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DIiZILERINE DAYALI FILOGENETIK ANALIZI
YUKSEK LiSANS TEZI
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BALIKESIR UNIVERSITESI FEN BILIMLERI ENSTITUSU
BIYOLOJI ANABILIM DALI
(TEZ DANISMANI: PROF DR. GULENDAM TUMEN)

BALIKESIR, EYLUL - 2019

Cyclamen Primulaceae familyasina ait bir cinstir. Tiirkiye’de yetisen 10 tiirii
(13 takson) vardir. Ulkemizin bir¢ok yerinde yayilis gdstermektir bunun yaninda
bir¢ok taksonu endemiktir.

Tiirleri {lizerinde bir¢ok calisma yapilmis olmasina ragmen, molekiiler
sistematik ac¢idan iilkemizde herhangi bir arastirma yapilmamistir. Tiirkiye’nin
farkli yerlerinde yetisen bu bitkinin taksonlari i¢in farkli zamanl arazi ¢aligmalar
yapilmistir. DNA izolasyonlari, fenol-kloroform-izoamilalkol metodu ya da hazir
Kitler kullanilarak yapilmistir. Sonrasinda PCR reaksiyonlart ITS primerleri
kullanarak tamamlanmis ve sekanslama reaksiyonlar1 gerceklestirilmistir. Elde
edilen ham dizilerin filogenetik analize hazirlanmadan once islenmistir. Bu
dizilerin daha sonra CLUSTAL W programiyla hizalamalari yapilarak PAUP*
programiyla da filogenetik analizi tamamlanmustir.

Yapilan filogenetik analiz sonucunda Cyclamen taksonlarina ait parsimoni
Olclitli ve genetik uzaklik kistasi altinda soyagaclari elde edilmistir. Elde edilen bu
soyagaclarina gore Tiirkiye’de yayilis gosteren Cyclamen taksonlarinin arasindaki
iliskiler belirlenmistir. Olusturulan agaglarin hepsinde dis grup olarak kullanilan
Primula Cyclamen taksonlarindan bariz sekilde ayrilmigtir. Bazilarinin ¢ok yakin
akrabalik iligkisi gosterirken, bazi taksonlarin genetik olarak digerlerinden ¢ok daha
fazla farklilasma gosterdigi goriilmiistiir. Dis grup olarak kullanilan Primula
taksonlart %100 liikk bi degerle digerlerinden ayrilmistir. Consensus agacinda
politomi olusmustur. Bootstrap ile 4 klad elde edilmistir.

ANAHTAR KELIMELER: Cyclamen, ITS, nrDNA, filogenetik analiz



ABSTRACT

PHYLOGENETIC ANALYSIS OF TAXA BELONGING TO THE GENUS
CYCLAMEN L. (PRIMULACEAE) GROWING IN TURKEY USING ITS
NnrDNA SEQUENCES
MSC THESIS
OZGE PALA
BALIKESIR UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE

BIOLOGY
(SUPERVISOR: PROF. DR. GULENDAM TUMEN )

BALIKESIR, SEPTEMBER 2019

Cyclamen species belong to the Primulaceae family consisting of 10 species
(13 taxa) distributed in Turkey. They are found in many places in the country.
Besides that, their many taxa are endemic.

Even though species have been investigated many times, there has not been
any molecular systematic research conducted in Turkey. First, field research was
performed for the plant material collection. DNA isolations were conducted via
phenol-chloroform-isoamyl alcohol method or prepackaged kits. Afterwards, PCR
reactions were completed with using ITS primers and sequencing reactions were
performed. The processing part before preparing the obtained raw sequences for
phylogenetic analysis was conducted visually. Thereafter, alignments of these
sequences were made via CLUSTAL X and the phylogenetic analysis was
performed using the PAUP* program.

As a result of the phylogenetic analysis for the Cyclamen taxa under the
parsimony and genetic distance criterions, the phylogenies were obtained. Primula
taxa, which is used as an outer group in all of the trees formed, is clearly separated
from Cyclamen taxa. While some have very close kinship relationships, some taxa
are genetically differentiated from others. Primula taxa used as an external group
are separated from the others with a value of 100%. Politomy was formed in
Consensus tree. 4 clads were obtained with bootstrap.

KEYWORDS: Cyclamen, ITS, nfDNA, phylogenetic analysis
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1. GIRIS

Yasadigimiz iilke oldukg¢a zengin bitki cesitliligine sahip olmasiyla dikkat
ceker. Bunda etkili olan en 6nemli etkenler cografi konumu ve jeolojik yapisidir. Ayni
zamanda topografik yapist ve cesitli iklimsel faktorlerinde etkisi vardir. Tiirkiye
konum olarak doguda Iran- Turan, kuzeyde Avrupa-Sibirya ve giineyde Akdeniz
fitocografik bolgesinin birlestigi bir yerde bulunmaktadir. Bu bolgelerin 6zelliklerine
sahip elementlerin Anadolu’ya girerek farkli popiilasyonlar olusturmalar1 floradaki

zenginligin baslica nedeni olmustur [1].

Ulkemiz endemik bitkiler bakimindan da diger iilkeler arasinda yapilan
siralamada on siralarda yer almaktadir. Sadece lilkemize 6zgii olan bitkilerin sayisi
oldukg¢a fazladir. Floramizdaki zenginlik burada da kendini géstermektedir. Avrupa’
da yetisen toplam 12000 bitkinin 2750 si endemikken Tiirkiye’de yer alan 12000
bitkinin 3000’den fazlasi endemiktir [2].

Tiirkiye’de yetisen Cyclamen cinsi 10 tiir 13 taksona sahiptir. Ulkemizin birgok

yerinde yayilis gostermis olmakla beraber bulundugu alanlarin ¢ogunda endemiktir

[1]

Tablo 1.1: Tiirkiye’ deki endemik Cyclamen tiirleri.

Cyclamen cilicium varyete intaminatum Endemik O. ve G. Anadolu
Cyclamen cilicium varyete cilicium Endemik G. Anadolu
Cyclamen mirabile Endemik GB. Anadolu
Cyclamen pseud-ibericum Endemik G. Anadolu
Cyclamen trochopteranthum Endemik GB. Anadolu
Cyclamen parviflorum Endemik KD. Anadolu
Cyclamen parviflorum varyete subalpinum Endemik KD. Anadolu




1.1 Primulaceaae Familyasimin Morfolojik Ozellikleri

Primulaceae, genellikle ¢ok yillik otsu bitkilerdir ancak bazilar1 tek yilliktir.
Basit veya bilesik salgi tiiyleri, yaygindir. Cigekleri farkli sekilde kiimeler halinde
biiyiir. Ustiin bir yumurtalik ile bir tek hiicreli bir pistil bulunmaktadir.

1.2 Cyclamen L. Cinsinin Morfolojik Ozellikleri

Cyclamen cinsi Primulaceae familyasina aittir. Tiirkiye’de yetisen Cyclamen
cinsi 10 tiir 13 taksona sahiptir. Ulkemizin bir¢ok yerinde yayilis gdstermis olmakla
beraber bulundugu alanlarin gogunda endemiktir. Yasam alanlari orman agikliklar ve
kayalik alanlardir. Cok yillik yumrulu bitki tiirleridir. Tavsankulagi, buhurumeryem,
mormilik ve domuzlar yedigi i¢cin domuz turpu seklinde de adlandirilir. En belirgin
ozelligi, kalp veya bobrek seklindeki yapraklaridir. Bes parcali olan ¢igekleri beyaz,
pembe ya da koyu pembe renkte olabilir [3].



1.2.1 Cyclamen L. Cinsin Sistematikteki Yeri ve Tiirleri

Kingdom Plantae

Subkingdom Tracheobionta
Division Magnoliophyta

Classis Magnoliopsida
Subclass Dilleniidae

Ordo Primulales

Familia Primulaceae

Genus Cyclamen

Species Cyclamen hederifolium

Cyclamen graecum

Cyclamen cilicium var. cilicium
Cyclamen cilicium var. intaminatum
Cyclamen mirabile

Cyclamen repandum var. repandum
Cyclamen persicum

Cyclamen pseud- ibericum
Cyclamen coum var. coum
Cyclamen coum var. caucasicum
Cyclamen trochopteranthum
Cyclamen creticum

Cyclamen parviflorum var. subalpinum

1.2.2 Cyclamen L. Cinsi Uzerine Yapilan Cahsmalar

Cyclamen L. (Primulaceae) cinsinin 21 tiirii vardir [3] [4] [1], parlak renkli

cigekleri olan ¢ok yillik yumrulu bir bitkidir. Yaygin olarak bahgelerde ve evlerde siis



bitkisi olarak yetistirilir. Tohumlarinin tasiniminda karinca bagimli oldugu igin
yayilist kisithdir [5]. Bu nedenle Cyclamen cinsi biyocografik ¢alisma igin ideal bir
bitkidir.

Tiirler arast melezlemede, kontrollii sartlar altinda, Cyclamen cinsi ile iyi
calisilmaktadir. Birgok tiiriin ¢iftleri i¢in melezlesmede detayli hesaplamalar vardir
[4]. Yabani hibridizasyonun nadir bir olay oldugu diisiiniilmektedir [6], ama kismen

simpatrik dagilimlarinin birkag 6rnegi bildirilmistir [5].

Cyclamen cinsine koklii bir molekiiler filogeni vardir [3], simdiye kadar higbir
tiirlesme olaymnin zamanlamasinda yas tayin teknikleri kullanilmamistir. Bunun i¢in
fosiller kullanilir [7]. Ne yazik ki Cyclamen ig¢in higbir fosil delili, ne makro fosiller

[8] ne de eski polen bulunmamustir [7].

Diinyanin en zengin siklamen tiiriine sahip tiilkelerden biri olan Tiirkiye,
Cyclamen hederifolium bitkisinin gen merkezlerinden birisidir. Ulkemizde aralarinda

alt1 tanesi oldukga sinirli yayilis gosteren toplam 10 siklamen tiirii bulunmaktadir [9].

Tiirkiye siklamen yumrulari ihrag eden iilkeler arasinda da 6nemli bir yere
sahiptir [10], ihra¢ edilen yumrularin tamamina yakin olan biiyiik bir kism1 da dogal
ortamlardan bilingsizce toplanmaktadir [11] ve bu bitkilerin nesli tilkemizde ¢ok hizli

bir sekilde tiikketilmektedir [12].

Cyclamen cinsine giren biitiin tiirler CITES (Convention on international trade
in endangered species of wild fauna and flora) adi verilen "Nesilleri tehlike altindaki
dogal bitki ve hayvan tiirlerinin uluslararasi ticaretini diizenleme s6zlesmesi" Ek II
listesinde yer almaktadir. Halen yiiriirliikte olan 11 Agustos 1995 tarih ve 22371 sayili
Resmi Gazetede yaymlanan "Dogal ¢igek soganlarinin sokiimi, tiretimi ve ihracatina
ait yonetmelik" te bu bitki ihracati kontenjanla veya herhangi bir kayitla sinirlandirilan

dogal ¢igek soganlar1 grubunda yer almaktadir [10].



1.2.3 Cyclamen L. Cinsin Ekonomik ve Tibbi Onemi

Tiirkiye’ de yetisen Cyclamen cinsleri lizerinde birgok kimyasal arastirmalar
yapilmis olup yumrularinda kristalin saponin, cyclamin, nerol, farnesol, antosiyanin,

nisasta, zamk, kokulu maddeler ve organik asitler bulunmustur.

Sopanin: bitkilerde yaygin olarak bulunan glikozit. su ile muamele
edildiklerinde kopiriirler. Koruyucu koloit olarak gorev goriirler tatlar1 acidir.
Cyclamin: Siklamen bitki soganindan ¢ikarilan bir glikoz olarak kabul beyaz bir amorf
madde. Nerol: Portakal c¢icegi esansidir. Farnesol: Bitkilerden elde edilen ve
kozmetikte oncelikli olarak kokularda kullanilan bir 6z. Antosiyanin: Kirmizi-mor
renkli sebze ve meyvelerde ayrica tiim mor ¢igeklerde sonbaharda goriilen morumsu
yaprakli agaglarda bulunan renk verici bir maddedir. Bitki yumrularinin ilging bir
kullanim alan1 da tiitiin tarlalarinda solucanlarla miicadelededir. Yumrularin
kaynatilmastyla elde edilen siv1 tiitiin fidelerinin dibine dokiilerek, toprak altindaki

solucanlarin yiizeye ¢ikmasini saglar.

1.3 Molekiiler Sistematik

Bitkiler aleminde yapilan sistematik ¢alismalarda taksonomik agidan mevcut
olan sorunlarin ortadan kaldirilmasinda molekiiler ¢alismalara bagvurulur. Tiirlerin
morfolojik karakterlere dayanilarak yapilan taksonomik siniflandirilmast yetersiz
kalarak bitkinin yasina, fizyolojik durumuna ve gevresel faktorlere bagli olarak
degisiklik gostermektedir. Bu olumsuzluklar1 gidermek amaciyla bitki tiirlerinin
tanimlanmasinda molekiiler verilerin kullanimi1 yayginlasmistir [11]. Molekiiler
Sistematik; molekiiler bilgileri iceren verilerin filogenetik iliskileri yeniden

olusturulabilmesi i¢in kullanilmasi, olarak tanimlanan ¢alismalardir [12].

Yiksek yapili bitkilerde kalitimdan sorumlu genetik materyal g¢ekirdek,
mitokondri ve kloroplastta mevcuttur. Molekiiler bitki sistematigi ¢aligmalarinda hem
niiklear hem de organelar genom molekiiler veri kaynagi olarak kullanilabilmektedir.
Mitokondri DNA’s1 olduk¢a degisken oldugu igin yapilan ¢alismalarda ¢ok tercih
edilmemektedir. Bu nedenle bitki tiir diizeyindeki ¢aligmalarin biiyiik cogunlugunda

nrDNA ve cpDNA kullanilarak bunlarin iizerinde bulunan bir¢cok 6zel bolgeden
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yararlanilmaktadir [13]. Bu bolgeler sayesinde elde edilen molekiiler verilerle nceden
bilinen ve klasik taksonomik yontemlerle ¢oziime kavusturulamayan sistematik
problemler kolaylikla ortadan kaldirilmis olur. Bu amagla ntDNA iizerinde bulunan

ITS (Internal Transcribed Spacer) bdlgesine dayali olarak yapilan ¢aligsmalardir [14].

nrDNA (niiklear Ribozomal DNA)’ nin ITS bdlgeleri kolay cogaltilip
dizilenebilir. Ayni sekilde polimorfizmleride kolaylikla ortaya koyarak taksonlar
arasindaki akrabalik derecelerini belirleyebilmektedir [15]. cpDNA (kloroplast
DNA)’sin1 ise karakterize eden Ozellikleri yapisal olarak kararli olmasi, haploit(n)
olmasi, rekombinant olmamasi ve uniparental olarak kalitim gostermesidir. Bu
Ozellikleri molekiiler sistematik ¢alismalarda cpDNA smin tercih sebepleridir ve
kullanimin1 kolaylastirmaktadir. Kloroplast genomunun kodlama bolgeleri, kodlama
yapmayan bolgelere gore daha yavas evrimlesir. Bu yiizden cpDNA gen dizileri (rbcL,
atpB, mat K ve ndhF) daha ¢ok familya ve flizeri diizeydeki c¢aligmalarda
kullanilmaktadir [13].

1.3.1 Markar Tipleri

1.3.1.1 Morfolojik Markirlar

Tek lokus ile idare edilen morfolojik 6zellikler degisik ¢evre kosullarinda ifade
edilebildigi siirece genetik markir olarak kullanilabilirler. Popiilasyonlarin genetik
yapisinin belirlenmesi acisindan yapilan ilk ¢aligmalar canlilarin dig goriiniislerine
bakilarak yapilmaktadir. Morfolojik o6zellikler sayesinde elde edilen bulgular
popiilasyonlarin ayirt edilmesinde kullanilmissa da genotip-gevre etkilesimleri ve bir
genin birden fazla lokus tarafindan belirlenmesi gibi durumlardan dolay1 morfoloji tek
basina yeterli olmamaktadir. Ayrica genetik cesitliligin tamaminin morfolojiye
yansimamast da nedenler arasina eklenebilir. Bu ylizden morfolojik karakterlere dayali
caligmalar, giinlimiizde gelistirilmis tekniklere dayali olarak yapilan caligmalardan

oldukga az sayidadir [16].



1.3.1.2 Biyokimyasal Markirlar

Genlerin fiirettikleri proteinlerdir. Izoenzimler farkli olarak yiiklenmis
proteinlerdir. Elektroforez teknigi sayesinde oldukg¢a basit bir bi¢imde ayrilabilirler.
Enzimler kendilerine has biyokimyasal reaksiyonlari katalizlemektedir.. Belirli
enzimlerin substrat ve kofaktorleri eklenerek jel {lizerinde goriilmesi saglanir ve
enzimatik reaksiyonlar iiriinletini olusturur. Uriinler renkli bir sekilde jel iizerinde
bantlar olustururlar. Bu bantlar genetik temellere sahip olarak ve kodominant markir
olarak genetik bilgi saglamaktadirlar. Bu sebeple morfolojik karakterlere gore
kullanimlar1 daha yaygindir. Ancak kullanimlarini sinirlandiran bazi durumlar vardir.
Bunlar izoenzim lokuslarinin azligi ve bazi enzim sistemlerinin ¢evre kosullarindan

etkileniyor olmasi.

1.3.1.3 Molekiiler Markirlar

Cevresel kosullarin denk olmadigi ortamlarda yasayan ayni organizma
tizerinde oldukca sik olarak farkliliklar kaydedilmektedir. Bu farkliliklar ayni tiire ait
organizmalarin ortam sartlar1 sebebiyle morfoloji ve anatomilerinde meydana gelen
degisimler olarak gozlemlenebilir. Morfoloji de meydana gelen cesitlilik genetik
cesitliligin kiigiik bir yilizdesini olusturdugu gibi, genetik cesitlilik de biiyiik kismini
morfolojiye yansitmamaktadir. Morfolojiye dayali olarak elde edilen veriler genetik
farkliliklarin saptamakta kullanilsa da genetik- ¢cevre etkilesimi, bir karakterin birden
fazla lokus tarafindan belirlenmesi ve bir genin birden ¢ok karakteri etki altinda
tutmasi gibi sikintili durumlardan dolay1 her zaman yeterli olamamaktadir. Bu gibi
sorunlar1 ¢oziimlemek amacgli ayn1 zamanda DNA bazindaki polimorfizmleri ortaya
cikarmak i¢in DNA’ya baglh olarak molekiiler caligmalar ve molekiiler markirlar

gelistirilmisti [17].

Molekiiler markir; spesifik bir genle birlikte kalitilabilen bir DNA segmentidir.
Tanimlanabilen bir gendir ancak genomun belli bir pargasini ifade ettiginden markir-
belirteg ad1 verilmistir. Molekiiler markirlar DNA zinciri iizerinde yer aldiklarindan

bir popiilasyonda meydana gelen ¢esitlilikleri saptamada %100 ‘e yakin giivenilirdirler



[18]. Bu markirlara dayali olarak yeniden diizenlenebilen filogeniler i¢in en biiyiik

avantaj ise DNA dizi verilerinin sinirsiz sayida karakterden olusturulabilmesidir [19].
Ideal bir DNA Markirinda Olmasi Istenen Ozellikler

1) Polimorfik olmali
2) Genom boyunca dagilim gosterebilmeli
3) Kodominant olmali

4) Kolay uygulanabilir olmali

5) Hizl, basit ve ucuz bir sekilde analizlenebilmeli
6) Givenilir olabilmeli
7) Uzerinde ¢alisacak materyalin kiigiik bir miktar1 yeterli olmal1

8) Tekrar edilebilir olmali
9) Diger lokuslardan etkilenmemeli
10)  Calisacak organizmanin genomuyla ilgili 6n bilgiye ihtiyag

duymamali [20]

13131 Hibridizasyon Temelli Molekiiler Markirlar

1.3.1.3.1.1 RFLP (Restriction Fragment Lenght Polymorphism) —

Restriksiyon Parca Uzunluk Polimorfizmi

DNA markirlart arasinda ilk kesfedilen molekiiler markirlardir [21]. Tirler,
cinsler hatta familyalar arasinda transferi yapmak miimkiin oldugundan oldukc¢a
avantajlidir. Bu sayede lizerinde calisilan tiiriin pek ¢ok akraba tiirii icin haritalama
bolgesinde potansiyel bir belirteg gorevi goriir. Giivenilir olmast da ayri bir avantaj
saglar. Farkli laboratuvarlarda ¢alisan arastirmacilar ayni sonuglari elde edebilirler.
AFLP markirlar1 heterezigot bireylerin karakterize edilmesine olanak saglayan es

baskin (kodominant) 6zellik tasirlar.

