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Erzincan ve c¢evresinde 2021 yilinin vejetasyon doneminde belirlenen 42 lokasyondan
Astragalus L. cinsine ait 6rnekler toplanmustir. Yapilan morfolojik ¢aligmalar sonucu 12
farkli tiir belirlenmistir. Bunlardan 3’ endemiktir (Astragalus pennatulus, Astragalus
karamasicus, Astragalus lycius). Belirlenen tiirler arasindaki genetik iliski ISSR ve IRAP
molekiiler markirlari ile arastirilmistir. Calisilan 5 IRAP primeri (3LTR-5, 5LTR1, LTR
6150, NIKITA E2647-, SUKKULA) 100-700 bg biiyiikliigiinde bantlar vermistir. IRAP
primerlerine gore polimorfizm %90 hesaplanmigtir. ISSR yonteminde 16 ISSR primeri
(UBC868, UBC817, UBC807, UBC812, UBC816, UBC825, UBC824, UBC830, UBC836,
UBC840, UBC848, UBCS855, UBS856, UBC841, UBC842, UBC61) kullanilmigtir. PCR
sonuclarina gore c¢alisilan primerler 100-2000 b¢ uzunlugunda bantlar vermistir. ISSR
primerlerine gore polimorfizm % 90,8 hesaplanmustir. ISSR ve IRAP verileri ile UPGMA
yontemi kullanilarak dendrogramlar olusturulmustur. Calisilan bu tekniklerin Astragalus

tiirlerini karakterize etmede uygun markirlar oldugu ortaya ¢ikmustir.
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ABSTRACT
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DETERMINATION OF GENETIC DIVERSITY OF ASTRAGALUS L.
SPECIES DISTRIBUTED IN ERZINCAN AND ITS SURROUNDINGS BY
MOLECULAR METHODS
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Supervisor: Prof. Dr. Nalan YILDIRIM DOGAN

In this study, Astragalus L. samples were collected from 42 locations of Erzincan determined
in the vegetation period of 2021. As a result of the morphological studies, 12 different species
were determined. 3 of them are endemic (Astragalus pennatulus, Astragalus karamasicus,
Astragalus lycius). The genetic relationship between the identified species was investigated
with ISSR and IRAP molecular markers. The 5 studied IRAP primers (3LTR-5, 5LTR1, LTR
6150, NIKITA E2647-, SUKKULA) yielded bands of 100-700 bp. Polymorphism was
calculated as 90% according to IRAP primers. 16 ISSR primers (UBC868, UBC817,
UBCB807, UBC812, UBC816, UBC825, UBC824, UBC830, UBC836, UBC840, UBC848,
UBCB855, UBS856, UBC841, UBC842, UBC61) were used in the ISSR method. According
to the PCR results, the primers studied gave bands of 100-2000 bp in length. Polymorphism
was calculated as 90.8% according to ISSR primers. Dendrograms were created using the
ISSR and IRAP data and the UPGMA method. These studied techniques turned out to be

suitable markers for characterizing Astragalus species.
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1. GIRIS

Genetik ¢esitlilik bir canli tiiriiniin bireylerinin gen havuzundaki kalitsal bilgilerinin
birbirinden farkli olma durumu olarak tanimlanir. Genetik ¢esitlilik, glintimiizde hizla
degisen ¢evresel kosullar1 i¢in 6nemli bir hayatta kalma mekanizmasidir (Ashry, N. A.
2013). Yeterli genetik ¢esitlilige sahip olmayan canli tiirleri degisen gevre sartlarina
uyum saglayamayarak yok olmaya mahkumdur (Berkes ve Kence, 1987). Bitki
tiirlerindeki genetik c¢esitlilik, birgok cevresel faktore baghdir. Genetik cesitliligin
seviyesi ve dagilimindan esas olarak sorumlu oldugu diisiiniilen; yasam oykiisii, ireme
sistemi, tohum dagilimi, popiilasyon biiyiikligii ve ekolojik ozelliklerdir (Travis vd.,
1996).

Ekolojik olarak bakildiginda, Tiirkiye zengin cografik bolgelere sahiptir. Her cografik
bolgenin iklim ve florasi farklilik gostermektedir. Ozelikle dogusu ve batis1 arasindaki
yiikseklik farki cesitli ekolojiler olusturmaktadir. Tiirkiye de takson sayisi yaklasik
12.000 civarindadir. Endemik bitki sayist yaklasik 3.700 olup endemizm orani %32 dir.
Yapilan cgaligmalar ile bu sayr giderek artmaktadir (Giiner vd., 2012). Tirkiyenin
endemizm orani biitiin Avrupa iilkelerinden yiiksektir (TURSAB, 2002). Endemizm en
biiyiik kaynagi iilkemizin barindirdig: toprak cesitliligidir.

Bitki zenginligi ve endemizm bakimindan Dogu Anadolu bdlgesi Tiirkiye nin dnemli
bolgeleri arasindadir. Dogu Karadeniz, Dogu Anadolu ve Orta Anadolu cografi
bolgeleri arasinda koprii olan Erzincan ili, zengin florasi ile Tiirkiye’nin en ¢ok bitki
tiirliniin yetistigi Antalya ilinden sonra gelmektedir (TURSAB, 2002). Ayrica Erzincan,
Tiirkiye’nin 13 endemik bitki merkezinden 2’sine ve 6 dnemli bitki alanina sahiptir.
(Korkmaz vd., 2013). Erzincan’da ¢ok fazla mikroiklim goriilmesi, daglarmn uzanig
yonleri ve olusma sekillerinden dolay: farkli habitatlara sahip olmasi nedeniyle bitki
cesitliligi agisindan oldukca zengin bir bdlgededir. Avrupa-Sibirya ve Iran-Turan
fitocografi bolgelerinin ve Anadolu Caprazi’nin (Anadolu Diyagonali) gecis noktalari
tizerinde bulunmaktadir. Bu durum Erzincan’in bir ¢ok endemik tiire ev sahipligi
yapmasina imkan saglamistir (Kandemir, A., Sevindi, C., Korkmaz, M., & Celikoglu, S.
2015).



Erzincan’da endemik olan bitki tiirlerinin basinda Astragalus gelmektedir. Erzurum-
Erzincan arasindaki Firat vadisinde bazi erozyonlu alanlarda yayilis gosteren Astragalus
tirleri bu alanlardaki yogun toprak erozyonunu onleyici Ozellikleri oldugu da

belirtilmektedir (Korkmaz ve Karacan, 2015).

Ulkemizde zengin olan bu tiirlerinin genetik ¢esitliligini berlilemek amaci ile birgok
yontem kullanilmaktadir. Fakat son yillarda en ¢ok tercih edilen ve giivenilir sonuglar
veren tekniklerin basinda molekiiler markir yontemleri gelmektedir. Biiylik bir
organizasyona sahip olan bitki genomlarinin genetik g¢esitliligi molekiiler markir
yontemleri kullanilarak arastirilmaktadir. Molekiiler markirlar bitki popiilasyonlar1 veya
populasyon igindeki birey genotipleri arasindaki cesitliligin belirlenmesinde %100’

yakin giivenirlilikle sonuglar vermektedir (Giilsen, O., & Mutlu, N. 2005).

Erzincan ve gevresinde daha once yapilan floristik ¢aligmalarda, bolgenin Astragalus
(Geven) taksonlarmin yayilist bakimindan olduk¢a zengin oldugu belirlenmistir.
(Korkmaz ve Karacan, 2015). Calismamizda Erzincan ve g¢evresinde yayilis gdsteren
astragalus L. tiirlerinin genetik ¢esitliliginin molekiiler yontemlerle belirlenmesi

hedeflenmistir.



2. KAYNAK OZETLERI

Astragalus ile ilgili yapilan morfolojik ¢alismalar sinirli sayidadir. Bunlardan bazilari

sunlardir;

Abd EI-Ghani vd. (2021), yaptig1 ¢alismada 4 Astragalus tiiriinii temsil eden 10
taksonu, Subat 2018'den Mayis 2019'a kadar Misir'in farkli bolgelerinden toplamistir.
Toplanan Astragalus bitkilerinin morfolojik tanimlanmasi ve siniflandirilmasi i¢in Misir
Herbaryum’unda bulunan referans Astragalus orneklerinin taksonomik revizyonlari ile

karsilastirilip 151k mikroskobu kullanilarak teshis etmistir.

Alici (2019), Tirkiye'de yayilis gosteren Fabaceae familyalarina ait Astragalus
galegiformis L. orneklerinin tohumlarinin en-boy 6l¢iimleri mikroskop ve milimetrik
kumpas ile tohumlarin yiizey morfolojisinin belirlenmesinde Taramali Elektron
Mikroskobu (SEM) kullanarak arastirmistir. Elde ettikleri sonuca goére Astragalus
galegiformis tohumlari diiz kenarli, yuvarlak ug¢lu, reniform (bobrek seklinde) seklinde

oldugunu tespit etmistir.

Metin (2018), Astragalus victoriae ve Astragalus melanophrurius tiirlerinin palinolojik,
tohum ve brosiir mikromorfolojik 6zellikleri 151k mikroskobu (LM) ve SEM kullanarak
detayli olarak arastirmistir. IKi tiir icinde tohum morfolojileri bakimindan ayirt edici
onemli bir fark bulunmadigini gozlemlemistir. Yaprake¢ik boyutlari, sekli ve tiiylerin
A.melanophrurius'ta striat-granulat, A. victoriae'da striat stislemeye sahip olmasi ayirt
edici oldugunu belirtmistir. Polen biiyiikligii, sekli ve yiizey ornamentasyonu, incelenen

taksonlarin sistematigi i¢in 6nemli ve ayirt edici karakterler olarak tanimlanmaistir.

Vural (2013), Elaz1g ili ve gevresinde yetisen Astragalus L. cinsinin Proselius Bunge.
seksiyonuna ait Astragalus tigridis ve Astragalus scabrifolius (Fabaceae) tiirlerinin
palinolojik, karyolojik, anatomik ve morfolojik 6zelliklerini incelemistir. Yapilan
anatomik c¢aligmalarda taksonlarin kok ve yaprakcik anatomileri belirlenmistir.
Morfolojik calismalar ¢ergevesinde toplanan bitki orneklerinin kok, yaprak ve cigcek

yapilar1 belirlenmistir.

Abd El-Ghani vd. (2021), 4 Astragalus tiiriinii temsil eden 10 taksonu, molekiiler

dogrulama i¢in, 10 SCoT primeri kullanmiglardir. 10 Astragalus 6rnegi basina ortalama
3



12,2 bant ile toplamda 212 DNA pargasit elde etmislerdir. Calisilan Astragalus
taksonlar arasinda ayrim yapmak igin benzersiz bir bantlama paterni yapmislardir. ITS2
gen dizisi, NCBI (National Center for Biotechnology Information) veritabaninda
BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) kullanilarak Astragalus L.'yi tanimlamak
icin en uygun barkod olarak gostermiglerdir. Elde etikleri sonuglar dogrultusunda, SCoT
belirteglerinin ve ITS2 bdlgesinin Astragalus tiirleri arasindaki genetik iliskileri

belirlemede kullanilabilirligini géstermislerdir.

