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Lactuca L. cinsi Asteraceae familyasinda yer almakta olup bu familya
tohumlu bitkilerin en zengin familyalarindan biridir. Cogu otsu, az bir kismi ¢ali
veya agaglardir. Diinyada 1500 cins ve 23000 civarinda tiirle temsil edilen
kozmopolit bir familyadir. Tiirkiye’de yaklasik 138 cins ve bunlara ait 1300°den
fazla tiir bulunmaktadir.Lactuca L. cinsinin Tiirkiye’deki takson sayisi Tiirkiye
Florasi'na gore 8 olup, son diizenlemelere gore ise 33 takson olarak yer
almaktadir.

Bu c¢alisma ile Tiirkiye’de yetisen bazi Lactuca tiirlerinin (sensu stricto)
molekiiler sistematik yaklasimlar kullanilarak filogenileri ortaya konmustur.
Boylece bazi Lactuca taksonlari tizerinde morfolojik karakterlerle ortaya
konulmus sistematik bilgilerin DNA dizisi verilerince de desteklenip
desteklenmedigine bakilmistir. Caliglan bitki 6rneklerinin  her birinin ITS
ve frnL-F bolgelerine ait DNA dizileri Maksimum Parsimoni (MP) kriteri altinda
Dallandir-Bagla-Analizi (Branch-and-Bound) ile yapilmistir. Sonrasinda mutlak
uyumluluk agaglari olusturularak Bootstrap analizi yapilmistir. Genetik uzakhik
agaclar1 ise UPGMA ve NI analizleriyle elde edilmistir. ITS bdlgesine gore
olusturulan agaglarm, frnlL-F bdlgelerine gore olusturulan agaglardan sistematik
acidan daha kullanishh oldugu ortaya ¢ikmustir. Dis gurup olarak segilen
taksonlardan Hieracium’a gore Inula taksonlarinin Lactuca cinsine daha yakin bir
iliski gosterdigi ve i¢ guruplardan da L. undulata ve L. tuberosa nin diger i¢gurup
elemanlarindan % de 100 liikk bir Bootstrap destegiyle ayrildigi gériilmiistiir.

ANAHTAR KELIMELER: Lactuca, ITS/trnL-F, Filogenetik, Sistematik




ABSTRACT

MOLECULAR SYSTEMATIC ANALYSIS OF SOME LACTUCA L.
(ASTERACEAE) TAXA DISTRIBUTED IN TURKEY
MSC THESIS
VEYSEL UZUN
BALIKESIR UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE

BIOLOGY

(SUPERVISOR:ASSIST. PROF.DR. FATIH COSKUN)
BALIKESIR, JUNE 2014

The genus Lactuca belongs to the Family Asteraceae which is one of the
richest families of the flowering plants. Mostly herbs and few of them are woody
bushes or trees. The Asteraceae is a cosmopolitan family represented with 1500
genera and 23000 species.

In Turkey, there are more than 1300 species belonging to approximately
138 genera. The number of the taxa for the genus Lactuca in Turkey is eight based
on the Flora of Turkey and East Aegean Islands; however, it is 33 taxa based on
the recent regulations in the litearature. In this study, phylogenies of the taxa
belonging to the genus Lactuca living in Turkey were investigated using
molecular systematic approaches. Thus molecular data was searched whether it is
supporting the morphological data used for the systematics of some Lactuca taxa.
ITS nr and #rnlL-F DNA sequences of each plant sample studied were analyzed
under parsimony criterion using Branch-and-Bound algorithm first. Then the strict
consensus trees were obtained and the Bootstrap analysis was performed under
Maksimum Parsimony (MP) criterion. Genetic distance trees were obtained via
UPGMA and NJ search strategies. Phylogenetic trees based on ITS region were
found to be more useful than phylogenetic trees based on #rnL-F regions. Inula
taxa which are chosen as one of the outgroup taxa were found to be showing
closer relationship to the genus Lactuca comparing to the Hieracium taxa and L.
undulata with L. tuberosa were observed to be distant from the other ingroup taxa
with 100% Bootstrap support.

KEY WORDS: Lactuca, ITS/trnL-F, Phylogenetic, Systematic
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1. GIRIS

Tiirkiye ¢ok zengin bir floraya sahiptir. Tiirkiye’nin ¢ok zengin bir floraya
sahip olmasinda Tiirkiye’nin cografi konumu, cesitli iklimsel faktdrlerin etkisi,
topografik ve jeolojik yapisi ve degisik toprak tiplerinin bulunmast etkilidir. Tiirkiye,
Iran-Turan, Akdeniz ve Avrupa-Sibirya gibi ti¢ ayri fitocografik bolgenin birlestigi
bir yerde bulunmaktadir. Anadolu’ya dogudan Iran-Turan, giineyden Akdeniz ve
kuzeyden Avrupa-Sibirya elementlerinin girerek populasyonlar olusturmalar1 bu

zenginligin baslica nedeni olmustur (Davis ef al.,1982).

Tiirkiye, endemik bitkiler bakimindan diinyanin en zengin iilkeleri arasinda
yer almaktadir. Tiirkiye, Avrupa iilkelerinin toplam yiizél¢limii alaninin onbeste biri
kadar bir alana sahiptir. Buna karsin, Avrupa’da toplam 12000 adet egrelti ve
tohumlu bitkinin 2750 adeti endemik iken, iilkemizde yer alan 12000 bitki tiiriiniin
3000°den fazlasi endemik olup, diinyanin baska hicbir yerinde yetismemektedir
(Ozhatay ve Kiiltiir, 2005).

Endemik bitki tiirleri agisindan Tiirkiye’nin en zengin familyas1 Asteraceae
(Compositae)’dir. Ayrica Asteraceae (Compositae) familyasi endemik olmayan
tiirlerce de zengindir (Erik veTarikahya 2004). Familya iiyeleri diinyada genis yayilis
gostermektedir. Ozellikle Akdeniz Bolgesi, Meksika ve Giiney Afrika gibi tropik ve
subtropik yar1 kurak bolgelerde, Afrika, Giiney Amerika ve Avustralya'nin ormanlik
bolgelerinde, kirlarda ve ¢ali formasyonlarinda temsil edilmektedir (Heywood,1978).

ITS ve trnL-f bolgeleri, bitkilerdeki molekiiler sistematik ¢alismalarda son
yillarda ¢ok sik kullanilan bir bolgedir. ITS bélgeleri ile yapilan calismalarda
taksonlarin ntDNA ITS bélgeleri PCR yontemleri ile ¢ogaltilip, baz polimorfizmine
bakilarak taksonlar arasindaki filogenetik iliskiler belirlenebilmektedir. trnL-F
bolgesi ile yapilan ¢alismalarda ise cpDNA #rnl-F bolgesi ise aym sekilde PCR
yontemi ile ¢ogaltilip baz polimorfizimine bakilarak yine filogenetik iliskiler

belirlenebilmektedir.




1.1  Asteraceae Familyasinin Morfolojik Ozellikleri

Compositae, tek yillik ve ¢ok yillik otsular veya bazen ¢ali seklinde olan
bazilar1 latisifer (= siit borular1) igeren entomofil (= entomogam ) bitkilerdir.
Yapraklar1 alternat veya bazen karsilikli, stipulsuz, tam kenarli, degisik sekillerde
pargal1 olup, nadiren hepsi tabandadir. Cigek birimleri (kapitula), ¢ok sayida ¢igekten
olusmaktadir. Nadiren tek ¢iceklidir. Cigekler sapsizdir ve ¢ok sirali fillariler
(brakteler) den olusan koruyucu bir involukrum sarili kapitulumda toplanmistir
(Segmen vd., 1998; Dogan ve Sorkun, 1999). Cigekler ya erdisi ya da tek eseyli,
aktinomorf veya zigomorftur. Cigeklerde kaliks, papus bi¢iminde olabilecegi gibi
halka veya pul bi¢iminde de olabilmektedir. Bazen ise ¢igeklerde kaliks
bulunmamaktadir. Ovaryum alt durumlu (inferior), iki karpelden meydana gelmis
tek oviillii, meyve tipi akendir, tepesinde bazen bir papus, bazen kaliks artig
bulunur. Familya bitkilerin ¢ogu Compositae tipi salgi tliyii ve ortii tiiyleri tasir

[Tanker vd., 1998).

