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(TEZ DANISMANI: YARD. DOC. DR. FATiH COSKUN)

BALIKESIR, 2013

Davis’in Tiirkiye Florasi’ na gore ve yaymlanmis olan diger literatiirlere
gore Tirkiye’ de Lupinus (Fabaceae) cinsine ait 6 tiire ait toplam 8 takson
bulunmaktadir. Bu tiirlere ek olarak, Lupinus luteus lkaria adalarinda
yetismektedir. Tiirkiye Floras1’ nin ek cildinde yer aldig: i¢cin bu calismaya dahil
edilmistir.

Lupinus (Fabaceae) cinsinin yeryiiziinde yayilis gosteren yaklasik 300
tane tiirii oldugu diistiniilmektedir. Bu tiirler Eski Diinya Liipenleri ve Yeni Diinya
Liipenleri olmak {izere iki farkli gen merkezinde yayilis gostermektedirler. Bu
cinsin sistematigi hala problemlidir. Hala diinya ¢apinda bir¢ok arastirmaci bu
cinsin sistematigini agikliga kavusturmak igin ¢alismalar yapmaktadir. Her yil
Lupinus (Fabaceae) cinsi igin uluslar arasi kongreler ve konferanslar
diizenlenmektedir.

Ulkemizde bu cins i¢in yapilan galigmalara bakacak olursak bu calismalar,
anatomi, zirai, biyokimya c¢aligmalar1 gibi alanlarda yapilmaktadir. Ulkemizde
yetisen Lupinus (Fabaceae) tiirleri i¢in molekiiler Sistematik bir ¢alisma mevcut
degildir.

Bu calisma ile Tirkiye’ de yetisen Lupinus L. (Fabaceae) cinsine ait
taksonlarin ITS ntDNA dizileri elde edilmistir. Dizilerin elde edilmesinden 6nce
fenol-klorform-izoamil alkol DNA izolasyon yontemi, CTAB DNA izolasyon
yontemi ve ticari kitler kullanilmistir. ITS bdlgesinin dizilenmesi i¢in evrensel
ITSSA ve ITS4 primerleri kullanilmistir. PCR teknigi ile ITS bolgeleri
cogaltilmistir. Elde edilen diziler Sequencher 4.10.1 adli programda islenmis,
ClustalW programu ile hizalanmig ve NEXUS formatina doniistiiriilmiistiir. En son
NEXUS data PAUP* 4.0b10 programi ile analiz edilmis ve filogenetik agaglar
elde edilmistir.

PAUP*’ da yapilan analizlerde parsimoni kriteri kullanilarak, karakter
temelli yontemlerden Heuristic Search, Bootstrap analizi ve Branch-and-Bound
algoritmast kullanilmigtir. Mesafe temelli yontemlerden ise UPGMA ve NJ
algoritmalar1 kullanilmig ve sonuglar degerlendirilmistir. Yapilan analizler
sonucunda L. angustifolius ve L. angustifolius subsp. reticulatus’ un bir
monofiletik grup olusturdugu, L. albus ve L. albus subsp. graecus’ un bir
monofiletik grup olusturdugu belirlenmistir.

ANAHTAR KELIMELER: Lupinus (Fabaceae), ITS nrDNA, molekiiler
sistematik, filogenetik analiz.



ABSTRACT

MOLECULAR SYSTEMATIC ANALYSIS OF LUPINUS L. (FABACEAE) SPECIES
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MSC THESIS
NUR GOKCE CETINER
BALIKESIR UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE
BIOLOGY

(SUPERVISOR: ASSIST. PROF. DR. FATIH COSKUN))

BALIKESIR, 2013
According to The Flora of Turkey and other puplished literature, there are 8 taxa belonging 6
species growing in Turkey. Lupinus luteus grows in Ikaria Island. This work includes Lupinus
luteus since it is contained in the Flora of Turkey’s additional volume.

The genus Lupinus (Fabaceae) has about 300 species around the world. These species are
widely distributed in two major gene centers. One of them is The Old World Lupin and the
other one is The New World Lupin. Many researchers in the world are stil studying on the
systematics of Lupinus. Many international conferences and congresses are organized every
year about systematics of Lupinus.

The studies about Lupinus in Turkey is have been conducted in the areas of agriculture,
anatomy and biochemistry. But there is no study about molecular systematics of the Turkish
lupins.

In sthis study, ITS nrDNA sequences of Lupinus species are obtained using ITS5A and 1TS4
primers. First, gDNA was extracted by phenol-chloforform-isoamylalcohol and CTAB DNA
extraction methods, and by some commercial extraction kits. Then entire ITS nrDNA region
was amplified by PCR techniques.

DNA sequences were edited using Sequencher 4.9.1 program. ClustalW program was used for
aligment of sequences. Finally, PAUP* 4.0b10 program was used for phylogenetic and
phenetic analyses of DNA sequences.

During the analysis, heuristic search and Branch and Bound, some of the character based
methods, were implemented by using parsimony criterion. Bootstrap analysis was performed
parsimony criterion as phylogenetic methods. UPGMA and NJ were employed as distance
based methods for the phenetic analyses. All in all, the results were evaluated. As a result, L.
angustifolus and L. angustifolius subsp. reticulatus is a monophletic group, L. albus and L.
albus subsp. graecus is a monophyletic group.

KEYWORDS: Lupinus (Fabaceae), ITS nr DNA, molecular systematics, phylogenetic
analysis.



ICINDEKILER

OZET ...ttt [
ABSTRACT . I
ICINDEKILER .........oooviviiiieeeceeeeeee et iii
SEKIL LISTEST ..ot Vi
TABLO LISTESI ....coooouiiiiiiiiieee s vii
KISALTMA LISTESI .....ccoooooiiiiiiiiiiisceceeees s viii
ONSOZ......ooooeeeeeeeeeee ettt s Xi
O 1 21 1O 1
1.1  Fabaceae ( LEQUMINOSAL) .......ccceurierieiieiesiesiesiesiesie e 1
1.1 L LUPINUS GENUSU ...veveeieeieciiestee sttt ste e sta e snsesbeeae e sneenneanee e 3
1.1.1  Tirkiye’de Yayilis Gosteren Lupinus L. Tlrleri .......cccccevervnnnens 3
1111 Lupinus @lbuS ......cccveiieiieiicce e 4
1.1.1.2 Lupinus albus subsp. albus ............ccccoriririniiiii e 4
1.1.1.3 Lupinus albus Subsp. gragCus ..........cccceevveveeireseeseerie e 5
1.1.1.4  Lupinus anguSEIFOlIUS ..........ccuiiiiiincieieeeee s 5
1.1.1.5 Lupinus angustifolius subsp. reticulatus...........c.cccccecevverrrennene. 6
1.1.1.6  LUpinus MICIaNtNUS.........cccvririeieienie e 6
1117  LUPINUS VAFIUS....cciieiteeieiriesieeiesieesteesee st e sre e sreeste e sreesre e 7
1.1.1.8  LUupinuS NISPANICUS.........coiiiiaiiiieienie et 7
1.1.1.9  LUPINUS TULBUS ...ttt 8
1.1.1.10 Lupinus anatoliCUuS ...........ccerurieiieriinieriesieeeeee s 9
1.1.2  Literatlit OZeti......ooceveveeeeirererereecceeie et 10
2. MOLEKULER SISTEMATIK ........coooovtiiiiiniieseeiesieeeeninns 13
2.1 Markar Tipleri.........ccoooouiiiiiiiiiieiie e 13
2.1.1  Morfolojik Markirlar..........ccocoeviiiiiiiiiciice e 13
2.1.2  Biyokimyasal Markirlar..........c.cccooiiiiiiiiiin 14
2.1.3  Molekiiler Markirlar ..........cccooceeiieiieniiniiie e 15
2.2 Hibridizasyona (Melezlemeye) Dayanan Markirlar .......................... 16
2.2.1  RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) Yontemi ..16
2.3 PCR Teknigine Dayanan Molekiiler Markirlar................c..c.cccouee.. 17
2.3.1 RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) Yontemi.......... 18
2.3.2  SSR (Simple Sequence Repeats) YOntemi .........ccccvvvveiinivcneennn. 19
2.3.3  ISSR (Inter Simple Sequence Repeats) Yontemi ..........ccceereeenee. 19

2.3.4 SCAR (Sequence Characterized Amplified Regions/ Diziyle
Krakterize Edilmis Cogaltilmis Bolgeler) Yontemi .................... 20

2.3.5 CAPS (Cleaved Amplified Polymorphic Sequence/ Kesilmis
Cogaltilmis Polimorfik Diziler) Yontemi.......cccocovvviniviiieennnnne 20

2.3.6 AFLP (Amplified Fragment Length Polimorphism) Yontemi ....21
2.3.7  SRAP (Sequence Related Amplified Polimorphism/ Dizi Iliskili

Cogaltilmis Polimorfizm) YOntemi ........ccccceeveeeiviiiirniiiiiicinene 22
2.4 DNA Dizilemesine Dayalt Markirlar .............cc.ccocuvveiiiienieencnnennn. 22
2.4.1  Nikleer Markirlar: NFDNA ......coooiiiii e 22



2.4.2 ITS (Internal Transcribed SPacer) .......cccovveveiieerveresieese e 23

243 ITS’ in Genel OZellKIETi .......cvveveveverceereeieeeecee e 24
24.4 ITS’ in Taksonomide Tercih Edilmesinin Nedenleri................... 25
245  NrDNA BOIZELeri...c..cocviiiiiiiiiiiieiicie e 26
246  Kiiglik Alt Birim nr DNA (18S) ..vvooviiiiiiiieiieeeeseeee e 26
2.4.7  5BSNIDNA ..o s 26
2.4.8  Biyiik Alt Birim ntDNA (28S, LSU) ...ccccvviiiieiiiceeeee e 27
2.5  DNADIZIEME ... 27
2.5.1 Maxam ve Gilbert’in Kimyasal Kirilma Yontemi...........cccceeneee. 28
2.5.2  Sanger ve Coulson’ un Zincir Sonlanma Yontemi .............cc...... 28
2.5.3 Otomatik DNA Dizileme YOntemi .......ccocoverveiieerierniinenieeieenene 30
2.5.4  Dizilerin Hizalanmasi, CLUSTALW ve MULTALIN................. 31
2.6 Filogenetik ANAlizZ.........cccoviieiieie s 32
2.6.1  Filogenetik AZAC.......cccovviiiiiiiiiiiiiiiicseee e 34
2.6.2  Filogenetik Aga¢ Olusturmada Kullanilan Yontemler ................ 35
2.6.2.1 Karakter Temelli YOntemler ........ccccovvviiiiiiieniieiiienie e, 36
2.6.2.1.1 Maximum Parsimoni (MP) Metodu............ccccoevrernrnnnene. 36
2.6.2.2 Maximum Olasilik (ML) Metodu ..........cccoovvvniiiiiiciienenn 37
2.6.2.3 BayeS MEtOdU .......ccccveiieiieiiece et 37
2.6.2.4 Mesafe Temelli YOntemler ........cccccceevveeiiniiienieiie e, 38
2.6.2.4.1 UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Aritmetic
IMIBAINS) ... 38
2.6.2.4.2 Neighbor-Joining Metodu............cccoeveiiieiieniiiee e 38

2.6.3  Filogenetik Agaglarin Olusturulmasinda Kullanilan Programlar 39
2.6.3.1 PAUP* (Phylogenetic Analysis Using Parsimony and Other

METNOUS) .. 39
2.6.3.2 Mr. Bayes (Bayesian Inference of Phylogeny) ..........ccc......... 40
2.6.3.3 PHYLIP (The Phylogeny Inference Package) ............c.cccouuue. 40
3. MATERYAL METOD.......ccoiiiiiiiiiiiecic e 42
3.1  Bitki Materyallerinin Toplanmast ve Saklanmasi .................c.ccuou.... 42
3.2 D1 GFUD SECIMI ... 44
3.3 Kullanilan Kimyasal Maddeler ...............cc.cccoocevviiiviiniienininennnn, 44
3.3.1 Genomik DNA izolasyonunda Kullanilan Kimyasal Maddeler .. 44
3.3.2  Agaoroz Jel Elektroforezinde Kullanilan Kimyasallar-................ 46
3.3.3  PCR igin Gerekli Kimyasal Malzemeler .............cc.ccoevvirrrrinnnns 46
3.3.4  DNA IZ0laSYONIari......cccevirevrreireiiiseieriieeieieee e 47
3.3.4.1 Fenol-Klorofom-Izoamilalkol DNA Izolasyon Yéntemi........ 47
3.3.4.2 CTAB DNA Izolasyon YOntemi.........ccccovevereverrirereriiersnenans 48
3.4 Agaroz Jel EIeKtrofOrezi........cccoeviiiiiiiiiiiiiisieeee e 50
3.5 DNA MIKIAr TAYINI ...cceeiviiiecic e 50
3.6 PCR ReakSIYONIATL ..........cccviiiiiiiiiisieii e 50
3.7 Verilerin TOPIANMASL.............c.cccciiiiiiiiiiiiiiic e 51
3.7.1  DNA Dizilerinin Eldesi (Cycle Sequencing) ve Poliakrilamid Jelde
ya da Kapiler Elektroforezle Gorlintiilenmesi .............ccoocveviennnne 51
3.7.2  DNA Dizilerinin Gorsel Olarak Sequencher ile Gézden Gegirilmesi
..................................................................................................... 51
3.7.3  DNA dizilerinin homoloji agisindan CLUSTAL veya MULTALIN
ile hizalanmast .........cooeeiiiiiiiii e 52
3.7.4  Hizalanmis verilerin #NEXUS formatina ¢evirimi ve PAUP*ta
analize hazir hale getirilmesi .........ccocvviiiiiiici 52



3.7.5 PAUP* ta Filogenetik Analiz Yapimi .......cccccocvvrviinniiieiiinnnnnn 52

4, BULGULAR ..ottt sttt 53
4.1 GenOMIK DNA.......ooi it e 53
411 DNA Miktar Tayinleri .....ccoccooveiiiiiiiisciisieieeeese e 55

B2 PCR UFHRICHT oottt 55
5. SONUC ve ONERILER .............cocoiviiiieiieecseeeeseeises e 59
B. KAYNAKLAR ...ttt bbb 66
7. EKKLER ..ottt 72



SEKIL LiSTESI

Sekil 1: Faboideae alt familyasinin karakteristik ¢icek yapisi[4]........ccccevernnne. 2
Sekil 2: Lupinus @lbus [10]........ccooiiiiiiiieee e 4
Sekil 3: Lupinus anguStIfOliUS .........c.coiiieiieiiiic e 5
Sekil 4: LUPINUS MICIaNthUS ........oiiiiiiiiece e 6
SekKil 5: Lupinus Varius [13] ...ccccoeiveiiiieieerie s e sve e 7
Sekil 6: Lupinus hiSpaniCus [14] ........cooeiiiiiiiiiiiiieeeeee e 8
SekKil 7: Lupinus TULEUS[LI5] ...cveiieieieece e 9
SekKil 8: rDNA €N KUMESI.....cveiviiiiiiiiiiiciiciiei s 23
Sekil 9: 18S-26S niikleer ribozomal DNA (nrDNA)’1n Internal Transcribed
sequence (ITS) bOIZESI[S2] ..veviveriieiiieiie e 24
Sekil 10: Dideoxyniikleotidlerin genel yapisi[59].......cccooviiiniiiiieniiniicnee 29
Sekil 11: Zincir sonlanma yontemi sonucunda baz diziliminin
SAPLANMASI 9] woiiiiiiiiiie i 30
Sekil 12: Otamatik dizi analizi sonucu olusan pikIer ..........ccoccevveeiiiiiennnnne 31
Sekil 13: 1866' da Haeckel tarafindan one siiriilen filogeniye dayali
siiflandirma $emasif63] ......ccoovvviiiriiiiiiie e 33
Sekil 14: Fenol Kloroform izoamil alkol yontemi ile elde edilen gDNA'larin
J@L OTUNLUST ... 53
Sekil 15: CTAB yontemi ile elde edilen gDNA'larin jel goriintiisii ................. 54
Sekil 16: Analytik Jena Kit ile elde edilen gDNA' larin jel gorlintiisii............. o4
Sekil 17: Baz1 Lupinus tiirlerinin ITS ile elde edilen PCR goriintisii.............. 55
Sekil 18: Baz1 Lupinus Tiirlerine ait ITS PCR jel gorintiisti .........ccccoovrerenne. 56
Sekil 19: Parsimoni kriteri kullanilarak elde edilen 1 nolu Heuristic Search
Yo To) (PP 60
Sekil 20: Parsimoni kriterine gore elde edilen Bootstrap agaci.............ccccueeee. 62
Sekil 21: Parsimonu kriterine gore elde edilen Branch-and-Bound agaci........ 63
Sekil 22: UPGMA aZaCl......cociiiiiiiiiiiiiiii 63
Sekil 23: NJ algoritmasi ile elde edilen filogenetik agac ............coceevviiicrnnnn 64

Vi



TABLO LIiSTESI

Tablo 1:
Tablo 2:
Tablo 3:

Tablo 4:
Tablo 5:
Tablo 6:
Tablo 7:
Tablo 8:
Tablo 9:

Kimyasal Kirilma Yénteminde Kullanilan Kimyasallar .................. 28
Kullanilan bitki materyalleri ve lokaliteleri..........c.cccooeriiiiiniiniennns 42
Fenol-kloroform izoamil alkol yonteminde kullanilan soliisyonlar

VE DIESIMICTT ... 45
CTAB yonteminde kullanilan kimyasal maddeler...............ccceevnens 45

5X TBE Hazirlamak i¢in kullanilan malzemeler ve miktarlart ......... 46
PCR' da kullanilan kimyasallar ve miktarlart ...........ccccovcvveiiiiniiinnns 46
Kullanilan Primerler ve dizileri ........ccoooveiiiiiiiniiiieie e 47
PCR programinin 6zelliKIeri..........cocovvviiiiiiiiiiiii 51
gDNA' larin spektrofotometre Slgimleri.........ccocvevvreeiiiiciicnenn, 55

vii



KISALTMA LISTESI

RFLP : Restriksiyon Par¢a Uzunluk Polimorfizmi (Restriction fragment length
polymorphism)

PCR : Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Polymerase chain reaction)

RAPD : Rastgele Cogaltilmis Polimorfik DNA (random amplification of
polymorphic DNA)

AFLP : Cogaltilmis Par¢a Uzunluk Polimorfizmi (Amplifeld Fragment Lenght
Polymorphism)

SSR  : Basit Dizi Tekrarlar1 (Simple Sequence Repeat)
VNTRSs : Cesitli Sayida Ardisik Tekrarlar (Variable Numbe Tandem Repeats)
ISSR : Basit I¢ Dizi Tekrarlar1 (Inter-Simple Sequence Repeat)

CAPS : Kesilip Cogaltilmis Polimorfik Diziler (cleaved amplified polymorphic

sequence)
ESTs : Isaretli ifade Edilen Diziler (Expressed Sequence Tag)
SNP : Tek Niikleotit Polimorfizmi (Single Nucleotide Polymorphism)

SSCP : Tek Zincir Konformasyonal Polimorfizm (Single-strand Conformation

Polymorphism)
STS : Dizisi Etiketlenmis Alanlar (Sequence Tagged Site)

SPAR : Tek Primerle Cogaltilmis Reaksiyon (Single Primer Amplification
Reaction)

SRAP : Diziye iliskin Cogaltilmis Polimorfizm (Sequence-related Amplified
Reaction)

ITS :Internal Transcribed Spacer
cDNA : Complementary DNA ( Komplementer DNA)
dNTP : Deoksiriboniikleosid Trifosfat

viii



ddNTP: Dideoksiriboniikleosid Trifosfat

DMSO: Dimetil Siilfoksit

DNA : Deoksiribo Niikleik Asit

MtDNA: Mitokondri DNA’s1

Taq : Thermus aquaticus

gDNA : Genomik DNA

TE :Tris-EDTA

EDTA : Etilendiamintetraasetik Asit

MP  : Maximum Parsimony (Maksimum Parsimoni)
ML  : Maximum Likelihood (Maksimum Olasilik)

PAUP : Phylogenetic Analysis Using Parsimony and Other Methosd (Parsimoni

ve diger metodlar1 kullanarak Filogenetik analiz)
PHYLIP: The Phylogeny Inference Package
bp : Baz Cifti
DNA  : Deoksiriboniikleik Asit
ETS : External Transcribed Spacer
IGS - Intergenic Spacer (Dis tranksribe ugramis alan)
mat K : Maturase K geni
cpDNA : Kloroplast DNA
NOR : Niikleolar Organizer Region
NrDNA : Niiklear Ribozomal DNA
NTS : Non Transcribed Spacer (Transkribe ugramamais alan)

SSU : Small Subunit (Kii¢iik alt tinite)



ETOH : Etil Alkol / Etanol

rpm : Dakikadaki Dongii Sayist

TBE : Tris-Borikasit- EDTA

UPGMA: Unweighted Pair-Group Metod of Arithmetic Avarages
NJ : Neighbour Joining (Komsu katilimi)

MEGA : Molecular Evolutionary Genetics Analysis
dH20 : Distile Su

NaCl : Sodyum Kloriir

NaAc : Sodyum Asetat

L. : Linne

Tm  : Erime Sicakli1

NCBI : National Center For Biotechnology Information

MgCl, . Magnezyum Kloriir



ONSOZ

Bu c¢alisma 2012 yilinda, Balikesir Universitesi Molekiiler Biyoloji
Arastirma Laboratuvarlari’ nda yiiksek lisans ¢aligsmasi olarak yiiriitiilmiistiir.

Bu tezin olusma siirecinde benden bilgisini ve destegini esirgemeyen, her
zaman en iyisini 0gretmek icin iistiin ¢aba sarfeden, yeri geldiginde bir arkadas bir
baba gibi bizlere yardimci olan danisman hocam Yard. Do¢ Dr. Fatih COSKUN’
a tesekkiirii borg bilirim.