Agar G. vd. (2010), Tiirkiye’nin Dogu Anadolu bélgesinde yetisen sirasiyla Astragalus
atrocarpus, A. campylosema subsp. campylosema, A. fumosus, A. galegiformes, A.
lineatus var. jildisianus ve A. trichostigma arasindaki genotipik ve fenotipik iligkileri
incelemek amaci ile RAPD (Rastgele Gii¢lendirilmis Polimorfik DNA) ve FA (Yag
Asitleri) yontemlerini kullanmiglardir. RAPD sonuglari, A. fumosus, A. lineatus ve A.
trichostigma'nin yakindan iliskili oldugunu ve taksonlarin geri kalanindan tamamen
farkli oldugunu gostermistir. Hem RAPD hem de FA analizlerinin Astragalus tiirlerinin

analizi i¢in yararli oldugunu belirtmisleridr.

Alexander vd. (2004), ABD’nin Yilan Nehri ovasinda bulunan dar endemik bir kserofit
olan Astragalus oniciformis Barneby tiiriiniin populasyonlari i¢indeki ve populasyonlari
arasindaki genetik farklilasmanin diizeylerini ve dagilimini belirlemek amaci ile ISSR
(Basit Diziler Arasi Tekrarlar) molekiiler belirtegleri kullanmislardir.  Sekiz
populasyonun her birinden segilen 15 birey iizerinde yapilan ¢aligmada A. oniciformis'te
40 polimorfik lokus elde etmislerdir. Molekiiler varyans analizinde, varyasyonun

%88,69'u populasyonlardaki varyasyondan kaynaklandigi saptanmustir.

Atasagun vd. (2018), yalnizca Kayseri'nin Erciyes Dagi'nda yetisen, nesli kritik tehlike
altinda olan endemik tiir A. argaeus'un 4 populasyonundaki genetik ¢esitliligi tespit
etmek i¢in ISSR belirtegleri kullanmislardir. Erciyes Dagi'ndaki 4 lokalizasyondan
toplanan 96 genotip arasindaki gesitliligi degerlendirmek igin 10 primer ¢alisilmustir.
Molekiiler varyans analizinde, varyans yiizdesi populasyonlar arasinda %38,2 ve

populasyonlar iginde %61,28 olarak tespit etmislerdir.

Bagheri vd. (2020), iran’in kuzeybatisinda Zencan eyaletinde Qezel Ozan Nehrinin

tizerinde  yiiksek  rakimlarda  yetisen  endemik  bir tir olan  A.
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subrecognitus populasyonlarinin genetik yapisini, molekiiler belirtegler olarak ISSR ve
SRAP (Sekansla Iliskili Amplified Polimorfizm) kullanarak arastirmislardir. Elde edilen
sonuglara gore, ISSR yonteminde %97,0 polimorfizm gosterirken, SRAP yonteminde
%93,33 polimorfizm gostermistir. Analiz sonuclarinda Qezel Ozan nehrinin dogusunda

ve batisinda 2 genetik grup tespit edilmistir.

Gong vd. (2019), Kuzey Cin'de yaygin olarak yetistirilen 6nemli bir baklagil yem bitkisi
olan Astragalus adsurgens Pall.’in genetik ¢esitliligini belirlemek i¢in EST-SSR
(External Transcribed Spacer-Simple Sequence Repeats) belirteglerini kullanmiglardir.
Calismalarinda,  Illumina  dizilimi  kullanilarak ~ Astragalus  adsurgens Pall
transkriptomundaki 30.262 unigen dizisinden toplam 39.163 EST-SSR lokusu
tanimlamislardir. Ayrica, 22.367 EST-SSR primer c¢ifti (PP) basariyla tasarlanmislardir.
27 Dik milkvetch katilimimin genetik ¢esitliligini degerlendirmek igin 51 PP rastgele

secilmig, 51 PP'nin ortalama polimorfizm bilgi igerigi 0,682 gdzlemlemislerdir.

Korchagina vd. (2022), yaptiklart caligmada Rusya'nin Asya kesiminden dort
Astragalus tiirtiiniin (A. frigidus, A. mongholicus, A. penduliflorus ve A. sericeocanus)
genetik cesitliligi ve filogenetik iligkileri, trnL-trnF cpDNA ve izoenzim markirlari ile
arastirilmistir. Her tiir icin, spesifik kloroplast haplotipleri, alleleri ve izoenzim frekans
kiimeleri tanimlanmistir. cpDNA verilerine gore, calisilan populasyonlar diisiik haplotip
(h 0,095 ila 0,333 arasinda degisir) ve niikleotid (x 0,00019 ila 0,00378 arasinda degisir)
cesitliligi ile karakterizedir. Populasyonlarin ¢ogu (27 kisiden 20'si) monomorfik olup,
izoenzim analizi verilerine goére, i¢ tiir i¢in polimorfizm gostergeleri (A.
penduliflorus'un monomorfik populasyonu hari¢) olduk¢a yiiksek degerlere sahip

oldugu belirtilmistir.

Li vd. (2001), yaptiklar c¢alismada Astragalus adsurgens Pall. Germplasm'in
(yetistirilmig tiirler, yerel tiirler ve yabani tiirler) genetik ¢esitliligi ilk olarak RAPD
belirteci kullanilarak analiz etmislerdir. Sonuglar, yabani tiirlerin DNA polimorfizminin,

yetistirilmis tiirler ve yerel tiirlerden daha biiyiik oldugunu gdstermistir.

Maria J. Vicente vd.(2011) Ispanya'nin giineydogusunda endemik ve nesli tiikenmekte
bir tiir olan Astragalus nitidiflorus’ un 5 populasyonundaki genetik cesitliligi ve

populasyon yapisini degerlendirmek igin ISSR belirtegleri kullanilmistir. 8 primerden
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401 (%51,3) polimorfik olmak iizere toplam 78 bant elde etmislerdir. Istatistiksel
sonuglar, populasyon ve tiir diizeyinde diisiik bir genetik ¢esitlilik oldugunu gostermis,
polimorfik bant (PPB) yiizdeleri % 28,2 ila %37,2 (ortalama %31,8) arasinda gézlenmis
ve gen ¢esitliligi oranlar1 (HE) sirasiyla 0,129 ve 0,171, Shannon'un indeksi 0,160 ila
0,214 arasinda degismekte oldugu, tiir diizeyinde 0,260 olarak tespit etmislerdir.

Populasyonlar arasinda ise diisiik bir genetik farklilasma seviyesi tespit etmislerdir.

Mehrnia M vd. (2005), Iran Astragalus microcephalus kompleksine ait 20 birey
tizerinde RAPD markirlari ile ¢alisilmistir. 8 primerden toplam 218 bant elde edilmis ve
veri analizi UPGMA (Aritmetik Ortalama ile Agirliklandiriimams Cift Grup Yéntemi)
kiimeleme yontemi Ve ayrica grup i¢indeki iligkileri daha iyi anlamak i¢in kladistik bir
analiz yapilmistir. Her iki veri analizi yontemi de A. microcephalus ve A. mesoleios
arasinda cok yakin bir iliski oldugunu ve morfolojik verilerle desteklenen bir Oneri
olarak ikisinin muhtemelen tiirdes uyumlu oldugunu 6ne siirmiistiir. Ayrica Astragalus
keyserlingii ve Astragalus longistylus'un A. microcephalus ile yakindan iligkili olmadigi
sonucuna varilmistir. Sonuglar, RAPD yonteminin yakindan iligkili tiirler ve alt-spesifik

taksonlar arasindaki sistematik iligkileri incelemek i¢in kullanilabilecegini gostermistir.

Rahimmalek M vd. (2011), isfahan vilayetinin ii¢ korunan bdlgesinden (Mooteh, Kolah-
Ghazi ve Ghamishloo) toplanan beyaz (Astragalus gossipinus) ve sari (Astragalus
microcephalus) Astragallerin ( Astragalus Sp.) genetik varyasyonu ISSR markir
kullanilarak analiz etmislerdir. 9 ISSR primeri ile 221 polimorfik bant elde etmislerdir.
En yiiksek gen ¢esitliligi Kolah-Gazi'de (0,366) gozlenmis ve en az gen gesitliligi
Moote'a (0,129) oldugunu tespit etmislerdir.

Sharawy vd. (2014), Misir ve Suudi Arabistan'dan Sesamei (Fabaceae) boliimiinde bes
tiir ve (A. sinaicus, A. Asterias, A. Schimperi, A. Stella(iki gesit) ve A. tribuloides) iki
cesit Astragalus L. arasindaki iliski RAPD ve ISSR yontemi ile ortaya konarak
morfolojik varyasyon ve molekiiler polimorfizm temel alinarak yeniden
degerlendirilmistir. Morfolojik varyasyon analizi incelenen taksonlar1 iki gruba
ayrmugtir; taksonlardan biri A. sinaicus, A. asterias ve A. schimperi'yi temsil eden
orneklerden, digeri ise iki A. stella 6rnegi ve A. tribuloides'i temsil eden 6rneklerden

olusmustur.



Sunkar, G. (2021), ¢cok yillik baklagil bitkisi olan Astragalus cicer L.’nin sentromerik
bolgelerindeki DNA dizilerini, polimeraz zincir reaksiyonu ve Southern hibridizasyon
yontemlerinin birlestirildigi molekiiler biyoteknolojik bazi teknikler (Dot blot, Koloni
PZR, Agaroz jel elektroforezi) ile analiz etmistir. Calisma sonucunda nohut geveni
genomundaki 20-bg ardisik tekrar eden sentromerik DNA dizi monomerleri kesfedilmis
ve 58S, 45S ribozomal DNA'lar karakterize edilmistir.

Szabo vd. (2021), SRAP belirtegleri kullanarak A. exscapus subsp. transsilvanicus
populasyonunun genetik cesitliligini ve populasyon yapisin1 incelemislerdir. Toplam
164 bant elde etmis olup, polimorfizim oranimmi %96,7 olarak tespit etmislerdir.
AMOVA (Tek Yonli Varyans Analizi) ile A. exscapus subsp. transsilvanicus'un toplam
varyasyonunun %17'sinin populasyonlar arasinda, %83'liniin ise populasyon i¢inde

bulundugunu belirtmislerdir.