1.2 Lactuca L. Cinsinin Morfolojik Ozellikleri

Tek veya iki yillik bir bitki olup ¢ok dallanir ve 25 — 150 cm
boylanabilmektedir. Govde genellikle beyazimtirak, yesil, dik ve siit igerir. Yapraklar
uzun, hafif pargalidir. Yapraklarin arka damari ve gévde iizerinde dikenimsi tiiyler
vardir. Yapraklar govdeden sapsiz olarak ¢ikar. Cigek tablasi kiigiiktiir ve agik sar1 7-
15 ¢igekten olugsmustur. Temmuz - eyliil aylarinda ¢igek agar. Tohumlar eliptik
sekilli grimsi-siyah renkli, parlak, 3 - 4 mm uzunlukta, 0,9 - 1,5 mm genislikte ve 0,4
- 0,5 mm kalinhktadir. Tohumun alt kismi dar ayrica yan yiizlerde ¢ok sayida

uzunlamasina ¢izgi bulunur. Pappuslart beyaz ve narindir.
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1.3 Lactuca L. Cinsinin Sistematikteki Yeri

Regnum: Plantae
Divisio: Spermatophyta
Classis: Magnalopsida
Ordo: Asterales
Familia: Asteraceae

Genus: Lactuca

1.4  Molekiiler Filogenetik

Son yillarda bitkilerin tanimlanmasinda morfolojik karakterlerin yani sira
molekiiler verilerin de kullanilmasi hiz kazanmistir (Mummenhoff vd.,1997; Liu
vd.,2002; Graham ve Olmstead., 2000) Yiiksek yapili bitkiler ¢ekirdek genomu ve
organel genomuna (kloroplast ve mitokondri) sahiptirler. Cekirdek genomu lineer
yapidadir ve eseyli kalitimlanir. Fakat kloroplast ve mitokondri genomlar1 genellikle
anasal kalitimlanir ancak babasal olarak ve iki ebeveynden de kalitlandigi rapor

edilmis olup halkasal yapidadir.

Molekiiler sistematik ¢alismalarda hem gekirdege ait hem de organellere ait
genom veri kaynag olarak kullanilabilmektedir. Mitokondri DNA’s1 oldukca
degisken bir yapr gosterir. Bu nedenle bitki sistematiginde daha ¢ok cekirdek
genomundaki ve kloroplast genomundaki 6zel bslgeler kullanilir. Molekiiler veriler
dnceden bilinen klasik taksomik yontemlerle tam olarak aydinlatilamayan sistematik
problemleri etkin bir sekilde ¢ozmektedir. Bu amacgla kullanilan molekiiler
yontemlerden birisi de ntDNA bélgesi iizerinde bulunan ITS bélgeleri’dir (Baldwin
ve Markos., 1999). Bu bdlge sistematik ¢alismalarda son yillarda siklikla kullanilan
bir bélge haline gelmistir (Froslev vd., 2005 ; Fior vd., 2006). Bu tiir ¢calismalarda,
taksonlarin nrtDNA ITS bolgeleri ¢ogaltilip baz polimorfizmine bakilarak taksonlar

arasindaki filogenetik iliskiler belirlenmektedir.
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1.4.1 Molekiiler Filogenide Kullanilan DNA Cesitleri

1.4.1.1 Kloroplast Genomu

Kloroplast DNA’s1 (cpDNA), mtDNA gibi kapali, halkasal bir molekiildiir.
cpDNA da yar1 korunumlu olarak kendini esler ve anne tarafindan kalitilir. Cigekli
bitkilerin kloroplast genomu 120-217 kilobaz uzunlugunda yiiksek derecede
korunmustur. Cok fazla kodlanmayan bélge igermedigi i¢in niiklear genoma gére ¢ok
daha yavas hizla evrimlesir (Soltis vd., 1997; Pillay ve Mazzella .,1997). Bir ¢ok
tiirde genom kiigiik ve biiyiik essiz dizi bolgeleri igerir ve bunlar bir ¢ift ters tekrarla
birbirinden ayrilir (Doebley ve Blanton ., 1987). Bitki filogenetik ¢alismalarinda
kloroplastin kullanilmasinin sebeplerini ise su sekilde siralayabiliriz: ¢cpDNA’sinin
yapisal kararliligi, haploid (n) olmasi, genelde uniperantal aktarilmasi, rekombinant

olmamasidir (Small vd., 2004).

Arabidopsis thatiana

Lioraplast DNA
154,312 bp

Sekil 1.1 :Kloroplast genomu

1.4.1.2 Cekirdek Genomu

Cekirdek genomunun biiyiikliigii organizmalar arasinda gesitlilik gosterir. Bu
cesitliligin kaynag ise genlerde meydana gelen; duplikasyon, delesyon, poliploidi ve
mutasyonlardir. Genetik siirliklenmede c¢esitlilige sebep olan diger faktérlerdendir.

Bu durum, ¢ekirdek genomunun filogenetik anlamda bilgi verebilecegini gosterir.
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Kromozom sayis1 ve karyotipteki varyasyonlar bitkilerin gelisiminin incelenmesi

agisindan olduk¢a 6nemli verilerdir (Zhang ve Sang ., 1999).

1.42 ITS (i¢ Transkribe Alanlar) nrDNA Bélgesi

Bazi nedenlerden dolay1 bitki tiirlerinin dogal ortamlarinda tanima ve teshis
edilmesinde bir takim gii¢liikkler yasanmaktadir. Teshis anahtarlarinda kullanilan
fenetik karakterler bazen ayirt edici olmayabilir. Yapilan birgok arastirmada bazi
bitkilerin teshisinin yanlis oldugu ortaya ¢ikarilmistir. Molekiiler sistematik alaninda
yapilan ¢alismalar ile tlire 6zgli gen bolgelerinin bulunmast ile bitki tiirlerinin teshis
edilmesi kolaylasmistir. Bu neden ile rDNA'nin ITS bolgeleri, bitki molekiiler
sistematik ¢alismalarda stirekli bagvurulan ydntem olmustur (Baldwin vd., 1995).
Cekirdege ait olan DNA pargasi ITS bolgesi, kodlanmayan iki degisken bdlgeden
olugsmaktadir. ITS-1 ve ITS-2 adi verilen bogluklar 18S, 5,8S ve 26S korunmus
bolgeler arasinda bulunmaktadir. ITS-1 bolgesi, kiigiik alt birim (SSU) ile 5,8S alt
birimi arasinda, ITS-2 bolgesi, biiyik alt birim (LSU) ile 5,8S arasinda yer
almaktadir. ITS-1 ve ITS-2 yaklagik 300 b¢ uzunlugundadir. 5,8S alt {initesi ise 164
b¢ uzunlugundadir (Baldwin, 1992). ITS bdlgesinin her iki tarafinda korunmus

diziler mevcuttur. Bu nedenle evrensel primer olarak nitelendirilmektedirler.

TS %
TS &

TS 3
75 4 s 2
I8 srRNA 5.8s 26 sr RANA
. e 4 o
i 1752 I s 4
i

ITS region

Sekil 1.2 :ITS bolgelerinin gésterimi (White vd.,1990)

ITS bolgeleri, niiklear ribozomal RNA’larin (nrRNAs) islevlerinin
diizenlenmesinde belirgin bir role sahiplerdir. ITS-1’in (18S-5.8S) belirli
bolgelerinde meydana gelen delesyonlar, rRNA’larin kiigiik ve biiyiik alt tinitelerinin
olgunlagsmasini engelledigi belirlenmigken, ITS-2 (5.8S -26S) bolgesindeki belirli

delesyonlar ve nokta mutasyonlar1 rRNA’nin biiyiik alt tnitesinin gelismesini




engelledigi g6zlenmistir. Bu durum, bu bolgelerin her ne kadar translasyona
ugramasa bile rRNA’lar i¢in 6nemli bir bdlge oldugunun kaniti olup rRNAlarin

yapisina katildigint gostermektedir (Baldwin, 1995).

1.4.2.1 ITS Bolgesinin Genel Ozellikleri

1-) Filogenetik analiz i¢in uygun bir biiyiikliige sahip olmasi (600-700bg). Bu
primerlerin modifiye edilmis formlar1 kullanilarak bdlge istenildigi sekilde

cogaltilabilmektedir.

2-) Genomik DNA iizerinde yliksek kopyaya sahiptirler. Bu bolgelerin korunmus
rDNA gen bdlgelerine gore daha fazla degiskenlik gosterdigi bulunmustur.

3-) Korunmus bdlgeler arasinda bulunmasi sebebiyle ITS bélgesinin ¢ogaltilmasi ve

dizilenmesi i¢in evrensel bir primer olarak kullanildig: tespit edilmistir.

4-) ITS1 ve ITS2 bolgelerinin filogenetik agidan sunduklari veriler degisik
diizeydedir. Bu bolgelere bagli analizlerde ITS1 verileri, daha fazla filogenetik
¢oziim sunmakta olup, niikleotid igerigi ITS2'ye gore yaklasik %29 oraninda daha
degiskendir.

5-) Cins ve tiir seviyesindeki filogenetik analizlerde DNA igerikleri, agiklayici

veriler sunmaktadir.
6-) rDNA'nin olgun 18S, 5,8S ve 28Salt birimlerinin olusumunda gorev almaktadir.

7-) Okaryotik organizmalarda 5,8S gen bolgesi, ¢ogunlukla ITS bolgeleri ile birlikte
analiz edilmektedir (Baldwin, 1995; Cebi Kiligoglu ve Ozkog, 2008).

1.4.2.2 ITS Bolgesinin Filogenetikte Kullanimi

1-) ITS bolgeleri filogenetik analizlerde fazla tercih edilmektedir. Bunun sebebi

filogenetik analizler i¢in yeterli bir biiyiikliige sahiptir.




2-) Cins ve tiir igi seviyelerde ileri derecede korunmus rDNA bdlgelerine komsu

olarak bulunmaktadir.

3-) DNA degerlendirmelerinde bir ¢ok gruplarda ITS dizilerinin, cpDNA baz

dizinlerinden ¢ok fazla degisken oldugu tespit edilmistir.