Yiiksek lisans egitimim boyunca her zaman bilgi ve birikimlerinden destek
aldigim hocalarim Dog. Dr. Ekrem DUNDAR’ a ve Prof. Dr. Feray TURA
KOCKAR’ a tesekkiirlerimi sunarim.

Laboratuvar c¢aligmalarim boyunca bana destek olan, hosca vakit
gecirdigim arkadaslarim Ciineyt TEZ’ e, Giilsiim GOREN’ e, Necla SAHIN’e ve
Emre SEVINDIiK’e, FC LAB ailesine yeni katilmis diger arastirmaci
arkadaslarimin hepsine ve ED LAB arastirmacilarina tesekkiirlerimi sunarim.

Deneysel agamalarimizda siirekli olarak bizleri destekleyen BAU-BUTAM

kurulusuna tesekkiirlerimi sunarim.
Ve son olarak bin bir zorlukla beni okutan, daha anne karnina ilk

diistiiglim giinden itibaren sikint1 verdigim, her seye ragmen bana destek olan, her

zaman yanimda olan CETINER ailesine sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

Xi



1. GIRIS

1.1  Fabaceae ( Leguminosae)

Regnum : Plantae
Divisio : Spermathophyta
Subdivisio : Angiospermae
Classis : Dicotyledonae
Subclass : Rosideae

Ordo : Fabales
Familia : Fabaceae
Subfamilia : Faboideae
Tribe : Genistae
Subtribe : Lupininae
Genus : Lupinus L.

Fabaceae familyas: biiyiik ve onemli familyalar icerisinde yer alir; 450-500
cinse ait 1300 kadar tiirii vardir.[1] Odunsu veya otsu bitkilerdir. Yapraklar alternat,
genellikle stiptilat, basit bipinnat, digitat, trifoliolat, unifoliolat veya phyllodiktir.
Cigekler aktinomorf yada zigomorftur, hipogin veya bazen perigindir, genellikle
hermafrodittir ve rasemozdiir. 4 ya da 5 sepal vardir, bir sepal daima 6ndedir.
Petaller 1-5 tane, valvat veya imbrikat, petaller serbest ya da nadiren kismen
connivent. Stamenler monadelf, diadelf ya da tamami serbest sekildedir. Meyvesi

legiimen (bakla) olarak adlandirilir. 1 ve daha fazla tohumludur.[2]



Bu familya ii¢ alt familyaya ayrilir. Baz1 arastirmacilar bu altfamilyalar1 ayr1 birer
siif olarak kabul ederler.

1) Mimosoidae: Agag, ¢cali veya otsu bitkilerdir. Yapraklar ¢ift tiiysii (katli tiiysii)
diir. Cigekleri aktinomorf, kiiciik, bas¢ik veya basak tipi ¢igek durumu olustururlar.
Canak bilesik, bazen korelmistir. Tag az belirgin, stamenler serbest veya bilesik,
flamentler uzun ve renkli, polenler kitle halindedir.

2) Caesalpinioideae: Agaclar, ¢alilar, ender olarak otsu bitkilerdir. Yapraklar basir
titysudiir. Cigekler aktinomorftur. Petaller alttan tiste dogru birbirini kiremitvari
oOrterler. Stamenler serbesttir.

3) Faboideae (Papillionaceae, Papillionatae): Cogunlukla otsu, ¢ali veya yar1
calilar, ender olarak agaclardir. Yapraklar ti¢giil, tiiysii, basit (tam kenarl) veya
elsidir. Cigekleri zigomorf, nadir olarak aktinomorftur, salkim tipi ¢igek durumu
olustururlar. Petallerin ii¢ii serbest ikisi bilesiktir. Ust tag yaprak biiyiik ve dik olup
Bayrak (Standard), yanlardaki iki kiigiik tag yapraklar ise Kanat (Keel/Wings), en
alttaki iki ta¢ yaprak birlikte biiyiir ve Kayik¢ik (Karina)’ y1 olustururlar. Meyve
legiimendir.[3] Karakteristik ¢icek yapisi sekil 1°de verilmistir.[4]

Bu alt familya on tribusa ayrilir. Genistae tribusu bu alt familya altinda yer alir ve
Lupinus genusu bu tribus altinda yer alir.[3]

STANDARD

SEXUAL WING
COLUMN

Sekil 1: Faboideae alt familyasinin karakteristik gicek yapisi[4]
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1.1.1 Lupinus Genusu

Lupinus genusu Magnoliopyta (Angiospermae) divizyosu, Magnoliatae
(Dicotyledoneae) alt sinifi, Rosanae Takht. Siiper ordosu, Fabales Nakai ordosu,

Fabaceae familyasi, Lupinae Hutch. Tribiisii altinda yer alir.[5]

Genus, adimi Latincede kurt anlamina gelen lupus sozciiglinden almaktadir.
Bunun kurt ayak izlerine benzeyen palmat vyapraklarla baglantili oldugu

diistintilmustiir.[6]

Bu genus tek yillik ve ¢ok yillik otsu, fruktoz tiirlerden olusmaktadir. Liipenler kazik
kok sistemine sahiptir. Ana kok 1-2 m derinlige ulasir. Kokler, 6zellikle ana eksen
havadaki nitrojeni fikse eden Bradyrhizobium sp. (Lupinus) bakteri nodiilleri tasir.
Derinlere inen kokleri ile nitrojeni iyi fikse edebilmesi bu genusa ‘lupus’ adinin

verilmesinin bagka bir nedeni olabilir.[5]

Birlesik palmat yapraklar, elongat sitiipiil tarafindan uzun petiol iizerinde gévdeye
baglanir. Yaprak¢iklarin sekilleri ¢esitlidir; oval oblong, dar lineer, lanseolat.

Yaprakciklarin yiizeyi cogu durumda tiiyliidiir.

Cigek durumu vertisillat veya semi-vertisillattir. Korolla zigomorfiktir. Cigek bir

bayrak, kanatlar ve karina ile ovaryum ve 10 adet stamenden olusur.

Meyveler orbikular, basik, diiz veya kavisli, hafifce sikilmigtir. Kabuk yiizeyi sert,
kabuk rengi krem, kahve veya siyahtir. Tohumlar biiyiiklik, sekil ve renk
bakimindan cesitlidir. Tohum yiizeyi piiriissiizdiir. Tohum sap1 mikropil lizerinde
asilidir. Biikiilmiis embriyo besin maddelerinin saklandig1 kotiledonun {izerinde yer

alir. Birincil gergek yapraklar karsiliklidir. Diger yapraklar alternattir.[5]

1.1.1 Tiirkiye’de Yayilis Gosteren Lupinus L. Tiirleri

Lupinus L. cinsi Tirkiye’de 6 tiire ait 8 taksonla temsil edilmektedir. Bu
tirler L. angustifolius, L. angustifolius subsp. reticulatus, L. albus, L. albus subsp.

graecus, L. micranthus, L. varius, L. hispanicus, L. luteus, L. anatolicus.[2, 7-9]



1.1.1.1 Lupinus albus

Kisa tiiyldl, tek yillik bir bitkidir. 120 cm’ ye kadar boylanabilir. Yaprakgiklar
25-35 x 14-18 mm’ dir. Yaprakgiklar obovat, mukronat ve her iki yiizii tiylidiir.
Cicekler rasemoz 15-16 mm, alternat dizilisli. Kaliks 8-9 mm, kaliksin her iki dudag:
da loblu. Korolla 15-16 mm, rengi beyazdan maviye dogru. Legiim ilk basta kils1
cikintili, sonra glabrescent ve sari renkli. Tohumlar 8-14 mm ve diiz yiizeyli.

Cigeklenme zamani 5-6 aylar arasinda.[2]

1.1.1.2 Lupinus albus subsp. albus

Korolla beyaz, keel’in tepesi soluk mavi, legiim 80-100 X 14-20 mm, tohumlar 10-
14 mm ise Lupinus albus subsp. albus. Lupinus albus subsp. albus’ un sinonimi
Lupinus termis Forssk ’ tir. Yenilebilen tohumlari igin yetistirilmektedir. Bursa ilinde
yetistirildigi rapor edilmistir. Tiirkiye’de; A1(E) Canakkale: Gallipoli, Durham, A2
(A) Istanbul: Pasabahge’ de rapor edilmistir.[2]

Sekil 2: Lupinus albus [10]



1.1.1.3 Lupinus albus subsp. graecus

Korolla tamamen mavi, legiim 60-70 X 11-13mm, tohumlar 8-9 mm ise
Lupinus albus subsp. graecus.Bu takson A2 (A) istanbul- Pasabahge yakinlarinda ve
A3 Bolu- Akgakoca yakinlarinda rapor edilmistir.[2]

1.1.1.4 Lupinus angustifolius

Kisa tiiylii, tek yillik , 20-80 cm aras1 boylanabilir. Yaprak¢iklar 20-50 x 2-4
mm, diiz, linear veya spatulat. Cicekler alternat dizilisgli. Korolla 11-13 mm ve mavi.
Kaliksin {ist dudag iki pargali. Legiim 35-60 X (6-) 8-13 mm, kisa ve tiiylii. Legiim
rengi saridan siyaha dogru. Tohumlar 6-7 mm, diiz ve ¢esitli renklerde. 3-5. aylarda
cigeklenir. Deniz seviyesinden 100 m yiiksekte, hafif topraklarda yetisir. Tiirkiye’de;
Al (E) Canakkale, A2 (E) Istanbul: Rumelihisar1, A2 (A) Kocaeli: Hereke, B1 Izmir:
Emiralem, C1 Mugla: Bodrum, C2 Aydin: Yenipazar, C4 Adana: Anamur’ da rapor
edilmistir. [5]

Sekil 3: Lupinus angustifolius



1.1.1.5 Lupinus angustifolius subsp. reticulatus

Kisa tiiylii, tek yillik, 20-40 cm boylanabilir. Yaprakciklar 10-20 X 2 mm,
condiplucat veya linear. Leglim 35-45 X 6-8 mm. Tohumlar 4.5-5 x 3-3.5 mm. 4-5.
Aylarda ¢igeklenir. Tiirkiye’de B1 Balikesir: Ayvalik (Sarimsakli/Kii¢likkdy)® de
rapor edilmistir. Dogal yasam alan1 Yugoslavya’ dir.[7]

1.1.1.6 Lupinus micranthus

Lanat, tek yillik, karigik renkli indumentuma sahip ve 10-40 cm boylanabilir.
Yaprakeiklar 15-70 x 5-15 mm, obovat, mukronat, alt ve {ist yiizeyi tiiylii. Rasemoz
5-12 cm, alt ¢igekler alternat, list ¢igekler diizensiz vertisillat. Cigek sap1 3-8 mm.
Kaliks 2 pargali, alt dudaklar derin 3 pargali. Korolla 10-14 mm ve mavi. Standart ve
keel’ de beyaz lekeler var. Leglim 30-50 x 10-12 mm. 3-4 tohumlu. Legiim yogun
sekilde kahverengi. Tohumlar diiz ve degisik renklerde. 3-5. aylarda c¢igeklenir.
Deniz seviyesinde dogal olarak yetisir. Tiirkiye’ de; Al (E) Canakkale: Suvla, A2
(E) Istanbul: Ortakdy, A2 (A) Istanbul: Yakacik, Kocaeli: Zhukovsky, A5 Sinop:

Inceburun’ da rapor edilmistir.[11]

Sekil 4: Lupinus micranthus



1.1.1.7 Lupinus varius

Kilsi, ¢ikintili, tek yillik, 15-50 cm’ e kadar boylanabilir. Yaprakeiklar 25-25
X 6-9 mm, oblong, obovat, mukronat, alt ve iist ylizeyi tiiyliidiir. Rasemoz 8-10 cm’
dir.

Cigekler diizensiz helezonik sekilde dizilmis. Cigek sap1 6-15 mm. Kaliks iki
pargali tist dudak ile birlikte. Alt dudak tamamen {i¢ parcali. Korolla 13-22 mm ve
mavi. Standart beyaz lekeli. Legiim 35-60 x 8-20 mm, 2-4 tohumlu ve kirmizimsi
kahve renginde. Tohumlar 7-9 mm, tiiberkiilat ve ¢esitli renklerde. 3-5. aylarda
cigceklenir. Hafif kumlu topraklarda, maki ortiisiiniin bulundugu alanlarda 500 m
yiikseklikte yetisir. Bazen kiiltiiriiniin yapildigi goriilmistir. Tirkiye’de; Al (E)
Tekirdag: Naipkdy, A2 (E) Istanbul: Belgrad Ormam, C3 Antalya: Kumkdy, C4
Adana: Anamur, C6 Adana: Bahge’ de rapor edilmistir.[12]

Sekil 5: Lupinus varius [13]

1.1.1.8 Lupinus hispanicus

Villous, tek yillik. Yaprakgiklar 40-60 x 8-12 mm, obovat, oblong fakat
mukronat degil. Rasemoz 5-16 cm. Cigekler diizenli sekilde siralanmis. Korolla 13-
16 mm, ilk 6nce kremsi bir renge sahip daha sonra pembe ve mor. Kaliksin iist
dudag iki pargali. Legiim 40-50 x 10 mm, kisa tiiylii, yesil yada siyah. Tohumlar
4.5-6 mm, tiiberkiilat ve c¢esitli renklerde. 5. ayda ¢igeklenir. Kumlu topraklarda,



kuru dere yataklarinda, 720 m’ den daha yiiksek alanlarda yetisir. Tiirkiye’de B1
Izmir: Yamanlar, C1 Aydim: Arslanli, Megen Cay1’ nda rapor edilmistir.[12]

Sekil 6: Lupinus hispanicus [14]

1.1.1.9 Lupinus luteus

Dikenli, tek yillik, 20-80 cm boylanabilir. Yaprak¢iklar mukronat, obovat,
oblong, 30-60 x 8-15 mm, sitiipiil dimorfik, yapraklar subulat. Cigek durumu
rasemoz, 5-25 cm. Cigekler vertisillat dizilisli. Cigek sap1 kisa. Kaliksin iist dudagi 6-
7 mm ve cok derin yarikli. Alt dudak 10 mm ve 3 disli. Korolla altin saris1, 14-16
mm. Legiim villous, 40-60 x 10-14 mm. 4-6 tohumlu, tohumlar 6-8 mm ve diiz. 4-5.
Aylarda ¢igeklenir. 500 m yiikseklikte, kumlu ve asitli topraklarda, kuzeye bakan

yamaglarda yetisir. Ikaria adasi Mavrati’de rapor edilmistir.[9]



Sekil 7: Lupinus luteus[15]

1.1.1.10 Lupinus anatolicus

Tek yillik, 40 cm’ e kadar boylanabilir. Govde ve cicek sapt yogun sekilde
killi. Beyaz yayilmis tliyler 3 mm. Sitiipiiller linear, 14 x 1 mm. Yaprak¢iklar 7-9
mm, oblanseolat, koyu yesil, her iki yiizii de killi. Cigceklenme rasemdz, oldukca
uzun ¢igek sap1 var. Cigcekler 19-24 mm, subvertisillat seklinde dizilmis. Kaliksin tist
dudag: belirgin sekilde 2 pargali, alt dudak ise biitiin halinde. Satandart mavi ve
tizerinde biiylik beyaz bir leke var. Keel beyaz, tepe kismi kahvemsi. Leglim 50-65 X
18-22 mm, 3-5 tohumlu, yogun sekilde killi. Tohumlar 10-12 x 6-10 X 4-5 mm, yass1
sekilde genis, basik ve diiz, kahverengi. 3-5. aylarda cigeklenir. Lupinus varius’ a
benzerlik gosterir fakat piirtizsiiz tohumlar1 ile morfolojik olarak Lupinus varius’ tan
ayrilir. Kimyasal taksonomiye gore, 2 kat daha az alkoloid igerir. Tiirkiye’de C1
Aydin: Efes — Kusadasi arasinda rapor edilmistir. Tiirkiye’ye endemiktir.[8]



1.1.2 Literatiir Ozeti

Lupinus genusunun icerdigi tiir sayist hakkinda acik bir goriis yoktur.
Sayilarinin 100-200 ile 800-1000 tiir arasinda degistigi distiniilmektedir. Lupinus
tiirleri iki genis alanda yayilis gostermektedir: Akdeniz iilkeleri ve Afrika, ikinci

bolge ise Amerika.

Lupinus albus, Lupinus angustifolius ve Lupinus luteus pek c¢ok iilkenin
tarimsal alanda en ¢ok irettigi Lupinus tiirlerindendir. Liupenlerin tarimda
kullanilmast ¢ok eski tarihlere dayanir ve Akdeniz tarim sisteminin 6nemli bir

elementidir.[5]

Liipen tiirlerinin tarim sistemine g¢esitli yollarla katkilar1 bulunmaktadir.
Akdeniz bolgesindeki Liipenler ¢esitli amaclar i¢in kullanilmaktadir. Yesil giibre,

toprak koruma ve hayvancilikta dogrudan otlak olarak kullanimi mevcuttur.

Pek ¢ok liipen tiirii eski tarimcilar tarafindan tahimlar igin, yesil glibre ve
yem olarak kullanilmistir. Eski Romalilar ve Yunanlilar beyaz liipeni toprak 1slahi
icin kullanirlardi. Liipen tohumlar1 hala Akdeniz bolgesindeki pek c¢ok iilkede meze

olarak tiiketilmektedir.

20. ylizyilin ikinci yarisindan sonra bazi Liipen tiirleri 6nemli tarim bitkisi
haline gelmistir. 20. yiizyilda ii¢ Lupinus tirii evcillestirilmis ve ticari kabul

gormiisttir: Lupinus albus, Lupinus angustifolius ve Lupinus luteus.[5]

Modern liipen yetistiriciligi 1920’lerde Almanya’da baslamistir. Almanya’da
Dr. von Sengbusch ¢esitli, alkoloid igermeyen liipen tiirleri gelistirdi. [17]

Lupinus genusuna ait tiirlerin azotlu giibreye ihtiyaci yoktur. Bu da bu tiirleri
tarim i¢in elverisli hale getirmektedir. Nominotipical alt tiir olan Lupinus albus
subsp. albus insan besini olarak tiiketilmesi agisindan uzun bir gegmise sahiptir.[16]
Lupinus albus subsp. albus tohumlar1 diabet ve intestinal parazitlerin tedavisinde
tibbi bitki olarak da kullanilmaktadir.[17]

Alkoloid oranmi diisiik olan liipen tiirleri insan ve hayvan beslenmesinde

giivenle kullanilmaktadir. Liipen tohumlar1 ¢ok degerli icerik maddelere sahiptir.
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Liipen tariminin toprak yapisini diizeltmesi, derine inen kazik kokleri ile alimi zor
olan Fosfordan faydalanma, daha sonra gelecek olan bitkilere ideal yapida bir ortam

birakma gibi avantajlar1 vardir.[18]

Liipenler protein kaynagi, lif ve mevcut yan irilinleri takviyesi igin
kullanilabilir. Ayn1 zamanda ekmek, biskiivi, makarna iriinleri ve diger gida
tirtinlerinde de kullanilabilirler.[19] Liipenler yiiksek protein oranina sahip (%28-
47.6) ve diger baklagillerin yetisemedigi marjinal alanlarda yetisebilen 6zel bir
bitkidir.[20]

Acibaklalar uzun yillardir yesil gilibre, yem bitkisi ve tohumlarindan insan ve
hayvan beslenmesinde yararlanilan bitki tiirleri olarak bilinmektedir. Bazi acibakla
tiirlerinden siis bitkisi olarak da yararlanilmaktadir. Ozellikle son yillarda farkli
acibakla tiirleri mevsimlik ¢icek olarak onerilmekte ve kesme cicek kataloglarinda

yer almaktadir.[21]

Ainocuhe ve arkadaglar1 2004 yilinda Lupinus cinsine ait 47 takson igeren bir
calisma yaymlamiglardir. Bu calismada arastirmacilar nrDNA ITS dizilerini
kullanmig ve Lupinus genusunun filogenetik pozisyonunu saptamislardir. Bu ¢alisma
Tiirkiye’ de yetisen biitiin Lupinus tiirlerini igermemektedir. Calismanin sonuglarina
gore Eski Diinya Lupinleri ve Yeni Diinya Lupinleri monofiletik bir grup degildir.
Dogu Amerika Kladi ve Bati Amerika Klad1 olarak ayrilirlar.[22]

Swigcicki ve arkadaslari, 1995 yilinda, Lupinus anatolicus’ u Eski Diinya
Lupinleri” nin yeni bir liyesi olarak tanimlayan calismalarini yaymlamiglardir. Bu
calismada Lupinus anatolicus, 20 morfolojik karakter, bazi fizyolojik karakterler
kemotaksonomik karakterler dikkate alinarak Lupinus pilosus ve Lupinus micranthus

ile karsilastirilmistir.[23]

Camillo ve arkadaslari, 2006 yilinda Giiney Amerika Andean bolgesinde
yetisen 16 Lupinus tiiriiniin kromozom sayilari iizerine sitotaksonomik bir ¢alisma
yayinlamistir. Bu ¢alismada 16 Lupinus tiiriine ait 22 birey kullanilmistir. Calismaya
gore Lupinus bandelierae hari¢ diger tiirler 2n=48 kromozoma sahiptir. Lupinus

bandelierea ise 2n=36 kromozoma sahiptir. Calismanin sonuglarina gore sitolojik
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olarak, Andean Bolgesi (And Daglar) tiirlerinin biiyiikk ¢ogunlugu Kuzey Amerika
Tiirleri’ne Gliney Amerika Tiirleri’ nden daha yakindir.[24]

Conterato ve Wittmann, 2006 yilinda bazi Amerika Lupinlerinin mayotik
davraniglar1 ve polen fertilitesi {izerine bir ¢aligma yayinlamistir. Bu aragtirmacilar

20 farkli Amerika Lupin’inin kromozom sayilarini da aragtirmiglardir.[25]

Kiass ve Winkk, 1996 yilinda 55 farkli Lupinus tiirii tizerinde filogenetik bir
calisma yayinlamiglardir. Bu ¢alismada rbcL genlerinin niikleotid dizileri ve
ITSI+ITS2 nrDNA bélgeleri kullanilmistir. Maximum Parsimoni ve Neighbour
Joining algoritmalar1 kullanilarak filogenetik analiz yapilmistir. Her iki veri seti
kullanilarak olusturulan filogenetik agaclarin ¢ogunlukla uyumlu oldugu
goriilmiistiir. Genistae ve Crotalarieae kardes gruplar olarak belirlenmis ve
Hermopsideae/Podalyrieae ile ayni atay1 paylastigi tespit edilmistir. Genistae iginde
monofiletik grup olusturan Lupinus cinsi Eski-Yeni Diinya Lupinleri olarak belirgin

bir ayrim gosterir.[26]
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2. MOLEKULER SISTEMATIK

Molekiiler sistematik 1960 yillar1 esnasinda protein igerigi, yakindan ilgili
tiirler arasinda protein elektroforezi teknikleri kullanildigi zaman ortaya
cikmistir.[27] ilk zamanlarda allozimler bu analizler igin ara¢ olarak kullanilirdi.
Fakat bu analizler proteinlerin gen diizeyindeki farkli elektroforetik hareketliliklerini
anlamak i¢in yeterince detayli degildi.[28] Bu sorunlar molekiiler sistematik

caligmalarin gerekliligini ortaya ¢ikardi.

