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ONSOZ

Tez ¢aligmam sirasinda beni yonlendiren, planlamasindan yiiriitiilmesine her asamasinda bilgi
birikimini, tecriibelerini, 6nerilerini ve yardimlarimni esirgemeyen degerli danisman hocam Prof.
Dr. Giil CEVAHIR OZ’¢ tesekkiir ve siikranlarimi sunarim.

Yogun bir sekilde calismasina ragmen degerli vaktini ayirarak, ¢alismamin deneysel ve teorik
kisimlarinda bilgi ve deneyimleri paylasmasi ile bana bilimsel bakis agis1 kazandiran, kiymetli
bilgi ve goriislerini esirgemeyen, deneylerimin yetismeyecegi kaygisiyla laboratuvarda benimle
beraber geceyarilarina kadar kalip yardim eden, tiim bu siiregte is yogunlu§um ve esimin
hamileliginin getirdigi sorumluluklar 151ginda pes etme noktasma geldigimde beni yeniden
canlandiran, hem akademisyen hem de arkadas olmanin getirdigi hassasiyetle bu projenin
tamamlanmasina benim gosterdigim hassasiyetin daha 6tesinde bir hassasiyet gosteren ve dost
meclisimin baskdsesinde yerlerini ¢oktan almis olan degerli bilim insan1 dostlarim Dr. Ogr.
Gor. Hande MORGIL’e, Ogr. Gor. Yusuf Can GERCEK’e, Ogr. Gor. Kadir BOZTAS’a, Ogr.
Goér. Adayr Uzm. Biyolog Kayhan DERECIK e, tez yazim siirecindeki desteginden otiirii
Yiiksek Biyolog Barbaros MULAYIM’e ve biyoinformatik analiz asamasinda Dr. Isil TULUM
ve Dr. Ogr. Gér. Vahap ELDEM’e goniilden tesekkiir ederim. Yine bu yogun siiregte is
hayatimda aksamalar meydana geldiginde, sirkette her daim destek olan degerli is ortagim
Hiiseyin SAHIN e de tesekkiir etmek istiyorum.

Bitki 6rneklerimi almamda yardimci olan Nezahat Gokyigit Botanik Bahgesi Bilim Bolimii
Sorumlusu Bur¢in CINGAY ’a ve ayni kurumun Soganli Bitkiler Koleksiyonu Sorumlusu Ebru
AKYUZ e tesekkiirii borg bilirim.

Yasamim ve uzatmali egitim hayatim boyunca benden sevgi ve desteklerini esirgemeyen, her
zaman bana inanan, ¢aligmalarimin baslangicini goriip bitmesini géremeden rahmetli olan
gdziimiin nuru annem Giilten AKSUT’e ve sevgili kardesim Giilay UNLU’ye, hem egitim
hayatimda hem de mesleki yasamimda bilgisini, sevgisini, destegini hi¢ eksik etmeyen sevgili
esim Ayda Goygek UNLU’ye ve tiim bu siireci, tezimin bitmesine birkag giin kala dogmak
tizere oldugu icin daha bir kaygi dolu ve mesakkatli kilarak sabir ve sebat erdemlerimin
gelisimine dolayli olarak katki saglayan canim kizzim Lidya Karmel’e kalbi siikranlarimi
sunuyorum.

Temmuz 2019 Okan UNLU
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OZET

YUKSEK LiSANS TEZi

BAZI ENDEMIK Colchicum L. TAKSONLARININ KLOROPLAST GENOM
DIiZILERININ BELIRLENMESI

Okan UNLU

Istanbul Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Biyoloji Anabilim Dah

Damsman : Prof. Dr. Giil CEVAHIR OZ

Colchicum bitkisi igerdigi alkaloidler nedeniyle farmasotik ag¢idan, arastirma g¢alismalarinda
kullanilan laboratuvar reaktif sarflar1 agisindan ticari degere sahip bir bitkidir ve birgok taksonu
iilkemizde yaygindir. Bu ¢alismada, Tirkiye’ye endemik olan Colchicum taksonlarindan
Colchicum baytopiorum, Colchicum davisii ve Colchicum lingulatum subsp. rigescens
taksonlarindan elde edilen total genomu yeni nesil dizileme yontemiyle dizilenmis ve genomik
DNA’dan kloroplast DNA’s1 ayiklanmistir. Elde edilen veriler ile kloroplast DNA’sinin bitki
markorleri olan baz1 genler {izerinden kloroplast DNA’lar1 arasindaki farklar ve benzerlikleri
ortaya c¢ikarmak, filogenetik calismalara 151k tutmak, yeni markorlerin ortaya ¢ikmasi i¢in bir
adim atmak hedeflenmistir. Bu ¢alismada, toplanan 3 farkli Colchicum taksonunun yaprak
numunelerinden genomik DNA izolasyonu yapilmis ve Illumina HiSeq2000 yeni nesil dizileme
(NGS) cihazinda 6rnek materyallerin DNA tiim dizisi ¢ikarilmis ve CLC Genomics programi
ile bu verilerin biyoinformatik analizi yapilmig ve yorumlanmustr.

Temmuz 2019, 73 sayfa.

Anahtar kelimeler: Colchicum, DNA izolasyonu, cpDNA, yeni nesil dizileme, biyoenformatik
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SUMMARY

M.Sc. THESIS

DETERMINATION OF CHLOROPLAST GENOME SEQUENCES OF
SOME ENDEMIC Colchicum L. TAXA

Okan UNLU

Istanbul University
Institute of Graduate Studies in Sciences

Department of Biology

Supervisor : Prof. Dr. Giil CEVAHIR OZ

Genus Colchicum has a commercial value in terms of laboratory reagent consumables used in
research studies because of the alkaloids it contains and many taxa are common in our country.
In this study, some endemic taxa from Turkey; Colchicum baytopiorum (C.D.Brickell),
Colchicum davisii (C.D.Brickell) and Colchicum lingulatum subsp. rigescens (K.Perss.)
genome, derived from leaves, sequenced with next generation sequencing methods and
genomic DNA from a chloroplast DNA has been extracted. With the obtained data, it is aimed
to reveal the differences and similarities between chloroplast DNAs through some genes which
are plant markers of chloroplast DNA, to shed light on phylogenetic studies and to take a step
for emergence of new markers. In this study, genomic DNA was isolated from leaf samples of
3 different Colchicum taxa, and DNA whole sequence of sample materials was extracted from
Illumina HiSeq2000 new generation sequencing (NGS) device and bioinformatics analysis of
these data was performed with CLC Genomics program and interpreted.

July 2019, 73 pages.

Keywords: Colchicum, DNA isolation, cpDNA, Next Generation Sequencing, bioinformatic
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1. GIRIS

Colchicum, Dogu Karadeniz’den Anadolu ve Orta Avrupa’ya uzanan, yaygin adlar1 arasinda
“Sonbahar Cigdemi”, “Cayir Safran1”, “Ac1 Cigdem”, “Varget Giili”, Vargit Cicegi”, “Giiz
Cigdemi” olarak bilinen bir bitkidir. Bilimsel ad1 olan Colchicum, giiniimiizde Rusya, Giircistan
ve Tiirkiye topraklarmmn bir kismini kapsayan ve Karadeniz kiyilarinda bulunan M.O. 13.
yy.’da kurulmus antik bir lilke olan Colchis’den gelmektedir. Tiirkiye’nin bircok bdlgesinde
bulunmasinin yani sira glinimiizde Akdeniz Bolgesi basta olmak lizere Kastamonu, Giresun,

Trabzon, Artvin’de yayilis gosterir.

Colchicum bitkisinin tohum c¢ap1 2-3 mm, govde boyu ise 25-30 cm’dir. Yapraklar1 serit
biciminde olup govdesi yumrulu, yumurta seklinde, 500-3000 m ytikselti arasinda bulunan
ormanlik alan agikliklari, ¢cayirlar ve yamaclarda dogal olarak yetisen, tek ¢enekli ve ¢ok yillik
bir bitkidir. Cicekleri ¢an seklinde, sapsiz ve 1-3 adet arasinda goriilmektedir. Sepal yapraklar
alt kisimda tiip seklinde birlesmis, petal yapraklar ise ¢igek tablasmin tistiinde serbest ve pembe
renktedir. Filamentler 10-18 mm boyda ve tiiysiiz, anterleri ise turuncu renktedir. Sonbaharin
ilk aylarinda ¢iceklenme goriiliir ve bu ¢igeklilik siiresi birkag ay devam eder. Sulak yerlerde
yetisen zehirli bir bitkidir. Ihtiva ettigi en bilindik alkaloidi kolsisindir. Yapilan
aragtirmalarda Colchicum tiirlerinin tim bitki kisimlarinda kolsisin igerdigi gosterilmistir;

ancak tohumlar ve soganlar diger bitki kisimlarindan daha fazla kolsisin igerir.

Icerdigi kolsisinin kullanim alanlarindan dolay ticari degere sahiptir. Yaygin kullanim sahasi
olan ilag sanayisinde Behget hastaligi, gut ve ailesel akdeniz atesi (FMF) gibi hastaliklarin
ilaglarinda etken madde olarak kullamilir. Ulkemizde de farkli taksonlar: farkli bdlgelerde
yayilis gostermektedir. Oyle ki birgok tiirii Tiirkiye’ye endemiktir ve bu tiirlerden bazilar1 da
kirmiz1 listede yer almaktadir. Bir¢ok farkli ¢alisma disiplinleri agisindan “Colchicum
calismalar1” hala bakir bir alan olarak 6ne ¢ikmaktadir, 6zellikle de iilkemizdeki endemik ve

tehlike altinda olan taksonlar ile ¢alisilmasi 6ncelik arz etmektedir.



Regnum: Plantae

l

Phylum:  Magnoliophyta

i

Classis: Liliopsida’ q/
Ordo: Lil}ales
Familia: Liliiceae
Genus: C olciicum

»  Colchicum lingulatum

Species: —  Colchicum davisii
- Colchicum baytopiorum
Subspecies: Colchicum lingulatum

subsp. rigescens

Sekil 1.1: Colchicum’un genel goriiniisii ve taksonomisi.

Bu tez ¢alismasinda Colchicum lingulatum subsp. rigescens, Colchicum davisii, Colchicum
baytopiorum tiirlerinin yaprak numunelerinden total DNA izolasyonlar1 yapilip elde edilen
izolatlarin dizilemesi ve bu dizilerden NCBI verilerinde kloroplast genomunun tiim dizisi
bilinen tek Colchicum o&rnegi olan Colchicum autumnale ile biyoinformatik yazilimlar
yardimiyla haritalandirilip  6rneklerin  kloroplast genom dizilerinin tespit edilmesi
hedeflenmistir. Elde edilen kloroplast genom dizileri ile markor ¢aligmalarina, filogenetik

calismalarda yeni yaklasimlar olugsmasina katki saglanabilir.



2. GENEL KISIMLAR

2.1 ENDEMIZM VE TEHLIKE ALTINDAKIi TAKSONLAR
2.1.1 Endemik Bitki Nedir?

Latince “en” iginde, “demos” insanlar kelimeleri ile tiiretilmis olan “endemos” sdzciiglinden
gelen endemik, insanlarin yasadigi yer, yerli anlammna gelir. i¢inde yasadigi cografyanin
ekolojik sartlar1 nedeniyle sadece o cografyaya 6zgii kosullar altinda yasayabilen, baska yerde
yasama olasilig1 olmayan, yoreye 6zgii olan tiirlerin ekolojik haline “endemizm”; bitkilere ise

“endemik bitki” denir (Oxford University Press, 2019).

Endemik bitkiler, zamanla degisen iklim kosullarindan otiirii yayilis alanlar1 degisebilir ya da
tamamen son bulabilir. Bunun i¢in her iilke kendi cografyasinda yayilis gosteren bitkileri ve o
bitkilerin 6zelliklerini 1yi bilmeli ve periyodik olarak takibini yapmalidir ki nesli tiikenmek

iizere olan bitkilerin kontroliinii saglayabilsin.
Endemik bitki ¢esitleri dort grupta toplanmistir:

* Paleoendemik bitkiler (Eskiden bir bolgede yaygin olan; ama artikk bulunmayan
endemik bitki taksonlaridir.)

* Sizoendemik bitkiler (Ayn1 kromozom sayisinda daha yaygm bir taksonun ortaya
¢ikmasidir.)

* Patroendemik bitkiler (Diploid bitkilerden komsu bdlgelere poliploid yoluyla takson
verme durumudur.)

* Apoendemik bitkiler (Yaygin diploidlerden kaynaklanan sinirli poliploidler.)
(Sivaperuman ve dig., 2008)

2.1.2 Tiirkiye’de Endemik Bitkiler

Tiirkiye’de 10.000°in iizerinde bitki taksonu bulunmaktadir ve bunun 4.000’e yakimni
endemiktir. Bu saymin diger Avrupa iilkelerine nispeten fazla olmasmin nedeni, Tiirkiye nin
konumu, zengin iklim ve bitki ortiistidiir. Ayrica Tiirkiye, ti¢ farkli flora bolgesi 6zelliklerini

tasir ve bu da endemik bitki sayisinin fazlaligini agiklayan nedenlerden biridir. Bu ii¢ farkl



flora bolgeleri “Avrupa Sibirya Flora Bolgesi”, “Akdeniz Flora Bolgesi” ve “iran Turan

fitocografik bolgesi”dir (Ozhatay ve Kiiltiir, 2006).

