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OZET
YUKSEK LiSANS TEZi

TURKIYE’DEKI BARBAREA R.BR. (BRASSICACEAE) CINSI TAKSONLARI
ARASINDAKI GENETIK AKRABALIK ILISKILERININ ISSR YONTEMI iLE iNCELENMESIi
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BiYOLOJi ANABILiM DALI

DANISMAN: DOC. DR. MERYEM SEKER
2016, 56 Sayfa

JURI
Do¢. Dr. Meryem SEKER
Prof. Dr. Yavuz BAGCI
Dog. Dr. Seher Karaman ERKUL

Ulkemizin farkli fitocografik bolgelerinden toplanan Barbarea R.Br. cinsine ait taksonlar
arasindaki Ozellikle inter ve infra-spesifik diizeydeki taksonomik problemlerin ¢oziimiinii saglamak,
varyasyon sinirlarini belirlemek ve birbirine ¢ok yakin taksonlarin ayirmak amaciyla ISSR (Inter Simple
Sequence Repeat) yontemi kullanilmigtir. Bu tez ¢alismasi kapsaminda Tiirkiye’de dogal olarak yetisen
Barbarea cinsinin revize edilmis taksonlar1 ile dig grup olarak Chorispora tenella DC., Chorispora
syriaca Boiss., Cardamine hirsuta L., Cardamine gracea L., Arabidopsis thaliana (L.) Heynh.,
Rorippa amphibia (L.) Besser ve Rorippa islandica (Oeder) Borbas’a toplam 32 birey kullanilmistir.
Caligma kapsaminda Cardamineae (Cardamine L., Rorippa Scop. and Barbarea R.Br), Chorisporeae
(Chorispora DC.), Camelineae (Arabidopsis Heynh) tribuslari arasindaki filogenetik iliski diizeyleri de
Tirkiye’de ilk kez ISSR metodu ile belirlenmistir. Filogenetik iliski diizeyini belirlemek i¢in 11 ISSR
primerine ait 202 polimorfik bant tespit edilmistir. Molekiiler veri setleri PAUP ve Minitab paket
programlari kullanilarak analiz edilmistir.

Barbarea cinsine ait Tiirkiye’de yayilis gosteren 13 tiir, 3 alt tiir ve 6 varyetesi olmak iizere
toplam 18 taksonla temsil edilmektedir. Sonug olarak revizyon bulgulari ile birlikte degerlendirildiginde
Barbarea duralii Y. Bagc1 & Savran’in yeni tiir oldugu, B. anfractuosa (Hartvig & Strid) Bagci1 & Savran
stat. nov. olarak statiisii degistirilmesinin ve tiir diizeyine ¢ikarilmasinin uygun oldugu, B. brachycarpa
subsp. minor var. pilicarpa Parolly & Eren adli taksonun B.brachycarpa subsp. brachycarpa var.
brachycarpa’dan farkli olmadigi belirlenerek bu varyetenin sinonimi oldugu desteklenmistir. Bu tez
caligmasiyla, B. sicula C.Presl’nin molekiiler verilerle de Tiirkiye’de varligi desteklenmistir. Ayrica
Barbarea cinsinin ise mevcut bulundugu Arabideae tribusundan Cardamineae tribusuna aktarilmasinin
uygun olacag bulgularla desteklenmistir.

Anahtar Kelimeler: Brassicaceae, Barbarea, ISSR, Molekiiler, Filogeni
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MS THESIS

DETERMINING THE GENETIC RELATIONSHIP OF THE GENUS BARBAREA R.BR.
(BRASSICACEAE) TAXA WITH ISSR METHOD IN TURKEY
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JURI
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Jury
Assoc. Dr. Meryem SEKER
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The genus Barbarea R. Br. taxa which collected from different parts of Turkey, ISSR (Inter
Simple Sequence Repeat) method is used for solving taxonomic problems in the inter and infra-specific
level, determaning the variation limits and seperating of very close taxa. Based on our extensive thesis
research within the framework of the revised taxa of the genus Barbarea R.Br, which growing naturally
in Turkey and the out-group taxa belonging to the closest taxa Chorispora tenella DC., Chorispora
syriaca Boiss., Cardamine hirsuta L., Cardamine gracea L., Arabidopsis thaliana (L.) Heynh.,
Rorippa amphibia (L.) Besser and Rorippa islandica (Oeder) Borbas totally 32 specimens were used to
molecular analyses. The molecular characteristics of the tribes Cardamineae (Cardamine L., Rorippa
Scop. and Barbarea R.Br), Chorisporeae (Chorispora DC.), Camelineae (Arabidopsis Heynh) were
clearly revealed for the first time in Turkey with ISSR method. Phylogenetic relationships were
determined by 202 polymorphic ISSR bands of eleven ISSR primers. The molecular data sets were
analysed with PAUP and Minitab software.

The genus Barbarea has been represented with totally 18 taxa (13 species, 3 subspecies and 6
varieties) in Turkey. As a result of the evalution of revision findings in Turkey Barbarea duralii Y. Bagci
& Savran was presented as a new species. B. brachycarpa Boiss. subsp. minor (C. Koch.) Parolly & Eren
var. hedgeana (Kit Tan & Gemici) Y. Bagc1 & Savran as a new variety. B. anfractuosa (Hartv.& Strid.)
Y. Bagc1r & Savran have been promorted as combination et statu nova. Also, B. brachycarpa Boiss.
subsp. minor (C. Koch) Parolly & Eren var. pilicarpa Parolly & Eren has been supported to synonym of
Barbarea brachycarpa Boiss. subsp. brachycarpa var. brachycarpa. B.sicula occuring in Turkey
encouraged with molecular data. The genus Barbarea is still present in tribe Arabideae in Flora of
Turkey, so we suggest with our findings Barbarea must be transferred into the tribe Cardamineae.

Keywords: Brassicaceae, Barbarea, ISSR, Molecular, Phylogeny
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ve minnetle aniyor sonsuz tesekkiirlerimi sunuyorum.
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1. GIRIS

Anadolu’da bilinen ilk floristik ¢alismay1 1701 ve 1702 yillarinda yapan Fransiz
botanik¢i Joseph Pitton de Tournefort’ten itibaren, 1800’1l yillarin ortalarina kadar
yapilan ¢aligmalar sonucu toplanan bitki érnekleri, Isvigre’li botanikgi Pierre Edmond
Boissier’in  Flora Orientalis (Sark [Dogu] Florasi) adli o6nemli kitabinda
degerlendirilmistir (Boissier, 1867-1888; Boissier ve Buser, 1888). Flora Orientalis
Balkanlar’dan Orta Asya’ya, Kafkasya’dan Arabistan’a genis bir alan1 kapsamakla
beraber biiylik kism1 o zamanki Tiirkiye bitkileri hakkindaydi. 5 esas ve bir ek cilt,
toplam alt1 ciltlik Flora Orientalis, botanik alemin de abide eser olarak nitelendirilir.

Flora Orientalis’ten sonra Tirkiye’nin florasina yabancilarin ilgileri artarak
devam etmistir. Nihayet ilk olarak 1938 yilinda Anadolu’ya gelerek kendisinden
yaklagik 1 yiizyil evvel aymi yerleri ziyaret eden Boissier gibi, Denizli ¢evresindeki
daglarin ilging ve zengin florasini goren Ingiliz botanik¢i Peter Hadland Davis,
1974°den itibaren defalarca bitki toplama g¢alismasi yapmistir. Topladigi orneklerle
birlikte, kendisinden evvel toplanan ve Avrupa’nin belli basli herbaryumlarinda
saklanan bitki 6rnekleri de incelenerek hazirlanan Flora of Turkey and The East Aegean
Islands (Tiirkiye ve Dogu Ege Adalar1 Florasi) adli eserin ilk cildini 1965 yilinda
yayinlamistir. Eser 1985 yilinda yayinlanan 9. cildi ile bitmistir. Daha sonra ilk ek cildi
Davis ve arkadaslar1 tarafindan 1988°de, ikinci ek cilt ise 2000 yilinda Tiirk
botanikgileri tarafindan yaymlanmistir (Davis ve ark., 1988; Giiner ve ark., 2000).
Kisaca Tiirkiye Florasi diye bilinen bu eser, Tiirkiye’deki floristik ¢alismalar icin itict
giic olusturulmus ve yerli botanik¢ilerin calismalariyla floristik arastirmalar hizla
artmistir. Biitlin bu ¢aligmalar, yeni bir Flora’nin Tiirk¢e ve resimli olarak yazilmasi
fikrini hayata ge¢irmis ve nihayet ilk cildi elinizde olan Resimli Tiirkiye Florasi’nin
yayinlanmasi sonucunu dogurmustur. Diinyada ii¢ floristik bolgenin ve o bdlgelere ait
iklimlerin hiikiim siirdiigii nadir iilkelerden olan Tiirkiye’nin, 1liman iklim kusaginda
biyolojik ¢esitlilik acisindan en zengin {ilkelerden oldugu bilinmektedir. Tiirkiye’nin
sahip oldugu ekolojik cesitliligin canlilarin hayatina da yansimasi sonucu zengin bir

canli gesitliligi ortaya ¢ikmistir (Giiner ve ark., 2012).

Diinyada yaklasik 258.650 tohumlu bitki ve 12.000 egrelti tiirii ile beraber

yaklasik 270.650 damarl bitki tiirii bulunmaktadir. Bu zenginligi taglandiran ise mevcut



tirlerin yaklasik % 34’liniin endemik olmasidir. Boisser’in Flora Orientalis’inde
Tiirkiye’den varligi bildirilen tohumlu bitkilere ait takson sayist 6000 civarindadir.
Tiirkiye Florast’min ilk 10 cildindeki verilere gore Tiirkiye’de tiir sayisi 8793°e
ulasmaktadir (Davis ve ark., 1988). Ikinci ek ciltte yaymlanan tablodan elde edilen
rakamlara gore tiir sayis1 8988’¢ ¢ikarilmistir (Giiner ve ark., 2000). En giincel eser olan
Tiirkiye Bitkileri Listesi (Damarli Bitkiler) rakamlarina gore ise bu sayr 9753 olarak
belirlenmistir (Giiner ve ark., 2012). Bu rakamlar Tablo 1.1’de goériilebilir.

Tablo 1. 1. Degisik yillarda Tiirkiye’deki dogallagmis, egzotik ve kiiltiir edilen bitki takson sayilar

Yil Aile Cins | Dogal | Biitiin Tiiralt: Genel
Tirler | Tarler* | taksonlar** | Toplam
1988 173 1223 | 8576 8793 223 10.483
2000 174 1251 | 8988 9222 2788 11.014
2012 167 1320 | 9753 9996 2856 11.707

*Dogallagmus, egzotik ve kiiltiir edilen tiirler dahil ~ ** Alttiir ve varyeteler

Barbarea cinsi Avrasya, Avustralya ve Kuzey Amerika’nin sicak bolgelerinde,
Giiney Amerika’nin baz iilkelerinde, Afrika’nin dogu kesimlerinde dagilis gosterir. Al-
Shehbaz’in “Brassicaceae Genera of the World” (2004) adli yayini esas alimarak
Barbarea sucul bir bitki oldugu i¢in diinya lizerinde ¢ok genis bir yayilis alanina
sahiptir. Kuzey Yarim Kiirede daha yogun olmakla birlikte giineyde de bir¢ok iilkede
yayilis gostermektedir. Bu cins diinyada yaklagik 29 tiirle temsil edilmektedir.
Barbarea, Brassicaceae familyasinin Tiirkiye’de bulunan 89 cinsten birisidir.
Tiirkiye’den Barbarea cinsine ait 13 tiir, 3 alttiir ve 6 varyete Saptanmistir (Savran ve
ark., 2009).