1980’ li yillarda PCR tekniginin kesfedilmesi ile bu tarz sorunlarin iistesinden
gelinmeye basladi ve molekiiler sistematik ¢aligmalar1 baslamis oldu. Diger bir
yandan morfolojik verilerle sistematikteki yeri belirlenemeyen cins ve familyalarin

varlig1 arastirmacilarict molekiiler sistematige yonellti.

Molekiiler sistematigin bitkiler iizerinde yapilan caligmalarnda genomik
DNA, mitekondri DNA’st ve klorplast DNA’s1 molekiiler veri olarak
kullanilabilmektedir.

Pek cok cesitte molekiiler sistematik teknigi mevcuttur. Bu teknikler DNA-
DNA Hibridizasyonu, Protein markirlarin kullanilmasi veya PCR tabanli teknikler

olabilir. Bu teknikler icerisinde en popliiler olanlar1 PCR tabanli olan tekniklerdir.

2.1  Markr Tipleri

2.1.1 Morfolojik Markirlar

Morfolojik c¢aligmalar genellikle karmasik ekipmanlar ve uzun hazirlik
prosediirleri gerektirirler. Bu nedenle bir avantajlart da ucuz yontemler oluslaridir.
Temel dezavantajlardan biri normal bir fenotip de gizli bir degisikligin meydana
gelip melmediginin garanti olmamasidir. Bu degisikler resesif olarak meydana
gelmis olabilir ve sonu¢ olarak heterozigot formdadir. Bitkinin kendisine dol

incelemesi yapilana kadar bu resesif degisiklikler gériinmez.
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Tek lokus ile ifade edilen morfolojik 6zellikler morfolojik markirlar olarak
kullanilabilirler. Populasyon genetik yapisinin belirlenmesi i¢in yapilan ilk
caligmalar morfolojik markirlara dayanan caligmalardir. Genetik yapimin tamami
morfolojiye yansimadigir i¢in morfolojik markirlar yeterli olmamaktadir. Ayrica
morfolojik ozellikler ¢evreden ve diger lokuslardan da etkilenirler. Bu nedenle
giiniimiizde morfolojik markirlar kullanilarak yapilan ¢alismalar gelismis teknikler

kullanilarak yapilan ¢alismalara gore daha azdir. [29]

2.1.2 Biyokimyasal Markirlar

Izozim veya izoenzim kavrami Markir ve Moller tarafindan iiretilmistir.
Markir ve Moller izozimleri farkli molekiiler formlardaki proteinler ayn1 enzimatik

spesifiteye sahip olabilirler seklinde tanimlamislardir.[30]

Zon elektroforez ve histokimyasal boyanma kombinasyonu, molekiiler
cesitliligin teknik araglarla ¢oziilmesini sagla, bu biyoloji ve genetik alaninin

gelismesinde yaygin sekilde kullanilmistir.

Yaptigt son derlemede Markir, bircok tiirde biyolojik problemin
arastirilmasinda izoenzimlerin kullanildigin1  kaydetmistir. Bazen 1izoenzimler
arastirma konusu olmustur, bazen de diger problemlerin ¢oziilmesi i¢in ara¢ olarak
kullanilmiglardir. ikincisi heniiz bu araclarin sistematik problemleri ¢dzmek icin
uygulamast smirlidir. Giiniimiize kadar kesinlikle bazi izoenzim modelleri igeren
karsilastirmali calismalar yapilmistir fakat bu caligmalarin pek cogu sistematik
iligkilerin aydinlatilmasindan ¢ok bu taksonlarin biyokimyasal olarak tanimlanmasi
ile ilgiliydi. Bu sorun agik¢a izoenzim verilerin biiyiik 6l¢ekli olmasi ile ilgili olup,

bu sorunun heniiz tatmin edici bir cevabi yoktur.[31]

Biyokimyasal markirlar, genlerin iirettigi proteinler olarak da tanimlanabilir.
Farkli elektrik yiikiine sahip bu proteinlere izoenzimler denir. izoenzimler
elektroforez yontemleri kullanilarak birbirlerinden ayirtedilebilirler. Her enzimin
spesifik olarak katalizledigi bir biyokimyasal reaksiyon vardir. Kendilerine 6zgii
substratlar1 ve kofaktorleri vardir. Bu reaksiyonlarin {iriinleri renkli olarak tretilir ve

renkli iiriinler elektroforez sonrasi jel iizerinde goriilebilir hale gelir. Bantlar halinde
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goriinti meydana gelir ve bu bantlar genetik bilgi saglamaktadir. Morofolojik
markirlara oranla daha sik tercih edilmelerine ragmen izoenzim lokuslarinin az

olmasi ve ¢evre kosullarindan olumsuz etkileniyor olmasi kullanimlarini kisitlar.[32]

2.1.3 Molekiiler Markirlar

Molekiiler markirlar, kaynagini kendilerinin iiretildigi bitkinin hiicrelerinde
bulunan DNA’lardan alir. Canlilarin yapisin1 belirleyen sifre de DNA zincirlerinde
oldugundan, molekiiler markirlar bitki populasyonundaki c¢esitlilik veya o
poplilasyon icindeki bitki genotipleri arasindaki iligkilerin tespitinde %100°e yakin
giivenilirlikle degerlendirilirler. Bu glin molekiiler markirlar bitki sistematiginde,
islahinda  ve gen  kaynaklarmmin  degerlenlendirilmesinde  etkin  olarak

kullanilmaktadir.

Son yillarda sistematik c¢aligmalarda yaygin olarak kullanilan molekiiler

Markirlar gesitli avantajlara sahiptir;

1. Cevre faktorlerinden etkilenmezler,

2. Cekirdek ve farkli kalitim sekline sahip mitekondri ve kloroplast gibi
organel genomlar ayr1 ayr1 ¢aligabilir,

3. Genetik degisiklikleri daha fazla yansittiklari i¢in daha az
pleiotrofiktirler. (Bir genin birden fazla karakteri kontrol etmesi)

4. Herbir ebeveynden gelen farkli karakterler tespit edilebildigi icin
bitkilerin genetik orjini tesbit edilebilir,

5. Sonsuz sayida molekiiler markir elde edilebilir.

DNA markirlarinda amag, bireyler arasindaki DNA seviyesinde farkliligin
ortaya c¢ikarilmasidir. Eger bu farklilik genomda tek bir bdlgeyi gosteriyorsa bu bir
allel olarak adlandirilir. DNA seviyesinde bunu yapmanin baslica avantaji, herhangi
bir DNA zincirinin, iki birey arasindaki allelik farkliligi gdsterebilmesidir. Bunun
icin o DNA dizininin herhangi bir proteini kodlayip kodlamadigini bilmeye bile
gerek yoktur.
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Kullanilacak markir sistemini etkileyen bazi faktorler vardir. Polimorfizmin
seviyesi veya populasyonun tipi, farkli ¢evrelerdeki stabilitesi, lokus sayisi, kolaylik,
analiz maliyeti, alt yap1 bu kriterlerden bazilaridir. Her molekiiler markir yontemi
avantaj ve dezavantajlara sahiptir. Markir se¢imi biitiin kriterler goz Oniinde
bulundurularak amaca uygun olarak yapilir. Temelde, iki farklit DNA markir teknigi
mevcuttur. Birincisi DNA hibridizasyonuna dayali RFLP (Restriction Fragment
Length Polymorphism), digeri ise PCR (Poylmerase Chain Reaction)’a dayali SSR
(Simple sequence repeats), RAPD (Random amplified polymorphic DNA), AFLP
(Amplified fragment length polymorphism) ve SRAP (Sequence related amplified
polymorphism) gibi bir¢ok sayida tekniklerdir. Yeni yayginlasmaya baslayan ve
saglik bilimlerindeki arastirmalarin  Onciilik ettigi SNP (Single nucleotide
polymorphism), DNA zincirindeki tek niikleotid farkliligin1 kullanmaktadir. Bu
teknik bitki genomuna ait DNA zincir bilgisini gerektirdiginden, bitki bilimlerine
girmesi gecikmistir. Fakat su anda siirmekte olan EST (Expressed sequence tags)

projeleri SNP markirlarinin gelistirilmesine katkida bulunmaktadir.[33]

2.2  Hibridizasyona (Melezlemeye) Dayanan Markirlar

2.2.1 RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) Yontemi

Ik kesfedilen DNA markiridir.[34] Southern blotting olarak da adlandirilan
bu yontem su sekilde yiiritiiliir: DNA, spesifik DNA bolgelerini kesen enzimlerle
kesilir. Boylece bir tek enzimin kesebildigi, ancak farkli uzunluklarda DNA
populasyonu olusturulur, elektroforez yontemi ile farkli biiyliklikte DNA
fragmentleri biiyiikliiklerine gore ayrilir, hibridizasyonun yapilacagi naylon filtrelere
(zarimsi) transfer edilir, biyotinilasyonla isaretlenmis ve radyoaktif olmayan veya
radyoaktif problarla (genellikle P32 ile isaretlenmis, 300-3000 bp uzunlugunda kisa
DNA zincirleri) hibridize edilen fragmentler radyografi yontemi ile tespit edilir. Iki
veya daha fazla bireyin tesbit edilen bantlar1 karsilastirildiginda, eger enzimle kesilen
DNA’larin uzunluklarinda bir farklilik varsa polimorfizm elde edilir. Bu farkliliklar
DNA pargas: eklenmesi veya ¢ikarilmast ve kromozomal rekombinasyon olmasi

durumunda olusur. Niikleotid degisikliklerinden dolay:1 restriksiyon enzim kesme
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noktasi kazanci veya kaybi nedeniylede polimorfizm olusabilir. Bu yontemle zigotik

embriyolarin tespitine izin veren kodominant markirlar elde edilir.

Problar degisik kaynaklardan elde edilebilir. ¢cDNA ve restriksiyon
enzimleriyle kesilen DNA’lar en ¢ok kullanilan kaynaklardan bazilaridir. Ozellikle
ilk kaynak tek kopya ya da diisiik sayida kopyalanmis kodlayict DNA bdlgelerine ait
problar verdiginden oldukga etkilidir. Genomik DNA’da Pstl problarinin kaynagi ise
su sekilde agiklanir; kodlayict genler metilasyonlu degildirler, genellikle en yaygin
metilasyonlanmis zincirler GC ve GXC (X: her hangibir niikleotid) seklinde bulunan
C’lerdir. Pstl restriksiyon enzimi de C metilasyonuna duyarhidir ve sadece

metilasyonlanmamis yerleri keser.[33]

2.3 PCR Teknigine Dayanan Molekiiler Markirlar

Birkag markir sistemine temel teskil eder. PCR kaynakli markir sistemlerinde
10-25 bp uzunlugunda primer olarak adlandirilan oligoniikleotidler kullanilir. Bu
primerler genomda baglandiklari yerlerin arasini, eger 3-4 kb’nin altinda olursa 1-1.5
milyon defa ¢ogaltirlar. PCR kaynakli polimorfizmin sebebi, kromozom diizeyinde
meydana gelen ekleme/¢ikarma (insertion, deletion: indel) ve mutasyon nedeniyle

olusan primer yapisma bolgesi kazanci/kaybi olabilir.

Genomdaki degisik yerlerdeki polimorfizmi bulmak i¢in primerler degisik
sekilde tasarlanabilir. Farkli primerler veya kombinasyonlar1 kullanilarak farkl
markirlar gelistirilebilir [RAPD, AFLP, ISSR (inter-simple sequence repeats) gibi].
Spesifik iki primerin kullanilmasi ile PCR iiriinleri elde edilir ve polimorfizm PCR
sirasinda sadece primerlerin 3’ sonlarinda bulunan sayilar1 2 ile dort arasinda degisen
sabitlestirici niikleotidlerden kaynaklanir (AFLP markirinda). Primer sentezi i¢in
klonlama ve zincir tesbiti gerekir ve varyasyon, iki primerin yapistigi noktalar
arasindaki mesafeden kaynaklanir. Bu sekilde dizini bilinen genler iginde primerler
gelistirlebilir (SCAR: sequence charecterized amplified region ve SSR i¢in). PCR
reaksiyonlart1 sirasinda kullanilan sartlar, dretilen bantlar1 ve bantlarin
tekrarlanabilirligini etkiler. Bunlar DNA ve magnezyum konsatrasyonu (MgCl,),

primerlerin DNA dizinine en uygun yapisma sicakligi (primerin G+C miktari
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belirleyicidir) ile primerlerin uzunlugudur. Tekrarlanabilir RAPD markirlar elde

edebilmek i¢in gelistirilen PCR sartlarina aynen bagl kalinmalidir.[33]

2.3.1 RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) Yoéntemi

On bp’lik her hangi bir diziden alinmadan tesadiifi olarak olusturulmus baz
dizinleri kullanilarak gelistirilen primerler yaygin olarak kullanilir ve matematiksel
olarak bunlardan 4'° adet dizayn etmek miimkiindiir. Ciinkii 10 bp’nin her noktasinda
4 degisik niikleotid kullanilabilir. Bu primerler genomun birden fazla bdlgesine
yapisir. Yani bir primer birden ¢ok markir verir. Genel olarak yontem su agamalari
icermektedir: yukarida agiklanan primerleri igeren PCR reaksiyonlariyla hedef
bolgeler kopyalanir, biiyiikk sayillarda kopyalanan spesifik DNA zincirleri
elektroforezle biiyiikliiklerine gore jeller tizerinde ayrildiktan sonra, etidyum bromid
veya glimiis nitrat boyamasiyla tesbit edilir. Prosediir olarak ayni agsamalar1 kullanan
iki yontem daha vardir bunlar DAF (DNA Amplification Fingerprinting) ve AP-
PCR’dir (Arbitrary Primed-PCR).[35]

RAPD teknigi genetik kaynaklar arasindaki cesitlilik, bitki populsayonunda
kullanilan bireyler arasindaki iliskilerin tesbitinde ve genetik haritalama
caligmalarinda en fazla kullanilan yontemlerden birisidir. Primerlerin rasgele genetik
haritalama g¢aligmalarinda en fazla kullanildigr yontemlerden birisidir. Primerlerin
rasgele DNA zinciri lizerinde 200-2000 bp mesafede farkli dizinlere yapigmasi
gerekir. Eger bu mesafeden daha fazla olursa polimeraz enzimi tarafindan
giiclendirilemez. RAPD markirlarinin en biiyiik dezavantaji, markirin {iretildigi
populasyonun diginda o markirin ¢gogu zaman bulunamamasidir. Bununla birlikle, tek
dominant genler i¢in gene ¢ok yakin oldugu durumlarda bagka populasyonlarda da
kullanilabilmektedir. RAPD markirlarinin tekrarlanabilirligi, PCR ve DNA tespiti
sirasinda sartlarin tam olarak kontrol edilememesi nedeniyle diisiiktiir. Bu nedenle,
hassasiyet gerektiren durumlarda RAPD markirlar1 daha giivenli olan SCAR

markirlarina donistiiriilerek bu markirlarin giivenilirligi arttirilabilmektedir.[36]
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2.3.2 SSR (Simple Sequence Repeats) Yontemi

Yiiksek organizmalarda heniliz gorevleri bilinmeyen, ancak diizenleyici
rollere sahip oldugu diisiiniilen, rasgele tekrarlanan DNA bélgeleri vardir.[37] Bu
tekrarlarin her iinitesindeki niikleotid sayisina gore, mikrosatellit veya minisatellit
olarak adlandirilir. Mikrosatellitler igerisinde en yaygin diniikleotid (6rnegin
ATATAT) tekrarlar1 olmakla birlikte, 1-6 bp’lik tekrarlarda bulunabilmektedir.
Mikrosatellitler, ayn1 zamanda STR (Short Tandem Repeats/ Kisa ardisik tekrarlar)
olarak da anilir ve 11-60 bp uzunlugundaki tekrarlardan olusan minisatellitlerden
(VNTR) farklidir. Minisatellitler genellikle kromozomlarin u¢ kisimlarinda, yani
telomere yakin bolgelerde bulunmasina karsin, mikrosatellitler yiiksek organizma
(Eucaryote)’ lara ait kromozomlar lizerinde daha bol ve gelisigiizel bir dagilim
gosterir.[38] Bu nedenle, bu tiir tekrarlara dayali bilgiler biitiin genomu daha dogru
temsil etmektedir. Bitkilerde (AT)n, (AAG)n ve (AAT)n gibi tekrarlar ¢ok
yaygindir.[39] DNA tekrarlarinin farkli bitkilerdeki durumunu gérmek igin yapilan
bir ¢alismada, ortalama olarak her 100 kb’lik DNA dizininde 0.224 adet di-, tri- ve

tetra-merik mikrosatellitler tesbit edilmistir.[40]

Tekrarlanan DNA’larin sagindaki ve solundaki zincirler o dizine 6zgiidiir,
yani spesifiktir. Bu dizinler SSR primerlerini dizayn etmek i¢in kullanilarak belli bir
lokus PCR ile klonlanip gogaltilir. PCR iiriinleri ise jeller lizerinde biiyiikliigiine gore
ayrildiktan sonra floresan giimiis nitrat veya etidium bromid yontemlerinden birisi ile
boyanarak tespit edilir. Polimorfizm, kaynagini tekrar sayisindan alir ve ayni
sayidaki tekrarlar1 temsil eden her bant, farkli bir allele isarat eder. Tekrar
sayisindaki farkliliklarin kaynagi ise DNA replikasyonu sirasindaki kaymalardir
(slippage).[41] SSR markirlar1  genetik  haritalama, genetik  ¢esitliligin

belirlenmesinde kullanilmaktadir.

2.3.3 ISSR (Inter Simple Sequence Repeats) Yontemi

Teknik, 5* ve 3’ sonda gii¢lendirilen kisa, tekrarlanan DNA zincirlerinin
primer olarak PCR reaksiyonunda kullanilmasini, PCR iirlinlerini elektroforez ile
biyliklikklerine gore ayrilmasmi ve jel lizerinde DNA’larin tespitini igerir.[42]
Primer olarak 2 ile 4 arasinda degisen farkli veya ayni niikleotidlerle sabitlestirilen,
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basit olarak tekrarlanan DNA zincirleri kullanilir. Bu reaksiyonda tekrarlanan zincir
ayni kalmak kaydiyla, sabitlestirici DNA’larin farkli kombinasyonlar1 primer olarak
ayni reaksiyonda kullanilarak bir tek PCR reaksiyonunda gii¢lendirilen hedef DNA
zincirlerinin sayisi arttirilir. Dolayisiyla da bir tek jel iizerinde tiretilebilecek bant ya
da markir sayisi arttirilir. Bu, diger DNA markirlariin {retebildigi sayilarla
karsilastirildiginda 6nemli bir avantaj saglar.[43] RAPD markirlarinda oldugu gibi,

genellikle dominant markarlar verir.

2.34 SCAR (Sequence Characterized Amplified Regions/ Diziyle
Krakterize Edilmis Cogaltilmis Bolgeler) Yontemi

RAPD ve ISSR gibi markir spesifitesi diisikk olan markirlarin giicti, bu
yontemlerle elde edilen bantlarin jel iizerinden cikarilarak, 3° sonlarindaki DNA
zincirlerinin tespiti ve bunlarin daha uzun, dolayisiyla da daha spesifik primerler
olarak PCR reaksiyonlarinda kullanilmasi ile artirilir.[44] Tekrarlanabilirligi, RAPD
ve ISSR markirlarina nazaran daha yiiksektir. Genellikle dominant markirlar
olusturmasina ragmen, tek tek bantlarin kisa niikleotid kesici restriksiyon

enzimleriyle kesilmesiyle kodominant markirlara donistiirtilebilir.

2.35 CAPS (Cleaved Amplified Polymorphic Sequence/ Kesilmis
Cogaltilmis Polimorfik Diziler) Yontemi

Bu teknik, PCR reaksiyonu ile gii¢clendirilen {irlinlerin restriksiyon
enzimleriyle kesilmesi ve elektorforezle biiyiikliiklerine gére ayrilan bu kesilmis
fragmentlerin tespitini igerir.[45] Primerler cDNA veya genomik DNA klonlarindan,
klonlanan ve DNA zincirleri tespit edilen RAPD veya ISSR bantlarindan elde edilir.

