
AATTCAGAGAAACCCTGGAAAAAAAGGGGGGCAATCCTGAGCCAAATCTTT
ATTTTGAGAAAACGAACAAGGGTTTAAAAACTAGAATCAAAAAGGATAGGT
GCAGAGACTCAATGGAAGCTGTTCTAATCAAATGATTAATCACGACCTGAA
TCCATTATCATGATATATGCAAATATATGCAAAATTCAGAGCTATTGTGGAT
CTATTCCAATCGAAGTTGAAGGAGGAATCGATCAGTGATCAAATCATTCATT
CCAGAGTTTGATAGATCTTTTGAAAAATGAATTAATCAGAAGAGAATAAAG
AGAGAGTCCCATTCTACATGTCAATACCGACAACAATGAAATTTATAGTAA
AAGGAAAATCCGTCGACTTTAGAAATCGTGAGGGTTCAAGTCCCTCTATCCC
CAATAAAAAGTCCATTTTATTTCCTAACTATTTATATTCTTTTTTTTTTTCATC
TTCATCCATCAATGGTTCAAACAAAATTCAATATCTTTCTCATTAATTCTACT
CTTTCACAAAAGGATCCGAACTAAAATCTTTGGATCTTATCCCAATCTGGTT
TGGATAGATATGATACCTGTACAAATGAACATGTATGGGCAAGTAATTCCC
ATTATTGAATCATTCACAGTCCATATCATTATCCTTACGTTTACAAAGAAAG
TCTTCTTTTTGAATGAAGATCTAAAACTAAGAAATTACAGGGACTATGCCAA
ATTTGTTAATGCTTTGGTAGTCTCTTTAATTTACATAGATACAAGTACTCGAC
TAGGATGGTGCGCGGTAAAAGGTCGGGATAGCTCAGTTGGTAGAGCAGAGG
ACTGAAAATC
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>ICA 21 - Iris germanica X Iris albicans érnegine ait cpDNA trnL intron ve trnL-F
bolgesi baz dizisi
GACTTGATTGAATTGAGCTTTAGTATGGAAACCTGCTAAGTGGTAACTTCCA
AATTCAGAGAAACCCTGGAAAAAAAGGGGGGCAATCCTGAGCCAAATCTTT
ATTTTGAGAAAACGAACAAGGGTTTAAAAACTAGAATCAAAAAGGATAGGT
GCAGAGACTCAATGGAAGCTGTTCTAATCAAATGATTAATCACGACCTGAA
TCCATTATCATTATATATGCAAATATATGCAAAATTCAGAGCTATTGTGGAT
CTATTCCAATCGAAGTTGAAGGAGGAATCGATCAGTGATCAAATCATTCATT
CCAGAGTTTGATAGATCTTTTGAAAAATGAATTAATCAGAAGAGAATAAAG
AGAGAGTCCCATTCTACATGTCAATACCGACAACAATGAAATTTATAGTAA
AAGGAAAATCCGTCGACTTTAGAAATCGTGAGGGTTCAAGTCCCTCTATCCC
CAATAAAAAGTCCATTTTATTTCCTAACTATTTATATTCTTTTTTTTTTTCATC
TTCATCCATCAATGGTTCAAACAAAATTCAATATCTTTCTCATTAATTCTACT
CTTTCACAAAAGGATCCGAACTAAAATCTTTGGATCTTATCCCAATCTGGTT
TGGATAGATATGATACCTGTACAAATGAACATGTATGGGCAAGTAATTCCC
ATTATTGAATCATTCACAGTCCATATCATTATCCTTACGTTTACAAAGAAAG
TCTTCTTTTTGAATGAAGATCTAAAACTAAGAAATTACAGGGACTATGCCAA
ATTTGTTAATGCTTTGGTAGTCTCTTTAATTTACATAGATACAAGTACTCGAC
TAGGATGGTGCGCGGTAAAAGGTCGGGATAGCTCAGTTGGTAGAGCAGAGG
ACTGAAAATC