Tiim bunlara ilaveten; Barbarea nin bilinen taksonlarinin yaklasik yarisinin, ¢
fitocografik bolgenin (Avrupa-Sibirya, Iran-Turan ve Akdeniz) kesistigi Tiirkiye’de
yayilis gosteriyor olmast muhtemelen gen merkezinin Anadolu oldugunu
diistindiirmektedir. Barbarea cinsin taksonlarinin Asya kitasinda Tiirkiye’de 13 tiir ve
yarisindan fazlasi (9 takson) endemiktir (Tablo 1.2). Tiirkiye’de olup bu veride verilen
degerler Barbarea’nin gen merkezinin Tiirkiye oldugunun kaniti olarak sunmak

miimkiindiir (Savran ve ark., 2009).



Tablo 1.2. Diinya’da yayilis gosteren Barbarea tiirlerinin {ilkelere gére sayilari

Ulke Toplam Tiir Sayis1 | Endemikler

[
w
©

Tiirkiye
Iran
Irak

Suriye
Rusya
Asya Pakistan
Cin
Taiwan
Nepal
Ukrayna
Ingiltere
K. irlanda
Yunanistan
Bulgaristan
Litvanya
Italya
Avusturya
Avrupa Ispanya
Isveg
Portekiz
Fransa
Almanya

Danimarka

Hirvatistan

Amerika Kanada

A.B.D.

Avustralya Avustralya

Yeni Zelanda

Cezayir

Afrika Tunus

Fas

RPN BEDNWWOO AN OIRWEANRFRPRAMOWN W WD
[EEN

Barbarea cinsine ait bireyler, cogunlukla nemli ortamlarda ya da su kenarlarinda
yayilig gosteren, iki ve ¢ok yillik, rizomlu veya normal, otsu govdeli bitkilerdir. Govde
dik, yayik, siirliniicii ve bazen yatiktir. Taban yapraklar: basit; tam, lirat, pinnatifit veya
pinnatisekttir. Govde rengi geng ve cigekli iken yesil oldugu halde meyveye gectikten
sonra visne ciiriigiine yakin bir goriinlim kazanmaktadir. Taksonlarin tamaminda govde
yapraklar1 mevcuttur ama dallanma bazilarinda olduk¢a azdir. Govde yapraklar kisa
sapli veya sapsiz, kulak¢ikli ve ampleksikauldur. Tiiy durumu basit veya yok, ¢igekleri
saridir. Cigek durumu rasem veya panikuladir. Meyve Cruciferae igin karakteristik olan
siliquadir. Tohumlar tek sirali, eliptik, ovat, kahverengi tonlarinda, siskin veya hafifce

yassilagmisgtir. Tohum kabugu retikulat, nadiren tuberkulat-retikulat, 1slatildigi zaman



musilajimst degildirler. Kotiledonlar kenara dayalidir. Kokler ¢ok yillik formlarda
genellikle rizomdan ¢ikan ek kok seklindedir. Sucul bir bitki olmasindan dolayr kok
sistemi ¢ok iyi geligsmistir (Savran ve ark., 2009).

Barbarea cinsinin taksonomik gruplara ayrilmasinda kullanilan baslica
karakterler, iki ya da ¢ok yillik oluslari, infloresens lizerindeki ¢icek sayisi, antofor
durumu, kaliksin tliylii ya da pullu olup olmamasi, kaliks uzunlugu, kaliks damarlarinin

sayisidir (Savran ve ark., 2009).

Genetik farkliliklar1 tanimlamak i¢in baslangigta morfolojik, fizyolojik ve
sitolojik markdrler kullanilmig, daha sonra ise biyokimyasal markorler gelistirilmistir.
Glniimiizde ise DNA’nin dogrudan kullanildigi molekiiler markdrlerle calismalar

yapilmaktadir (Scarano ve ark., 2002; Savran ve ark., 2009).

Uzun yillar tiir i¢ci ve tiirler arasi biyogesitliligin belirlenmesinde bitkilerin
morfolojik 6zelliklerinden yararlanilmasina ragmen, giiniimiizde bu amacla molekiiler
markorler kullanilmaktadir. Kullanilan morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal

yontemler ¢evresel faktorlerden etkilenmektedir.

DNA markor teknikleri kullanilarak farkli genetik materyaller iizerinde daha
kolay karakterizasyon yapilabilmektedir (Akcan ve ark., 2008). Bitkilerin akrabalik
derecelerinin incelenmesi ve 1slah calismalarinin yiriitilmesinde 6nemli yararlar
saglayan genetik markorler, "lokus" olarak adlandirilan kromozomlardaki 6zel genomik
pozisyonlarda konumlanirlar; morfolojik, biyokimyasal ve molekiiler olmak {izere iice

ayrilirlar (inan, 2008; Altinkut Uncuoglu ve Karakas, 2011).

Genler ve kromozomlar hakkindaki bilgi eksikliginden dolayi ilk ¢aligmalar basit
Mendel kalitimi gosteren ozellikler tizerinde yapilmistir. Morfolojik markérler, insan,
hayvan ve bitki genetik caligmalarinda gozlenmesi kolay olmasina ragmen kisith

kullanim alanina sahiptir (Liu, 1998) (Sekil 1.1).



- ’-
‘-

Sekil 1.1. Genetik markérlerin simiflandirilmasi

Morfolojik 6zelliklerin ¢evre ve iklim kosullarindan etkilenmeleri nedeniyle
yaniltict sonuglar ortaya c¢ikma ihtimali bulunmaktadir. Buna karsilik molekiiler
markorlerin gevresel kosullardan etkilenmemeleri, bitkinin gelisme evrelerinin her
asamasinda kullanilabilmeleri, genis bir varyasyon gostermeleri ve daha giivenilir bilgi
vermeleri bu tekniklerin son yillarda yayginlagsmasina neden olmustur (Ceki¢ ve Calis,

2006).

Biyokimyasal markorler jel elektroforez yontemi ile kolaylikla ayrilabilmektedir.
Genetik c¢aligmalarin baslangicinda protein polimorfizmlerinin arastirilmast amaciyla
kan antijenleri ve izoenzim markdrleri yaygin olarak kullanilmistir (Liu, 1998). Fakat
Ozellikle kan grubu ve protein markdr sistemlerinin genomun baz1 bdlgelerinde
toplanmis bulunmalari, polimorfizm diisiik olmasi, 6zglin olarak kan Orneklerine
gereksinim duyulmasi, is yiikiiniin agir olmasi ve analizlerin uzun zaman almasi
nedeniyle ve molekiiler biyolojideki gelismelere bagli olarak yerini DNA temelli

markorlere birakmustir (Kurar, 2001).

Izoenzimler, kodominant 6zelligi, kolay uygulanabilir ve maliyetinin diisiik
olmasi ile sik kullanilan tekniklerdendir. Buna karsin, teknige uygun enzimlerin az
sayida olmasi, taze bitki dokusuna ihtiyag duyulmas: ve ekolojik sartlardan

etkilenmeleri 6nemli olumsuz yanlaridir (Sanchez-Escribano ve ark., 1998).



Yiiksek yapili bitkilerin genomlar1 olduk¢a karmasik ve biiyliktiir. Bu genomlarin
DNA analizlerinde molekiiler metotlarin kullanimi farkli yaklagimlardan biridir.
Molekiiler DNA markdrleri mutasyonlart PCR tabanli tekniklerle belirlenebilen tiim
genoma yayilmis polimorfik niikleotid dizileridir (Giirkok, 2009).

Tek bir bazin yer degistirerek bir enzimin kesim noktasini degistirmesi, direkt
olarak bir bireyin genotipini temsil eden farkli bir markoér ortaya ¢ikarir. PCR
primerinin baglanacagi bolgedeki bir bazdaki degisiklik de aymi sekilde bir etkiye
sahiptir (Yildirim ve ark., 2001).

Ideal DNA markérlerinin dzelliklerine baktigimiz zaman
* Polimorfizm oran1 yiiksektir.

» Kodominant kalitim (diploid organizmalarin homozigot ve heterozigotlugunun

saptanmast) belirlenebilir.
* Genomda sik bulunur.
* Cevresel kosullardan olduk¢a az etkilenir.
* Kolay elde edilebilir.
* Kolay ve hizli calismaya olanak verir.
* Verim orani yiiksektir.
* Veriler laboratuarlar arasinda degis-tokus edilebilir (Giirkok, 2009).

Molekiiler markor teknikleri, ¢ok az miktarda DNA ile biitiin bir genomun
analizinin  yapabilmekte, dis ¢evre kosullarindan etkilenmekte ve genetik
karakterizasyonda yogun olarak kullanilmaktadir. Boylece dogru ve kesin bir sekilde
tanimlama yontemi bulunmustur (Giilsen ve Mutlu, 2005). Molekiiler markorler
elektroforez ve gesitli boyama teknikleri veya radyoaktif problar ile genetik farkliliklari

gorsel olarak ortaya koymaktadir (Altinkut Uncuoglu ve Karakas, 2011).

Molekiiler markdrlerden (Tablo 1.3) bitkilerde genetik karakterizasyonunda, ilk
olarak RFLP (Restriction Fragment Lenght Polymorphisms) denen hibridizasyona



dayali (PCR Temelli Olmayan Teknikler) molekiiler markorler kullanilmistir. RFLP,
DNA polimorfizminin tespitinde, restriksiyon (endoniikleaz) enzimleriyle kesilen DNA
pargalart jel elektoroforezinde yiiriitiildilkten sonra nitroselilloz membran {izerine
transfer edilir, kimyasal etiketli problarla hibridize edilir ve farkli DNA pargalar1 ortaya
cikarilmis olur. RFLP, popililasyon ve tiir i¢i genetik cesitlilik ve filogenetik
calismalarinda, gen haritalamalarda, yakin akraba taksonlarinin iligkilerinin incelenmesi
ve gen akisi tespitlerinde kullanilmaktadir (Miller ve Tanksley, 1990; Desplanque ve
ark., 1999).

Yapilan arastirmalar sonucunda da; polimorfizm yoniinden SSR ve AFLP
markorleri, kurulus ve uygulama maliyet yoniinden RAPD ve ISSR markérleri,
giivenirlik yoniinden RFLP, SSR, ISSR ve AFLP markdrlerinin avantajli olduklart
belirlenmistir. PCR esash olanlar dominant (RAPD, ISSR, AFLP, AP-PCR, SRAP) ve
kodominant (SSR, STS, SNP, CAPS, SCAR) molekiiler markor olarak iki gruba
ayrilmaktadir. Bunlardan en yaygin kullanilanlar1 ise RAPD, AFLP, SSR, ISSR, SRAP,
SNP ve SAMPL markoér teknikleridir (Lin ve ark., 1996; Powell ve ark., 1996; Jones ve
ark., 1997; Milbourne ve ark., 1997; Nagaoka ve Ogihara, 1997; Goulao ve ark., 2001;
Palombi ve Damiano, 2002; Mignouna ve ark., 2003; Kwon ve ark., 2004; Rana ve
Bhat, 2004) (Tablo 1.4).