Hem SCAR hem de CAPS primerleri gelistirebilmek i¢cin DNA zincir
bilgisine gereksinim duyuldugundan ve RAPD ile AFLP gibi alternative markir
sistemleri bulundugundan her iki yontem de yaygin olarak kullanilmayip daha c¢ok
RAPD, ISSR ve AFLP gibi spesifitesi diisiik markirlarin spesifitesini arttirmak

amaciyla kullanilmaktadir.
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2.3.6 AFLP (Amplified Fragment Length Polimorphism) Yoéntemi

RAPD ile RFLP yontemi arasinda bir yontem olan AFLP, restriksiyon
enzimleriyle kesilen DNA fragmentlerinin adaptor DNA ile birlestirilmesinden sonra
arka arkaya yapilan iki PCR reaksiyonu ve bu reaksiyonlarda segici primer
kullanilmasiyla yiiriitiiliir.[46] Bu markir sisteminin temeli, PCR’la daha 6nceden iki
enzimle kesilip uygun adaptorler baglanmis DNA fragmentlerinden bir kisminin
klonlanmas1 ve tespitidir. Adaptér ve onun baglandigi restriksiyon dizini, DNA
primerlerinin baglanma yeri olarak gorev yapar. Segici baz primerin 3’ sonuna
eklenir. Her iki primer ¢iftinin sonundaki seg¢ici bazlar degistirilerek veya degisik
kombinasyonlar da kullanarak her seferinde yeni fragmentler klonlanir ve bu yolla
yeni polimorfizm elde edilir ki bu 6zellik bu yontemin en biiyilik avantajini olusturur.
Ornegin, kullanilan iki farkli restriksiyon enzim dizilerinin sonuna birer niikleotid
ekleyerek hedef fragment sayis1 1/4 X 1/4 = 1/16 defa azaltilir. Eger ¢oziiniirliik
yeterli degilse, birer segici niikleotid daha eklenebilir. Hedef fragment sayis1 1/16 X
1/16 =1/256 oranina diistiriiliir. Bu islem agik tekrarlanabilir bantlar alinana kadar
devam eder. Yaygin olarak son amplifikasyonda islem acik tekrarlanabilir bantlar
aliana kadar devam eder. Yaygin olarak son amplifikasyonda (**P) ATP ve T4
poliniikleotid kinaz enzimiyle isaretlenmis primer kullanilmasi halinde
elektroforezden sonra primerler isaretlenmeksizin giimiis nitrat boyamasiyla da DNA

tespiti miimkiindiir.

Bu teknik, ayni jel lizerinde orijini tesadiifi olan pek ¢cok markir olusturur. Bu
da oOzellikle genetik haritalama calismalarinda kisa siirede bol miktarda markir
vererek haritanin markirlarla  doyurulmasini  saglar. Kodominant markir
verebilmesine ragmen zigotik durumlarinin tespit edilebilmesi giigtiir. Ciinkii bu
yontem kantitatif markir tiretir. Homozigot markirlar daha koyu bantlar verirken ince
bantlar heterozigot genotipi ifade eder. Cok az sayida testedilen primerle ¢ok sayida

marki1r olusturmasi nedeniyle son yillarda en ¢ok calisilan tekniklerden birisidir.
Teknigin asamalari su sekildedir;

e DNA spesifik enzimlerle kesilir (ECoRI/Msel). Kesilen parcalar
biyotinle isaretlenmis iki adaptor ile DNA Ligaz enzimi kullanilarak

birlestirilir.
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e Kaullanilan adaptoérlere uygun primerler ve kesilen fragmentler PCR ile
On ¢ogaltma islemine tabi tutulur.

e Radyoaktif olarak isaretlenen 6zel primerlerle ger¢ek amplifikasyon
yapilir. Sonuglar bir tek niikleotid degisimine bile duyarli olan

poliakrilamid jelde yiiritiiliir.[47]

2.3.7 SRAP (Sequence Related Amplified Polimorphism/ Dizi Iliskili

Cogaltilmis Polimorfizm) Yontemi

Bu markirlar 17 veya 18 bp uzunlugundaki ileri ve geri primerlerin
kullanilmasiyla elde edilir. ileri primerler 13 veya 14 bp uzunlugundaki cekirdek
dizini ve buna 5° sonda eklenmis CCGG dizini, geri primerlerde ise yine ayni
uzunluktaki ¢ekirdek dizini ve bu dizine eklenmis AATT dizini icermektedir. Hem
ileri hem geri primerler 3’ sonda {i¢ adet seg¢ici niikleotid icermektedir. Bu primerler
dogrudan gen bolgelerini hedef almaktadir. SRAP markirlari, RAPD markirlarina
gore daha yiiksek oranda tutarli sonuglar ortaya koymaktadir ve AFLP markirlarina
gore daha ucuz ve daha az is¢ilik gerektirmektedir.[48]

2.4  DNA Dizilemesine Dayalh Markirlar

2.4.1 Nikleer Markirlar: nrDNA

Niikleer DNA genomuna ait herhangi bir bolgenin kodlama yapisin veya
yapmasin, cogaltilarak dizilenmesine dayali olarak yapilir. Ribozomal alt
tinitelerinden dolay1, filogenetik analiz ¢alismalarinda niikleer genetik markir olarak
genis Olciide kullanilmaktadir. rRNA’ larn kodlayan c¢ekirdek rDNA genleri
genellikle filogenetik analizde kullanilmaktadir. rtDNA’lar ardisik sirali sekilde ve
yaklasik 5000 kopya olarak ¢ekirdek genomunda yer alirlar. Her tekrar eden birim ii¢
pargadan olusur. Bu parcalar; kiiclik alt birim (SSU), biiyiik alt birim (LSU) ve 5.8S
rDNA’ lardir. RNA kodlayan bu bdlgeler birbirinden ayraglar ile ayrilir. SSU ve
LSU iki adet dis yazilan ayrag (ETS) ve bir yazilamayan ayra¢ (Non-Transcribed
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Spacer, (NTS) ile ayrilir. 5.8S rDNA ise iki yazilabilen ayra¢ (internal transcribed
spacerlar, ITS1 ve ITS2) arasina yerlesmistir.[49] (Bknz. Sekil.3)

Sekil 8: rDNA gen kiimesi

En kii¢iik ¢ekirdek rDNA olan 5.8S rDNA’ nin dizisindeki korunmusluk
oran1 SSU rDNA ile ayni olmasina ragmen ¢ok uzun bir dizi degildir. 5.8S rDNA
bolgesi yaklagik 150 b¢ uzunlugunda oldugundan yeteri kadar filogenetik bilgi
icermemektedir. Bu nedenle 5.8S rDNA bolgesi filogenetik ¢alismalar da ¢ok tercih
edilmemektedir. [50]

2.4.2 ITS (Internal Transcribed Spacer)

Molekiiler biyoloji alanindaki son gelismeler, tiire 6zgli gen bolgelerinin
belirlenmesiyle bitki tiirlerinin tanimlanmasina olanak saglamistir. Buna yonelik
olarak rDNA’nin ITS bolgeleri, bitkilerdeki molekiiler sistematik c¢alismalarda

siklikla tercih edilen yontemler arasinda yerini almigtir.[51]

Genomik DNA tizerindeki rDNA boélgeleri ardisik tekrarl diziler seklindedir.
rDNA tekrarlart DNA’ nin NOR (Niikleolar Organize Region) bolgelerine yerlesmis
durumdadir ve 18S kiigiik alt birim (Small Sub Unit), 5.8S ve 28S biiyiik alt birim
(Large Subunit)’ den olusmaktadir. ITS bdlgeleri buradaki DNA bdélgeleri arasina
yerlesmistir. Bu bolgeler, rDNA’ nin alt birimleri ile transkribe edilmektedir ve
korunmus bolgeleri (18S, 5.8S ve 28S) birbirinden ayiran iki kistmdan (ITS1 ve
ITS2) olusur.[51] Bu ITS bolgeleri, rDNA gen bolgelerine baglanabilen evrensel
primerler kullanilarak elde edilebilir. Bu amagla kullanilan evrensel ITS bolgeleri

sekil.4 te gosterilmistir.
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Sekil 9: 185-26S nulikleer ribozomal DNA (nrDNA)'in Internal Transcribed sequence (ITS) bolgesi[52]

rDNA genleri, kopya edilemeyen bolgeler (IGS) ve ITS bolgelerinin varlig: ile
birbirinden ayrilmaktadir. ITS1 18S (SSU) ile 5.8S arasina yerlesmistir. ITS2 ise
5.8S ile 26S genlerini ayridan DNA bdlgesidir. Bu gen yapilarini iceren rDNA

tekrarlarinin  0karyotik organizmalardaki kopya sayisi, 2000-30.000 arasinda
degigsmektedir.[51]
2.4.3 ITS’ in Genel Ozellikleri
e ITS bolgesinin toplam uzunlugu yaklasik 700 bp kadardir. Okaryotik

organizmalarda 5.8S gen bolgesi ile ITS bolgesi genellikle birlikte
degerlendirilir.
ITS bolgesi diger korunmus rDNA bolgelerine gore daha cok
degiskenlik gostermektedir.
ITS1 ve ITS2 bolgelerinin filogenetik agidan sunduklar: veriler farkli
diizeydedir. Bu bolgelere dayali analizlerde ITS1 verileri, daha fazla
filogenetik ¢ozlimler sunmaktadir ve niikleotid igerigi ITS2’ ye gore
% 29 daha degiskendir.
Bu bolgeler, rDNA’ nin olgun 18S, 5.8S ve 28S alt birimlerinin
olusumu siirecinde gorev almaktadir. [51] 1970 lerde DNA dizi
analizi caligmalar1 hiz kazanmistir. TRNA’ lar ve komsu bolgeleri
iizerindeki sekonder yapi calismalar1 biiyiik artis gostermistir. Her
tekrar birimi, olgun rRNA’ lar olusturacak olan bir preRNA olarak
kopya edilir.[53]
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ITS1 ve ITS2 bolgeleri ribosomal trasnkripsiyon {riiniiniin bir pargasi
olmalarina ragmen olgun ribosomal alt birimlerin yapisina dahil edilmezler. Ancak
bu bolgeler, rRNA’ larin olgunlagmasi siirecine katkida bulunurlar.[53] PreRNA
molekiiliiniin ¢esitli olgun RNA tiirlerine doniismesini saglayan trasnkripsiyon
sonrast siiregte her iki ITS bolgesi kesilip ¢ikarilir ve ortamdan uzaklastirilir. ITS
bolgelerinin, baz degisimi sinirlamalarindan nispeten uzak olduguna inanilmaktadir.
Bu durum, Angiosprem’ lerden elede edilen ITS bolgelerine dayali filogenetik analiz
sonuglar1 ile desteklenmektedir. [54] ITS1’ de meydana gelebilecek delesyon-
insersiyon veya nokta mutasyonlar1 olgun SSu ve LSU rDNA’ larin iiretimine engel
olabilmektedir. ITS2 boélgesinde olusabilecek bu ¢esit mutasyonlar sonucunda da
biiyiik alt birim rRNA’ larin olusumu zarar gérebilmektedir. Biitiin bunlara ragmen

ITS bolgesinin sekonder yapilart oldukg¢a korunmustur. [54]

2.4.4 1ITS’ in Taksonomide Tercih Edilmesinin Nedenleri

nrDNA {izerinde yer alan ITS bolgeleri, molekiiler ve sistematik agidan ayirt
edici oOzelliklere sahip olmasi nedeniyle filogenetik analiz ¢alismalarinda siklikla

tercih edilmektedir.

Bu bolgeler;

e Filogenetigin yeniden insaasinda yeterli very sunacak kadar uygun
biiyiikliiktedir (600-700 bg),

e Cins ve tiir ici seviyelerde ileri derece korunmus olan rDNA gen
bolgelerine komsu olarak yer almaktadir,

e PCR ile cogaltilarak karsilastirilmalar1 i¢in biyiikliigii son derece
elverislidir,

e rDNA gen bolgelerine gore daha hizli niikleotid baz degisimleri
gostermektedirler,

e Cins ve tiir seviyesindeki filogenetik caligmalarda DNA igerikleri,
aciklayici bilgiler sunmaktadir,

e Genomik DNA iizerinde yiiksek kopya sayisina sahiptirler.

25



Bu bolgelerin evrenselligi, alt birim unsurlar1 ve bolgeler arasindaki farkli baz

varyasyon oranlart nedeniyle sistematikde siklikla kullanilirlar.[55]

2.4.5 nrDNA Bolgeleri

2.4.6 Kiiciik Alt Birim nr DNA (18S)

Kiigiik alt birim nrtDNA’ s1 yiiksek derecede korunmus DNA bolgelerinden
bir tanesidir. Bu 0zelligi nedeniyle sube ve sinif kategorisindeki filogenetik
calismalarda siklikla kullanilmaktadir. Bu giline kadar 4000 farkl tiir icin kiigiik alt
birim nrtDNA’ s1 dizilenmistir. Kii¢lik veya biiyiik alt birim nrDNA niikleotid baz
siralarinda agir1 korunmus ve degisebilir bolgelerin bulunmasi, ilgili 6zel sorular i¢in

optimum filogenetik cevaba ulasilmasini saglar.

Kiigiik alt birim rDNA baz siralari, ata soylarin belirlenmesinde, temel
okaryot ve fungal soylar arasinda, Angiospermler i¢inde, hayvanlarin diizenlenmesi

gibi farkli taksonomik seviyelerde filogeninin yeniden ingaasina olanak saglar.[53]

2.4.7 5.8S nrDNA

5.8S nrDNA, rDNA tekrar birimleri igerisinde yer alan en kii¢iik uzunluktaki
niikleer DNA’ dir. rfRNA’ nin biiytik al biriminin bir pargasidir. 5.8S rDNA’ nin
lokus uzunlugu ve niikleotid igerigi ileri derecede korunmustur. 5.8S rDNA
filogenetik agidan yeterli uzunluga sahip olmadig1 i¢in (163-164 bp) filogenetik
calismalarda tek basina kullanimi tercih edilmez. Bu nedenle bu bdlgeye ait
niikleotid baz degisimlerinden, ITS bolgeleri ile birlikte kullanililarak
yararlanilir.[53].
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2.4.8 Biiyiik Alt Birim nrDNA (28S, LSU)

Kiigiik alt birim rDNA ile kiyaslandiginda daha uzundur ve baz igerigi daha
fazla varyasyon gosterir. Biiyiik alt birim rDNA ¢ok farkli alt birimlerden olustugu

i¢in filumlar arasinda 6nemli derecede gen varyasyonu gosterirler.

Biiyiik ve kiigiik alt birim rDNA’s1 lizerinde degisebilir bolgeler veya yayilan
segmentler olarak adlandirilan domainler bulunmaktadir. Fakat bu bolgelerdeki
genislemeler; rDNA baz dizilerinin, akraba tiirleri ayirt etmede kullanilabilmesi i¢in
yeterli very sunmamaktadir. Bu nedenle rDNA genlerinin gosterdigi varyasyonlardan

familya bazinda ve daha yukari seviyelerde faydalanilmaktadir. [53]

rDNA tekrarlarinin  ITS ve IGS bolgeleri, yiiksek oranda varyasyon
gostermeleri bakimindan cisnler arasinda, tiir seviyesinde ve popiilasyon
caligmalarinda karsilasilan taksonomik problemleri ¢6zmek amacli siklikla tercih
edilmektedir. Ancak IGS (4-5 kb) bolgeleri ITS bolgelerine gore olduk¢a uzundur.
Dizi analizindeki zorluk nedeniyle filogenetik ¢aligmalarda ¢ogunlukla ITS tercih
edilmektedir.[53]

Yapilan RFLP caligmalari, bu ara bolgelerin son 50 milyon y1l i¢inde ayrilmis
olan yakin akraba taksonlar arasindaki filogentiyi ortaya koymada kullanilabilecegini

gostermistir.[53]

25 DNA Dizileme

DNA dizi analizi veya sekans analizi, DNA birincil yapilarinin
belirlenmesinde ve niikleotid baz dizilimlerinin belirlenmesinde kullanilan
yontemlerdendir. DNA dizi analizi bir niikleik asit dizisinin bir diger niikleik asit
dizisine hibridizasyonuna dayanir. Hibridizasyon yapilirken radyoaktif veya radyo
aktif olmayan boyalarla isaretleme yapilir. Genellikle gen mutasyonlar1 (delesyon,
insersiyon vb.) belirlenmesi yada rekombinant DNA olusum yapilarinin
belirlenmesinde kullanilir. Ayrica gen regiilasyonunda yer alan genetik kontrol

bolgeleri, consensus dizileri, epistatik genler ve etkileri belirlenebilmektedir.
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DNA dizilemede iki temel teknisk vardir;

1. Maxam ve Gilbert’in kimyasal kirilma yontemi, [56]

2. Sanger ve Coulson‘ un zincir sonlanma yontemi.[57]

2.5.1 Maxam ve Gilbert’in Kimyasal Kirilma Yontemi

Bu yontem ¢ok yonli dizileme veya ¢ok yonlii sekans olarakta bilinmektedir.

Bu teknigin temel prensibine gore, dizilenmek istenen DNA 6zgiil baz dizilerinden

kesilir ve farkli biiyiikliiklerde fragmentler elde edilmis olur. Temeldeki mantik DNA

tizerindeki bazlarin tahrip edilirp hasar gérmiis bolgelerden piperidin ile fosfodiester

baglarinin yikilmasidir. Baslangigta DNA pargast bir ucundan isaretlenir ve

isaretleme sonrast DNA dort pargaya ayrilir. Her bir DNA parcasina bazlardan

sadece birisini tahrip edecek kimyasallar eklenir. Bu yontemde ki 6zgiil bazlar ve

onlar1 kirmak i¢in kullanilan kimyasallar tablo 1° de gosterilmistir.[58]

Tablo 1: Kimyasal Kirllma Yonteminde Kullanilan Kimyasallar

. Baz 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

2.5.2 Sanger ve Coulson’ un Zincir Sonlanma Yoéntemi

Dideoksi yada incir sonlanmas1 reaksiyonlar1 olarak bilinir. Toksik madde

icermeyen ve hizli bir yontem oldugu i¢in Maxam ve Gilbert” in kimyasal kirilma

yontemine gore daha c¢ok tercih edilmektedir. Bu yontem i¢in;

e Tek iplikli kalip DNA’ ya,
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e dNTP’ lere,
e ddNTP’ lere,
e DNA Polimeraz’ a,

e Serbest OH grubu igeren primere
ihtiyag vardir.

ddNTP’ ler dideoksiniikleosittrifosfat OH grubu tasimayan modifiye
niikleotid substratlaridir. Bu modifiye niikleotidler riboz sekerinin ikinci karbon
atamonuna ek olarak tglincii karbon atomunda da deoksi halde oldugundan
fosfodiester baglarinin olusumunu engeller. Bu sayede yeni niikleotidler yapiya

katilmaz. Boylece DNA zincir uzamasi sonlanir. (Bknz Sekil. 5 )

r—r—O 0 BASE dideoxy nucleotide
0 0 o

H H

Sekil 10: Dideoxyniikleotidlerin genel yapisi[59]

Analizde kullanilacak kalip DNA asimetrik amplifikasyon yontemi ile
hazirlanir. Bu sayede ¢ok daha fazla sayida kalip DNA elde edilmis olur. Bu amagla
dizi analizinin yapilacagi kolun primer derisimi komplementer kolunkinden daha
yiiksek tutulur. Dongii ilerlediginde sinirlayict primerin bittigi anda yalnizca uzama
kolu cogalir. Amplifikasyon bittiginde iiriin ortamdaki maddeler arindirilir. Bu
asamadan sonra tek zincirli kalip DNA dizileme i¢in kullanima hazir hale gelmistir.

Reaksiyon sonucunda olusacak iiriinlerin rahat goriintiilenebilmesi i¢in DNA
molekiiliiniin isaretlenmesi gerekir. Isaretleme icin genelde S35, P33 ve P32
kullanilir. Isaretleme, gama pozisyonunda yapisinda bulunan niikleotidleri kullanarak
veya alfa pozisyonundaki isaretli dNTP’ler kullanilarak yapilir. DNA polimeraz,
primer, kalip DNA ve dNTP’ ler ortama konulup, isaretli niikleotidlerin yapiya
katilmasi saglanir. Kullanilan ddNTP’ lerin konsantrasyonu diger maddelerden daha
diisiik olmalidir. Isaretleme primere de yapilabilir. Isaretlemeden sonra zincir
sonlanmasi reaksiyonlarma gecilir. Karigim dort kisma ayrilarak dort ayri tlipe
konulur. Her tiipe gerekli enzim faktorleriyle birlikte diisiik derisimli farkli ddNTP’
ler konulur ve inkiibe edilir. dANTP’ ler ve ANTP’ ler ayn1 karisima konuldugunda
aralarinda bir yarisma olur. Substrat olarak dNTP’ ler kullanildig1 siirece uzama
devam eder. Sentezin her hangi bir asamasinda substrat olarak ddNTP kullanilirsa
reaksiyon sonlanir ve zincir uzamasi sonlanmig olur. Her tiipte ayn1 anda birbirinden
bagimsiz birgok reaksiyon olmustur. Sonugta primer sonundan baglayip
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sonlanmalarin oldugu bolgelere kadar cesitli uzunlukta DNA fragmentleri olusmus
olur.