Walker vd. (2008), dar endemik Astragalus jaegerianus'taki genetik varyasyonun
diizeyi ve boliimlenmesi, DNA sekans verileri ve AFLP (Cogaltilmig Par¢a Uzunluk
Polimorfizm) belirtegleri kullanilarak arastirmislardir. cpDNA trnL-F ve nrDNA ITS
bolgeleri igin DNA dizisi verileri A. jaegerianus i¢in monomorfik, ancak iki tiirdes i¢in
polimorfik oldugu gézlenmistir. AFLP belirtegleri kullanilarak genom ¢apinda yapilan
aragtirma, onemli gen cesitliligini (0,266) ve Onemli populasyon yapisint (kiiresel
olarak) ortaya koymustur. Bu gen g¢esitliligi seviyesi ve populasyonlar arasindaki
boliinmesi, cografi olarak yaygin tiirlerin kaliplartyla karsilagtirilabilir. Bu bulgular aymi
zamanda gen c¢esitliligi seviyelerinin populasyon biiyiikliigii ile en iyi sekilde tahmin
edildigi hipotezine de meydan okumaktadir. Bu durumda, populasyonlardaki gen
cesitliligi seviyeleri, populasyon yogunlugu ile 6nemli 6lgiide iligkili oldugunu ortaya

koymustur.

Xie vd. (2009), ekili Astragalus membranaceus Bge'nin ii¢ morfolojik tipinde genetik
cesitliligi tespit etmek i¢in ISSR belirtegleri kullanmiglardir. Analiz i¢in kullanilan 8
primer 162'si (%98,18) polimorfik olan 165 bant vermistir. UPGMA sonuglarina gore 3

tiiriin genetik olarak farklilagtig1 belirtilmistir.

Zhang vd. (2014) Cin'in farkli eyaletlerinden toplanan Astragalus sinicus L.'nin 22 tiirii

arasindaki genetik cesitliligi belirlemek amaci ile ISSR belirtegleri kullanmislardir. 10
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ISSR primeri ile caligilarak 500 ile 3.000 bp arasinda toplam 684 bant meydana
gelmistir. Polimorfizm %59,2 olarak hesaplanmigtir. UPGMA analiz sonuglarina gore
benzerlik oran1 0,63 ile 0,95 arasinda oldugu ve Astragalus sinicus L.'nin 22 tiiriiniin 4

farkli gruba ayrildig1 saptanmaistir.



3. KURAMSAL TEMELLER

3.1. Astragalus Cinsinin Sistematikteki Yeri

Alem : Plantae
Altalem : Tracheobionta
Bolim : Magnoliophyta
Sinif : Magnoliopsida
Alt simf : Rosidae
Takim : Fabales
Familya : Fabaceae

Cins : Astragalus

3.2. Astragalus L. Genel Ozelikleri

Astragalus L. Diinya iizerinde yaklagik 3000 taksonu ile Fabaceae (Baklagiller)
familyasinin en biiyiik cinsidir. (Aytag¢ & Ekici, 2012; Ekici, 2010; Firat, 2005; Podlech
ve Zarre, 2013; Vural ve vd., 2017). Astragalus’un tarihi ¢ok uzun yillara
Astragalus tiirlerine Tragacantha adin1 kullanmistir. Tragacantha Yunanca bir kelime
olup, Tragum=keg¢i, Acanthos=diken anlaminda kullanilmaktadir. Fakat cins ismi olarak
Tragacantha Miller acisindan gegerli sayilip yaymnlanirken, Linneeus cins ismi olarak

Astragalus’u kabul etmistir (Anonim, 2019a).

Astragalus cinsi, yillik ve ¢ok yillik forma sahiptir. Morfolojik olarak otsu ve odunsu
dikenli yastiklar seklinde cesitli gruplar igermektedirler. Bu kisa omiirlii bitkilerin
yasam alani agik ve yar1 kurak ¢oller, daglik bozkirlar, Akdeniz bolgesi, glineybati
Asya, orta Asya ve Kuzey Amerikanin daglik alanlaridir (Podlech, 1986). iklimin daha
nemli ve daha soguk oldugu Dogu Asya ve Kuzey Avrupa'da, Astragalus tiirleri nadirdir
veya yoktur (Podlech ve Zarre, 2013).



Astragalus toprak yapist ve tiirii fark etmeksizin habitat alan1 bulan otsu ve odunsu
kokleriyle yayilis gostermektedir. Ayrica Gevenler kuvvetli kok sistemleri ve ekstrem
hava sartlarina dayanikliliklarindan dolay1 erozyonu onlemektedir. Bu o6zellikleri ile

topragin koruyuculugunu saglamaktadir (Yilmaz vd., 2004).

Astragalus tiirlerinin, morfolojik sinapomorfiler tarafindan desteklenmeyen, ancak
cinste uzun yilardir uygulanan alt jenerik konseptle yakindan eslesen on bir ana dal
olusturdugu gosterilmistir (Kazempour Osaloo vd., 2003, 2005; Azani vd., 2017). Su
anda cinste bilinen ana dallar gayri resmi olarak Glottis, Phaca, Hamosa, Trimeniaeus,
Conturtoplicata, Ophiocarpus, Cercidothrix, Astracantha, Diholcos, Hypoglottis ve
Neo-Astragalus olarak adlandirilir (Azani vd., 2017).

3.3. Astragalus’un Diinya’da ve Tiirkiye’ de Yayilis Alanlar

Tiir cesitliligi merkezleri, Avrasya'nin serin ile 1ilik kurak veya yar1 kurak ve daglik
bolgelerinde bulunur. Ozellikle giineybatidan orta Asya'ya, bat1 Kuzey Amerika'ya ve
Gliney Amerika'daki And Daglari'na kadar olan alanlardir (Wojciechowski, 2005;
Scherson vd., 2008; Podlech ve Zarre, 2013).

Tiirler su anda Eski Diinya'da 136 boliimde (Podlech ve Zarre, 2013) ve Yeni Diinya'da
93 boliimde (Barneby, 1964) siniflandirilmaktadir. Eski Diinya'da Astragalus igin iki
ana dagilim modeli bilinmektedir, birt Akdeniz bolgesinde (Kuzey Afrika dahil) Orta
Dogu'ya dogru iran'm bat1 bolgelerine, digeri ise Orta Asya veya Cin'den Hazar
Denizi'nin dogusuna kadar uzanir (Podlech, 1986). Yeni Diinya'da, Astragalus, Amerika
Birlesik Devletleri ve kuzey Meksika'nin ¢6llerinde, kiy1 ovalarinda ve vadilerinde daha

diisiik kotlarda bulunmaktadir (Barneby, 1964).

Tiirkiye’de Astragalus cinsine ait tiirler genel olarak Iran —Turan bdlgesinde habitat
bulmustur. Bu bdlge Astragalus icin cesitlilik merkezi olarak bilinmektedir. Ulkemizde
Geven olarak bilinen Astragalus cinsinin 485 taksonu bulunmaktadir. Bu taksonlarin
icerisinde 224 tanesi endemik olup, endemizim orani %47’lerdedir (Chamberlain ve
Matthews 1970; Davis vd. 1988; Aytac 2000; Aytac vd., 2012; Anonim 2013). iran ise
700 tiir ve %57 endemizm orani ile bu cins i¢in en biiyiik cesitlilik merkezlerinden
biridir.(Ghah Reman, 2002; Podlech 2001).
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Ulkemizde, tarimsal alanda Astragalus’un ekimi yapilmamaktadir. Bu bitki tiirleri
cayir-mera, bozkir gibi dogal alanlarda yetisirler. Astragalus’un bazi tiirleri higbir
bitkinin yetisemedigi dogal ve marjinal alanlarda yetiserek, topragin korunmasina ve
olusumuna katki saglarlar. Bu alanlarda yetisen tiirler, evcil ve yaban hayvanlarinin yem
kaynaklarni olusturmakla birlikte, ayn1 zamanda yabani hayvanlara barinma alani

saglamaktadir (Sayar vd., 2015; Basbag vd., 2017).

3.4. Astaragalus’un Ekonomik Onemi ve Kullanim Alanlar:

Astragalus tiirleri giiniimiizde ¢ok ¢esitli amaglar ile kulanilmakta olup olduk¢a zengin
faydalar1 bulunmaktadir. Ulkemiz i¢ Anadolu ve Dogu Anadolu Bélgesi’nde Astragalus
L. koklerinden yapilan sivi karisim kanser ve yara iyilestirmede, geleneksel olarak
tedavilerde kullanilir (Bedir vd., 2000). Astragalus’un birkag tiirli sifali bitkiler olarak
bilinir. Bu tiirler; analijezik, agr1 dindirici, mide ve bagirsak iltihab1 ve tansiyon gibi
hastaliklarda kulanilmaktadir. Ornegin Astragalus gummifer L. mukoza iizerine

koruyucu etkisinden dolay1 bogaz enfeksiyonlarinda etkilidir (Kadioglu vd., 2008).

Ayn1 zamanda bazi Astragalus tiirleri yakit, sivi yaglar, Kkereste, lif, giibre, bazi
kimyasal maddelerin iiretiminde ve bahgecilik alaninda kullanilmaktadir (Lewis vd.,
2005). Ayrica insanlar ve hayvanlar tarafindan gida maddesi olarak kulllanilan tiirleride
vardir. Baz1 tiirleri ilag ve siis bitkisi olarak kullanilmaktadir (Se¢gmen vd., 2008).
Astragalus tiirlerinin, icerdikleri 6nemli polisakkaritler sayesinde bagisiklik sistemi
tizerinde giiclendirici ve diizenleyici etkileri vardir. Ayrica viral hastaliklarin
tedavisinde ve fibrozis hastaligina karsi karacigeri korudugu da bilinmektedir. (Gui vd.
2006; Wang vd. 2016; Lai vd. 2017). Asya’daki bazi1 Astragalus tiirlerinin Kitre
sakizinin dogal kaynagi olmasi bakimindan ekonomik degeri vardir. Dogu Asya’da
yetisen bazi tiirlerin kurutulmus kokleri terlemeyi Onleyici, idrar soktiiriicii, tonik
olarak, nefrit, ampiroz, seker hastaligi, hipertansiyon, siroz, losemi gibi cesitli
hastaliklarda geleneksel ilaglar olarak kullanilmaktadir (Avunduk vd. 2008; Choudhary
vd. 2008). Uygulamalar Astragalus'un kalp hastaligi, yorgunluk, hepatit ve 6zellikle
dalak ve akciger hastaliklarina kars1 terapdtik etkileri oldugunu dogrulamistir (Gong
vd., 2018; Chen vd., 2020).
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3.5. Genetik Cesitliligin Belirlenmesinde Kullanilan Molekiiler Belirtecler

Genetik cesitlilik analizlerinde ve bitki tiirlerinin belirlenmesinde molekiiler belirtegler
kullanilmaktadir. Giinlimiizde molekiiler markir teknolojileri daha 6nce kulanilan
morfolojik yontemlerin beraberinde getirdikleri baz1 dezavantajlar1 ortadan kaldirmasi
yoniinden oldukc¢a avantajli ve kullanigli olmustur. Molekiiler markirlarin baslica
avantajlar1 yiiksek polimorfizm oranina sahip olmast ve c¢evresel etmenlerden
etkilenmemeleri, giivenirliliginin fazla olmasi, zamandan tasarruf saglamalari, kolay
kulanilabilir olmalari, genetik olarak belirleyici olmalar1 sayilabilir. Ayn1 zamanda
pleiotropik ( bir genin birden ¢ok fenotipik 6zellikte etkin rol oynamasi) ve epistatik (bir
karakterin ortaya ¢ikmasindan sorumlu olan farkli genler arasinda baskilayici etkilerin
olmasi durumu) etki géstermezler (Soller ve Beckmann, 1983; Tanksley, 1983; Bretting
ve Widrlechner, 1995).