4-) rDNA tekrarlarinin yiiksek kopya sayisi nedeniyle kiigiik ebatta olan ITS
bolgeleri PCR ile ¢ogaltmak olduk¢a kolaydir. Bu durum ITS bolgelerinin tercih

edilmesini gekici kilmigtir.

5-) ITS bolgelerinin, hibrit taksonlara ydnelik filogenetik ¢aligmalarda kullanilmasi
uygun degildir. Bunun nedeni, hibritlerden elde edilecek ITS bdlgesi dizisinin hangi
atasal genomdan ¢ogaltildiginin bilinmemesi, giivenilir olmayan sonuglara neden

olacaktir (Baldvin, 1995).

1.4.2.3 rDNA ve ITS Bolgeleri Arasmdaki Iliski

ITS (internal transcribed spacers) bdliimleri cins ve tiir diizeyinde yapilacak
filogenetik bir ¢alisma i¢in en giivenilir metotlardandir. Bu nedenle ribozomal DNA
internal transcribed spacers (rDNA ITS) bitki sistematigi ve tanimlamada sahip
olduklar1 genomik bd&liimlerin islerligi ile paralel olarak siklikla kullanilmaktadir.
Kullanimdaki avantaji ribozomal DNA" nin yiiksek diizeyde konservatif genlere
sahip olmasi ve ITS bélumleri arasinda konumlanmasidir. ITS1 ve ITS2 bolgeleri
ribozomal transkripsiyon iirlintiniin bir par¢asi olmasina karsin olgun ribozomal alt

birimlerinin yapisina dahil edilmezler (Baldvin, 1992).

Genomik DNA iizerindeki rDNA bdlgeleri, coklu gen yapilarindan olusur ve
ardigik siralanmis tekrarli diziler seklindedir. rDNA tekrarlari; genomik DNA® nin
NOR (Niikleolar Organizer Region) bdlgelerinde yerlesmis durumdadir ve 18S
kiigiik alt birim, 5.8S ve 28S biiylik alt birim rDNA" lar1 kodlayan genlerden
olugmaktadir. ITS bolgeleri, genomik DNA iizerindeki bu rDNA tekrarlar1 iginde
yerlesmistir. Bu bdolgeler, rDNA" nin alt birimleri ile transkribe edilmektedir ve
korunmus bolgeleri (18S, 5.8S ve 28S) birbirinden ayiran iki kisimdan (ITSI ve
ITS2) olusmaktadir (Baldwin, 1995). Bu ITS bélgeleri, rDNA gen bélgelerine




baglanabilen evrensel primerler kullanilarak PCR c¢aligsmalariyla kolaylikla elde
edilebilmektedir. Bunun i¢in kullanilan evrensel ITS (ITS2, ITS3, ITS4 ve ITS5)

primerlerinin rDNA iizerindeki baglanma bolgeleri sekil 1.42 de gosterilmistir.

major rRMNA transcript 53 RN& gene
R BT
/'C, = = = = —'_--—//
Internal lntergenicl N &
transcribed spacer (1GS) 33
spacer (ITS) regions -
regiong - %
¥ 1 rDN & repeatunit e
EcoRl EcaRl Bdll =y
| | IGS 1 IGs2
S = e W e e v et e it -
SSU(18S) RNA 585 LSU (26-26%) RNA 55
RNA RNA

Sekil 1.3 : DNA iizerindeki ITS bélgeleri (Baldwin, 1995).

ITS-I’in (18S-5.8S) belirli bolgelerinde meydana gelen delesyonlar,
rRNA’larin  kiigik ve biiyiik alt Unitelerinin olgunlagsmasini  engelledigi
belirlenmisken, ITS-2 (5.8S -26S) bolgesindeki belirli delesyonlar ve nokta
mutasyonlar1 rRNA’nin biiyiik alt {initesinin gelismesini engelledigi gdzlenmistir. Bu
durum, bu bdlgelerin her ne kadar translasyona ugramasa bile rRNA’lar i¢in 6nemli

bir bélge oldugunun kanitidir (Baldvin, 1995).

1.4.2.4 rDNA Bolgeleri

1.4.2.4.1 Kiiciik Alt Birim rDNA (18S)

Kiigiik alt birim rDNA" s1 yiiksek derecede korunmus bir bolgedir. Alem,
sube ve smif seviyesindeki filogenetik calismalarin yeniden insaasi igin siklikla
kullanilmaktadir (Baldwin, 1992). Kiigiik alt birim rDNA baz siralari, fungal soylarin

sistematiginde, Angiospermlerin sistematiginde ve hayvanlarin sistematiginde farkli




taksonomik seviyelerde filogeninin yeniden insaasinda kullanilmaktadir (Freeman

vd., 1999).

1.4.2.4.2 5.8 SrDNA

5.85 rDNA tekrar birimleri iginde en kiigiik uzunluga sahip olanidir.
Niikleotit igerigi ileri derecede korunmus olan 5.8S rDNA biiyiik alt birimin bir
pargasidir. Bu bdlgenin baz uzunlugu (163-164 bp) yeterince uzun olmadigindan
filogenetik ¢aliGmalarda tek basma kullanilmamaktadir. Bu nedenle filogenetik

analizlerde, ITS bolgeleriyle birlikte degerlendirilmektedir (Freeman vd., 1999).

1.4.2.4.3 Biiyiik Alt Birim rDNA (28S)

Biiyiik alt birim rDNA, kiigiik alt birim rDNA" ya gére daha uzundur ve baz
icerifi agisindan daha fazla varyasyon gostermektedir. rDNA genlerinin gosterdigi
varyasyonlar akraba tiirlerin teshisinde yeterli bilgi sunmamaktadir. Bu nedenle
IDNA genlerinin gdsterdigi varyasyonlardan, familya ve daha yukari seviyelerde
faydalanilmaktadir (Baldwin., 1992).rDNA tekrarlarinin ITS ve IGS bolgeleri,
yiiksek oranda varyasyon gosterdiginden cinsler arasinda, tiir seviyesinde ve
populasyon  galismalarinda  karsilagilan  taksonomik  problemleri ¢dzmede
kullanilmaktadir. Ancak IGS (4-5kb) bélgelerinin ITS bolgelerine gore daha uzun
pargalara sahip olmasi ve dizi analizindeki zorluk nedeniyle, filogenetik ¢alismalarda

¢ogunlukla ITS bolgeleri kullanilmaktadir (Freeman vd., 1999).

1.4.3 trnL-F Bolgesi

DNA temelli kladistik analizler, morfolojik olarak ¢oziilemeyen tiirlerin
siniflandirilmasina yardim etmektedir (Fior vd., 2006). Kloroplast DNA (cpDNA)
dizi varyateleri, genis olgiide angiosperm ve diger bitkiler arasinda interspesifik
akrabaliklart  arastirmaktadirBu sebep ile filogenetik  degerlendirmede

kullanilmaktadir. Ancak bu molekiillerin diisiik oranda evrimsel orani intraspesifik
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derecede smurlayicidir (Taberlet vd., 1991; Tirktas vd., 2012). Kodlamayan
bolgelerden biri; cpDNA pargalaridir, en genis kullanimiyla familya altinda
filogenetik akrabalik adresi olmalarindan dolayi, t-RNA (¢rnT-trnF) bdlgesi yaygin

olarak ¢alisilir.

tmL intron tmL-F spacer
trnL 5 exon trl. 3 exon trF exon
oF ale

trolF_intFOR E trnLF_intREV F

Sekil 1.4 :trnL-F bolgesi (Pirie vd., 2007;Yang and Pak, 2006).

Genler arasi bosluk #rnL. (UAA) 3'ekzonu ve trnF (GAA) geni arasinda yer
almaktadir (Taberlat vd., 1991; Gielly ve Taberlat 1996; Gielly ve Taberlat 1994; Liu
vd., 2005). trnL geni iki korunmus ekzon igerir. Bunlar bir grup intron tarafindan
boliinmiistiir.Bu bolge, yiiksek oranda yerdegistirme oranina sahiptir.Bu sebep ile
tirler arasi filogenetik analizlerde kullanilmaktadir (Yang and Pak., 2006). Bu
bolgenin rbcL'e gore evrimsel hiz1 yaklagik 3 kat daha fazladir. Bu bolgeler kolay bir
sekilde cogaltilip dizilenmektedir (Taberlet vd., 1991). Monokotil ve dikotillerde
trnlL-trnF  bdlgesinin niikleotid sayist hemen hemen 120-350 bp arasinda

degismektedir.