Olusan iriinlerin ayirt edilebilmesi i¢in denatiire edici poliakrilamid jel
elektroforezi kullanilir. Elektroforez sonunda jel kullanilarak otoradyografi ile
fotografit ¢ekilir. Otoradyogramdan elde edilen en kisasi en onde olmak {izere
basamak seklindeki bantlar, radyoaktif izotop tastyan tek zincirli DNA molekiillerine
aittir. Isaretleme ydntemine gore jel iizerinde tespit edilen parcaciklar, reaksiyon

karisimina konulan ddNTP” lerin tipine gore okunur.[60] Boylece sekil. 6’ daki gibi
5’-3” yoniinde baz dizilimi saptanmis olur.[59]

DNA

AATCTGGGCTACTCGGGCG

CGCA
DNA POLYMERASE I I I I .
+ 4 dNTP

ddATP ddTTP ddCTP ddGTP

-
T

. T

— A
S G

—_— A
— B

= Cc

J— C

R G

— A
_ T

— G

— A
— G

E— C

_ C

_ C

— G

-— C

N — /A

Sekil 11: Zincir sonlanma ydntemi sonucunda baz diziliminin saptanmasi[59]

2.5.3 Otomatik DNA Dizileme Yontemi

Insan genom projesi de dahil olmak iizere pek cok proje DNA dizi analizi
icermektedir.artan analiz sayist hem uzun zaman almaktadir hem de daha fazla is
giicli gerektirmektedir. Biitlin bu sebepler bir araya gelince otomasyonun gerekliligi
dogmustur. Otomatik DNA dizi analizleri zaman kazanci yaninda, standart dalisma

kosullar1 ve elde edilen fayda sonuglarin degerlendirilmesinde de fayda saglamistir.
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Otomatik DNA dizi analizi Sanger ve Coulson’ un zincir sonlanma
yonteminin prensiplerini baz alarak calismaktadir. Tek farki radyoaktif boyalar
yerine isaretleme siirecinde floresan boyalar kullanilmaktadir. Bu yontemde dort
farkli boya kullanilir dizinin okunmasini saglayan dort farkli renkte pik olusur. Her
renk bir niikleotidi simgelemektedir. Guanin siyah, Adenin yesil, Timin kirmiz1 ve
Sitozin mavi renkle temsil edilir. Analiz sonucunda monitore yansiyan pikler sekil.

7’ de gosterilmistir.

o 6C G CCAAGGAAAT T GARAAARATC G6GTTTAGT T CGTCTC

f i W Al
\/\M/\/\ M*muﬂwf /\/\u« N/
T T S a

..la-\.
A T _ZF G
A

-
-

T T A TJ

M /V\ ’R‘“f\f%\ x\*‘ N\rw‘\ /\f“ W\/\/

A T T G A A T C T T “F A 6 “T =T €

Sekil 12: Otamatik dizi analizi sonucu olusan pikler

Otomatik DNA dizi analiz cihazlar1 sabit olarak bilgisayara bagli programlar
ve bu programlarin yiiriitttiigli elektroforez sistemleri igerir. Elektroforez {initesinde
lazer 151k kaynagi sayesinde monokromatik bir 151k olusturulur. Dizisi elde edilmek
istenen DNA’nin bulundugu jel bu monokromatik 1s1k ile taranir. Elektroforez
stirecinde DNA® ya baglanan floresan boya monokromatik 151k kaynagi ile taraninca
floresan boyanin cinsine gore kendisi i¢in karakteristik dalga boyunda 1g1ma verir.
Bu yansima sistemdeki bir dedektor tarafindan kaydedileri ve monitore aktarilir.

Monitore aktarilan sonuglar grafiksel yada matematiksel sonuglardir.[58]

2.5.4 Dizilerin Hizalanmasi, CLUSTALW ve MULTALIN

Coklu dizi hizalama, biyoinformatigin temel araglarindan bir tanesidir.
Ozellikle dizi olusturma, filogenetik agac¢ olusturma, molekiiler modelleme gibi
.aligmalarda siklikla kullanilir. Coklu dizi hizalama ikili dizi hizalama ydntemine
gore daha fazla bilgi sunar. Coklu dizi hizalama yapilirken polinom zamanda
optimum sonu¢ bulurken var olan ¢oklu hizalama teknikleri optimum hizalamay1

ancak dizi sayist ile iissel iligkili bir siirede hesaplayabilmektedir. Bundan dolay1
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biiyiikk boyutlu verilerde hesaplamayi, giinlimiiz hesaplama teknikleri ile imkansiz
kilar. Bu nedenle farkli iyi hizalamalar verecek programlar olduk¢a Onem

kazanmustr.

Coklu hizalama yontemlerinden en ¢ok kullanilan1 asamali hizalama
yontemidir. Bu yontem ile ¢alisan ¢ok sayida yazilim mevcuttur. CLUSTALW bu
yazilimlardan bir tanesidir.[61] Bu metodun temel prensibi ikili benzerliklerin
kullanilarak tahmini filogenetik agaglarin olusturulmasina dayanir. Daha sonra bu
bilgiler kullanilarak diziler asamali olarak hizalanirlar. Bu yOntemin bilinen
dezavantajlarindan bir tanesi, yerel minimuma takilmasi ve problemi c¢ozecek
parametrelerin belirlenmesinin zor olmasidir. Yavas bir yontemdir ve daha ¢ok

¢oziime yakin noktalardan baslayarak iyilestirme yapmak amaciyla kullanilir.

Coklu hizalama problemlerini ¢dzmek i¢in kullanilan diger bir yaklagim ise
genetik algoritmalardir. Bu algoritmalarla gelistirilen yazilimlardan bir tanesi de
MULTALIN® dir.[62] Multalin mikro bilgisayarlarda da kolayca kullanilabilen, hem
proteinleri hem de niikleik asitleri hizalamaya yaran bir algoritmadir. Yazilimin
yaklagimi asamali hizalamanin dinamik programlanmasi yontemine baglidir.
Baslangicta diziler hiyerarsik olarak gruplanara ayrilir. Ikili hizalama puanlari veri

matrisi kullanilarak en yakin sekanslar hizalanmis diziler halinde gruplanir.[62]

2.6 Filogenetik Analiz

Yiz yillar boyunca bilim adamlar1 biyolojik diinyanin cesitliligini
belirlemeye, tanimlamaya ve agiklamaya c¢alismistir. Bu amag¢ icin gostermis
olduklar1 ¢aligmalar sistematik olarak bilinir.Linneus tarafindan 1758 yilinda
yayinlanan hiyerarsik isimlendirme sistemi biyolojik c¢esitliligi tanimlatan ve
kategorize eden bir c¢ergeve gorevi gOrmiistiir. Bu teori baslangigta evrimsel
yaklagimdan uzakt1 ve pek ¢ok evrim calisan bilim adami bu goriise karsi ¢ikmisti.(
Buffon gibi, 1753) Ancak daha sonra bu teori bir ¢ok arastirmaci tarafindan
benimsendi ve daha sonraki evrimciler tarafindan (Lamarck, Darwin gibi) filogeniye
dayanan ve Linne‘ nin bu sisteminide igeren basit bir siniflandirma yapmustir. (Bknz

Sekil. 8)
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Sekil 13: 1866' da Haeckel tarafindan 6ne surtlen filogeniye dayal siniflandirma semasi[63]

Filogenetik, organizma soylar1 arasinda veya onlarin gen bolgesi gibi parcalari
arasindaki evrimsel iliskiler demektir. Molekiiler sistematik ve molekiiler evrim
arasinda temel bir sinerji vardir. Molekdiler sistematik sonug elde etmek icin genetik
markirlar kullanir. Spesifik gen bolgeleri igin veri tabanlarini karsilastirir. Molekiiler
evrim ise zaman siirecini katarak bu datay1 kullanir, molekiiler degisiklik oranlarini
degerlendirir.[63]
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Molekiiler evrim ¢aligsmalarinin sonuglar1 populasyon genetigi ¢alismalarinda
ve filogenetik analiz ¢aligsmalarinda molekiiler markirlarin kullanilmasiyla daha fazla

bilgi saglayabilir.[63]

Genomlar bir ¢ok mutasyon sayesinde evrimlesir ve farklilasir. Bu siireg
sonunda organizmalarin genomlarindaki niikleotid dizisi farkliliklar1t meydana gelir.
Bu niikleotid dizisi farki iki genomun birbirinden ayrilma zamanlamasini bize
yansitabilir. Farkli genomlar1 karsilastirarak aralarindaki evrimsel iliski hakkinda

bilgi sahibi olunabilir.[64]

Organizmalarin  evrimsel tarithinin saptanmasinda molekiiler veriler

kullanilirken baz1 varsayimlarin varligi séz konusudur;

e Kaullanilan molekiiler diziler homologdurlar. Yani ortak bir kaynaklari
vardir ve zaman igerisinde farklilasmislardir.

e Filogenetik farklilasmanin iki kola ayrilarak farklilagtigi var sayilir.
Filogenetik agactaki bir dal belirli bir noktadan iki kola ayrilir.

e Bir dizideki her bir pozisyon birbirinden bagimsiz olarak evrimlesir.
Diziler arasindaki cesitlilik kesin filogenetik agaclarin insaast icin

yeterli bilgi saglamaktadir.[64]

2.6.1 Filogenetik Agac

Filogenetik ¢alismalarda evrimsel iliskiyi gostermek i¢in ¢esitli semalarla ve
istatistiksel verilerle sonuglarin filogentik agaclara dontstiiriilmesi gerekmektedir.
Filogenetik aga¢lar dizileme c¢aligmalar1 sonucunda elde edilen verilerin gorsel olarak

anlasilabilmesini saglar.[64]
Buna ek olarak;

e Genler arasi etkilesim,
e Tlac tasarimlar1
e Agi ¢alismalarinda patojen strain gesitliligi

e Genetik hastaliklar ve bulasici hastaliklarin epidemiyolojisi
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e Yeni genlerin gorevlerinin tespiti

e Mikrobiyal ekoloji ¢aligmalarinda da kullanilir.[64]

Filogenetik bir agactaki dallanma olaylarin modellerini ve zamanlarini
tanimlar. Tiirlerin akrabalik iligkilerini, hangi tiirlerin yakin akraba hangi tiirlerin
uzak akraba oldugu, tlirlesme siireli hakkinda bilgi verir. Filogenetik agac iki temel
unsurdan olusur. Agacin kokii (node) ve dallar (branch) filogenetik agacin iki temel
boliimiidiir. Dallar atasal populasyondaki zaman igerisindeki degisimleri gosterir.

Kokler ise bir tiirtin farkl: tiirlere ayrildigi noktay1 gosterir.[65]

Koksiiz agaglarda filogenetik iliskileri gostermek amaci ile siklikla
kullanilmaktadir. Koksiiz agaglar ortak ata bilgisi olmaksizin tiirler arasindaki iligkiyi

ortaya koymak amaci ile kullanilir.[66]

Filogenetik agaclardaki her bir diigiim evrimsel siirecte ayrilan bir taksona
denk gelir. Agacta bululan dis dallar taksonlari, i¢ dallar ve diigiimler ise taksonlar
aras1 iligkiyi yansitir. Birbiri ile yakin iligkili tiirler agacta bir birlerine yakin dallarda
yer almalar1 ile ayirt edilirler. Agagtaki dallarin uzunlugu ise dalda olusmus

degisikliklerin sayisini ifade eder.[66]

2.6.2 Filogenetik Agac¢ Olusturmada Kullamlan Yoéntemler

Evrimsel caligmalarin en 6nemli ve en ilging problemlerinden bir tanesi
filogenetik agacin yeniden insasidir. Molekiiler verilerden filogenetik agag
olusturmada kullanilan pek c¢ok yontem vardir. En iyi agacin bulunmasi ig¢in
kullanilan stratejiye gore iki kategori igerisinde siniflandirilabilirler. Birinci kategori,
belirli bir kriter altinda olas1 agaclarin tamamini veya genis bir kismini inceler ve en
olas1 agaci secer. Bu metod ‘Karakter Temelli Yontemler’ olarak adlandirilir. Diger
strateji ise bir agacin bolgesel topolojik iliskisini inceler ve adim adim en olas1 agaci

olusturur. Bu stratejiye ise ‘Mesafe Temelli Yontemler® adi verilir.[67]
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2.6.2.1 Karakter Temelli Yontemler

Dizilerde biriken mutasyonlarin sayilmasina dayanir. Farkli karakterlere
dayanmasi gerekir, bu karakterler her bir taksondaki canliya ait olan molekiiler
dizilerdir. Maximum Parsimoni, Maximum Likelihood ve Mr. Bayes gibi yontemleri
icerir.[67]

2.6.2.1.1 Maximum Parsimoni (MP) Metodu

Maximum Parsimonu metodu olast bir ¢ok filogenetik agac arasindan en az
degisim gegirerek olusmus olan agaci segmeyi amaglar.[64] Maksimum Parsimoni
(MP), minimum evrimsel metod olarak da adlandirilabilir. Parsimoni tutumluluk
demektir. Evrimsel biyolojide tutumluluk, evrimsel siire¢te neler olduguna dair
sonuca varilirken, aragtirmacinin agiga ¢ikan evrimsel degismenin miktarini en aza
indirgeyen veri yorumlarini segmesi demektir. Parsimoniye gore tercih edilen agac,

aci1ga ¢ikmig olan evrimsel degismenin en az oldugu agactir.[65]

MP agaclarinin olusturulmasinda ‘kesin’ ve ‘tahmini’ yaklagimlar s6z
konusudur. Kesin yaklasimda olas1 tiim agaglar gozden gecirilir ve optimalite
Olgiitline en uygun aga¢ belirlenir. Cok zaman alan bir siiregtir ve analiz edilmek
istenen Ornek sayisinin yirmiden fazla oldugu durumlarda ‘tahmini’ yaklasim daha
cok tercih edilmektedir. En tutumlu agaglarin giivenilirlilik derecesi istatistiksel
olarak ta tespit edilebilir. Bu istatistiki tespit i¢in kullanilan yontem bootstrap (seg-
bagla testi) kullanilir. Bootstrap analizi elde edilen agaglarin dallarinin parsimoni
kriteri kullanilarak, istatistiksel yonden en gilivenilir olan dallar1 belirlemede

kullanilir.[68]

Sec-bagla testinde bilgisayar mevcut veri setini kullanarak tekrarli 6rnekleme
yolu ile yeni bir veri seti olusturur. Elde edilen yeni veri setinde bir dalin ortaya
¢ikma ylizdesi %50, %80 ve % 100 olarak belirlenir. Kress ve arkadaglarinin (2000)
kriterlerine gore >= %385 giiclii, %75-85 aras1 orta, % 50-70 aras1 zayif ve <%50 ¢ok
zayif seklinde tanimlanmistir. Eger belli bir dal i¢in bootstrap degeri %50 den kii¢iik

ise agacin bu kismindaki dallanma modelinin ¢o6ziilemedigi anlasilir ve bu dal tek

36



diigiimden ¢atall1 olarak gosterilir. Bu durum molekiiler sistematikte politomi olarak

adlandirilir.[69]

2.6.2.2 Maximum Olasilik (ML) Metodu

Maximum Likelihood analizi niikleotid ve amino asit dizilerinin filogenetik
iligkilerinin belirlenmesi ve evrimsel hipotezlerin karsilastirilmasi i¢in oldukca giiclii
bir yaklagimdir.[70] Bu yontem geleneksel parsimoni yontemleri ile karsilastirildigi
zaman bazi avantajlara sahiptir. Olasilik orani ile evrimsel oranlarin sabitligi ile ilgili

hipotezleri test edebilir. Testler ve olasi agacin tahmini hatas1 kabaca gosterilir.[71]

Bu yontemde her olast agag topolojisi arastirilir. Dizi hizalamasinda yalnizca
bilgi verici bolgeler degil her pozisyon hesaba katilir. Niikleotid veya amino sit
degisimlerine olasilik degerleri verilir ve bir degisim modeli elde edilir. Ata dizilerin
ara bogum noktalarina ve sonrasinda giiniimiizde yasayan canlilara ait olan dizilere

evrimlesme olasiligini hesaplar.[64]

2.6.2.3 Bayes Metodu

Filogenetik analiz ¢aligmalarinda siklikla kullanilan popiiler metodlardan bsr
tanesi. Temel olarak Maximum Likelihood yontemine benzer. Prior (6nceki) olasilik
kullanimi ile bu yontemden ayrilir. Var olan gozlemlere dayanarak gdzlenmeyen bir
sey hakkinda sonug ¢ikarmaya dayanir. Aga¢ olusturulmadan 6nce her bir topolojinin
olasiligr bir birine esittir. Asagidaki esitligin gegerli oldugu bu yontem ML

yonteminden daha hizlidir ve daha genis ¢apta veri setlerini kullanabilir.[72]

Sonraki olasilik= (Onceki olasilik x Sarta bagli olasilik) / Toplam olasilik
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2.6.2.4 Mesafe Temelli Yontemler

Dizi hizalanmasi1 sonucunda elde edilen evrimsel mesafeler, her bir takson
¢ifti arasindaki mesafelerin olusturulmasinda kullanilabilirler. Veri matrisindeki bu
mesafe skorlar1 kullanilarak tiim taksonlar i¢in bir filogenetik agag olusturulabilir. Bu
yontemde kullanilan algoritmalar, kiimelenme temelli veya en iyi durum temelli
olarak ikiye ayrilir. Bu algoritmalar aritmetik ortalamay1 kullanarak agirlikli olmayan
cift grup yontemini (UPGMA, unweighted pair group method algorithm) ve komsu
birlestirme yontemini (Neighbor-joining method) kullanirlar.[73]

2.6.2.4.1 UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Aritmetic Means)

Popiiler bir uzaklik analiz metodudur. Filogenetik aga¢ olusturmak igin
kullanilan en basit yontemlerden bir tanesidir. UPGMA yonteminin en biiyilik
dezavantaji, biitiin soylar i¢in evrimsel hiz1 ayni1 saymasidir. Agagtaki tiim soylar i¢in
mutasyonlarin orant zaman iginde sabittir. Bu durum molekiiler saat hipotezi olarak
adlandirilir. Bu tim dallarin, terminal dii§iime olan mesafelerinin ayni olmasi
anlamina gelir. Normalde bireysel subelerin ayni mutasyon oranina sahip olmasi ¢ok
olas1 degildir. Dahas1t UPGMA yontemi genellikle yanlis aga¢ topolojileri iretir.
Kokli ve ultrametrik agaglar olusturur.[74]

2.6.2.4.2 Neighbor-Joining Metodu

Evrimsel uzaklik verisini kullanarak, filogenetik agac¢ olusturmak icin
Onerilen, mesafe temelli yontemlerden bir tanesidir. Bu yontemin temel prensibi,
starlike agaci1 ile baslayan operasyonel taksonomik birimlerin (OTUs) her bir
kiimelenme asamasinda toplam dal uzunlugunu minimize eden operasyonel
taksonomik {iinitelerin pargalarini bulmaktir. Bu yontem kullanilarak dal uzunlugu

parsimonide oldugu kadar hizl bir sekilde elde edilebilir.[73]
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2.6.3 Filogenetik Agaclarin Olusturulmasinda Kullanilan Programlar

Filogenetik amacli kullanilan programlar hem Pc hem de MAC versiyonlari
icin iiretilmig. Fakat bir ¢ok arastirmact MAC versiyonlarini kullanmay1 tercih
etmektedir. Ciinkii filogenetik analiz i¢in kullanilan programlarin MAC versiyonlari
daha ileri ve {iist diizey siirimdedir. Filogenetik analizde en c¢ok tercih edilen
programlar PAUP*, PHYLIP ve MRBYES’ dir.[64] Bu programlarin onerdigi

agaclar1 bilgisayarda goriintiileyebilmek i¢inde Treeview kullanilir.[75]

2.6.3.1 PAUP* (Phylogenetic Analysis Using Parsimony and Other
Methods)

Parsimoni dahil olmak {izere pek ¢ok algoritmayi kullanarak filogentik analiz
yapmaya yarayan {icretli bilgisayar programidir.[76] PAUP 4.0b10’un sahip oldugu
bazi 6zellikler asagida belirtildigi gibidir:

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

o Belirli agaglar ilizerinde veya aga¢ olusturulmas: sirasinda, Maksimum
Olasilik modeli parametrelerinin otomatik olarak dnceden tahmin edilmesini
saglar.

e En genel geri doniigebilir model ve onun alt modellerini de igeren genis bir
DNA degisim modelleri yelpazesi igerir.

e Adim adim ekleme, dal degistirme, komsu birlestirme, quartet-puzzling,
yildizbozulma ve UPGMA agag¢ arastirma algoritmalari mevcuttur.

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

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

e Agaglar arasindaki belirli farkliliklarin saptanabilecegi parametrik ve non-

parametrik testler vardir.
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e Heniiz olusturulmamis agaclarin olusturulup yayinlanmasi. Yeni agaglarin
olusturulmas1 sirasinda benzer sayfalar arasinda aymi anda taramalarin
yapilabilmesine olanak saglar.

e (Goloboff'un ortiik agirhik cimrilik kriteri altinda aga¢ taramasi ve
degerlendirilmesi yapar.

e Maksimum olasiliklarin  (maximum likelihood) kullanimiyla atasal

niikleotidlerin tahminini yapar.

2.6.3.2 Mr. Bayes (Bayesian Inference of Phylogeny)

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

(posterior) olasilik dagilimlarini hesaplamaktir. [77]

Programin bazi 6zellikleri:

e Niikleotit, aminoasit, restriksiyon bolgesi, morfolojik bilgi analizi

e Tek bir analizde bilgi tiirlerini karigtirma

e Bilgi bolmeleri arasindaki parametreleri gésterme

e Evolusyon modelleri bakimindan zenginlik

e Tamamen hiyerarsik olarak Bayes cercevesi icinde pozitif olarak

secilmis bolgelerin hesaplanmasi

2.6.3.3 PHYLIP (The Phylogeny Inference Package)

Filogenetik haritalarin (evrimsel soyagag¢larinin) c¢ikarilmasi igin internet
tizerinde bedava olarak ulasilabilen bir programlar paketidir. Pakette kullanilabilen
metotlar parsimony, uzaklik matrisi, ¢6z-bagla islevi (bootstrapping) ve ortak karar

(consensus) agacglarini kapsayan olasilik metotlarini igerir.[78]
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PHYLIP’de Kullanilan Programlar:

o DNA dizileri

e Protein dizileri

e Restriiksiyon bolgeleri

e Uzaklik matrisleri

¢ Gen frekanslari

o Kantitatif (Nicel) ozellikler

e Ayirici 6zellikler

e Agac ¢izimi, ortak karar (consensus) agaclari, aga¢ uzakliklart ve

agag islemleri

PHYLIP biiyiik olasilikla en genis sekilde dagilmis filogeni paketidir. PAUP
ve MrBayes’ten sonra iigiincii en ¢ok kullanilan filogenetik paketidir. PHYLIP 1980
yilinin Ekim aymdan beri kullanimdadir ve 26 000’nin iizerinde kayitli kullanicisi

vardir.
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3. MATERYAL METOD

3.1  Bitki Materyallerinin Toplanmasi ve Saklanmasi

Kullanilan bitki materyallerinden bazilar1 Balikesir Universitesi Fen —

Edebiyat Fakiiltesi Ogretim Uyesi ve akademik danismanmim Yard. Dog. Dr. Fatih

Coskun tarafindan taksonlarin Tiirkiye Florasi’nda belirtilen lokalitelerine gore

toplanmistir. Lupinus albus ise, Selguk Universitesi, Ziraat Fakiiltesi Ogretim Uyesi

Yard. Dog¢. Dr. Mustafa Yorgancilar tarafindan tohum olarak c¢alismamizda

kullanilmak {izere saglanmistir. Lupinus albus tohumlari, ¢imlendirilmis ve taze

materyal elde edilmistir. Taze materyaller silika jelde saklanmistir. Kullanilan

materyallerin bir kismi ise ¢esitli herbaryumlardan elde edilmistir. Bu ¢alisma

icerisinde yer alan bitki materyallerine ait daha detayli bilgi Tablo 2’de

gosterilmistir.