Tablo 1.3. Molekiiler markorlerin gesitleri

Kisa Adi | Tam Adi Tiirkce Ad1
RFLP Restriction Fragment Lenght Polymorphisms Sinirli Parca Uzunluk Polimorfizmi
RAPD Random-Amplified Polymorphic DNA Tesadiifi Cogaltilmis Polimorfik
DNA
SSR Simple Sequence Repeats Basit Dizi Tekrarlari
AFLP Amplified Fragment Length Polimorphism Cogaltilmig Par¢a Uzunluk
Polimorfizm
SCAR Sequence Characterized Amplified Regions Sekans Karekterizasyonu ile
Cogaltilmis Bolgeler
CAPS Cleaved Amplified Polymorphic Sequence Kesilip Cogaltilmis Polimorfik
Diziler
SRAP Sequence Relatad Amplified Polimorphism Dizi Iliskili Cogaltilmis Polimorfizm
SNPs Single Nucleotide Polymorphism Tek Niikleotid Polimorfizmleri
STS Sequence Tagged Sites Sekans Etiketli Bolgeler
SSCP Single strand conformation polymorphism Tek Iplik¢ik Uyum Polimorfizmi
RAMP Randomly amplified microsatellite Rastgele Giiglendirilmis Mikrosatellit
polymorphisms Polimorfizmi
TRAP Target Region Amplification Polymorphism Hedef Bolge Cogaltim Polimorfizmi
SSLP Simple Sequence Legth Polymorphism Basit Sira Uzunluk Polimorfizmi
ALP Amplicon Length Polymorphism Amplikon Uzunluk Polimorfizmi
AP-PCR | Arbitrarily Primed PCR Rastgele Primerli PCR
AS-PCR | Allele-specific PCR Alel Spesifik PCR




DAF DNA Amplification Fingerprinting DNA Amplifikasyon Parmak izi

ISSR Inter-Simple Sequence Repeats Basit Tekrarli Diziler Arasi
Polimorfizm

SAP Specific Amplicon Polymorphism Belirli Amplikon Polimorfizmi

Tablo 1.4. Molekiiler markorlerin siiflandirilmasi

Markor PZR Polimorfizm | Dominanthk | Verimlilik | Otomasyon | Maliyet
Teknigi Temelli

Olmasi
RFLP Hayir Diisiik/Orta Kodominant Yiiksek Diisiik Yiiksek
RAPD Evet Orta/Yiiksek Dominant Diisiik Orta Diisiik
AFLP Evet Yiiksek Dominant Yiksek Orta/Yiiksek | Orta
SSR Evet Yiksek Kodominant Yiiksek Orta/Yiiksek | Diigiik
ISSR Evet Yiiksek Dominant Yiiksek Orta/Yiiksek | Disiik
SCARS Evet Yiiksek Kodominant Yiiksek Orta Orta
STS Evet Yiiksek Kodominant Yiiksek Orta/Yiksek | Dusiik

ISSR (Inter Simple Sequence Repeat) tekniginde, ikili, U¢li, dortli ve besli
tekrarlanan niikleotitlere sahip primerler kullanilmakta, bu primerlerle iki mikrosatellit
aras1 bolge cogaltilir (Zietkiewicz ve ark., 1994). Primerlerdeki GC oraninin fazla
olmasi baglanma sicakliginin yiiksek olmasina ve kararli baglanmaya neden olur bu
yizden primerin DNA’ya yapisma sicakligl igerigindeki baz kompozisyonuna gore
degisir. Cogaltilmig trlinler genelde 200-2000 bg arasi uzunluktadir (Joshi ve ark.,
2000).

ISSR, dominant markér oldugu igin  primer dizayni yapmaya uygun bir
yontemdir (Joshi ve ark., 2000). Ayrica bir reaksiyonda ¢oklu bantlar elde edilebilir
olmasi, az miktarda DNA kullanilmasi, otomasyona uygun olmasi, radyoaktif madde
kullanim1 gerektirmemesi, yiiksek polimorfizm gdstermesi ve diisiik maliyetli olmasi
ISSR analizlerini genetik benzerlik, gen haritalama ve taksonomi ¢aligmalarinda

uygulanabilir kilmaktadir (Gupta ve ark., 1994; Zietkiewicz ve ark., 1994).

Ayrica ISSR tekniginde tekrarlanabilirligin diisiik olmas1 ve benzer biiytikliikteki
parcaciklarin homolog olmamasi, dominant olmasi, primerlere farkli erime

sicakliklariin belirlenmesi dezavantajlarindandir (Kesawat ve Kumar, 2009).

Bu calisma kapsaminda Barbarea cinsinin Ozellikle spesifik, inter ve infra
spesifik diizeyde taksonlarin arasindaki taksonomik problemlerin ¢oziilmesi
hedeflenmis olup bu kapsamda, 6zellikle varyasyonlarin belirlenmesinde ve birbirine

cok yakin taksonlarin ayrilmasinda ISSR yontemi kullanilmistir. Bu ¢alisma



kapsaminda Barbarea tiirlerinin yaninda dis grup olarak Chorispora tenella DC.,
Chorispora syriaca Boiss., Cardamine hirsuta L., Cardamine gracea L., Arabidopsis
thaliana (L.) Heynh., Rorippa amphibia (L.) Besser, Rorippa islandica (Oeder)
Borbas’a ait 6rnekler kullanilmistir. Calisma kapsaminda Barbarea tiirleri ile birlikte, B.
vulgaris, B. verna, B. intermedia, B. trichopoda, B. lutea, B. sicula, B. auriculata, B.
platycarpa, B. plantaginea, B. integrifolia, B. brachycarpa, B.anfractuosa ve B.duralii

arasindaki filogenetik iliski diizeyleri de belirlenmistir.
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2. KAYNAK ARASTIRMASI

Tohumlu bitkiler igindeki en biiyiik familyalardan olan Cruciferae familyasi daha
cok kuzey yarimkiirede, nadiren tropiklerde yayilmistir. Al-Shehbaz ve arkadaslarinin
yapmis olduklar1 ¢alismalara gore Brassicaceae familyas: 10-19 tribus, 338-360 cins ve
yaklasik 3709 tiirden olusmaktadir (Al-Shehbaz, 1973; Appel ve Al-Shehbaz, 2003; Al-
Shehbaz ve ark., 2006). Al-Shehbaz’in (2012) yapmis oldugu ¢alismaya gore
Brassicaceae familyasi 49 tribus, 321 cins ve 3660 tiir igermektedir. Bunlardan 20 cins
ve 34 tiir tribuslara aktarilmistir. Bu 338 cinsin 37°si Al-Shehbaz’in makalesinde
sinonim olmustur ve 21 cins (10’u yeniden diizenlenmis ve 11 yeni) eklenmistir. Bu
cinsler Notothlaspi Hook.f., Peltariopsis N. Busch, Sinapidendron Lowe ve Xerodraba
Skottsb. lectotipifikasyon edilmistir (Al-Shehbaz, 2012). Ancak familya igersindeki
biiylik filogenetik gruplar arasindaki iligkilerin ¢6ziimlenmesi hala problemlidir
(Couvreur ve ark., 2010; Franzke ve ark., 2011).

Barbarea (25 takson), Rorippa (86 takson) ve Dentaria (200 takson) cinslerinin
icersinde yer aldigi Cardamineae tribusu 333 tiir igermektedir. Bu tribusa ait diger
taksonlar dogal olarak tiim kitalarda yayilis gostermektedir (Al-Shehbaz ve ark., 2006;
Koch ve Al-Shehbaz, 2009).

Barbarea cins adi ilk olarak R. Brown tarafindan “W. T. Aiton, Hortus Kew.”
adli eserde 1812’de kullanilmigstir. Daha sonra A.P. De Candolle “Prodromus
Systematics Naturalis Regni Vegetabilis” adli eserinde “Barbarea” adina yer vermistir.
Bundan sonra yazilan tiim sistematik eserlerde ve kullandiklar sistemlerde; Boissier’in
“Flora Orientalis“inde, K. Prantal’in “Die Natiirlichen Pflanzenfamilien III” {inde, A.V.
Hayek’in “Botan Zbl. Beih” inde Barbarea adi kullanilmistir (Mutlu, 2002). Flora of
Turkey and the East Aegean Islands and The East Aegean Islands-1’de ise Barbarea
cinsi, 10 tribusa ayrilan Cruciferae familyasinin 7. tribusu olan Arabideae ig¢inde yer
almaktadir (Davis, 1965-1985).

Barbarea cinsi yaklagik 29 kadar iki ve ¢ok yillik tiirleri igermektedir. Genel
olarak Kuzey Yarim Kiire’de, ¢ok az kisimi ise Dogu Asya’da ki Subtropik bolgeler
(Al-Shehbaz ve Peng, 2000; Savran ve ark., 2009) ve Avusturalya’da (Hewson, 1982)
yayilis gostermektedir.

Bu arastirma ile Tirkiye’de diger biitiin iilkelerden daha fazla Barbarea

taksonunun yayilis gosterdigi, diinyada 29 olan tiir sayisiin 31 tiire ¢ikarildigr 13


https://tr.wikipedia.org/wiki/Tropik
http://www.ipni.org/ipni/idAuthorSearch.do?id=1318-1&back_page=%2Fipni%2FeditAdvPlantNameSearch.do%3Ffind_infragenus%3D%26find_isAPNIRecord%3Dtrue%26find_geoUnit%3D%26find_includePublicationAuthors%3Dtrue%26find_addedSince%3D%26find_family%3D%26find_genus%3DPeltariopsis%26find_sortByFamily%3Dtrue%26find_isGCIRecord%3Dtrue%26find_infrafamily%3D%26find_rankToReturn%3Dall%26find_publicationTitle%3D%26find_authorAbbrev%3D%26find_infraspecies%3D%26find_includeBasionymAuthors%3Dtrue%26find_modifiedSince%3D%26find_isIKRecord%3Dtrue%26find_species%3D%26output_format%3Dnormal
http://www.ipni.org/ipni/idAuthorSearch.do?id=9724-1&back_page=%2Fipni%2FeditAdvPlantNameSearch.do%3Ffind_infragenus%3D%26find_isAPNIRecord%3Dtrue%26find_geoUnit%3D%26find_includePublicationAuthors%3Dtrue%26find_addedSince%3D%26find_family%3D%26find_genus%3DXerodraba%26find_sortByFamily%3Dtrue%26find_isGCIRecord%3Dtrue%26find_infrafamily%3D%26find_rankToReturn%3Dall%26find_publicationTitle%3D%26find_authorAbbrev%3D%26find_infraspecies%3D%26find_includeBasionymAuthors%3Dtrue%26find_modifiedSince%3D%26find_isIKRecord%3Dtrue%26find_species%3D%26output_format%3Dnormal
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tanesinin Tirkiye’de bulundugu ve bunlardan 9 taksonun da endemik oldugu ortaya
konulmustur (Savran ve ark., 2009).

Revizyon caligmalar1 kapsamindaki toplanmig 6rnekler arasinda yer almamasina
siipheli kayit olarak verilmistir. Tiirkiye’de Istanbul’da Elmal1 baraji civarmdan yeni
kayit olarak verilen B.bracteosa tiirii iki ya da ¢ok yillik olmas1,50-65 cm boyunda,
tiysiizdiir. Alt yapraklarnn 2-4 c¢ift lateral loblu; iist yapraklar ise pinnatifiddir.
Cigeklenme brakteli rasem6z veya en azindan alt kisimlarindadir. Petal 55 mm, pedisel
meyvede 2-4 (-6) mm. Silikva 15-30x1-2 mm; valvelerin orta damari belirgindir. Stilus,
1-2 mm. Cigeklenme zamani Nisan-Mayis olarak bildirilmistir (Akkemik ve Yilmaz,
2016).

Barbarea kelimesinin etimolojisine bakildiginda, III. yiizyilda Antik Roma
botanik¢isi ve doga bilimci Zeno Jr.’nin “Barbarian” adl1 kitabinda Barbara kelimesini
kullandig bilgisine ulasilmaktadir. Barbarea adinin cins adi olarak verilmesinin sebebi
bir Hristiyan Azizesi olan Santa Barbara’nin yaralari iyilestirmek igin sar1 ¢igekleri
kullanmasindan dolayr adina izafeten bu cinse verildigi yazilmaktadir (Anonymous,
2009).

Barbarea cinsinin genel 6zelliklerini 6zetlersek; ¢ogunlukla nemli ortamlarda ya
da su kenarlarinda yayilis gosteren, iki ve ¢ok yillik, rizomlu veya normal, otsu gévdeli
bitkilerdir. Govde dik, yayik, siiriiniicii ve bazen yatiktir. Taban yapraklar basit; tam,
lirat, pinnatifit veya pinnatisekttir. Govde yapraklar kisa sapli veya sapsiz, kulakg¢ikli
ve ampleksikauldur. Tiiy durumu basit veya yok, ¢i¢ekleri saridir. Cigek durumu rasem
veya panikuladir. Meyve Cruciferae igin karakteristik olan silikvadir. Tohumlar tek
sirall, eliptik, ovat, kahverengi tonlarinda, siskin veya hafifce yassilagsmistir. Tohum
kabugu retikulat, nadiren tuberkulat-retikulat, 1slatildigi zaman musilajims1 degildirler.