1.4.4 Molekiiler Sistematikte Kullanilan Yontemler
1.4.4.1 RFLP ( Restriction Fragment Length Polymorphism)

Hibridizasyona dayali ilk molekiiler belirte¢lerdendir (Saiki vd., 1998 ;
Angiolillo vd., 1999; Amane vd., 1999). Dokulardan izole edilen gDNA’nin niikleik
asit diziliglerini tantyan restriksiyon enzimlerince kesilmesi esasina dayanir. DNA
par¢alarmin biiyiiklik esasina gére agaroz ya da poliakrilamid jel elektroforezinde

ayrilir. DNA pargalar1 elektroforezde ayrildiktan sonra jelde uygun bir boyama
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teknigiyle goriintir hale gelir. Daha sonra naylon ya da nitroseliiloz membrana
transfer edilerek DNA problariyla etiketlenir. Pargalarla probun hibridizasyonu
otoradyografi yontemi ile agiga cikartilir [54,55]. Yapilan arastirmalar; RFLP* nin
filocografya, hibrit bolgeler, ve angiospermler ile ilgili calismalarda giivenle

kullanilabilecegini gostermistir (Remi vd., 2001; Motomi vd., 2000).
RFLP ydnteminin avantajlari:
a) Giivenilirdir.

b) Kodominant 6zellik g&sterirler bu yiizden heterozigotlarin belirlenmesinde

kullanilabilir.
c¢) Polimorfizm orani orta diizeydedir.

d) Bir tiirde RFLP belirteci bir kez haritalandiginda akraba pek ¢ok tiir i¢in o
haritalama bolgesinde potansiyel bir belirte¢ belirlenmis olur (Rosa vd., 2003)

RFLP yonteminin dezavantajlari:
a) Analizler pahali ve zaman alicidir.
b) Yiiksek is giicii gerektirmektedir.

c) Fazla miktarda ve yiiksek kalitede DNA’ya ihtiyag¢ vardir (Yildirim ve Kandemir.,
2001).

1.4.4.2 AFLP ( Amplified Fragment Lenght Polymorpism)

AFLP teknigi, RFLP tekniginin giivenilirliginin PCR tekniginin katilmasiyla
olusturulan bir yontemdir. AFLP tekniginin polimorfizm orani ¢ok yiiksek olup ¢ok
sayida lokusu ayni anda ve etkili bir sekilde taramasi nedeni ile parmak izi analizine
¢ok uygundur. AFLP analizleri ile heterezigot ve homozigot bireyler arasindaki
farkliliklar saptanabilmektedir. Cogunlukla dominant markdrler vermesi ve farkli
genetik haritalar arasinda transferinin gii¢ olmasi AFLP tekniginin en Onemli

dezavantajlarindandir (Kagar, 2001).
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AFLP yonteminin avantajlari:
a) Polimorfizm orani yiiksektir.

b) Cok sayida ve ayni anda tarama yapilabilir bu yiizden parmak izi analizlerine

uygundur.
c) RFLP’den hizli, RADP’den yavaGtir.

d) DNA’da ilgilenilen bélgeyle ilgili 6n bilgiye ihtiyag yoktur (Walton, 1993).

AFLP yonteminin dezavantajlari:
a) Cogunlukla dominant markir verirler.
b) Pahali bir tekniktir.

c¢) Fazla miktarda ve saf DNA’ya gereksinim duyar (Walton, 1993).

1.4.4.3 RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA)

RAPD teknigi ilk olarak Williams ve arkadaslar1 tarafindan farkli bireylere ait
insan DNA &rneklerini ayirt etmek amaciyla kullanilmigtir. RAPD amplifikasyonu
PCR temelli bir reaksiyondur. Kullanilan DNA ise gDNA’dir. RAPD y6nteminin
temel prensibi ilgili olan tiire ait gDNA {izerinde rastgele secilmis, tek bir 9-10 bp
oligoniikleotidin, diisiik baglanma sicakliinda tesadiifi olarak baglanarak PCR ile
¢ogaltma yapmasidir. Teknigin devaminda elde edilen gogaltma iiriinii radyoaktif
olmayan standart jel elektroforezinde yiiriitiiliir ve ¢ogaltma iiriinleri bantlar halinde
gozlemlenerek incelenir. Bantlarin  varligi  veya  yokluguyla sonuglar

degerlendirilmektedir (Williams vd., 1990; Welsh ve McClelland ., 1990).
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1.4.4.4 SCAR (Sequence Characterized Amplified Regions)

Bir polimorfik RFLP veya RAPD iiriinii kopyalanir. Ardindan dizi analizi
yapilir. Bu ozel fragmentlere uygun 2-24 nukleotitlik PCR primeri sentezlenir.
Primerler PCR ile ¢ogaltilir. Cogaltilmig primerler bir kesim enzimleri ile kesilir.
Sonug olarak DNA'daki biiyiiklitk degisimi tespit edilir (Akkus, 2006). RAPD ve
ISSR gibi belirteg spesifitesi diisiik olan belirteglerin giicii, bu ydntemle arttirilir.
PCR metodu oldugundan, yiiksek kalitede ve miktarda DNA’ya ihtiya¢ yoktur.
Tekrarlanabilme kapasitesi oldukga yiiksektir

1.4.4.5 SPAR (Single Primer Amplification Reaction)

SPAR, deney basina c¢oklu markir iireten bir DNA markir sistemidir.
Kullanilan primerler SSR tabanlidir ve SSR'ler arast DNA dizileri ¢ogaltilir.
Polimorfizmin diizeyi tiir i¢indeki genomik ¢esitlilige baglidir. Cogu DNA markiri
dagiik genom bélgelerini haritalar. Cogu SSR-SPAR dominant karakterde olmasina

ragmen kodominant olanlar da saptanabilir (Gupta vd., 1994).
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1 Materyal

2.1.1 Cahsmada Kullanilan Bitki Ornekleri

Calismada kullanilan bitki 6rnekleri Yard. Dog. Dr. Fatih Coskun, Yard. Dog. Dr.
Mehmet Yavuz Paksoy, Ogr. Gor. Dr. Emre Sevindik ve Veysel UZUN tarafindan
toplanmistir. Bazi taksonlar ise gen bankasindan temin edilmistir. Toplanan
taksonlarin isimleri asagida verilmistir. Tiim bitki 6rneklerinin lokaliteleri ve gen

bankasi numaralar1 ayrica bulgular kisminda verilmistir.

e Lactuca serriola L.

e Lactuca saligna L.

e Lactuca sativa L.

e Lactuca scarioloides Boiss.
e Lactuca kemaliya Yild.

e Lactuca viminea (L.) J.Presl & C.Presl

2.1.2 Kullanilan Cam ve Plastik Malzemelerin Hazirlanmasi

Bu ¢aligmada kullanilan pipet uglari, mikropipetler, ependorf tiipleri, PCR
tipleri, ¢ozeltiler, cam malzemeler ve 1siya dayanikli diger malzemeler ¢alismaya
baglamadan once 121°C de 20 dakika siireyle 1 atmosfer basingta otoklavlanarak
sterilize edilmistir. Isiya karsi dayanikli olmayan malzemeler kontaminasyonu

onlemek amaciyla bir defa kullanilarak atilmistir.
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2.1.3 Kullanilan Kimyasallar

Caligmada yararlanilan kimyasallar, Merck ve Sigma Aldrich firmasindan,
PCR reaksiyonlarinda kullanilan enzimler ve diger soliisyonlar, Applichem, Biolabs

ve Fermentas firmalarindan temin edilmistir.

2.1.3.1 Genomik DNA Izolasyonunda Kullanilan Kimyasallar

2.1.3.1.1 Fenol-Kloroform-izoamik Alkol Yéntemine Ait Kimyasallar

Tablo 2.1 : gDNA izolasyonunda kullanilan kimyasallar

Cozelti Kompozisyon

33,6 gr Ure

0,5 M EDTA (pH: 8)
Ekstraksiyon tamponu (1L) 1 M Tris-HCI (pH:8)
5 M NaCl

%10 SDS

Fenol/Kloroform/izoamil alkol |25:24:1

NaAc 3MpH:52
[zopropil alkol %100

TE (Tris— EDTA) 10 mM

RNaz A 10 mg/ mL

Etanol (EtOH) %70’lik ve %100 liik

15
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2.1.3.1.2 Sigma Kiti ile Yapilan Izolasyon Kimyasallar1

Bitki drneklerinin biiyiik ¢cogunlugunun genomik DNA’s1 ticari kuruluslardan
satin alinan SIGMA Plant Genomic DNA Miniprep Kit ile izole edilmistir. Kit ile
birlikte gelen soliisyonlar sunlardir : Lysis Solution Part A, Lysis Solution Part B,
Precipitation Solution, Binding Solution, Column Preparation Solution, Wash

Solution Concentrate, Elution Solution (10 mM Tris, ImM EDTA, pH yaklasik 8.0)

2.1.3.2 PZR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu)’da Kullanilan Kimyasallar

PZR’de kullanilan primerler Integrated DNA Technologies ( IDT A.B.D)
firmasindan temin edilmistir. Calismada kullanilan primerlerin DNA dizileri, erime
sicakliklart (Tm) ve kaynklaritablo 2.3’de, kullanilan kimyasallar ve miktarlar1 da

tablo 2,2’de verilmistir.