Tiim bu 6zelliklerden dolay1 Anadolu ve Trakya kadar dar bir alana ¢ok fazla ¢esitlilik hakim
olmus ve bu cesitliligin iginde endemik yiizlerce takson meydana gelmistir. Bunlara 6rnek
olarak; Kazdagi1 koknar1 (Abies nordmanniana subsp. equi-trojani), sigla agaci (Liquidambar
orientalis), madimak (Polygonum cognatum), Dat¢a hurmasi (Phoenix theophrasti), keten
(Linum usitatissimum), kuskonmaz (Asparagus officinalis), Istranca mesesi (Quercus
hartwissiana), kasnak mesesi (Quercus vulcanica) gibi bitkilerin bazi taksonlar1 verilebilir. Bu
bitkiler arasinda ac1 ¢igdem bitkisinin de Tiirkiye’ye endemik taksonlari bulunmaktadir (Atik

ve dig., 2010).
2.1.3 Kirmiz1 Listedeki Bitkiler

Diinyadaki bitki tiirlerinin korunmasi konusunda olduk¢a ciddi ¢calismalar yapilmaktadir. Bu
bitki tlirlerinin dar ve smirlh yayilisa sahip endemik olanlarina ve 6zellikle nesli kaybolma
tehdidi altinda olanlara 6ncelik verilmektedir. Bunun i¢in bitki tiirlerinin uluslararasi tehlike
smiflarindan hangisine ait olduklar1 saptanmaktadir. Uluslararast Dogayr Koruma Birligi
(IUCN), Diinya Koruma Birligi (WCU), Tehlike Altindaki Bitkiler Komitesi, Diinya Dogal
Yasami Koruma Vakfi (WWF) gibi kuruluslar ve de tilkeler tehlike altindaki bitkileri korumak
icin gesitli onlemler almaktadir. Bu baglamda tilkemizde de tehdit altindaki bitki tiirlerinin
listesi ve tehdit kategorileri belirlenmis, bu amagla Tiirkiye Bitkileri Kirmizi1 Kitabi

yayimlanmistir.

Bir bitki tiiriinii korumak ve yasatmak i¢in sadece ismini 6grenmek yeterli degildir. Bu tiirlerin
tanimlanmasi, teshis edilmesi, yayilislari, popiilasyon durumlari, ekolojik ihtiyaclari, fizyolojisi

gibi konular hakkinda ayrmtili calismalarin yapilmasi gerekmektedir.

Bir bolgede floristik ¢alsma yapan bilim insanlarmin elde ettikleri veriler ve o bolgede yasayan
halkin etnobotanik bilgileri, bir bitkinin tehdit altinda olup olmadigmi belirlemektedir. Bir
bitkinin dogal yasam alaninda sayica azalmaya baslamasi ya da bitkinin yasam alaninin dogal
ve beseri sebeplerle tahribe ugramasi o bitki tiirlerinin yasamsal olarak tehdit altinda olmasi

anlamma gelmektedir (Ekim ve dig., 2000).



Tiirkiye’de 2221 bitki tehdit altinda bulunmaktadir. Bu bitkilerden 83 tanesi asir1 derecede
kritik ve 392 takson ise dogada nesli tiikkenme tehlikesinin ¢ok yiliksek oldugu bir ihtimal
seviyesindedir. Colchicum micranthum dogada nesli tikenme tehlikesi riskinin ¢ok yiiksek
oldugu kategoridedir. Bu tez ¢aligmasinda kullanilan Colchicum baytopiorum taksonunun ise
yakin gelecekte tehdit altinda olacagi ongoriilmektedir (Nezahat Gokyigit Botanik Bahgesi
web sitesi, 2019).

2.1.3.1 Tehdit Kategorileri

Bitkilerin tehdit altinda olma kategorilerine gore farkli semboller kullanilir. Bu semboller

asagida belirtilmistir.

* Takson Tiikenmis (Son bireyin de dldiigline hi¢cbir makul stiphe kalmamastir.)

Ingilizce “tiikkenmis, sona ermis” sdzciigii anlamina gelen “extinct”in

kisaltilmis hali olan EX harfleri ile temsil edilir.

» Takson Kritik (Neslinin dogada tiikenme riskinin asir1 derecede yiiksek oldugu kabul

edilmektedir.

Ingilizce “kritik” s6zciigii anlamma gelen “criticallay”m kisaltilms hali

olan CR harfleri ile temsil edilir.

» Takson Tehlikede (Neslinin dogada tiikenme riskinin ¢ok yiiksek oldugu kabul
edilmektedir.)

Ingilizce “tehlikede” sdziigii anlamma gelen “endangered”m kisaltilmis

hali olan EN harfleri ile temsil edilir.



Takson Duyarh (Neslinin dogada tiikkenme riskinin yiiksek oldugu kabul edilmektedir.)

®

Ingilizce “korunmasiz, zayif” sézciigii anlamina gelen “vulnerable”mn

kisaltilmis hali olan VU harfleri ile temsil edilir.

Takson Korumaya Tabi (Yok olma tehlikesine karsi korunma durumundaki

taksonlar bu sinifa girer.)

Ingilizce “korumaya tabi” kalibma tekdmiil eden “conservation

dependent”in bas harfleri olan CD harfleri ile temsil edilir.

Takson Diisiik Riskli (Genis yayilisl ve niifusu yiiksektir.)

Ingilizce “diisiik risk” kalibma tekdmiil eden “least concern”iin bas harfleri

olan LC harfleri ile temsil edilir.

Takson Tehdide Yakin (Olgiitleri karsilamaya yakindir veya yakin gelecekte tehdit

altinda olarak tanimlanma olasilig1 vardir.)

©)

Ingilizce “tehdide yakin” kalibina tekdmiil eden “near threatened”in bas

harfleri olan NT harfleri ile temsil edilir.



« Takson Yetersiz Verili (Yeterli bilgi bulunmadig1 i¢in yayilisina ve/veya niifus

durumuna bakilarak tiikenme riskine iliskin bir degerlendirme yapmak miimkiin
degildir.)

Ingilizce “yetersiz veri” kalibmna tekamiil eden “data deficient”m bas

harfleri olan DD harfleri ile temsil edilir.

+ Takson Degerlendirilmemis (Heniiz belirlenen dlciitlere gore degerlendirilmemistir.)

Ingilizce “degerlendirilmemis” anlamina gelen “not evaluated’m bas

harfleri olan NE harfleri ile temsil edilir.

Bu sembollerin altinda yazan sayilar, bahsi gecen iilkedeki o kategoride bulunan takson sayini

gostertir.

Tiirkiye’de kirmizi listeye girmis olan 5 Colchicum taksonu mevcuttur. Bunlar:

« Colchicum balansae PLANCHON (Diisiik Riskli / LC)

« Colchicum baytopiorum C. D. BRICKELL (Tehdide Yakin / NT)
« Colchicum bornmuelleri FREYN (Diisiik Riskli / LC)

« Colchicum burttii MEIKLE (Diisiik Riskli / LC)

« Colchicum micranthum BOISS. (Tehlikede / EN)

(Nezahat Gokyigit Botanik Bahgesi web sitesi, 2019)
2.2 Colchicum BITKIiSI VE ONEMI

Tiirkiye'deki Colchicum tiirleri {izerinde yapilan morfolojik ve anatomik incelemelere
Kasapligil (1961) tarafindan baslanmistir. Ozyurt (1978a; 1978b), Liliaceae ve Iridaceae
familyasi ilizerinde yaptig1 ¢aligmalarla Tiirkiye'deki Colchicum tiirlerinin literatiiriine katkida
bulunmustur. 1980’lerden bu yana Tiirkiye’deki Colchicum tiirlerinin morfolojik ve anatomik
ozelliklerine daha fazla dikkat ¢ekilmis ve bunun iizerine morfolojik, anatomik ve sitolojik

caligmalar baglamistir (Kiigiiker, The Morphological, Anatomical and Cytological Studies on


http://www.tehditaltindabitkiler.org.tr/v2/index.php?sayfa=detay&id=OTI1MA==
http://www.tehditaltindabitkiler.org.tr/v2/index.php?sayfa=detay&id=OTI3NA==
http://www.tehditaltindabitkiler.org.tr/v2/index.php?sayfa=detay&id=OTI1Nw==
http://www.tehditaltindabitkiler.org.tr/v2/index.php?sayfa=detay&id=OTI1OA==

Some Colchicum Species of Istanbul Area, 1985). Baz1 Colchicum tiirlerinin kromozom sayilar1
ilk kez bildirilmistir (Kiiciiker ve Celebioglu, 1986). Ornegin; Colchicum boissieri tiiriiniin
kromozom sayist 2n=46 (EGE 16429) olarak verilmektedir (Giiner ve dig., 2000).

Bugiine kadar yaprak, meyve ve tohum gibi organlarin morfolojik ve anatomik 6zellikleri
detayli olarak verilmistir (Kigiiker ve Celebioglu, 1988). Tiirkiye'de ilk kez gbzlenen bazi
morfolojik olusumlar bildirilmistir (Kiiciiker, 1992). Ote yandan, Tiirkiye'deki baz1 Colchicum
tiirlerinin yaprak, meyve, tunik ve tohum yiizeylerinin mikromorfolojik 6zellikleri de (SEM)

bildirilmistir (Engel ve Kiigiiker, 1994).

Tohumunda bulunan kolsisin (colchicine) alkaloidi tibbi ilaclarda kullanilmaktadir. Behget
hastaligi, gut, Ailesel Akdeniz Atesi (FMF), romatizma, artrit gibi hastaliklarin tedavisinde
kolsisin kullanilmaktadir. Ayn1 zamanda laboratuvar ¢alismalarinda ticari bir {iriin olarak da
kullanilan kolsisin, tiibiilinden mikrotiibillerin olugsumuna ket vurup mitoz evresinde ig
iplik¢iklerin  kromozomlar1 hiicrenin  kutuplarmma ¢ekmesini engeller. Bu alkaloit,
kromozomlarin en iyi goriintiilenebildigi evre olan metafaz evresinde hiicreye verildiginde
hiicre bolinmeyi durdurur. Sitogenetik ¢aligmalarda kromozomlar1 goézlemleme ve

karyotipleme i¢in kolsisin kullanmaktadir.
2.2.1 Kolsisin Alkoloidi

Colchicum taksonlarnda bulunan en Onemli alkaloit kolsisindir. Bu alkaloit, bitkinin
yapraginda, gévdesinde, tohumunda ve diger organlarinda bulunma oranlar1 taksondan taksona

farklilik gosterebilir. Kolsisin ile ilgili olarak:

* Kimyasal formiilii: C22H25NO6

*  Molekiil agirligt: 399.437 g/mol (PubChem, 2019)

* CAS ID numarasi: 64-86-8, 30512-31-3, 5843-86-7 (ChemIDplus, 2019)

* TUPAC adi: N-[(7S)-1,2,3,10-tetramethoxy-9-ox0-6,7-dihydro-5H-benzo[a]heptalen-
7-yllacetamide (PubChem, 2019).



Sekil 2.1: Colchicum autumnale L. bitkisinin genel goriiniisii (a) ve kolsisin alkaloidinin kimyasal
yapisi (b) (Rodriguez-Garcia ve dig., 2017).

2.2.2 Tiirkiye’de Colchicum Dagilimi

Tiirkiye, diinya genelinde yaklasik 90 tiir olan Colchicum listesine en yiiksek katkiya sahiptir.
Dogu Ege Adalar1 haricinde Tirkiye’de 39 Colchicum taksonu bulunmaktadir. Bu yiiksek
dagilm i¢inde Tirkiye, Colchicum tiirleri acisindan en zengin iilke olma o&zelligi

gostermektedir (Sevgi ve Kiigiiker, 2011).
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Tablo 2.1: Tiirkiye’de yetisen Colchicum taksonlar1 ve yetistikleri bolgeler.

Yayihm Gosterdigi Bashca

Takson Ad1 ve Yazari Yaymn Bolgeler
Bot.  Jahrb.
1 | *Colchicum antepense (K.Perss.) Syst. 127(2): Gaziantep, Kilis
169 (2007)
. . Flora 23 2:
2 | Colchicum atticum (Spruner ex Tommas) 730 (1840 Sakarya, Antalya
Ann. Sci.
. Nat., Bot. sér. - . .
3 | Colchicum balansae (Planch.) K Mugla, Antalya, Icel, Gaziantep
4(4): 145
(1855)
Notes Roy.
Bot.  Gard.
4 | *Colchicum baytopiorum (C.D.Brickell) Edinburgh Antalya, Isparta
41(1): 49
(1983)
Cat. PI. Hort. o .
5 | Colchicum bivonae (Guss.) Boccadifalco Teklrdag’B?laeré?llzk gfiuBallkeSIr’
4 (1821) '
Atti  Congr.
. S Int. Bot. Balikesir, izmir, Manisa, Aydin,
6 | Colchicum boissieri (Orph.) Firenze 1874- Konya
31 (1876)
7 | *Colchicum bornmuelleri (Freyn) Amasya, Bolu, Eskigehir, Cankiri,
Ankara, Sinop
Bot. Mag. .. .
8 | *Colchicum burttii (Meikle) 181: 134 | anakkale, Kiitahya, Denizli,
Mugla, Antalya, Konya
(1977)
Bull. Soc.
. . Bot. France
9 | Colchicum chalcedonicum (Azn.) a4 174
(1897)
10 | Colchicum chalcedonicum subsp. chalcedonicum Istanbul
11 | *Colchicum chalcedonicum subsp. punctatum (K.Perss.) Candollea 53: Mugla, Aydin

405 (1998)
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Tablo 2.1 (devam): Tiirkiye’de yetisen Colchicum taksonlar1 ve yetistikleri bolgeler.

12

*Colchicum chlorobasis (K.Perss.)

Edinburgh J.
Bot. 62: 182
(2006)

Konya

13

Colchicum cilicicum (Boiss.) Dammer

Gard. Chron.,
I, 23: 34
(1898)

Mugla, Isparta, Nigde, icel, Adana,
Osmaniye, Hatay, Kahramanmaras

14

Colchicum crocifolium (Boiss.)

Diagn. PI.
Orient. 5: 67
(1844)

Urfa, Erzurum, Kars, Van, Hakkari,
Diyarbakir

15

*Colchicum davisii (C.D.Brickell)

New
Plantsman 5:
15 (1998)

Adana

16

Colchicum decaisnei (Boiss.)