Calismalarda ¢ok miktarda saf DNA gereksinimi, sonuglara uzun siirede
ulagilmasindan kaynakli asir1 zaman kaybi radyoaktif madde kullanimi gibi
dezavantajlara sahip olmasindan dolayr RFLP kullanimi ¢ok tercih edilmemektedir
[22].



1.3.1.3.2 PCR’ ye Dayal Molekiiler Markirlar

PCR teknigi K. Mullis ve arkadaslar tarafindan 1985 yilinda kesfedilerek
molekiiler biyoloji de biiylik bir ¢igir acilmistir. DNA Polimerazinda bulunmasiyla

birlikte PCR dayal1 pek ¢ok molekiiler markir gelistirilmistir.

PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu), yiiksek sicaklikta enzimatik aktivite
gosteren termostabil DNA polimerazin 6zel DNA bolgesine uygun olan oligoniikleotid

primerler kullanilarak in vitro sartlarda ¢ogaltmasi teknigidir [23].

DNA iiretimi oldukg¢a diisiik miktarlarda kalip DNA kullanilarak bir veya
birden ¢ok DNA fragmentinin milyonlara kopyasi iiretilerek, otoradyografi veya

boyama islemi yapilarak gézlemlenmesidir [24].

1.3.1.3.2.1 RAPD (Randomly Amplified Polymorphic DNA(s)) — Rastgele
Cogaltilmis Polimorfik DNA

DNA’nin iki iplik¢igi lizerinde, 9-10 baz cifti uzunlugundaki rastgele
primerlerin, birbirine karsit olan iki farkli noktada tamamlayicilarini bularak, bu
aradaki bolgeyi ¢ogaltmasi esasina dayanan tekniktir [25]. Primerlerin baglanma
noktalarinda bulunan mutasyon ya da dizi degisikliklerinin sonucunda amplifikasyon
bantlarinin varlig1 ya da yokluguna bagli olarak polimorfizmin tespit edilmesi seklinde
isler [26] ve genom boyunca polimorfizmin ortaya ¢ikmasinda olduk¢a duyarli bir

tekniktir [27].

1.3.1.3.2.2 AFLP (Amplified Fragment Length Polimorphism) -

Cogaltilmis Parca Uzunluk Polimorfizmi

Zabeau ve Vos tarafindan 1993°te, RAPD tekniginin dezavantajlarin1 gidermek
tizere, RFLP tekniginin giivenilirligine PCR tekniginin katilmasiyla olusturulmus
oldukca etkili ve giivenilirligi yiiksek bir tekniktir. Primerleri hem diziye 6zgii aynm
zamanda da rastgele olabilir [28]. Bu teknik yakin iliskili genotipler arasindaki

polimorfizmi bulmada oldukca kullanishi bulunmustur. Bir je tizerindeki ¢cok sayidaki



bant AFLP ile aym1 anda analiz edilebilir. PCR dayali diger teknikler ile
karsilastirildiklarinda ¢ok sayida lokusu polimorfizm agisindan tarayabilme 6zelligine
sahiptir. Tekrarlanabilirligi markirlarin giivenilirligi ve bir reaksiyonda gogaltilabilen

dizi says1 agisindan oldukga iistiindiir [29].

1.3.1.3.2.3 Minisatellitler (VNTR — Variable Number of Tandom Repeats
/ Degisken Sayida Ardisik Tekrarlar) Mikrosatellitler (SSR -
Simple Sequence Repeats / Basit Dizi Tekrarlari)

Yiiksek organizmalarda gorevi daha tam olarak bilinemeyen fakat diizenleyici
role sahip oldugu diisiiniilen, rastgele ardisik tekrarlanan, 2-6 niikleotit gruplarindan
olusan bolgeler yer almaktadir. Bu bolgeler sahip olduklar niikleotid sayilarina gore

minisatellitler ya da mikrosatellitler ismini alirlar.

(AT), (GT), (ATT), (CTT) veya (GATA) gibi niikleotitlerin n sayidaki
tekrarindan meydana gelen gruplardir [18].

Mikrosatellitler; 1-6 baz ¢ifti uzunluga sahip, korunmus, ko-dominant yapili
kisa tekrarli dizilerdir. Minisatellitler; 11-60 baz ¢ifti uzunlugu sahip kromozomlarin

u¢ kisimlarinda yer alan degisken sayidaki ardigik tekrarlardan olusan dizilerdir [30].

1.3.1.3.2.4 ISSR (Inter Simple Sequence Repeats) — Basit I¢ Dizi Tekrar

ISSR islemi RAPD’ in diisiik kopya sayist ve AFLP’ nin yiiksek maliyeti ile
ilgili sikintilara ¢6ziim liretmek amaciyla gelistirilmistir. Coklu lokusa ait yaklasik
olarak 10-60 tane fragment ayni anda olusturulur, jel elektroforezi ile ayirma iglemi

yapilir biiytikliikteki pargalarin var-yok durumuna bakilir.

RAPD yontemine gore daha gilivenilir uygunlukta bir yOntemdir.
Tekrarlanabilirlik durumu oldukga yiiksektir. PCR kaynakli olumsuzluklardan ¢ok
etkilenmeyen bir tekniktir [17].
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1.3.1.3.25 SCAR (Sequence Chracterized Amplified Regions) -

Belirlenmis ve Cogaltilmis Polimorfik Diziler

Bu yontemin RAPD ve ISSR belirteclerine gore ozellikleri fazladir ve
tekrarlanabilirlikleri yiiksektir. Genellikle dominant belirtecler olusturmasina ragmen,
tek tek bantlar restriksiyon enzimleriyle kesilir ve kodominant markir haline

getirebilirler [18].

Bu teknik kisa zamanda ilgili gen ile baglantili belirtecler elde etmek igin,
harita tabanli klonlamalar da kullanilabilecek uygun bir yontemdir. Ayrica rutin

taramalar i¢in de uygulanabilirligi yiiksektir [20].

1.3.1.3.2.6 CAPS (Cleaved Amplified Polymorphic Sequences) — Kesilip
Cogaltilmis Polimorfik Diziler

PCR dirlinlerinin restriksiyon enzimleriyle kesilmesi ve elektroforezle
biiytikliiklerine gore ayirt edilebilen kesilmis DNA fragmentlerinin tespitini iceren bir

molekiiler markirdir.

CAPS yeni kesilip ¢ogaltilmis polimorfik dizileri bulma ydnteminde PCR
triinleri restriksiyon enzimleri ile kesilir. Kesilen pargalar elektroforez de
biiyiikliiklerine gore ayirt edilebilir. Yontemde kullanilan primerler cDNA veya
genomik DNA klonlarindan RAPD ve ISSR bantlarindan elde edilebilir. Ayni
zamanda RFLP markirinin DNA dizilerini kullanmak i¢in bir se¢enek olusturur. Bu

yiizden PCR — RFLP olarak da adlandirilabilir [20].

1.3.1.3.2.7 ESTs (Expressed Sequence Tags) — ifade Edilen Dizi Isaretleri

EST (Expressed Sequence Tags); 150 — 400 bp uzunlugunda olan mRNA
fragmentlreinin tamami ya da belirli bir kismina karsilik gelen cDNA klonlarinin dizi
analizi sonucunda meydana gelen markir tipidir. Gen bankasinda sik¢a bagvurulur,
etkinligi oldukca ytiksek bir tekniktir. Ayn1 zamanda haritalama ¢aligsmalarinda da bu

teknige basvurulmaktadir.
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1.3.1.3.2.8 SNP (Single Nucleotide Polymorphism) — Tek Niikleotid

Polimorfizmi

SNP ’ler DNA dizisi icerisinde olusabilecek kiiciik genetik varyasyonlardir.
Aciklayacak olursak bir piirin bazinin A ya da G’ nin diger bir piirin bazina A ya da
G’ ye; bir pirimidin bazinin C ya da T’ nin diger bir pirimidin bazina C ya da T’ ye
veya bir piirin bazinin A ya da G’ nin bir pirimidin bazina C ya da T’ ye; bir pirimidin
bazinin C ya da T’ nin bir piirin bazina A ya da G’ ye olan baz degisimleridir. Kisaca

transisyonlar ve transversiyonlar igerir [17].

1.3.1.3.2.9 SSCP (Single Strand Conformational Polymorphism) — Tek

Zincir

Tek baz ciftinde farklilik meydana gelir. Bu farkliliktan dolayi, tek zincirli
DNA farkli sekilde katlanir. Bu nedenle olusan polimorfizmleri tanimlamak igin

kullanilir.

Bu yoOntemin isleyisi basittir, hizli sonu¢ verir ayni zamanda c¢esitli
mutasyonlar1 taramak i¢in yeterli hassasiyete sahiptir. RFLP ile benzer yonleri vardir.
Ancak DNA polimorfizmlerini ve DNA fragmentlerinde bulunan c¢oklu yerlerdeki

mutasyonlar1 tarayabilme 6zelligiyle RFLP yonteminden ayrilir [20].

1.3.1.3.2.10 SRAP (Sequence Related Amplified Polymorphism) — Dizi
Tliskili Cogaltilmis Polimorfizm

Kullanim amaci ORF’ leri ¢cogaltmak olan basit, giivenilir, dizileme kolaylig1
saglayan, genomda kodlama yapan bdélgeleri hedefleyen oldukga kullanigh 6zelliklere

sahip bir tekniktir.

Harita olusturmada, genetik cesitlilik ve gen etiketleme ¢alismalarinda

kullanilmak tizere tasarlanmistir [20].
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1.3.2 ITS (Internal Transcribed Spacers) ve nrDNA Bolgeleri

1.3.2.1ITS Béolgesi ve Genel Ozellikleri

Bitkilerde molekiiler filogenetik ¢alismalarin biiyiik ¢ogunlugu plastid
verilerinden faydalanilarak yapilmaktaydi. Bununla ilgili yapilan elestirilerden sonra

ITS dizi temelli filogenetik analizlerin popiilerligi artmistir [31].

Bitki gruplarini arazide, yasam alanlarinda tamimlarken ve taksonlar1 sadece
morfolojiye bakarak ayirt etmeye c¢alismada olduk¢a zorlanilmaktadir. Tanimlamada
kullanilan anahtarlarda kullanilan fenetik karakterler genellikle tam ayirt edici
olamamaktadir. Ozellikle kiiltiire alinan tiirlerle, dogada yetisen yabani tiplerin
akrabaliklarinin ortaya ¢ikmasinda, tiirlerin teshisinde, 6rnek toplarken ve bu tiirleri

korumaya alirken tanimlama biiyiik 6lglide 6nem tagimaktadir [32].

Molekiiler biyolojide meydana gelen gelismeler sayesinde, sadece tiire 6zgii
gen bolgelerini  tanimlayarak  bitkinin  tiirlerinin ~ belirlenmesinde  olanak
saglanmaktadir. rDNA ’nin sahip oldugu ITS bolgeleri, bitkilerde yapilan molekiiler

sistematik caligmalarda ¢ok kullanilan yontemlerden biri haline gelmistir [14].

ITS (internal transcribed spacers) bolimleri cins ve tiir kategorilerinde
yapilacak filogenetik ¢aligmalarda kullanilan en giivenli yontemdir. Se¢ilmesindeki en
onemli faktor ribozomal DNA internal transcribed spacers (rDNA ITS) bitki
sistematigi ve bitki tanimlamada sahip oldugu genomik kisimlarin iglerligi bakimindan
siklikla kullanilmasidir. Avantaji ise tDNA ‘nin sahip oldugu yiiksek diizeydeki

korumali genler ve bu genlerin ITS boliimleri arasinda bulunmasidir.

Coklu gen yapilarindan olusan rDNA bolgeleri, genomik DNA iizerinde
yerlesik olarak bulunur ve ardisik siralanmis tekrarli diziler seklindedir. Ardisik siral
olan rDNA tekrarlar;; genomik DNA’nin NOR (Niikleolar Organizer Region)
bolgelerinde bulunurlar. 18S kiiciik alt birim, 5.8S ve 28S biiyiik alt birim olarak
adlandirilan bu bolgeler rDNA ’lar1 kodlayan genlerden olusurlar.

ITS bolgeleri, rDNA tekrarlart iginde konumlanmistir. Bu bolgeler, ITS1 ve

ITS2 olmak iizere iki kisimdan olusur, ayn1 zamanda da rDNA ‘nin alt birimleriyle
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transkribe edilerek 18S, 5.8S ve 28S i birbirinden ayirirlar [14]. Bu bolgeler, rDNA’
ya baglanabilmesi i¢in dizayn edilmis primerlerle PCR’ da oldukga kolay bir sekilde

elde edilebilirler.

Bu kullanim i¢in dizayn edilmis evrensel primerler ve bu primerlerin rDNA

tizerindeki baglanma bolgeleri asagidaki sekilde gosterilmistir.

ITS 5 ITS 3
188 588 288
IGS ITS 1 ITS 2 IGS
Niikleer DNA Miikleer DINA Mikleer DNA
ITS 2 ITS 4

Sekil 1.1: ITS primerlerinin rDNA {izerindeki baglanma bolgeleri [33].

1.3.2.2 rDNA Bolgeleri

1.3.2.1.1 Kiigiik Alt Birim rDNA (18S)

Kiigiik alt birim rDNA ’s1 olan 18S bolgesi yiliksek korunmaya sahiptir. Alem,
sube ve sinif kategorilerinde yapilan filogenetik ¢alismalarda bu seviyelerde bulunan
sikintilarin  giderilmesinde, siralamanin yenilenmesinde kullanilmaktadir. Bugiine

kadar 4000’den daha fazla takson igin, bu bolgeye ait DNA baz dizisi belirlenmistir.

Kiigiik alt birim rDNA baz dizilerinin kullanimi farkli taksonomik kategorilerin

filogenisinde olan sikintilar1 giderip en bastan belirlemede olduk¢a 6nem tasir [34].

1.3.2.1.25.8S rDNA

rDNA bolgeleri arasinda tekrarli diziler i¢inde uzunluk agisindan en kisa olan:
5.8S niiklear DNA’s1dir. Aslinda rRNA biiyiik alt biriminin bir pargasi olarak bulunur.
Ayni zamanda lokus uzunlugu ile de niikleotit igerigi oldukca korunmustur. Bu

bolgeye ait baz uzunlugu, kullanilmak istenen kadar genis bir bolgeye sahip degildir.
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Yaklasik olarak 163-164 baz ¢ifti uzunlugundadir. Bu sebeple filogeniye yeterli
miktarda veri saglamamaktadir. Bu yiizden bu sekilde yapilan filogeni ¢alismalarinda
tek bagina kullanilmalar1 uygun goriilmez. Bu nedenle ITS bolgeleriyle birlikte

degerlendirilerek ¢aligmalara katki saglayabilirler.

1.3.2.1.3 Biiyiik Alt Birim rDNA (28S)

Biiyiik alt birim rDNA” s1 kiigiik alt birim rDNA’sina gore daha uzundur. Uzun
olan baz igeriginde daha fazla varyasyon barindirmaktadir. Biiyiik alt birim rDNA” s1
28S’in oldukga farkli alt birimleri mevcuttur. Bu da 6nemli gen varyasyonlarinin asil
sebeplerindendir. Kii¢iik ve biiyiik alt birim rDNA” s1 tizerinde degisebilir bolgeler
veya yayilan segmentler olarak bilinen domainler bulunur. Ancak bu boélgelerde
meydana gelen genislemeler, akraba tiirler arasindaki farkliliklarin ortaya ¢ikmasinda
kullanilacak verileri olusturmada yetersiz kalmaktadir. Bu yiizden rDNA genlerinde
olusan varyasyonlar sadece familya ve st seviyedeki sikintilarin ¢oziimlenmesinde

fayda saglamaktadir [34].

1.3.3 DNA Dizileme

DNA dizi analizi ya da sekanslama, DNA’nin primer yapilarinin
belirlenmesinde ve niikleotid baz diziliminin tayininde kullanilan yontemdir. Yapilan
analiz bir niikleik asit dizisinin digerine olan hibridizasyonuyla olusur. Bu
hibridizasyon esnasinda radyoaktif ya da radyoaktif olmayan maddelerle isaretlemeler
yapilmaktadir. Genellikle gen mutasyonu olarak tanimlanan delesyon, insersiyon gibi
durumlarin tespitinde kullanilir. Ayn1 zamanda rekombinant DNA olusum yapilarmin
belirlenmesinde kullanilir. Kullanim alanlart oldukg¢a yaygindir. Gen regiilasyonunda
yer alan genetik kontrol bolgeleri belirlemede, konsensus dizileri, epistatik genler ve
etkilerini belirlemede kullanilabilirler. Preimplantasyon tanisinda ve Kkalitsal

hastaliklarin tayininde kullanim1 da mevcuttur.

Nikleotit dizilerinin belirlenmesinde iki temel teknik kullanilir.

1. Maxam ve Gilbert’ in kimyasal kirilma yontemi [35]
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2. Sanger-Coulson’ un zincir sonlanma yontemi [36]
Her iki teknik de {i¢ temel basamaktan olusmaktadir.
e DNA’ nin hazirlanmasi
e Reaksiyonlar

e Jel elektroforezi

1.3.3.1 Maxam ve Gilbert’ in DNA Kimyasal Kirilma Yoéntemi (DNA

Sequencing)

DNA Sequencing yontemi ¢ok tarafli sekanslama olarak adlandirilabilir.
Yontemin isleyisinde kimyasallar kullanilarak DNA 6zgiil baz dizilerinden kesilerek
farkli uzunluktaki fragmentlere ayrilir. Bu sekilde bir dizileme jelinden yaklasik olarak
kirk klon analizi yapilabilir. Buna ragmen ¢ok tercih edilen bir metot degildir.
Yontemdeki ¢alisma sekli DNA’ da bulunan bazlar1 tahrip etmekle baslar. Tahrip
edilen bolgelerde hasar gormiis olan alanlardaki piperidin ile fosfodiester baglarinin
kirilmasiyla sonlanir.

Ik olarak DNA parcasi bir ucundan isaretlenir. Isaretlenen DNA dort parcaya
ayrilir. Her bir 6rnege bazlardan birini tahrip edecek kimyasaldan eklenir. Maxam ve
Gilbert yonteminde 6zgiil bazlar ile zincirlerin kirllmasimni saglayan kimyasallar

asagidaki tabloda gosterilmistir [37].
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Tablo 1.2: Kimyasal kirilma yonteminde kullanilan Kimyasallar.

. Bazi1 Ayirmada Zincir Kirmada
) Baza Ozgiil
Ozgiil Baz ) Kullanilan Kullanilan
Kimyasal . .
Kimyasal Kimyasal
G Dimetil Siilfat Piperidin Piperidin
A+G Asit Asit Piperidin
C+T Hidrazin Piperidin Piperidin
C Hidrazin + Baz Piperidin Piperidin
A>C Baz Piperidin Piperidin

Piirinlerin birbirinden ayrilmasinda dimetil siilfat kullanilir. Dimetil siilfat ile
N7 no’ lu konumdan metillenen DNA’ ya bazik ortamda piperidin eklendiginde DNA
guanin bazindan kirilir. Bazik ortam yerine asidik ortam tercih edilirse DNA guanin
yerine adenin bazindan kirilir. Pirimidin bazlarmin kirilmasi igin ise hidrazin ilaves
yapilir. Hidrazin DNA’ y1 hem sitozin hem de timin bazindan kirar. Bu iki reaksiyonu
ayirmak i¢in ise yiiksek tuz derisimi (2M NaCl) ve bazik ortama ihtiyag vardir. Yiiksek
tuz derigimi ile bazik ortamda, DNA sitozin bazindan kirilir. Dort farkli bazi ayirmada
kullanilan reaksiyonlardan elde edilen pargaciklar, yiliksek voltajli elektroforez
sonunda X-ray duyarli film ile kaplanarak otoradyograma alinir. Otoradyografik
bantlar 5’ — 3’ yoniinde en alttan en {liste dogru okunarak 5° — 3’ yoniindeki baz dizilimi
elde edilmis olur [38].

1.3.3.2 Sanger Dizileme Yontemi (Cycle Sequencing)

Bakteri, faj, viriis ve plasmidlerin DNA’larindaki niikleotidlerin dizilerinin
belirlenmesi i¢in kullanilan yontemlerden biri de Sanger tarafindan gelistirilen ve

dideoksinukleotid olarak adlandirilan tekniktir, enzimatik metot olarak da bilinir.