Genetik belirtecler hiicre, birey, populasyon ve tiir diizeyinde tanimlama ve ayrimlarda
kulanilabilmektedir. Genetik belirteclerin uygulamasi bitki dokularindan DNA’nin
izolasyonu ile baslar. Daha sonra uygun protokoller uygulanir. Elde edilen bilgiler veri
haline getirilerek degerlendirilir. Buda genetik ¢esitligi tanimlamamiza izin verir.
Yapilacak olan calismaya en uygun markir se¢imi, tiir ve genomun karakteristigine
baglidir. Molekiiler markilar, hibridizasyona dayali markirlar ve PCR (Polimeraz Zincir
Reaksiyonu) dayali makirlar olmak iizere iki grupa ayrilmaktadir (Staub vd., 1996;
Ridout ve Donini, 1999). Giiniimiizde gelistirilen birgok molekiiler markir teknigi

bulunmakta ve sayilari her gecen giin artmaktadir.

Hibridizasyona Dayalt Molekiiler Markirlar
RFLP (Stnirlt Parca Uzunluk Polimorfizmi)

DNA izolasyonundan sonra spesifik DNA bolgelerini taniyan restriksiyon enzimleri ile
DNA kesilir. Restriksiyon enzimleri say1 olarak 1200’iin iizerindedir. Genel olarak tip
1-2-3 olarak gruplandirilir. Restriksiyon enzimi ile kesilen pargalara restriksiyon
parcalari denir. DNA molekiilii lizerinde birden fazla farkli kesim bolgeleri bulunur.

Buda farkli restriksiyon enzimleri muamelesi sonucu farkli biiyiikliikteki restriksiyon
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parcalarinin olusmasini saglar. Bu restriksiyon parcalar1 jel elektroforezi yardimi ile

biiyiikliiklerine gore ayrilirlar.

RFLP genetik tiplendirme igin kullanilan ilk yoOntemlerden biridir. RFLP'lerde
giivenirliligin yiiksek olmasi ve es baskinlik gibi avantajlar olurken, yogun emek ve
zaman alict olmasi, diger analiz yontemlerinden onemli Olgiide daha biiyiik 6rnek
boyutlar1 gerektirmeleri ve nispeten polimorfizmin disiik olmasi dezavantaj
olusturmaktadir (Yang vd., 2013).

PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu) Dayali Molekiiler Markirlar
RAPD (Rastgele Gii¢lendirilmis Polimorfik DNA)

ik olarak Williams vd. (1990) tarafindan gelistirilmistir. PCR’1 temel alan bir
yontemdir. RAPD yonteminde temel prensip ¢alisilacak olan tiire ait genomik DNA
tizerinde rastgele secilmis, tek bir 9-10 bp oligoniikleotidin, diisiik baglanma
sicakliginda rastgele baglanarak PCR aracigi ile ¢ogaltilmasina dayanmaktadir.
Yontemin devaminda ¢ogaltilan tirlin radyoaktif olmayan standart jel elektroforezinde
yuriitiiliir ve elde edilen bantlar gozlemlenerek incelenir. (Williams vd., 1990; Welsh ve
McClelland, 1990).

Zhang vd. (2005) RAPD markirlarinin daha az 6rnege ihtiyag duyan ozellikle dis
caprazlanan tiirlerle yapilmig ¢aligmalar i¢in uygun oldugunu ifade etmislerdir. Son on
yilda, PCR’a dayali RAPD teknigi, DNA markirlarin1 gelistirmek icin en yaygin
kullanilan molekiiler tekniklerden biri olmustur (Kumar vd., 2011). RAPD teknolojisi,
DNA dizisi tabanli tarama i¢in hizli ve verimli bir tarama saglar. RAPD'nin en biiyiik

avantaj1 dizi bilgisi gerektirmemesidir (Nandani vd., 2014).
SSR (Basit Dizi Tekrarlarr)

Mikrosatellit olarak bilinen SSR molekiiler markirlar, 1-6 baz uzunlugundaki kisa tekrar
dizileridir. Mikrosatellitler genel olarak diniikleotid tekrarlardan olusmaktadir.
Bitkilerde daha ¢ok (AT)n, (AAG)n ve (AAT)n gibi tekrarlar yaygindir (Akkaya vd.,
1992). SSR molekiiler markir yontemi giiniimiizde yaygin olarak kullanilmaktadir.
Farkli sayida SSR tekrarlar1 farklit DNA pargalar1 olusturur. Bitkiler hakkinda oldukga
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fazla bilgi edinmemizi saglayan SSR, yiiksek polimorfizm, yiiksek tekrarlanabilirlilik ve
yiiksek giivenilirlik saglayan markir teknigidir. Yontemin dezavantaji yeni markir
gelistirmek zordur. (Yildirim ve Kandemir, 2001). SSR markirlar1 bitkilerde genetik
haritalama, tiir teshisi ve populasyon analizinde kullanilmaktadir (Gupta ve Varshney,
2000; Nimmakayala vd., 2010).

ISSR (Basit Diziler Arast Tekrarlar)

ISSR yoOnteminde 2-5 arasinda tekrarlanan niikleotitleri igeren primerler
kullanilmaktadir. Teknigin temel prensibi bu primerler kulanilarak iki mikrosatellit
noktasi arasindaki bolgenin ¢ogaltilmasidir. PCR ile g¢ogaltilan iiriinler agaroz jelde
yiiriitillerek etidyum bromid ile boyandiktan sonra belirlenebilmektedir (Zietkiewicz
vd., 1994).

ISSR hizli, basit, yiiksek oranda tekrarlanabilir bir yontemdir. Polimorfizm oraninin
yiiksek olmasi ve yiiksek tiretkenlik gostermesi ISSR teknigini cazip hale getirir. ISSR
yontemi gen haritalama calismalari, genetik c¢esitlilik ve taksonomik analizlerde
kullanilabilmektedir (Gupta vd., 1994; Zietkiewicz vd., 1994). ISSR tekniginin
dezavantaji tekrarlanabilirliginin diistik olmasi ve ayni biiyiikliikteki parcaciklarin

homolog olmamasidir (Kesawat ve Das, 2009).
IRAP (Retrotranspozonlar Arast Cogaltilmis Polimorfizm)

Retrotranspozonlar, biiyiikligi, tespit edilebilirligi, korunmus dizileri ve replikasyon-
aktif-elemanlartyla yeni eklenmis polimorfizm {iriinleri olusturmalarindan dolay1
molekiiler markir sistemlerinin gelistirilmesine katki saglamistir (Kalendar vd., 1999).
IRAP yontemi ardisik retrotranspozonlar arasindaki polimorfik DNA parcalarinin
cogaltilmasina dayanmaktadir. Bitkilerin tiimiinde retrotranspozonlar bulunmaktadir.
Sentezlenen yer LTR (Uzun Ug¢ Tekrarlar1) retrotranspozonlari arasindaki DNA
parcasidir. IRAP yontemi taksonomik ve genetik caligmalarda olduk¢a ragbet

gormektedir.

IRAP yonteminde LTR 'den disa doniik bir veya iki primer kullanilir ve bundan dolay1
yakin olan retrotranspozonlar arasinda kalan DNA parcasini ¢ogaltir. Iki primer ayni

retrotranspozon element ailesinden veya farkli ailelerden olabilir. IRAP markir teknigi,
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DNA diizeyindeki degisiklikleri belirlemek ve populasyonlardaki farkliliklar1 analiz
etmek icin kullanilabilir (Yiizbasioglu, 2016; Yilmaz ve Goziikirmizi, 2016).

SCAR (Sekans Karakteristikli Giiclendirilmis Bolgeler)

SCAR, genomik DNA'nin spesifik oligoniikleotid primer ¢iftleri kullanilarak PCR
amplifikasyonu ile tanimlanan, genetik olarak tanimlanmis lokuslar1 temsil eden PCR
tabanli belirteglerdir. Giiclendirilmis bdlge i¢inde yiiksek kopyali, dagilmis genomik
diziler igerebilirler (Paran ve Michelmore, 1993). SCAR belirteglerinin
tekrarlanabilirligi ISSR ve RAPD markirlarina oranla daha yiiksektir. Genel olarak
dominat markirlardir fakat restriksiyon enzimlerinin kesimi ile kodominat markirlara

doniistiiriilebilir.
AFLP (Cogaltilmig Par¢a Uzunluk Polimorfizm)

AFLP, 1993 yilinda Zabeau ve Vos tarafindan gelistirilmistir. RFLP ve PCR
tekniklerinin bir kombinasyonudur. AFLP yonteminde; ilk olarak, genomik DNA bir
restriksiyon enzimi ile kesilir ve daha sonra kesilen fragmanlar sentetik adaptorlere
baglanir. Adaptorler lizerindeki segici bir diziye tamamlayici olan primerlerle ¢cogaltilir.
Cogaltilan fragmanlar jel elektroforezi ile biiyiikliiklerine gore ayrilirlar. AFLP
belirtecleri, sistematik, patotipleme, populasyon genetigi, DNA parmak izi ve nicel

ozellik lokuslar1 (QTL) haritalamas1 gibi genis uygulama alanina sahip isaretleyicidir

(Mueller vd. 1999).
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4. MATERYAL ve YONTEM
4.1. Materyal

4.1.1. Calismada kullanilan bitkisel materyal

Erzincan ve ¢evresinde 2021 yil vejetasyon doneminde yiiriitiilen arazi ¢aligmalarinda
Astragalus L. cinsine ait taksonlarin toplanmast i¢in belirli lokasyonlara gidilerek bitki
ornekleri toplanmistir. Bu lokasyonlar; Erzincan Merkez, Cayirli, Kemah ve Ili¢ basta
olmak iizere bu bolgelere yakin kdy ve mezralardan olusmaktadir. Her bir tiir i¢in iki
ayrt numune toplanmis, toplanan ornekler tarafimizca numaralandirilmig ve lokaliteleri
ile beraber kayda alinmistir. Calismamizin materyalini olusturan bu bitki 6rneklerinin
bir numunesi laboratuvar ¢alismalari igin -80° C derecede muhafaza edilmis, diger bir
numunesi morfolojik teshisler i¢in Erzincan Binali Yildirrm Universitesi Fen Edebiyat

Fakiiltesi Biyoloji boliimii Herbaryumuna kaldirilmaistir.