Tablo 2: Kullanilan bitki materyalleri ve lokaliteleri

Takson Adi Toplandig1 Lokalite Toplayan Ek Bilgiler
L. albus subsp. albus | Konya  Doganhisar- | Mustafa Bu o06rnek tohumdan

Desdigin Kasabasi YORGANCILAR ¢imlendirildi.

L. angustifolius Kozak Yaylasi, Izmir: | Fatih COSKUN Yol kenarinda, hafif
Bergama, 630 m, kumlu toprakta, mavi
24.04.10 cigekli.

L. micranthus Germencik, Aydin Fatih COSKUN Mor ¢igekli
320 no’ lu yolda, Ali CELIK
Selguk’ tan
Germencik’ e dogru
giderken toplandi.
GPS’ e gore

koordinatlari: N37
52.806 E27 31.917
yolun sol tarafinda.

Ekim 2012 de
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L. varius Mugla-Faralya Koyt Spitzenberger Herbaryumdan DNA
izolasyonu i¢in yaprak
(EgeUniversitesi parcacig1 6rnegi alindi.
Herbaryumu-23300)

L. luteus Italya-Torino
Herbaryumu
L. anatolicus Batal Koyii, | Fatih  YAYLA-Ergiin | Elman Iskenderov
Gaziantep: Nizip Ozuslu tarafindan tanimlandi. *

700-800 m’ de tarla
kenarindan  toplandt.
18.06.2001 tarihinde.

Cytisus sp. Kozak yaylasi, | Fatih COSKUN Sari ¢icekli.

Izmir:Bergama

Yol kenarinda 690 m’

de toplandi

L. hispanicus Ornek elde edilemedi DNA  dizileri gen
bankasindan temin

edildi.
L. albus subsp. Ornek elde edilemedi DNA  dizileri gen
graecus bankasindan temin

edildi.
L. angustifolius subsp. | Ornek elde edilemedi DNA  dizileri gen
reticulatus bankasindan temin

edildi.

Tablo 2’ nin devami.

(*: Bu tiir Elman Iskenderov tarafindan Lupinus varius olarak tanimlanmistir.
Yaptigimiz dizi analizine gore bu tiir Gen Bankasi’nda Lupinus anatolicus ile

eslesmektedir. Daha detayl1 bilgi sonuglar kisminda verilmistir.)
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3.2 Dis Grup Se¢imi

Yapilan literatiir taramalarina gore, gerek ITS bolgesine dayali gerekse rbcL
bolgesine dayali filogeni ¢alismalarinda Lupinus cinsine en yakin ¢ikan cinsler

belirlenmistir. Cytisus ve Cercis cinsleri dis grup olarak se¢ilmistir.

3.3  Kullamlan Kimyasal Maddeler

Deneysel ¢alismalarmn bir kismi, Balikesir Universitesi, Fen-Edebiyat
Fakiiltesi molekiiler biyoloji arastirma laboratuarinda, bir kismu ise Carl von
Ossietzky Universitesi (Almanya) Botanik Boliimii arastirma laboratuarlarinda
yirltilmistiir. Tirkiye’de yapilan ¢alismalarda kullanilan kimyasallar Merck, Sigma

Aldrich, Applichem, Biolabs, Fermantas firmalarindan satin alinmistir.

Almanya’da yapilan calismalarda kullanilan kimyasallar ise Merck,

Fermentas, Machery-Nagel, Analytic-Jena, Kulzer firmalarindan satin alinmstir.

3.3.1 Genomik DNA izolasyonunda Kullamilan Kimyasal Maddeler

Genomik DNA izolasyonlarinda bir den fazla yontem takip edilmistir. Bu

yontemler;

e Fenol-kloroform-izoamil alkol yontemi
o 2XCTAB yontemi

e Sigma DNA ekstraksiyon Kkiti

e Niicleospin DNA ekstraksyion Kiti

e Analytic Jena DNA ekstraksiyon Kiti

DNA izolasyonunda kullanilan kitler i¢in; kit igeriginde yer alan kimyasal

maddeler kit protokoliine gore uygulandi.

Fenol kloroform-izoamil alkol yonteminde kullanilan kimyasal maddeler

tablo 3’ de goOsterilmistir.
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Tablo 3: Fenol-kloroform izoamil alkol yonteminde kullanilan soliisyonlar ve bilesimleri

Soliisyon Bilesim
33.6 gr Ure
0.5 M EDTA (pH:8)
Izolasyon tamponu (1L) 1 M Tris-HCI (pH:8)
5 M NacCl
%10 SDS
Fenol-kloroform-izoamil alkol 25:24:1
NaAc(Sodyum Asetat) 3 M, pH:5.2
Izopropil alkol %100
TE 10 mM
RNAz A 10 mg/mL
ETOH % 70 ve % 90’lik

CTAB2X yonteminde kullanilan kimyasal maddeler tablo 4’ te gdsterilmistir.

Tablo 4: CTAB yonteminde kullanilan kimyasal maddeler

Soliisyon Bilesim
CTAB buffer 1 M Tris-HCI (pH:8)
3-Mercaptoetanol % 0.2
Proteinaz K 0.1 mg/mL
Kloroform-izoamil alkol 24:1
Izopropil alkol % 100
TE 10 mM
RNAz A 10 mg/mL
NH;Ac (Amonyum Asetat) 75M, 5.8 PH
ETOH % 70 ve % 100
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Sigma DNA ekstraksiyon kiti, Niikleospin DNA ekstraksiyon kiti ve Analytic
Jena DNA eksraksiyon kiti ile yapilan DNA izolasyonlarinda kit igerigi ile birlikte

verilen protokol takip edilmistir.

3.3.2 Agaoroz Jel Elektroforezinde Kullanilan Kimyasallar

Agaroz jel elektroforezi i¢in ilk 6nce 5X’ lik TBE tmponu hazirlanir. Daha
sonra bu tampon stok olarak kullanilir. Stok tampondan seyreltme yapilarak 0.5X” lik
TBE tamponu hazirlanir. Agaroz jel elektroforezinde kullanilan kimyasallar tablo 4’

de gosterilmistir.

Tablo 5: 5X TBE Hazirlamak igin kullanilan malzemeler ve miktarlari

Kullanilan Kimyasal Miktar:
Tris-Base 549
Borik Asit 275¢
0.5MEDTA 20 ml
Saf Su 1 L’ ye tamamlanir

3.3.3 PCR i¢in Gerekli Kimyasal Malzemeler

Integrated DNA Technologies (IDT A.B.D.) firmasindan temin edilen
primerler, 15.000 rpm’ de 15 sn santrifiij yapildiktan sonra iizerine 1 ml dH,O
eklenerek stok hazirlandi. Daha sonra her primerin son konsantrasyonu 5 nmol/ml (5
uM) olacak sekilde seyreltme islemleri gergeklestirildi. PCR’ da kullanilan kimyasal

malzemeler ve miktarlari Tablo 5° de gosterilmistir.

Tablo 6: PCR' da kullanilan kimyasallar ve miktarlari

Kimyasal Ad1 Miktar Konsantrasyonu
dH,0 10.8 pl
Tampon 2.5l 10X
DMSO 2.5 ul
Reverse Primer (ITS 4) 2.5l pmol / ml
Forward Primer (ITS 5A) 2.5l pmol / ml
MgCl, 1.5 pl 25mM

46




dNTP 0.4 ul 10 mM
Tag DNA Polimeraz 0.3 ul 51U
gDNA 2 ul -
Toplam 25 pul -
Tablo 7: Kullanilan Primerler ve dizileri
Primer Niikleotid Dizisi (5°-3°) Tm Sicakhigi Primer Dizaynim
Yapan
Forward ITS 5A TCCTCCGCTTATTGATATGC 49.9 °C Kenneth J.
Wourdack
tarafindan  (Alice
M. Stanford,
2000)[79]
Reverse ITS 4 52.1 °C Bruce G. Baldwin,

CCTTATCATTTAGAGGAAGGAG

1992 - White et
al.,1990[79]

3.3.4 DNA izolasyonlar

3.3.4.1 Fenol-Klorofom-izoamilalkol DNA Izolasyon Yontemi

Fenol kloroform izoamil alkol yontemi ‘Molecular Cloning A Laboratory

Manuel’ adli kitaptaki DNA izolasyon yontemi modifiye edilirek kullanilmistir.[80]

e Her bitki 6rneginden 100 gr tartilir ve havanda sivi azot ile toz haline

getirilene kadar 6gitiiliir.

e Toz halindeki 6rnekler 2 pl’ lik ependorf tiiplere aktarilir. Her tiipe 600 pl

izolasyon tamponu eklenir. Bir kag defa tiipler alt-iist edilir ve vortex yapilir.

e Tiiplerin her birine 500 pl fenol-kloroform-izoamil alkol eklenir. 12.000 rpm’

de 5’ santrifiij yapilir.

e Olusan siipernatant yeni 2 pl’ lik ependorf tiiplere alinir. (Yaklasik 500 pl)

47




e Siipernatant hacminin % 10’ u kadar (50 ul) NaAc (3 M, 5.2 pH) eklenir ve
alt-iist edilir.

e Siipernatant hacmi kadar (500 pl) izopropil alkol eklenir. Bir kag¢ defa alt-iist
edilir. Bu asamada DNA c¢iplak gozle kiigiik yumaklar halinde goriilebilir.

e 12.000 rpm’ de 2’ santrifiij yapilir be DNA’ nin dibe ¢okmesi saglanir.

e Siipernatant atilir ve olusan pellet itizerine 500 pl (10 mM, 8 pH)
eklenir.Pipetaj yapilarak pelletin ¢6ziilmesi saglanir.

e Her tiipe 5 ul RNaz A (10 mg/mL) eklenir. Pipetaj yapilarak iyice karigmasi
saglanir. 37 °C’ de 30’ inkiibe edilir.

e RNA uzaklastirildiktan sonra 50 ul NaAc (3M) eklenir ve alt-iist edilir. %
90’lik ETOH eklenir ve -80 °C’ de 10’ beklemeye birakilir.

e 10’ 13.000 rpm’ de santrifiij yapilir. Santrifiij sonrasinda ETOH uzaklastirilir
ve dipte pellet olusur.

e Dipteki pellet iizerine % 70’lik ETOH eklenerek yikanir. 12.000 rpm’ de
santrifiij yapilir. Santrifiij sonrasinda sivi kisim atilir. Dipte pellet kalir.

e Ependorf tiipler kurutma kagidi lizerine yan yatirilir ve ETOH’ nun iyice
ucmast saglanir.

e Son olarak olusan gDNA c¢okeltisi iizerine 50 pl TE veya 200 pl saf su

eklenerek pipeta;j ile ¢oziiliir.

3.3.4.2 CTAB DNA Izolasyon Yontemi

Bu yontem, Doyle & Doyle (1987)[81], Drabkova ve ark. (2002)[82] ve
Cota-Sanchez ve ark. (2006)[83] modifiye edilmistir.

e Izolasyona baslamadan énce CTAB soliisyonu 60 °C’ de inkiibe
edilir.
e Ornekler 100 mg tartilir ve sivi azot ile toz haline gelene kadar

ogutiiliir.
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Toz haline gelen 6rnekler 2 ul’ lik ependorf tiiplere aktarilir ve her
tiipe 700 ul CTAB soliisyonu eklenir. Alt-iist edilerek iyice karismasi
saglanir.

Her tiipe 1.5 pl Proteinaz K ve B-Marcapto etanol eklenir. 60 °C’ de
inkiibasyona birakilir. Inkiibasyon ¢eker ocakta yapilmalidir.

Daha sonra ornekler 14.000 rpm’ de 4 °C’ de 5 santrifiij yapilir.
Santrifiijden sonra olusan siipernatant yeni ependorf tiiplere aktarilir.
Her tiipe 600 pl Kloroform-izoamil alkol (24:1) eklenir. 14.000 rpm’
de 5’ santriifiij yapilir.

Siipernatant yeni ependorf tiiplere aktarilir. Klorofom-izoamil alkol
iceren tiipler atilir.

Her tiipe 500 pl Kloroform izoamil alkol (24:1) eklenir ve 14.000 rpm’
de 5° santrifiij yapilir.  Santriifiijden sonra olusan siipernatant
uzaklastirilir.

Her tiipe 500 ul izopropil alkol eklenir. Dikkatli bir sekilde alt-iist
edilir. -20 °C’ de 2 saat inkiibasyona birakilir. (Drabkova ve
arkadaslarinin gelistirmis oldugu yontemde inkiibasyon siiresi en az 3
giindiir.)

Inkiibasyondan alinan tiipler 14.000 rpm’ de 10’ santrifiij edilirler.
Santrifiijden sonra s1vi kisim atilir. DNA dipte pellet olarak gozlenir.
Pellet tizerine % 70’ lik ETOH eklenir ve 14.000 rpm’ de 10’ santrifiij
edilir.

Stipernatant atilir ve pellet tizerine 100 ul TE eklenir. Pipetaj
yapilarak pelletin ¢oziilmesi saglanir.

Her tiipe 1 pl RNaz A eklenir ve 37 °C’ de 30’ inkiibasyona birakilir.
Inkiibasyondan sonra 50 ul 75. M NH,Ac eklenir ve dikkatli bir
sekilde alt-iist edilir.

300 pl % 100’ lik ETOH eklenir ve -20 °C’ de 2 saat inkiibasyona
birakilir.

14.000 rpm’ de 30’ santrifiij yapilir. Siipernatant atilir. 200 pl % 70°
lik ETOH ekKlenir.

14.000 rpm’ de 10’ santrifiij yapilir. Stipernatant atilir ve ETOH’ nun

lyice ugmasi i¢in tiipler oda sicakliginda 5 bekletilir.
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e Son olarak pelletin ¢6ziilmesi i¢cin 100 ul TE eklenir ve pipetaj

yapilarak ¢oziliir.

3.4  Agaroz Jel Elektroforezi

Sonuglarin gorsel hale getirilmesi i¢in % 0.8 konsantrasyonda agaroz jel
kullanildi. Bunun i¢in 0.8 g agaroz ve 100 mL 0.5 X’ lik TBE tamponu kullanilir.

Jelde goriintii elde edebilmek igin 1 pl etidyum bromiir eklenir.

Ornekler yiiklenirken 3 ul 6rnek ve 3pul yiikleme boyasi (6X loading dye)
kullanildi. DNA merdiveni olarak 1 kb’lik DNA leadder kullanildi. Ornekler 100
V’da 40’ yiritildi ve transilluminator ile UV de goriintillenip fotograf haline

dontstiiriliir.

3.5 DNA Miktar Tayini

DNA miktar tayinleri Almanya Carl von Ossietzky Universitesi
laboratuvarlarindaki NanoDrop® ND-1000 UV-Vis Spectrophotometer cihazi ile
gerceklestirildi. Olgiimlere ait sayisal veriler bulgular kisminda detayli olarak

gosterilmistir.

3.6  PCR Reaksiyonlari

DNA izolasyonlarindan sonra, elde edilen dDNA’ lar kalip olarak kullanildi
ve ITS bolgesinin tamami PCR ile g¢ogaltildi. PCR total volume 25 pl olarak
gerceklestirildi. Her reaksiyon ig¢in pozitif ve negatif kontrol kullanilmistir.
Reaksiyonda kullanilan kimyasal miktarlar1 kullanilan kimyasal maddeler kisminda

verilmistir. Calismada kullanilan PCR programi tablo 8’ da gosterilmistir.
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Tablo 8: PCR programinin ozellikleri

Basamak Sicakhik | Zaman | Dongii Sayisi
On Denatiirasyon 94°C 5dk 1 dongii
Denatilirasyon 94°C 30sn
Primer Baglanma (Annealing) | 50°C 45sn 35 dongi
Uzatma (Extension) 72°C 1dk
Son Uzatma (Final Extension) | 72°C 10dk 1 dongii
Son Sicaklik (Final Hold) 4°C 25sa

3.7  Verilerin Toplanmasi

3.7.1 DNA Dizilerinin Eldesi (Cycle Sequencing) ve Poliakrilamid Jelde

ya da Kapiler Elektroforezle Goriintiilenmesi

Elde edilen ITS bolgesine ait PCR iiriinleri, okulumuz biinyesinde Otomatik
Cycle Sequencing cihaz1 olmadigi i¢in hizmet alimi yapilarak REFGEN adli firmaya
gonderilmistir. Cycle Sequencing sonucu elde edilen DNA dizileri abl uzantili
dosyalar olarak elde edildi. Hizmet alimi sonucu elde edilen veriler bulgular

kisminda detayl olarak verilmistir.

3.7.2 DNA Dizilerinin Gorsel Olarak Sequencher ile Gobzden

Gecirilmesi

REFGEN’ den gelen DNA diziler, profesyonel ve iicretli bir program olan
Sequencher 4.10.1 kullanilarak analiz edilmistir. Bu programda DNA dizileri gorsel
olarak incelendi, olusan kontiglerin durumuna gére konsensus dizileri elde edildi ve
ClustalW ve Multalin adli programlarda hizalanmak iizere bir word dosyasina

kopyalandi.
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3.7.3 DNA dizilerinin homoloji a¢isindan CLUSTAL veya MULTALIN

ile hizalanmasi

Elde edilen konsensus dizileri internet iizerinden {icretsiz olarak da
kullanilabilen ClustalW ve Multalin programlar1 ile programlarin varsayilan ayarlari
kullanilarak hizalandi ve fasta formatina doniistiiriildii. Elde edilen dizilerin fasta

format1 Ekler kisminda detayli olarak verilmistir.

3.7.4 Hizalanmis verilerin #NEXUS formatina cevirimi ve PAUP*ta

analize hazir hale getirilmesi

ClustalW ve Multalin ile hizalan diziler PAUP*’ da analize hazir hale
getirilmek icin program formatina uygun hale getirildi. PAUP*’ programinin
kullandigt #NEXUS formatina doniistiiriildii. Bu format igerisine, takson sayisi,
takson isimleri, karakter sayisi, kullanilan karakter ¢esitleri (A,T, G, C) gibi veriler

girildi ve PAUP*’ ta gerekli algoritmalar kullanilarak analiz edildi.

3.7.5 PAUP* ta Filogenetik Analiz Yapim

Elde edilen Lupinus cinsine ait diziler, filogenetik analiz yapmak amaci ile
kullanilan, oldukga popiiler olan PAUP* (Phylogenetic Analysis Using Parsimony)

4.0b10 filogenetik analiz yazilimi kullanilarak analiz edildi.

Analiz yapilirken karakter temelli ¢alisan parametreler tercih edildi ve
’Optimality Criterion’ olarak Parsimoni se¢ildi. Arama parametresi olarak Heuristic
Search ve BootStrap algoritmalar1 secilmistir. Mesafe temelli yontemlerden ise

UPGMA ne NJ kullanilarak fenetik sonuglar elde edilmistir.

Analiz yapilirken kullanilan kriterler, karakterler ve analiz sonuglar tartisma

boliimiinde detayli olarak verilmistir.
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4. BULGULAR

4.1 Genomik DNA

Elde edilen gDNA’ larin jel fotograflari sirasi ile gésterilmistir.

Sekil 14: Fenol Kloroform izoamil alkol yontemi ile elde edilen gDNA'larin jel goriintiisii

M: DNA merdiveni, 1: Lupinus albus, 2: Lupinus angustifolius, 3:Lupinus varius
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Sekil 15: CTAB yontemi ile elde edilen gDNA'larin jel goriintiisii

M: DNA merdiveni, 1: Lupinus albus, Lupinus micranthus, Lupinus anatolicus

Sekil 16: Analytik Jena Kit ile elde edilen gDNA' larin jel goriintiisii

M: DNA merdiveni, 1: Lupinus luteus, 2: Lupinus angustifolius, 3: Cytisus sp., 4:
Cercis siliquastrum
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4.1.1 DNA Miktar Tayinleri

gDNA’ larin Nanodrop spektrofotometre 6l¢iim sonuglart tabloda gosterilmistir.

Tablo 9: gDNA' larin spektrofotometre lgimleri

Tiir Ad1 Miktar1 (ng/ul)
Lupinus albus 801.20
Lupinus angustifolius 183.28
Lupinus varius 82.05
Lupinus micranthus 31.04
Lupinus luteus 47.42
Lupinus anatolicus 30.15
Cytisus sp. 79.13

4.2 PCR Uriinleri

PCR sonucu elde edilen agaroz jel elektroforezi jel fotograflar1 sekil 17 ve

sekil 18 de gosterilmistir.