Sanger yontemi, daha islevsel ve kolay uygulanabilir bir yontem oldugundan
daha ¢ok tercih edilmektedir. Bunun beraberinde giiniimiizde otomatik dizi analizi
cihazlart da bu yontemi esas alarak ¢aligmaktadir. Caligma prensibi i¢in tek iplik¢ik
kalip DNA, dANTP, ddNTP, DNA polimeraz ve serbest OH grubu igeren bir primere
ihtiyac duyulur.
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Bu yontem 3’ hidroksil gruplarinin olmamasi sebebiyle normal
didedoksiniikleottlerin yardimiyla DNA dizisini bulmay1 esas alir. Spesifik zincir
terminatorleri olarak adlandirilan, polimerizasyon icin gerekli olan 2,3-
dideoksintikleotidler; ddATP, ddGTP, ddCTP ve ddTTP kontrollii olarak kullanilirlar.
Dideoksiniikleotid fosfatlar (ddNTPs) biliyiiyen DNA zincirine baglandiklarinda
sentezi durdururlar. Ciinkii bir sonraki niikleotide baglanmak i¢in ihtiya¢ duyulan 3’
hidroksil grubuna sahip degildirler bu ylizden yanda bulunan molekiillerle etkilesime

girecek fosfodiester bagi kuramamaktadirlar [39].

Meydana gelen iiriinleri ayristirip elde etmek i¢in denatiire edici poliakrilamid
jel elektroforezi kullanilir. Yapilan elektroforez sonrasinda poliakrilamid jel
kurutularak otoradyografi yontemi ile fotografi ¢ekilmektedir. Otoradyogramdan elde
edilen goriintiide bantlarin en kisadan uzuna dogru olmak {izere basamak seklinde
siralandigr  gozlemlenir. Bunlar radyoaktif izotop tasiyan tek zincirli DNA
molekiilleridir. Isaretleme yontemiyle jel iizerinde belirlenen pargaciklar edilen

reaksiyon karigimina eklenmis olan ddNTP’ nin tipine gore okunur.

1.3.3.3 Otomatik DNA Dizileme Yontemi (Automated Sequencing)

Insan Genom Projesi gibi oldukca biiyiik projeler ¢ok fazla sayida DNA dizi
analizi yapmay1 gerektirmektedir. Yapilacak analiz sayisi arttiginda hem analiz i¢in
harcanan vakit artar hem de daha fazla is giicii gerekir. Bu olumsuzluklarin ortaya
cikmast sebebiyle otomasyona gecmek mecburi bir durum haline doniigmiistiir.
Otomatik DNA dizi analizleri zamandan kazancin yani sira, standart g¢alisma
kosullarin1 iist diizeye tasimis aym1 zamanda da elde edilen sonuglarin

degerlendirilmesinde biiylik fayda saglamistir.

Otomatik DNA dizi analizi yonteminde Sanger’ in enzimatik DNA sentezine
dayanan zincir sonlanma yontemine basvurulmustur. Bundan tek farki radyoaktif
izotoplar yerine floresan boyalarin ge¢mesidir. Bu yontemde dort ayr1 renkte boya
kullanilir. Guanin baz1 siyah, Timin baz1 kirmizi, Adenin baz1 yesil ve Sitozin bazi
mavi renkle gosterilmektedir. Sonugta dizinin okunmasini saglayan dort farkli renkteki

piklerin olusturdugu bir model olusur.
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Otomatik DNA dizi analiz cihazlar1 basit olarak, sabit bilgisayarlarda yiiklii
olan programlar ve bu programlarin yonettigi elektroforez sistemini igerir.
Elektroforetik tinitelerde bulunan lazer 151k kaynagi monokromatik bir 151k olusturur.
DNA’ nin bulundugu jelmatriksi bu monokromatik isik ile taranir. Elektroforez
siiresince DNA’ ya baglanmis olan floresan boya, 151k ile taranan bolgeye geldiginde
uyarilmis olur. Uyarilan boya kendisi i¢in karakteristik olan dalga boyunda 15181 geri
yansitir. Yansiyan 11k demeti bir detektor tarafindan kaydedilir ve veriler bilgisayar
ortaminda uygun programlarla degerlendirilip sonuglar grafiksel ya da matematiksel

olarak bilgisayar ekranina yansitilir. DNA dizi analizi cihazlariyla 6 bazdan 1000 baza

kadar giivenli okuma yapilabilmektedir [40].
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Sekil 1.2: Dizi analizi sonucu olusan piklerin goriintiisii.

1.3.3.4 Coklu Dizi Hizalama ve Clustal W Program

Coklu dizi hizalama, biyoinformatigin gerekliliklerinden biridir. Coklu dizi
hizalama, dizi olusturma, molekiiler modelleme, veritabani aramalari, filogenetik agac
olusturulmas1 konularinda temel bir aragtir. ikili dizi hizalamadan daha fazla bilgi
sahibi olmamizi saglar. Coklu dizi hizalamada dinamik programlama teknigiyle az
zamanda ulasilabilecek optimum sonuca erismek miimkiindiir. Ancak mevcut olan
coklu dizi hizalama yontemleri optimum hizalamay: bulabilmek i¢in ancak dizi

sayisiyla iissel iliskili olacak bir zaman dilimine ihtiya¢ duyarlar. Bu durumda pratikte
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ihtiya¢ duyulan ¢oklu verilerde problem ¢oziimiinii, giiniimiizde kullanilan hesaplama

yontemleriyle oldukga zorlastirir hatta imkansizlastirir.

Coklu dizi hizalamada en ¢ok tercih edilen yontem asamali hizalama
yontemidir. Bu yontemi kullanan araglarin en yaygini CLUSTALW’ dir [41]. Bu
yontemle ilk olarak elimizde bulunan dizilerin ikili benzerliklerinden faydalanilarak
tahmini bir aga¢ meydana getirilir. Sonrasinda, bu agacin yon gosterdigi bilgilerden
faydalanilarak kademeli bir sekilde diziler hizalanir. Bulunan en biiyiik dezavantajlari,
yerel minimuma takilmasi, aymi zamanda da problemi uygun bir bigimde
modelleyecek parametrelerin belirlenmesinin oldukga sikintili olmasidir. Coklu dizi
hizalama problemlerini ¢6zmek i¢in kullanilan yaklagimlardan biride son dénemlerde
oldukga yaygin bir sekilde kullanilan genetik algoritmalardir. Bunlardan en ¢ok
bilineni SAGA (Sequence Alignment by Genetic Algorithm)’ dir [42]. SAGA

ClustalW’ ye yakin hizalamalar olusturmustur ama daha basarili degildir.

1.3.4 Filogenetik Analiz

Organizmalarin evrimsel tarihine filogeni adi verilir. Filogenetik ise tiirler ya
da organizma gruplar1 arasindaki genetik baglarla evrimsel akrabaligi arastiran bilim
olarak adlandirilmaktadir. Belirli morfolojik veya genetik karakterleri inceleyerek
benzer olan karakterlere sahip organizmalart birbirlerine olan genetik yakinliklarin
saptanmastyla olusan verileri ele alir. Molekiiler filogenetik ise giiniimiizde DNA ve
protein dizilerini de igeren molekiiler verileri tiirler arasi iliskileri analiz ederek

netlestirmek i¢in kullanilir.

1.3.4.1 Filogenetik Aga¢

Filogenetik incelemelerde tiirler arasindaki evrimsel iliskiyi gostermede en
uygun yaklasim elde edilen verilerin ¢esitli akis semalar1 ve istatistiksel analizlerle
filogenetik agaca donistiiriilmesidir [43]. Evrimsel iliskileri gorsel olarak ortaya
cikarmak i¢in en uygun arag¢ filogenetik agaclarin olugsmasidir. Filogenetik agaclar,
yapilan tiim dizileme ¢aligmalarinin sonuglarinin daha net bir sekilde anlasilmasi i¢in

gorsel kolaylik saglamaktadir.
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Ayrica; genler arasi etkilesimi anlamada, ila¢ tasarlamada, asi ¢alismalari
yaparken patojen ¢esitliligini saptamada, genetik hastaliklar ve bulasict hastaliklarin
epidemiyolojisinde, yeni bulunan gen gorevlerinin tespitinde ve mikrobiyal ekoloji

calismalarinda filogenetik agalardan faydalanilmaktadir.

Bir filogenetik agagtaki dallanmalar dallanma olaylarinin modelini ve bazen de
bu dallanmanin zamanini tanimlamaktadir. Meydana gelen tiirlesmelerin sirasini ve

taksonlarin akrabalik derecelerini kaydeder.

Agaglar, teknik olarak bir diigiim (node) ve dallardan (branch) olusur. Tiirlerin
atalarinin zaman igerisinde degisen durumlari bu dallarla gosterilir. Diigiimiin karsilig
ise bir tiire ait olan iki veya daha fazla populasyona ayrildigi noktalardir [43]. Agactaki
onii olmayan tek diigiim koktiir. Kok ortak bir atay1 temsil eder, agacin herhangi bir
yerinde bulunabilir. Koksiiz agaglarda mevcuttur. Bunlarda ise durum ortak bir ata
gosterilmeden sadece tiirler arasi iliskinin 6n plana g¢ikarilmasi seklindedir [43].
Filogenetik agaclarda diigtimlerin her biri evrimsel siirecte ayrilan bir gruba karsilik
gelmektedir. Agagtaki dis dallar taksonlar1 ifade ederken, i¢ dallar ve diiglimler
taksonlar arasindaki iligkiyi belirtmede kullanilir. Birbiri ile yakin iligkili olan tiirler
agac lzrende birbirine komsu dallarda yer almaktadirlar. Agag dallarimin ortaya
cikardig1 desen topoloji olarak adlandirilir ve dallarin uzunluklar1 da dalda meydana

gelmis degisikliklerin sayisini belirtmektedir [44].

13411 Filogenetik Aga¢ Olusturmada Kullamlan Yontemler

Giiniimiizde aga¢ olusturmada kullanilan yontemler iki baslik altinda toplanir.

A. Karakter Temelli Yontemler

1. Maximum parsimony (MP)
2. Maximum likelihood (ML)

3. Mr. Bayes
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B. Mesafe Temelli Yontemler

1. Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean (UPGMA)

2. Neighbour Joining (NJ)

1.3.4.1.1.1 Karakter Temelli Yontemler

Dizilerde birikmis olan mutasyonlarin sayarak olusturulurlar. Farkl
karakterlere dayanmaktadirlar. Buradaki herbir karakter bir taksondaki canliya ait olan

molekiiler diziyi belirtmektedir.

Maximum Parsimoni (MP), Farkhiliklari En Aza Indirme (Tutumluluk) Yontemi
Incelenen diziler ve genetik uzakliklar ile uyumlu olacak bir agac elde etmek
icin saptanmasi gerekli olan mutasyonlarin en az olmasi gereken bir yontemdir.
Maksimum Parsimoni (MP), minimum evrimsel metod yani parsimoni=tutumluluk
olarak adlandirilabilir. Evrimsel biyolojide tutumluluk, evrimsel siiregte neler olup
bittigine iliskin sonuca ulasirken, arastirmacinin basit agiklamalari, baska bir soylemle
meydana gelen evrimsel degismenin miktarini azaltan veri yorumlarini tercih etmesi
demektir. Parsimoniye gore tercih edilen agag, meydana gelen evrimsel degisisikligin

toplam miktarini en aza indirgemis olan agactir [45].

MP ile agaglarin olusturulmasinda “kesin” ve “olas1’” yaklasimlar s6z
konusudur. Kesin yaklagimda olabilecek tiim agaglar gézden gegirilir ve kullanilan
optimalite Ol¢iitiine en uygun agag belirlenir. Cok zaman alicidir ve yirmiden fazla
ornegin varliginda kullanim i¢in uygun degildir. Cok sayida dizinin bulundugu
durumlarda “olas1” yaklasim uygulanmaktadir. En tutumlu agaglarin giivenirlilik
dereceleri istatiksel olarak degerlendirilir. Bu probleme yonelik yaklasimlardan biri
bootstrap (se¢-bagla testi) olarak tanimlanir. Bootstrap ile elde ettigimiz agag¢ dallari
parsimoni Kriteriyle istatistiksel agidan en giivenilir olabilecek dallari belirlemek igin
kullanilir [41].

Maximum Olasiltk (Maximum Likelihood-ML) En Yiiksek Thtimal Yontemi
Gozlenen veriyi olusturmada en yliksek olasiliga sahip en iyi agaci segcmede

olasilik modellerini kullanan zor ve bir o kadar da karmasik bir yontemdir. Bu
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yontemin teknik agidan nasil isledigini anlamak i¢in yeteri kadar istatistik bilgisine
sahip olmak gerekir. Bu yontemde her olasi agacin toplojisi arastirilir ve dizi
hizalamasinda yer alan sadece bilgi verici bolgeler degil her pozisyon
degerlendirilerek bir sonuca ulagilir. lyi bir sekilde temellendirilmis istatistige
dayandirildigindan matematiksel olarak olduk¢a zahmetli bir yontemdir. Bundan
dolay: taksonlarin sayisi belirli bir sinir1 gegtiginde yontemin kullanilmasi oldukga
giiclesir, neredeyse imkansizlasmis olur. Bunu ortadan kaldirabilmek i¢in bazi
yaklagimlar gelistirilmistir. Genetik algoritmalar ve Bayes yontemi bunlardan

birkagidir.

Joseph Felsenstein tarafindan bulunan, 1981 yilinda MP'ye kars1 farkli bir
alternatif olusturan bir yontemdir [46]. Bilgisayar program yardimiyla olusan her
agacin topolojisi degerlendirir. Eger aga¢ dogruysa her dalin olusturulma olasilig
toplami, gozlenen verinin olusturmasi olasiligini temsil eder. Bu olasilik agaglarin
olasiligi olarak bilinir. Yarisan agag¢ topolojilerinin onay1 ya da reddi igin kriter
olasilig1 en yiiksek olan agaci segmektir, bu sonuca gore en olasi agag¢ en iyi agactir.
Ancak olasilik metotlar1 hesaplamay1 yavastirlar. Bu yilizden ¢ok biiyiik veri setleri,
parsimoni yontemleriyle oldugu kadar bu yontemle birlikte ayn1 kapsamda analiz

edilemezler.

Bayes Yontemi

Filogenetikte kullanilan en one ¢ikmis yontemdir. Temelde Maximum
Likelihood la oldukga benzer 6zellik gostermektedir. Prior olasilik kullanilarak bu
metottan farklilik gosterir. Mevcut olan gozlemlere dayanilarak gézlenmeyen bir sey
hakkinda sonug ¢ikarma temeline dayanir. Bu yontemle agag¢ segilirken, “onceki
(prior) olasilik”, analiz oncesinde ortaya ¢ikabilecek biitiin olasi agag topolojilerinde
gecerli kilinacak olasiliktir. Agac olusturulmadan ilk basta her topolojinin olasilig1
estir. “Sarta bagl olasilik”, dizi hizalanmasinda gézlemlenen karakterlerin degisime
ugrama frekansi1 olarak adlandirilabilir. Bu hesaplanan olasiliklarin degeri, Bayes
tarafindan, gézleme en uygun gosterilen en olasi aga¢in bulunmasinda kullanilir. Bu
yontem ML’ den daha hizlidir ayn1 zamanda daha genis aralikta veri kiimelerinide

kullanabilmektedir.
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1.3.4.1.1.2 Mesafe Temelli Yontemler

Dizi hizalanmasi temeline dayanarak hesaplanir ve dizi giftleri arasindaki
farkliliklarin miktarina gore adlandirilmaktadir. Dizi hizalanmasi sonucu hesaplanan
evrimsel mesafeler, her bir takson ¢ifti i¢in aralarindaki mesafelerin matrisinin
olusturulmasinda kullanilirlar. Matristeki bu ¢iftli mesafe skorlar1 baz alinarak tiim

taksonlar i¢in bir filogenetik aga¢ olusturulabilmektedir.
Bu yontemde kullanilan algoritmalar;

A. Kiumelenme Temelli

B. En Iyi Durum (Optimum Durum) Temelli
olarak iki kola ayrilirlar.

Kiimelenme Temelli Logaritmalar

Kiimelenme temelli algoritmalar, birbirine en c¢ok benzeyen dizilerin
ciftlerinden baglayan mesafe matrisine dayanan bir filogenetik agac¢ hesap eder. Bu
algoritmalar, aritmetik ortalamay1 kullanarak agirlikli olmayan ¢ift grup yontemini ve

komsu birlestirme yontemini igerirler.

Genetik uzaklik metotlar1 ile hizalanan diziler arasindaki farkliliklarin
miktarina gore agac¢ olusturulur. Agacin dallarinda ortaya c¢ikan degisiklik sayisi
diziler arasindaki uzakligi gosterir. Bu yontemlerde tercih edilen agacg, taksonlar
arasindaki mesafeyi en aza indirgeyen agactir. Bu yontemler digerlerinden daha kolay

ve hizlidir, ¢ok sayida dizi i¢in kullanilabilmektedirler.

UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Means) Metodu
UPGMA yonteminde tahmin edilen mesafeler, ger¢ek evrimsel mesafelerle
tam olarak uyusmamaktadir. Bu bilgi yontemin yeterince basarili olmadigini
gostermektedir. Yontem agacin dallar1 boyunca degisimin sabit oldugunu soyler. Bu
nedenle hesaplamalar1 yaparken agacin kokiiniide ortak ata olarak hesaba katar.
Avantajlar1 immiinolojik hibridizasyon gibi indirekt ol¢iimi olan uzakliklarda
kullanilabilir. En hizli metotlardandir. Bu yiizden ¢ok genis data setlerini oldukga
cabuk bir sekilde analiz etmektedir. Dezavantaji1 ise benzerlik ve aralarindaki iliskileri
ayni karakterde kullanmak miimkiin degildir. Benzerlige gore siralama yapilmaz,

evrimsel agacin veriliginde kullanilmazlar, karakter analizinde kullanilamazlar.
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NJ (Neighbour Joining) Metodu

Belirli bir grup igindeki her bir ikilinin karsilastirilmasiyla elde edilen aradaki
fark: kullanarak ilgili grubun agacini olusturmada kullanilan yontemdir. En az fark
iceren ikililer “komsu(neighbours)” olarak isimlendirilir. Amag¢ komsular1 dogru bir
sekilde yerlestirip eldeki veriyi yansitarak dal uzunluklarimi belirlemek ve o veriye
gore agag elde etmektir. Aralarindaki genetik uzaklik en az olan tiirleri birlestirirerek

bir agag meydana getirir.

Neighbour Joining Yontemi ‘nde kiimelenme temelli algoritmanin varsaydigi
gibi taksonlar kokten esit uzaklikta kabul edilmez. Bu yontem ile sadece bir tane agag
olusturulur ve diger olas1 aga¢ topolojileri test edilmez. Bu sorunun giderilmesi i¢in
genelletirilmis komsu birlestirme yontemi gelistirilmistir. Agacin dallar1 boyunca
degisiklik hizinin farkli olabilecegini kabul eder. Bu nedenle agacin kokiinii

hesaplamaz. MEGA yazilim1 kullanilabilir

Avantajlar1 ¢ok verimlidir. Genis veri kiimelerini analiz edebilir. Dezavantaji

ise tiim olas1 topolojileri inceleyemez.

En Iyi Durum Temelli Logaritmalar

Cok fazla farkli agacin topolojisini (pek ¢ok noktadan ve dallardan olusan bir
ag yapisi) karsilastirarak agacin 6nceden tahmin edilebilen mesafeler ile gergek
evrimsel mesafeleri arasindaki en iyi uyumu goOstereni se¢meyi saglayan

logaritmalardir.

1.34.1.2 Filogenetik Aga¢ Olusturmada Kullanilan Programlar

Filogenetik alaninda caligmalar yapanlar, bu alanda program gelistirmek
tizerine yogunlasanlar genelde c¢alismalarinda MAC in isletim sistemini
kullanmaktadirlar. Programlarin diger isletim sistemlerine uygun versiyonlar: bulunsa

da MAC i¢in yazilanlar daha ileri ve st siiriimdiirler.

Filogenetik agaclar1 olusturmada en yaygin kullanilan programlar PAUP,
PHYLIP ve MRBAYES?’ dir. Ancak bu programlarin 6nerdikleri agaclari bilgisayarda
goriintiilenmesini saglayan bagka bir program daha vardir. Bu program Treeview

programidir [47].
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1.3.4.1.2.1 PAUP* (*: Phylogenetic Analysis Using Parsimony and Other
Methods / Parsimoni ve Diger Metotlar Kullanilarak Yapilan
Filogenetik Analiz)

Populasyon verilerini detayli aragtirmak i¢in yardimci programdir [48].