4.1.2. Calismada kullanilan kimyasal ve cozeltiler

Calismada kullanilan kimyasallar ve ¢ozeltiler Tablo 4.1. ve Tablo 4.2.°de

verilmigtir.

Tablo 4.1. DNA izolasyonunda kullanilan kimyasallar

Sivi Azot

2-Mercaptoethanol

2-Propanol (Isopropanol)

Amil alkol

Amonyum asetat

CTAB (Cetyl trimethyl ammonium bromide)
EDTA (Ethylenediaminetetraacetic acid disodium salt dihydrate)
Hidroklorik asit

Kloroform

NaCl (Sodyum klorid)

Saf su

Sodyum asetat
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Tablo 4.1. DNA izolasyonunda kullanilan kimyasallar(Devami)

Sodyum bisiilfit
Sodyum hidroksit

TE (Tris-EDTA) buffer
TRIS (Trizma base)

Tablo 4.2. ISSR, IRAP PCR Ve UV Goriintiilemede Kullanilan Kimyasallar

1 KB DNA Ladder(100-3000 ve 100-1000 bg)
10 X Buffer without MgCI2
Agaroz

dNTP (Deoxynucleotide mix)
Ethidium Bromide

Jel Loading Solution

MgCI2

Primer

Tag DNA polimeraz

TBE (Tris/Borate/EDTA)
Ultra saf su

4.1.3. Calismada kullanilan cihazlar
Calismada kullanilan cihazlar ve markalar1 Tablo 4.3.’de verilmistir.

Tablo 4.3. Calismada kullanilan cihazlar ile marka ve modelleri

Cihaz Ad1 Marka ve Modeli

Buzdolaplari Argelik

Calkalamali inkiibator (8-60 °C) Shellab SSI5

Derin dondurucu (-30 °C) Haier

Elektroforez tanki Thermo Owl Easycast B2-BP

Floresans mikroskobu Olympus BX63

Gli¢ kaynagi Thermo EC 300 XL

Hassas terazi Shimadzu ATX 120

ICP-MS cihazi Agilent Technologies SPS 4 Autosamples
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Tablo 4.3. Calismada kullanilan cihazlar ile marka ve modelleri(Devami)

Jel goriintiileme cihazi

Kar makinesi

Magnetik karistiric

Mikrodalga firin

Otoklav

Otomatik pipet

PCR cihazi
pH metre

Saf su cihazi

Sogutmal1 santrifiij

Spektrofotometre

Ultra-low dondurucu (-85 °C)

Vorteks

Vilber Lourmat Quantum ST5
Scotsman AF-20

Heidolph MR Hei-Standart
Arzum

Stimer SM3

Eppendorf Research Plus
Bio-Rad C1000 Touch
Radiometer meterlab PHM 210
Niive

Hanil Smart R17

Perkin Elmer Lambda 35 UV-vis
Haier, New Brunswick U410
Heidolph Reaxtop

4.1.4. Kulanilan soliisyon ve cozeltiler

1 M Tris-HCI (500 ml)

60,55 gr Tris base

350 ml distile su

21 ml konsantre HCI (%37,2-12,1 M)

350 ml saf su’ya 60,55 gr tris base ile karistirilir. Uzerine 21 ml konsantre HCI ileve

edilerek saf su ile hacim 500 ml tamamlanir ve otoklavlanir.

0,5 M EDTA PH=0,8 (500 ml)

68,059 EDTA

10 gr NaOH

400 ml dH20
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400 ml saf suya 68,05 gr EDTA ¢ozdiiriiliip, ardindan 10 gr NaOH eklenerek Ph=8.0

olarak ayarlanir. Filtreden gecirilir ve otoklavlanir.

5 M NaCl (500 ml)

e 146,1 gr NaCl
e 450 ml dH20

146,1 gr NaCl 450 ml sa suda eritilir. Toplam hacim 500 ml’ye tamamlanip oda

sicakliginda saklanir (otaklavlanmaz).

10X TE Buffer (500 ml)

e 50ml1M Tris-HCI Ph=8.0
e 10ml0,5MEDTA

440 ml dH20 eklenerek 500 ml tamamlanir.

1X TE Buffer(500ml)

¢ 10X TE Buffer’dan 50 ml alinip 450 ml saf suyla 500’ye tamamlanir.
(DNA 1X ¢oziiliir).

3 M Sodyum asetat (ph=>5,2)(100 ml)

e 40,8 gr Sodyum Asetat (NaOAc.3H20) 80 ml ultra safsuda iyice eriilir.
Ph=5,2 oluncaya kadar glasiyel asetit asit (GAA) eklenir ve toplam hacim

100 ml’ye tamamlanir.

10 M Amonyum asetat

e 77 gr Amonyum asetat

e 800 ml dH20
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38,5 gr Amonyum asetat 400 ml distile su igerisinde ¢oziiliir. Distile su kulanarak hacmi
500 ml stok hazirlanir. Calismada 250 mM olacak sekilde seyreltilerek +4°C’de

muhafaza edilir.

Kloroform: izoamil alkol

e 24 ml kloroform

e 1 mlizoamil alkol eklenerek toplam hacim 25 ml olacak sekilde katlar1

hazirlanmistir.

2- Propanol(izopropanol)

e Hazir olarak kullanilir.

Proteinaz K

e Mililitrede 10 mg olacak sekilde hazirlanir.

Riboniiklez (rnaz)

e Mililitrede 10 mg olacak sekilde hazirlanir.

%70’°lik etil alkol

e 70 ml saf etil alkoliin iizerine siteril distile su eklenerek 100 ml ye

tamamlanir.

Etidyum bromiir ¢cizeltisi

e 50 ml 0,5X TBE tanponu igerisine 30 pl etidyum bromiir aktarilarak hazir

edilir. Isiktan muhafaza etmek i¢in karanlikta oda sicakliginda bekletilir.

1 X TBE

e 50 ml 10X TBE tamponuna 450 ml saf su eklenerek hazirlanir.
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DNA ekstraksiyon tamponu (25 ornek icin):

e 0,5 grtoz CTAB (setil trimetil amonyum bromiir)
o 0,25 gr (%0,1) Sodyum bisiilfit Na2S205

e 25mlTris-HCI(1 M)

e 7 mlNaCl (5 M)

e 1mlEDTA (0,5M)

e 50 ul B-Mercaptoethanol

Toplam hacim saf su ile 25 ml’ye tamamlanir

4.1.5. Primerlerin hazirlanmasi

Calisilan primerler firmanin Onerdigi prosediire gore 1xTE ile sulandirilarak stok

¢ozeltisi i¢in diyolifize edilmistir.

4.2. Yontem
4.2.1. Astragalus tiirlerinden genomik DNA izolasyonunun yapilmasi

Arazi ¢aligmalar ile toplanan -80 ° C’de muhafaza edilen Orneklerin yapraklari DNA
izolasyonu i¢in kullanilmistir. DNA izolasyonu Cheng Lin et al. (2001)‘e gore
yapilmistir.

e Hazirlanan 25 ml’lik izolasyon tamponu 75°C’ ye kadar su banyosunda isitilarak
tizerine 50 pl B-mercaptoethanol eklenmistir.
e Her 6rnek icin 0,3 gr bitki materyali hassas terazide tartilarak havanda sivi azot

ile ogiitiilmiistir.
e Ogiitme isleminden sonra drnekler 2 ml'lik eppendorf tiiplerine alinmistir.

e Her bir 6rnek tiipiine 1000 pl izolasyon ¢ozeltisi aktarilmis ve 65 °C’deki su
banyosuna alinmstir. 1 saat siire boyunca inkiibasyona birakilip her 10 dk. arayla

ornekler 2 dk. boyunca alt {ist edilerek iyice ¢ozdiiriilmistiir.
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e Omnek tiiplerine ayr1 ayr1 750 pl kloroform: izoamilalkol (24:1) aktarilarak hassas
bir sekilde alt iist islemi yapilmustir.

e Santrifiij islemi i¢in 6rnekler 24 °C’de 20 dk. 14000 rpm’ de santrifiij’e tabi
tutulmustur. Islem sonrasi olusan katmanlarin en iistiindeki (siipernatant) kisim

pipet ile alinarak yeni eppendorf tiiplerine konulmustur.

e Siipernatant {izerine 1000 pl kloroform: izoamilalkol eklenerek alt iist edilmistir.

Ardindan 20 dk 4 °C’de 14000 rpm de santrifiij islemine tabi tutulmustur.

e Olusan yeni ist katman dikkatli bir sekilde yeni eppendorf tiiplerine alinarak
DNA’y1 ¢oktiirmek amaci ile her tiip tizerine 100 ul 10 M amonyum asetat ve
100 pul 3 M sodyum asetat aktarilmastir.

e Ardindan 20 dk 4 °C’de 14000 rpm’de santrifiij edilerek st faz atilmistir. Olusan
pelet 6nce %100’liikk daha sonra %70’lik soguk etanol ile yikanmistir.

e Yikanilan peletler inkiibasyon islemi i¢in 37 °C’de 15 dk. kurutulmasi igin

bekletilmistir.

e Elde edilen kurutulmus genomik DNA’lara 100 pul TE tamponu eklenerek

¢Ozdiirtilmiistiir.

e (Cozdiriilen DNA’lar bir giin +4 °C dinlendirildikten sonra -20 °C’de saklanmaya

alinmustir.

4.2.2. DNA saflik tayini

Bitki DNA’larin saflik tayini i¢in spektrofotometre cihazi kullanilmistir. DNA
konsantrasyonunu ng /ul ve 260/280 nm’deki absorbans degeri DNA’nin saflik
derecesini ifade etmektedir. DNA safligi 1,8 - 2 arasindaki Ornekler calismada

kullanilmistir.

4.2.3. IRAP analizi

IRAP-PCR analizlerinde 5 IRAP primeri kullanilmistir. Kullanilan primerlerin adi,
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sekans bilgileri ve baglanma sicakliklar1 Tablo 4.4’ de verilmistir.