Fl. Orient. 5:
157 (1882)

Antalya, Hatay

17

Colchicum dolichantherum (K.Perss.)

Edinburgh J.
Bot. 56: 126
(1999)

Antalya, Adana, Gaziantep

18

*Colchicum figlalii (\Varol) Parolly & Eren

Willdenowia
37: 267
(2007)

Dogu Akdeniz

19

*Colchicum heldreichii (K.Perss.)

Edinburgh J.
Bot. 56: 98
(1999)

Konya

20

*Colchicum hirsutum (Stef.)

Shorn. B
Ighar. Akad.
Nauk 22: 34
(1926)

Dogu Anadolu

21

*Colchicum ignescens (K.Perss.)

Bot.  Jahrb.
Syst. 127.
191 (2007)

Giineydogu Anadolu

22

*Colchicum imperatoris-friderici (Siehe ex K.Perss.)

Edinburgh J.
Bot. 56: 129
(1999)

Igel

23

*Colchicum inundatum (K.Perss.)

Edinburgh J.
Bot. 56: 99
(1999)

Konya

24

Colchicum kotschyi (Boiss.)

Diagn. PI.
Orient. 13: 38
(1853)

Bolu, izmir, Isparta, icel,
Kahramanmaras, Gaziantep,
Mardin, Diyarbakir, Bitlis, Mus

25

Colchicum kurdicum (Bornm.) Stef.

Shorn. B
Ighar. Akad.
Nauk 22: 42
(1926)

Hakkari

26

*Colchicum lagotum (K.Perss.)

Bot.  Jahrb.
Syst. 127:
197 (2007)

Dogu Karadeniz, Dogu Anadolu

27

*Colchicum leptanthum (K.Perss.)

Bot. J. Linn.
Soc. 135: 85
(2001)

Dogu Karadeniz
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Tablo 2.1 (devam): Tiirkiye’de yetisen Colchicum taksonlar1 ve yetistikleri bolgeler.

Diagn. PI.

28 | Colchicum lingulatum (Boiss. & Spruner) Orient. 5: 66
(1844)
Candollea .

29 | *Colchicum lingulatum ssp. rigescens (K.Perss.) 53(2): 411 Istanbul, Mugla
(1998)

30 | Colchicum macrophyllum (B.L.Burtt) 4K§:\,)N (l%lélll) 5 Mugla, Hatay
Bot.  Jahrb.

31 | *Colchicum manissadjianii (Azn.) K.Perss. Syst. 127: Orta Karadeniz
202 (2007)
Edinburgh J.

32 | *Colchicum micaceum (K.Perss.) Bot. 56: 95 [zmir, Denizli
(1999)

. . . FI. Orient. 5: ;
*

33 | *Colchicum micranthum (Boiss.) 162 (1882) Istanbul
Edinburgh J.

34 | *Colchicum minutum (K.Perss.) Bot. 56: 90 Antalya
(1999)
Edinburgh J.

35 | *Colchicum munzurense (K.Perss.) Bot. 56: 86 Tunceli
(1999)
Edinburgh J.

36 | *Colchicum paschei (K.Perss.) Bot. 56: 110 Adiyaman
(1999)
J. Linn. Soc.,

37 | Colchicum persicum (Baker) Bot. 17: 430 Gaziantep, Sanliurfa
(1879)
Diagn. PI.

38 | Colchicum polyphyllum (Boiss. & Heldr.) Orient., I, 4: Icel, Adana
121 (1859)
FI. Iran.

39 | Colchicum raddeanum (Regel) K.Perss. EF;gtfhlnger]ZZ Erzurum, Kars
(1992)
Edinburgh J.

40 | *Colchicum sanguicolle (K.Perss.) Bot. 56: 92 Mugla, Antalya
(1999)
FI. Cauc. Crit. e -

41 | Colchicum serpentinum (Woronow ex Miscz.) 3(4): 114 Karadeniz, Gufleyd.()gu Anadolu

Bolgesi
(1912)
Sborn.
- . . B’lghar.
42 | *Colchicum sieheanum (Hausskn. ex Stef.) Akad.  Nauk Adana

22: 47 (1926)

43

Colchicum soboliferum (Fisch & C.A.Mey.) Stef.

Shorn.
B’lghar.
Akad. Nauk
22: 44 (1926)

Sakarya, Konya, Urfa, Hakkari,
Adana
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Tablo 2.1 (devam): Tiirkiye’de yetisen Colchicum taksonlar1 ve yetistikleri bolgeler

Observ.  Pl. Bolu, Amasya, Kastamonu,
44 | Colchicum speciosum (Steven) Ross. 2: 69 Ankara, Erzurum, Giimiishane,
(1824) Giresun, Trabzon, Rize, Artvin
. .. Enum. PI. 4: - .
45 | Colchicum stevenii (Kunth) 144 (1843) Izmir, Antalya, Igel
Index Sem.
46 | Colchicum szovitsii (Fisch. & C.A.Mey.) Hort. Petrop.
1: 24 (1835)
Colchicum szovitsii subsp. brachyphyllum (Boiss. & Bot. Jahrb:
47 Hausskn.) K.Perss Syst. 127: Adana
v ' 221 (2007)
Tekirdag, Istanbul, Sakarya,
Kiitahya, Isparta, Bolu, Ankara,
. . o Konya, Antalya, icel, Adana,
48 | Colchicum szovitsii subsp. szovitsii Kahramanmaras, Diyarbakr,
Erzincaan, Glimiishane, Erzurum,
Kars, Agr1, Van, Hakkari
Konya, Erzurum, Kars, Van,
. . J. Bot. 72: Hakkari, Antalya, Ege Bolgesi,
49 | Colchicum trigynum (Steven ex Adam) Stearn 344 (1934) Karadeniz Bolgesi, Icanadolu
Bolgesi
. Manisa, Denizli, Afyonkarahisar,
50 | Colchicum triphyllum (Kunze) (Fllg;z)Z 9: 755 Antalya, Ankara, Yozgat, icel,
Adana, Tokat, Sivas, Tunceli
Oesterr. Bot.
51 | Colchicum turcicum (Janka) Z. 23 242 Istanbul, Yalova
(1873)

Nouv. Mém.

. Sac. . Imp. Bursa, Bolu, Kastamonu, Amasya
52 | Colchicum umbrosum (Steven) Naturalistes S'amsur; Trabzon A:rtvin '
Moscou  7: ' '
268 (1829)
: . Sp. Pl 342 [zmir, Mugla, Aydin, Burdur,
53 | Colchicum variegatum (L.) (1753) Isparta, Antalya, Konya

* Tiirkiye'ye endemik olan taksonlar.

Bu caligmanin o6rnekleri olan Colchicum baytopiorum, Colchicum davisii ve Colchicum

lingulatum subsp. rigescens i¢in Tiirkiye’deki yayilim gosterdigi bolgeler:
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+ Colchicum baytopiorum

Tiirkiye’nin batisindan Rodos Adasi’na yayilim gosteren; ama Rodos’da tiikenmis olan
taksondur. 4 cm ¢apmda pembe-mor petalleri vardir. ilkbaharda yaprak iiretmekten ziyade,
cicek acarken sonbaharda kiigiik yapraklar iiretmesi, cinsinde alisilmadik bir durumdur. Unlii
Tiirk Kadin Botanik¢i Asuman BAYTOP (1920-2015) onuruna tiir adi “baytopiourm”

verilmistir.

Sekil 2.2: Colchicum baytopiorum petal ve stamen goriiniimii (Pacific Bulb Society, 2019).

ey

i

Sekil 2.3: Tiirkiye’ye endemik Colchicum baytopiorum’un yayilim gésterdigi alan (TUBIVES, 2019).
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» Colchicum davisii

Petalleri soluk pembe renktedir, beyaz bir ¢igek tablasi ve sar1 belirgin anterleri vardir.

Sonbaharda yetisir. Soganlar1 uzundur.

Sekil 2.4: Colchicum davisii petal ve anter goriiniimii (Svensson, 2015).

T

Sekil 2.5: Tiirkiye’ye endemik Colchicum davisii’nin yayilim gosterdigi alan (TUBIVES, 2019).
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+ Colchicum lingulatum subsp. rigescens

Petalleri genis aralikli, 3-4 cm uzunlugunda ve pembe renklidir. Anterleri belirgin sar1

renktedir. Sonbaharda cicek acar, yapraklari ¢igeklerden sonra iiretilir.

Sekil 2.6: Colchicum lingulatum subsp. rigescens petal ve anter goriiniimii (Brink, 2010).

T

—

Sekil 2.7: Tirkiye’ye endemik Colchicum lingulatum ssp. rigescens yayilim gosterdigi alan
(TUBIVES, 2019).

Bu bilgiler 1s181nda, Tiirkiye’ye endemik olan ve tehlike altinda bulunan bitkileri korumak, bu
bitkiler hakkinda daha fazla bilgi elde etmek i¢in ivedi bir sekilde arastirmalar yapmak
oncelikle bu cografyanin yetistirdigi bilim insanlarinin, bilhassa biyoloji bilim dalindan gelen

arastirmacilarin vazifesidir.
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Bu yiiksek lisans projesinde, cpDNA’sinin tiim genomu tespit edilmesi hedeflenen 6rnekler
arasinda Colchicum baytopiorum tiiriniin de bulunmasi, projenin énemini ve hassasiyetini

onemli bir noktaya tagimaktadir.
2.3 BITKILERDE FILOGENETIK CALISMALAR

Biyolojide filogenetik, gesitli organizma gruplar1 arasindaki evrimsel iliskinin incelendigi,
yasam dagilimina ve ¢esitliligine yol agan olaylarin diizenini yeniden yapilandiran bir bilim
dalidir ve bu iligkiler filogeni olarak adlandirilir. Filogenetik terimi Yunanca kokenlidir,
"kabile, k" anlamina gelen “file” veya “filon” ve “dogumla iliskili” anlamindaki “genetikos”
veya "dogum" anlaminda olan “genesis” kokiinden gelen terimlerden tiiretilmistir (Edwards ve

Cavalli-Sforza, 1964).

Organizmalarin yapilarina, benzerliklerine ve kokenlerine gore smiflandirilmast ve
adlandirilmasi olan taksonomi, filogenetikten biiyiik miktarda etkilenmistir. Hem yasayan hem
de tilkenmis, yiiksek sayida yasam ¢esitliligi vardir. Biyologlarin, bu organizmalar hakkinda ve
onlarin birbirileriyle iliskileri hakkinda bilgilere ulasabilmeleri i¢in, bu organizmalarm gruplar
halinde smiflandirilmas1 da gerekir. Ideal olarak, smiflandirma anlamli olmali ve keyfi
olmamalidir, yeni kesfedilen veya az bilinen organizmalarin 6zelliklerini tahmin edebilecek

sekilde yagsamin evrimsel tarihine dayanmalidir.

Filogenetik sistematigin yaklasimi ise evrimsel siirece, kalitim yolundaki izleri takip ederek
canlilar arasindaki yakinlik derecelerini saptamak {izerinedir (Doolittle, 1999). Bundan
dolayidir ki ana inceleme materyalleri niikleik asit zincirleri ve amino asit zincirleridir. Iki canli
arasindaki benzerligi ya da farki niikleik asit ya da amino asit zincir dizilimlerine bakarak tespit
etmeye calisir. Bitkilerde filogenetik calismalar hem kloroplast hem de niikleer kalitim
materyallerinin dizilimleri {izerine calismalar1 kapsar. Ozellikle DNA ile yapilan ¢alismalarda

tiim genom dizi analizi ya da belli bir bolgenin dizi analizi filogenetik sistematige 151k tutar.

Bu yiizden filogenetik incelemelerde markor ya da tiim genom dizi ¢aligmalar: biiyiikk dneme

sahiptir.
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2.3.1 Kloroplast DNA’s1

Bir bitki hiicresinin genel anlamda hayvan hiicresinden ayiwran en onemli &zellik plastid
icermesidir ve plastidler i¢cinde en yaygimn bilineni ise kloroplasttir. Kloroplast, ihtiva ettigi
klorofilden otiirli yesil rengi absorbe etmez; yansitir, bu nedenle de yesil goriiniir ve bitkinin
yesil kisimlarinda mevcuttur. Kloroplast, bitkinin fotosentezinden sorumlu hiicre i¢i organeldir,
niikleer DNA’dan ayr1, ayn1 mitokondri gibi kendine 6zgii halkasal ¢ift zincirli DNA’s1 vardir
ve bu da evrimsel siire¢ igerisinde siyanobakter olarak bash basina bir canli iken bitki ve bazi
alg gibi Okaryotik hiicrelerde simbiyotik bir iliski ile yasamimi devam ettirdigine isaret

etmektedir.

Kendine 6zgii DNA’ya sahip olan kloroplastlar, DNA dizileme yontemlerinin bas gdsterdigi
1970’11 yillarda arastirmacilar i¢in ¢alisma alani olarak ¢ok cazip idi ve ilk fiziksel kloroplast
DNA haritas1 1976’da misir i¢in yapildi (Bedbrook ve Bogorad, 1976). Ardindan ilk kloroplast
geni 1977°de klonlandi (Gelvin ve dig., 1977).

Kloroplast DNA’s1 temelde 3 kisimdan olusur. Bunlar; LSC (Large Single Copy/Genis Tek
Kopya), SSC (Small Single Copy/Kiiciik Tek Kopya) ve bu iki kism1 birbirinden aywran iki
kopya IR (Inverted Repeat/Ters Tekrar).