>ICA 22 - Iris germanica X Iris albicans érnegine ait cpDNA trnL intron ve trnL-F
bolgesi baz dizisi
GACTTGATTGAATTGAGCTTTAGTATGGAAACCTGCTAAGTGGTAACTTCCA
AATTCAGAGAAACCCTGGAAAAAAAGGGGGGCAATCCTGAGCCAAATCTTT
ATTTTGAGAAAACGAACAAGGGTTTAAAAACTAGAATCAAAAAGGATAGGT
GCAGAGACTCAATGGAAGCTGTTCTAATCAAATGATTAATCACGACCTGAA
TCCATTATCATTATATATGCAAATATATGCAAAATTCAGAGCTATTGTGGAT
CTATTCCAATCGAAGTTGAAGGAGGAATCGATCAGTGATCAAATCATTCATT
CCAGAGTTTGATAGATCTTTTGAAAAATGAATTAATCAGAAGAGAATAAAG
AGAGAGTCCCATTCTACATGTCAATACCGACAACAATGAAATTTATAGTAA
AAGGAAAATCCGTCGACTTTAGAAATCGTGAGGGTTCAAGTCCCTCTATCCC
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CAATAAAAAGTCCATTTTATTTCCTAACTATTTATATTCTTTTTTTTTTTCATC
TTCATCCATCAATGGTTCAAACAAAATTCAATATCTTTCTCATTAATTCTACT
CTTTCACAAAAGGATCCGAACTAAAATCTTTGGATCTTATCCCAATCTGGTT
TGGATAGATATGATACCTGTACAAATGAACATGTATGGGCAAGTAATTCCC
ATTATTGAATCATTCACAGTCCATATCATTATCCTTACGTTTACAAAGAAAG
TCTTCTTTTTGAATGAAGATCTAAAACTAAGAAATTACAGGGACTATGCCAA
ATTTGTTAATGCTTTGGTAGTCTCTTTAATTTACATAGATACAAGTACTCGAC
TAGGATGGTGCGCGGTAAAAGGTCGGGATAGCTCAGTTGGTAGAGCAGAGG
ACTGAAAATC

>|CA 23 - Iris purpureobractea (Kolsisin Mutanti) 6rnegine ait cpDNA trnL intron
ve trnL-F bolgesi baz dizisi
GACTTGATTGAATTGAGCTTTAGTATGGAAACCTGCTAAGTGGTAACTTCCA
AATTCAGAGAAACCCTGGAAAAAAAGGGGGGCAATCCTGAGCCAAATCTTT
ATTTTGAGAAAACGAACAAGGGTTTAAAAACTAGAATCAAAAAGGATAGGT
GCAGAGACTCAATGGAAGCTGTTCTAATCAAATGATTAATCACGACCTGAA
TCCATTATCATTATATATGCAAATATATGCAAAATTCAGAGCTATTGTGGAT
CTATTCCAATCGAAGTTGAAGGAGGAATCGATCAGTGATCAAATCATTCATT
CCAGAGTTTGATAGATCTTTTGAAAAATGAATTAATCAGAAGAGAATAAAG
AGAGAGTCCCATTCTACATGTCAATACCGACAACAATGAAATTTATAGTAA
AAGGAAAATCCGTCGACTTTAGAAATCGTGAGGGTTCAAGTCCCTCTATCCC
CAATAAAAAGTCCATTTTATTTCCTAACTATTTATATTCTTTTTTTTTTTTTCA
TCTTCATCCATCAATGGTTCAAACAAAATTCAATATCTTTCTCATTAATTCTA
CTCTTTCACAAAAGGATCCGAACTAAAATCTTTGGATCTTATCCCAATCTGG
TTTGGATAGATATGATACCTGTACAAATGAACATGTATGGGCAAGTAATTCC
CATTATTGAATCATTCACAGTCCATATCATTATCCTTACGTTTACAAAGAAA
GTCTTCTTTTTGAATGAAGATCTAAAACTAAGAAATTACAGGGACTATGCCA
AATTTGTTAATGCTTTTGTAGTCTCTTTAATTTACATAGATACAAGTACTCGA
CTAGGATGGTGCGCGGTAAAAGGTCGGGATAGCTCAGTTGGTAGAGCAGAG
GACTGAAAATC

>ICA 24 - Iris sari x Iris albicans érnegine ait cpDNA trnL intron ve trnL-F bélgesi

baz dizisi
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GACTTGATTGAATTGAGCTTTAGTATGGAAACCTGCTAAGTGGTAACTTCCA
AATTCAGAGAAACCCTGGAAAAAAAGGGGGGCAATCCTGAGCCAAATCTTT
ATTTTGAGAAAACGAACAAGGGTTTAAAAACTAGAATCGAAAAGGATAGGT
GCAGAGACTCAATGGAAGCTGTTCTAATCAAATGATTAATCACGACCTGAA
TCCATTATAATTATATATGCAAAATTCAGAGCTATTGTGGATCTATTCCAAT
CGAAGTTGAAGGAGGAATCGATCAGTGATCAAATCATTCATTCCAGAGTTT
GATAGATCTTTTGAAAAATGAATTAATCAGAAGAGAATAAAGAGAGAGTCC
CATTCTACATGTCAATACCGACAACAATGAAATTTATAGTAAAAGGAAAAT
CCGTCGACTTTAGAAATCGTGAGGGTTCAAGTCCCTCTATCCCCAATAAAAA
GTCCATTTTATTTCCTAACTATTTATATTCTTTTTTTTTTTCATCTTCATCCAT
CAATGGTTCAAACAAAATTCAATATTCAATATCTTTCTCATTAATTCTACTCT
TTCACAAAAGGATCTAAACTAAAATCTTTGGATCTTATCCCAATCTGGTTTG
GATAGATATGATACCTGTACAAATGAACATGTATGGGCAAGTAATTCCCAT
TATTGAATCATTCACAGTCCATATCATTATCCTTACGTTTACAAAGAAAGTC
TTCTTTTTGAATGAAGATCTAAAACTAAGAAATTACAGGGACTATGCCAAAT
TTGTTAATGCTTTGGTAGTCTCTTTAATTTACATAGATACAAGTACTCGACTA
GGATGGTGCGCGGTAAAAGGTCGGGATAGCTCAGTTGGTAGAGCAGAGGA
CTGAAAATC