Kotiledonlar kenara dayalidir (Savran ve ark., 2009).

Barbarea tiirleri Anadolu’nun her bélgesinden ve Trakya’dan Doguya genis
yayilis gostermektedir. Endemik olan tiirler daha ziyade Dogu Anadolu ve Karadeniz
Bolgeleri’'nde yayilis gostermektedir. Cinsin ise Tiirkiye’de yetisen taksonlarinin

yaklasik % 50 si endemiktir (Savran ve ark., 2009).

Diinya’da Barbarea cinsine ait taksonlar tizerinde kisith sayida c¢alisma

gerceklestirilmistir.  Yapilan sitogenetik calismalara ilk olarak 2007 yilinda
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Danimarka’da ki B. stricta, B. verna, B. intermedia, B. vulgaris ssp. vulgaris ve ssp.
arcuata taksonlarina ait P (Tiyli) ve G (Tiysiiz) tip ile 4PxG tiplerinin hibritlerinden
olugsan 17 aksesyonla FISH yontemi ve Giimiis Nitrat Boyama Teknigi kullanilarak
sitogenetik analizler yapilmistir. Temel kromozom sayilart 2n=18 ve 2n=16 olarak
sayilmistir. FISH yonteminde r DNA’da B.intermedia da 2; B. stricta, B.vulgaris ssp.
vulgaris’te 4; PxG hibridi olan B.vulgaris ssp. arcuata x B.verna’da ise 6 bolge
gozlemlenmistir (Jrgaard ve Linde-Laursen, 2007) (Tablo 2.1).

Table 2.1. Barbarea taksonlarimn hibrit kombinasyonlarina ait kromozom analiz sonuglar: (* belirlenen
krozom ve sentromer numarast; 2 belirlenen r DNA segment sayis1) (Martin ve ark., 2009)

Takson/Tip/Hibrit Analizde Kullanilan Numaralar
DAPI boyama * FISH *

B. vulgaris

ssp.vulgaris 2 1

ssp. arcuata P-type 3 2

ssp. arcuata G-type 4 3

ssp. arcuata P-xG-type 4 1

B. stricta 3 1

B. verna 2 1

B. intermedia 3 1

Manthon (1932)’de B. stricta i¢in yaptigi ¢alismada kromozom sayisin1 2n=16 ve
2n=18 olarak belirlemistir. Tischler 1934°de B. stricta ve B. vulgaris {izerine yaptigi
calismada kromozom sayilarmi 2n=14 v e 2n=16 olarak belirlemistir. Dvoiak ve
Dadakova (1984)’de yaptig1 ¢alismada B.vulgaris ssp. arcuata taksonuna ait somatik
kromozom biiyiikligiinii ilk kez 6lgebilmistir (Orgaard ve Linde-Laursen, 2007).

Martin ve ark. (2009) yilinda Tiirkiye’de yayilis gosteren 10 Barbarea taksonuna
ait yaptig1 karyomorfolojik calismaya gore sadece somatik kromozom sayilarinin
belirlenmistir. Bu arastirmada yer alan taksonlarin bir kisminda toplam kromozom boyu
esas alinarak (sentromer yerleri belirlenemediginden) karyotip analizleri
yapilamamistir. Temel kromozom sayist 2n=16 olarak gozlemlenmis ve taksonlara ait

idiyogramlar verilmistir (Martin ve ark., 2009) (Tablo 2.2).

Kromozom biiyikligiiniin  kiigik olmasindan dolayr sentromer yerleri
belirlenemediginden dolayr c¢ok az sayida yapilan sitogenetik caligmalara gore
Barbarea’da gorilen kromozom sayisi 2n=16’dan 2n=19’a kadar varyasyon
gostermektedir (Manton, 1932; Dvoiak ve Dadakova, 1984; @rgaard ve Linde-Laursen,
2007; Martin ve ark., 2009).
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Tablo 2.2. Barbarea taksonlarina ait kromozomlarin Kkarsilagtirilmast (AR: Kol Uzunlugu; CI:
Sentromerik indeks; THC: Toplam haploid komplement uzunlugu; M: median; SM: submedian; ST:
subterminal) (Martin ve ark., 2009)

Takson Adi 2n | Kromozom | AR Cl THC M | SM ST | Lokalite Toplayici
biiyiikliigii (ma)
B. vulgaris 16 | 0.98-2.33 - - 12.49 - - - Konya-Beysehir | Bagc1 3857
& Savran
B. verna 16 | 0.77-1.12 - - 7.37 - - - Konya-Beysehir | Bagc13861
& Savran
B. sicula 16 | 0.77-2.19 - - 10.68 - - - Antalya-Tahtal1 | Bagc1 3859
daglan & Savran
B. trichopoda 16 | 1.55-3.73 194 | 431 | 2191 2 5 1 Yozgat Bagc1 3597
& Savran
B. auriculata 16 | 1.30-1.72 152 | 5.00 11.65 6 2 - Erzincan-Egin Bagc1 3728
auriculata & Savran
B. lutea 16 | 1.57-2.54 160 | 492 | 17.07 6 2 - Kars- Susuz Bagc1 3704
& Savran
B. plantaginea 16 | 1.41-2.45 154 | 513 | 1441 5 3 - Konya-Beysehir | Bagc1 3864
& Savran
B. brachycarpa 16 | 1.75-2.68 137 | 528 | 17.27 8 - - Konya-Beysehir | Bagc1 3858
ssp. brachycarpa & Savran
var. brachycarpa
B. brachycarpa 16 | 0.95-1.60 - - 9.68 - - - Antalya-Tahtal1 | Bagc1 3862
Ssp. minor var. daglar & Savran
pilicarpa
B. brachycarpa 16 | 0.55-1.46 - - 7.75 - - - Konya-Bozkir Bagc1 3746
ssp. brachycarpa & Savran
var. ilicifolia

Son yirmi yilda Brassicaceae familyasinin bilimsel ve ekonomik Onemini
belirlemek amaci ile sistematik, filogeni ve filocografya calismalari olduk¢a hiz
kazanmistir. Arabidopsis ve Brassica tiirlerinin birer model organizma olmas: elbette bu
familya calismalar1 agisindan avantajli olmustur (Gupta, 2009). Bu familya hakkindaki
ilk bilgi toplama girisimleri bundan yaklasik 30 y1l 6ncesine dayanir (Vaughan ve ark.,
1976). Bunun pesinden Tsunoda ve ark. (1980) Brassica ve onun yabani akrabalari ile
ilgilenmislerdir (Gupta, 2009).

Son yirmi yil igerisinde molekiiler biyoloji ve DNA tekniklerindeki bitki
sistematigi ve evrimini agiklamakta devrim yaratmistir. Arabidopsis thaliana’nin model
organizma olmas: Brassicaceae familyasini bilimsel caligmalarda hep ©on plana
cikarmigtir. Ancak Viyanada yapilan 17. Uluslararas1 Botanik kongresinde bu familya
lizerine yapilan calismalar birlestirilerek 6zel bir dergi sayisi yapilarak tiim tiirler
hakkinda ilk Kkarsilagtirmali check-list olusturulmustur (Warwick ve ark., 2006a;
Warwick ve ark., 2006b).

Son zamanlarda bunlara ilave olarak (Koch ve ark., 2000; Koch ve ark., 2001,
Appel ve Al-Shehbaz, 2003; Koch, 2003; Al-Shehbaz ve ark., 2006; Bailey ve ark.,
2006; Koch ve Mummenhoff, 2006; Warwick ve Al-Shehbaz, 2006; Koch ve ark.,

2007) yapilan c¢alismalarda Brassicaceae familyasinin morfolojik ve taksonomik
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yaklasimlari ile molekiiler veriler 1s1¢1nda filogenetik iliskileri daha iyi anlagilabilmistir.
Sonug olarak Brassicaceae familyasina ait tribuslarin filogeniye dayali siniflandirilmasi
yapilmistir (Al-Shehbaz ve ark., 2006; Al-Shehbaz ve Warwick, 2007; German ve Al-
Shehbaz, 2008).

Gegtigimiz yirmi yilda model organizmalar olan Arabidopsis, Brassica ve
Capsella cinsleri hakkinda olduk¢a genis bilgi sahibi olmanin yanisira 4 kosetasi
denebilecek caligma yapilmigtir. Bunlar yeni tribuslara dayali familya alt1 siniflandirma
yapilmistir; monofiletik cinsler tanimlanis ve kabul edilmistir (Tsunoda ve ark., 1980) ;
Cruciferae evrimindeki temel ilkeler ¢6ziimlenmis, tiirler veya cinse 6zgii evrimlesme
tarihgeleri detaylandirilarak kesfedilmistir (Tsunoda ve ark., 1980). Filogenetik
siralamada Capparales ve Cleomaceae familyalarinin en yakin ve kardes familyalar
olarak belirlenmistir (Gupta, 2009).

2005 yilindan onceki calismalara bakildiginda tribuslardaki siralamanin yapay
olarak yapildigi ve cinslerin filogenetik akrabaliklarini tam olarak yansitmadigi
anlagilmaktadir. Tribus siniflandirma ¢aligsmalar1 oldukc¢a uzun bir tarihgeye sahip olup
bunlari oldukga iyi 6zetleyen ¢esitli ¢alismalar mevcuttur (Appel ve Al-Shehbaz, 2003,;
Koch ve ark., 2003; Koch, 2003; Al-Shehbaz ve ark., 2006; Bailey ve ark., 2006;
Warwick ve Al-Shehbaz, 2006; Warwick ve ark., 2007).

Al- Shehbaz ve ark. (2006) yilinda yaptiklari c¢alisma ile 16 yeni tribus
tanimlamislar veya bazilarini yeniden diizenlemislerdir.

Son zamanlarda bu familya ile ilgili yapilan analizlerde ise oncelikle plastidlerde
trnF pseudogene, ¢ekirdek alkol dehidrogenaz (adh), nrITS, chalcone sentez (chs) ve
maturase (matK) sekans verileri kullanilmistir (Koch ve ark., 2007).

101 cinsi igeren Brassicaceae familyasina ait ilk karsilastirmali filogeni
caligmasi ndhf genine dayanmaktadir (Beilstein ve ark., 2006). Bu g¢alismada ii¢ biiyiik
klad 6nemli oranda desteklenmistir. Bu ¢alisma aynm1 zamanda Al- Shehbaz ve ark.
(2006) yilinda yaptigi tribus siniflandirmasinada katki saglamistir. Bailey ve ark. (2006)
yilinda yaptigi ITS’e dayali caligmalart ile yeni sistemi olduk¢a desteklemislerdir.

Cok genli filogenik analizler kullanilmasina ragmen, familyanin iskeletini
olusturan yap1 tam olarak ¢oziilememistir ve iki hipotezle agiklanabilmektedir. Birincisi,
erken radyasyon olaylar1 olduk¢a hizliydi ve farkli baglantilar1 ayiran genetik ¢esitlilik
diisik seviyelerdeydi. Ikincisi ise ags1 evrimlesmedir (Brassiceae tribusunda

bulunmustur). Bu da gen agaglarinda catismalarla sonuglanmakta ve tiirlerin filogenileri



15

goriilememektedir. Franzke ve ark. (2008) yilinda mitokondride yaptigi nad4 intron
calismasi ile birinci hipotezi desteklemektedir. Bu goriis Koch ve ark. (2007) yilinda
yaptig1 calisma ile mikro yapilarin evrimlesmesi ile erken dagilisi agiklamakta faydali
olmustur.