PAUP 4.0b10’ un sahip oldugu bazi 6zellikler;

>

Parsimoni yontemine ek olarak Maksimum Olasilik yontemi ve en iyi durum
temelli yontemlere dayanarak filogenetik agaglarin arastirilmasina tam destek
saglar.

Belirli agaglar tizerinde veya agag olusturulmasi sirasinda, Maksimum Olasilik
modeli parametrelerinin otomatik olarak dnceden tahmin edilmesini saglar.
En genel geri doniisebilir model ve onun alt modellerini de igeren genis bir
DNA degisim modelleri yelpazesi igerir.

Adim adim ekleme, dal degistirme, komsu birlestirme, quartet-puzzling, Yildiz
bozulma ve UPGMA agag arastirma algoritmalari mevcuttur.

Birbirine uyumlu evrimsel iliskilere sahip olan bir gruptaki tiim agaclar i¢in en
genis taksonlar alt kiimesini gosteren uyusma alt agaclarini hesaplar.

On yiiklemeye ek olarak, biitiin en iyilik 6lgiitleri (optimality criteria) altinda
Jackknife yeniden 6rneklendirme analizi yapabilir.

Agaclar arasindaki belirli farkliliklarin saptanabilecegi parametrik ve non-
parametrik testler vardir.

Heniiz olusturulmamis agaglarin olusturulup yayinlanmasi. Yeni agaclarin
olusturulmas1 sirasinda benzer sayfalar arasinda ayni1 anda taramalarin
yapilabilmesine olanak saglar.

Goloboff” un ortiikk agirlik cimrilik kriteri altinda agag¢ taramasi ve
degerlendirilmesi yapar.

Maksimum olasiliklarin = (maximum likelihood) kullanimiyla atasal

niikleotidlerin tahminini yapar.
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1.3.4.1.2.2 Mr. Bayes (Bayesian Inference of Phylogeny)

Filogeninin, Bayes Metodu ile tahmini i¢in kullanilan bir programdir. Amag
tek bir dogru filogeniyi bulmay1 degil, biitiin muhtemel filogenilerin sonraki olasilik

dagilimlarini hesaplamaktir [49].

Programin bazi 6zellikleri:

. Niikleotit, aminoasit, restriksiyon bdolgesi, morfolojik bilgi
analizi

. Tek bir analizde bilgi tiirlerini karistirma

. Bilgi bélmeleri arasindaki parametreleri gosterme

. Evolusyon modelleri bakimindan zenginlik

. Tamamen hiyerarsik olarak Bayes c¢ercevesi iginde pozitif

olarak secilmis bolgelerin hesaplanmasi

1.3.4.1.2.3 PHYLIP (The Phylogeny Inference Package)

Filogenetik haritalarin (evrimsel soyagaglarinin) ¢ikarilmasi igin internet
tizerinde bedava olarak ulasilabilen bir programlar paketidir. Pakette kullanilabilen
metotlar parsimony, uzaklik matrisi, ¢6z-bagla islevi (bootstrapping) ve ortak karar
(consensus) agaclarin1 kapsayan olasilik metotlarint igerir [50]. PHYLIP biiyiik
olasilikla en genis sekilde dagilmis filogeni paketidir. PAUP ve Mr. Bayes’ ten sonra

ticlincii en ¢ok kullanilan filogenetik paketidir.
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1 Materyal

2.1.1 Kullanilan Bitki Orneklerinin Toplanmasi

Taze bitki materyalleri arazi ¢alismalari ile temin edilmistir. Temin edilen bitki
materyalleri silika jel igerisinde DNA izolasyonu yapilincaya kadar muhafaza
edilmistir. Toplanan bitki 6rnekleri ¢igek agma donemleri olan 3-5. aylar ve 9-11. aylar
arasinda temin edilmistir. Arazi ile temin edilemeyen bitkiler yerine farkli

tiniversitelerin herbaryumlarindan alinan 6rnekler kullanilmistir.

Tiirkiye’de yayilis gosteren Cyclamen L. cinsine ait taksonlar asagida
belirtilmistir. Endemik olan tiirler yanlarina (E) yazilarak belirtilmistir. Kullanilan

bitki tiirlerinin lokaliteleri bulgular kisminda Tablo 3.1’de gosterilmistir.

Cyclamen hederifolium

Cyclamen graecum

Cyclamen cilicium var. cilicium (E)
Cyclamen cilicium var. intaminatum (E)
Cyclamen mirabile (E)

Cyclamen repandum var. repandum
Cyclamen persicum

Cyclamen pseud- ibericum (E)
Cyclamen coum var. coum
Cyclamen coum var. caucasicum
Cyclamen trochopteranthum (E)
Cyclamen creticum

Cyclamen parviflorum var. subalpinum (E)
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2.1.2 Kullamilan Cam ve Plastik Malzemelerin Hazirlanmasi

Kullanilan pipet uclar, ependorf tiipleri, PCR tiipleri, c¢ozeltiler, cam
malzemeler ve 1siya dayanikli diger malzemeler ¢alismaya baglamadan dnce 121°C de

20 dakika siireyle 1 atmosfer basingta otoklavlanarak sterilize edilmistir.

2.1.3 Kullamlan Kimyasallar

DNA izolasyonu igin kullanilan fenol-kloroform ve etanol Merck’ten, tris, iire,
izopropil alkol ve EDTA soliisyonlariyla PCR reaksiyonlarinda kullanilan ANTP mix,
10X tampon, Taqg DNA polimeraz ve MgCI2 Fermantas’tan; borik asit, jel
elektroforezinde kullanilan Agaroz Biomax’tan, etidyum bromid Applichem’den,
yiikkleme boyasi ve DNA biyiiklik belirleyici Fermantas’ tan yerli kuruluslar

araciligiyla temin edilmistir.

2.1.3.1 Genomik DNA Izolasyonunda Kullanilan Kimyasallar

2.1.3.1.1 Fenol- Kloroform- izoamilalkol Metoduyla Yapilan DNA

izolasyonunda Kullanilan Kimyasallar

Kullanilan bitki materyallerinin genomik DNA’ s1 (gDNA) Dellaporta ve
arkadaglar1 [51] tarafindan gelistirilen ve modifiye edilen yontemle izole edilmistir.

[zolasyon igin kullanilan tiim kimyasallar Tablo 2.1’ de gdsterilmistir.
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Tablo 2.1: Genomik DNA izolasyonunda kullanilan ¢ozeltiler ve 6zellikleri.

Cozeltiler Kompozisyonlari

Ekstraksiyon tamponu (1 L) 33.6 gr. Ure
0.5 M EDTA (pH 8)
1 M Tris-HCI (pH 8)
5 M NaCl
%10 SDS

Fenol / Kloroform / Izoamil alkol 25:24:1

NaAc 3 M (pH 5.2)

Izopropil alkol %100

TE 10 mM

RNaz A 10 mg/ mL

EtOH %70 ve %100

2.1.3.1.2 Kit ile Yapilan izolasyonda Kullanilan Kimyasallar

Bitki materyallerinin 6zellikle herbaryum 6rneklerinin gDNA’ s1 igin SIGMA
G2N70 Plant Genomic DNA Miniprep Kit Kullanilarak izolasyon islemi
gerceklestirilmistir.

Kit ile gelen hazir soliisyonlar; Lysis Solution Part A, Lysis Solution Part B,
Precipitation Solution, Binding Solution, Column Preparation Solution, Wash

Solution, Elution Solution

2.1.3.13 PCR’ da Kullanilan Kimyasallar

PCR reaksiyonlarinda kullanilan primerler Integrated DNA Technologies (IDT
A.B.D.) firmasindan temin edildi. Primerler laboratuara gelir gelmez veya -20°C
buzdolabindan c¢ikarildiktan sonra yaklagik 15 sn 12.000 rpm’ de santrifiij yapilarak

kuru ¢okeltinin tiipiin dibinde toplanmasi saglandi ve 1 ml dH2O igerisinde ¢oziilerek
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stok hazirlandi. Her bir primerin son konsantrasyonu 5 nmol/ml (5 uM) olacak sekilde

sulandirildi.

Tablo 2.2: PCR’ de (Polimeraz Zincir Reaksiyonu) kullanilan kimyasallar.

Kimyasalin Ad1 Miktar: Konsantrasyonu
dH20 9 ul -
Tampon 2.5 ul 10 X
DMSO 2.5ul -
ITS4B 2.5 ul pmol / ml
ITS5A 2.5 ul pmol / ml
MgCI2 1.5 ul 25 mM
dNTP 2 ul 10 mM
Tag DNA Polimeraz 0.5 ul 5 lnite
gDNA 2 ul -
Toplam 25 ul

New England BioLabs Inc. firmasindan temin edilen OneTaq Quick — Load
2X Master Mix ile de PCR reaksiyonlari gergeklestirildi.

Tablo 2.3: Master Mix ile PCR’da kullanilan kimyasal.

Kimyasalin Adi Miktar Konsantrasyonu
gDNA 1ul -
ITS4B 1l pmol / ml
ITS5A 1l pmol / ml
Master Mix 12.5 pl 2X
dH20 9.5 ul -
Toplam 25l
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Tablo 2.4: PCR’de kullanilan primerler

Primer Niikleotid Dizisi (5°- 3°) Tm Degeri Dizaym
Yapan

Forward ITS5A TCCTCCGCTTATTGATATGC 499 °C Kenneth J.
Wurdack

tarafindan (Alice
M.
Stanford, 2000)
[120]

Reverse ITS4 CCTTATCATTTAGAGGAAGGAG 52.1°C Bruce G.
Baldwin, 1992-

White et
al.,1990[120]

21314 Agaroz Jel — Elektroforez Tamponlari

Agaroz jel elektroforezi i¢in 0.5X’lik TBE kullanilmaktadir. Bunun i¢in
hazirlanan 5X TBE seyreltilir.

Tablo 2.5: 5X TBE tamponu hazirlama.

Tris — Base 549
Borik Asit 2759
0.5M EDTA 20ml
Saf su 1L’ ye tamamlanir
2.2 Yontem

2.2.1 Bitkilerden Genomik DNA izolasyonu

Kullanilan bitki materyallerinin bir kismmin gDNA’s1 Dellaporta ve
arkadaglar1 [51] tarafindan gelistirimis ve modifiye edilmis yontemle izole edilirken,

diger kismu ise Sigma ticari kitinin protokoliine uygun olarak yapilmustir.
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2.2.1.1 Fenol- Kloroform- izoamil Alkol Protokolii

Fenol- Kloroform- Izoamil Alkol ile DNA izolasyonu yapilirken silika jel
icerisinde bulunan taze bitki 6rneklerinden 100 mg tartilarak porselen havan igerisine

alinir. Havana sivi azot ilave edilir ve yapraklar toz haline getirilene kadar ezilir.

Toz haline getirilmis olan bitkiler eppendorf tiipiine aktarilir. Tiip i¢erisine 600
uL izolasyon (ekstraksiyon) tamponu eklenir, tip 5 dk alt-list edilir sonrasinda

vortekslenerek karisimin homojen dagilimi saglanir.

Uzerine 500 pL fenol-kloroformizoamilalkol eklenir ve 5 dk daha tiip alt-iist

edilerek karisimin homojen olmasi saglanr.

Bunun ardindan 12000 rpm’de 5 dk santrifiij yapilarak ¢okelti olusturulur. Dibe

coken kisim proteinlerdir, DNA {ist kisimda yer alir.
Ustte kalan 500 pL’lik siipernatant temiz bir tiipe aktarilir. Pellet atilir.

Stipernatantin hacminin %10’u kadar yani 50 pL 3M’lik Sodyum Asetat
(NaAc: ph 5.2) eklenir ve alt-iist edilir.

Stipernatant hacmi kadar yani 500 pL’lik izopropanol eklenerek yavas bir

sekilde pipetaj yapilir bu sirada DNA kompleksini ¢iplak gozle gormek miimkiindiir.
2 dk 12000 rpm’de santrifiij yapilarak DNA ¢oktiiriiliir.
Ustteki ¢ozelti atilir dipte kalan pelletle izolasyona devam edilir.

Pellete 500 uL TE (10 mM, ph 8) eklenir ve pipetaj yapilarak ¢oziilmesi

saglanir.

Cozeltiye 5 uL. RNaz A (10 mg/ml) eklenerek pipetaj yardimiyla yagsi tabaka

homejen hale getirilir.

30 dk 37°C’de inkiibasyona birakilarak RNA’nin DNA’dan ayrilarak ortamdan

uzaklagmasi saglanir.

50 uL NaAc (3M) eklenerek tiip alt-iist edilir.

33



1 mL %90’lik ETOH eklenir ardindan tiip tekrar alt-iist edilir ve -80°C’de 10
dk beklemeye birakilir.

Daha sonra 10 dk 13000 rpm’de santrifiij edilerek DNA’nin ¢6kmesi saglanir.

Ustteki siipernatant kisim ¢dpe atilir ve altta pellet kisim kalda.
Kalan pellet %70’lik ETOH ile pipetaj yapilarak yikanir.

2 dk 12000 rpm’de santrifiij yapilir ve olusan ¢oOkeltiden ectanol pipet

yardimiyla pellete dokunmadan dikkatlice uzaklagtirilir.

20-30 sn 12000 rpm’de son bir santrifiij yapilir ve ependorf tiipler kagit lizerine

yan yatiriarak kalan etanol kalintilarinin u¢masi saglanir.

Olusan gDNA c¢okeltisi, 50 uL TE veya 200 pL saf su eklenerek pellet
kaybolup homojen bir ¢ozelti elde edilene kadar pipetaj yapilir.

Tiim bu islemlerin sonunda bitki gDNA’s1 izole edilmis olur [51].

2.2.1.2 Kit ile Yapilan DNA izolasyonunun Protokolii

Bitki materyallerinden 100 mg alinir1 ve porselen havan icerisine eklenen sivi

azot yardimiyla toz haline getirilir.
350 uL Lysis Solution (Part A) ve 50 uL Lysis Solution (Part B) eklenir.
Vorteks yapilir ve 4ul RNaz eklenerek pipetaj yapilir.
65°C’deki sicak su banyosu igerisinde 10 dk ytizdiiriiliir.
130 uL Precipitation Solution eklenerek 5 dk buzda bekletilir.
5 dk maksimum hizda 16000 g’de santrifiij yapulir.

Ustte kalan s1v1 kistim almarak mavi filtreli tiipe aktarilir. Kalan ¢okelti tiipiiyle

beraber ¢ope atilir.

Mavi filtreli tiip 1 dk maksimum hizda santrifiij edilir. Daha sonra kolon atilir,

elimizde ependorf tiip kalir.

34



Uzerine 700 pL Binding Solution eklenir ve toplamda 1000 pL’lik bir karisim

elde edilmis olur.

<Bu basamaklardan bagimsiz olarak kirmiz1 kolonlu tiipler hazirlanmasi i¢in
kullanilacak her bir kirmizi kolonlu tiipe 500 pL’lik Column Preparation Solution
eklenerek 1 dk’lik 12000 g’de santrifiij yapilir.>

Sivi atilir ve kolon dnceki basamaktaki 1000 uL’lik sivinin gegirilmesi i¢in

hazir hale gelmis olur.

1000 pL’lik karigimin 700 pL’lik kismi1 kirmizi kolonlu tiipe aktarilir ve 16000
g’ de 1 dk santrifiij yapilir.

Sivi ¢ope atilir ve kirmizi kolon tiipe yeniden konarak kalan 300 ul’lik kisim

da kolondan gegirilerek maksimum hizda 1 dk’lik santrifiij yapulir.
S1v1 ve tiip atilir.

Kolon yikanmasi igin yeni bir tiipe konarak 500 uL Wash Solution eklenir.
Maksimum hizda 1 dk santrifiij yapildir. Sivi kisim atilir tiip kalir.

500 pL Wash Solution eklenerek maksimum hizda 3 dk daha santrifiij yapilir.

Sivikisim yine kolona temas ettirilmeden atilir.
Yeni 2m’lik tiip ¢ikarildi ve igerisine kolon yerlestirildi.

Igerisine 100ul Elution Solution eklenir. Maksimum hizda 1dk santrifiij
yapilarak kolon siviya temas ettirilmeden ¢ikarilir ve boylelikle 1. Soliisyon hazir hale

gelmis olur.
Yeni 2 ml’ lik tiip hazirlanir ve kolon bu tiipe yerlestirilir.

100 pl Elution Solution kullanmadan dnce 65°C’de 1sitilir sonrasinda eklenir.

Yaptigimiz isin devaminda maksimum hizda 1 dk santrifiij yapilir.
Kolon siviya temas ettirilmeden ¢ikarilir ve atilir.

Boylelikle izole edilmis DNA mizin 2. tiipiide hazirlanmis olur.
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2.2.2 DNA Saflik Tayini

DNA’ nin s1v1 soliisyonlar igerisinde, ultraviyole 1s181n altinda sahip olduklari
absorbsiyon (optik yogunluk, OD) iizerinden dogrudan &lgiilebilir. Ornek eger safsa
yani protein, fenol gibi kontaminantlar1 ¢ok diisiik miktarlarda ise, niikleotid bazlari
tarafindan absorbe olan ultraviyole radyasyonun miktarin1 spektrofotometrik olarak
basit ve dogru bir bi¢cimde 6l¢ebiliriz. Kontaminantlarin varligi, oran hesaplamasi ile
ayirt edilebilmektedir. Niikleik asitlerin maksimum absorbans verdigi dalga boyu
A260 olarak olgiiliir. Proteinlerin maksimum absorbans verdigi dalga boyu ise
A280°dir. Karbonhidratlar, peptitler, fenoller veya aromatik bilesikler gibi maddelerin

maksimum absorbans verdigi dalga boyu da A230’dur.

A260/A280 orani niikleik asitlerin safligi i¢in kullanilir. Bu oran saf bir DNA
icin 1.7 ile 2 arasinda olmalidir. Izole etigim DNA’larin saflig1 bu degerler arasinda
ctkmustir. Izole edilen gDNA’larm absorbans degerlerinin 6l¢iimii quartz kiivetlerle

yapilmistir.

Kiivetteki ilk kuyu kor (bos 6rnek) secilmistir ve buraya sadece 200ul saf su
konulmustur. Kiivetteki diger kuyularin hepsine 5ul DNA, 195ul saf su konulmustur.
Daha sonra DNA’nin spektrofotometrede A260 ve A280 degerleri 6l¢iilmistiir [52].

Cift zincirli DNA molekiiliiniin miktar tayini spektrometrik sonuglara gore,
asagidaki formiille hesaplanmistir. Formiildeki seyreltme katsayisi 40 olarak
hesaplanmigtir. Spl DNA ve 195ul su konulmustur, yani DNA 40 kat kadar

seyreltilmistir.

DNA Konsantrasyonu(ng/ul) = Absorbans degeri (A260) x Seyreltme Katsayist x 50ng/ul
(2.2)

2.2.3 PCR Yapihisi

Izole edilen genomik DNA’larmn ITS bélgeleri igin primerler yardimiyla PCR
yapilmustir [53].
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Tablo 2.6: Kullanilan PCR programi

Basamak Sicaklik | Zaman Dongii Sayisi

On Denatiirasyon 94°C 4dk 1 déngii
Denatilirasyon 94°C 30sn
Primer Baglanma 50°C 1dk

(Annealing) 35 dongi
Uzatma (Extension) 72°C 1dk

Son Uzatma (Final 72°C 7dk 1 dongii

Extension)
Son Sicaklik (Final Hold) 4°C 1sa50dk

2.2.4 Agaroz Jel Elektroforezi

PCR sonrasinda meydana gelen bantlar1 agaroz jel izerinde gézlemleyebiliriz.
Bunun i¢in %0,8’lik agoroz jel yapildi. 0,8 g agaroz tartilarak 100 mL 0,5 X TBE
tamponu ile bir erlenmayer igerisinde karistirilarak mikrodalga firinda kaynayarak
¢oziinmesi saglandi. Karisim 50°C’ye sogutularak c¢eker ocak igerisinde 1 puL. EtBr
ilave edildi. Jel kasetine taraklar yerlestirildi ve jel dokiilerek polimerlesmesi igin 15
dk kadar beklendi.

Jel polimerlestikten sonra taraklar dikkatli bir sekilde ¢ikarilarak jele zarar
vermeden kasetten c¢ikarildi. Uygun bir sekilde tanka yerlestirilen jelin tizeri

kaplanincaya kadar 0.5X TBE tamponu eklendi.