>|CA 25 - Iris germanica X Iris schactii 6rnegine ait cpDNA trnL intron ve trnL-F
bolgesi baz dizisi
GACTTGATTGAATTGAGCTTTAGTATGGAAACCTGCTAAGTGGTAACTTCCA
AATTCAGAGAAACCCTGGAAAAAAAGGGGGGCAATCCTGAGCCAAATCTTT
ATTTTGAGAAAACGAACAAGGGTTTAAAAACTAGAATCAAAAAGGATAGGT
GCAGAGACTCAATGGAAGCTGTTCTAATCAAATGATTAATCACGACCTGAA
TCCATTATCATTATATATGCAAATATATGCAAAATTCAGAGCTATTGTGGAT
CTATTCCAATCGAAGTTGAAGGAGGAATCGATCAGTGATCAAATCATTCATT
CCAGAGTTTGATAGATCTTTTGAAAAATGAATTAATCAGAAGAGAATAAAG
AGAGAGTCCCATTCTACATGTCAATACCGACAACAATGAAATTTATAGTAA
AAGGAAAATCCGTCGACTTTAGAAATCGTGAGGGTTCAAGTCCCTCTATCCC
CAATAAAAAGTCCATTTTATTTCCTAACTATTTATATTCTTTTTTTTTTCATCT
TCATCCATCAATGGTTCAAACAAAATTCAATATCTTTCTCATTAATTCTACTC
TTTCACAAAAGGATCCGAACTAAAATCTTTGGATCTTATCCCAATCTGGTTT
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GGATAGATATGATACCTGTACAAATGAACATGTATGGGCAAGTAATTCCCA
TTATTGAATCATTCACAGTCCATATCATTATCCTTACGTTTACAAAGAAAGT
CTTCTTTTTGAATGAAGATCTAAAACTAAGAAATTACAGGGACTATGCCAA
ATTTGTTAATGCTTTTGTAGTCTCTTTAATTTACATAGATACAAGTACTCGAC
TAGGATGGTGCGCGGTAAAAGGTCGGGATAGCTCAGTTGGTAGAGCAGAGG
ACTGAAAATC

>ICA 26 - Iris sari (Dogal Melez) érnegine ait cpDNA trnL intron ve trnL-F bolgesi
baz dizisi
GACTTGATTGAATTGAGCTTTAGTATGGAAACCTGCTAAGTGGTAACTTCCA
AATTCAGAGAAACCCTGGAAAAAAAGGGGGGCAATCCTGAGCCAAATCTTT
ATTTTGAGAAAACGAACAAGGGTTTAAAAACTAGAATCGAAAAGGATAGGT
GCAGAGACTCAATGGAAGCTGTTCTAATCAAATGATTAATCACGACCTGAA
TCCATTATAATTATATATGCAAAATTCAGAGCTATTGTGGATCTATTCCAAT
CGAAGTTGAAGGAGGAATCGATCAGTGATCAAATCATTCATTCCAGAGTTT
GATAGATCTTTTGAAAAATGAATTAATCAGAAGAGAATAAAGAGAGAGTCC
CATTCTACATGTCAATACCGACAACAATGAAATTTATAGTAAAAGGAAAAT
CCGTCGACTTTAGAAATCGTGAGGGTTCAAGTCCCTCTATCCCCAATAAAAA
GTCCATTTTATTTCCTAACTATTTATATTCTTTTTTTTTTTCATCTTCATCCAT
CAATGGTTCAAACAAAATTCAATATTCAATATCTTTCTCATTAATTCTACTCT
TTCACAAAAGGATCTAAACTAAAATCTTTGGATCTTATCCCAATCTGGTTTG
GATAGATATGATACCTGTACAAATGAACATGTATGGGCAAGTAATTCCCAT
TATTGAATCATTCACAGTCCATATCATTATCCTTACGTTTACAAAGAAAGTC
TTCTTTTTGAATGAAGATCTAAAACTAAGAAATTACAGGGACTATGCCAAAT
TTGTTAATGCTTTGGTAGTCTCTTTAATTTACATAGATACAAGTACTCGACTA
GGATGGTGCGCGGTAAAAGGTCGGGATAGCTCAGTTGGTAGAGCAGAGGA
CTGAAAATC
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