Tablo 2.2 :PZR reaksiyonunda kullanilan kimyasallar

Kimyasal Adi Miktar1 Konsantrasyonu
DNA S )
MgC12 1,5 25 mM
Primer Forward 2.5 pmol / mL
Primer Revers 25 pmol / mL
dNTP 0,4 10 mM
dH20 10,8 | -
Taq DNA Polimeraz 0,3 5 Unite
DMSO 15 [ e
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Tablo 2.2°nin Devami

NH4S04 2,5 10X
Tamponu
TOPLAM 25
2.1.3.3 Agaroz Jel Elektroforez Tamponlari %

Agaroz jel elektroforezi DNA pargalarinin ayrilmasi, tanimlanmasi ve
saflastirilmast i¢in kullanilan metotdur. Bilim adamlari DNA molekiillerinin
agirhiklarmin logaritmalarma ters orantilt oldugu gostermiglerdir (Griffin., 1993).
Cogunlukla jel elektroforezinde bilinen biiyiikliikteki bir belirteg DNA ile uygulanir.
Bu sayede molekiiler olarak biiytikliigii bilinmeyen DNA molekiil biiyiikliigii kolay
bir sekilde saptanmaktadir. Jelde, DNA bantlar1 Etidyum Bromid (EtBr) ile
boyanmuistir. Bu sayede bu ajan bize DNA molekiiliiniin U.V altinda rahat ve bilirgin

gérmemizi saglamaktadir.

Agaroz jel elektroforezinde 0,5’lik TBE kullanilir. Bunun i¢in hazirlanan stok
soliisyon olan 5X’lik TBE seyreltilir. 5X TBE i¢in kullanilan kimyasallar tablo

2.4’de verilmistir.

Tablo 2.3 :5X TBE tampununda kullanilan kimyasallar

Kimyasalin Adx Miktari

Tris-Base 54¢g

Borik Asit 275¢g

0.5 M pH:8 EDTA 20 ml
Saf Su Uzeri 1 L’ye tamamlanur.
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2.2 Yontem

2.2.1 Genomik DNA Izolasyonlar

2.2.1.1 Fenol-Kloroform-izoamil Alkol Yontemi

Calismada kullanilan bitkilerin az bir kismi i¢in manuel genomik DNA

izolasyonu yapilmigtir. Bu metodun asamalari su sekildedir:

1-) Taze yapraklar veya herbaryum Orneklerinden yaklasik 1-2 g alinarak havanda
stvi azot ile toz haline getirildikten sonra ependorf tilipiin yaklagik 200ul’ lik
seviyesine kadar doldurulur. Sivi azot ugtuktan sonra 600ul izolasyon tamponu

eklenerek 5dk alt iist edilir.

2-) Uzerine 500ul Fenol-Kloroform-izoamil alkol eklenir. 5 dk alt iist edilir.
3-) 12000 rpm’de 5 dk. santriftij yapilir.

4-) Ustteki siipertanant 500ul lik temiz bir tiipe aktarilir. Alttaki posa atilir.

5-) Ustteki siipertanant hacminin %10°u kadar 3M Sodyum Asetat (ph:5,2) eklenir.

6-) Ustiine 1 stipertanant hacmi kadar oda sicakliginda olan izopropanol eklenip alt

tist edilir.

7-) 12000 rpm ‘de 2dk. ¢oktiiriiliir. Olusan pellete zarar vermeden siipertanant atilir.

Olusan pellet iizerine 500ul TE ( 10m u, ph: 8) eklenerek pipetajla pellet tamamen

¢oziiliir.

T

8-) Bu ¢ozelti igin 5 ul RNazA eklenerek alt iist edilir, pipetaj yapilir.

9-) 37 °C’de 30 dk. inkiibe edilerek RN A’nin uzaklagmasi saglanir.

T T T T T

10-) Tekrar 50 ul NaAc eklenip alt iist edilir.
11-) 1000 ul %90’lik ETOH eklenerek alt iist edilir.

12-) Karisim -80 °C’de 10 dk. bekletilir.

T T T T T e T T
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13-) 13000 rpm’ de 10 dk. santrifiij edilir. DNA’nin ¢6kmesi saglanir.
14-) Pellete zarar vermeden siipertanant atilir.

15-) Kalan ¢okeltiye %70’lik ETOH’den 1000 ul konularak pipetaj yapilarak yikanir.
12000 rpm’de 2 dk. santrifiij yapilir ve siipertanant atilir.

16-) Olusan ¢okeltinin ETOH tamamen uzaklastirildiktan sonra olusan genomik

DNA ¢ozeltisi 50 ul TE ya da 200 ul saf su eklenerek pipetaj ile ¢oziiliir.

2.2.1.2 Sigma Kiti DNA Izolasyon Yéntemi

Bitki materyallerinden 100-200 mg alinir ve havanda sivi azotla toz haline
getirilir. 350 pL Lysis Solution (Part A) ve 50 uL. Lysis Solution (Part B) eklenir.
Vorteks yapilir ve 4ul RNaz pipetaj yapilarak eklenir. 10 dk boyunca 65°C’de su
banyosunda bekletilir. Daha sonra 130 pL. Precipitation Solution eklenir ve 5 dk
buzda bekletilir. 5 dk maksimum hizda (16000 g) santrifiij yapilir. Sivi kisim alinir
ve mavi filtreli tiipe aktarilir. Kalan ¢okelti tiipiiyle beraber ¢6pe atilir. Mavi filtreli
tiip 1 dk maksimum hizda santrifiij edilir. Daha sonra kolon atilir ve ependorf tiip
kalir. Uzerine 700 pL Binding Solution eklenir. Bu basamaklardan bagimsiz olarak
kirmizi kolonlu tiipler hazirlanmasi igin kullanilacak her bir kirmizi kolonlu tiipe 500
pL Column Preparation Solution eklenir ve 1 dk 12000 g’de santrifiij yapilir. Sivi
atilir ve bdylece kolon onceki basamaktaki 1000 pL sivinin gegirilmesi i¢in hazir
hale gelir. 1000 pL* lik karisimdan 700 pL kirmizi kolonlu tiipe aktarilir ve 16000
g’de 1 dk santriflij yapilir. Sivi atilir ve kirmizi kolon tiipe yeniden konulur. Daha
sonra geriye kalan 300 ul* lik karisim da kolondan gegirilir ve maksimum hizda 1 dk
santriflij yapilir. Stvi ve tiip atilir. Kolon yeni bir tiipe yikanmasi i¢in konur ve 500
puL Wash Solution eklenir. Maksimum hizda 1 dk santrifiij yapildiktan sonra sivi
atilir ve tiip kalir. 500 pL Wash Solution eklenir ve maksimum hizda 3 dk santrifiij
yaptlir. Sivi, kolona temas ettirilmeden atilir. Yeni 2ml* lik tiip ¢ikarilir ve igerisine
kolon yerlestirilir. 100ul Elution Solution (kullanmadan &nce 65°C’de isitilir)
eklenir. Maksimum hizda 1dk santrifiij yapilir ve kolon siviya temas ettirilmeden
cikarilir. Boylelikle 1. Soliisyon hazir hale gelir. Yeni 2 ml’lik tiip hazirlanir ve

kolon bu tiipe yerlestirilir. 100 pl Elution Solution (kullanmadan 6nce 65°C’de
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isitilir) eklenir ve maksimum hizda 1 dk santrifiij yapilir. Kolon siviya temas

ettirilmeden ¢ikarilir ve atilir. Béylelikle 2. Soliisyon da hazir hale gelmis olur.

2.2.2 DNA Saflik ve Miktar Tayini

DNA, RNA ve oligoniikleotitleri sivi soliisyonlar ig¢inde, U.V (Ultraviyole)
15181 altinda sahip olduklari absorbsiyon A ( OD, Optik yogunluk) iizerinden
dlgiilebilmektedir. Ornek saf oldugunda niikleotid bazlari tarafindan absorbe olan
ultraviyole radyasyonun miktar1 spektrofotometrik olarak basit ve dogru bir bi¢imde

Olciilebilmektedir.

Niikleik asitlerin maksimum absorbans verdigi dalga boyu A260 ‘dir.
Proteinlerin  maksimum absorbans verdigi dalga boyu A280 ‘dir. Karbonhidrat,
peptit, fenollerin ve aromatic bilesiklerin maksimum absorbans verdigi dalga boyu
A230°dur. A260/A280 orani niikleik asitlerin saflig1 i¢in kullanilir ve bu oran DNA
icin 1,8-2 arasinda c¢iktigi zaman niikleik asit molekiilleri saf olarak kabul
edilmektedir. Saflik, 1,8’e yaklastikca DNA molekiilleri i¢in 2,0’a yaklastikga RNA
molekiilii i¢in artmaktadir(Albayrak ve Yoriik, 2012; Sanén, 2011).

Bitkiden izole edilen DNA molekiillerinin absorbans degerlerinin l¢timleri
kuvars kiivetler ile yapilmistir. Ilk basta kiivetlerdeki bir kuyucuk kér (bos drnek)
se¢ilmistir ve buraya 200ul saf su konulmustur. Kiivetteki diger kuyucuklarin her
birine Sul DNA ve 195 ul saf su konulmustur. Daha sonra spektrofotometre ile A260
ve A280 degerleri dlgiilmistiir. Spektrofotometrik sonuglara gore ¢ift zincirli DNA
molekiiliiniin miktar tayini igin, A260 x sulandirim katsayis1 x OD degeri (50ng/ul),
RNA molekiiliiniin miktar tayini i¢in de, A260 x sulandirim katsayisi x OD degeri
(40ng/ul) formiilii ile hesaplanmaktadir(Albayrak ve Yoriik., 2012).
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2.2.3 PZR Uygulamasi

PZR toplam reaksiyon hacmi 25pl olacak sekilde hazirlandi. PZR
komplomentleri Cizelge de ki miktarlarda 200 pl’lik tiiplere konulmustur. Karisima
en son enzim eklendi ve calisma esnasinda PZR komplomentleri buz iizerinde

muhafaza edildi.