A LSC B

Plastid DNA's1
150-170 kb
113 gen
IR
S8C S55C
Dart Kisma Ayribmis Yapt Fonksivonel
Olarak Ug Kisim

Sekil 2.8: (A) Plastid DNA’sinin yapisal olarak belirlenmis dort kismi, (B) fonksiyonel olarak ayrilmig
iic kismi1 (Knox, 2014).
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Bitkisine gore 70.000 bg ile 2.000.000 bg arasinda degisiklik gosteren baz uzunluguna sahip
kloroplast DNA’sinin her iki zincirinde de kodlanan yaklagik 125 gene sahiptir ve bu genler iist
iiste binmis vaziyettedir. rRNA genleri daime IR bolgesinde bulunur. Genler, islevsel agidan

ikiye ayrilir, bunlar:

* Genetik yap1 ile ilgili olan genler (replikasyon, transkripsiyon, translasyon). Bunlara
ornek olarak rrn, trn, rpo, rpl, rps, inf, tuf, mat, ars ve clp gibi genler ve bu genlerin alt
tiniteleri verilebilir.

» Fotosentez ile ilgili genler. Bunlara 6rnek olarak psa, psb, pet, atp ve rbc genleri ve bu

genlerin alt tiniteleri verilebilir.

Evrimsel siirecinde siyanobakterlerin DNA’s1 niikleer ve mitokondriyal DNA’lara kiyasla daha
sik1 korunmus ve plastid genlerinin bir kismi nuklesua aktarilmigtir. Hala devam eden plastid
genomundan nukleus genomuna gen aktarimma Ornek olarak tufA (kloroplast translasyon
elongasyon faktorii), rpl22 (kloroplast ribozomal protein) ve infA (translasyon inisiyasyon

faktorii 1) genleri verilebilir.

LSC Bolgesi

atpB

Kloroplast DNA's1

Nicotiana tabacum

155,939 be

w || ————— matK

IR-B Bolgesi IR-A Bolgesi

SSC Bolgesi
ndh¥

Sekil 2.9: Kloroplast DNA’s1 ve gen bolgelerinin bir goriiniimii (Sugiura ve dig., 1986).
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Tespit edilen bu genler, bitkilerin genelinde yayilis gosterme orani, baz uzunlugu ve icerigi gibi
hususlar ele alinarak taksonlarin siniflandirilmast ve de filogenetigin biraz daha

aydinlatilmasinda etkin olan markor/barkot gelistirilmesinde 6nemli bir rol oynamustir.
2.3.2 Spesifik Markorler

Her canli, kendine 6zgii niikleik asit zincir dizilimine sahiptir. Bu 6zgiin diziler o organizmanin
diger tiir ve alt tiirler arasinda molekiiler diizeyde ayriminin yapilabilmesini miimkiin kilar. Bir
canlinin DNA’sinin tiim dizisini ¢ikarmak diger bir canlidan ayirmak i¢in kesin ¢dziim olsa da
maliyet ve islem siiresi agisindan efektif degildir. Akrabalik seviyesi yiiksek olan canlilar,
DNAlarinda ¢ok az1 hari¢ yiiksek oranda benzer diziler barindirirlar (Orn. Insan ve sempanze
DNA’smin benzerligi %98’in lizerindedir (Gunter ve Dhand, 2005). Benzer dizilerin disinda
kalan diziler, o canlinin sahip oldugu; fakat baska canlida bulunmayan ve taksonomik ayrim

icin bakilmasi1 gereken dizilerdir.

Bahsi gecen bu 6zgiin diziler o canlinin barkodu ya da markdrii olarak tanimlanir. “DNA
barkot” tanimi ilk olarak Hebert ve arkadaslar1 (2003) tarafindan kullanilmistir. Hayvanlar
aleminde MT-CO1 (coxl) geni evrensel barkot olarak kullanilirken bitkiler i¢in durum biraz
daha karigiktir. Bitkilerde mitokondriyal genler, niikleotid degisim oranlarinin disiik
olmasindan kaynakli bitki barkodu kullanimina uygun degildir (Mower ve dig., 2007). Bitkiler
icin cpDNA ve nrDNA iizerinden barkot se¢imi yapilmaktadir. Diinya {izerindeki canlilarin
barkotlarinin ¢ikarilmasini saglayan, kurulumu 2008 yilinda olan ve ABD Washington DC
yerleskeli Yasam Barkot Konsorsiyumu (CBOL: Consortium for the Barcoding of Life) bitki
barkot se¢imini kolaylastirmak ve evrensel kullanima sunmak adina farkli caligma gruplari ile
degisik barkot lokuslarmni arastirmaktadir (Hollingsworth, ve dig., 2009). ideal barkotlama,
farkli bitki taksonlar1 i¢in kullanilabilecek DNA lokuslarina sahip, taksonlari ayirabilecek
filogenetik bilgiye sahip yeterlilikte olmalidir. Ayrica, barkot bolgesi DNA ¢ogaltimina izin

verebilecek uzunlukta, giivenilebilir ve tekrar edilebilir olmalidir.

Bitkilerde taksonomik ayirim i¢in plastid genomundan ve niikleer genomdan elde edilen
markorler ¢esitli kombinasyonlar ile multi lokuslu ¢alismalar yapilmaktadir. Bunlara 6rnek

olarak:
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Tablo 2.2: Plastid ve nuikleer markorler

(Hollingsworth, ve dig., 2009).

Plastid Plastid 33
Niikleer Te
genomundan genomundan . %> LSC
ribozomal o >
kodlama kodlama P
DNA’dan 1, 25
yapan bdlge | yapmayan bolge “
markorler
markérleri markérleri
matK atpF — atpH ITS1
(Nicotiana tabacum)
rbcL trnH-pshA ITSleul Bebk
Kloroplast DNA'sI
rpoB psbK-psbhl ITS2 155.939 bg
rpoC1 trnL-UAA ITS3
ycf5 trnF-GAA ITS4
ndhC - ITS5 SSC
ndhK - ITS1-F _ ,
Sekil 2.10: Plastid genomunda cpDNA barkotlarina bir 6rnek;
Nicotiana tabacum bitkisinin kloroplast DNA’sinin
ndhJ - ITS4-B B
barkotlar1 (Vijayan ve Tsou, 2010).

Tablo 2.3: Niikleer genomda DNA barkotlarma bir 6rnek; Nicotiana tabacum bitkisinin nrDNA’simin
ITS barkotlar1 (Vijayan ve Tsou, 2010).

Primer Sekans (5’ - 3?)

Yorumlar
ITS1 TCCGTAGGTGAACCTGCGG Forward; 18S’in 5” bolgesine bagl
ITSleul GTCCACTGAACCTTATCATTTAG Forward; 18S’in 5” bolgesine bagl

Tablo 2.4: Niikleer genomda DNA barkotlarma bir 6rnek; Nicotiana tabacum bitkisinin nrDNA’simin
ITS barkotlar1 (Vijayan ve Tsou, 2010).

ITS2 GCTGCGTTCTTCATCGATGC Forward; 5.8S’1 amplifiye eden
ITS3 GCATCGATGAAGAACGCAGC Reverse; 5.8S’i amplifiye eden
ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC Reverse; 26S’in 5 bolgesine bagh
ITS5 GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG Forward; 18S’in 5” bolgesine bagli
ITS1-F CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA Forward; 18S’in 5° bolgesine bagh
ITS4-B CAGGAGACTTGTACACGGTCCAG Reverse; 26S’in 5° bolgesine baglh
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Plastid genomundaki en ¢ok cesitlilik gdsteren kodlama bolgelerinden biri olan matK 841
niikleotit uzunluguna sahiptir (Hilu ve Liang, 1997). Fakat matK bolgesinin PZR’de var olan
primer setleri ile cogaltimu etkili bir sekilde yapilamadigi icin 599 niikleotit uzunlugundaki rbcL
gen bolgesinin matK’ye kiyasla daha diisiik seviyede ayirma giiciine sahip olmasia ragmen
pek ¢ok bitki tiirlinlin genetik materyalinin ¢ogaltilmasinin ve niikleotit dizilenmesinin daha
kolay oldugu tespit edilmistir. Herhangi iki markoriin beraber kullanilmasi kombinasyonlar1 bu
rbcL ve matK markorlerinin beraber aymim giiciinden daha etkili olmadigi belirtilmistir
(Hollingsworth ve dig., 2009). Buna ek olarak Hollingsworth ve dig. (2011) rbcL+matK ve ek

markor kullanimini tavsiye etmistir.

ITS markdrleri, bitki filogenetik ve DNA barkodlama analizlerinde en sik kullanilan
markorlerdendir. Bu popiilerlige ragmen ITS bolgeleri icin PZR primerlerinin evrenselligi ve
Ozgiilliigii amplifikasyon ve dizileme zorluklarindan 6tiirti yeteri kadar tatmin edici degildir.
Cheng ve dig. (2016)’nin ¢alismalarinda 219 kapali tohumlu, 11 agik tohumlu, 24 egreltiotu,
16 yosun, 17 mantar ve 48 digerleri olmak iizere toplamda 335 6rnek calisgilmistir. Bu
calismalara gore, GenBank’tan bitki ve mantarlarin 18S, 5.8S ve 26S dizilerini detayl bir
sekilde inceleyerek tiim ITS bdlgesini amplifiye etmek icin evrensel ve bitkiye 6zgii yeni

primerler tasarlamiglardir.

Markorler, filogenetik sistematikte kullanildigi gibi ekolojik ve ¢evresel genomik ¢aligmalarda
da kullanilabilir (Valentini ve dig. 2009). Adli tipta su¢ mahallinden aliman DNA 6rneklerinin
markorler ile ¢alisilmasi sonucu suglunun cinsiyeti, ki ve hatta fiziksel bir¢ok 6zellikleri
belirlenebilir (Yoon, 1993; Coyle ve dig., 2005; Mildenhall, 2006). Gidanim igeriginin tespiti
ve safliginin onay1 ve de etiketlemenin orijinalligi agisindan gida giivenligi desteklenebilir

(Galimberti, ve dig., 2013; Huxley-Jones ve dig., 2012).
2.3.3 DNA Dizileme Metotlar:

DNA dizilerinin belirlenmesi igin ilk yéntem, 1970 yilinda Cornell Universitesi'nde Ray Wu
tarafindan gelistirilen bir bdlgeye 6zgili, primer uzatma prensibiydi. Lambda faj DNA'sinin
yapigskan uglarimi siralamak i¢in her ikisi de gegerli siralama semalarinda belirgin olan DNA
polimeraz katalizi ve spesifik niikleotit etiketlemesi kullanilmistir (Wu, Nucleotide Sequence
Analysis of DNA: I. Partial Sequence of the Cohesive Ends of Bacteriophage A and 186 DNA,
1970). 1970 ve 1973 yillar1 arasinda yapmis olduklar1 ¢aligmalar neticesinde Wu ve arkadaslari,
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bu yontemin sentetik yere 6zgii primerleri kullanarak herhangi bir DNA dizisini belirlemek i¢in
kullanilabilecegini gosterdi (Wu ve dig., 1973). Frederick Sanger, daha sonra MRC Centre,
Cambridge, Ingiltere'de daha hizl1 DNA siralama yontemleri gelistirmek igin bu primer-uzatma

prensibini benimsedi ve 1975'de arti-eksi metodu kisa siirede tercih edilen yontem oldu (Sanger
ve Coulson, 1975).

Adel 5183 Paul 5248

Aasl 5171\ Pstl 5282
Ajul 5113\ ' \Nsbl 155
T | Eco88l, Xhol 162
Ecod7l 5042 \ |

\

\ Mbil 520
Alw44l, BseSl 4779 \ A\

Bsh1285]1 4601
Eco147] 4486

Sspl 1007
/
Munl 3939
Lgul 374’:'3,/
. Boxl 1694

Eam1105! 1760
SexAl 3499

Fall 2172 ™~ \ Btsl 2203
: f ]l |
0lil 2012/ [ \Bagl 2531  \Aanl, Psil 2304
Cfra2! 2859/ :'.' Aatll 2782
Benl 28001

Lambda faj genlerinin koordinatlar:
A 3981-136 F 1001-2284

A* 4497-136 G 2395-2922
B 5075-51 H 2931-3917
C 133-393 J  848-964

D 390-848 K 51-221

E 568-843

Sekil 2.11: Tiim genomu dizilenen ilk canli ®X174 Lambda faj (Sanger ve dig., 1977).
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Allan Maxam ve Walter Gilbert adindaki iki bilim insani, 1977 yilinda Harvard
Universitesi’nde yapmus olduklar1 ¢alismada DNA’nin kimyasal modifikasyonu ve ardindan
spesifik bazlarda kesilmesi esasina dayanan bir DNA dizileme yontemi gelistirmistir. Sanger
ve Coulson’un arti-eksi dizilemesi hakkinda yapmis olduklar1 yontem Maxam-Gilbert dizileme
yonteminden iki y1l 6nce (Sanger ve Coulson, 1975) ortaya ¢ikmis olsa da, daha yaygin olarak
kullanilan yontem olamamistir (Maxam ve Gilbert, 1977). Buna karsin Sanger daha sonra
arkadaslariyla birlikte 1977 yilinda “zincir sonlandirma yontemi’nin zaman icinde
tyilestirilmesiyle Maxam-Gilbert yontemi yayginligini kaybetti ve yeni Sanger yontemi daha
sik kullanilmaya basland1 (Sanger, ve digerleri, 1977). Cilinkii Maxam-Gilbert yontemi Sanger
yontemine gore daha karmasik ve zararli kimyasallarm kullanilmasi gerekliliginden dolay1
kolay bir sekilde kullanilmasina izin vermemistir. Gliniimiizde hala altin metot olarak Sanger’in

dizileme yontemi olan zincir sonlandirma metodu kabul gérmektedir.
Gegmisten giinlimiize kadar dizileme metotlarini 3 nesil olarak ele almabilir.
2.3.3.1 Birinci Nesil DNA Dizileme Metotlar:

Bu grupta Maxam-Gilbert Dizileme, Sanger Dizileme ve Pyro Dizileme Metotlar1 yer

almaktadir.