Diinyada Barbarea cinsi tizerinde ¢ok kisitli da olsa farkli konularda ¢alismalar
yapilmistir. Bunlardan birincisi; “Barbarea vulgaris Subsp. arcuata’min 2 tipinde bocek
direnci ve yaprak glukosinolatlarinda mevsimsel degisim” g¢alismasidir (Agerbirk ve
ark., 2001). “Barbarea cinsinin taksonomik karakterleri olarak glokusinolatlari, pire
bocegine dayaniklilign ve yaprak tiyliligi”(Agerbirk ve ark., 2003). “Plutella
xylostella Giivelerinde Barbarea vulgaris’in Degisik Direnglerdeki Saponinler ile
Miskisi” isimli yaymnda bu tiiriin giivelere kars1 direncinden bahsedilmektedir (Agerbirk
ve ark., 2003).

“Tayvan’da Barbarea cinsi” isimli yaymnda iki dogal Barbarea tiiriiniin
revizyonu yapilmistir (Al-Shehbaz ve Peng, 2000). “Ingiltere ve irlanda’da Barbarea
cinsi” isimli yayinda 4 Barbarea taksonunun revizyonu ¢alisilmistir (Rich, 1987).

Tamami Barbarea cinsine ait olmasa da “Contributions to the Flora of Turkey,
1.” adl1 yayinda Parolly & Eren Barbarea taksonlarinin statiileri ve yeni bir varyete ile
onemli bir arastirma yapmuslardir. Bunlarin disinda bazi floralarda Barbarea tiirlerine
iligkin betimlemeler ve tiirlerin yaymlandigi kaynaklar da mevcuttur (Flora Orientalis,
Flora Hellenica, Flora of China , Flora of Pakistan, Flora Iranica, Flora of Europe, Flora
of the U.S.S.R., Flora of North America, Flora d’ Italica).

DNA’nin yapisinin aydinlatilmasiyla baglayan ve 20.yy’a damgasini vuran
Genetik Devrimi pek c¢ok disiplinde 6nemli yararlar saglamistir. Giinlimiizde bitki
tiirlerinin tanimlanmasinda, kromozom haritalamalarinda, gen kaynaklarinin tespitinde,
evrimsel gelisim analizlerinde ve genetik varyasyonun arastirilmasinda yeni molekiiler
yontemler ortaya konmustur. Molekiiler yontemler biiyiik avantajlar saglamaktadir
(Saragoglu, 2007). Morfolojik ve biyokimyasal markorlerin  uygulamadaki
yetersizlikleri, molekiiler tekniklerin ¢evre faktorlerinden etkilenmemesi, polimorfizm
oranlarmin yiiksek olmasi, olduk¢a stabil olmalart ile giderilmistir (Soller ve
Beckmann, 1983; Tanksley, 1983; Avise, 1994; Bretting ve Widrlechner, 1995).

Biyoloji bilimlerindeki gelismeler DNA’nin yapisinin agiklanmasindan sonra

hizlanmistir. Saiki ve ark. (1988) in vitro ¢ogaltma esasina dayali bir teknik olan PZR’1
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gelistirmiglerdir, bu sayede daha saglikli filogenetik siniflandirmalar yapilmaya
baslanmustir.

Son yapilan c¢aligmalarla tiim ¢igekli bitkilerin filogenetik soyagaci ana hatlar
ile tespit edilmeye baslanmis ve bircok familyay1 kapsayan biiyiik gruplarin soyagaci
belirlenmistir (Bremer ve ark., 2003). 50 familya ve yaklasik 100 cinse ait 6rnekler
tizerinde filogenetik analizler gerceklestirmistir. Bitki molekiiler sistematigi alaninda
devam eden bu gelismeler neticesinde tiim taksonomik diizeylerin spektrumunu ortaya
cikarmak ve ¢oziimler ortaya koymak amaciyla DNA sekanslama ¢alismalar1 yapilmaya
baslanmustir (Soltis ve ark., 1991).

Bir gruptaki DNA dizilimleri baska bir sistematik grupta yer alan dizilimlerle
farkliliklarinin ortaya ¢ikarilmasi sonucu sistematik incelemelere olanak saglamaktadir
(Liu, 2004).

Son yillarda bitkilerin genetik yapilarinin incelenmesinde RFLP (Restricition
Fragment Length Polymorphism), SSR (Simple Sequance Repeat), RAPD (Random
Amplified Polymorphic DNA) ve AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism)
gibi molekiiler markorler kullanilmakla birlikte, AFLP herhangi bir organizmanin
genomunun hizli bir sekilde polimorfizim bakimindan calisilmasina olanak saglamast,
tekrarlanabilirliginin  yliksek olmasi, calisilan materyalde DNA baz diziliminin
bilinmesine gerek olmamasi, her bir primer kombinasyonunda ortalama olarak 30-40
farkli bant profilinin goriilmesi ve her primer kombinasyonu calisilan organizma igin
ayr1 bir parmak izini olusturmasi nedeniyle genotipik tanimlamalarda, kiiltiire alinmis
ve yabani bitkilerin genetik farklilik analizlerinde yaygin olarak uygulanmaktadir (Sun
ve ark., 1999; Wong ve ark., 2001; Lamote ve ark., 2005; Ayanoglu ve ark., 2007; Han
ve ark., 2007; Wang ve ark., 2007; Baraket ve ark., 2009; He ve ark., 2009).

ITS bolgesi 18S ve 26S niiklear rDNA bolgeleri arasinda bulunan kisimlardir.
ITS sekanslama ¢alismalar1 Ozellikle Angiosperm’lerde cins ve tir diizeyinde
siniflandirma  ¢alismalarinda odak noktasidir. Bu nedenle ITS sekanslari
Angiosperm’lerde yeniden filogenetik diizenlemelerin yapilmasinda 6nemli bir yontem
olmustur (Baldwin ve ark., 1995).

Son yillarda morfolojik verilere gore siniflandirma yapmanin zor oldugu
familyalarda simiflandirmalarin  modernlestirilmesi ve revize edilmesi amaciyla

filogenetik ¢alismalar gerceklestirilmektedir (APG, 2003).
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German ve Al-Shehbaz (2008) yilinda Brassicaceae familyasi {izerinde yaptiklar
molekiiler calismada fitokrom sekanslarini kullanmiglar ve familyayr 25 tribusa
ayirmiglardir.

German ve ark. (2009) tarafindan 121 cinse ait 184 tiir ve 189 taksonla yapilan
ITS sekans calismasinda tribuslarin sinirlar1 ve igerdikleri cinsler belirlenmistir.

Beilstein ve Windham (2003), Kuzey Amerika Draba taksonlar1 iizerinde
yaptiklar1 ITS sekanslama c¢alismalarinda bu bolgedeki taksonlarin filogenetik
iliskilerini arastirmislardir.

Chen ve ark. (2010) yaptiklar1 molekiiler ¢alismada dar yayilishh endemik
Coelonema ve Draba taksonlari {izerinde ITS galismalar1 yapmislar ve bu iki cinsin
filogenetik yakinliklarini arastirmislardar.

Thaden ve ark. (2010) , Draba L., Arabis L., Athysanus Greene, Drabopsis K.
Koch, Erophila DC., Graellsia Boiss., Heterodraba Greene, Schivereckia Andrz. ex DC.
ve Tomostima Raf. cinslerinin taksonlari tizerinde molekiiler ITS galismalar1 yapmislar
ve bu cinsler arasindaki filogenetik yakinliklar1 belirlemislerdir.

Birgok alttiir iceren Cardamine amara ozellikle kuzey dogu Ispanya’da
Katalonya’da yayilis gosteren tetraploid alttiric C. amara subsp. olotensis ve C.
amara and C. raphanifolias. I'nin aralarinda yer aldig1 orta Italya populasyonlarmin
taksonomik pozisyonlarint ¢ézmek i¢in morfometrik yontemler ve AFLP teknigi
kullanilmigtir (Lihova ve ark., 2004).

Ayrica molekiiler ¢aligmalar kapsaminda Tirkiye florasinda halen Arabideae
tribusunda yer alan Barbarea ve Rorippa cinslerinin Al-Shehbaz’in (2012) yilinda 49
tribus ve 321 cins ile 3660 tirle yaymnlamis oldugu calismasinda yer alan tribal
siniflandirmada benimsenmis olup; bu cinsler Cardamineae tribusunda yer almaktadir.
Dolayisiyla son giincel siniflandirma gozetilerek bu calisma kapsaminda dis gruplar
olarak ¢esitli cinsler ve tribuslar1 temsil eden 6rnekler Cardamineae, Chorisporeae ve
Camelineae belirlenmistir.

Brassicaceae familyasi iizerine karsilastirmali molekiiler analizler sonucu bu
familyanin en son giincellenen hali ile 49 tribusdan olustugu anlagilmistir (Al-Shehbaz,
2012). Brassicaceae familyasi igerisinde ve yakin dig gruplar arasinda yapilan
caligmalarda filogenetik iliskilerin gergevelerinin belirlenmistir (Al-Shehbaz ve ark.,
2006; Bailey ve ark., 2006; Al-Shehbaz ve Warwick, 2007; Warwick ve ark., 2007;
German ve Al-Shehbaz, 2008; Warwick ve ark., 2008; Al-Shehbaz, 2012). Bu


http://www.ipni.org/ipni/idPlantNameSearch.do?id=13019-1&back_page=%2Fipni%2FeditAdvPlantNameSearch.do%3Ffind_infragenus%3D%26find_isAPNIRecord%3Dtrue%26find_geoUnit%3D%26find_includePublicationAuthors%3Dtrue%26find_addedSince%3D%26find_family%3D%26find_genus%3DSchivereckia%26find_sortByFamily%3Dtrue%26find_isGCIRecord%3Dtrue%26find_infrafamily%3D%26find_rankToReturn%3Dall%26find_publicationTitle%3D%26find_authorAbbrev%3D%26find_infraspecies%3D%26find_includeBasionymAuthors%3Dtrue%26find_modifiedSince%3D%26find_isIKRecord%3Dtrue%26find_species%3D%26output_format%3Dnormal

18

caligmalar 6zellikle ziraai ve ekonomik énemi olan cinsler lizerine gergeklestirilmistir.
Ayrica molekiiler ¢aligmalar kapsaminda Tiirkiye florasinda halen Arabideae

tribusunda yer alan Barbarea ve Rorippa cinslerin Al-Shehbaz’in (2012) 49 tribus, 321

cins ve ile 3660 tirle yapmis oldugu c¢alismada yer alan tribal siniflandirmada

Cardamineae tribusunda yer aldig1 tespit edilmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyallerin Elde Edilmesi
Literatiir taramasinda, Barbarea cinsine ait tiirlerin gegmisten giliniimiize yapilan
caligmalara gore sinonim isimleri dahil sayisinin 87 oldugu ve bunlardan 58 tanesinin
sinonime  diistigli, 29 tirlin ise varhigmi sirdirdigi tespit edilmistir
(www.plantsystematics.org; Warwick ve ark., 2006). Barbarea cinsinin taksonomik yeri
asagida verildigi gibi olup;
Kingdom Plantae
Subkingdom Tracheobionta
Division Magnoliophyta
Class Magnoliopsida
Subclass Dilleniidae
Order Capparales
Family Brassicaceae
Genus Barbarea

su anda yasayan ve sistematigi dogru kabul edilen 29 tiiriin adlar1 agagida liste alfabatik
sira halinde verilmis ve Tiirkiye’de saptananlar * isareti ile belirtilmistir.

1. Barbarea alpicola Murbeck

2. Barbarea altaica Andrz. ex Steud

3. Barbarea altissima Tin.

4. Barbarea arisanense (Hayata) S. S. Ying

5. *Barbarea auriculata Hausskn. & Bornm.

6. Barbarea balcana Pancicé.

7. Barbarea bosniaca Murbeck

8. *Barbarea brachycarpa Boiss.



9. *Barbarea bracteosa Guss.