PCR 6rneginin uzunlugunu belirleyebilmek i¢in 5 ul DNA biiyiikliik belirleyici
(1 kb DNA ladder) en bastaki bos kuyucuga yiiklendi. 3 pl PCR firtinii, 3 pl yiikleme
boyasi (6X DNA loading dye) ile boyanarak pipet yardimiyla kuyucuklara yiiklenerek

jel iizerinde dizilir.

Ornekler 120 voltta 30 dk karar yiiriitiildii. Yiiriitiilme islemi bittikten sonra jel
goriintiileme cihazina alinarak UV 151k altinda olusan bantlar goriildi ve jel
goriintiileme cihazinin programi vasitasiyla goriintiiniin fotograflar1 ¢ekilerek veriler

kayit altina alindu.
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2.2.5 Dizileme ve Dizi Analizi

PCR’ 1 yapilarak c¢ogaltilmis olan Orneklerin DNA dizilerini tespit etmek
amach trlnler dizilemeye gonderilerek hizmet alimi yapilmistir. Dizilerin bir kismi

REFGEN, bir kism1 LabBiotek firmasina gonderilmistir.

Gelen diziler bu is igin kullanilan bir bilgisayar programi olan CodonCode
Aligner dan faydalanildi. Programlarda kontiglerin (contig) durumlarina bakilarak
DNA dizilerinin eksik kisimlar1 gorsel olarak islendi ve bu sayede konsensus dizileri
cikarilmig oldu. Olusturulan konsensus dizileri Word® e kopyalanarak dizi

hizalamasina uygun hale getirildi.

Dizilerin hizalanmasinda internetle {icretsiz olarak kullanilan ClustalW
kullanildi. Word’e kopyalanmis diziler ClustalW programina yapistirilarak dizilerin

hizalamasi yapildu.

2.2.6 Filogenetik Analiz

Cyclamen cinsine ait tiirlerin akrabalik derecelerini 6grenebilmek igin dizileri
elde edilmis olan verilerle diinyada olduk¢a yaygm kullanimi olan PAUP
(Phylogenetic Analysis Using Parsimony) 4.0b10 programinin uygun parametreleri

yardimuiyla filogenetik analiz kullanildi.
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3. BULGULAR

3.1  Bitki Materyallerinin Toplanmasi

Calismada kullanilan Cyclamen L. Cinsine ait orneklerin bir kismi arazi

caligmalarinda toplanarak bir kismi c¢iceklenme doneminde yakalanamadigindan

herbaryumlardan alinmistir. Disg grup olarak kullanilan Primula veris, Primula

farinosa, Primula verticillata gen bankasindan elde edilmistir.

Tablo 3.1: Kullanilan bitki materyalleri ve lokaliteleri

No

Taksonlar

Lokalite Bilgisi

Cyclamen hederifolium

Istanbul: Biiyiikdere; Sipyle Dag1 lizeri Manisa; Samsun Dagi
tizeri Glizelgamli, 800 m; Mugla Marmaris’ten Emecik’e
giderken 5 m

Cyclamen graecum

Mugla: Fethiye, 100 m.; Antalya Kemer yaninda, Igel: Liman
Kalesi, Silifke Tasucu burnuna karsi

Cyclamen cilicium var. cilicium

Antalya: Akseki, 1500 m, Erenkaya 700 m; Isparta/Konya:
Yesildag, Beysehir, 1035 m; Igel: Giilek Bogazi, Findik Pinari,
Mersin yukarisinda 1200 m; Adana: Adana’dan Karsanti’ya
giderken Hasandede 900 m; Bursa: Ulu Dag inegdl ve Tavsanh
arasinda; Eskisehir: 53 km de Kiitahya’dan Cukurhisar’a 1000 m

Cyclamen cilicium var. intaminatum

Antalya: Akseki; Adana: Biiriicek

Cyclamen mirabile

Aydin: Cine Baraji Kargisi, 400 m

Cyclamen repandum var. repandum

Izmir: Smyrna, 1859, Kotschy Suppl. 372; C5 Adana: Misis, O.
Schwarz; C6 Hatay: Belen, Hausskn.

Cyclamen persicum

Bl Izmir: Cesme, 10-50 m, D. 41814! CI Izmir: Kusadasi, 13 vi
1966, Pankhursr! C4 Antalya: Alanya burnu, 100 m, D. 25849!
C6 Hatay: Iskenderun. Sint. 1888:70! Antakya, St. Peter's
Kilisesi yakininda Davidson

Cyclamen pseud- ibericum

Izmir: Smyrna, 1859, Kotschy Suppl. 372; C5 Adana: Misis, O.
Schwarz; C6 Hatay: Belen, Hausskn

Cyclamen coum var. coum

Istanbul: Belgrad Ormani, Kirazh yakininda

A2(A) Istanbul: 5 km from Yalova, A. & T. Baytop (\STE
10664)! Alem Da., A3 Bolu: Gerede, 1000-1200 m, D. 26288!
A4 Kastamonu: Gokgol, Thsaniye yakininda, Lazi 173! A5
Amasya: Merzifon, Maniss. 304! A6 Ordu: Unye, Gukhard TU
R/6/59! A7 Trabzon: Magka, 300 m, Stainton 8121! A8 Trabzon:
107 km S.E. Trabzon,920 m, Grey-Wilson & Hewer 20! B2
Bursa: Keysikler, B. Post! CI Mugla: Aziziye yakininda, 11 iv
1882, Luschan, C3 Antalya: Finike, Gleisberg 66. Adana: d.
Bahge, Diildiil Dagi, 1300 m, D. 26110! Hatay: Hasan Beyli
Osmaniye’ye, 455-610 m

10

Cyclamen coum var. caucasicum

N. Anatolia. A5 Corum: Corum, 850 m, Tobey 2499!
A7.Trabzon: Magka, 300 m, Stainton 8121! A8 Coruh: d.
Murgul, Damar-Tiryal Da., 1350 m, Diizenli 6820

11

Cyclamen trochopteranthum

C2 Mugla: Telmessus, 914 m, Davidson 8! Marmaris Emecik,
350 m, D. 25368! d. Fethiye, Eren Da. (Girdey Da.) 1300 m, D.
25579! Denizli: Cukurkdy yakininda, 1200 m

12

Cyclamen creticum

Antalya: Akseki, 1500 m, Antalya Kemer yaninda
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Tablo 3.1° in Devami

A7 Trabzon: Zigana gegidi, 1200-2300 m, Furse & Synge 814!
: . Guichard TUR/96/62! Mathew & Tomlinson 4341! Zigana Dagi,
13 | Cyclamen parviflorum var. subalpinum | o ", ¢99.50981 A8 Giimiisane: Karakapan, 2300 m Balls 348!
Rize: Ikizdere, 1200 m
14 | Primula veris GenBank: KM198347.1
15 | Primula farinosa GenBank: EF218170.1
16 | Primula verticillata GenBank: HM629103.1

3.2  DNA izolasyonu

Calismada kullanilan bitki 6rneklerinin genomik DNA’ lar1 Fenol-Kloroform

ve Sigma ticari Kitinin prosediirlerine uygun olarak elde edilmistir.
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Sekil 3.1: Izole edilen baz1 Cyclamen tiirlerini izolasyon sonrasinda gDNA’larmin
agaroz jel goriintiisii

M-Markir (1 kb), 1-Cyclamen creticum, 2-Cyclamen hederifolium, 3-Cyclamen
mirabile, 4-Cyclamen coum var. coum, 5-Cyclamen graecum, 6-Cyclamen
trochopteranthum
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Sekil 3.2: Izole edilen baz1 Cyclamen tiirlerini izolasyon sonrasinda gDNA’larinin
agaroz jel goriintiisii

M-Markir (1 kb), 1-Cyclamen cilicium var. cilicium, 2- Cyclamen cilicium var.
intaminatum, 3-Cyclamen mirabile

Sekil 3.3: Izole edilen baz1 Cyclamen tiirlerini izolasyon sonrasinda gDNA’larinin
agaroz jel goriintiisti.

M-Markir (1 kb), 1-Cyclamen graecum, 2- Cyclamen cilicium var. cilicium, 3-
Cyclamen trochopteranthum, 4-Cyclamen coum var. coum, 5-Cyclamen repandum
var. repandum, 6-Cyclamen var. intaminatum, 7-Cyclamen coum var. caucasicum 8-
Cyclamen persicum, 8- Cyclamen pseud- ibericum, 9- Cyclamen parviflorum var.
subalpinum
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Sekil 3.4: Izole edilen baz1 Cyclamen tiirlerini izolasyon sonrasinda gDNA’larinin
agaroz jel goriintiisii.

M-Markir (1 kb), 1-Cyclamen creticum, 2-Cyclamen hederifolium, 3-Cyclamen
mirabile, 4-Cyclamen coum var. coum, 5-Cyclamen graecum, 6-Cyclamen
trochopteranthum, 7-Cyclamen siis bitkisi , 8-Cyclamen coum var. caucasicum

33 PCR

Izole edilen gDNA’ larinin; ITS4B ve ITS5A primerleriyle ve gerekli Tablo
2.2 ve Tablo 2.3 ‘deki kimyasalar kullanilarak PCR reaksiyonlart yapildi. PCR
yardimuiyla taksonlarin gDNA’ larinin istenen ITS bolgesi ¢ogaltilmis oldu.

Sekil 3.5: PCR sonucunda bazi Cylamen tiirlerinin bantlari.

M-Markir, 1-Cyclamen hederifolium, 2-Cyclamen mirabile, 3-Cyclamen graecum, 4-

Cyclamen cilicium var. cilicium
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Sekil 3.6: PCR sonucunda bazi Cylamen tiirlerinin bantlari.

M-Markir 1-Cyclamen trochopteranthum, 2- Cyclamen coum var. coum

o278 9 10011 1213

Sekil 3.7: PCR sonucunda bazi Cylamen tiirlerinin bantlari.

M-Markwr 1-Cyclamen hederifolium, 2-Cyclamen coum var. coum, 3-Cyclamen
trochopteranthum, 4-Cyclamen mirabile, 5-Cyclamen sp. (siis bitkisi) ,6- Cyclamen
cilicium var. intaminatum, 7- Cyclamen coum var. caucasicum, 8- Cyclamen
persicum, 9- Cyclamen repandum var. repandum, 10- Cyclamen parviflorum var.
subalpinum, 11- Cyclamen creticum, 12- Cyclamen pseud- ibericum, 13- Cyclamen
persicum
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Sekil 3.8: PCR sonucunda bazi Cylamen tiirlerinin bantlari.

M-Markwr 1-Cyclamen hederifolium, 2-Cyclamen mirabile, 3- Cyclamen pseud-
ibericum, 4- Cyclamen repandum var. repandum, 5- Cyclamen cilicium var.
intaminatum, 6- Cyclamen cilicium var. cilicium, 7- Cyclamen creticum

Sekil 3.9: PCR sonucunda bazi Cylamen tiirlerinin bantlari.

M-Markuwr 1- Cyclamen creticum, 2- Cyclamen repandum var. repandum 3-
Cyclamen persicum, 4- Cyclamen repandum var. repandum

3.4 DNA Dizileme ve Dizi Analizi

ITS bolgesinin tamami PCR ile elde edildikten sonra, PCR {iriinlerinin
saflastirilmasi ve dizilenmesi (Cycle sequencing) i¢in dizilerin bir kismi Labbiotek bir
kism1 Refgen firmasindan hizmet alimi yapilmak tizere gonderildi. Hizmet alimi; PCR

tirlinlerinin  saflagtirilmasi, dizileme reaksiyonlari (cycle sequencing), dizileme
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tirlinlerinin saflagtirilmasi (purification) ve poliakrilamid jel elektroforezi yardimiyla
dizileme iriinlerinin kromatogramlar (elektroferogramlar) haline getirilmesi
islemlerini i¢cermektedir. Gergeklestirilen dizileme reaksiyonlarinin sonuglart ABI

prism formatindaki dosyalar seklinde elimize ulasti.

3.4.1 DNA Dizileme Reaksiyonlari

ABI prism formatindaki dosyalar seklinde gelen DNA dizilerin islenmesi igin
CodonCode Aligner programi kullanildi. Her bir tiire ait gelen ileri (forward) ve geri
(reverse) dizilerden kontig olusturuldu. Dizileme reaksiyonlarini gergeklestiren
cihazin yanlis okumus oldugu bazi bazlar, kromatogramdaki (videogram) piklerin
boyutuna ve temizligine bakilarak CodonCode Aligner programinda el ile gorsel
olarak diizeltildi. En temiz kontig dizileri boylece elde edilmis oldu. Boylelikle
calisilan taksonlarm ITS bolgelerinin ITSS5A DNA dizileri elde edildi.

3.5  Verilerin Filogenetik Analize Hazirlanmasi

Dizilerin hizalamak igin ClustalW programi kullanildi. Clustal W programi
Fasta formatinda ¢aligmaktadir. Bu yiizden elde ettigimiz DNA dizilerini Microsoft
Office Word programi yardimiyla Fasta formatina ¢evirerek hizalamaya hazir hale
getirdik. DNA baz siralamalari i¢in ClustalW programinda varsayilan komutlar
kullanilarak hizalama yapilarak ve tiirler arasindaki var olan baz farkliliklar tespit
edildi [54]. Cyclamen cinsinin 13 taksonuna ait olan DNA dizilerin hizalanmasi

sonucunda 6grenilen baz farkliliklar1 asagida gosterilmistir.
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ClustalW’ de Hizalanan ITS Dizilerinin Veri Matrisi

Cyclamen_hederifolium C1_
Cyclamen coum

Cyclamen intaminatum
Cyclamen trochopteranthum
Cyclamen cilicium_
Cyclamen parviflorum
Cyclamen graecum_

Cyclamen mirabile C14
Cyclamen mirabile C3
Cyclamen mirabile C12
Cyclamen mirabile C13
Cyclamen caucasicum
Cyclamen pseudibericum
Cyclamen creticum

Cyclamen persicum
Cyclamen_ repandum_ subsp. repand
Primula veris
Primula_farinosa
Primula_verticillata
Cyclamen_hederifolium C2_ITS
Cyclamen_ siis bitkisi C8

Cyclamen_hederifolium C1_
Cyclamen coum

Cyclamen intaminatum
Cyclamen trochopteranthum
Cyclamen cilicium
Cyclamen parviflorum
Cyclamen graecum

Cyclamen mirabile C14
Cyclamen mirabile C3
Cyclamen mirabile C12
Cyclamen mirabile C13
Cyclamen caucasicum
Cyclamen pseudibericum
Cyclamen creticum

Cyclamen persicum
Cyclamen_repandum_subsp. repand
Primula veris

Primula farinosa

Primula verticillata
Cyclamen_hederifolium C2_ ITS
Cyclamen_ siis_bitkisi C8

Cyclamen_hederifolium C1_
Cyclamen coum

Cyclamen intaminatum
Cyclamen trochopteranthum
Cyclamen cilicium
Cyclamen parviflorum
Cyclamen graecum

Cyclamen mirabile Cl4
Cyclamen mirabile C3
Cyclamen mirabile C12
Cyclamen mirabile C13
Cyclamen caucasicum
Cyclamen pseudibericum
Cyclamen creticum

Cyclamen persicum

Cyclamen repandum subsp. repand
Primula_ veris

Primula_ farinosa

Primula verticillata
Cyclamen_hederifolium C2_ ITS
Cyclamen_siis_bitkisi C8

TAACAAGGTTTCCGTAG-TGA
TCCTTATCATTTAGAGGAAGGAGAAGTCGTAACAAGGTTTCCGTAGGTGA
TCCTTATCATTTAGAGGAAGGAGAAGTCGTAACAAGGTTTCCGTAGGTGA
--NTTATCAATTAGAGGAAGGAGAAGTCGTAACAAGGTTTCCGTAGGTGA
—————————————————————————— TCGTAACAAGGTTTCCGTAGGTGA

ACCTGCGGA-GGATCATTGTCGCAAC--TGCTTGGCAGAGCGACCCG-GG
————————————————————————————————— GGCAGRACGACCCGTGA
AACTGCGGAAGGATCATTGTCGCAACC-TGCTCGGCAGAACGACCCGTGA

-CCTGCGGA-GGATCATTGTCGCAACC-TGCTCGGCAGAACGACCCGTGA
ACCTGCGGAAGGATCATTGTCGCAACC-TGCTCGGCAGAACGACCCGTGA
ACCTGCGGAAGGATCATTGTCGCAACC-TGCTCGGCAGAACGACCCGTGA
ACCTGCGGAAGGATCATTGTCGCAACC-TGCTCGGCAGAACGACCCGTGA
AC-TGCGGAAGGATCATTGTCGCAACC-TGCTCGGCAGAACGACCCGTGA
—————————————————————————————————— GCA-AACGACCCGTGA

ACCTGCGGAAGGATCATTGTCGAAAAC-TGTAAAGTTGCATGACCTGTGA
******************** CGAAAAC-TGTAAAGTTGCACGACCCGTGA
************************** C-TGCAAAGTTGGANGACCCGAGG
******* CTGGGGTCGCGATCG-GGGCACCACTCACGGCGGAGCCCGTGG
GCCTGACCTGGGGTCGCGGTCGTAGGCGCATTGCGCCGTTGGGTCT-TGT

A-CTTGTATATACTTCCGGACG-CGCTGGACC---CCC-GG--C----GT
A-CATGTTAATAACTC-GGGCG-CGCTGTTCC---CCCAGG--T----GT
A-CATGTTAATACCCC-GGGCG-CGTCGGACC---CCC-GG--C-—---GT
A-CATGTTAATACCCC-GGGCG-CGTCGGACC---CCC-GG--C---=GT
A-CATGTTAATACCCC-GGGCG-CGTCGGACC---CCC-GG--C----GT
A-CATGTTAATACCCC-GGGCG-CGTCGGTCC---CCC-GG--C~---=GT
A-CATGTTAATACCCC-GGGCG-CGTCGGTCC---CCC-GG--C~----GT
A-CATGTTAATACCCC-GGGCG-CGTCGGACC---CCC-GG--C---=GT
A-CATGTTAATACCCC-GGGCG-CGTCGGTCC---CCC-GG--C~----GT
A-CATGTTAATACCCC-GGGCG-CGTCGGACC---CCC-GG--C---=-GT
A-CATGTTAATACCCC-GGGCG-CGTCGGACC---CCC-GG--C---=GT
A-CATGTTAATACCCC-GGGCG-CGTCGGACC---CCC-GG--C---=GT
A-TATGTTAATACCC--AGGCG-CGTCGGTAC---CCC-GG--C----GT
A-CATGTATCTACCCCGGAACG-TGTGGGACC---CC--GG--C----AC
A-CATGTTTCTACCC--GGACG-TGTCGG-CC---CC--GG--C----AT
A-CATGTATTAACCCCCGGACA-CGCAGGGCA---ACC-GG--C----GT
A-CTCGTATATAAATCTGGAGGGCACCGGAACAGTCCTTGGACC----TT
A-TAAGTACCTAAACCGGGATGGCATCGGATTGGTCCTCGGACC----GT
A-CATGTACCTAAACNNNNNNNNNNNNNNNNNNNTCCTCGGATC----GT
GTCATGAAGCAAACCGGTTACG-GCACGGGC---ACGGCAG----— GATT
TTTGTGTTCCCGTCGGACGACG-CCTCGGGCC--GCGACAGCACGCGAGT
* *
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Cyclamen_hederifolium_C1_
Cyclamen coum

Cyclamen intaminatum
Cyclamen trochopteranthum
Cyclamen cilicium_
Cyclamen parviflorum
Cyclamen graecum_

Cyclamen mirabile_ C14
Cyclamen mirabile C3
Cyclamen mirabile C12
Cyclamen mirabile C13
Cyclamen caucasicum
Cyclamen pseudibericum
Cyclamen creticum

Cyclamen persicum
Cyclamen_ repandum subsp. repand
Primula veris
Primula_farinosa
Primula_verticillata
Cyclamen_hederifolium C2_ ITS
Cyclamen_siis_bitkisi C8

Cyclamen_hederifolium C1_
Cyclamen coum

Cyclamen intaminatum
Cyclamen trochopteranthum
Cyclamen cilicium_
Cyclamen parviflorum
Cyclamen graecum_

Cyclamen mirabile C14
Cyclamen mirabile C3
Cyclamen mirabile C12
Cyclamen mirabile C13
Cyclamen caucasicum
Cyclamen pseudibericum
Cyclamen creticum