2.3.3.1.1 Maxam-Gilbert Dizileme

Maxam-Gilbert dizileme yontemi DNA’nin 5' ucunun radyoizotopik olarak isaretlenmesini ve
sonra diziye eklenecek DNA par¢asinin saflastirilmasini icermektedir. Bu isaretleme Gamma-
32P ATP kullanilan bir kinaz tepkimesidir. Uygulanan kimyasal islemler ile molekiillerin bir
kisminda niikleotidlerin bazlarindan biri veya ikisinde kesikler meydana gelir. Piirin bazlarinin
formik asit ile depiirine edilmesi, Guanin bazmin dimetilsiilfat ile metillenmesi, pirimidin

bazlarinin hidrazin ile metillenmesi bu kesiklere 6rnektir.

Tablo 2.5: Maxam-Gilbert Dizileme’de kullamlan baza 6zgii DNA kesme ve isaretleme yollari.

Baz ayirmada Zincir kirmada
Ozgiil baz Baza ozgii kullanilan kullamlan
G Dimetil siilfat Piperidin Piperidin
A+G Asit Asit Piperidin
C+T Hidrazin Piperidin Piperidin
C Hidrazin + baz Piperidin Piperidin
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Modifiye edilmis bazlar genellikle piperidin ile DNA zincirden ayrilir. Bu sekilde modifiye
edilmis ve radyoizotopik olarak isaretlenmis kesikli DNA parcalari elde edilir. Bu parcalar
denatiire edilmis akrilamid jel iginde elektroforez ie ayristirilir. Radyoizotopik DNA
pargalarinin goriintiilemesi i¢in yiiriitiilen jel bir rontgen filminin tizerine konulur ve radyoaktif
olan noktalarda rontgen filmi karart1 gsterir. Bu sekilde meydana gelen bant serilerinden DNA

dizisi ¢ikarilabilir.

5' 3PGCTACGTA 3'

N

Kirilma noktasi: A+QG G C C+T

2pger PPgerac?Pc Pg

2PGCTAC 32pGeta #Pce
32 32
““PGCTACGT % ;PGCTA
““PGCTACG
A+G G C C+T

7l - A

6 - T

5 -Gl G G

4 aa ae | C

3 _— A

2 =] T

| aGD oD C

Dizileme jeli

Sekil 2.12: Maxam-Gilbert dizileme yontemi (Maxam ve Gilbert, 1977).
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Sanger yontemi 2,-3-dideoksinukleotidlerin (ddATP, ddGTP, ddCTP, ddTTP) kullanilmas1
temeline dayanmaktadir. Bu maddeler deoksiribozlarindaki 2. ve 3. konumlarindaki hidroksi
molekiillerinin yerine Hidrojen bulunmasi sebebiyle fosfodiester bagi kuramadiklari i¢in sentez
sirasinda polimerizasyonu durdurmaktadir. Bu yontemde, test ortaminda, 4 tiir ddNTP, DNA
polimeraz, polimerizasyon igin gerekli 4 tiir ANTP (dATP, dGTP, dCTP, dTTP) yan: sira,
ayrica, baz sirasi tayini yapilacak olan kisa tek zincir DNA kalip sekansi ve bunun 3'-ucundaki
DNA bazlarma tamamlayici olan ve 32P ile 5'-uclarindan isaretlenmis cok kisa primer DNA
dizileri de bulundurulur. Bu primer DNA parcaciklary, polimeraz enziminin sentezi i¢in

basamak olustururlar.
Teknik olarak dizi analizi 3 basamaktan olusur.

1. Polimeraz zincir reaksiyonu,
2. Dizileme reaksiyonu,

3. Jel elektroforezi ve bilgisayar programinda degerlendirme.

PZR’ da denatlirasyon, baglanma ve uzama basamaklar1 ile hedef DNA dizisi
cogaltilabilmektedir. DNA polimeraz, primer kalip DNA ve dNTP’ler ortama konulup isaretli
bazm yapiya eklenmesi saglanmaktadir. Kullanilan ddNTP’lerin derigimi ise ortamdaki diger
maddelerden daha diisiik olmalidir. Isaretleme primere de yapilabilir. Isaretlemeden sonra
zincir sonlandirma tepkimelerine gegilir. Karisim dort boliime ayrilarak dort ayri tiipe konulur.
Her bir tiipe gerekli enzim etkenleriyle birlikte diisiik konsantrasyonlu ve birbirinden farkli
ddNTP’ler eklenerek inkiibe edilir. ddNTP’ler ve dNTP’ler ayn1 karisima eklendiginde
aralarinda bir rekabet ortaya ¢ikar. ANTP’ler baglandig: siirece uzama devam eder. Ancak,
sentezin herhangi bir asamasinda yapiya ddNTP eklendigi anda tepkime durur. Bu sekilde her
bir tlipte ayn1 anda birbirinden bagimsiz birgok reaksiyon gerceklesir. Sonugta primer sonundan
baslayilp prematiire sonlanmalarin oldugu kisimlara kadar cesitli uzunlukta DNA parcalar:
meydana gelir. DNA dizi analizi sonucu elde edilen diziler jelde glimiis boyama, radyoaktif ve
floresan boyalarla isaretlenerek tespit edilebilir. Dizileme reaksiyonu PZR gibi {li¢ ana

basamakta ve 30-40 dongiide gerceklesir.
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5 AGCTTCAGTC Biiyiik
fragmanlar
G?%

AG 5' -

AG 5' -

TCAG 5'

GTCAG 5
AGTCAG 5 -

AAGTCAG 5' —

GAAGTCAG &' —
GAAGTCAG5
TCGAAGTCAG S  Kuek -

fragmanlar

A

Girdi sablon
dizisi

——

O-H4HO0>» 04400 >»

AQOPO-HO0>>0O0H

Sekil 2.13: Sanger dizileme yontemi (Wen ve Zhong, 2018).

Sentezlenen DNA ya bir ddNTP’nin katilmasi 3' ucunda hidroksi grubu olmadig i¢in sentezi
durdurur. Reaksiyon sonunda dNTP’ler ile uzamis ve ddNTP’lerle sonlanan diziler elde edilir.
Ayrica sonlandirici 6zellikteki bazlar floresan boyalarla isaretlenebilir. Elde edilen DNA
dizilerine akrilamid jel elektroforezi uygulanabilecegi gibi otomatik dizi analizi cihazlarinda da
okuma yapilabilir. Akrilamid jel elektoforezinde DNA pargalari elektriksel alanda agirliklarina
gore siralanir ve DNA dizisi jelden rontgen filmi yardimiyla okunur. Poliakrilamid jeller yiiksek
ayirim giicline sahiptir. Poliakrilamid jeller uygun siire ve uygun voltajda tek bir niikleotid

farkini bile ayirabilmektedir.

2.3.3.1.2 Pyro Dizileme

Dizi analizi i¢in en sik kullanilan yontem olan Sanger metodunun uzun siirmesi, birgok agamay1
icermesi gibi c¢esitli dezavantajlarin1 ortadan kaldwran, 1986 yilinda Pal Nyrén tarafindan
gelistirilmis bir yontemdir. Single-niikleotide addition (SNA) yani tek niikleotid eklenmesi
yontemi ile dizi analizi yapmaktadir. Sentez yaparak dizi analizi yapma prensibine dayanir.
DNA sentezi esnasinda agiga ¢ikan pirofosfat’larin saptanmasi esasina dayanan bir real-time
(gergek-zamanl) kantitatif dizi analizi teknigidir. Islem PZR iiriinlerinin tek zincir DNA
(ssDNA) ya doniismesi ile baslar. Tek zincir DNA kalip olarak kullanilmak iizere izole edilir,
her bir primer ¢ifti biotin ile 5' ucundan isaretlenir. Sekans primeri PZR ile ¢ogaltilmis olan bir
tek zincir DNA ile hibridize edilir. Enzim olarak DNA polimeraz, ATP siilfirilaz, liisiferaz ve

apiraz kullanilir. Substrat olarak adenozin 5' fosfosiilfat ve lusiferin ile inkiibe edilir.
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dNTP (deoksiriboniikleotid trifosfat) lardan ilki reaksiyona eklenir. Eger dNTP kalip DNA’
daki baza komplementer ise ortamda bulunan DNA polimeraz, bu dNTP’nin DNA sarmalina
eklenmesini kataliz eder. ANTP DNA kalibina baglanirken dNTP iizerindeki 2 adet fosfat agiga
cikar ve ortama 2 fosfatl bir yap1 olan pirofosfat (Ppi) ortama ge¢mis olur. Her niikleotid
eklenmesinde bir pirofosfat serbest kalir. Ortama ¢ikan pirofosfat; ATP sulfurylase yardimi ile
ATP’ ye ¢evrilir. Olusan ATP’ nin yardimi ile lusiferin, oksilusiferin’ e doniisiir. Oksilusiferin
ise goriiniir bir 151 yayar. Olusan bu 1511 miktar1 ATP miktar1 ile orantilidir. Olusan 151n CCD
(kiz1l 6tesi) kamera ile tespit edilir ve seri tepecik seklinde kaydedilir. Isinlarin seri tepecik
seklinde kaydedilmesine Pyrogram adi verilir. Isin pyrogramda bir yiikseklik veya tepecik

seklinde goriiliir. Her bir tepecigin yiiksekligi eklenmis olan niikleotid sayisiyla orantilidir.

DNA fragmanlarmin hazirlanmasi

Polimeraz
APS
Sulfurllaz
Lusﬁerml . Liisiferaz
D'etek51yon Ok511u51fer1n
pirogrami

Apiraz
dNTP ———> dNDP + dNMP + fosfat

dNTP —> ADP + AMP + fosfat

Sekil 2.14: Pyro dizileme yontemi (Siqueira ve dig., 2012).
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Niikleotid parcalayici bir enzim olan apiraz devamli olarak ATP ve dNTP’ leri pargalar.
Boylece 151k olusumu kesilir. Yani ortamda yeni reaksiyon olusturacak d NTP ve ATP
kalmamis olur ve bu sekilde ortam ikinci niikleotidin ilave edilmesine hazirlanmis olur. Bu
teknoloji ile DNA parcaciginin 100 niikleotidi okunmus olur. Dort enzimin yer aldigi bu
asamalar kapali bir sistemde, plakta ve tek bir kuyucukta yapilabilir. Apiraz ATP’yi ve

baglanmamis olan ANTP’leri parcalar ve boylece 151k kesilir.

Sanger teknigindeki gibi isaretli primer, isaretli niikleotid ve jel elektroforezine ihtiyag
duyulmaz. Metilasyon analizleri, adli tip ¢alismalarinda, viral, bakteriyal ve fungal tiplendirme

ve de direng arastirmalarinda kullanilan bir yontemdir (Durmaz, 2001).
2.3.3.2 Ikinci Nesil DNA Dizileme Metotlart

Bu kategoride NGS (Next Generation Sequencing) diye bilinen Yeni Nesil Dizileme yer
almaktadir. Bu dizileme 2007 yilindan sonra yayginlasmis ve ¢ok daha uzun dizilerin
okunabilmesini daha diisiik maliyetle daha hizli yapilmasini saglamistir. Bu sebeple genom
projelerinde bu metot olduk¢a sik kullanilir. Firmalar tarafindan farkli prensiplerle farkl
markalar altinda ticarilesen NGS metoduna 6rnek olarak Illimuna (iSeq100 System, MiniSeq
System, MiSeq Serisi, NextSeq Serisi, HiSeq Serisi, NovaSeq), Thermo Fisher (lon PGM Dx
System, lon One Touch 2 System, lon Chef System, lon GeneStudio S5 Serisi), Roche (454 GS
FLX) verilebilir.

NGS reaksiyonlar1 i¢in kalip model hazirlamada iki yontem vardir, tek zincir DNA’dan
klonlama olarak ¢ogaltilmis kaliplar ve dogrudan DNA tek zincirinin kullanildigi kaliplar.
Kaliplarin  DNA  polimeraz ile ¢ogaltim islemi de CRT (Cyclic Reversible
Termination/Ddngiisel Tersine Sonlandirma), SNA (Single Nucleotide Addition/Tek Niikleotid
Eklemesi) ve es zamanh dizileme olarak {i¢ yonteme ayrilir. DNA polimerazin DNA ligaz ile
degistirildigi bir baska yaklasim olan SBL (Sequencing by Ligation/Ligasyonla Siralama)

yontemi de kullanilmaktadir.

NGS genel anlamda, birbirinden ayrilmis yilizey bdlgelerinin her birine sabitlenmis binlerce
kalip DNA parcaciklarinin sabitlenmesi, sabitlenen bu kalip dizilerinin niikleotid sira bilgisine
gore tamamlayici olacak sekilde tasarlanmis adaptor dizilerinin farkli yerlerden rast gele kesilip
cogaltilmis hedef genomik DNA parcgalarina eklenmesi, adaptor eklenmis DNA pargaciklarinin

sabit ylizeydeki diziler ile eslesip ortamdaki reaktifler vasitasiyla ¢ift zincir uzamasi asamasinda
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her bir baz tiirline 6zgii farkli floresan boyalarla etiketlenmis bazlar ile gogaltilip CCD (Charged
coupled device/Sarj eslestirmeli cihaz) kameralar ile cogaltma asamasinda 1simalari tespit edip

okumalar1 bilgisayar ortaminda anlamli grafiklere doniistiirmesini kapsar.

Zincir uzatma reaksiyonu defalarca tekrarlanir ve her defasinda yikama ve tarama islemi
gerceklesir. Floresan boyalarla isaretlenmis olan niikleotidler, DNA parcaciklarindaki siraya
gore hizalanir ve uzama reaksiyonu durur. Sonrasinda fazla gelen reaktifler yikanip ortamdan
uzaklastirilir ve eslesmis olan bazlar taranir. Boylelikle her dongiide milyonlarca baz okunur.
Bir bolgede eksik ya da yanlis eslesme olursa onun okuma sonucu ile farkli dongiilerde okunan
ayni bolgenin okuma sonuclarini bilgisayar programi tespit eder. Ayrica okunmus her DNA
parcas1 bilgisayar programinda u¢ uca ekleyip hedef DNA’nin dizisini tam bir sekilde
cikartirken tekrarlanan dizileri ayiklamak icin DNA pargaciklarinin bagindan ve sonundan belli

sayida baz dizilerini yine bilgisayar programi tespit edip ¢ikarir (Metzker, 2010).