Tablo 4.4. IRAP-PCR analizinde kullanilan primerlerin adi, sekans bilgileri ve

baglanma sicakliklari

Primer Adi Baz Dizilimi 5°3’ Erime Sicakhig (°C)
3LTR-5 TGTTTCCCATGCGACGTTCCCCAACA 64,6
S5LTR1 TTGCCTCTAGGGCATATTTTCCAACA 58,4
LTR 6150 CTGGTTCGGCCCATGTCTATGTATCC 64,4
ACACATGTA
NIKITA E2647- ACCCCTCTAGGCGACATCC 58,7
SUKKULA GATAGGGTCGCATCTTGGGCGTGAC 63,3

Retrotranspozon hareketliliginin degerlendirilmesi amaciyla yapilan IRAP-PCR analizi

i¢cin master Mix karigimi Tablo 4.5 deki oranlara gore hazirlanmistir.

Tablo 4.5. IRAP-PCR master mix karisimi i¢erik ve miktarlari

Bilesen Miktar (ul)
10 x PCR buffer 2
dNTP (Deoxynucleotide mix) 0,3
Magnezyum Klorid (25 mM) 1,15
IRAP primer (5 mM) 1

Taq DNA polimeraz 0,5
Ultra saf su 14,05
Genomik DNA 1
Toplam Hacim 20
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Hazirlanan karisimlar kulanilan primer baglanma sicakligina gére Bio-Rad C1000
Touch PCR cihazinda Tablo 4.6’da verilen dongii protokoline uygun olarak
gergeklestirlmistir.

Tablo 4.6. IRAP-PCR doéngii protokolii

PCR Asmalari Sicaklik Derecesi Siire Dongii Sayisi
On Denatiirasyon 95°C 02:00 dk. 1x
Denatiirasyon 95°C 00:30 sn. 2X
Annealing *C 01:00 dk. 1x
Extension 72°C 02:00 dk. 1x
Denatiirasyon 95°C 00:30 sn. 45%
Annealing 35°C 01:00 dk. 1x
Extension 72°C 02:00 dk. 1x
Son Uzama 72°C 05:00 dk. 1x
Bekleme 4°C 1x

*IRAP primerinin baglanma sicaklig1

4.2.4. ISSR analizi

ISSR-PCR analizi i¢in 16 ISSR primeri kullanilmistir. Kullanilan primerlerin adi,

sekanslari bilgileri ve baglanma sicakliklar1 Tablo 4.7°de verilmistir.

Tablo 4.7. ISSR-PCR analizinde kullanilan primerlerin adi, sekanslari bilgileri ve
baglanma sicakliklari

Primer Ad1 Baz Dizisi 5° 3’ Erime Sicakhgi (0°)
UBC868 GAAGAAGAAGAAGAAGAA 47°C
uUBC817 CACACACACACACACAA 50°C
uBC807 AGAGAGAGAGAGAGAGT 50°C
uUBC812 GAGAGAGAGAGAGAGAA 50°C
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Tablo 4.7. ISSR-PCR analizinde kullanilan primerlerin adi, sekanslari bilgileri ve

baglanma sicakliklar1 (Devami)

UBCB816 CACACACACACACACAT 50°C
UBC825 ACACACACACACACACT 50°C
uUBC824 TCTCTCTCTCTCTCTCG 53°C
UBC830 TGTGTGTGTGTGTGTGG 53°C
UBC836 AGAGAGAGAGAGAGAGYA 54°C
UBC840 GAGAGAGAGAGAGAGACT 54°C
uUBCB848 CACACACACACACACAAG 54°C
UBC855 ACACACACACACACACCT 54°C
UBS856 ACACACACACACACACYA 54°C
uUBC841 GAGAGAGAGAGAGAGAYC 56°C
uUBC842 GAGAGAGAGAGAGAGAYG 56°C
UBC61 ACCACCACCACCACCACC 61°C
Y: Pirimidin

Mikrosatelit hareketliliginin degerlendirilmesi amaciyla yapilan ISSR-PCR analizi igin

master mix karisimi Tablo 4.8’deki oranlara gore hazirlanmustir.

Tablo 4.8. ISSR-PCR master mix karigimi igerik ve miktarlari

Bilesen Miktar (ul)
10 x PCR buffer 2
dNTP (Deoxynucleotide mix) 0,3
Magnezyum klorid (25 mM) 1,15
IRAP primer (5 mM) 1

Taq DNA polimeraz 0,5
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Tablo 4.8. ISSR-PCR master mix karisimi igerik ve miktarlari (Devami)

Ultra saf su 14,05
Genomik DNA 1
Toplam Hacim 20

Hazirlanan karigimlar kullanilan primer baglanma sicakligmma gore Bio-Rad C1000
Touch PCR cihazinda Tablo 4.9 da verilen dongii protokoliine uygun olarak
gerceklestirilmistir.

Tablo 4.9. ISSR-PCR dongii protokolii

PCR asamalan Sicaklik Derecesi Siire Dongii Sayisi
On Denatiirasyon 95°C 02:00 dk 1x
Denatiirasyon 95°C 00:30 sn. 2X
Annealing *°C 01:00 dk. 1x
Extension 72°C 02:00 dk. 1x
Denatiirasyon 95°C 00:30 sn. 35x
Annealing 35°C 01:00 dk. 1x
Extension 72°C 02:00 dk. 1x
Son Uzama 72°C 05:00 dk. 1x
Bekleme 4°C 1x

*ISSR primerinin baglanma sicakligt

4.2.5. IRAP ve ISSR jel elektroforez protokolii

PCR islemi sonrasi elde edilen {irlinler agaroz jel elektroforezinde yiiriitiilmiistiir. Jel
por caplari ¢alisilan tiire ve yonteme gore ayarlanmis olup, ISSR ve IRAP yontemi i¢in
agaroz jel yogunlu % 1,5 olarak ayarlanmistir. Bu islem i¢in 13 ml 10X TBE (Tris /

Borate / EDTA, pH 8) flizerine saf su ile 130 ml’ye tamamlanarak 2 gr agaroz ile
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¢ozdiriilmiistiir. Mikrodalga firinda 4 dk. kaynamayacak sekilde 1sitilmig ve ardindan

sicakligr 60°C ye sogutulup lizerine 10 pl ethidium bromiir eklenmistir.

Elektroforez tankinin igine yeterince kuyucuk a¢mak igin taraklar yerlestirilip jel
dokiimii yapilmistir. 35 dk. donma siiresi beklendikten sonra taraklar c¢ikartilmistir.
Ardindan jelin istiinii kaplayacak sekilde taze hazirlanmis 1X TBE ile doldurulmustur.
Yiikleme islemi i¢in 8 pl PCR iiriinii ve 2 pl gel loading solution 6 x ile pipetaj
yapilarak kuyucuklara yiikleme yapilmistir. En bastaki kuyucuga 1 ul marker, 1 ul gel
loading solution ve 1 ul saf su ile pipetaj yapilarak yiikleme yapilmstir.

PCR orneklerinin yiiklemesinin ardindan elektroforez iglemi i¢in 90 dk. boyunca 90
volta 60 amps de yiirlitilmistir. Yiritme isleminin ardindan goriintiileme cihazinda

ultraviyole 151k altinda goriintiilenmistir.

4.2.6. Veri analizi

IRAP ve ISSR primerlerinden elde edilen amplifikasyon iirtinleri var (1) ya da yok (0)
seklinde degerlendirilmis, veriler NTSYSpc 2.11V (Rohlf, 2004) bilgisayar paket
programinda analiz edilmistir. Calismada kullanilan genotipler i¢in soyagaglar1 Jaccard

(1908) genetik benzerlik indeksine gore UPGMA yontemi kullanilarak elde edilmistir.
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5. BULGULAR

5.1. Erzincan ve Cevresinden Orneklenen Astragalus Tiirleri

Calismamizda Erzincan ve gevresinden toplanan Astragalus L. cinsine ait taksonlar
herbaryum tekniklerine uygun olarak preslenerek kurutulmustur. Morfolojik teshisleri
Doc¢.Dr. Mustata KORKMAZ ve Prof. Dr. Ali KANDEMIR tarafindan yapilmistir.
Yapilan morfolojik teshislerde, 6rneklerin kalitatif ve kantitatif 6zeliklerini minimum ve
maksimum degerlerini saptamak i¢in titiz dlglimler ve gozlemler yapilmistir. Milimetrik
yapilan Sl¢limler icin stereo mikroskop kullanilirken, biiylik yapilardaki Olgiimler ise
cetvel ile gergeklestirilmistir. Yapilan bu teshislere gore belirlenen tiirler Tablo 5.1° de

verilmistir.

Bu tabloda, sirasiyla tiirlerin bilimsel adlari, Omiirleri, yetistigi ytikseklikleri,

lokaliteleri, habitatlari, elementi, endemizm ve toplanma tarihleri belirtilmistir.

e Belirlenen tiirlerin yetistigi yiikseklikleri 1450 m (Astragalus aduncus) ile 2293
m (Astragalus lyclus) arasinda degismektedir.

e Bu tiirler 12 farkli lokaliteden toplanmistir. Tiirlerin ¢ogunlugu Ergan Dagi ve
Cayirli ¢evresinde yayilis gostermektedir.

e Calisilan tiirlerin endemizmleri arastirildiginda TUBIVES (Tiirkiye Bitkileri Veri
Servisi, 2022) kaynagina gore alti tir (Astragalus pennatulus, Astragalus
karamasicus, Astragalus lycius, Astragalus eriocephalus subsp. eriocephalus,
Astragalus compactus ve Astragalus xlobasis) endemik olarak verilmistir.

e Bizim Bitkiler (bizimbitkiler.org.tr, 2022) adli sitede endemizm bakildiginda ise
tic tiir (Astragalus pennatulus, Astragalus karamasicus, Astragalus lycius)
endemik olarak verilmektedir.

e Belirlenen tiirlerin habitatlari; Kayalikli Alanlar, Yamaglar, Kreg¢li step alanlar,
Dere yatagi kenarliklari, Meyili step alanlar, Meyili step alanlar, Zayif vejetasyon
gosteren step alanlar, Akintili yamaclar, Cayirlik step alanlar, Yol kenar1 ve

yamaglar, Yol kenar1 step ve Korunmus alanlar olmustur.
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Tablo 5.1. Erzincan ve ¢evresinde teshis edilen Astragalus tiirleri