2.2.3.1 Kaullanilan PCR Programlari

2.2.3.1.1 ITS Primeri i¢cin Uygulanan PZR Programi

Tablo 2.4 :ITS primeri i¢in uygulanan PCR programi

Basamak Sicaklik/Zaman Devir Sayisi
On Isitma 94 C °/ 5 dak. 1 Devir

1. Basamak | 94 C °/ 45sn. 35 Devir

2. Basamak | 50-55 C °/ 45sn 35Devir

3. Basamak | 72 C °/ 2 dak. 35 Devir

4. Basamak | 72 C °/ 10 dak. 1 Devir
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2.2.3.1.2 trnL-F Primeri Igin Uygulanan PZR Programi

Tablo 2.5 :frnL-F primeri i¢in uygulanan PCR programi

Basamak Sicaklik/Zaman Devir Sayisi
On Isitma 94 C °/ 5 dak. 1 Devir
1.Basamak 94 C °/ 30sn. 35 Devir
2.Basamak 50-55 C °/ 30sn 35Devir
3.Basamak 72 °/90sn 35 Devir

4 .Basamak 72 C °/ 8dak. 1 Devir

2.2.4 Agaroz Jel Elektroforezi

Elektroforez, elektriksel bir alanin etkisi altinda sivi bir ortamda yiiklii
partikiillerin gogtidiir. Farkli tipte elektroforez yontemler olmasina karsin niikleik
asitler i¢in iyi sonu¢ veren ve 200-50.000 b¢ boyutlar1 arasindaki DNA ve RNA
molekiillerini tanimlamakta kullanilan standart yontem agaroz elektroforezidir.
Agaroz jel elektroforezi ile 6zellikle degisik kaynaklardan izole edilen DNA’larin
veya enzim kesim firiinlerinin molekiil agirliklar1 ve miktarlari belirlenebilir. Ayni

zamanda proteinlerin yiiklerine gore ayrilmasinda da kullanilmaktadir(Kotan, 2010).

PCR sonucunda olusan bantlarin gozlenmesi igin %0,8’lik agaroz jel
elektroforezi yapildi. Bunun i¢in 0,8 g agaroz tartildi ve 100 mL 1,0 X TAE
tamponu iginde, mikrodalga firinda kaynatilarak ¢oziildii. Karigim 50°C’ye
sogutularak icerisine 1-1,5 pL EtBr ilave edildi. Tampon, taraklari &nceden
yerlestirilmis jel kasetine dokiildii ve polimerlesmesi icin 30 dk bekletildi. Jel
polimerlestikten sonra kasetten taraklar ¢ekilerek ¢ikartildi.  Hazirlanan jel,
elektroforez tankina yerlestirilip tizeri kaplanincaya kadar 1,0X TAE tamponu ile

dolduruldu.
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3 puL PCR iirtint, 2 pl yiikleme boyasi (6X DNA loading dye) ve 1ul dH20
eklenerek boyandi ve kuyucuklara mikropipet ile yiiklendi. PCR iiriiniiniin
biiyiikliigtinti belirleyebilmek amaciyla 5 pL. DNA biiyiikliik belirleyici (1 kb DNA
ladder) bos bir kuyucuga yiiklendi. Ornekler 120 voltta 30 dk yiiriitiildii. Daha sonra
kullanilan jel, jel gorintiileme cihazina alindi. UV 15181 altinda bantlar gézlemlendi
ve jel gorlintiileme cihazinin bilgisayar programi ve fotograf makinesi yardimiyla

fotograflar ¢ekilip veriler kaydedildi.

2.2.5 PZR (veya PCR) Sonuclarinin Degerlendirilmesi

PCR reaksiyonlar1 ve saflastirilmasi Balikesir Universitesi Temel Bilimler
Arastirma Merkezi (BUTAM) Biyoloji Laboratuvarlarinda, kalan dizin (sekanslama)
reaksiyonlari ve saflagtirmasi da Balikesir Universitesinde Otomatik DNA
Dizileyicisi olmadig1 i¢in hizmet alimi olarak bu hizmeti veren ticari kuruluslar
araciligiyla bir kismu REFGEN biyoteknoloji firmast ile, bir kismida Ligand (¥FE)

firmas ileyapildi.

Bu analiz sonuglarinin saglikli olmasi amaciyla gorsel olarak DNA
dizinlerinin dogrulugunun teker teker kontrol edilmesi gerekli oldugundan bu amag

ile tiretilmis olan Codoncode Aligner adli profesyonel bilgisayar programi kullanildi.

2.2.6 Filogenetik Analiz

Dizileri elde edilmis olan Lactuca cinsine ait tiirlerin filogenetik iligkilerini
ogrenebilmek i¢in tiim diinyada ¢ok yaygin olarak kullanilan PAUP (Phylogenetic
Analysis Using Parsimony) 4.0b10 filogenetik analiz yazilimmin uygun
parametreleri kullanildi. Bu parametrelerden karakter temelli metotlar kullanilirken
en iyilik kriteri (Optimality criterion) olarak parsimoni kriteri segilip, arama
algoritmasi (Search algorithm) olarak Heuristic arastirma ve Bootstrap se¢ilmistir.
Yapilan analizlerde kullanilan kriterler ve karakterlerle ilgili veriler, sonuglar ve
tartisma bolimiinde ayrintili olarak verilmistir. Mesafe temelli yontemlerden ise

UPGMA ve NJ metotlar: segilerek fenetik analizleri de yapilmistir.
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3. BULGULAR

3.1  Bitki Orneklerinin Toplanmasi

Bitki materyalleri 2012 yilindan baglayarak 2014 yili dahil cigceklenme
donemleri dikkate alinarak Yard. Dog. Dr. Fatih COSKUN, Yard. Do¢. Dr. Mehmet
Yavuz PAKSOY, Ogr. Gor. Dr Emre SEVINDIK ve Veysel UZUN tarafindan
toplanmistir.  L.undulata,  L.orientalisve — dis  grup  olarak  kullanilan
Hieraciumumbellatum ve Hieracium laevigatum tiirleri ise gen bankasindan temin
edilmistir. Tablo 3.1°de bitkilerin hangi lokalitelerden toplandiklari, gen bankasindan

alinan tiirlerin ise genbank kodlar1 verilmistir.

Tablo 3.1 :Bitki drneklerinin toplandigi lokaliteler

No Fakson Ismi Toplandigr  Lokalite/Genbank numarasi

1 Lactuca serriola Balikesir:  Balikesir  Universitesi,Cagis  KampiisiCevresi
18.07.2013 V.Uzun

2 Lactuca sativa Kiiltiir bitkisi olarak yetistirilmektedir. V. Uzun

(95}

Lactuca saligna Mus: Malazgirt, Laladag kéyt Giineybatisi, step, 18.08.2007,
39°18'379" N 42° 25' 858" E, 1969 m M.Y.Paksoy &E.Sevindik

4 Lactuca viminea Erzincan : Erzincan Universitesi Kampiisii, Yalnizbag Yerleskesi,
Yeni Camii ingaat1 cevresi 28.7.2013 V.Ilhan

5 Lactuca kemaliya Erzincan: Kemaliye, Bagpinar, Armagan koyii, Munzur daglari,
bahcearalari, 1400 m, 21.8.1980 V.llhan

6 Lactuca scarioloides Mus: Malazgirt, Karmcali vadisi, step, 26.10.2006, 39° 21'
56" N 42° 15' 582" E, 1552 m M.Y.Paksoy& E.Sevindik

7 Lactuca undulata Genbank No : KF485648

8 Lactuca orientalis Genbank No : KF485659.1

9 Lactuca tuberosa KF485651.1

10 Hieracium laevigatum AY879154.1

11 Hieracium umbellatum HQ131822.1

12 Inula germanica Bursa: Yenisehir, Yenikoy yakinlari, 350 m, 02.08.2013, Paksoy
P090 & Sevindik

13 Inula ensifolia stanbul, Catalca, Subast piknik alam  yol  kenari,

20.06.2013, Paksoy 2006 & Sevindik
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3.2  DNA izolasyonu

Bitki 6rneklerinden genomik DNA izolasyonu Fenol-Kloroform-izoamil i
Alkol metodu ve ticari olarak satin alinan Sigma Kiti ile yapilmistir. PCR
sonuglarina gére Sigma kiti ile yapilan izolasyonlarin daha iyi sonu¢ verdigi

gozlemlenmistir. Bundan dolay: taksonlarin biiyiik ¢ogunlugunun DNA’lar1 Sigma

kiti ile izole edilmistir.

Sekil 3.1 :Lactuca 6rneklerinin gDNA gériintiisii

M : Marker 1 : Lactuca serriola 2 : Lactuca saligna 3 : Lactuca kemaliya

4: Lactuca scarioloides 5: Lactuca sativa 6: Lactuca viminea

Sekil 3.2 :Lactuca drneklerinin gDNA goriintiisii

M : Marker 1 : Lactuca serriola 2 : Lactuca saligna 3 : Lactuca kemaliya

4: Lactuca scarioloides 5: Lactuca viminea
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3.3 PZR Reaksiyonlari

Genomik DNA izolasyonundan sonra ITS ve #munlL-F bélgeleri PZR

amplifikasyonu ile ¢ogaltilmigtir. Elde edilen bant goriintiileri sekil 3.3 ve 3.4’de

verilmistir.