10. Barbarea conferta Boiss. & Heldr.

11. Barbarea grayi Hewson

12. Barbarea hongii Al-Shehbaz & G. Yang
13. *Barbarea integrifolia DC.

14. *Barbarea intermedia Boreau

15. Barbarea ketzkhovelii T.Mardalejshvili
16. Barbarea lepuznica Nyar.

17. Barbarea longirostris Velen.

18. *Barbarea lutea Cullen & Coode

19. Barbarea orthoceras Ledebour

20. *Barbarea plantaginea DC.

21. *Barbarea platycarpa Hausskn. & Bornm.
22. Barbarea rupicola Moris

23. Barbarea sibirica (Regel) Nakai

24. Barbarea sicula C.Presl

25. Barbarea stricta Andrz.

26. Barbarea taiwaniana Ohwi

27.*Barbarea trichopoda Hausskn. & Bornm.
28. *Barbarea verna (Mill.) Aschers

29. *Barbarea vulgaris R.Br.
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Ancak Parolly ve Eren (2006) yilinda yaptiklar1 ¢alisma ile B. hedgeana Kit Tan
& Gemici tiriiniin Barbarea brachycarpa Boiss. subsp. brachycarpa var.
brachycarpa nin sinonimi, B. intermedia Bor. adli tiiriin Tirkiye’de bulunmadigini,
GAZI ve EGE herbaryumlarinda mevcut Orneklerin ise B. sicula olduguna karar
vermislerdir. Ayrica bu makalede, Parolly & Eren, 1986’da Greuter ve arkadaslar
tarafindan yapilan bir yayina atifta bulunarak B. minor ile B. brachycarpa’nin tiirdes
olduklarint belirtmisler ve Tiirkiye’de bazi herbaryumlar da bulunan B. minor
taksonlarmi yeniden degerlendirerek B. brachycarpa tiiriiniin alt taksonlar1 olarak ifade
etmislerdir. Ayni ¢alismada iki de yeni varyete belirlemislerdir (Parolly ve Eren, 2006).
Sonu¢ olarak Barbareanin revizyonunu igeren bu calismanin Oncesinde cinsin
Tirkiye’de 13 tiir, 3 alttiir ve 6 varyete ile bilinmektedir. Bu taksonlarin 9 tanesi
endemiktir (Savran ve ark., 2009) (Tablo 3.1).

Tablo 3.1. Tiirkiye’de yetisen baz1 Barbarea cislerinin diinyadaki yayilisi (Savran ve ark., 2009)

Tirkiye | Asya Avrupa | Amerika | Avustralya | Afrika
B. plantaginea X X X
B. vulgaris X X X X X
B. verna X X X X X
B.lutea X
B. platycarpa X
B. auriculata X
B. intermedia X X X X X X
B. brachycarpa X X
B. trichopoda X
B. integrifolia X

Bu c¢alismada kullanilacak Barbarea cinsinin tiirlerine ait Ornekler, Tiibitak
projesi kapsaminda Tiirkiye genelinden 2006-2009 Nisan-Agustos aylar1 arasinda
yapilan arazi ¢alismalart sonucunda toplanmistir (Sekil 3.1). Tiirkiye’nin farkli
bolgelerinden toplanan Barbarea cinsinin tiirlerine ait 6rnekler arazi ortaminda silika jel

igerisine konularak kurutulmus olup Bitki Biyolojisi laboratuvarinda saklanmaktadir.



22

Sekil 3.1. Barbarea taksonlarinin Tiirkiye’deki revizyon sonrasi dagilis haritas1 (Savran ve ark., 2009)

3.2. Yontem

3.2.1. DNA izolasyonu

Tiirkiye’ nin farkli bolgelerinden toplanan Barbarea cinsinin tiirlerine ait 6rnekler
arazi ortaminda silika jel igersine konularak kurutulmustur. DNA izolasyonu Soltis
tarafindan modifiye edilen Doyle’un metodu (CTAB metodu) kullanilarak
gerceklestirilmistir (Soltis ve ark., 1991).

3.2.2. CTAB yontemiyle DNA izolasyonu protokolu

— Bitkiden alinan pargalar hassas terazide tartilir (~0.08 g).

— Steril havanlarin igerisine bir miktar sivi azot dokiildiikten sonra sogumasi i¢in 10—
15 saniye bekletilir.

— Havandaki azotun igerisine bitki pargalari atilir ve ezilerek toz haline getirilir (Sekil
3.2).

— Bu toz zaman gegirmeden 1.5 ml’lik eppendorf tiiplere alinir.

— Tiiplere 750 ul, %1 v/v, 2X CTAB + B-merkaptoetanol ¢ozeltisi eklenir (25 ml 2X
CTAB’a 250 pl 2-merkaptoetanol ilave edilerek hazirlanir).

— Hazirlanan tiiplere 10-15 pl RNA-az eklenir.

— Tiipler 65°C sicaklikta 30 dakika bekletilir.
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Sekil 3.2. A. Hassas terazide numune tartilmasi B. Havanda azotla numenin ezilmesi C. Tiiplerin sitic
blokta bekletilmesi.

— Tiplere 750 ul kloroform-izoamilalkol (24:1) ilave edilir.

— Tipler 25°C sicaklikta 5 dakika 7000 rpm’de santrifiij edilir.

— Tiiplerin tizerindeki seffaf sivi kisim (400-600 pl) yeni steril 1.5 ml’lik tiiplere
aktarilir.

— llk tiiplerin iizerine 300 pl 2X CTAB + B-merkaptoetanol ¢ozeltisi eklenir.

— Bu tiipler 14500 rpm’de 5 dakika santrifiij edilir.

— Seffaf siv1 iist kisimdan 200—400 pl daha alinarak yeni tiiplerin {izerine ilave edilir.
— Yeni tiiplere 0.6 V izoropil alkol (oda sicakliginda bekletilmis) eklenir (600 pul seffaf
stv1 i¢in 360 pl izopropil alkol).

— Yeni tiiplerin hafifce ¢alkalanmasi sonucu DNA gozlenir.

— Yeni tiipler 25°C sicaklikta 14500 rpm’de 5 dakika santrifiij edilir (Sekil 3.3).

— Dipte olusan pellet diisliriilmeden tiiplerin i¢indeki sivi dokiiliir.

Sekil 3.3. DNA izolasyonu basamaklarindan A. Santrifiij yapilmasi B. Fenol kloroform izoamil alkol
ilavesi
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— Pelletin tizerine 1 ml %70’lik Et-OH ilave edilir.

— Tiipler 25°C sicaklikta 14500 rpm’de 5 dakika santriftij edilir.

— Pellet diisiiriilmeden tiiplerin igerisindeki etanol dokiilerek tiipler kurumaya birakilir.
— Etanol buharlasinca tiiplere 200 pul TE pH=8.0 ¢ozeltisi eklenir.

— DNA tamamen ¢oziinene kadar tiipler karigtirilir.

— Ornekler +4 °C sicaklikta saklanir.

— Daha sonra 6rnekler -20 °C sicakliga alinarak PZR calismalarinda kullanilir. Stok
DNA ise -80 °C*de uzun siireli saklamaya alinir.

— Elde edilen DNA konsantrasyonlari NanoDrop ile belirlenir. Elde edilen DNA
orneklerinin ¢aligma konsantrasyonlart 100 ng/ul olacak sekilde esitlenmistir (Sekil
3.4).

Sekil 3.4. Elde edilen DNA konsantrasyonlarinin NanoDrop ile 6l¢iilmesi

3.2.3. DNA saflik analizi

Tris-EDTA (TE) iginde ¢Oziinmiis halde bulunan DNA o&rneklerinden 2 pl
alinarak tizerlerine 8 pl ultra saf su ve 2 ul brom fenol mavisi ilave edilmistir. Elde
edilen DNA, ultra saf su ve boya karisimi1 daha 6nceden hazirlanmis %1 lik agaroz jel

kuyucuklarina yiiklenmistir (Sekil 3.5).
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Sekil 3.5. DNA orneklerinin %1 lik agaroz jel kuyucuklarina yiiklenmesi

Agaroz jelde yiiriitiilecek olan DNA oOrneklerinin ¢aligmada kullanilabilirligi

hakkinda bu sekilde fikir edinilir. Ayrica, DNA 6rneklerinin NanoDrop ile 260/280/230

nm dalga boylarinda 6l¢iimleri gergeklestirilmis olup sonugta, ng/ul olarak miktarlari ve

niikleik asit/protein oranlar1 veya niikleik asit harici komponentlerin miktari

belirlenmistir.

Calismada kullanilan Barbarea taksonlar1 ve dig gruplara ait lokalite bilgileri ve

Nanodrop 6lgtimleri Tablo 3.2 ve Tablo 3.3’de verilmistir.

Tablo 3.2. Caligmada kullanilan Barbarea taksonlar1 ve dis gruplara taksonlarina ait lokalite bilgileri

SIRA
NO TAKSON TOPLAYICI NO LOKALITELER
L B. vulgaris ssp. Bagct 3672, Savran A4 Cankin: Tlgaz Dagi, Derbent mevkii, Derbent
vulgaris Baskdse oteli civari Ilgaz (Kastamonu),14.06.2007.
) B. vulgaris ssp. Bagct 3678, Savran A4 Cankin: Ilgaz, Sanayak yaylasi, Ugoluk mevkii,
vulgaris Basgkdse 1840 m,15.06. 2007.
3 B. verna Bager 3652,  Savran C4 Antalya: Antalya-Akseki, Geyran Yaylasi, dere
' Baskdse civary, 1420 m, 9.6.2007.
4 B. verna Bagct 3651, Savran C4 Antalya: Antalya-Akseki, Geyran Yaylasi, dere
' Baskose civari, 1420 m, 9.6.2007.
. . . B1 izmir: Odemis, Bozdag kayak tesisleri iizeri,
5 B. intermedia Bagci 3937 & Savran 1537 m, 20.05.2009.
C3 Antalya: Kemer, Tahtali Dag, Beycik koyil
6 B. sicula Bagci 3657 & Savran tizeri eren mevkii, Cedrus libani orman agikliklart
nemli yerler, 1750-1800 m, 09.06.2007.
7 B. sicula Bager 3675, Savran A4 Cankiri: Ilgaz, Kiicik Ilgaz Dagi Siitgolleri
' Baskdse yaylast, 2030-2050 m, 15. 06. 2007.
. . A5 Cankin: Kiiciik Ilgaz Dagi, Kast-Tosya, llgaz
8 B. trichopoda Bagc1 3673 & Savran gecidi, 1656 m, 15.06.2007.
9 B. auriculata var. Bager 3728,  Savran B7 Erzincan: Kemaliye, Ergii Koyt tzeri, dere
auriculata Bagskdose kenarlari, 1550-1600 m, 29.06.2007.
: A9 Kars: Arpagay, Karakale Koy, cayirlik alan,
10 |Bauriculatavar. oo 3707 & savran nemli yerler, 1800-1900 m, 27.06.2007.