Tiir ismi Omiir | Yiikseklik Lokalite Habitatlar1 Elementi Endemizm Tarih
Astragalus Cok Ergan Dagi, Kayak .
) 2050 mt > . Kayalikl1 Alanlar | Iran turan 24.06.2021
microcephalus Yillik Tesisi, Ikinci Pist
) Cok Erzincan, Cayirh .
Astragalus kurdicus 2293 mt Yamaglar Iran turan 30.06.2021
Yillik Dag Yolu 32. Km
_ Cok Erzincan, Cayirl . o Endemik
Astragalus lycius 2293 mt 5 Kregli step alanlar | Bilinmiyor 30.06.2021
Yillik Dag Yolu 32. Km ( Bizimbitkiler.org.tr, )
Erzincan Cayirlt
Astragalus Cok . Dere yatagi .
2280 mt Yaylalar Koyt Ustii Iran turan 30.06.2021
cancellatus Yillik kenarliklar1
Aksu Deresi Civarl
Astragalus Cok Ergan Dagina Meyili step .
1450 mt Iran turan | Endemik (tiibives) 24.06.2021
compactus Yillik Cikarken 500 Mt alanlar
Astragalus Cok Ergan Dagina Meyili step , Endemik
1550 mt Iran turan 24.06.2021
pennatulus Yillik Cikarken 5.Km alanlar ( Bizimbitkiler.org.tr, )
Astragalus ) _ Zayif vejetasyon
o Cok Erzincan Spikor o
angustifolius subsp. 2100 mt gOsteren step Bilinmiyor 17.06.2021
Yillik Dag1

angustifolius

alanlar
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Tablo 5.1. Erzincan ve ¢evresinde teshis edilen Astragalus tiirleri (Devami)

Cok Dedek Koyii Yolu )
Astragalus aduncus 1450 mt Akintili yamaglar | Iran turan 26.06.2021
Yillik Step
Astragalus
) Cok Ergan Dagi, kayak | Cayirlik step | . ) _
eriocephalus subsp. 2250 mt S Iran turan | Endemik (tiibives) | 24.06.2021
) Yillik tesisi, Ikinci Pist alanlar
eriocephalus
Astragalus Cok Ergan Dag kayak | Yol kenart ve | | Endemik
) 1850 mt o Iran turan 24.06.2021
karamasicus Yillik tesisi, birinci Pist yamaglar ( Bizimbitkiler.org.tr, )
Cok . .
Astragalus lagurus Vil 1650 mt Binkog¢ Koyt Ustii Yol kenari step Iran turan 24.06.2021
il
Astragalus Cok Erzincan Spikor .
) 2000 mt Korunmus alanlar | Iran turan | Endemik (tiibives) 17.06.2021
xylobasis Yillik Dag1
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v Astragalus microcephalus

Yastik goriiniimlii ¢ali seklindedir. Yapraklar tiiylii sapli dikenli olup, 1,5 -2,5 cm
boyutundadirlar. Eliptik, diken uglu, beyaz tiiyliidiir. Ezincan Ergan daginda 2050 metre

yiikseklikte tespit edilmistir. Sekil 5.1°de dogal goriiniimii verilmistir.

Sekil 5.1. Astragalus microcephalus’un genel goriiniimii Ergan dagi/Erzincan

v Astragalus kurdicus

Cal1 formunda olup, ¢ok yillik ve odunsu yapiya sahiptir. Boylar1 10-20 cm arasindadir.
Cigeklenme Haziran-Agustos aylarinda gergeklesir. Tag yapraklar pembe veya menekse
rengindedir. Erzincan Cayirli yolunda, 2293 metre yiikseklikte tespit edilmistir. Dogal

goriiniimi Sekil 5.2°de verilmistir.

Sekil 5.2. Astragalus kurdicus’un genel gériiniimii Erzincan Cayirli yolu/Erzincan
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v Astragalus lycius

Cok yillik otsu olup, odunsu kok yapisina sahiptir. Boylar1 20-35 cm arasindadir. 400-
1800 metre yiiksekliklerde goriinmektedir. Mor ciceklidirler. 2293 metre yiikseklikte

Erzincan Cayirli yolunda tespit edilmistir. Dogal goriiniimii Sekil 5.3°de verilmistir.

Sekil 5.3. Astragalus lycius 'un genel goriiniimii Erzincan Cayirli yolu/Erzincan

v’ Astragalus cancellatus

Cok yillik otsu bir bitkidir. Cigeklenme dénemi Mayis ve Haziran aylaridir. 25-40 cm
boyuna ulasabilmektedir. Habitat olarak ¢akili nehir terasinda ve Artemisia
bozkirlarinda yayilis gosterirler. 2280 metre yiikseklikte Erzincan Yaylalar koyt

iistiinde tespit edilmistir. Dogal gériiniimii Sekil 5.4’de verilmistir.

Sekil 5.4. Astragalus cancellatus un genel goriiniimii Yaylalar koyii tistii/Erzincan
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v’ Astragalus compactus

Cok yillik endemik bir bitki tiirli olup ¢ali formundadir. Cigeklenme siireleri Temmuz
ve Agustos aylarindadir. Ulkemizde Kars, Erzincan, Giimiishane, Sivas, Yozgat
illerinde 1200-1850 metre arasinda yayilis gostermektedir. 1450 metre yiikseklikte
Erzincan Ergan Dagi eteklerinde tespit edilmistir. Dogal goriiniimii Sekil 5.5°de

verilmistir.

Sekil 5.5. Astragalus compactus 'un genel goriiniimii Ergan dagi etekleri/Erzincan

v Astragalus pennatulus

Cok yillik endemik bir bitki olup, ¢ali formundadir. Ciceklenme donemleri Haziran-
Eylil aylar1 arasindadir. Tirkiyede Elazig, Erzincan, Malatya ilerinde yayilis
gostermektedir. 1550 metre ylikseklikte Ergan Dagi eteklerinde tespit edilmigtir. Dogal

goriiniimi Sekil 5.6°da verilmistir.

Sekil 5.6. Astragalus pennatulus ’un genel goriiniimi Ergan dagi/Erzincan
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v Astragalus angustifolius subsp. angustifolius

Ulkemizde kegi geveni oarak bilinir, ¢igeklenme ddnemi Nisan-Agustos aylari
arasindadir. Bitki ¢ali tipinde olup, ¢ok yilliktir. Habitati bozkirlardir. 2100 metre
yiikseklikte Erzincan Spikor Daginda tespit edilmistir. Dogal goriiniimii Sekil 5.7°de

verilmigtir.

Sekil 5.7. Astragalus angustifolius subsp. angustifolius 'un genel goériinimii Sipikor
dagi/Erzincan

v Astragalus aduncus

Cok yillik otsu olup, odunsu kok yapisina sahiptir. Boylar1 20-40 cm, yapraklar 2-6 cm,
yaprake¢iklar 4-14 mm arasinda degigsmektedir. Genel olarak 300-2370 metre
yiiksekliklerde goriilmektedir. 1450 metre yiiksekliginde Erzincan Dedek koyiinde

tespit edilmistir. Arazide 6rnekledigimiz tiiriin goriintiisii Sekil 5.8°de verilmistir.

Sekil 5.8. Astragalus aduncus un genel goriintlisii Dedek koyii/Erzincan
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v Astragalus eriocephalus subsp. eriocephalus

Ciice ¢al1 gorlinlimiinde olup, yapraklar 1,5-5 cm arasindadir. 2000-3000 metre rakimda
daglar ve tepelik bozkirlarda yayilis gosterirler. 2250 metre yiiksekliginde Erzincan

Ergan Daginda tespit edilmistir. Caligmamiz esnasinda goriintiiledigimiz tiiriin

goriintlisti Sekil 5.9°da verilmistir.

Sekil 5.9. Astragalus eriocephalus subsp. eriocephalus’un genel gériiniimii Ergan
Dagi/Erzincan

v’ Astragalus karamasicus

Cok yillik otsu olup, odunsu bir kdk yapisina sahiptir. Boylar1 10-20 c¢cm, yaprakgiklar
3-8 mm arasindadir. Genel olarak 450-2060 metre arasinda yayilis gosterirler. Cigek
renkleri mordur. 1850 metre yiikseklikte Erzincan Ergan Daginda tespit edilmistir.

Dogal goriintimii Sekil 5.10°da verilmisir.

Sekil 5.10. Astragalus karamasicus’un genel goriiniimii Ergan Dagi/Erzincan
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v Astragalus lagurus

Cok yillik bir bitki olup, ¢iceklenme Haziran ve Agustos aylarinda gergeklesir. Tiylii
sart renkli ¢icek yapisina sahiptir. Habitat olarak bozkir, daglar ve tepelik meralarda

yayilis gosterirler. 1650 metre ylikseklikte Erzincan Binko¢ koyii istiinde tespit

edilmistir. Dogal goriintimii Sekil 5.11°de verilmistir.

Sekil 5.11. Astragalus lagurus’un genel goriiniimii Binkog Koyii tistii/Erzincan

v’ Astragalus xylobasis

Cok yillik otsu olup, odunsu kok yapisina sahiptir. Boylar1 20-35 cm, kok uzunlugu 15-
30 cm, yaprakgiklar 10-20 mm arasindadir. Mor renkli ¢igcek yapisina sahiptir. 2000
metre yiikseklikte Erzincan Sipikor Daginda tespit edilmistir. Dogal goériinimii Sekil
5.12°de verilmistir.

Sekil 5.12. Astragalus xylobasis’in genel goriiniimii Sipikor Dagi/Erzincan
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5.2. Astragalus tiirlerine ait DNA miktarlar:

Astragalus bitkisinde elde edilen DNA o6rneklerinin miktar ve saflik sonuglar1 Tablo

5.2’ de verilmistir.

Tablo 5.2. DNA miktar ve saflik sonuglari

Tiiriin ismi DNA miktari(ng/ml) DNAsafhgi(260/280
A. microcephalus 477,454 2,129
A. lagurus 241,223 1,95
A. aduncus 159,899 1,974
A. xylobasis 237,445 1,869
A.angustifolius subsp. angustifolius ~ 1095,765 2,193
A. compactus 625,731 2,027
A. pennatulus 518,154 2,009
A. karamasicus 372,543 1,838
A. kurdicus 577,75 2,099
A. cancellatus 452,158 2,023
A. eriocephalus subsp. eriocephalus 663,386 1,574
A. lycius 437,045 1,904

5.3. IRAP- PCR Sonugclari

Morfolojik olarak belirlenen 12 Astragalus L. tiirtinde 5 IRAP primeri ile (3LTR-5,
5LTR1, LTR 6150, NIKITA E2647-, SUKKULA) galisilmistir. Yapilan ¢alismada 100-
700 bg¢ biyiikliginde bantlar elde edilmistir. Toplamda bant sayisi 20 olurken
polimorfik bant sayisi 18 olarak hesaplanmistir. En fazla bant veren primerler 5SLTR1 ve
NIKITA E2647 (5 bant) olurken, en az bant veren primer LTR 6150 ve Sukkula (3
bant) olmustur. IRAP primerlerine gore polimorfizm % 90 olarak hesaplanmistir. IRAP
primerlerinin meydana getirdgi bant biiyiikliigli, bant sayis1 ve polimorfizm oranlari

Tablo 5.3’ de verilmistir.
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Tablo 5.3. IRAP primerlerinin meydana getirdigi bant biiyiikliigii, bant sayist ve

polimorfizm
Molekiil Toplam bant Polimor. %
Primer ad1 ) ]
biiyiikliigii (bc) sayisi bant sayis1  Polimorfizm
SUKKULA 100-250 3 3 100
3LTR-5 120-200 4 4 100
LTR 6150 200-380 3 2 66,6
NIKITA
150-500 5 4 80
E2647-
5LTR1 200-700 5 5 100
Toplam 20 18 90

IRAP primerlerine ait jel goriintiileri Sekil 5.13., Sekil 5.14., Sekil 5.15., Sekil 5.16.,
Sekil 5.17°de verilmistir.