DNA'nin pargalara ayrilmasi — -
[ | veadaptorle baglanmasi — —
' —

Genomik —

DNA

l Belirlenmis diziler ile yeni dizi yakalama

I | | Baglanmayan parcalarin uzaklastiriimasi
|‘ uH e
I 4
|
L ]

l DNA kattphanesinde bulunan

genler ile karsilastirma

Yeni Nesil Dizileme (Next-Generation Sequencing, NGS)

Sekil 2.15: ikinci nesil dizileme ydnteminden Illumina’nin ¢ahisma prensibi (Kamps ve dig., 2017).
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2.3.3.3 Uciincii Nesil DNA Dizileme Metotlar

Diger iki nesil dizilemede de genomik DNA pargalara boliiniir ve PZR yontemiyle bu pargalarin
cogaltilmast temeline dayanilirken 3. nesil dizileme tekniklerinde hedef genomik DNA
denatiire edilip tek zincirli hale getirilir ve herhangi bir kesme olmaksizin kalip olarak tek zincir

DNA molekiilii ele alinir. Bu baglamda yeni yontemler denenmektedir. Bunlara 6rnek olarak:

Tek Zincirli DNA Molekiiliiniin Real Time (Es Zamanli) Dizilemesi (SMRT)
Floresan Rezonans Enerji Aktarimi (FRET) ile RT DNA Dizileme

Elektron Mikroskopu (TEM) Temelli DNA Dizileme

Nanopor Teknolojisi Ile DNA Dizileme

Transistor Aracili DNA Dizileme

o M w0 D E

2.3.3.3.1 SMRT DNA Dizileme

Pasific Biosciences tarafindan gelistirilen tek zincirli DNA molekiiliiniin RT (Real Time / Es
Zamanl) dizileme yontemi DNA polimerazin hizina ve aktivitesine dogrudan etki eder. Cift
zincirli DNA olusturulmasi sirasinda biiyiik bir niikleotid havuzundan bazlarin tek tek alinip
dogru sirada hizalanmas1 ve ZMW (Zero Mode Waveguides / Sifir Mod Dalga) teknolojisine
dayanir. ZMW teknolojisi, mikrodalgalarin dalga boyundan ¢ok daha kii¢iik, cam zemin
iizerine sabitlenmis, 100 nm’lik metal filmden yapilmis, nanometre seviyesinde caplari olan
acikliklara sahiptir ve bu acikliklar boyutlar1 sayesinde daha uzun dalga boylarini ge¢irmezler.
Boylelikle sadece istenen dalga boylarinin gegebilecegi bir filtre olusur. Sadece 30 nm’nin
altindaki dalga boylar1 gecis yapabilir ve ZMW’nin porlar1 i¢indeki etiketlenmis niikleotidleri
etkiler. ZMW’de tek bir DNA polimeraz molekiilii cam tabaka yiizeyine tutturulur. Farkl
boyalar ile isaretlenmis olan niikleotidler gerekli konsantrasyon seviyelerinde ZMW ’nin i¢inde
DNA dizisi iizerine saliverilir. Isaretlenmis olan niikleotidler DNA polimerazin etrafin1 sarar,
dogru niikleotid DNA polimeraz tarafindan tanindig1 vakit zincir uzama iglemiyle birlestirilir.
Bazin zincire oturmasi sirasinda DNA polimeraz tarafindan boya serbest birakilir ve o esnada
1s1ma meydana gelir, olugan 151ma tespit edilerek hangi bazin eklendigi belli olur. Ayrilan bu
boyalar diflizyona ugrayarak herhangi bir etki olusturmadan ortamdan uzaklastirilir. Bu iglem

saniyeler i¢inde defalarca tekrarlanir. Boylece DNA dizi bilgisi elde edilir.
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Sekil 2.16: SMRT dizileme yontemi (Eid, ve dig., 2009).

2.3.3.3.2 FRET lle RT DNA Dizileme

VisiGen Biotechnologies, Inc. tarafindan gelistirilen bir yontem olan bu yeni yaklasima gore
DNA polimerazin florefor boyalari ile isaretlenmis niikleotidlerin yaydigi FRET (Fluorescence
Resonance Energy Transfer / Floresan Rezonans Enerji Aktarimi) sinyallerini tanimasi tizerine
islemektedir. Niikleotidlerin kalip tek zincir DNA ile eslesmesinden sonra bazlar tizerindeki
florefor etiketler ayrilir. Saniyede milyonlarca niikleotid tasima potansiyeline sahip yiiksek
teknolojiler icin olanak saglamaktadir; ancak su an i¢cin bunun Ol¢iimii ¢ok zordur.
Uygulanabilirligini gosteren bilimsel bir calisma ve yayin heniiz bulunmamaktadir (Schadt ve

dig., 2010).

2.3.3.3.3 TEM Temelli DNA Dizileme

Halcyon Molecular, Inc. DNA zincirindeki bazlarin kimyasal yapisina bakarak tek tek
taninmasi ve dogrudan goriintiilenmesi bakimindan TEM (Transmission Electron Microscopy
/ Gegirimli Elektron Mikroskopu) kullanarak yeni nesil dizileme metotlarina farkli bir yaklagim
sunmustur. Bu yontem, goriintillenen DNA dizisindeki niikleotitlerin fonksiyonel igneler

kullanilarak tek tek bir substrat {izerine oturtulmasi prensibine dayanmaktadir; ancak simdiye
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kadar bu teknolojinin kullanildig1 herhangi bir ¢alisma ya da yayin bulunmamaktadir. ZS
Genetics, Inc. firmasmin yaklasimma gore DNA dizisindeki isaretlenmis tek bir baz, yiiksek
¢Oziiniirlikli elektron mikroskopu yardimiyla diger isaretlenmis bazlara gore ebat ve yogunluk

farkina dayali1 olarak belirlenir.

2.3.3.3.4 Nanopor Teknolojisi Ile DNA Dizileme

DNA molekiiliiniin veya niikleotidlerin bir pordan ge¢mesi ile niikleotidlerin bu gecis
esnasindaki elektrik akimi ve optik sinyal alicilar1 iizerine etkisinin gézlemlenmesi sayesinde
bazlarin belirlenmesi esasina dayanir. Bu teknoloji tek zincirli DNA molekiiliinii kullandig1 i¢in

cok ¢ok az miktarlarda bile cok daha hizli ¢alisma potansiyeline sahiptir.

Oxford Nanopore, Inc. DNA dizileme i¢in 3 dogal biyolojik molekiile dayanarak c¢alisan bir
sistem gelistirmistir. Biyolojik nanoporlar dis yiizeyinde ekzoniikleaz etkinligine sahip
yapilardir. Bir sentetik siklodekstrin sensér molekiilii de kovalent bag ile porun i¢ ylizeyine
baglanmistir. Bu sistem DNA’nin yiiklendigi ve ekzoniikleaz aktivitesinin oldugu tarafta tuz
derisimindeki degisim sayesinde elektrik akimmim gectigi bir lipid tabakasi icermektedir.
Ekzoniikleaz aktivitesi ile niikleotidler tek tek ayrilir. Bu niikleotidlerin ayrilmasi; pordan
gecerken niikleotidlerin iyonik 6zellikleri ve karakteristik yapilarma gore olur. Ayrilan bu

niikleotidler de tek tek tanimlanir (Clarke, ve dig., 2009).

— DNA sarmal ¢ift zinciri
Baz g

(1 ¥ :
Ampermetre . [ |

== — Voltaj kaynag1

o=
Acilma enzimi % i ‘ C C
=il A A
- =0 § (T s v | T
== < G| |G
Nanopor C\ Zaman g
Trockeiiing T Membran

Sekil 2.17: Nanopor teknolojisi ile DNA dizileme yontemi (Gopfrich ve Judge, 2018).
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3. MALZEME VE YONTEM

3.1 DENEYDE KULLANILAN SARF MALZEMELER VE CiHAZLAR
3.1.1 Kullanilan Sarf Malzemeler
Tez ¢aligmasinda kullanilan sarf malzemeler Tablo 3.1°de gosterilmistir.

Tablo 3.1: Tez ¢alismas: esnasinda kullanilan sarf malzemelerin listesi.

Kullanilan Sarf Malzeme Marka Katalog Numarasi
Proteinaz-K Eurofins 5226700101
CTAB tozu Sigma-Aldrich 52365-50G

Etanol Merck 1.59010
PVP Sigma-Aldrich PVP40-500G
Fenolkloroform-izoamil Sigma-Aldrich 77617-100ML
Izopropanol Sigma-Aldrich W292912-1KG-K
Toplama tiipii Biosigma C385013

3.1.2 Kullanilan Cihazlar

Tez calismasinda kullanilmis olan cihazlar Tablo 3.2°de gosterilmistir.

Tablo 3.2: Tez ¢aligmasi esnasinda kullanilan cihazlarin gorselleri.

1.Santrifiij Cihaz: 2.Su Banyosu:
Eppendorf Centrifuge 5417R Wisd WiseBath WB-11

» &

cppendorf
Centrifuge 5417R
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Tablo 3.2 (devam): Tez galismasi esnasinda kullanilan cihazlarin gorselleri.

3.Ultra Saf Su Sistemi: 4.Spektrofotometre:
Elga Purelab OptionQ Thermo Scientific Nanodrop 2000

5.Vorteks: 6.Hassas Terazi:
Wisd WiseMix VM-10 Sartorius

_”..g.'

3.2 BITKi MATERYALLERININ HAZIRLANISI

Nezahat Gokyigit Botanik Bahgesi’'nden alinan Colchicum baytopiorum (2003-00801 D /
HDUM 9273), Colchicum davisii (2006-00576 / BGNR 1209) ve Colchicum lingulatum subsp.
rigescens (2004-00188 A / AG 13712) yapraklari laboratuvar ortaminda 0,2 gr tartildi ve yaprak
yiizeylerinin etil alkol ile yiizey sterilizasyonu saglandi. Daha sonra yapraklar ayr1 havanlarda
stv1 azot ile muamele edilerek fiziksel par¢alama islemine tabi tutuldu. Izolasyon oncesi

ornekler toz haline getirildi.
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3.3 ORNEKLERDEN DNA iZOLASYONU

DNA izolasyonu i¢in 6ncelikle falkon tiipte 9 ml CTAB soliisyonu ile 90 mg CTAB tozu
karigtirilmigtir. Daha sonra 90 pl B-merkaptoetanol ilave edilmis ve karigtirilmistir. Bu karisim

65°C sicaklikta 5 dk inkiibasyona birakilmistir.

Elde edilen CTAB karisimindan 1 ml alinip eppendorf tiipe transfer edilmis ve tizerine 12 mg
PVP ilave edilip karistirilmistir. Toz haline getirilmis her bir yaprak 6rneginden 20 mg alinarak
CTAB karigiminm bulundugu eppendorf tiiplere ilave edilmis ve 2 dakika vortekslenmistir. Bu
asamadan sonra tiiplere 30 pl Proteinaz-K ilave edilmis ve 65°C sicaklikta 24 saat boyunca

inkiibasyona birakilmistir.

Ertesi giin her bir tiip 5 dakika oda sicakliginda bekletilmis ve 1 ml fenolkloroform-izoamil
eklenerek 5 dakika vortekslenmistir. Daha sonra tiim tiipler 13000 rpm’de 15 dakika santrifiij
edilmistir. Santrifiij sonras1 her bir 6rnegin supernatant1 otomatik pipetle ¢ekilerek yeni steril
eppendorf tiiplere aktarilmistir. Yeni tiiplere aktarilan supernatant miktar1 kadar her birine
sogukta bekletilmis izopropanol ilave edilerek 15 dakika -80°C’de bekletilmistir. Daha sonra
her bir 6rnek 20 dakika 13000 rpm’de ve 4 dakika santrifiij edilerek pelet dipte kalacak sekilde
iist stv1 otomatik pipetle ¢ekilip atilmistir. Kalan peletlerin iistiine 1 ml %70’lik etanol, 100 pl
sodyum asetat ilave edilmis ve 5 dakika 13000 rpm’de santrifiij edilmistir. Santrifiij sonras1
pelet dipte kalacak sekilde {ist s1ivi otomatik pipetle ¢ekilerek atilmistir. Kalan peletlerin istiine
1 ml soguk %70’lik etanol ilave edilip 5 dakika 13000 rpm’de santrifiij edilmistir. Kalan
peletler dipte kalacak sekilde iist sivi otomatik pipetle ¢ekilip atilmis ve tiipler kapaklar1 agik
sekilde alkoliin tamamen ugup uzaklasmasi i¢in 5 dakika bekletilmistir. Daha sonra peletlerin

iistiine 40 pl distile su ilave edilerek vortekslenmistir.
3.4 DNA iIZOLATLARININ KALITE OLCUMU

DNA izolasyonu yapilan her bitki 6rneginden otomatik pipetle 2 ul ¢ekilip nanodorp okuma
haznesine sirayla konulmus ve 6l¢iim yapilmistir. Bir 6rnekten digerine gecilirken nanodrop
okuma haznesi kagit mendil ile silinmistir. Her bes okumada bir nanodrop okuma haznesine

blank konulup kalibre edilmistir. Spektrofotometre sonuglar1 Tablo 3.3°de gdsterilmistir.
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Tablo 3.3: Tez ¢aligmasindaki Colchicum taksonlarinin nanofotometrik 6l¢tim degerleri.