Cyclamen persicum

Cyclamen repandum subsp. repand
Primula veris

Primula_ farinosa

Primula verticillata
Cyclamen_hederifolium C2_ITS
Cyclamen siis bitkisi C8

Cyclamen_hederifolium C1_
Cyclamen coum

Cyclamen intaminatum
Cyclamen trochopteranthum
Cyclamen cilicium_
Cyclamen parviflorum
Cyclamen graecum_

Cyclamen mirabile C14
Cyclamen mirabile C3
Cyclamen mirabile C12
Cyclamen mirabile C13
Cyclamen caucasicum
Cyclamen pseudibericum
Cyclamen creticum

Cyclamen persicum

Cyclamen repandum subsp. repand
Primula veris

Primula farinosa

Primula verticillata
Cyclamen hederifolium C2 ITS
Cyclamen siis bitkisi C8

T----GTCCG-TTGCCAGGGGTGG-———-—-— GCCCTTTGTCCTTC
C----GTCCG-TTGCCAGGGGTGG-——-———— GCCCGTCGTCCCCC
C----GTCCG-TTGCCAGGGGCGG-—~-—--— GCCCGTCGTCCCCC
C----GTCCG-TTGCCAGGGGCGG-——-—--— GCCCGTCGTCCCCC
C----GTCCG-TTGCCAGGGGCGG-—~-—--— GCCCGTCGTCCCCC
C----GTCCG-TTGCCAGGGGCGG-——-—--— GCCCGTTGTCCCCC
C----GTCCG-TTGCCAGGGGCGG-——-—--— GCCCGTTGTCCCCC
C----GTCCG-TTGCCAGGGGCGG-——-——-—~— GCCCGTCGTCCCCC
C----GTCCG-TTGCCAGGGGCGG-——-——-—— GCCCGTCGTCCCCC
C----GTCCG-TTGCCAGGGGCGG-——-——-—— GCCCGTCGTCCCCC
C----GTCCG-TTGCCAGGGGCGG-——-——-—~— GCCCGTCGTCCCCC
C----GTCCG-TTGCCAGGGGCGG-——-——-—— GCCCGTCGTCCCCC
C----GTCTG-TTGCCAGGGCGGG-——-—-—-— GCCCGTCGTCCCCC
A----GTCCG-TTGCCAGTGGCGG-—---—-— GCTCGTCGTCCCCC
T----GTCCG-TTGCCAGGGCCGG-——-——-—— GCTCGTCGTCCCCC
C----GTCCG-TTGCCAGTGTCGG-——-—-—— GCACGTCGTCCCCC

TCCTTGTCCA-TCCTCGCTGGGTGAGTGTGTGCTCGTTGTCTCCCACAGG
TCGGTGTTCG-TCCTCGTTGGGTG--TGCGTACGCGTTGCCCTCTCCGGG
TCGACGTCCA-TNNNNNNNNNNNN--NACGCACGCGTTGCCCTCTCTTCG

GGAAGGTTCGACGACCACAAATTG--—-———— cC
TGATAGTTCAACCACCAC---TGG-—-————— TC
* ok *

GGGGCATCGGATCCG-GTT-CCTGGCCGAACA--ACGAACACC-GGCGCA

*

GGGCTGACGGATCCG-GTT-CCTGGCCGAACA--ACAAACACC-GGCGCA
GGGCCGATGGATCCG-GTT-CCTGGCCGAACA--ACGAACACC-GGCGCA
GGGCCGACGGATCCG-GTT-CCTGGCCGAACA--ACGAACACC-GGCGCA
GGGCCGACGGATCCG-GTT-CCTGGCCGAACA--ACGAACACC-GGCGCA
GGGCCGACG-ATCCC-GAT-CCTGGCCGAACA--ACGAACACC-GGCGCA
GGGCCGACG-ATCCC-GAT-CCTGGCCGAACA--ACGAACACC-GGCGCA
GGGCCGGCGGATCCG-ATT-CCTGGCCGAACA--ACGAACACC-GGCGCA
GGGCCGGCGGATCCG-GTT-CCTGGCCGAACA--ACGAACACC-GGCGCA
GGGCCGGCGGATCCG-GTT-CCTGGCCGAACA--ACGAACACC-GGCGCA
GGGCCGGCGGATCCG-GTT-CCTGGCCGAACA--ACGAACACC-GGCGCA
GGGCCGGCGGATCCG-GTT-CCTGGCCGAACA--ACGAACACC-GGCGCA
GGGCCGACG-ATCCG-GTT-CCTGGCCAAACA--ACGAACACC-GGCGCA
GGGACGGCGTGTCCG-GTT-CCTGGCCGAACA--ACGAACACC-GGCGCA
GGGCCGACGGATCCG-GTT-CCTGGCCGAACA--ACGAACACC-GGCGCA
GGGCCGACGGATCCG-GTT-CCTGGCCGAACA--ACGAACACC-GGCGCA
GGGGCCTTGTGTACACATTTCCTGGCAAAGCA--ACGAACCCC-GGCGCG
GGG--CACGAGTCCGCATTACCCAGCACAACA--ACGAACCCC-GGCACG
GG---CGCGAGTCCGCATTCCCTAGCAAAACACAACAACCCCCCGGCGCG

-GGCCGGTGCTT-CGTTTT--TAGGCTGGCCGC
-G-CCGGGGGAG-CGCATT--TGGGCCGGCCGC

* * * * * *

A-ATCGCGCCAA-GGAAAA--TCAACCAAGAGTCTGCGCCCCCAA--CCC
A-ATCGCGCCAA-GGAAAA--TCAACCAAGATTTCGTCGCCCCCG-ACCC
A-ATCGCGCCAA-GGAAAA--TCAATCAAGATTTCGCCGCCCCCGGACCC
A-ATCGCGCCAA-GGAAAA--TCAACCAGGATTTCGTCGCCCCCA-ACCC
A-ATTGCGCCAA-GGAAAA--TCAACCAAGATTTTGCCGCCCCCA-ACCC
A-ACCGCGCCAA-GGAACA--TCAACCAAGAGTTCGCGGCCCCCA-ACCC
A-ACCGCGCCAA-GGAACA--TCAACCAAGAGTTCGCGGCCCCCA-ACCC
A-ATCGCGCCAA-GGAAAA--TCAACCAAGATTTCGTCGCCCCCA-ACCC
A-ATCGCGCCAA-GGAAAA--TCAACCAAGATTTCGTCGCCCCCA-ACCC
A-ATCGCGCCAA-GGAAAA--TCAACCAAGATTTCGTCGCCCCCA-ACCC
A-ATCGCGCCAA-GGAAAA--TCAACCAAGATTTCGTCGCCCCCA-ACCC
A-ATCGCGCCAA-GGAAAA--TCAACCAAGATTTCGTCGCCCCCA-ACCC
A-ATCGCGC-AA-GGAAAA--TCAACCAAGAGTTCGCGGTCCCCA-ACCC
A-ATCGCGCCAAAGGAAAA--TCAACCAAGAGTTCGCGCCCCCCA-ACCC
A-ATCGCGCCAA-GGAAAA--TCAACCAAGAGTTCGCGACCCC-A-ACCC
A-ATCGCGCCAA-GGAAAA--TCAACCAAGAGTTCGCGCCCCCCA-ACCC
A-TCCGCGTCAA-GGAAAT--TCAACAAATAGATTGCGCTCCTTG-CTCC
A-TCCGTGCCAA-GGAAAT--TCAACAAAGAGATCACGCTCCT-G-CTCC

A-TCCGCGCCAA-GGAAAT--CAAACAGAGAGATTACGTGCCT-C-TCCC

ACAGCGCAC----GGGGAG--CCAATA----- TCCGC-CCCAGCACAGCA

G-GACGCAC----GGGGGG--CCATTC----— TCCGC-CCCCCCA---CA
* * K *
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133
166
118
118
117
117
182
214
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119
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203
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164

210
178
212
163
163
162
162
227
259
259
257
232
172
165
206
164
248
210
206
192
198



Cyclamen_hederifolium_ C1_
Cyclamen coum

Cyclamen intaminatum
Cyclamen trochopteranthum
Cyclamen cilicium_
Cyclamen parviflorum
Cyclamen graecum_

Cyclamen mirabile_ C14
Cyclamen mirabile C3
Cyclamen mirabile C12
Cyclamen mirabile C13
Cyclamen caucasicum
Cyclamen pseudibericum
Cyclamen creticum

Cyclamen persicum
Cyclamen_ repandum subsp. repand
Primula veris
Primula_farinosa
Primula_verticillata
Cyclamen_hederifolium C2_ ITS
Cyclamen_siis_bitkisi C8

Cyclamen_hederifolium C1_
Cyclamen coum

Cyclamen intaminatum
Cyclamen trochopteranthum
Cyclamen cilicium
Cyclamen parviflorum
Cyclamen graecum_

Cyclamen mirabile C14
Cyclamen mirabile C3
Cyclamen mirabile C12
Cyclamen mirabile C13
Cyclamen caucasicum
Cyclamen pseudibericum
Cyclamen creticum

Cyclamen persicum

Cyclamen repandum subsp. repand
Primula veris

Primula_ farinosa

Primula verticillata
Cyclamen_hederifolium C2_ITS
Cyclamen_siis_bitkisi C8

Cyclamen_hederifolium C1_
Cyclamen coum

Cyclamen intaminatum
Cyclamen trochopteranthum_
Cyclamen cilicium_
Cyclamen parviflorum
Cyclamen graecum_

Cyclamen mirabile C14
Cyclamen mirabile C3
Cyclamen mirabile C12
Cyclamen mirabile C13
Cyclamen caucasicum
Cyclamen pseudibericum
Cyclamen creticum

Cyclamen persicum

Cyclamen repandum subsp. repand
Primula veris

Primula farinosa

Primula verticillata
Cyclamen hederifolium C2 ITS
Cyclamen siis bitkisi C8

CGTACGCGGGGCTT-GGCGTGCGCGGAGGAATCAAGTA-TGAGTAAA--C
CGTACGCGGGGCGCGGGGGCGTGCGACAGGATCTTGCA-TGAGTAAAAAC
CGTACACGGGGCGTGGGG-CGTGCGACAGAATCTTGCAATGAGTAAA--C
CGTACGCGGGGCGCGGGG-CGTGCGATATAATCTTGCA-TGAGTAAA--C
CGTACGCGGGGCGCGGGG-CGTGCGATAGAATCTTGCA-TGAGTAAA--C
CGTACGCGGGGCGCGGGG-TGCG-GATATAATCTTGCA-TGAGTAAA--C
CGTACGCGGGGCGCGGGG-TGCG-GATATAATCTTGCA-TGAGTAAA--C
CGTACGCGGGGCGCGGGG-CGTGCGATAGAGTCTTGCA-TGAGTAAA--C
CGTACGCGGGGCGCGGGG-CGTGCGATAGAATCTTGCA-TGAGTAAA--C
CGTACGCGGGGCGCGGGG-CGTGCGATAGAATCTTGCA-TGAGTAAA--C
CGTACGCGGGGCGCGGGG-CGTGCGATAGAATCTTGCA-TGAGTAAA--C
CGTACGCGGGGCGCGGGG-CGTGCGATAGAATCTTGCA-TGAGTAAA--C
CGTTTGCGGGGCGCGGGT-C--GCGATAGAATCTTCCA-TGAGTAAA--C
CGTACGCGGGTCGCGGGG-TGCGCGATAGAATCTTGCA-TGAGTAAAA-—
CGTTCGCCGG---CGGGG-CGCGCGATAGAATCTTGCA-TGAGTAAAA-—
CGTACGCGGGGCGCGGGG-AGCGCGGCATGATCTTGAAATGAGTAAA--C
CGTTCGCGGGCTATTACG---AGTGTAAGAATCTTGCA----- TATAA-C
CGTTCGCGGGTTGTTCGG---AGGGTAAGAATCTTGCA-—--— TATAA-C
CGTTCGCGGGTTGATAGG---AGCGTAGGAGTCTTGCA----- TATAA-C
CCCTTGGGTGCTAGGGGG---GGCGACGCGTT-GTGAGACGCCCAGG--C
CTCCCGAGGGAGGAGGGG---GGCGACGCGAT-GCGTGACGCCCAGG--C

* * * ok * *

ACAACG-ACTCTCGGC--AACGGATATCTAGGCT-CTCGCATCGATGAAG
ACAACG-ACTCTCGGC--AACGGATATCTAGGCT-CTCGCATCGATGAAG
AAAACG-ACTCTCGGC--AACGGATATCTAGGCT-CTCGCATCGATGAAG
ACAACG-ACTTTCGGC--AACGGATATCTAGGCT-CTCGCATCGATGAAG
ACAACG-ACTCTCGGC--AACGGATATCTAGGCT-CTCGCATCGATGAAG
ACAACG-ACTCTCGGC--AACGGATATCTAGGCT-CTCGCATCGATGAAG
ACAACG-ACTCTCGGC--AACGGATATCTAGGCT-CTCGCATCGATGAAG
ACAACG-ACTCTCGGC--AACGGATATCTAGGCT-CTCGCATCGATGAAG
ACAACG-ACTCTCGGC--AACGGATATCTAGGCT-CTCGCATCGATGAAG
ACAACG-ACTCTCGGC--AACGGATATCTAGGCT-CTCGCATCGATGAAG
ACAACG-ACTCTCGGC--AACGGATATCTAGGCT-CTCGCATCGATGAAG
ACAACG-ACTCTCGGC--AACGGATATCTAGGCT-CTCGCATCGATGAAG
ACAACG-ACTCTCGGC--AACGGATATCTAGGCT-CTCGCATCGATGAAG
ATAACG-ACTCTCGGC--AACGGATATCTAGGCT-CTCGCATCGATGAAG
ATAACG-ACTCTCGGC--AACGGATATCTAGGCT-CTCGCATCGATGAAG
AAAACG-ACTCTCGGC--AACGGATATCTAGGCT-CTCGCATCGATGAAG
AAAACG-ACTCTCGGC--AACGGATATCTAGGCT-CTCGCATCGATGAAG
AAAACG-ACTCTCGGC--AACGGATATSTAGGCT-CTCGCATCGATGAAG
AAAACG-ACTCTCGGC--AACGGATATCTAGGCT-CTCGCATCGATGAAG
A-GGCGTGCCCTCGGCCTAATGGCTTCGGGCGCAACTTGCGT---TCAAA
A-GACGTGCCCTCGGCCTAATGGCTTCGGGGGCAACTTGCGT---TCAAA

* % * * Kok KKk kK kk K * % * Kk Kk Kk * kK

AACGTAGCAAAATGCGATACTTGGTGTGAATTGCA--GAATCCCGTGAAC
AACGTAGCAAAATGCGATACTTGGTGTGAATTGCA--GAATCCCGTGAAC
AACGTAGCAAAATGCGATACTTGGTGTGAATTGCA--GAATCCCGTGAAC
AACGTAGCAAAATGCGATACTTGGTGTGAATTGCA--GAATCCCGTGAAC
AACGTAGCAAAATGCGATACTTGGTGTGAATTGCA--GAATCCCGTGAAC
AACGTAGCAAAATGCGATACTTGGTGTGAATTGCA--GAATCCCGTGAAC
AACGTAGCAAAATGCGATACTTGGTGTGAATTGCA--GAATCCCGTGAAC
AACGTAGCAAAATGCGATACTTGGTGTGAATTGCA--GAATCCCGTGAAC
AACGTAGCAAAATGCGATACTTGGTGTGAATTGCA--GAATCCCGTGAAC
AACGTAGCAAAATGCGATACTTGGTGTGAATTGCA--GAATCCCGTGAAC
AACGTAGCAAAATGCGATACTTGGTGTGAATTGCA--GAATCCCGTGAAC
AACGTAGCAAAATGCGATACTTGGTGTGAATTGCA--GAATCCCGTGAAC
AACGTAGCAAAATGCGATACTTGGTGTGAATTGCA--GAATCCCGTGAAC
AACGTAGCAAAATGCGATACTTGGTGTGAATTGCA--GAATCCCGTGAAC
AACGTAGCAAAATGCGATACTTGGTGTGAATTGCA--GAATCCCGTGAAC
AACGTAGCAAAATGCGATACTTGGTGTGAATTGCA--GAATCCCGTGAAC
AACGTAGCAAAATGCGATACTTGGTGTGAATTGCA--GAATCCCGTGAAC
AACGTAGCAAAATGCGATACTTGGTGTGAATTGCA--GAATCCCGTGAAC
AACGTAGCAAAATGCGATACTTGGTGTGAATTGCA--GAATCCCGTGAAC
AACTCGATGGTTCACGGGATTC--TGCAATTCACACCAAGTATCGCATTT
GACTCGATGGTTCACGGAATTC--TGCAATTCACACCAAGTATCGCATTT

* K * * * * * * K * * K
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CATCGAGTTTTTGA---ACGCAAGTTGCGCCCGAAG--CCATTAGGCCGA
CATCGAGTTTTTGA---ACGCAAGTTGCGCCCAAAG--CCATTAGGCCGA
CATCGAGTTTTTGA---ACGCAAGTTGCGCCCGAAG--CCATTAGGCCGA
CATCGAGTTTTTGA---ACGCAAGTTGCGCCCGAAG--CCATTAGGCCGA
CATCGAGTTTTTGA---ACGCAAGTTGCGCCCGAAG--CCATTAGGCCGA
CATCGAGTTTTTGA---ACGCAAGTTGCGCCCGAAG--CCATTAGGCCGA
CATCGAGTTTTTGA---ACGCAAGTTGCGCCCGAAG--CCATTAGGCCGA
CATCGAGTTTTTGA---ACGCAAGTTGCGCCCGAAG--CCATTAGGCCGA
CATCGAGTTTTTGA---ACGCAAGTTGCGCCCGAAG--CCATTAGGCCGA
CATCGAGTTTTTGA---ACGCAAGTTGCGCCCGAAG--CCATTAGGCCGA
CATCGAGTTTTTGA---ACGCAAGTTGCGCCCGAAG--CCATTAGGCCGA
CATCGAGTTTTTGA---ACGCAAGTTGCGCCCGAAG--CCATTAGGCCGA
CATCGAGTTTTTGA---ACGCAAGTTGCGCCCGAAG--CCATTAGGCCGA
CATCGAGTTTTTGA---ACGCAAGTTGCGCCCGAAG--CCATTAGGCCAA
CATCGAGTTTTTGA---ACGCAAGTTGCGCCCGAAG--CCATTAGGNNNN
CATCGAGTTTTTGA---ACGCAAGTTGCGCCCGAAG--CCATTAGGCCGA
CATCGAGTTTTTGA---ACGCAAGTTGCGCCCGAAG--TCATTAGGCCGA
CATCGAGTTTTTGA---ACGCAAGTTGCGCCCGAAG--CCATTAGGCTGA
CATCGAGTTTTTGA---ACGCAAGTTGCGCCCGAAG--CCATCAGGCCGA
TGCTACGTTCTTCATCGATGCGAG---AGCCTAGATATCCGTT--GCCGA
CGCTACGTTCTTCATCGATGCAAG---AGCCGAAATATCCGTT--GCCGA
*kk  kk Kk *  kk kK * Kk Kk * * Kk *
GGG-CACGCCTGCCTGGGCGTCTC--ACAACGCGTCGCCCCC-CCTAGCA
GGG-CACGCCTGCCTGGGCGTCTC--ACAACGCGTCGCCCCC-CCGCGCA
GGG-CACGCCTGCCTGGGCGTCTC-~ACAACGCGTCGCCACC-TCGCGCA
GGG-CACGCCTGCCTGGGCGTCTC--ACAACGCGTCGCCCCC-TCGCGCA
GGG-CACGCCTGCCTGGGCGTCTC-~ACAAAGCGTTGCCCCC-TCGCGCA
GGG-CACGCCTGCCTGGGCGTCTC-~ACAACGCGTCGCCCCA-CCGCGCA
GGG-CACGCCTGCCTGGGCGTCTC-~ACAACGCGTCGCCCCA-CCGCGCA
GGG-CACGCCTGCCTGGGCGTCTC-~ACAACGCGTCGCCCCC-CCGTGCA
GGG-CACGCCTGCCTGGGCGTCTC-~ACAACGCGTCGCCCCC-CCGTGCA
GGG-CACGCCTGCCTGGGCGTCTC--ACAACGCGTCGCCCCC-CCGTGCA
GGG-CACGCCTGCCTGGGCGTCTC--ACAACGCGTCGCCCCC-CCGTGCA
GGG-CACGCCTGCCTGGGCGTCTC--ACAACGCGTCGCCCCC-CCGTGCA
GGG-CACGCCTGCCTGGGCGTCTC--ACAAAGCGTCGCCCCC-C-GTGCA
GGG-CACGCCTGCCTGGGCGTCTC--ACAATGCGTCGCCCCG--TGCGCA
NGGGCACGCCTGCCTGGGCGTCTC--ACAATGCGTCGCCCCC--CGCGCA
GGG-CACGCCTGCCTGGGCGTCTC--ACAACGCGTCGCCCCC-CCGCGCA
GGG-CACGTCTGCCTGGGTGTCTCTCATAATGCGTCGCTACAC-~ACCAA
GGG-CACGTCTGCCTGGGCGTCTC--ATAATGCGTCGCTACACCCACCAG