Sekil 3.3 :Bazi Lactuca tiirlerinin ITS ile yapilan PCR goriintiisii

M : Marker 1: L.serriola 2 : L.saligna 3 : L.sativa 4 : Lviminea

5: Lkemaliya 6 :L. scarioloides

Sekil 3.4 :Bazi Lactuca Tiirlerinin frnL-F ile Yapilan PCR Géoriintiisii.

M : Marker 1: L.serriola 2 : L.saligna 3: L.sativa 4 : Lviminea  5:L.kemaliya

6 :L. scarioloides
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3.4  Dizileme Reaksiyonlari

ITS ve frnL-F bolgeleri PCR reaksiyonlar1 ile ¢ogaltildiktan sonra
saflagtirilma ve dizilenme (Cycle sequencing) reaksiyonlari i¢in iiniversitemizde
otomatik DNA dizileyicisi olmadigindan dolay:r Ligand firmasindan hizmet alimi
yapildi. Gergeklestirilen dizileme reaksiyonlarinin sonuglart ABI prism formatindaki

dosyalar seklinde tarafimiza iletildi.

3.5  Dizilerin Islenmesi

ABI prism formatindaki dosyalar seklinde gelen DNA dizilerin islenmesi igin
Codoncode Aligner programi ve BioEdit 7.0.4.1 programlart kullanildi. Her bir tiire
ait olarak gelen ileri (forward) ve geri (reverse) dizilerden kontig olusturuldu.
Dizileme reaksiyonlarini gergeklestiren cihazin yanlis okumus oldugu bazi bazlar,

kromatogramdaki sinyallerin giicliiliigiine, temizligine bakilarak Codoncode Aligner

ve BioEdit programlarinin yardimiyla el ile gérsel olarak diizeltildi ve contig dizileri

elde edildi.

'(Z}i‘;?m':itig éﬁsﬁem%%mg{a:m‘ii}uidﬁt*';.'v .
3ictal sequences .

o uerce Mask: Hone
b g Mask: None

— fare o mman s TBEJ C8E 1owe w L Sel
pIT oo BET IR S EH 9 oo
S TR e R k(AR et e e s e O e e e ey

e S0 188 114 123 138 144
CEACCOGTCARCRYGTARCCACBRACGE
»L’GA»CQG@GMCBT_GE&MCCAW
ARCCACCCGTGARCATGTABLCACRBC

Sekil 3.5 :Bioedit programindan dizi gdriintiisii
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3.6 Dizilerin Hizalanmasi

Dizilerin hizalanmas i¢in ClustalW programi kullanildi . Bu program Fasta
formatinda ¢alistigindan dolay: elde edilen DNA dizileri Microsoft Office Word
programi yardimiyla Fasta formatina cevrildi ve hizalamaya hazir hale getirildi.
DNA baz siralar1 Clustal W programinda varsayilan komutlar kullanilarak hizalandi

ve tiirler arasindaki baz farkliliklari tespit edildi.

H.lzevigatum
H.urwbzliztum

14
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Sekil 3.6 :Dizilerin hizalanmasi

3.7  Filogenetik Analiz
Filogenetik analiz i¢in PAUP 4.0b10 (Swofford, 2001) programi kullanildi.
Bu program Nexus formatinda ¢alismaktadir. Clustal W programinda hizalanmis olan
diziler Nexus formatina gevrilerek PAUP 4.0b10 programinda filogenetik analize
hazir hale getirildi. Calismada MAC bilgisayar kullanildi ve PAUP’un MAC
versiyonunda filogenetik analizler yapildi. MAC bilgisayarda PAUP agildiktan sonra
ekranin iist kisminda olusan pencerelerden, yapilmasi istenen analizler ve kriterler
segilerek kolaylikla filogenetik agag¢lar olusturuldu.
Kriterlerden karakter temelli yontemlerden olan Parsimoni segilip Heuristic
| aragtirma yapildi ve olusan agaglar kaydedildi Olusan agaglarin ortak uyumluluk

(konsensus) agaglar1 pencereden gerekli yollar izlenerek olusturuldu ve kaydedildi

Yine Parsimoni kriterinde bootstrap analizi yapildi ve aga¢ kaydedildi Daha sonra

mesafe (distance) temelli yontem kullanilarak UPGMA (Unweighted Pair Group
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Method Using Arithmetic Average) ve NJ (Neighbor Joining) analizleri yapildi.

Olusturulan filogenetik agaglar ve yorumlar sonug bdliimiinde sunulmustur.

AT

T L R TP P
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4. SONUC VE TARTISMA

Filogenetik analizler son yillarda ¢ok genis bir kullanim alanina sahip
olmustur. Verilerin degerlendirilmesi igin Parsimoni en sik kullanilan metottur.
Olas1 biitiin agaglar1 degerlendirmek ve segim yapmak i¢in her birine farkli bir kriter
ya da skor verme esasina dayanir. Maksimum parsimoni en tutumlu olan yani

iliskiyi en gergekgi yansitan agaci belirlemektir.

Bu analizin disinda, genetik uzaklik metodu ise; dizi ¢iftleri arasindaki
farklilik ve uzakligin derecesine dayanir. Belirlenen uzaklik taksonlar arasinda
uzaklik matrisi olusturulmasinda kullanilir. Bu algoritmalarda kiime temelli yani
benzer dizi ¢iftleri kullanilarak yapilan UPGMA ve NI ile birgok aga¢ topolojisini

kargilastirarak en uygun olani belirleyen optimalite temelli algoritmalar kullanilir.

Bootstrap analizi ile elde edilen agaglarda ise; parsimoni kriterleri
kullanilarak istatistiksel olarak en giivenilir dallari bulmak amaglanir. Yapilan
calisma ile elde edilen dallarda yiizdelik olarak ne oranda desteklendigi analiz edilir.
Bootstrap degeri %0-100 arasinda degisen degerlerdir. Kress ve arkadaslarmin
(2002) belirledigi bootstrap destek kriterlerine gore, >=%85 giiclii, %70-85 orta,
%350-70 zay1f, <%50 ¢ok zayif olarak tanimlamiglardir.

4.1  ITS Dizilerina Dayali Yapilan Filogenetik Analiz

100 agag seti segilerek yapilan analizde; Branch-and-Bound algoritmasiyla
parsimoni agaglar1 olusturulmus ve total 409 aga¢ olusmustur. Degismeyen
(constant) deger 644, degisken (variable) deger 50, bilgi verici (informative) deger
225, bulunmustur.

Heuristic Search yapilarak olusturulan Strict Consensus/siki uyumluluk

agacinda; yine Maksimum agag sayis1 100, tekrar sayisi 100 secilmistir.

Bootstrap analizi i¢in ayni kriterlerde segilen aga¢ topolojisinde total,
degismeyen (constant), degisken (variable), bilgi verici (informative) degerleri yine

ayni olup en iyi aga¢ skoru 372, yeniden diizenlene (rearragement) deger 20155 “dir.
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Mesafe temelli yapilan UPGMA ve NJ analizleride Sekil 4.4 ile Sekil 4.5°de
verilmistir. En yakin komsu aga¢ topolojilerinin karsilastirmali istatistiksel analizi
yapildiginda agac iizerinde belirtilen birim her taksonun birbirine gére ayrilma

Onceligini belirtmektedir.

Branch-and-bound search completed:
Score of best tres found = 469
Number of trees retained = 15
Time used = B.62 sec

Tree number 1 (rooted using default outgroup)

H. laevigatum

Houmbellatum

= L.undulata
[y L. tuberosa

L.kemaliya
L.scalorides
L.sativa

L.serriola

L.saligna

| — L.viminea
I— L.orientalis

e I.germanica
L I.ensifolia

Sekil 4.1 TS verilerine dayali Branch and Bound agaci

ITS veri setine dayali yapilan filogenetik analiz sonucunda Sekil 4.1°deki
Branch and Bound agacina baktigimizda, L.undulata ve L.tuberosa’min bir grup
oldugu ve bu grubunBootstrap (Sekil 4.2) agacinda %100’liik gii¢lii bir destek ile
desteklendigi goriilmektedir. Maksimum parsimoni kriterine dayali heuristic search
agacinda bu dal aym ¢ikmustir (Sekil 4.3). ITS+truL-F veri setine dayali yapilan
filogenetik analiz sonucunda olusturulan branch and bound ve heuristic search
agaclarinda bu dal ayni ¢ikmustir. Ikinci grup, L.kemaliya, L.scaroloides, L.sativa,
L.serriola, L.saligna, L.viminea ve L.orientalis’den olusmaktadir. Dal iginde
L.scarioloides ve L.sativa kardes grup olusturmus olup, heuristic search agacida bu
grubu desteklemistir (Sekil 4.3). L.kemaliya bu gruba akraba bir dal olusturmustur.
L.saligna ve L. serriola bu dala akrabagikmig olup,Bootstrap analizi ile bu dal %
97’lik bir deger ile desteklenmistir (Sekil 4.2). Dal iginde L.viminea ve L.orientalis
bir kardes grup olusturmus olupBootstrap analizi sonucu olusturulan aga¢ sonunda %

100 desteklenmistir (Sekil 4.2).
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Bootstrap 58% majority-rule consensus tree

H.loevigatum(1)

H.umbe]latum(2)

L.undulatac3)

L. tuberosal4)

L.kemaliyalS)

L.serriclalh)
—188—
L.scalorides(?)