Niikleik Asit
Ornek Adi Konsantrasyonu A260 A280 260/280 260/230
C. lingulatum
subsp.
rigescens 634,3 12,685 6,703 1,89 0,84
C. davisii 735,4 14,708 7,941 1,85 0,87
C. baytopiorum 876,5 17,530 9,217 1,90 0,61s

3.5 ORNEK DNA’LARININ DiZILENMESIi VE BiYOINFORMATIGI

Bitki 6rneklerinden her bir 6rnek i¢in birden fazla sayida genomik DNA izolasyonu yapildiktan
sonra nanodrop ile kalite 6l¢iimii yapilmistir ve dizileme i¢in uygun olan DNA’lar farkli
uzunluklarda dizilimler igeren her Ornek i¢cin 1’er genomik kiitiiphane olusturmada
kullanilmistir. Bu kiitiiphaneler Illumina HiSeq 2000 kullanilarak 100bg¢ “paired end” olarak

Macrogen firmasinda okunmustur (Macrogen Inc., Kore).

Tez ¢alismasinda kullanilan Colchicum lingulatum subsp. rigescens, Colchicum davisii ve
Colchicum baytopiorum bitkilerinin gelen ham datasi tekrarlanan bélgelerin ayiklanmasi igin
CLC Genomics Worknemch versiyon 12.0 programinda kirpilmistir. Olusan ikincil data, total
DNA’y1 i¢erdigi i¢in kloroplast genomlar1 belirlenip analiz edilmistir. Kloroplast genomlarmin
tespiti i¢in referans olarak NCBI BLAST versiyon 2.9.0 verilerinden Colchicum autumnale’nin
tiim kloroplast dizisi se¢ilip yine CLC Genomics Workbench versiyon 12.0 programinda her
bir 6rnegin dizisi ile haritalandirilmistir. Bu kloroplast genomlar1 ¢ok iyi korunmus olan ¢ift
sarmall1 halkasal DNA molekiilleridir, eldeki sonuglara gore sirasiyla 156.423 be, 156.604 be
ve 156.615 bg uzunlugundadir.
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4. BULGULAR

DNA oOrneklerinin  kloroplast DNA diziliminden gelen ham datann CLC Genomics

programinda islendikten sonra elde edilen bulgular1 agagida verilmistir.
4.1 C. lingulatum subsp. rigescens BULGULARI

Colchicum lingulatum subsp. rigescens igin DNA dizileme analizi sonucunda cpDNA’nin
156.423b¢ uzunlugunda, tek zincirinin 48,294MDa cift zincirinin 96,634Mda agirliginda
oldugu tespit edilmistir. Ayrica 86 kodlama yapan dizi (CDS), 86 delesyon, 135 gen, 60
insersiyon, 8 rRNA, 38 tRNA tespit edilmistir. Bunlara ek olarak elde edilen diger bilgiler
Tablo 4.1, Tablo 4.2, Tablo 4.3, Tablo 4.4, Tablo 4.5 ve Sekil 4.1’de verilmistir.

Tablo 4.1: C. lingulatum subsp. rigescens’in cpDNA analizinde atomik kompozisyonu [(a): Tek zincir
DNA’dan elde edilen bilgiler, (b): Cift zincir DNA’dan elde edilen bilgiler].

Atom Sayim Sayim Frekans Frekans
(a) (b) (@) (b)
Hidrojen (H) 1.926.259 3.851.792 0,375 0,375
Karbon (C) 1.534.359 3.069.682 0,299 0,299
Azot (N) 574.803 1.153.712 0,112 0,112
Oksijen (O) 939.258 1.877.064 0,183 0,183
Fosfor (P) 156.422 312.844 0,03 0,03

Tablo 4.2: C. lingulatum subsp. rigescens’in cpDNA analizinde niikleotid dagilimi.

Niikleotid Sayim Frekans
Adenin (A) 48.469 0,310
Sitozin (C) 29.861 0,191
Guanin (G) 28.897 0,185
Timin (T) 49.195 0,314
Piirin (R) 0 0,000
Pirimidin () 0 0,000
Adenin veya Sitozin (M) 0 0,000
Guanin veya Timin (K) 0 0,000
Sitozin veya Guanin (S) 0 0,000
Adenin veya Timin (W) 0 0,000
Adenin hari¢ (B) 0 0,000
Sitozin hari¢ (D) 0 0,000
Guanin harig¢ (H) 0 0,000
Timin hari¢ (V) 0 0,000
Herhangi bir niikleotid (N) 1 0,000
C+G 58.758 0,376
A+T 97.664 0,624
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Tablo 4.3: C. lingulatum subsp. rigescens’in cpDNA analizinde di-niikleotid sayimi ve frekansi.

1. pos\2. Pos A C G T
A 16913 | 0,108 | 7025 | 0,045 | 8435 | 0,054 | 16095 | 0,103
C 8424 | 0,054 | 7489 | 0,048 | 5083 | 0,032 | 8865 | 0,057
G 10225 | 0,065 | 4655 | 0,030 | 6944 | 0,044 | 7072 | 0,045
T 12907 | 0,083 | 10692 | 0,068 | 8435 | 0,054 | 17161 | 0,110
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Tablo 4.4: C. lingulatum subsp. rigescens’in cpDNA analizinde kodon bélgelerinin kodon

istatistikleri, sayim ve frekansi.

Kodon | Sayym | Frekans || CCC | 203 | 0.01 GGT | 521 | 0,02
AAA 759 0.03 CCG | 120 | 0,01 GTA | 498 | 0.02
AAC 240 0.01 CCT | 345 | 0,02 | | GTC | 162 | 0,01
AAG 266 0.01 CGA | 292 | 0,01 GTG | 172 | 0.01
AAT 754 0.03 CGC | 90 | 0,00 | | GTT | 460 | 0,02
ACA 324 0.01 CGG | 98 | 0,00 || TAA| O | 0,00
ACC 238 0.01 CGT | 318 | 0,01 TAC | 163 | 0.01
ACG 157 0.01 CTA | 298 | 0.01 TAG | 0 | 0,00
ACT 443 0.02 CTC | 164 | 0,01 TAT | 657 | 0.03
AGA 415 0.02 CTG | 151 | 0.01 TCA | 314 | 0.01
AGC 98 0.00 CTT | 464 | 0,02 | | TCC | 298 | 0,01
AGG 137 0.01 GAA | 828 | 0.04 | | TCG | 150 | 0,01
AGT 341 0,02 GAC | 178 | 0,01 TCT | 482 | 0.02
ATA 572 0.03 GAG | 293 | 0,01 TGA | 0 | 0.00
ATC 373 0,02 GAT | 682 | 0,03 TGC | 60 | 0.00
ATG 525 0.02 GCA | 358 | 0,02 | | TGG | 382 | 0.02
ATT 020 0.04 GCC | 237 | 0.01 TGT | 181 | 0.01
CAA 581 0.03 GCG | 159 | 0.01 TTA | 744 | 0.03
CAC 128 0.01 GCT | 534 | 0,02 | | TTC | 448 | 0.02
CAG 189 0.01 GGA | 605 | 0.03 TTG | 475 | 0.02
CAT 395 0,02 GGC | 192 | 0.01 TTT | 774 | 0,04
CCA 247 0.01 GGG | 315 | 0.01
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Tablo 4.5: C. lingulatum subsp. rigescens’in cpDNA analizinde kodon pozisyonlarindaki niikleotid
sayimi ve frekansi.

Kodon A C G T
pozisyonu
1. pozisyon 6571 | 0,30 | 4083 | 0,19 | 6194 | 0,28 | 5128 | 0,23
2. pozisyon 6113 | 0,28 | 4609 | 0,21 | 4045 | 0,18 | 7209 | 0,33
3. pozisyon 6835 | 0,31 | 3272 | 0,15 | 3589 | 0,16 | 8280 | 0,38

*Frekanslar kirmizi renk ile gosterilmistir.

Colchicum lingulatum ssp. rig.

156.423bp

Sekil 4.1: C. lingulatum subsp. rigescens halkasal cpDNA’s1.
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4.2 C. davisii BULGULARI

Colchicum davisii i¢in igin DNA dizileme analizi sonucunda cpDNA’nin 156.604bg
uzunlugunda, tek zincirinin 48,35MDa c¢ift zincirinin 96,745MDa agirliginda oldugu tespit
edilmistir. Ayrica 181 tam belli olmayan bazlar, 86 kodlama yapan dizi (CDS), 39 delesyon,
135 gen, 122 insersiyon, 8 rRNA, 38 tRNA tespit edilmistir. Bunlara ek olarak elde edilen diger
bilgiler Tablo 4.6, Tablo 4.7, Tablo 4.8, Tablo 4.9, Tablo 4.10 ve Sekil 4.2°de verilmistir.

Tablo 4.6: C. davisii’nin cpDNA analizinde atomik kompozisyonu [(a): Tek zincir DNA’dan elde
edilen bilgiler, (b): Cift zincir DNA’dan elde edilen bilgiler].

Atom Sayim Sayim Frekans Frekans
(a) (b) (a) (b)
Hidrojen (H) 1.925.537 3.850.311 0,375 0,375
Karbon (C) 1.533.764 3.068.501 0,299 0,299
Azot (N) 574.519 1.153.273 0,112 0,112
Oksijen (O) 938.935 1.876.344 0,183 0,183
Fosfor (P) 156.362 312.724 0,030 0,030

Tablo 4.7: C. davisii’nin cpDNA analizinde niikleotid dagilimu.

Niikleotid Sayim Frekans
Adenin (A) 48.430 0,309
Sitozin (C) 29.856 0,191
Guanin (G) 28.883 0,184
Timin (T) 49.193 0,314
Piirin (R) 34 0,000
Pirimidin () 34 0,000
Adenin veya Sitozin (M) 39 0,000
Guanin veya Timin (K) 30 0,000
Sitozin veya Guanin (S) 10 0,000
Adenin veya Timin (W) 87 0,001
Adenin harig¢ (B) 1 0,000
Sitozin hari¢ (D) 2 0,000
Guanin hari¢ (H) 4 0,000
Timin hari¢ (V) 1 0,000
Herhangi bir niikleotid (N) 0 0,000
C+G 58.739 0,375
A+T 97.623 0,623
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Tablo 4.8: C. davisii’nin cpDNA analizinde di-niikleotid sayimi ve frekansi.

1. pos\2. pos A C G T
A 16865 | 0,108 | 7017 |0,045 |8430 |0,054 |16048 |0,103
C 8434 | 0,054 |7493 |0,048 |5074 |0,032 |8846 |0,057
G 10210 | 0,065 | 4644 0,030 | 6939 0,044 | 7075 0,045
T 12862 | 0,082 | 10683 | 0,068 | 8422 0,054 | 17153 | 0,110

*Frekanslar kirmizi renk ile gosterilmistir.

Tablo 4.9: C. davisii’nin cpDNA analizinde kodon bélgelerinin kodon istatistikleri, sayimi ve

frekansi.

Kodon | Sayim | Frekans CCC | 209 | 0,01 || GGT | 527 | 0,02
AAA 867 0.04 CCG | 121 | 0.01 || GTA | 507 | 0,02
AAC 262 0.01 CCT | 353 | 0.02 || GTC | 167 | 0,01
AAG 294 0.01 CGA | 305 | 0,01 || GTG | 179 | 0,01
AAT 819 0.04 CGC | 96 | 0,00 || GTT | 475 | 0,02
ACA 345 0.02 CGG | 103 | 0,00 || TAA | O 0.00
ACC 245 0.01 CGT | 325 | 0,01 || TAC | 168 | 0,01
ACG 166 0.01 CTA | 314 | 0,01 || TAG | 0 0.00
ACT 462 0.02 CTC | 174 | 0,01 || TAT | 695 | 0,03
AGA 442 0.02 CTG | 152 | 0,01 || TCA | 333 | 0,01
AGC 103 0.00 CTT | 482 | 0,02 || TCC | 300 | 0,01
AGG 150 0.01 GAA | 888 | 0.04 || TCG | 153 | 0.01
AGT 347 0,02 GAC | 184 | 0.01 || TCT | 507 | 0,02
ATA 611 0.03 GAG | 301 | 001 || TGA | 0 0.00
ATC 380 0.02 GAT | 727 | 0,03 || TGC | 62 | 0,00
ATG 547 0.02 GCA | 357 1 0,02 || TGG | 393 | 0,02
ATT 078 0.04 GCC | 243 | 0.01 || TGT | 192 | 0.01
CAA 616 0.03 GCG | 162 | 0,01 || TTA | 772 | 0,03
CAC 132 0.01 GCT | 536 | 0.02 || TTC | 467 | 0,02
CAG 192 0.01 GGA | 615 | 0.03 || TTG | 496 | 0.02
CAT 412 0.02 GGC | 192 | 0,01 || TTT | 805 | 0,04
CCA 263 0.01 GGG | 318 | 0,01
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Tablo 4.10: C. davisii’nin cpDNA analizinde kodon pozisyonlarindaki niikleotid sayim1 ve frekansi.

Kodon A C G T
pozisyonu
1. pozisyon 7018 | 0,31 4249 0,18 6378 | 0,28 5343 |0,23
2. pozisyon 6557 0,29 4755 0,21 4170 0,18 7506 0,33
3. pozisyon 7235 | 0,31 3384 | 0,15 3727 0,16 8642 | 0,38

D Kodlama Yapan Dizi

Colchicum davisii

156.604bp

100000

Sekil 4.2: C. davisii halkasal cpDNA’s1.
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4.3 C. baytopiorum BULGULARI

Colchicum baytopiorum icin DNA dizileme analizi sonucunda cpDNA’nin 156.615bg
uzunlugunda, tek zincirinin 48,354MDa c¢ift zincirinin 96,752MDa agirliginda oldugu tespit
edilmistir. Ayrica 176 tam belli olmayan bazlar, 86 kodlama yapan dizi (CDS), 57 delesyon,
135 gen, 127 insersiyon, 8 rRNA, 38 tRNA tespit edilmistir. Bunlara ek olarak elde edilen diger
bilgiler Tablo 4.11, Tablo 4.12, Tablo 4.13, Tablo 4.14, Tablo 4.15 ve Sekil 4.3’te verilmistir.