paludosa
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11 B. lutea Bager 3704, Savran & | A9 Kars: Kars-Susuz, Kiziroglu koyi, sulu ve
) Baskose nemli ¢ayirlik yerler, 2300 m, 27.06.2007.
< A9 Ardahan: Ardahan-Savsat yolu 15-20 km,
12 |B. lutea Bager 3708 & Savran cayirlik sulu yerler, 2150 m, 28.06.2007.
13 B. plantaginea Bagci 3600, Savran & Bl Izmir: Odemis, Bozdag, Bozdag Kayak merkezi
Bagskose civari, sulu yerler, 1530 m.
. < C3 Konya: Seydisehir, Catma yolu, yayla yakini,
14 B. plantaginea Bagci 3642 1398-1400 m, 8.6.20007.
15 B. plantaginea Bagcar 3867, Savran & |C3 Konya: Beysehir, Kurucaova-Musalla mevki,
- plantag Baskse 1450 m,17.05.2008.
Bagcar 3720, Savran & | A7 Giimiishane: Ertabil koyi, Biyiik dere, 1900-
16| B. plathycarpa Bagkse 1950 m, 29.06.2007.
. o < . | A7 Giimiishane: Edire kdyii tizeri, Dipsiz gol,
17 B. integrifolia Bagci 3726,Savran & Bagkdse 2100-2130 m. 29.06.2007.
B. brachycarpa ssp. C4 Antalya: Akseki, Geyran yayla diizlik alanlar
18 brachycarpa  var. | Bagc: 3656,Savran & Bagskdse | dere kenarlari, 1430 m, 09.06.2007.
brachycarpa
B. brachycarpa ssp. . C3 Konya: Seydisehir, Agac tepesi giineyi, Arvana
19 brachycarpa var. Bagcf. 3745, Savran & Yayla yolu,1450-1500 m, 24.05.2008.
Bagskose
brachycarpa
B. brachycarpa ssp. C3 Konya: Seydisehir-Manavgat, Bozkir yol sapagi
20 brachycarpa  var. | Bagc: 3888 & Savran 4.km, serpantin, 1700 m, 15.06.2009.
ilicifolia
21 B. brachycarpa ssp. | Bagc: 3714, Savran & |A9 Ardahan: Ardahan-Artvin yolu, Camlibel
robusta Baskose gecidine 1-2 km kala, 2600- 2650 m, 28.06.2007.
B. brachycarpa ssp. | Bagc: 3607, Savran & B1 Manisa: Corgilin dogusu, golet alti, nemli yerler,
22 L T . 1241 m, 13.05.2007.
minor var. minor Baskose
B.brachycarpa ssp. . B2 Denizli: Civril, Akdag, eski yangin kulesi civart,
23 minor var. Bagci 3609, Savran & kayalik yamaglar, 1950 m, 14.05.2007.
Bagskose
hedgeana
Baga 3774, Savran & |C2 Mugla: Koycegiz, Agla-Eskele arasi, Sandras
24 | B.anfractuosa Baskdse Dag, 2050-2100 m, 05.06.2008.
. . C2 Mugla: Kdycegiz, Sandras dagi, Gokgeova golii
25 B. duralii Bagci 3921, Savran & Tutar kenar1,1730 m, 19.05.2009.
26 Chorispora tenella | A.Duran 5670 & E.H. fg 5';88{&: Ermenck, Kazanct kasabasi, 1550 m,
. . C4 Konya: Golyazi-Cihanbeyli arasi, Alakir
27 Chorispora syriaca | A.Duran 7131 mevKii, 900 m, 30.04.2006.
28 Cardamine hirsuta | A.Duran 7757 A5 Sinop: Dibekli kdyii, 2 m, 26.04.2008.
. Al Edirne: Enez, Hisarli koyii, Hisar dagi, 384 m,
29 Cardamine gracea | A.Duran 8764 2.4.2010, maki acrklig:.
30 Arat_Jidopsis A Duran 7771 Ab5 Sinop: Sinop kalesi duvari, 2 m, 26.04.2008.
thaliana
. - . C3 Konya: Seydisehir, Seydisehir ¢ikisi, Golylizii
31 Rorippa amphibia | Bagc: 3980 &Tutar Koy, su ici, 1200 m, 8.6.2009.
32 Rorippa islandica Bager 4091 &Tutar A8 Rize: Kalkandere, Yeni cezaevi karsisi, dere

kenari, 12.7.2009

Tablo 3.3. Barbarea tiirlerine ait DNA izolasyon sonuglari

No TAKSON ng/ul 260/280
1) |B. vulgaris ssp.vulgaris 1048,97 1,7

2) | B. vulgaris ssp.vulgaris 956,11 1,71

3) |B.verna 859,19 1,96

4) |B.verna 800,48 1,74

5) | B. intermedia 447,36 1,84

6) |B.sicula 442,85 1,79

7) |B.sicula 1076,96 1,91

8) | B. trichopoda 303,44 1,66
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9) |B. auriculata var. auriculata 595,62 1,82
10) | B. auriculata var. paludosa 313,16 1,74
11) | B. lutea 386,68 1,85
12) | B. lutea 790,46 1,9

13) | B. plantaginea 874,21 1,87
14) | B. plantaginea 488,15 1,81
15) | B. plantaginea 848,48 1,75
16) | B. plathycarpa 813,04 1,59
17) | B. integrifolia 1383,68 1,91
18) | B. brachycarpa ssp. brachycarpa var. brachycarpa 309,07 1,19
19) | B. brachycarpa ssp. brachycarpa var. brachycarpa 762,81 1,89
20) | B. brachycarpa ssp. brachycarpa var. ilicifolia 954,46 1,86
21) | B. brachycarpa ssp. robusta 1452 87 1,92
22) | B. brachycarpa ssp. minér var. minor 370,6 1,88
23) | B. brachycarpa ssp. minér var. hedgeana 1260,82 1,92
24) | B. anfractuosa 575,14 1,82
25) | B. duralii 721,78 1,79
26) | Chorispora tenella 549,81 1,96
27) | Chorispora syriaca 229,98 1,77
28) | Cardamine hirsuta 123,27 1,71
29) | Cardamine gracea 1326,46 1,86
30) | Arabidopsis thaliana 82,94 15

31) | Rorippa amphibia 2898,56 1,95
32) | Rorippa islandica 1896,16 1,92

3.2.4. ISSR primerleriyle PZR amplifikasyonu

Izole edilen total DNA nin (100 ng/ pl’lik ¢alisma konsantrasyonlar1) 4 pl’si,

PZR amplifikasyonu i¢in hazirlanan karigimin 21 pl’si ile karnistirilarak 25 pl’lik mix

hazirlanip polimeraz zincir reaksiyonu gergeklestirilmistir (Sekil 3.6).

PZR karigiminin igerigi ve kimyasal maddelerin oranlari ise soyledir:

— 12.5 pul One-Tag 2Xmaster mix (Biolabs: M0486S),

— 50 pmol/pul primer (0.5 pl)
— 5 ul DNA
— PZR suyu (7 pl ddH,0)

PZR reaksiyonu i¢in kullanilan PZR programa:
.95 °C’ de 3 dk,
.95°C* de 1dk. )
.49.5°C’ de 1 dk.
.72 °C’ de 2 dk

-
.95°C’ de 1 dk. ~
.49.5°C’ de 1 dk.
.72 °C’ de 2 dk

-
.72 °C’ de 10 dk.
.4 °C’ de

© 00 N o O B~ W DN P

>

—

X 10 dongii

X 30 dongii
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PZR sonrasi lokuslara ait PZR firiinleri %?2’lik agaroz jelde yiiriitiilmesi

gerceklestirilmistir. ISSR lokuslarina ait primerlerin Ozellikleri ve elde edilen

polimorfik bant sayis1 Tablo 3.4’de verilmistir.

Tablo 3.4. PCR asamasinda kullanilan ISSR primerleri ve elde edilen polimorfik bant sayisi
Primer Primer Sekansi Tm Uzunluk | GC Polimorfik
(°C) (bp) % Band sayist
ISSR M6 5’-GTCACCACCACCACCACCACCAC-3’ 67.8 23 65.2 18
ISSR M8 5’-ACACACACACACACACACG-3’ 56.7 19 52.6 20
ISSR M9 5’-~ACACACACACACACACCG-3’ 56.0 18 55.6 13
ISSR M11 5’- CACCACCACCACCAC-3’ 53.3 15 66.7 20
ISSR M13 5’-CACACACACACARG-3° 44.8 14 53.6 21
ISSR N2 5’- GTGGTGGTGGTGGTG-3° 53.3 15 66.7 13
ISSR N3 5’-TCCTCCTCCTCCTCC-3’ 53.3 15 64 19
ISSR F1 5’- GAGCAACAACAACAACAA-3’° 49.1 18 38.9 19
ISSR F2 5’-CTCGTGTGTGTGTGTGTGT-3’ 56.7 19 52.6 22
ISSR F4 5’-AGAGAGAGAGAGAGAGTG-3’ 53.7 18 50.0 17
ISSR F6 5’-CCACCACCACCACCA-3’ 53.3 15 66.7 20

Sekil 3.6. Polimeraz zincir reaksiyonu gergeklestirilmesi
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3.2.5. Jel elektroforez goriintiileme

Gerekli olan % 1 lik agaroz jel hazirlayacak kadar agaroz 1X TBE ¢ozeltisi ile
karistirilarak 300 °C de kaynatilip homojen hale getirilmistir. 45°C’e kadar sogutularak
0.08 pl ml etidyum bromid boya ilave edilmistir. Daha sonra elektroforez kasalarina
dokiilerek ornek miktarina uygun taraklar takilmis ve ylikleme isleminin yapilacagi
kuyucuklarin agilmasi saglanmistir. Jel donduktan sonra kasa elektroforez tankinin igine
konulmustur. Tanklara jelin tizerini 2-3 cm gegecek kadar 1X TBE(10X TBE
tamponunun distile H,O ile 10 kat seyreltilerek, 50°C’de pH 8.3-8.7 olmalidir.) ¢6zeltisi
ilave edilir ve jel yaklasik 15 dk. 1X TBE igerisinde bekletilmistir. Elde edilen PZR
tiriinlerinden 1.5 pl ve 4.5 ul yiikkleme boyasiyla toplam 6 pl jelde agilan kuyucuklara
mikro pipet yardimiyla yiiklenmistir (Sekil 3.7). Orneklerin yiiklendigi kuyucuklarin
ilkine 8 pl molekiiler agirlik markorii yiiklenmistir. Markor olarak 6X DNA Loading
Dye (Fermantas, #RO611) kullamlmustir. islemi tamamlandiktan sonra elektroforez
kasalar1 gii¢ kaynagina baglanip ve 60 voltta 120 dk boyunca yiiriitiilen 6rnekler 0,25 p
g/ml etidium bromid ile boyanmis ve UV 1181 altinda Vilbert Lournat Infinity model
(CA, USA) ile gortintiilenmistir (Sekil.3.8).

Sekil 3.7. Labarotuarda A. Agaroz Jelin Hazirlanmasi1 B.Taraklarin Kuyucuklara Yerlestirilip Jelin
Kurumaya Birakilmasi C. Elektroforez Yapimi D. Jel Goriintiilerin Alinmasi
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Sekil.3.8. Barbarea 6rnegine ait F6 primeri ile yapilan PCR sonrasi elde edilen jel goriintiisii

3.2.6. DNA bantlarinin degerlendirilmesi

Genotipler arasindaki genetik benzerlik ve uzaklik iligkileri, ISSR bantlarnin
varliginda 1, yoklugunda 0 olacak sekilde hazirlanmis olan veri matriksinden
yararlanilarak JACCARD katsayisina gére PAUP ver. 4.0 Swofford (2002) PAUP paket
programinda hesaplanmis olan Barbarea taksonlarina ait genetik iliskileri gosteren
dendrogram elde edilmistir. Ayrica Minitab istatistik paket programinda taksonlarin
uzaydaki ii¢ boyutlu konumunu gosteren PCoA (Principal Coordinates Analysis) grafigi
yapilmistir.
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4. ARASTIRMA SONUCLARI VE TARTISMA

Bitki sistematigi alaninda niiklear genom, kloroplast genomu ve mitokondrial
genom lizerinde kapsamli aragtirmalar yapilmistir. Kloroplast genomunun genel yapisal
Ozellikleri bitki taksonomisi alaninda kullanilmak iizere kapsamli bicimde arastirilmis
ve kloroplast DNA’sinin taksonomik sorunlarin ¢6ziimiinde tiir, cins ve familya
seviyelerinde kullanilabilecegi sonucuna varilmistir (Palmer, 1985; 1986; 1987;
Zurawski ve Clegg, 1987; Palmer ve ark., 1988; Palmer, 1991; Soltis ve ark., 1992;
Oberprieler ve Vogt, 2002,).

Molekiiler verilere gore olusturulmus dendogramda, morfolojik olarak benzerlik
gosteren taksonlarin birbirine yakin gruplar altinda toplanmasi, morfolojik ve molekiiler
verilerin paralellik gostermesi agisindan oldukg¢a 6nemlidir.