Sekil 17: Baz1 Lupinus tiirlerinin ITS ile elde edilen PCR goriintiisii

M: DNA merdiveni, 3: Lupinus angustifolius, 4: Cytisus spinescens, 5: Lupinus
anatolicus
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Sekil 18: Bazi Lupinus Tiirlerine ait ITS PCR jel goriintiisii
M: DNA merdiveni, 1: Lupinus albus, 2: Lupinus micranthus, 5: Cercis siliquastrum

Branch-and-Bound parametreleri:

Branch-and-bound search settings:
Optimality criterion = parsimony
Character-status summary:
Of 784 total characters:
All characters are of type 'unord'
All characters have equal weight
273 characters are constant
264 variable characters are parsimony-uninformative
Number of parsimony-informative characters = 247
Gaps are treated as "missing"

Initial upper bound: unknown (compute heuristically)
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Addition sequence: furthest
Initial ‘MaxTrees' setting = 100
Branches collapsed (creating polytomies) if maximum branch length is zero
'‘MulTrees' option in effect
Topological constraints not enforced
Trees are unrooted
Branch-and-bound search completed:
Score of best tree found = 613
Number of trees retained = 2

Time used = 0.00 sec

Bootstrap parametreleri;

Bootstrap method with heuristic search:

Number of bootstrap replicates = 100

Starting seed = 983477546

Optimality criterion = parsimony

Character-status summary:
Of 784 total characters:

All characters are of type 'unord'
All characters have equal weight
273 characters are constant
264 variable characters are parsimony-uninformative
Number of parsimony-informative characters = 247

Gaps are treated as "missing"
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Starting tree(s) obtained via stepwise addition

Addition sequence: simple (reference taxon = GC9)

Number of trees held at each step during stepwise addition = 1

Branch-swapping algorithm: tree-bisection-reconnection (TBR)

Steepest descent option not in effect

Initial 'MaxTrees' setting = 100

Branches collapsed (creating polytomies) if maximum branch length is zero

'MulTrees' option in effect

Topological constraints not enforced

Trees are unrooted

100 bootstrap replicates completed

Time used = 0.43 sec
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5. SONUC ve ONERILER

Yapilan arastirma ve analiz sonuglarina gore, Tiirkiye’ de yetisen 9 Lupinus
(Fabaceae) taksonu i¢in filogenetik analiz yapilmis ve ITS bolgesi baz alinarak

filogenetik agaclar elde edilmistir.

Oncelikle Cercis siliquastrum ve Cytisus sp. tiirleri dis grup olarak atanmistir.
Dis gruplardan biri olan Cytisus sp. Yard. Dog¢. Dr. Fatih Coskun tarafindan
toplanmistir ve Davis’ in Tirkiye Florasi’ na gore teshis yapilmistir. Yapilan
morfolojik teshis sonucunda elde edilen ornegin Argyrolobium crotalarioides
(Fabaceae) olduguna karar verilmistir. Daha sonra bu tiiriin ITS bolgesine ait DNA
dizisi elde edilmistir. Elde edilen dizi Genbank’tan blast yapildigi zaman elde edilen
dizinin Cytisus cinsine ait tiirlerle yakin eslesme gosterdigi goriilmiistiir. En yakin
eslesme gosterdigi tiir Cytisus spinescens’ dir. Fakat bu tiirle elde edilen eslesme de
17 niikleotidlik bir fark vardir. Filogentik analiz ¢alismalarinda 17 niikleotidlik fark
¢ok biiyiik anlam tasidig1 i¢in bu disg grup 6rnegi Cytisus sp. olarak kabul edilmistir.
Tezin yayina doniistiiriilme agamasinda tam tiir teshisi yapilacaktir. Yeni bir tiir olup
olmadigl, en azindan Tirkiye Florast i¢in yeni bir kayit olup olmadig1 tesbit

edilecektir.

Ic grup taksonlarindan olan Lupinus anatolicus, Gaziantep Universitesi
Herbaryumu’ ndan temin edilmistir. Gaziantep Universitesi Ogretim elemanlarindan
Aras. Gor. Fatih Yayla tarafindan bu oOrnegin teshisi Lupinus varius olarak
yapilmusitr. Bu 6rnekten elde edilen ITS bolgesine ait DNA dizileri Gen Bank’ ta
Blast’lanmigtir. Yapilan islem sonucunda elde ettigimiz DNA dizilerinin % 99
oraninda sadece 1 niikleotid farkla Lupinus anatolicus ile eslestigi goriilmiistiir. Bu

ornekten elde edilen diziler analizlerde Lupinus anatolicus olarak kullanilmistir.

Yapilan analizlerde maksimum parsimoni kriteri kullanilarak Heuristic search
analizi yapilmistir. Olusan dallarin degerlendirilmesinde TBR (Tree-bisection-

reconnection) algoritmasi secilmistir.

59



Analiz i¢in segilen parametlerelere gore;

e Tiirm karakter tipleri diizensizdir (unordered),

e Tiim katakter tipleri esit agirliktadir.

Yapilan analiz sonucuna gore toplamda 787 karakterden 245 tanesi parsimoni
acisindan bilgi verici bulunmustur. 312 karakter sabit (constant) ve 230 karakter de
degisken karakter olarak bulunmustur. En iyi parsimoni agaglarinin basamak sayisi
654 olarak bulunmustur. Analiz sonunda sadece bir tane en iyi aga¢ elde edilmistir.

Elde edilen agac sekil 20° de gosterilmistir.

L, luteus

L. anatolicus

L. micranthus

L. varius

_ Lalbus

L. albus subsp. graecus

L. angustifolius

L, angustifolius subsp. reticulatus

L. hispanicus

Cercis siliquastrum

Cytisus sp.

Sekil 19: Parsimoni kriteri kullanilarak elde edilen 1 nolu Heuristic Search agaci
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Analizde kullanilan 11 taksondan Cytisus sp. ve Cercis siliquastrum dis grup,
diger taksonlar i¢ grup olarak atanmistir. Elde edilen agaca gére Lupinus albus ve
Lupinus albus subps. graecus ile Lupinus angustifolius ve Lupinus angustifolius
subsp. reticulatus birer monifiletik grup olusturmuslardir. Diger taraftan Lupinus
micranthus ve Lupinus anatolicus da kendi arasinda bir monofiletik grup
olusturmuslardir. Bu guruba en yakin olarak ta L. varius bulunmustur. Lupinus
luteus ise agacin en iist kisminda ayr1 olarak yer almaktadir. Lupinus luteus bitkisine
ait herbaryum 6rnegi ¢ok eski ve miktar olarak az oldugu icin bu tiiriin sadece ITS2
bolgesi elde edilebildi ve analize sadece ITS2 bolgesi dahil edildi. Lupinus luteus’ un
soyagacinda diger Lupinus tirlerinden bu sekilde ayr1 yer almasi bundan

kaynaklaniyor olabilir.

Ayni1 zamanda maksimum parsimoni kriteri kullanilarak Bootstrap analizi de
yapilmistir. Boylece olusan dallarin parsimoni kriterine gore istatistiki agidan
giivenilirlikleri sayisal olarak gdsterilmistir. Analiz yapilirken program elde edilen
dala %’ lik bir deger verir. Eger Olusan dal %50’ nin altinda bir degere sahip ise o
dal zayif olarak nitelendirirlir ve o dal program tarafindan ¢okertilir. Coken dal

sonucu olusan basamaklanmamis dallanma politomi olarak adlandirilir.

Bootstrap analizi yapilirken maksimum agac sayisi, takson sayisi ¢ok fazla
olmadig: i¢in 100 olarak secildi. Tekrar (replicate) sayist 100 olarak belirlenmistir.
Maksimum agac¢ sayisi ve tekrar sayisi arttirildigi zaman analiz daha uzun
stirebilmektedir. Bootstrap analizi sonucu elde edilen agacin dallarina %’ lik degerler

eklenmistir. Olusan bootstrap agaci sekil 21° de gosterilmistir.
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L. luteus

L. anatolicus

94 L. micranthus

L. varius

168

L. albus
i L L. albus subsp. graecus

53 L. angustifolius
3 g f
——186——/{

e L. angustifolius subsp. reticulatus
L. hispanicus

Cercis siliquastrum

Cytisus sp.

Sekil 20: Parsimoni kriterine gore elde edilen Bootstrap agaci

Bootstrap analizine gore elde edilen dallarin %’ lik degerleri aga¢ lizerine
yerlestirilmistir (Sekil 20). Boostrap destegine gore L. albus ve L. albus subsp.
graecus’ un olusturdugu dala verilen giivenilirlik % 100°dir. L. anatolicus ve L.
micranthus’ un olusturdugu monofiletik grubun bulundugu dalin Bootstrap degeri
%94’ iken bu monofiletik grupla L. varius’ un baglanmis oldugu dalin bootstrap
degeri %100 diir. Di1s gruplar ise beklenildigi gibi bu gruplardan tamamen ayri
cikmustir.

Kullanilan diger bir karakter temelli yondem de Branch-and-Bound
yontemidir.  Parsimoni  kriteri  Kullanilarak  Branch-and-Bound  algoritmasi
kullanilarak analiz yapilmigtir. Yapilan analizde 787 karakterden 245 tanesi
parsimoni agisindan bilgi verici olarak bulunmustur. 312 karakter sabit (constant) ve
230 karakter degisken olarak bulunmustur. Parsimoni agisindan en iyi parsimoni
agacindaki basamak sayis1 564 tiir, yalnizca bir tane parsimonik agidan en iyi agag
elde edilmistir. Agac¢ sayisinin smnirlt bulunmasi takson sayisinin azligindan
kaynaklanmaktadir. Branch-and-Bound algoritmasi sonucu elde edilen filogenetik
agac sekil 22° de gosterilmistir.
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L. luteus

L. anatolicus

L. micranthus

L. varius

L. albus

L L. albussubsp. graecus

{ L. angustifolius
L. angustifolius subsp. reticulatus

L. hispanicus

Cercis siliquastrum

Cytisus sp.

Sekil 21: Parsimonu kriterine gore elde edilen Branch-and-Bound agaci

Branch-and-Bound algoritmast ile elde edilen tek aga¢ Heuristic Search

algoritmasi ile elde edilen agac ile aynidir.

Karakter temelli yontemlerle birlikte mesafe temelli (fenetik) yontemlerden
UPGMA ve NIJ algoritmalarina gore de analiz yapilmistir.

UPGMA yonteminde dizi ¢iftleri arasindaki farkin uzakligina gore analiz
yapilir. Bu uzakliklar taksonlar arasi uzaklik matrisi olustumak i¢in kullanilir.
Uzaklik metodunda temel olarak kiime temelli ve optimalite temelli algoritmalar
kullanilir. UPGMA analizinde tarihsel zaman hakkinda tam bir bilgi s6z konusu
degildir. Elde edilen UPGMA agac1 sekil 23 de gosterilmistir.

L. anatolicus

L. micranthus
L. varius

L. albus

L. albus subsp. graecus

L. angustifolius

L. anqustifolius subsp. reticulatus
L. hispanicus

Cercis Siliquastrum

[ L luteus

Sekil 22: UPGMA agaci

[ Cytisus sp.
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UPGMA algoritmasina gore elde edilen agagta, Lupinus anatolicus ve
Lupinus micranthus bir monofiletik grup olusturmus, Lupinus albus ve Lupinus albus
subsp. graecus bir monofiletik grup olusturmustur. Lupinus angustifolius ve Lupinus
angustifolius subsp. reticulatus da bir monofiletik grup olusturmustur.

Diger mesefa temelli yontem ise Neighbour Joining algoritmasidir. NJ
algoritmasi kullanilarak elde edilen agaglarda dal uzunluklari bir birinden farklidir.
Bu sekilde dallarda uzunluk farkinin meydana gelmesi taksonlarda meydana gelen
degisim miktarin1 gosterir. Elde edilen agagta en solda eski tarihli(en eski ata)’den
baslayarak saga dogru giiniimiize en yakin taksona/drnege dogru aga¢ dallar1 devam
eder. NJ algotritmasi ile elde edilen agag sekil 23 de gosterilmistir.

L. anatolicus

L. micranthus

L. varius

L. albus

L. albus subsp. graecus

L. angustifolius

L. angustifolius subsp.
reticulatus

L L. hispanicus

Cercis siliquastrum

L L. luteus

Cytisus sp.

Sekil 23: NJ algoritmasi ile elde edilen filogenetik agag

Sonug olarak, Tirkiye’de yayilis gosteren Lupinus tiirlerinin filogenisine gore L.
albus ve L. angustifolius alt tiirlerinin taksonomik isimlendirilmelerinin ve
teshislerinin dogru oldugu ve bunlarin diger taksonlara gore gercekten yakin akraba

olduklar1, hem filogenetik hem de fenetik kriterlere gore sdylenebilir.

Lupinus angustifolius ve Lupinus subsp. reticulatus’ un olusturdugu monofiletik
gruba kardes olan Lupinus hispanicus morfolojik acidan karsilastirildig1 zaman, Ug
tiir de birbirine yakin boylanma gostermektedir. Ug tiirde yaklasik 28-80 cm kadar

boylanabilen ve her {i¢ tiirde hafif kumlu topraklarda yetisebilen tiirlerdir. Bu verilere
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bakarak da bu ii¢ tiirlin birbirine yakin akraba olarak filogenetik apaclarda yer almasi

beklenen bir sonugtur.

Lupinus micranthus ve Lupinus anatolicus’ un da olustudugu monofiletik grup
morfolojik ve ekolojik verilerce desteklenmektedir. Her iki tiirde kaliks ve korolla
bliyilikligli agisindan birbirine yakindir. Yasadig1 toprak bi¢imi agisindan benzer
tiirlerdir. Her iki tiirde kumlu topraklarda, deniz seviyesinden yaklais olarak 100 m
yiikseklikte yetisen Mediternean bdolge bitkileridir. Bu nedenle bu iki tiirlin

monofiletik bir grup olusturmasi beklenen bir sonugtur.

65



10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

6. KAYNAKLAR

Se¢men, O., Tohumlubitkiler Sistematigi, izmir: Ege Universitesi Basimevi,
(1995).

Davis, P.H., Flora of Turkey and East Aegean lIsland., vol 3, Edinburg:
Edinburg University Press, 38-39, (1970).

Isik, F.E., 'Edirne Bolgesinde Yetisen Trifolium resupinatum L. var.
microcephalum Bitkisinin Fitokimyasal Incelenmesi', Yiiksek lisans tezi,
Trakya Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii,Edirne,(2005).

Small, E., Lassen, P. And Brookes B.S., An expanded circumscription of
Medicago (Leguminosae, Tnifoliae) based on explosive flowe, Willdenowia,
415-437, (1987).

Kurlovich, B.S., Lupins (Geography, classification, genetic resources and
breeding), Petersburg: Russia. Intan St. , (2002)

Palibin, I.V., Flora SSSR., Moskova: Leningrand., 430-442, (1945).

Ozen, F., and Aka, G. E., 'A New Record for the Flora of Turkey: Lupinus
angustifolius L. subsp. reticulatus (Desv.) Coutinho (Fabaceae)'.
International Journal of Natural and Engineering Sciences,1, 33-35, (2007).
Giiner, A., Ozhatay, N., Ekim, T., Baser, K. H. C., Flora of Turkey and East
Aegean Island (Supplement 2,volume 10, Edinburg: Edinbur University
Press, 113-114, (2000).

Giiner, A., Ozhatay, N., Ekim, T., Baser, K. H. C., 'Flora of Turkey and East
Aegean Island (Supplement 2)', Edinburg: Edinburg University Press., 113-
114, (2000).

Lessico, L., ‘Lupino’, (15.10.2012),
http://www.summagallicana.it/lessico/l/lupino.htm

Davis, P.H., 'Flora of Turkey and East Aegean Island’, Edinburg: Edinburg
Univesity Press., 39-40, (1970).

Davis, P.H., 'Flora of Turkey and East Aegean Island’,Edinburg: Edinburg
Univesity Press, 40,(1970).
http://yabanicicek.com/lupinus-varius.php.(16.10.2012)

http://www.eweb.unex.es/eweb/botanica/herbarium/html/luphis.htm.(16.10.2
012)

http://en.wikipedia.org/wiki/File:lllustration_Lupinus_luteusl.jpg.
(16.10.2012)

Golovchenko, O.F., Lupin: An Ecologically Clean Mediterranean Crop.,
Montenegrina, 7(2): 423-427,(2008).

Comlekgioglu, N., Karaman, S., 'Kahramanmaras Sehir Merkezindeki
Aktar’larda Bulunan Tibbi Bitkiler', KSU Fen ve Miihendislik Dergisi,
11(1),(2008).

Okuyucu, F., Kir, B., Akdemir, H., Okuyucu, B.R. ve Baygin, M. , 'Odemis
Kosullarinda Baz1 Ak Aci (Lupinus albus L.), Sar1 Tathi (Lupinus luteus L.)
ve Mavi Tath (Lupinus Angustifolius L.) Liipen Cesitlerinin Verim ve Yem
Icerikleri Uzerine bir Arastirm', Ege Univ. Ziraat Fak. Dergisi, 41(3), 89-98,
(2004).

66


http://yabanicicek.com/lupinus-varius.php
http://www.eweb.unex.es/eweb/botanica/herbarium/html/luphis.htm
http://en.wikipedia.org/wiki/File:Illustration_Lupinus_luteus1.jpg

19.

20.

21.

22.

23.

24,

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

Mohamed, A.A.and Duarte P.R., ‘Composition of Lupinus albus’', American
Association of Cereal Chemists.,72 (6), 63-64, (1995).

Hakki, E.S., Yorgancilar, M., Atalay, E., Uyar, S., ve Babaoglu, M. , 'Basit
tekrarli diziler arasi polimorfizm (BTDAP=ISSR) teknigi ile yerli liipen
genotiplerinde (Lupinus albus L.) genetik varyasyonun belirlenmesi’, Bitkisel
Aragtirma Dergisi,2, 1-5, (2007).

Karagiizel, O., 'Farkli Tuz Kaynak ve Konsantrasyonlarinin Giiney Anadolu
Dogal Lupinus varius Tohumlarinin Cimlenme Ozelliklerine Etkisi', Akdeniz
Univesitesi Ziraat Fakiiltesi Dergisi,16(2),211-220, (2003).

Ar'nouche, A. and M.-T. Misset, 'Molecular phylogeny, diversification and
character evolution in Lupinus (Fabaceae) with special attention to
Mediterranean and African lupines', Plant Syst. Evol., 246, 211-222, (2004).
Wiktor, S.1., Wojciech K. S., and Wolko, B.,'Lupinus anatolicus - a new lupin
species of the Old World', Genetic Resources and Crop Evolution,43, 109-
117, (1996).

Camillo, T. M., Pozzobon, M. F., T. M., and Wittmann, M. T., 'Chromosome
Numbers in South American Andean Species of Lupinus (Leguminosaea)’,
Bonplandia, 15(3-4), 113-119, (2006)

Conterato, I.F. and Wittman, M. T. S., 'New chromosome numbers, meiotic
behaviour and pollen fertility in American taxa of Lupinus (Leguminosae):
contributions to taxonomic and evolutionary studies', Botanical Journal of the
Linnean Society, 150, 229-240, (2006).

Kiss, E., and Wink, M., 'Molecular phylogeny and phylogeography of
Lupinus (Leguminosae) inferred from nucleotide sequences of the rbcL gene
and ITS 1 + 2 regions of rDNA' Plant Syst. Evol., 208, 139-167, (2008).
Hillis, D.M., Moritz, C. and Mable, B. K., Molecular Systematics,
Massachusetts: USA: Sunderland, (1996).

Coyne, J.A., Isozymes: Current Topics in Biological Medicine Research,Vol
6, (1982)

Khan, S. and.Spoor, W., 'Use of Molecular and Morphological Markesrs as a
Qulity Control in Plant Tissue Culture', Pakistan Journal of Biological
Sciences, 4(4), 479-482, (2001).

Buth, D.G., 'The Application of Electrophoretic Data in Systematic Studies',
Annu. Rev. Ecol. Syst., 15, 501-522, (1984).

Tamam, A., 'Baz1 Avokado (Persea americana Mill.) Cesitlerinin Morfolojik
ve Molekiiler Karakterizasyonu', Yiiksek lisans tezi, Cukurova Universitesi
Biyoteknoloji Anabilim Dali, Adana, (2008).

Gilsen, O. ve .Mutlu, N., 'Bitki Biliminde Kullanilan Genetik Markirlar ve
Kullanim Alanlar1', Alatarim,4 (2), 27-37, (2005).

Saiki, R.K., Stoffel, S., Scharf, S.J., Hiquchi, R., Horm, G.T., Mullis, K.B.
and Erlich, H.A. , 'Primer Directed Enzymatic Amplification of DNA with a
Thermostable DNA polymerase’, Science, 239, 487-491, (1998).

Owen, J.L. and Michelmore, R.W., 'Single Primer Amplification of Avian
Genomic DNA Detects Polymorphic Loci', Ann. Biotecnol., 2, 107-122,
(1991).

Yu, E., Park, S.J. and Poysa, V., 'Markir-assisted Selection of Common
Beans for Resistance to Common Bacterial Blight: Effiacy and Economics’,
Plant Breeding, 119 411-415, (2000)

Rafalski, J.A. and Tingey, S.V., 'Genetic Diagnostics in Plant Breeding:
RAPDs' Microsatellites and Machines, 9, 275-279, (1993).

67



37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

Tautz, D., 'Hypervariability of Simple Sequences as General Source for
Polymorphic DNA Markirs', Nucleic Acid Researc, 463-6471, 17, (1989).
Akkaya, M.S., Bhagwat, A.A. and Creagan, P.B., 'Length Polymorphism of
Simple Sequence Repeat DNA in Seybea’, Genetics, 132, 1131-1139, (1992).
Cregan, P.B., 'Simple Sequence Repeat DNA Length Polymorphism’, Probe,
2,18-22, (1992).

Schlotterer, C. and Tautz, D., 'Slippage Synthesis of Simple Sequence DNA',
Nucleic Acid Research, 20, 211-215, (1993).

Zietkiewicz, E., Rafalski, A. And Labuda, D., '‘Genome Fingerprinting by
Simple Sequence Repeat (SSR)-anchored Polymerase Chain Reaction
Amplification', Genomics, 1994. 20, 176-183, (1993).