Tablo 4.11: C. baytopiorum’un cpDNA analizinde atomik kompozisyonu [(a): Tek zincir DNA’dan

elde edilen bilgiler, (b): Cift zincir DNA’dan elde edilen bilgiler].

Atom Sayimm Sayim Frekans Frekans
(a) (b) (a) (b)
Hidrojen (H) 1.923.553 3.846.286 0,375 0,375
Karbon (C) 1.532.175 3.065.281 0,299 0,299
Azot (N) 573.912 1.152.146 0,112 0,112
Oksijen (O) 923.026 1.874.412 0,183 0,183
Fosfor (P) 156.201 312.402 0,030 0,030
Tablo 4.12: C. baytopiorum’un cpDNA analizinde niikleotid dagilimu.
Niikleotid Sayim Frekans
Adenin (A) 48.321 0,309
Sitozin (C) 29.835 0,190
Guanin (G) 28.904 0,185
Timin (T) 49.141 0,314
Piirin (R) 37 0,000
Pirimidin () 40 0,000
Adenin veya Sitozin (M) 21 0,000
Guanin veya Timin (K) 28 0,000
Sitozin veya Guanin (S) 12 0,000
Adenin veya Timin (W) 99 0,001
Adenin harig¢ (B) 1 0,000
Sitozin hari¢ (D) 4 0,000
Guanin hari¢ (H) 0 0,000
Timin harig¢ (V) 2 0,000
Herhangi bir niikleotid (N) 170 0,001
C+G 58.739 0,375
A+T 97.462 0,622
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Tablo 4.13: C. baytopiorum’un cpDNA analizinde di-niikleotid sayimi ve frekansi.

1. pos\2. pos A C G T

16821 | 0,108 | 7000 |0,045 |8431 |0,054 |16007 |O0,103

8426 | 0,054 | 7468 |0,048 |5068 |0,032 |8851 |0,057

10225 | 0,066 |4656 |0,030 |6938 |0,044 | 7068 | 0,045

= OO >

12798 | 0,082 | 10690 | 0,069 |8446 | 0,054 |17140 |0,110

*Frekanslar kirmizi renk ile gosterilmistir.

Tablo 4.14: C. baytopiorum’un cpDNA analizinde kodon bélgelerinin kodon istatistikleri, sayimi ve
frekansi.

Kodon | Sayim | Frekans GAA | 790 | 0.04
AAA 730 0.03 GAC | 171 | 0,01
AAC 236 0.01 GAG | 283 | 0,01
AAG 259 0.01 GAT | 650 | 0,03
AAT 716 0.03 GCA | 354 | 0,02
ACA 320 0.01 GCC | 230 | 0,01
ACC 236 0.01 GCG | 157 | 0,01
ACG 150 0.01 GCT | 536 | 0,02
ACT 427 0.02 GGA | 602 | 0,03
AGA 412 0.02 GGC | 193 | 0,01
AGC 07 0.00 GGG | 316 | 0,01
AGG 133 0.01 GGT | 518 | 0,02
AGT 335 0.02 GTA | 490 | 0,02
ATA 564 0.03 GTC | 163 | 0.01
ATC 364 0.02 GTG | 172 | 0,01
ATG 527 0.02 GTT | 457 | 0.02
ATT 019 0.04 TAA | O 0.00
CAA 561 0.03 TAC | 157 | 0,01
CAC 126 0.01 TAG | 0 0.00
CAG 183 0.01 TAT | 639 | 0,03
CAT 390 0.02 TCA | 304 | 0,01
CCA 247 0.01 TCC | 294 | 0.01
CCC 202 0.01 TCG | 148 | 0,01
CCG 118 0.01 TCT | 477 | 0,02
CCT 341 0.02 TGA | 0 0.00
CGA 290 0.01 TGC | 60 | 0,00
CGC 86 0.00 TGG | 377 | 0.02
CGG 93 0.00 TGT | 176 | 0.01
CGT 319 0.01 TTA | 739 | 0,03
CTA 288 0.01 TTC | 446 | 0.02
CTC 163 0.01 TTG | 466 | 0,02
CTG 144 0.01 TTT | 767 | 0,04
CTT 462 0,02
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Tablo 4.15: C. baytopiorum’un cpDNA analizinde kodon pozisyonlarindaki niikleotid sayim1 ve

frekansi.
Kodon A C G T
pozisyonu
1. pozisyon 6425 | 0,30 4013 | 0,19 6082 0,28 5050 | 0,23
2. pozisyon 5891 | 0,27 4541 | 0,21 4007 0,19 7131 | 0,33
3. pozisyon 6691 | 0,31 3224 | 0,15 3526 | 0,16 8129 | 0,38

*Frekanslar kirmizi renk ile gosterilmistir.

Colchicum baytopiorum

156.615b¢

100000

Sekil 4.3: C. baytopiorum halkasal cpDNA’s1.
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5. TARTISMA VE SONUC

Bu tez ¢alismasinda Tiirkiye’ye endemik olan bazi Colchicum taksonlarindan C. lingulatum
subsp. rigescens, C. davisii, C. baytopiorum materyal olarak se¢ilmis olup bu 6rnek materyaller
Nezahat Gokyigit Botanik Bahgesi’nden 2019 yilinin Subat ayinda toplanmistir. Heniiz
mevsimi olmamasindan kaynakli filizlenme az sayida ve kisa boylu oldugu i¢in toplanan
ornekler, kloroplast DNA izolasyonunun yapilmasina olanak saglayacak kadar yeterli
¢tkmamistir. Bundan dolay1 genomik DNA izolasyonuna karar verilmis ve CTAB yontemi ile
DNA izolasyonu yapilmustir. izole edilecek olan DNA’larm dizilenmesi igin ihtiya¢ duyulan
cihaz ve ekipmanlarin laboratuvar biinyesinde bulunmamasindan dolay1 hizmet alimina karar
verilmistir. Oncelikle izolatlarin kalitesi olgiilmiis ve dizilemeye uygun olanlar Kore’deki
Macrogen firmasina génderilmis, Illumina HiSeq 2000 NGS cihazinda dizileme yapilmaistir.
Yaklasik bir ay i¢inde gelen 6rneklerin genom sekans ham datasi, NGS ¢alisma prensibinden
dolayr hedef DNA’nin pargalara boliinlip okumalarmin yer aldigi kontigler halinde
gonderilmistir ve CLC Genomics Workbench (v.12.0) programi kullanilarak, programin i¢ginde
kayitli olan farkli NGS platformlarinin kullandigr hedef DNA’ya ilaveten eklenen adaptor
dizilerinin okuma sonucunda hedef DN A okumasindan ¢ikarilmasi i¢in dizileme reaksiyonunun
oldugu platform segilerek adaptor dizi bilgileri ham datadan ayiklanmistir. Daha sonra, ikincil
datadan niikleer DNA’y1 ¢ikarmak ve sadece kloroplast DNA’smi belirleyebilmek igin NCBI
BLAST programindan Colchicum autumnale’nin tiim kloroplast DNA dizisi almip referans
olarak kullanilmistir. Referans ile her bir 6rnek DNA’s1 haritalandirilmis ve eslesen bolgeler

ile bir istatistik ¢ikarilmistir.

Ug 6rnekte de goriilmektedir ki kloroplast DNA dizileri referans DNA dizisi ile ¢ok benzerlik
gostermektedir. Sekil 5.1, Sekil 5.2 ve Sekil 5.3’te “Kalite Skoru” olarak gosterilen kisimda
kirmiz1 ¢izgiler 6rnek ile referansin eslesen baz dizilimini ifade ederken aralardaki nadir gri
bosluklar eslesmeyen bazlar1 temsil etmektedir. Buradan, kloroplastlarn atasi oldugu
diistiniilen Siyanobakterlerin bu uzun evrim siireci i¢ginde DNA’larmnin yiiksek oranda
korundugu ¢ikarimi ¢ok da yanlis olmayacaktir. Stiphesiz ki bu hususta kesin olarak bir sey
soyleyebilmek i¢in daha fazla drnekten ve her bir 6rnekten de ayr1 ayr1 ¢ok sayida izolasyon

yapilip dizi analizinin yapilmas: gerekmektedir.
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Eldeki dizi bilgilerinden bitki barkotlamada da kullanilan matK geni {izerinden bagka bitkiler
ile T-Coffee programinda Neigbour-joining temelli genetik aga¢ olusturulmustur ve buradan
cikan datay1 ¢izime doniistirmek icin de TreeDyn programi kullanilmigtir Olusturulan

filogenetik agag¢ Sekil 5.4’te gosterilmistir.

| Crocus_sativus_ matK
Allium_ sativum_ matK
Colchicum_bornmuelleri voucher matK
Colchicum_autumnale matK
Colchicum_speciosum_matK

Colchicum davisii_matK

Colchicum lingulatum subsp. rigescens matK
Coclhicum baytopiorum matK

I— Colchicum_montanum_voucher matK
Arabidopsis_thaliana_matK

0.04

Sekil 5.4: Tez ¢alismasinda kullanilan Colchicum taksonlarinin baska Colchicum taksonlarindan
bazilar1 ve farkl: bitkiler ile matK geni tizerinden filogenetik agaci.

Filogenetik agidan yakinligmma bakmak icin 6rnekler ile birlikte kiyaslama yapilan Crocus
sativus, Colchicum montanum, Colchicum speciosum, Colchicum autumnale, Colchicum
bornmuelleri, Allium sativum ve Arabidopsis thaliana bitkilerinin matK gen dizisi NCBI

BLAST programimdan alinmaistir.

Filogenetik yorumlama i¢in tek bir gen lizerinden kaniya varilamaz, akrabalik iliskilerini,
yakmlik derecelerini gosterebilmek icin diger kloroplast genlerinin ve de niikleer genlerinin de

kiyaslanmas1 gerekmektedir. Ancak, tiir i¢i ve birbirine yakin tiirler arasinda plastom benzerligi

oldukga dikkat ¢ekicidir.

Bitki barkotlama, cp ve ntDNA’s1 heniiz ¢alisilmamig ¢ok sayida bitki bulunmasindan dolay,
iizerinde ¢aligilan bitkilerden kalitim materyallerinin analize uygun saflikta ve konsantrasyonda
elde edilmesinin zorlugundan dolayi, hala gelismekte olan dizileme metotlarinin giincel
kosullarmin maliyetinin yiiksek olmasi, zaman aliyor olmas1 ve hataya miisait fazla teknik detay
icermenin zorlugundan dolay1 mesakkatli bir istir. Bitkilerin bolgesel ya da tiim genom sekans
bilgileri ¢ogaldik¢a ayni alanda bakir c¢aligma konularina dair kiyaslama giicii, referans

sayilarinin c¢oklugu ve saglamligi sayesinde tuttugu 1sik artacaktir. Bu g¢aligmalar bitki
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barkotlarinin sayisini artirabilir ve giincel barkotlarin hassasiyetini yiikseltebilir. Bununla
beraber filogenetik ¢aligmalar bir adim daha netlige kavusabilir. Diinyada hem Colchicum hem
de bagka bitkiler tizerinden markdr ¢alismalar1 yapilmis olsa bile ¢ok sinirliyken Tiirkiye’ye
endemik olan Colchicum tiirleri iizerinde yapilan markor ¢alismalari ne yazik ki daha kisithidir.
Marmara Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Biyomiihendislik Boliimii’nden Mehmet
AYDEMIR’in, Prof. Dr. Ahu Altmkut UNCUOGLU’NUN damismanliginda yayimlanan
“Kloroplast Genomu Spesifik Markorleri Ile Colchicum L. Tiirlerinin Filogenetik Analizi” adli
yiiksek lisans tez ¢aligmasinda 32’si endemik olan 49 tiir ve 16 aday tiirii kapsayan 168
Colchicum orneklerinden kloroplast genomuna ait trnT-trnL-trnF genler arasi bolgelerin DNA
sekans bilgilerine filogenetik analizler yapilmistir. Caligmada, kodlama yapmayan kloroplast
genomundan trnT-trnL-trnF bolgeleri PZR ile ¢ogaltilip ABI 310 Genetik analizériinde Sanger
Dizileme ile dizilenmistir. Elde edilen dizi bilgileri CustalW programiyla kiyaslanmaistir.
Caligilan Colchicum genotiplerinin olast alt gruplarin1 da igeren genel populasyon yapisini
tespit amaciyla STRUCTURE (v.2.3) yazilimi kullanilmistir. Bu gen havuzunda yer alan
Colchicum genotiplerinin populasyonlar i¢indeki genetik varyasyonlarini ortaya g¢ikarmak
adina GenAIEx (v.6.41) programi kullanilarak Temel Bilesen Analizi (PCA- Principal
Component Analysis) ger¢eklestirilmistir. Filogenetik analiz i¢in ise MEGA 6.06 programi
kullanilarak Neigbour-joining temelli genetik agag olusturulmustur (Aydemir, 2015).

Bu ¢aligmalar arasinda kullanilan materyal ve odaklandigi noktalar temelde benzerlik gosterse
de birinde belli basli kloroplast genlerinin PZR ile ¢cogaltilip Sanger metoduna gére hedef DNA
parcaciklarinin dizi bilgisine ulasilirken digerinde ise kloroplast tim genomunun NGS

metoduna gore dizi bilgisine ulagilmistir.

Dizileme yontemleri ilerledik¢e yakin gelecekte bir canlinin tiim genom dizisini elde etmek
daha az maliyetle daha kisa siirelerde gergeklesecektir. Giiniimiizde kisitl biit¢eler ve biraz
daha uzun siirelerde arastrmacilar ¢ok az sayida canli genomunu dizileyip GenBank’a
eklemekte olsalar bile gelecekte hizli ve ucuz dizilemeler yaygmlasana kadar maliyet ve
zamandan tasarruf ancak bu arastirmacilarin tecriibelerinin birikimlerinden yararlanarak

olacaktir.
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