Tirkiye florasinda Barbarea, Rorippa ve Cardamine cinsleri Arabideae
tribusunda yer almaktadir. Arabidopsis cinsi Sisymbrieae tribusunda ve Chorispora
cinsi ise Matthiolieae tribusunda yer almaktadir. Al-Shehbaz ve ark. (2012) yilinda
yaptiklart molekiiler ¢alisma sonucunda Arabidopsis cinsi Camelineae tribusunda,
diger cinsler olan Barbarea, Rorippa ve Cardamine cinsleri Cardamineae Dumort’de;
Chorispora cinsi ise Chorisporeae C.A.Mey’de yer almaktadir.

Bu tez kapsaminda hedeflenen Tiirkiye Barbarea cinsi taksonlari ile birlikte
Cardamineae ve Chorisporeae, Camelineae tribuslarinda yer alan cinslere ait taksonlar
dis grup olarak kullanilmig olup elde edilen bulgular degerlendirilerek filogenetik
iliskileri detayl1 bir sekilde analiz edilmistir. Bu analize gore elde edilen dendogramda
(Sekil 4.1) kullanilan taksonlar iki klada ayrilmistir. Bu iki kladdan A kladinda
Barbarea cinsine ait tiirler dagilis gostermekte olup monofiletiktir. B kladinda ise
Rorippa, Cardamine, Arabidopsis ve Chorispora cinslerinin yer aldigi dis gruplar

bulunmaktadir.
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Sekil 4.1. Barbarea taksonlari ve dig gruplarin PAUP programinda, UPGMA analiziyle elde edilen ISSR
dendogram

ISSR wverileri kullanilarak PAUP (Phylogenetic Analysis Using Parsimony)
paket programi yardimi ile Swofford (2002) e gore yapilan UPGMA kiimeleme analiz
sonucunda goriildiigii gibi Barbarea cinsinin 25 bireyine ait 18 takson bir klad
olusturmustur. Cardamineae (Cardamine L., Rorippa Scop. ve Barbarea R.Br),
Chorisporeae (Chorispora DC.), ve Camelineae (Arabidopsis Heynh) dis gruplari kendi

aralarinda gruplanarak diger Barbarea cinslerinden ayr1 durmustur.
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Scatterplot of pco2 vs pcol

pco2

0,05

Sekil 4.2. Orneklere PCo Analizinin uygulanmasi

Yapilan ii¢ boyutlu PCoA grafiginde yer alan tribal ayrim ISSR dendograminda
oldugu gibi paralel sekilde dagilis gostermistir (Sekil 4.2). Sar1 ile gosterilen (30) nolu
Arabidopsis cinsi Camelineae tribusunda, diger cinsler olan Barbarea, Rorippa (31,32)
ve Cardamine (28,29) cinsleri mavi ile gosterilen Cardamineae tribusunda; Chorispora
cinsi ise pembe ile gosterilen Chorisporeae (26,27) tribusunda yer almaktadir.

Tiirkiye i¢in yeni kayit olarak yayimnlanan B.bracteosa tiirii Avrupa Florasina
dayanilarak teshis edilmistir. Brakteli veya braktesiz olusu, braktelerin sekli, boyu vs.
sistematikte kullanilan bir karakter olmasina ragmen Barbarea taksonlarmin ¢ogunda
brakte mevcut degildir. Bazi taksonlarda brakte bulunursa da (B. vulgaris, B. sicula, B.
auriculata, B. plantaginea, B. brachycarpa, B. duralii, B. anfractuosa, B. auriculata)
sadece en alt ¢igekte bulunup digerlerinde yoktur. Bununla birlikte bazende brakteler
disli ve loblu olabilmektedir (B. platycarpa, B. integrifolia). Ayrica tiim Barbarea
taksonlarmin c¢iceklenme bolgesindeki dallarin tabaninda brakteye benzer yapraklar
bulunmaktadir. Ancak bu 6zelliklerin Barbarea i¢in taksonomik bir degeri yoktur. Buna
ragmen B. brakteosa tiirii taksonomik olarak sadece braktelerinin var olmasi ile
anahtarda diger tiirlerden ayrilmistir. Oysaki yapilan revizyon ¢alismasinin sonuglarina
gore baz1 Barbarea tiirlerinde braktelerin varligi kabul edilmis olup ayirt edilebilir bir
karekter degildir.
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Ancak revizyon kapsaminda yer almadig1 ve tez kapsamindaki ¢alismamizda
buna ait bir 6rnek kullanilmadig: i¢in tiiriin yayilis gosterip gostermedigi konusunda
stipheler vardir. Bu ylizden tiiriin ger¢ekte var olup olmadigi konusunda ilerki

donemlerde detayli morfolojik ve molekiiler ¢alismalara ihtiag vardir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Bu tez calismasinda yer alan Barbarea taksonlari molekiiler olarak ISSR teknigi

kullanilarak tanimlanmistir. Elde edilen sonuglar kisaca asagida 6zetlenmistir:

5.1. Sonuclar

X/
°

X/
L X4

X/
L X4

Bu tez calismasinda toplam 13 ISSR primeri ile 25 Barbarea taksonu ile birlikte
toplam 32 birey kullanilmis olup, 13 ISSR primerden 11 adedinin polimorfik bant
irlinli meydana getirdigi saptanmistir.

Kullanilan 11 adet ISSR primeri toplam 202 polimorfik bant UPGMA methodu ile
analiz edilmistir.

UPGMA yontemi ile hesaplanan genetik mesafeler Tiirkiye’ nin farkli bolgelerinden
toplanan Cardamineae (Cardamine L., Rorippa Scop. ve Barbarea R.Br),
Chorisporeae (Chorispora DC.) ve Camelineae (Arabidopsis) dis grup cinsleri Al-
Shehbaz ve ark. (2012) yaptiklar1 g¢alismalar sonucu elde edilen sonuglarina
paralellik gostermektedir.

Ulkemizin farkli fitocografik bolgelerinde ve farkli lokalitelerinde yayilis gdsteren
ayni tiirlin alttiir ve varyeteleri iizerinde yapilan kapsamli arastirmalar; bu
taksonlarin varyasyon durumlari hakkinda bilgi saglamasi ve daha saglikli
siniflandirma yapilmasini saglamistir.

ISSR tekniginin Barbarea taksonlarini tanilamada kullanilabilecegi goriilmiistiir.
Tiirkiye Florasinda halen Arabideae tribusu igerisinde bulunan Barbarea cinsinin,
yazilmas1 planlanan yeni florada Cardamineae tribusuna aktarilmasini
bulgularimizda desteklemekteyiz.

B. duralii’nin durumu netlesmistir.

B. intermedia’nin iilkemizdeki varlig1 tespit edilmistir.

Yapilan infragenik siniflandirmalar molekiiler olarak da dogrulanmistir.
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5.2. Oneriler

Tiirkiye’nin Barbarea tiirlerinin revizyon ¢alismasinda toplanan Ornekler
morfolojik, anatomik, sitogenetik ve palinolojik bakimdan arastirilmistir. Farkl
lokalitelerden toplanan Barbarea ornekleri ile yapilmis olan populasyon analizleriyle
saf tiirler, hibritlesebilen taksonlar ve bunlarin hibritleri ile ilgili ortaya c¢ikan
karmagsikligin aydinlatilmasi saglanmistir. Bdylece ileride yazilmasi planlanan yeni
Tiirkiye florasina 6nemli katkilar saglamis olacaktir.

Tezin ana hedeflerinden biri olan giinimiizde monogenerik bir tribus olarak
kabul edilen Cardamineae Dumort. tribusu i¢inde yer alan Barbarea cinsi Tiirkiye
Florasinda halen Arabideae tribusunda yer almakta olup, bulundugu tribusla ilgili
yapilan ITS sekanslar1 ve AFLP analizleri benzer olarak kullanilan dis gruplarla birlikte
sonuglar1 degerlendirildiginde bugiin diinyada kabul edilen Barbare’nin monofiletik bir
grup oldugu ve parafiletik bir tribus olan Cardamineae Dumort. tribusu igerisinde yer
aldig1 tespit edilmistir. Tiirkiye Florasinda halen Arabideae tribusu igerisinde bulunan
Barbarea cinsinin, yazilmasi planlanan yeni florada Cardamineae tribusuna
aktarilmasini bulgularimizda dogrulanmaistir.

B. intermedia olarak herbaryumlara (EGE, GAZI, HUB) konulan 6rnekleri ve
kendi koleksiyonlarmi1 degerlendiren Parolly & Eren bunlarin B. intermedia
olmadiklarini, B.sicula olduklarmi saptamiglar ve B. intermedia’nin Tiirkiye’de
bulunmadigini ifade etmislerdir. Elmali ve Bozdag’a yapilan gezilerin sonuncusunda,
bu bitkiye ait 6rnekler, Bozdag’dan toplanarak teshis edilmis ve B. intermedia oldugu
saptanmistir. Yapilan c¢alismamizdada tiir net bir sekilde ayrilmigtir (Savran ve ark.,
2009). Tiirkiye’de olmadigi belirtilmesine ragmen Parolly & Eren (2006) yilinda bu
revizyon caligmasinin ve ISSR analizlerinin neticesinde iilkemizde bu tiiriin varlig
ortaya konulmustur.

Yapilan bu arastirmada bitki tip lokalitesinden yeniden toplanmis, incelenen
orneklere gore B. brachycarpa Boiss. subsp. brachycarpa var. brachycarpa’ dan ziyade,
taksonun bir ¢ok morfolojik karakterinin B. brachycarpa Boiss. subsp. minor’e ile
ortlistiigii ve dolayisiyla bu taksona daha yakin oldugu gériilmiistiir. Ancak, meyvesinin
stilus uzunlugu, cicek tomurcuklarmin tiiysiiz olusu, ve pedisel boyunun farkli olmasi
gibi diagnostik ozellikleri ile B. brachycarpa Boiss. subsp. minor’den ayrildigi
saptanmigtir. Dolayisiyla bu bitkinin B. brachycarpa Boiss.subsp. minér (C.Koch)
Parolly & Eren var. hedgeana (Kit Tan & Gemici) Y.Bagc1 & Savran comb.& stat. nov.
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olarak infragenerik siniflandirmasi yapilmistir. Molekiiler verilerle de bu smiflandirma
desteklenmistir.

Flora of Turkey and the East Aegean Islands’ de kaydi bulunmayan B. sicula C.
Presl, Parolly & Eren’in 2006 yilinda yayinladiklari makalede, B. intermedia adiyla
toplanan herbaryum o6rneklerini ve kendi koleksiyonlarini degerlendirerek, bu bitkilerin
B. intermedia olmadiklarmi B. sicula olduklarini ortaya koymuslardir. Revizyon
caligmasiyla, B. sicula C. Presl’nin Tirkiye’de varligi belirlenmistir. Bu tiiriin
molekiiler verilerle de varlig1 desteklenmistir.

Barbarea duralii Bagc1 & Savran sp. nov. adiyla yeni bir tiir belirlenmistir, bu
tir B. anfractuosa (Hartvig & Strid) Bagc1 & Savran tiiriinden ayrilmistir. Projenin ana
hedeflerinden biri olan B. duralii’nin taksonomik durumu yapilan molekiiler analizler
sonucu net bir sekilde ayrilmigtir. Barbarea brachycarpa subsp. anfractuosa (Hartvig &
Strid) Parolly & Eren tiir diizeyine ¢ikarilarak B. anfractuosa (Hartvig & Strid) Bage1 &
Savran stat. nov. olarak adlandirilmis yani taksonun statiisii degistirilmis ve dolayisi ile
B. brachycarpa subsp. anfractuosa (Hartvig & Strid) Parolly & Eren sinonim olmustur.
B. Dbrachycarpa subsp. minor var. pilicarpa Parolly & Eren adli taksonun
B.brachycarpa subsp. brachycarpa var. brachycarpa’dan farkli olmadig: bilinen bu

varyetenin sinonimi oldugu desteklenmistir.
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