GGG-CACGTCTGCCTGGGCGTCTC--ATAATGCGTCGCTACACCCACCTG
GAG------ TCGTTGTGTTTACTCATACAAGATTCCTCCGCACACGCCAA
GAG-----= TCGTTTTGGT-ATACG-ACGGGCATCCGACCCACCCCCAGA
* * * * * *
CCCCA----GGGTG-T-GGGGC-GGGGCCGATA-—————=— TCGG--CTT
CCCCC----GGGTGCC-GTGCT -GGGGCGGATA~————— - TTGG--CTC
CCCCC----GGGTGCC-GTGCT-GGGGCGGATA ~—————~ TTGG--CTC
CCCCC----GGGTGAC-GTGTT-GGGGCGGATA~———— - TTGG--CTC
CCCCC----GGGTGCC-GTGCT-GGGGCGGAT A~ —————~ TTGG--CTC
CCCCC----GGGTGCC-GTGCT -GGGGCGGAT A~~~ —=—~ TTGG--CTC
CCCCC----GGGTGCC-GTGCT -GGGGCGGAT A~~~ —=—~ TTGG--CTC
CCCTC----GGGTGCC-TTGTT-GGGGCGGAT A~~~ —= = TTGG--CTC
CCCTC----GGGTGCC-TTGTT-GGGGCGGAT A~~~ =~ TTGG--CTC
CCCTC----GGGTGCC-TTGTT-GGGGCGGAT A~~~ —= = TTGG--CTC
CCCTC----GGGTGCC-TTGTT-GGGGCGGAT A~~~ =~ TTGG--CTC
CCCTC----GGGTGCT-TTGTT-GGGGCGGAT A~~~ =~ TTGG--CTC
CCCCC----AGGTGTC-GTGCT-GGGGCGGATA- -~ ——=— - TTGG--CTC
CCCAC----GGGTGCC-GCGCC-GGGGCGGATA- -~ ——=— - TTGG--CTC
CCCCC----GGGTGC--GCGCC-GGGGCGGATA- -~ ——=— - TTGG--CTC
CCCCC----GGGTGCC-GCGCC-GGGGCGGATA- -~ ——=— - TTGG--CTC
ATCTCATTAGGGCATTGGTGCTTGAAGCGGATA-——==-~~ TTGG--CTC
CTCCCATTAGGGCGTCGGTGCTTGAAGCGGATA- ——————= TTGG--CTC
CTCCCGTAAGGGCGTTGGT-CTTGAAGCGGATA- ——————= TTGG--CTC
GCCCC----GCGTACG-GGGTTGGGGGCGCGGACT -CTTGGTTGA-TTTT
GCTCC----GCGGACG-GGCGTGGGGACGGGGAATGCTCCTTTGAGTTTT
* * * * * *
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Primula farinosa
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Cyclamen siis bitkisi C8

Cyclamen_hederifolium C1_
Cyclamen coum

Cyclamen intaminatum
Cyclamen trochopteranthum
Cyclamen cilicium
Cyclamen parviflorum
Cyclamen graecum

Cyclamen mirabile Cl4
Cyclamen mirabile C3
Cyclamen mirabile C12
Cyclamen mirabile C13
Cyclamen caucasicum
Cyclamen_pseudibericum
Cyclamen creticum
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Cyclamen_repandum_subsp. repand
Primula_ veris

Primula_ farinosa

Primula verticillata
Cyclamen_hederifolium C2_ITS
Cyclamen_siis_bitkisi C8

CCCGTGCGGTGG-TGGG--GGCG---GCCCGCC————————~- TARAAA--
CCCGTGCACAGT-TGTG--CGCG---GTCAGCC—-—-———-~- TAARAA-T
CCCGTGCGCAGC-TGTTGCCGCG---GTCAGCC————————~— TAAAAA-A
CCCGTGCGCAGC-TGTG--CGCG---GTCAGCC———————-~— TAAAAA-A
CCCGTGCGCAGC-TGTG--CGCG---GTCAGCC———————-~— TAAAAA-A
CCCGTGCGCAGC-TGTG--CGCG---GTCAGCC———————-~— TAARAC--
CCCGTGCGCAGC-TGTG--CGCG---GTCAGCC———————-~— TAARAC--
CCCGTGCGCAGC-TGTG--CGCG---GTCAGCC—-——===~-~= TAAARA-T
CCCGTGCGCAGA-TGTG--CGCG---GTCAGCC—-—-—==~-~= TAAARA-T
CCCGTGCGCAGA-TGTG--CGCG---GTCAGCC—-—--==~-~= TAAARA-T
CCCGTGCGCAGA-TGTG--CGCG---GTCAGCC—-—-—==~~= TAAARA-T
CCCGTGCGCAGA-TGTG--CGCG---GTCAGCC—-—-—==~~= TAAARAAT
CCCGTGCGCAGC-CGTG--TGCG---GTCAGCC—-—-===~-~= TAAAA--C
CCCGTGTGCAGC-CGTA--CGCG---GCCAGCC—-=——==~~= TAAAAC--
CCCGTGCGCA---CGCG--CGCG---~CCAGCC—-——====~= TAAAAC--
CCCGTGCGCAGT-TGCG--CGCG---GCCAGCC—-——===~~= TAAAAT--
CCCGTGTGCACT-AGTG--CGCG---GTCGGCC—-———==~-~= TAAARA-—
CCCGTGTGCATT-CGTG--CGCG---GTCGGCC—-—~—==~-~= TAAARA-—
CCCGTGCGAATC-TGTG--CACG---GTCGGCC—-—--===~= TAAARA-—
CCTTGGCGCGATTTGCGCCGGTGTTCGTTGTTCGGCCAGGAACCGGAT-C
CCTTGGCGCATTCCGCGCCCGAGTTTGTTAGTC-———————— CCGCA---
* ok * * * * *

CGAAGCACCGGCCGGAG-GTGTCGG-———========-= GGCAATTTGTG-
CGAAGCATCGGCCACTG-GTGCCGC-———========= GGCAATTTGTGG
CGAAGCACCGGCCACTG-GTGTCGC-———==—====== GGCAATTTGTGG
CGAAGCACCGGCCACTG-GTGTCGC-———==—====-= GGCAATTTGTGG
TGAAGCACCGGCCACTG-GTGTCGC-——————=—--—~ GGCAATTTGTGG
CGAAGCGCCGTCCACTG-GTGTCGC-———==—=====-= GGCAATTTGTGG
CGAAGCGCCGTCCACTG-GTGTCGC-——————===——= GGCAATTTGTGG
CGAAGCATCGGCCAATG-GTGTCGC-———————==-—= GGCAATTTGTGG
TGAAGCATCGGCCAATG-GTGTCGC-———————==-—= GGCAATTTGTGG
TGAAGCATCGGCCAATG-GTGTCGC-———————==-—= GGCAATTTGTGG
CGAAGCATCGGCCAATG-GTGTCGC-——————===——= GGCAATTTGTGG
CGAAGCATCGGCCAATG-GTGTCGC-——————===-—= GGCAATTTGTGG
CGAAGCGCCGTCCACTG-GTGTCGC-———————==——= GGCAATTTGTGG
TAAAGCACCGGCCGCC--GTGTCGC-———————==——= GGCTATTTGTGG
AGAAGCACCGGGCACCC-GTGTCGC-—————======— GGCAATTTGTGG
CGAAGCACCGGGCACCG-GTGTCGC-——————===——= GGCATTTTGTGG
CGAGTC-CTGATGATCG-ACGTCGC-——————===--= GGCAAGTGGTGG
CGAGTC-CCGACGATCG-ACGTCGT-———————==--= GGCAAGTGGTGG
CGAGTC-CCGGCGATCT-ACGTCGC-——————===-—= GGCAAGTGGTGG

CGATGCCCCGAAGGACAAAGGGCCCACCCCTGGCAACGGACAACGC-CGG

CGGCACGGCGGGGGACGCACGTCCCGTGCGGGGGTTGGGGCAACGGGCGG
* * KK KK *
-TGTCGA-ACCTTCC-—-—-———-——-—— AATCCTGCCGCGCCC-GTGC---
TTGCCAA-ACCGTCT----——-—-—-—-— CATCCTGCCGCGCCC-GTGC---
TTGCCAA-ACCGTCT------—-—-—- CATCCTGCCGCGCCC-GTGC---
TTGCCAA-ACCGTCT------—-—-—-— CATCCTGCCGCGCCC-GTGC---
TTGCCAA-ACCGTTT----——-——-—---— CATCCTGCCGCGCCC-GTGC---
TTGCCAA-ACCATCT----—=-—-—--— CATCCTGTCGCGCCC-GTGC---
TTGCCAA-ACCATCT----——-—-—--— CATCCTGTCGCGCCC-GTGC---
TTGCTAA-ACCGTCT---=-——-—-—-—-— CATTCTGCCGCGCCC-GTGC---
TTGCCAA-ACCGTCT---=-—=-—-—-—- CATTCTGCCGCGCCC-GTGC---
TTGCCAA-ACCGTCT---—-———-=———— CATTCTGCCGCGCCC-GTGC---
TTGCCAA-ACCGTCT---—-———-—-———— CATTCTGCCGCGCCC-GTGC---
TTGCCAA-ACCGTCT---—-———-=-———— CATTCTGCCGCGCCC-GTGC---
TTGTCAA-ACCGTCT---—-———-—-———— CATCCTGCCGTGCCC-GTGC---
TTGCCAA-ACCTTAT----———-—-———— CATCCTGCCGCGACC-GTGC—---
TTGCCAA-ACCGTCT---—-———-—-———— CATCCTGCCGCGCCG-GTGT---
TTGCAAA-ACCGTCC--—-————=———— AATCGTGTCGCGCCCCGTGT--—
TTGTAAAGACTGTTT----———-—-———— CATGCTGTCGTGCAC-GTTT-CG
TTGTCAA-ACTGTTG---—-————-———— CATGCTGCCGTGCGC-GTTT-CG
TTGTCAA-ACCGTTG---—-————-———— CATGCTGCCGTGTGC-GTTTTCG
GGGTCCAGCGCGTCCGGAAGTATATACAAGTTCGCGG-GTC--GTTC---
GGGCCCGCCCCCTC———=—===———————— TCCGCCG-GCCCGATTT--—
* * * *  x
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-—-CGTAACCGGTT--GGCTTT-CATGACCCACGGGCTCCGCCCGTGAGT -

--CTCAACCGATT--GGCTT--CTTGACCCCGGA----CGTC-GCGCGTG
--CTTAACCGGTT--GGCTT--CTTGACCCTGGACGTCCGCT-GCATG-~
--CTTAACCGGTT--GGCTT--CTTGACCCCGGAGCTCCGCC-GCGTGT—
--CTTAACCGGTT--GGCTT--CTTGACCCTGGAGCTCCGCT-GCATGT -
--CTTAAC-GGTT--GGCTT--CTTGACCCCGGAGCTCCGCT-ARATGT -
--CTTAAC-GGTT--GGCTT--CTTGACCCCGGAGCTCCGCT-ARATGT -
--CTTGACCGGTT--GCCTT--CTAGACCCTGGAGCTCCGCT-GCATGC—
--CTTGACCGGTT--GCCTT--CTAGACCCTGGAGCTCCGCT-GCATGC—
--CTTGACCGGTT--GCCTT--CTAGACCCTGGAGCTCCGCT-GCATGC—
--CTTGACCGGTT--GCCTT--CTAGACCCTGGAGCTCCGCT-GCATGC—
--CTTGACCGGTT--GCCTT--CTAGACCCTGGACGTCCGCT-GCATGC—
--CTTAAC-GGTA--GCCTT--CTTGACCCCGGACGTC-GCTCGCATGC—
--CGTAACCGGTT--GGCTT--CTTGACCCCGGAGCTCCGCC-GCAAGT -
--CTCAACCGGTT--TGCTT--CCCGACCCAGGACGTCCGCC-GCGAGC—
--CGTAACCGGTC--GGCTT--CCTGACCCCCGAGCTCCGCC-GCAAG-—
TTCGTTATCGGGA--GTCTC--ATTGACGCTGTAGCGCCATTTGCTTG-—
ATC-TCATCGGTA--GACTC--ATTGACCCTGTAGCACCATTTGCTTG--
ATC--CCTCGGTT--TACTC--ATCGGCCCTGTTGCATCATTTGCGTG-—
TGCCAAGCAGGTTGCGACAATGATCCTTCCGCAGGTTCA-CCTACGGARA
TGTTAAACCGG----GG---—=-==-= TTCGCGGGTCCGGTTTGCGG-——
* *
-GGTGCCCTGATCGCGACCCCCAGTTCAGGGCGGTATACCCCG-————=~
CGGTGCCTCGAT ~ === === === === = === —mm—————mmm
CGGTGCCTCGATCGCGACCCCAGGTCAGGCGGGATTACCCGTGAGTTTAA
TAATAAATTAATA-—— === === === === ————————— oo
TAATAAATTAATA-——————— === === ——————————
TTATAATTTTATT———————————=———————————————— o
TTATAATTTTATT———————————= === ————————————— o

~GGTGCCTCGATCGCGACCCCAGGTCAGGC—===—====————————————
-GGTGCCTCAATCGCGACCCCAGGTCAGGCGGGATTACCCGC-——-———-—
—GGTGCCTCGATCGCGACCCCAGGTCAGGCGGGATTACCCGCTGAGTTTA

-GGTGCCTCGATCGCGACCCCAGGTCAGGCGGGATTACCCGCTGAGTTTA
-GGTGCCTCGATCGCGACCCCAGGTCAGGCGGGATTACCCG-TGAGTTTA
~GGTGCCTCGAT ~ === == === === = ——m—— oo m oo
A A TAAATTTA
-GGTGCCTCGATCGCGANNNNAGGTCAGGCGGGATTACCCG-TGAGTTTA
——TAAATATAATTAAA-—= == === === === ————————— o
--GTGCCTCGATCGTGACCCCAGGTCAGGCGGGATTACCCGCTGAATTTA
—=GTGCCTCGA= === == === = ————m oo —— oo
-=GTGCCTCGATCGCGACCCC-—=== === == === ——————m———m o
CCTTGTTACNACTTCTCCTTCCTCTAAATGATAANG-—-—=—-—=—-—=—=—
=== = GTTTCGm === === === === mm

GCATATCAATAAGCGGAGGAARAG 698
AGCATATCAATAANCGGAGNA--- 739
AGCATATCAATAAGCGGAGGA--- 737
AGCATATCAATAAGCGGAGGAAA- 714

TA-————mm—mm oo 585
AGCATATCAATA-——————————— 668
Ammmmm e 712
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3.6  Filogenetik Analiz

Filogenetik analiz i¢in PAUP 4.0b10 programi kullanildi. PAUP 4.0b10
programi #Nexus formatiyla ilerlemektedir. ClustalW yardimiyla hizalanan diziler
#Nexus’ a g¢evrilerek PAUP 4.0b10 ile filogenetik analiz i¢in hazir hale getirildi.
PAUP agildiktan sonra uygun komutlarla ilerleyerek istedigimiz analizler kolaylikla

gergeklestirildi ve filogenetik agaclar olusturuldu.

Karakter temelli yontemlerden olan Parsimoni segilerek Heuristic search ve
bootstrap analizi yapildi ve olusan agaclar kaydedildi. Daha sonra mesafe temelli
yontem kullanilarak UPGMA (Unweighted Pair Group Method Using Arithmetic
Average) ve NJ (Neighbour Joining) analizleri yapilarak olusan agaglar

kaydedilmistir.

l— Prisula veriicil
| Prisuly forinasa

Sekil 3.10: ITS bolgesine ait diziler kullanilarak olusturulan 1 numarali agag.

Karakter temelli yontemlerden Maksimum Parsimoni kriteri kullanilarak
Heuristic search yapildi. Olusan agaglardan 1 numaral filogenetik aga¢ bu ¢aligma

i¢in sunulmustur.
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Sekil 3.11: Parsimoni ile olusturulan strict consensus agaci.

Elde bulunan dizilerle maksimum parsimoni yonteminde bootstrap analizi de
yapilmistir. Bu yontem elde edilen agaclarin dallarinin parsimoni kriteri kullanilarak

istatistiksel yonden en giivenilir olan dallarin1 belirlemede kullanilir.
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Sekil 3.12: Parsimoni ile olusturulan majority rule agaci.

Olusturulan bootstrap agacina, yapilan bootstrap analizi sonucunda olusan

dallarin desteklenme ytizdeleri yerlestirilmistir
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Sekil 3.13: UPGMA analizi sonucunda olusan agag.

UPGMA analizinde dal uzunluklar esit olarak hesaplanmaktadir.
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Reighbor=joining tree:
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Sekil 3.14: NJ (Neighbour Joining) analizi sonucunda olusan agag.

Cielanen hederi f

Cyclosen 55 bitk

Olusan filogenetik agactaki dal uzunluklarinin birbirinden farkli oldugu

gbzlemlenmektedir.
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4. SONUC VE TARTISMA

DNA dizi analizi ¢alismalari, 6zellikle gegen bu yirmi yilda asir1 bir bilgi
birikimi yapmay1 miimkiin kilmigtir [54]. Ozellikle ITS bélgesi sagladigi imkanlar
sebebiyle son zamanlarin en ¢ok ¢alisilan bolgesi haline gelmistir. ITS bolgesinin 200-
250bp’ den olugan ITS1, 160 bp’ lik 5.8S rDNA ve 200-250 bp’ lik ITS2 bdlgelerinden
meydana geldigi Sekil 1.1° de belirtilmistir. Bunlarin igerisinden 5.8S rDNA bolgesi
korunmus bir bolgedir, ¢caligmalarda ITS bolgesinin tercih edilmesini saglayanlar ITS1
ve ITS2 bolgeleridir [55]. Bu bolgeler daha fazla mutasyon biriktirebilir bu sayede
tiirler arasi, tiir igi ve hatta popiilasyon diizeyinde bile mevcut polimorfizmlerin ortaya
¢ikmasinda etkili olabilmektedirler [56].

Tiirkiye’ de yayilis gosteren Cyclamen L. cinsinin akrabalik iligkilerini ortaya
koymak amaciyla ntDNA ITS bolgesi calisildi. Literatiirde yapilan arastirmalara gore
tilkemizde yetisen Cyclamen L. cinsine ait taksonlarla ilgili daha 6nceden yapilmis
boyle bir ¢alisma bulunmamaktadir. Bu ¢alismada Cyclamen tiirlerinin gDNA ’lar1
izole edilerek, elde edilen gDNA’ larmin ITS bolgeleri PCR yaparak ¢ogaltildi [57].
PCR’dan elde edilen dizilerde 6ncelikle dizi analizi yapilarak ve filogenetik agaclarina
ulasildi. Boylece tiirler arasindaki genetik benzerlikler ve farkliliklar ortaya ¢ikmis
oldu [58].

Calisma sonucunda Cyclamen cinsinin taksonlarmnin ITS boélgelerinin DNA
baz siralari elde edildi ve ilk kez bu ¢alisma ile DNA dizilerine bagli olarak akrabalik
dereceleri tespit edilmis oldu. Calisilan taksonlarin ITS nrDNA bdlgesinin tamami
kullanilarak toplam baz uzunlugunun 580-730 baz cifti degistigi goriildi. Baz
ciftlerine dayali olarak filogenetik analiz PAUP* ile yapildi. Analiz i¢in ise parsimoni
ve genetik uzaklik kriterleri kullanildi. Parsimoni en sik ¢alisilan ve filogenetik agac
olusturmada kullanilan metottur. Bu metot olas1 biitiin agaglar1 degerlendirerek, farkli
agaglar arasindan segmeye yarar ve her biri igin bir skor verme esasina dayanir.
Maksimum parsimoni’ de kriter, verilen agagtaki verileri agiklayabilmek igin gercek

oldugu kabul edilen genetik degisimlerin sayisidir. Parsimonisi en yiiksek olan agac,

en tutumlu olan yani genetik iligkiyi en gergekei yansitan agactir [38].
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Parsimoni kriteri kullanilarak olusturulan agaclar Sekil 3.10, Sekil 3.11 ve
Sekil 3.12°de gosterilmektedir.