Fang, C.T., Roose, M.L., Krueger, R.R. and Federici, C.T., 'Fingerprinting
trifoliate Orange Germplazm Accessions with Isozymes, RFLPs and inter-
simple sequence repeats', Theo. Appl. Genet., 95, 211-219, (1997).

Paran, I.LA. and Michelmore, R.W., 'Devolopment of Reliable PCR-based
Markirs Linked to Downy Mildew Resistance Genes in Lettuce', Theor. Appl.
Genet, 85, 985-993, (1993).

Konieczyn, A. and Asubel , F.M., 'A Procedure for Mapping Arabidopsis
Mutations Using Co-dominant Ecotype-specific PCR-based Markirs', Plant
J., 4, 403-410, (1993).

Zabeau, M and Vos, P., 'Selective Restriction Fragment Amplification: A
General Method for DNA Fingerprints', European Patent Aplication. Publ.,
(1993)

Ergiil, A., 'Asmalarda (Vitis vinifera L. cvs) Genomik DNA Parmakizi
Analizleri ile Molekiiler Karakterizasyon', Doktora Tezi, Ankara Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii, Ankara, (2000).

Friedrich, M. and Tautz, D., 'Ribosomal DNA phylogeny of the major extant
arthropod classes and the evolution of myriapods', Nature, 376, 165-167,
(1995).

Hwang, M.Y., Yu, H S., Kim, T O,, Yun, H C., Kim, T H., Kong, H H. and
Chung, D., 'Phylogenetic Relationships Among Acanthamoeba spp. Based on
PCR-RFLP Analyses of Mitochondrial Small Subunit rRNA Gene', The
Korean Society for Parasitology, 37(3), 181-188, (1999).

Baldwin, B.G., Sanderson, M. J., Porter, J. M., Wojciechowoski, M. F.,
Campell, C. S.and 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).

White, T.J., Bruns, T., Lee, S. & Taylor, W.J. and Diego., 'Amplification and
direct sequencing of fungal ribosomal RNA genes for phylogenetics. In: PCR
Protocols: A Guide to Methods and Applications', Academic Press, 315-22,
(1990).

Baldwin, B.G., 'Phylogenetic utility of the internal tran- scribed spacers of
nuclear ribosomal DNA in plants: An example from the Composita’, Molec.
Phyloge- netics Evol, 1, 3-16, (1992).

Baldwin, B.G., and Markos, S., 'Phylogenetic 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).

68



54.

55.

56.

57.

58.
59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.
75.

Ozad, A., 'Baz1 Scorzonera L. (Asteraceae) Taksonlarinin nrDNA ITS
Bolgelerinin Karsilastirilmast', Yiiksek lisans tezi, Rize Universitesi Biyoloji
Anabilim Dal1, Rize, (2000).

Maxam A., G.W., 'A new method of sequencing DNA', Proceedingsof the
National Academy of Sciences, 74, 560-564, (1977).

Sanger F. and Coulson A.R., 'DNA sequencing with chain-terminating
inhibitors', Proceedings of the National Academy of Sciences,. 74, 5463-
5467, (1977).

Sambrook, J.F. and Maniatis, T. , Molecular Cloning, a laboratory manual,
New York.: Cold spring harbor laboratory Press, (1989).
http://www.bio.davidson.edu/courses/bio111/seq.html.15.09.2012

Klug, S.W., Cummings, W.R., Concept of Genetics, New Jersey: Prentice
Hall. 745, (1989).

Thompson, J.D., Higgins, D.G, and Gibson, T.J., 'CLUSTALW: Improving
the Sensitivity of Pregressive Multiple Sequence Alignment through
Sequence Weighting, Position Specific Gap Penalties and Weight Matrix
Choic', Nucleic Acid Research, 22, 4673, (1994).

Corpet, F., 'Multiple Sequence Alignment with Hierarchical Clustering’,
Nucleic Acids Res., 16, 10881-10890, (1988).

Hillis, D.M., Moritz, C. and Mable, B. K., Molecular Systematics,
Massachusetts: USA: Sunderland, (1996).

Tez, C., 'Tirkiye' de Yayilis Gosteren Sideritis L. (Lamiaceae) Cinsinin
Empedoclia Seksiyonuna ait Taksonlarin ITS Cekirdek Ribozomal DNA
Dizilerine = Dayali Filogenetik Analizi', Yiiksek lisans tezi, Balikesir
Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Biyoloji Ana Bilim Dali, Balikesir,
(2011).

Freeman S. and Herron, J.C., Evrimsel Analiz, ed. B. Ciplak, Basibiiyiik. H.
H., Karaytug. S. ve Giindiiz. 1., Palme Yaymcilik, (1999)

Mount, D., Chapter 7 Phylogenetic prediction, in Bioinformatics 2001, Cold
Spring Harbor Laboratory Press: Cold Spring Harbor, New York, (1975).
Saitou N. and 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, 6, 514-525, (1989).

Bradley, E., 5. 'The Bootstrap, in The Jackknife, the Bootstrap and Other
Resampling Plans', Journal of Molecular Evolution, 27-36, (1982).

Wolf, M.J., et al., 'TrExML: a maximum-likelihood approach for extensive
tree-space exploration’, Bioinformatics, 16(4), 383-394, (2000).

Felsenstein, J., 'Evolutionary trees from DNA sequences: A maximum
likelihood approach’, Journal of Molecular Evolution, 17(6), 368-376,
(1981).

Mark, E. and David, A., Basic Bayesian Methods. Topics in Biostatistics, ed.
W.T. Ambrosius, Humana Press Inc: Totowa, (2007).

Saitou, N. and M. Nei, 'The neighbor-joining method: a new method for
reconstructing phylogenetic trees', Molecular Biology and Evolution, 4(4),
406-425, (1987).

Michener, C.D. and Sokal, R.R., "A quantitative approach to a problem of
classification', Evolution,. 11, 490-499, (1957).

Treeview, http://taxonomy.zoology.gla.ac.uk/rod/treeview.html.(06.10.2012)
PAUP, [online]http://paup.csit.fsu.edu/.(09.10.2012)

69


http://www.bio.davidson.edu/courses/bio111/seq.html
http://taxonomy.zoology.gla.ac.uk/rod/treeview.html
http://paup.csit.fsu.edu/

76.
77.

78.

80.

81.

82.

MR.Bayes, [online] http://mrbayes.csit.fsu.edu/. (09.10.2012)
Washington,[online]
http://evolution.genetics.washington.edu/phylip.html.(13.11.2012)

Alice M., Stanford, R.H. and Clifford R. Parks, 'Phylogeny and
Biogeography of Juglans (Juglandaceae) Based on mATK and ITS Sequence
Data’, American Journal of Botany, 87/6, 872, (2000).

Doyle, J.J.and Doyle J.L., 'A rapid DNA isolation procedure for small
quantities of fresh leaf tissue', Phytochemical Bulletin, 19, 11-15, (1987).
Drabkova L, and Kirschner,V.C., '‘Comparison of seven DNA extraction and
amplification protocols in historical herbarium specimens of Juncaceae',
Plant Mol. Biol. Rep, 20, 161-175, (2002).

Sanchez-Cota, H.J., Remarchuk, K. and Ubayasena, K. , 'Ready-to-Use DNA
Extracted with a CTAB Method Adapted for Herbarium Specimens and
Mucilaginous Plant Tissue', Plant Molecular Biology Reporter, 24, 161-167,
(2006).

70


http://mrbayes.csit.fsu.edu/
http://evolution.genetics.washington.edu/phylip.html

EKLER

71



7. EKLER

ClustalW’ da hizalanmis Tiirkiye’ de yetisen Lupinus tiirlerinin ve Dis grup
olarak kullanilan Cercis siliquastrum ve Cytisus sp.” nin ITS5A nrDNA dizilerinin

veri matrisi

>Lupinus albus

AACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTGTCGAAGCCTCACAAGCAGTGCGACCCCGTGAATTTGTTTTACTACTCAGGGGTGGCTA
GAGGTGTTTGGCACCTCGGCCCCCCTCGTGTCAGGAGGCGCCACACCCTGTGCGGTCTCCTCCTGGCCTAATAACAAAACCCCGGCGCCGAACGCGL
CAAGGAAATTGAAATCGTTTAGTTCGCCCCCGTCGGCCCGGAGACGGTGCTCGTGCGGGCGGCGTTGCGACACGCTTATCCTAAAGACTCTCGGCAA
CGGATATCTCGGCTCTTGCATCGATGAAGAACGTAGCGAAATGCGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTTGAACGCAA
GTTGCGCCCGAAGCCATTAGGCCGAGGGCACGCCTGCCTGGGTGTTGCACATCGTTGCCCCCGTGCCTTGGCCACGTGCTAGGCACCAAGCGGGGLG
AATGTTGGCTTCCCGTGAGCAATGTCTCACGGTTGGTTGAAAACTGAGTCCGCGGTGGAGGGCGCCGTGATGGATGGTGGCTGAGTTAATGCTCGAG
ACCGATCGTGCGTGTTACCCCCACCAGCTTTGCGACTCTTTGACCCATGGGGGTCTGTTGGCCTCCTAATACGGGAACCTCAGGTCAGGCGGGGCTA
CCCGCTG

>Lupinus albus subsp. graecus

TCGAAGCCTCACAAGCAGTGCGACCCCGTGAATTTGTTTTACTACTCAGGGGTGGCTAGAGGTGTTTGGC
ACCTCGGCCCCCCTCGTGTCAGGAGGCGCCACACCCTGTGCGGTCTCCTCCTGGCCTAATAACAAAACCC
CGGCGCCGAACGCGCCAAGGAAATTGAAATCGTTTAGTTCGCCCCCGTCGGCCCGGAGACGGTGCTCGTG
CGGGCGGCGTTGCGACACGCTTATCCATCGTTGCCCCCGTGCCTTGGCCACGTGCTAGGCACCAAGCGGG
GCGAATGTTGGCTTCCCGTGAGCAATGTCTCACGGTTGGTTGAAAACTGAGTCCGCGGTGGAGGGCGCCG
TGATGGATGGTGGCTGAGTTAATGCTCGAGACCGATCGTGCGTGTTACCCCCACCAGCTTTGCGACTCTT
TGACCCATGGGGGTCTGTTGGCCTCCTAATACGGGAACCTCAGG

>Lupinus anatolicus

CGTAACAAGGTTTCCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTGTCGAAGCCTCACAAGCAGAGCGACCCCGTGAATTTGTTTTACTACTCAGGGGTG
GGCAGAGGTGTTTTGCACCTCGGCCCCCCTCGTGTCAGGAGGCGCCGCAGCCTCTGTGGTCTCCTCCTGGCGTAATAACAAAACCCCGGCGCGGAAC
GCGCCAAGGAAATTGAAATCGTTTAGTTCGCCCCCGTCGGCCCGGAGACGGTGCTCGTGCGGGCGGCGTTGCGACACGCTTATCCTAAAGACTCTCG
GCAACGGATATCTCGGCTCTTGCATCGATGAAGAACGTAGCGAAATGCGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTTGAAC
GCAAGTTGCGCCCGAAGCCATTAGGCCGAGGGCACGCCTGCCTGGGTGTTGCACATCGTTGCCCCCGTGCCTTGGCCACGTTCTTGGCACCAAGCGG
GGCGAATGTTGGCTTCCCGCGAGCAATGTCTCACGGTTGGTTGAAAACTGAGTCCGCGGTGGAGGGGCGCCGTGATGGATGGTGGCTGAGTTAAAGC
TCTAGACCGAACGTGCGTGTCACCCCCACCGGCTCTGCGACTCTTTGACCCATGGGGGTCTGTTGGCCTCCTAATACGGGAACCTCAGGTCAGGCGG
GCTACCCG

>Lupinus angustifolius

AGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTGTCGAAGCCTCACAAGCAGTGCGACCCCGTGAATCTGTTTTACTCCTCAGGGGTGGCTAGAGG
TGTTTGGCACCTCGGTCCCCCTCGTGTCAGGAGGCGCCACACCCTCTGCGGTGTCCTCCTGGCCTAATAACAAAACCCCGGCGCGGAACGCGCCAAG
GAAATTGAAATCGTTTAGTTCGCCCCCGTCGGCCCGGAGACGGTGCTCGTGCGGGCGGCGTTGCGACACGCTTATCCTAAAGACTCTCGGCAACGGA
TATCTCGGCTCTTGCATCGATGAAGAACGTAGCGAAATGCGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTTGAACGCAAGTTG
CGCCCGAAGCCATTAGGCCGAGGGCACGCCTGCCTGGGTGTTGCACATCGTTGCCCCGTGCCTTGGCCACGTGCTAGGCACCAAGCGGGGCGAATGT
TGGCTTCCCGCGAGCAATGTCTCACGGTTGGTTGAAAACTGACTCCGCGGTGGAGGGCGCCGTGATGGATGGTGGCTGAGCTAAAGCTCGAGACCGA
TCGTGCGTGTCACCCCCACCAGCTTTGCGACTCTTTGACCCATGGGGGTCTGTTGGCCTCCTAATACGGGAACCTCAGGTCAGGCGGGGCTAC

>Lupinus angustifolus subsp. reticulatus

TCGAAGCCTCACAAGCAGTGCGACCCCGTGAATCTGTTTTACTCCTCAGGGGTGGCTAGAGGTGTTCGGC
ACCTCGGTCCCCCTCGTGTCAGGAGGCGCCACACCCTCTGCGGTGTCCTCCTGGCCTAATAACAAAACCC
CGGCGCGGAACGCGCCAAGGAAATTGAAATCGTTTAGTTCGCCCCCGTCGGCCCGGAGACGGTGCTCGTG
CGGGCGGCGTTGCGACACGCTTATCCATCGTTGCCCCGTGCCTTGGCCACGTGCTAGGCACCAAGCGGGG
CGAATGTTGGCTTCCCGCGAGCAATGTCTCACGGTTGGTTGAAAACTGAGTCCGCGGTGGAGGGCGCCGT
GATGGATGGTGGCTGAGCTAAAGCTCGAGACCGATCGTGCGTGTCACCCCCACCAGCTTTGCGACTCTTT
GACCCATGGGGGTCTGTTGGCCTCCTAATACGGGAACCTCAGG

>Lupinus varius
CAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTGTCGAAGCCTCACAAGCAGAGCGACCCCGTGAATTTGTTTTACTACTCAGGGGTGGGCAGA
GGTGTTTTGCACCTCGGCCCCCCTCGTGTCAGGAGGCGCCGCAGCCTCTGTGGTCTCCTCCTGGCGTAATAACAAAACCCCGGCGCGGAACGCGCCA

AGGAAATTGAAATCGTTTAGTTCGCCCCCGTCGGCCCGGAGACGGTGCTCGTGCGGGCGGCGTTGCGACACGCTTATCCTAAAGACTCTCGGCAACG
GATATCTCGGCTCTTGCATCGATGAAGAACGTAGCGAAATGCGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTTGAACGCAAGT
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TGCGCCCGAAGCCATTAGGCCGAGGGCACGCCTGCCTGGGTGTTGCACATCGTTGCCCCCGTGCCTTGGCCACGTGCTAGGCACCAAGCGGGGCGAA
TGTTGGCTTCCCGCGAGCAATGTCTCACGGTTGGTTGAAAACTGAGTCCGCGGTGGAGGGGCGCCGTGATGGATGGTGGCTGAGTTAAAGCTCTAGA
CCGAACGTGCGTGTCACCCCCACCAGCTCTGCGACTCTTTGACCCATGGGGGTCTGTTGGCCTCCTAATACGGGAACCTCAGGTCAGGCGGGGCTAC
CCGCTGA

>Lupinus luteus

ACTGAGGTTCATTAGGAGGCCAACAGACCCCCATGGGTCAAAGAGTCGCAAAGCTGGTGGGGGTGACACGCACGACCGGTCTCGAGCTTTAGCTCAG
CCACCATCCATCACGGCGCCCTCCACCGCGGACTCAGTTTTCAACCAACCGTGAGACATTGCTCCCGGGAAGCCAACATTCGCCCCGCTTCGTGCCT
GGCACGTGGCCAAGGCACGGGGGCAACGATGTGCAACACCCAGGCAGGCGTGCCCTCGGCCTAATGGCTTCGGGCGCAACTTGCGTTCAAAGACTCG
ATGGTTCACGGGATTCTGCAATTCACACCAAGTATCGCATTTCGCTACGTTCTTCATCGATGCAAGAGCCGAGATATCCGTTGCCGAGAGA

>Lupinus micranthus

AGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTGTCGAAGCCTCACAAGCAGAGCGACCCCGTGAATTTGTTTTACTACTCAGGGGTGGGCAGAGGTGTTTTGCAC
CTCGGCCCCCCTCGTGTCAGGAGGCGCCGCAGCCTCTGTGGTCTCCTCCTGGCGTAATAACAAAACCCCGGCGCGGAACGCGCCAAGGAAATTGAAA
TCGTTTAGTTCGCCCCCGTCGGCCCGGAGACGGTGCTCGTGCGGGCGGCGTTGCGACACGCTTATCCTAAAGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCT
CTTGCATCGATGAAGAACGTAGCGAAATGCGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTTGAACGCAAGTTGCGCCCGAAGC
CATTAGGCCGAGGGCACGCCTGCCTGGGTGTTGCACATCGTTGCCCCCGTGCCTTGGCCACGTTCTTGGCACCAAGCGGGGCGAATGTTGGCTTCCC
GCGAGCAATGTCTCACGGTTGGTTGAAAACTGAGTCCGCGGTGGAGGGGCGCCGTGATGGATGGTGGCTGAGTTAAAGCTCTAGACCGAACGTGCGT
GTCACCCCCACCGGCTCTGCGACTCTTTGACCCATGGGGGTCTGTTGGCCTCCTAATACGGGAACCTCAGGTCAGG

>Lupinus Hispanicus

TCGAAGCCTCACAAGCAGTGCGACCCCGTGAATCTGTTTTACTACTCAGGGGTGGCTAGAGGTGTTTGGC
ACCGCGGTCCCCCTCGTGTCAGGAGGCGCCACACCCTCTGCGGTGTCCTCCTGGCCTAATAACAAAACCC
CGGCGCCGAACGCGCCAAGGAAATTGAAATCGTTTAGTTCGCCCCCGCCGGCCCGGAGACGGTGCTCGTG
CGGGCGGCGTTGCGACACGCTTATCCTAAAGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCTTGCATCGATGAA
GAACGTAGCGAAATGCGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTTGAACGCAAG
TTGCGCCCGAAGCCATTAGGCCGAGGGCACGCCTGCCTGGGTGTTGCACATCGTCGCCCCCGTGCCTTGG
CCACGTGCCAGGCACCAAGCGGGGCGAATGTTGGCTTCCCGGGAGCAATGTCTCACGGTTGGTTGAAAAC
TGAGTCCGCGGTGGAGGGCGCCGTGATGGATGGTGGCTGAGCTAAAGCTCGAGACCGATCGTGCGTGTCA
CCCCCACCAGCTTTGCGACTCTTTGACCCATGGGGGTCTGTTGGCCTCCTAATACGGGAACCTCAGG

>Cercis siliquastrum

AGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTGTCGAGACCTCACAAACAGCACGACCCGCGAATCTGTTTATGATATTGGGTGGCGGAGGGCAC
ATTCTGTCCCGAGCCCCCCACGTCTGGATGGGACACAGCAGGCCTTGCCTGTGCGTGCTCGTCCCGGCAAACAACGAAACCCCGGCGCCAGTCGCGL
CAAGGAACTCTAACATAACAGCGTGCCCCTGTCGGCCCGGGAACGGTGCCCTACAGGGTGCGTCGCGACATTTGTATCCAAAACGACTCTCGGCAAC
GGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCGAAATGCGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTTGAACGCAAG
TTGCGCCCGAAGCCATTAGGCCGAGGGCACGTCTGCCTGGGTGTCAAACATCGTTGCCCAAACACAATGTCCTTCTCCGGGCATCATGTGAAGGGCG
GATGCTGGCCTCCCGTGAGCAGGCCTCGCGGTTGGCCCAAATGCGAGTCCACGGTGGCGAGCACCACGACGCACGGTGGTTGAGTAACGCTCGAAGC
CAGTCCTGCGTGTCTCGTCCCAATACACGGCTCCTTGACCCTCTTGCATCCCACGGATGCTCCAACGCGACCCCAGGTCAGGGGGGCTACCGCTGA

>Cytisus sp

TTTTCTTACACAGCTAAGTGATACGGCGACGTGACTGAGGTTCCGGTCTTGGGCGGCCAACGACCCCCATGGGTCACAGAGTCGCAAATCTGGTGGG
GGTGACACGCACGATCGGTCTCGAGCTTTAACTCAGCCACCATCCATCACGGCGCCCTCCACCACGGACTCACTTTTCAACCAACCGTGAGACGCTG
CTCGCGGGAAGCCAACATTCGCCCCACTTGGTGCCTAACACGTGGCCAGGGCACTGGGGCAACGATGTGCAACACCCAGGCAGGCGTGCCCTCAGCC
TAATGGCTTTGGGCGCAACTTGCGTTCAAAGACTCGATGGTTCACGGGATTCTGCAATTCACACCAAGTATCGCATTTCGCTACGTTCTTCATCGAT
GCAAGAGCCGAGATATCCGTTGCCGAGAGTCTTTCGGATACGCGTGTCGCAACGCCGCCCGTACGGTCACCGTCTCCGGGCCGACGAGGGCGCACTA
AACGATTTCATTTTCCTTGGCGCGTTCGGCGCCGGGGTTTTGTTATTGGGCCAGGAGGAGACCACACAAGGTGGGCGCCTCCCGACACGAGGGGGAC
CAGGGTGCCGAACACCTCTGGCCACCCCCCGAGTAGTCAAACATATTCACAGGGTCGCACTGCTTGTGAGGCTTCGACAATGATCCTTCCGCAGGTT
CACCTACGGAAACCTTGTTACGACTTCTCCTACCTCTAAATGATAAGGGTCTAAAAATATTAATTATGAGGAAAGATGGTTGTT
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