L.satival@)

L.salignad)
L.viminea(1d)
L.orientalis(11)

v I.germanicac12)
1188 ]
I.ensifolia(13)

—186— —G7

Sekil 4.2 : ITS verilerine dayali Bootstrap agaci

Bootstrap analizi elde edilen aga¢larin dallarinin giivenilirlik derecesini
istatiksel olarak test etmeye yarar. Bootstrap degeri %0 ile %100 arasinda
degiskenlik gosterir. Kress ve arkadaslarinin (2002) karakterize ettigi bootstrap
destek kriterlerine gore, >=%85 giiglii, %75-80 arasi orta, %50-70 arasi zayif ve
<%50 ¢ok zayif seklinde tanimlanmistir. Eger, belli bir dal i¢in bootstrap destegi
%50’nin altinda ise; arastirmaci agacin bu kismindaki dallama modelini
belirleyemedigi sonucuna varacak ve agagta bu dali tek diigiimden ¢ok catalli
(politomi) olarak verecektir. Sekil 4.2’ye baktigimizda, L.undulata ve L.tuberosa
%100’liik bir boostap degeri ile desteklenir iken morfolojik olarak akenlerinin 14
mm’den uzun olmasy, Fillarilerinin 3 seriate’den fazla olmasi morfolojik olarak bu
dali desteklemektedir. L. undulata ve L. tuberosa %100’liikk bir boostap degeri ile, L.
kemaliya, L. scarioloides, L. serriola, L. sativa %97’lik birBootstrap degeri ile, L.
saligna %89’luk birBootstrap degeri ile desteklenmistir. Bu dal iiyelerinin morfolojik
dzeliklerine baktigimizda ¢igek renklerinin sar1 olmasi bu kladi morfolojik olarak
desteklemistir. L. viminea ve L. orientalis %100’liik birBootstrap degeri ile
desteklenmistir. Dis grup olarak secilen H. leavigatum ve H. umbellatum 100 % liik
bir Bootstrap destegiyle diger dis gurup olan Inula tiirlerinden ve i¢ gurup olan

Lactuca taksonlarindan ayrilmistir.
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deuristic search completed
Total number of rearrangements tried = 10844
Score of best tree(s) found = 483
Humber of trees retained = 15
Time used = B.82 sec

Tree number 1 (rooted using default outgroup?

H. laevigatum

H.umbzllatum

— L.undulata
o L. tuberosa

—|: L.kemaliya
L.scalorides

L.zerriola

L.sativa

L.saligha

— L.viminea
|-——-————-L.or‘ientalis‘

. I.germanica
- IL.ensifolia

Sekil 4.3 :ITS verilerine dayal1 heuristic search agaci

Neighbor-joining tree:
r Helaevigatum

— H.umbellatum

L.undulata

L. tuberoza
L. kemaliya
L.zerriola

L.sativa
L.scalorides

L.saligna

L.viminea
L.orientalis

— l.germanica

—— I.ensifolia

Sekil 4.4 :ITS verilerine dayali NJ agaci
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Dizi hizalanmasi (alignment) temeline dayanarak hesaplanan dizi ciftleri
arasindaki farkliliklarin miktarina (mesafeye) dayanir. Dizi hizalanmasi sonucu
hesaplanan evrimsel mesafeler, her bir takson ¢ifti arasindaki mesafelerin bir
matrisinin olusturulmasinda kullanilabilirler. Matristeki bu ¢iftli mesafe skorlarina
dayanarak tiim taksonlar i¢in bir filogenetik aga¢ olusturulabilir. Bu yontemde
kullanilan algoritmalar, kiimelenme temelli veya en iyi durum (optimum durum)
temelli olarak iki kola ayrilirlar. Kiimelenme temelli algoritmalar, en benzer dizi
ciftlerinden baslayan bir mesafe matrisine dayanarak filogenetik agaci hesap ederler.
Bu algoritmalar, aritmetik ortalamay:r kullanarak agilikli olmayan ¢ift grup

yontemini (UPGMA ) ve komsu birlestirme ( NJ ) yontemini igerirler.

UPGHA tree:

r H, loevigatum

I— H. unbel latum

L.undulata

L. tuberasa
Likenal iy

L.zerriola

L.scalorides

L.sativa

— L.zaligna

[ Livininea
Loorientalis |

Lgernanica -

l.ensifolia

Sekil 4.5 :ITS verilerine dayalit UPGMA agaci
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4.2  trnL-F Dizilerine Dayali Yapilan Filogenetik Analiz

100 aga¢ seti secilerek yapilan analizde; Branch-and-Bound algoritmasiyla
parsimoni agaglari olusturulmus ve total 77 aga¢ olusmustur. Degismeyen (constant)

deger 369, bilgi verici (informative) deger 36, bulunmustur.

Heuristic Search yapilarak olusturulan Strict Consensus agacinda; yine

Maksimum agag sayist 100, tekrar sayis1 100 se¢ilmistir.

Bootstrap analizi i¢in ayni kriterlerde segilen aga¢ topolojisinde total,
degismeyen (constant), degisken (variable), bilgi verici (informative) degerleri yine

ayni olup en iyi aga¢ skoru 78, yeniden diizenlene (rearragement) deger 75088 “dir.

Mesafe temelli yapilan UPGMA ve NI analizleride Sekil 4.9 ile Sekil 4.10°da
verilmistir. En yakin komsu aga¢ topolojilerinin karsilastirmali istatistiksel analizi
yapildiginda aga¢ tizerinde belirtilen birim her taksonun birbirine gére ayrilma

onceligini belirtmektedir.
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Branch-ond-bound search completed:
Tree buffer overflow; some trees not saved.
Scare of best tree found = 77
Humber of trees retained = 160
Time uzed = 1,18 sec

Tree rnumber 1 (rooted using default outgroup)

H. laevigatum

Houmbellatum

L.=sativa

L.zaligna

L.serriola

L.scarioloides

L.kemal.

L.viminea

L.orientalis

L. tubarozus

L.undulata

l.ensifolia

[.germanica

Sekil 4.6 : trnL-F verilerine dayali Branch and Bound agaci

trnL-F veri setine dayali yapilan branch and bound agacina baktigimizda
(Sekil 4.6) aga¢ 3 klad dan olugmaktadir. 1lk klad, L.sativa, L.saligna, L.serriola,
L.scariloides, L.kemaliya, Lviminea L.orientalis bir grup olusturmus olup, %88’lik
birBootstrap degeri ile desteklenmistir (Sekil 4.7). Dal iginde alt grup bulunmaktadir.
L.viminea ve L.tuberosa bu grup olupBootstrap analizi ile %100 desteklenmistir
(Sekil 4.7). Dal i¢inde 2. ve 3. Klad tiyeleri L.tuberosa ve L.undulata’nin %53 ve
%88’likBootstrap degeri ile birinci klada yakin ¢ikmustir. Dig grup olarak segilen

H.leavigatum ve H.umbellatum herhangi bir destek almamig ve politomi ¢ikmistir.
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Bootstrap 588 majority-rule consensus tree

H. laevigatun(1)

H. unbellatun(2)
L.zativa(3)
L.zaligna(4)

L.serriola(3)

{4 L.scarioloides()

L.kenal (7)

L.vininea(d)
—188—

L.orientalis(9)

00,
oo

L. tuberosus( 1)

10— L.undulata(il)

Lensifolin(12)

[.gernanica13)

Sekil 4.7 :trnL-F verilerine dayaliBootstrap agaci

Sekil 4.7°ye baktigimizda, 3 klad olusmus olup, ilk klad; L .sativa, L.saligna,
L.serriola, L.scariloides, L.kemaliya, Lviminea L.orientalis’in olusturmus oldugu
klad 88’lik birBootstrap degeri ile desteklenmis olup, dal i¢inde alt grup olan
L.viminea ve L.orientalis’in %100’lik bir deger ile desteklendigi gériilmektedir.
L.tuberosa ve L.undulata’nin birinci klada %53 ve %88’lik bir deger ileyakin ¢iktig
goriilmiistiir. Dis grup olarak segilenZensifolia ve I.germanica %100’lik bir destek
alirken, H.leavigatum ve Hﬁmbellatum herhangi bir destek almamig ve politomi

cikmigtir
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Heuristic search completed
Total rumber of rearrangements tried = 74838
Score of best tree(s) found = 77
Number of trees retained = 198
Note: Effectivensss of search may have been diminished due to tree-buffer
overflow.
Time used = 2,52 sec

Tree number 1 (rooted using default outgroup)

H. loevigatum

H.umbellatum

L.sativa

L.saligna

L.zerriola

L.scarioloides

L.kemal,

l—: L.viminea
L.orientalis

L. tuberosus

L.undulata

'—— I.ensifolia
el I.germanica

Sekil 4.8 :trnL-F verilerine dayali heuristic search agaci
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