Karakter temelli yontemlerden Maksimum Parsimoni kriterinde ITS bolgesine
ait diziler kullanilarak 760 karakter incelenmis ve bunlarin 637 karakteri sabit, 123
karakteri degisken karakterli ¢itkmistir. Heuristic search yapilarak olusan agaglardan 1

numaral: filogenetik agag bu ¢alisma igin Sekil 3.10” da sunulmustur.

Sekil 3.10° daki agaci olustururken dis grup olarak yine Primulaceae
familyasindan olan Primula cinsine ait Primula veris, Primula farinosa ve Primula
verticillata taksonlar1 kullanilmistir. Taksonlarin dizileri gen bankasindan alinmstir.
Bu taksonlar agacin en altinda ve en iistiinde olarak yer alip Cyclamen cinsinden bariz

bir sekilde ayrilmiglardir.

Sekil 3.11” de elde ettigimiz dizilerle olusturulan bootstrap ile olusturulan strict
konsensus agaci goriilmektedir. Maksimum Parsimoni Kriterinde Heuristic search
yapilarak analiz sonucunda 1000 agacin ortak karar yani konsensus agaci
olusturulmustur. Konsensus yani uyumluluk agacidir [59]. Istatistiksel agidan dallara
herhangi bir giivenilirlik aralig1 yiiklemez. Her bir dalin yiizdelik olarak ne oranda
desteklendigini gosterir. Eger yapilan destek %50°nin altinda ise program bu dali ¢ok
zayif olarak nitelendirir ve oraya giivenilemeyecegi i¢in ¢okertir, ¢coken dal sonucunda

olusan basamaklanmamis dallanmaya politomi adi verilir.

Sekil 3.11° de Cyclamen trochopteranthum, Cyclamen parviflorum var.
subalpinum, Cyclamen pseud-ibericum, Cyclamen cilicum var. intaminatum,
Cyclamen repandum var. repandum ve Cyclamen cilicium var. cilicium taksonlarinin
bulundugu dallarin destegi %50 nin altinda bulundugu i¢in bu dallara giivenilir kabul
edilmez ve dallarda ¢6kme meydana gelir. Bu taksonlarin bulundugu dallarda politomi
mevcuttur. Agacin bu kismindaki dallanma modeli belirlenemediginden giivenilebilir
yorum yapilamaz. Bu dal tek diigiimden ¢ok ¢atalli olarak ayrilmistir ve dallarda

politomi mevcuttur denilebilir.

Sekil 3.12° de olusturulan bootstrap agacina, yapilan bootstrap analizi
sonucunda olusan dallarin desteklenme ytizdeleri yerlestirilmistir. Bootstrap analizi
icin maksimum agag¢ sayist 1000 se¢ilmis ve 100 tekrar yapilmistir. Bu yontem elde

edilen agaglarin dallarinin parsimoni kriteri kullanilarak istatistiksel yonden en
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giivenilir olan dallarin1 belirlemede kullanilir [60]. Sekil 3.11 ve Sekil 3.12° de
goriildiigli gibi bootstrap analizi sonucunda olusan agacgta dallarda ¢okme meydana
gelmistir. Bunun nedeni o dallar i¢in bootstrap desteginin %50’nin altina diismiis
olmasidir. Agacin bu kismindaki dallanma modeli belirlenemediginden bu kisim ile

ilgili giivenilebilir bir yorum yapilamaz.

Sekil 3.12° de maksimum parsimoni agacinin {izerine bootstrap yiizdeleri
isaretlenmistir. Buna bakilarak 18 taksonun temelde 2 gruptan olustugu goriilmektedir.
Bu ayrim bootstrap analizi ile %100, %99, %100 olarak desteklenmektedir.

Taksonlarin ayrimiyla 4 klad olusmustur.

%099 ile ayrilan grupta yer alan 3 klad kendi arasinda %96, %71 ve %92 olarak
birbirinden ayrilmaktadir. Klad 1° de %96’lik bir skorla ayrilan Cyclamen
hederifolium ve Cyclamen mirabile yer almaktadir. Iki tiir kendi arasinda monofiletik
bir grup olusturmustur. Kladda yer alan Cyclamen creticum bootstrap destegine sahip
degildir.

%71’lik bir skorla ayrilmis olan Klad 2’ de yer alan Farkli lokalitelerden
toplanmis olan C. mirabile taksonlarinin kendi i¢inde bir grup olusturdugu ve bu dalin
%64, %74 olarak desteklendigi goriilmektedir. Bu durum ile birlikte farkli
lokalitelerden toplanan ayni taksonlarin birbirinin aynist oldugu ve farklilik
gozlemlenmedigi bilgisine ulagilmaktadir. Dalin diger tarafinda ayrimi %61 le
desteklenen Cyclamen coum var. caucasicum ve Cyclamen coum var. coum
bulunmaktadir. Beklenildigi iizere kardes takson c¢ikmislardir. Kendi aralarinda

monofiletik bir grup olusturmuslardir.

Cyclamen trochopteranthum ve Cyclamen cilicium var. cilicium kendi
aralarinda bir grup olusturmuslardir. Bu iki takson monofiletik olarak ayrilmislardir
ve kardes takson olark adlandirilabilirler. Ayrildiklar1 dal bootstrap analizinde %56

desteklenmektedir.

Cyclamen parviflorum var. subalpinum, Cyclamen pseud-ibericum ve
Cyclamen cilicium var. intaminatum taksonlarinin bulundugu dallar bootstrap
analizinde bir degere sahip degildir. Dallarin destegi %50 nin altinda bulundugu i¢in
bu dallar giivenilir kabul edilmez ve dallarda ¢cokme meydana gelir. Bu taksonlarin

bulundugu dallarda politomi mevcuttur. Agacin bu kismindaki dallanma modeli
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belirlenemediginden giivenilebilir yorum yapilamaz. Bu dal tek diigiimden ¢ok ¢atalli
olarak ayrilmistir ve dallarda politomi mevcuttur denilmektedir. Anderberg’in yaptigi
analizde Cyclamen pseud-ibericum ile Cyclamen coum, Cyclamen mirabile ve
Cyclamen intaminatum % 96’ lik bir deger ile desteklenmektedir. Cyclamen coum,
Cyclamen mirabile ve Cyclamen intaminatum kendi aralarinda monofiletik bir grup

olusturmaktadirlar [7].

Maksimum Parsimoniye gore yapilan bootstrap agacina yerlestirilen
degerlerde %92 ‘lik bir degerle ayrilarak klad 3 i olusturan Cyclamen graecum ve
Cyclamen persicum kendi aralarinda monofiletik bir grup olusturarak kardes takson
olarak ayrilmiglardir. Cyclamen repandum var. repandum agaggin bu kisminda
bootstrap analizine ait bir deger tasimamaktadir. Bu yiizden bu kisim i¢in net bir yorum
yapilamamaktadir. Anderberg’in yaptigi ¢alismada benzer sekilde Cyclamen graecum
ve Cyclamen persicum %94 [7] destek ile ayrilmislardir. Bu durum ile tiirlerin kardes

takson oldugu desteklenmektedir.

Cyclamen hederifolium ve onun hibriti oldugunu diisiindigiimiiz siis bitkisi
olan Calismada Cyclamen siis bitkisi olarak etiketlenen takson ile birlikte Klad 4’
olusturmaktadirlar. Taksonlar beklenilen bir sonucu vermektedir. Yapilan analizler
sonucunda siis bitkisinin morfolojik agidan ¢ok benzedigi Cyclamen hederifolium a
genetik olarak da benzedigi goriilmiistiir. Taksonlarin ayrilmis oldugu dal %100 ile

desteklenmektedir.

D1s grup olarak analize katilmis olan Primula verticilata, Primula farinosa,
Primula veris taksonlari beklenildigi iizere %100°lik bir skorla Cyclamen cinsinden

ayrilmislardir.

Genetik uzaklik metodu, dizi ¢iftleri arasindaki farkin derecesine ve uzakligina
dayanir. Uzaklik metodunda iki farkli algoritma kullanilir. Kiime temelli
algoritmalarda uzaklik matriksi en benzer dizi ¢iftlerinden baslanarak yapilir. UPGMA
ve NJ olmak tizere iki ¢esidi vardir [56].

Sekil 3.13° deki UPGMA analizinde dal wuzunluklar1 esit olarak
hesaplanmaktadir. Bu metot ilk kullanilan metot olup giiniimiizde kardes taksonlarin

ayn1 oranda mutasyona ugrama sartlarinin gegerli kabul edilmemesinden dolay1
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Neighbour Joining (Komsu Katilim) metoduyla mesafelerin 6lgiilmesini ortaya

¢ikarmustir.

Sekil 3.14° te NJ analizi sonucunda olusan filogenetik agactaki dal
uzunluklariin birbirinden farkli oldugu goézlemlenmektedir. Filogramdaki bu dal
uzunluklarinin farkli olmasi tiirlerin hangisinin daha 6nce veya sonra ortaya ¢iktigini
gosterir. Filogenetik agactaki uzun olan dallar giiniimiize en yakin olan atay:

gostermektedir, kisa olan dallar ise en eski (ilkel) atay1 gostermektedir.

61



[1]

[2]

[3]

[4]

[5]

[6]

[7]

[8]

[9]

5. KAYNAKLAR

Davis, P., Flora of Turkey: And the East Aegean Islands.(Supplement),
Edinburgh: Edinburgh University Press, (1965).

Ozhatay, N. ve Kiiltiir, S., "Check-List of Additional Taxa to the Supplement
Flora of Turkey I11", Turkey Journal of Botany, 30, 281-316, (2006).

Clennet J. C. B. ve Compton, J. A., "Nomenclature in the dock.
Overclassification leads to instability: a case study in the horticulturally
important genus Cyclamen (Myrsinaceae)", Botanical Journal of the Linnean
Society, 146, 339-349, (2004).

Grey-Wilson, C., Cyclamen: a guide for gardeners, horticulturalists and
botanists, London: Batsford Press,(2003).

Gielly, L., Debussche, M. ve Thompson, J. D., "Geographic isolation and
evolution of Mediterranean endemic Cyclamen: insights from chloroplast trnL
(UAA) intron sequence variation™, Plant Systematics and Evolution, 230, 75-88,
(2001).

Anderberg, A., "Phylogeny and subgeneric classification of Cyclamen L.
(Primulaceae)”, Kew Bulletin, 49, 455-467, (1994).

Muller, J., "Fossil pollen records of extant angiosperms™, Botanical Review, 47,
1-142, (1981).

Boulter, M.C. ve Collinson, M. E., Magnoliophyta. The fossil record 2 (ed. by
Benton, M.J.), London/New York: Chapman & Hall, (1993).

Mathew, B. ve Ozhatay, N., Tiirkive ‘nin Siklamenleri., Sirkeci, Istanbul,:
Tiirkiye Dogal Hayat1 Koruma Dernegi, (2001).

62



[10] Aksu, E., Erken K., ve Kaya, E., ihracati Yapilan Dogal Cigek Soganlari,
Yalova: Atatiirk Bahge Kiiltiirleri Arastirma Enstitiisii, 39, (2002).

[11] Mummenhoff, K., Franzke A., ve Koch, M., "Molecular phylogenetics of
Thlaspi s.I. (Brassicaceae) based on chloroplast DNA restriction site variation
and sequences of the internal transcribed spacers of nuclear ribosomal DNA",
Canadian Journal of Botany, 75 (3), 469-487, (1997).

[12] San Mauro, D. ve Agorreta, A., "Molecular systematics: A synthesis of the
common methods and the state of knowledge™, Cellular & Molecular Biology
Letters, 15, 311-341, (2010).

[13] Small, R.L., Cronn, R.C. ve Wendel, J.F., "Use of Nuclear Genes for Phylogeny
Reconstruction in Plants”, Australin Systematic Botany, 17(2), 145-170, (2004).

[14] Baldwin, B. G., Sanderson, M. J., Porter, J. M., Wojciechowski, M.F., Campell,
C.S. ve Donoghue, M.J., "The ITS region of nuclear ribosomal DNA: A valuable
source of evidence on angiosperm phylogeny™, Annals of the Missouri Botanical
Garden, 250-272, (1995).

[15] Besnard, G., Rubio de Casas, R. ve Vargas, P., "Plastid and Nuclear DNA
Polymorphism Reveals Historical Processes of Isolation and Reticulation in the
Olive Tree Complex (Olea europaea)”, Journal of Biogeography, 34 (4), 736-
752, (2006).

[16] Khan, S. ve Spoor, W., "Use of Molecular and Morphological Markers as a
Quality Control in Plant Tissue Culture”, Pakistan Journal of Biological
Sciences, 4 (4), 479-482, (2001).

[17] Gomes, S., Mortin-Lopes, P. ve Guedes-Pinto, H., "Olive Tree Genetic
Resources Characterization through Molecular Markes", Genetic Diversity, 15-
28, (2012).

[18] Giilsen, O. ve Mutlu, N., "Bitki Biliminde kullanilan genetik Markerlar ve
Kullanim Alanlan", Alatarim, 4 (2), 27-37, (2005).

63



[19] Hughes, C., Faastwood, R. ve Bailey, C., "From Famine to Feast Selecting
Nuclear DNA Sequence Loci for Plant Specieces- Level Phylogeny
Reconstruction™, Philosophical Transactions of the Royal Society Biological
Sciences, 361, 1465, 211-225, (2006).

[20] Agarwal, M., Shrivastava, N. ve Padh, H., "Advences in Molecular Marker
Techniques and Their Applications in Plant Sciences”, Plant Cell Reports, 27
(4), 617-631, (2008).

[21] Saiki, G. D. H., Stoffel, R. K., Scharf, S. V., Hiquchi, R., Horn, G., Mullis, K.
ve Erlich, H., "Primer Directed enzymatic amplification of DNA with
athermastable DNA polymerase", Science, 239, 487-491, (1988).

[22] Yildirim, A. ve Kandemir, N., "Genetik Markorler ve Analiz Metotlar1™, %1
icinde Bitki Biyoteknolojisi |- Genetik Miihendisligi ve Uygulamalari, Konya,
Selcuk Universitesi Basimevi, (2001).

[23] Erlich, H.A., PCR Technology; Principles and Applications for DNA
Amplification, London: Department of Human Genetics Cetus CorporationUSA,
(1989).

[24] WEeissing, K., DNA Fingerprinting Plants and Fungi, USA: CRC press, (1995).

[25] Welsh, M. J., "Fingerprinting genomes using PCR with orbitary primers",
Niicleic acid research, 18 (24), 7213-7218, (1990).

[26] Staub, J., Sequen, F. ve Grupta, M., "Genetic Markers", Map Construction and
Their Application in Plant Breeding Hort Science, 31 (5), 729-741, (1996).

[27] Rafalski, J. ve Tingey, S.V., "Genetic diagnostics in plant breeding: RAPDs,
microsatellites and machines”, Trends in Genetics, 9 (8) 275-280, (1993).

[28] Zabeau, M., "Amplified fragment lenght polymorphism (AFLP)", European
Patent Application Patent: 92402629.7, (1993).

64



[29] Blears, M., Grandis, S., Lee H. ve Trevors, J.,"Amplified Fragment Lenght
Polimorphism (AFLP): A Review of the Procedure and Its Applications”,
Journal of Industrial Microbiology and Biotechnology, 21 (3) 99-114, (1998).

[30] Okogbenin, E., Marin, J. ve Fregene, M.,"An SSR-based molecular genetic map
of cassava", Euphytica, 147 (3), 433-440, (2006).

[31] Alvarez, 1. ve Wendel, J., "Ribosomal ITS sequences and plant phylogenetic
inference”, Molecular Phylogenetics and Evolution, 29 (3) 417-434, (2003).

[32] Baldwin, B. G., "Phylogenetic utility of the internal transcribed spacers of
nuclear ribosomal DNA in plants: an example from the Compositae”, Molecular
Phylogenetics and Evolution, 1 (1), 3-16, (1992).

[33] http://pisum.bionet.nsc.ru/pg/32/42.htm,.

[34] Baldwin, B.G., "Phylogenetic Utilitiy of the Internal Transcribed Spacers of
Nuclear Ribosomal DNA in Plants: an Examplefrom the Compositae",
Molecular Phylogeny Evolution, 1, 3-16, (1992).

[35] Maxam, A., "A new method of sequencing DNA", Proceedings of the National
Academy of Sciences, 74, 560-564, (1977).

[36] Sanger, F. ve Coulson, A.,"DNA sequencing with chain-terminating inhibitors.",
Proceedings of the National Academy of Sciences, 74, 463-467, (1977).

[37] Sambrook, J. ve Maniatis, T., Molecular Cloning, a laboratory manuel, New

York: Cold spring harbor laboratory Press, (1989).

[38] Klug, S. C. W., %1 i¢inde Concept of Genetics, New Jersey, Prentice Hall, 745
(2000).

[39] Sanger, F., "The Nucleotide and amino acid sequences of the N (5”) teminal
Region of gene G of becteriophagephiphi X 174", Journal of Molecular Biology,
96, 703-719, (1975).

65



[40] Sanger, F., "Nucleotide sequences in DNA", Proceedings of the Royal Society of
London, 191, 317-333, (1975).

[41] Thompson, G.T.,"CLUSTALW: Improvingthe Weighting, Position Specific
Gap Penalties and Weight Matrix Choice"”, Nucleic Acid Research, 22, 4673-
4680, (1994).

[42] Notredame, C. D., "Saga: Sequence Alignment by Genetic Algorithm”, Nucleic
Acid Research, 28, 8, 1515-15244, (1996).

[43] Saitou, N. ve Imanishi, T., "Relative Efficiencies of the Fitch-Margoliash,
Maximum-Parsimony, = Maximum-Likelihood, = Minimum-Evolution  and
Neighbor-Joining Methods of Phylogenetic Tree Construction in Obtaining the
Correct Tree", Mol. Biol. Evol., 23 (10), 514-525, (1989).

[44] Mount, D., Bioinformatics, Phylogenetic prediction, New York: Cold Spring
Harbor Laboratory Press (2001).

[45] Freeman, G. ve Herron, J., Evrimsel Analiz., Palme Yayincilik, 438-449, (1999).

[46] Felsenstein, J.,"Estimation of hominoidphylogenyfrom a DNA hybridizationdata
set", Moleculer Evolution, 26, 123-131, (1987).

[47] TREEVIEW, http://taxonomy.zoology.gla.ac.uk/rod/treeview.html.. (9 1 2011).
[48] PAUP, http://paup.csit.fsu.edu/. (9 1 2011).

[49] MR BAYES, http://mrbayes.csit.fsu.edu/. (9 1 2011)

[50] PHYLIP., http://evolution.genetics.washington.edu/phylip.html. (9 1 2011).

[51] Dellaporta, H. J., "A Plant DNA Minipreparation”, Plant Molecular Biology
Reporter, 4 (1), 19-21, (1983).

[52] Bailey, C. D., Carr, T., Harris, S. ve Hughes, C., "Characterization of
Angiosperm nrDNA Polymorphism, Paralogy and Pseudegenes”, Molecular
Phylogenetics and Evolution, 29 (3), 435-455, (2003).

66



[53] Sang, T., "Utility of Low-Copy Nuclear Gene Sequences in Plant
Phylogenetics,"” Critical Reviews in Biochemistry and Molecular Biology, 37 (3),
121-147, (2002).

[54] Hadidi, A. ve Candresse, T., "Polymerase Chain Reaction", Viroids, 115-122,
(2003).

[55] Soltis, P., Soltis, D. ve Doyle, J., "Molecular Systematics of Plants”, New York:
Chapman and Hall, (1992).

[56] Ansorge, W., "Next-Generation DNA Sequencing Techniques”, New
Biotechnology, 25 (4), 195-203, (2009).

[57] Jeanmougin, F., Thompson, J., Gouy, M., Higgins, D. ve Gibson, T., "Multiple
Sequence Alignment with Clustal X", Trends in biochemical sciences, 23 (10),
403-405, (1998).

[58] Singh, G., "Plants Systematics: An Integrated Approach", Science Publishers,
(2004).

[59] Baldwin, B. G., (Phlylogenetic Utility of the Externaal Transcribed Spacer (ETS)
of 18S-26S rDNA. Congruence of ETS and ITS trees of Calycadenia
(Compositae)), Molecular Phylogeny Evolution, 10, 449-463, (1999).

[60] Anderberg, A., "Phylogenetic relationships in the Primulales inferred from rbcL
sequence data", Plant Systematics and Evolution, 211, 93-102, (1998).

67