A-1  A. microcephalus

A-2 A lagurus
A-3 A aduncus
A-4 A xylobasis

A-5  A.angustifolius subsp. angustifolius

A-6  A. compactus

A-8

A-7
A-8
A-9

A-10 A11 A12

A. pennatulus
A. karamasicus
A. kurdicus

A-10 A. cancellatus
A-11 A. eriocephalus subsp. eriocephalus
A-12  A.lycius

Sekil 5.13. LTR6150 primerine ait jel gortintiisii
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Al
A2
A-3
A-4

A-6

A-1

A-5
A-6

M A1 A2

A-2

A3 A4

A. microcephalus

A. lagurus

A. aduncus

A. xylobasis

A. angustifolius subsp. angustifolius
A. compactus

A-5 A-6 A-7

A-8

A-7
A-8
A-9
A-10
A-11
A-12

A9 A-10 A-11 A-12

A. pennatulus

A. karamasicus

A. kurdicus

A. cancellatus

A. eriocephalus subsp. eriocephalus
A. lycius

Sekil 5.14. 3LTR-5 primerine ait jel goriintiisii

A-3 A4

A. microcephalus

A. lagurus

A. aduncus

A. xylobasis

A. angustifolius subsp. angustifolius
A. compactus

A-5 A6 A7

A-8 A-S A-10

A-7
A-8
A-9
A-10
A-11
A-12

A-11 A-12

A. pennatulus

A. karamasicus

A. kurdicus

A. cancellatus

A. eriocephalus subsp. eriocephalus
A. lycius

Sekil 5.15. Sukkula primerine ait jel goriintiisi
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M A1 A2 A3 A4 A5 A6 A7 A8 A9 A-10 A-11 A-12

A-1  A.microcephalus A-7 A pennatulus

A-2 Al lagurus A-8  A. karamasicus

A-3 A aduncus A-9 A kurdicus

A-4 A xylobasis A-10 A. cancellatus

A-5 A angustifolius subsp. angustifolius A-11  A. eriocephalus subsp. eriocephalus
A-6  A. compactus A-12 A lycius

Sekil 5.16. Nikita primerine ait jel goriintiisii

M A-1 A2 A3 A4 A5 A6 A7 A8 AS A10 A11A-12

A-1  A. microcephalus A-7  A. pennatulus

A-2 A lagurus A-8  A. karamasicus

A-3  A.aduncus A-9 A kurdicus

A-4 A xylobasis A-10 A. cancellatus

A-5 A angustifolius subsp. angustifolius A-11 A. eriocephalus subsp. eriocephalus
A-6  A.compactus A-12 A lycius

Sekil 5.17. SLTR 1 primerine ait jel goriintiisii

Jaccard (1908) genetik benzerlik indeksine gore UPGMA yontemi kullanilarak elde
edilen dendrogram Sekil 5.18’de verilmistir. Dendrograma gore c¢alisilan Astragalus
tirleri 2 gruba ayrilmistir. Bunlardan 1. grupta A. kurdicus ve A. cancellatus
bulunurken, 2. grupta 2 alt gruba ayrilmistir. 1. Alt grupta A. xylobasis, A. eriocephalus
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sobsp eriocephalus, A. angustifolius supsp angustifolius, A. pennatulus, A. lycius, A.
lagurus, A. karamasicus, A. aduncus bulunurken, 2. Alt grupta A. microcephalus ve A.
compactus tirleri bulunmaktadir. En yiiksek genetik benzerlik A. xylobasis, A.
eriocephalus sobsp. eriocephalus tiirleri arasinda olurken, en diisiik genetik benzerlik
A. eriocephalus sobsp. eriocephalus ve A. kurdicus tiirleri arasinda goriillmiistiir.

Dendrogram using Average Linkage (Between Groups)

Rescaled Distance Cluster Combine

0 5 10 15 20 25
1 1 1 1 1

A. xylobasis

A. eriocephalns subsp. eriocephalus J

A. angustifalins subsp. angustifolins

A. pennatulns

A. lyeius

A. lagurus

A. karamasicus

A. aduncus

A. microcephalns

A. compactus

A. kurdicus

A. cancellatus

Sekil 5.18. IRAP yontemi ile elde edilen Erzincan ve ¢evresinde yayilis gosteren 12
Astragalus tiirii arasindaki genotipik baglanti

Calisilan Astragalus tiirlerine ait genetik benzerlik indeksi Tablo 5.4’de verilmistir. A.
eriocephalus subsp. eriocephalus ile A. xylobasis birbirlerine en yakin tiirler olurken
(0.097), A. eriocephalus subsp. eriocephalus ile A. kurdicus birbirine en uzak tiirler
(0.978) olmustur.
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Tablo.5.4. IRAP yontemine gore Astragalus tiirlerine ait genetik benzerlik indeksi

A. A. A. A. A. angustifolius A. A. A. A. A. A.eriocephalus A,
microcephalus  lagurus aduncus xylobasis subsp. compactus pennatulus karamasicus kurdicus cancellatus subsp. lycius
angustifolius eriocephalus

A. microcephalus ,000

A. lagurus ,452 ,000

A. aduncus 584 ,250 ,000

A. xylobasis ,625 ,303 415 ,000

A. angustifolius

subsp. ,695 547 ,398 ,353 ,000

angustifolius

A. compactus ,362 571 571 ,543 ,501 ,000

A. pennatulus ,739 ,448 ,180 ,257 ,292 ,529 ,000

A. karamasicus 774 ,489 ,460 411 ,287 ,537 ,350 ,000

A. kurdicus ,816 ,789 ,641 ,582 ,505 ,495 ,462 ,592 ,000

A. cancellatus ,257 , 154 ,583 ,521 ,401 ,716 ,397 371 ,435 ,000

A. eriocephalus

subsp. ,870 ,597 ,338 ,007 ,295 574 877 ,365 ,978 ,318 ,000

eriocephalus

A. lycius ,868 734 ,528 ,458 ,239 ,539 ,318 ,487 ,288 434 227 ,000
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5.4. ISSR-PCR Sonuc¢lar:

ISSR-PCR tekniginde 12 Astragalus tiirii tizerinden 16 ISSR pirimeri (UBCS868,
UBC817, UBC807, UBC812, UBC816, UBC825, UBC824, UBC830, UBCB836,
UBC840, UBC848, UBC855, UBS856, UBC841, UBC842, UBC861) calisiimistir.
Bant biiyiikliikleri 100-2000 bg¢ arasinda gozlenmistir. Toplamda 141 bant elde
edilirken, polimorfik bant sayisi 128 ve yiizde polimorfizm % 90,8 olarak
hesaplanmistir. En fazla bant veren primerler UBC848, UBC836, UBC817 (12 bant)
olurken, en diisiik bant veren primerler UBC824 nolu primer (3 bant) olmustur. ISSR
primerlerinin meydana getirdgi bant biiyiikliigli, bant sayisi ve polimorfizm oranlari
Tablo 5.5’ de verilmistir.

Tablo 5.5. ISSR primerlerinin meydana getirdigi bant biyiikliigii, bant sayis1 ve

polimorfizm
Molekiil Toplam bant  Polimor. bant ) )

Primer ags biiyiikliigii (b¢) sayisi sayisi ¥ Polimorfizm
UBC807 600-2000 9 8 88,8
UBCB812 400-1500 8 8 100
UBC816 500-1500 8 7 87,5
UBC817 300-2000 12 10 83,3
UBC824 900-1500 3 3 100
UBC868 100-400 5 4 80
UBC825 400-1500 11 10 90,9
UBC830 250-1000 9 8 88,8
UBC836 150-1200 12 10 83,3
UBC840 200-1500 11 10 90,9
UBC848 250-2000 12 12 100
UBC855 300-1200 10 9 90
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Tablo 5.5. ISSR primerlerinin meydana getirdigi bant biiyiikliigii, bant sayis1 ve

polimorfizm(Devami)

UBC856 200-800 6 5 83,3
UBC841 200-2000 11 11 100
UBC842 100-1000 9 8 88,8
UBC861 250-500 5 5 100
Toplam 100-2000 141 128 90,8

ISSR primerlerinden elde edilen jel goriintiileri Sekil 5.19., Sekil 5.20., Sekil 5.21.,
Sekil 5.22., Sekil 5.23., Sekil 5.24., Sekil 5.25., Sekil 5.26., Sekil 5.27., Sekil 5.28.,
Sekil 5.29., Sekil 5.30., Sekil 5.31., Sekil 5.32., Sekil 5.33. ve Sekil 5.34’de verilmistir.

M A1 A2 A3 A4 A5 A6 A-7 A-8 A9 A-10 A-11 A-12

A-1  A. microcephalus A-7  A. pennatulus

A-2 A lagurus A-8  A.karamasicus

A-3 A aduncus A-9 A kurdicus

A-4 A xylobasis A-10 A. cancellatus

A-5 A angustifolius subsp. angustifolius A-11 A. eriocephalus subsp. eriocephalus
A-6  A.compactus A-12 A lycius

Sekil 5.19. UBC848 pirimerine ait jel goriintiisii

44



M A-1 A-2 A-3 A-4 A-5 A-6 A-7 A-8 A-9 A-10A-11 A-12

A-1  A. microcephalus A-7  A. pennatulus

A-2 A lagurus A-8  A. karamasicus

A-3 A aduncus A-9 A kurdicus

A-4 A xylobasis A-10 A. cancellatus

A-5 A angustifolius subsp. angustifolius A-11 A. eriocephalus subsp. eriocephalus
A-6  A.compactus A-12 A lycius

Sekil 5.20. UBC855 pirimerine ait jel goriintiisii

A-4 A5 A6 A7 A8 A9 A-10 A-11 A-12

A-1  A. microcephalus A-7  A. pennatulus

A-2 A lagurus A-8  A. karamasicus

A-3 A aduncus A-9 A kurdicus

A-4 A xylobasis A-10 A. cancellatus

A-5 A angustifolius subsp. angustifolius A-11 A. eriocephalus subsp. eriocephalus
A-6  A.compactus A-12 A lycius

Sekil 5.21. UBC856 pirimerine ait jel goriintiisii
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Al
A2
A-3
A-4

A-6

A-1
A-2
A-3
A-4
A-5

>r>r>>

>r>>>r>

A-1 A-2 A-3

microcephalus

lagurus

aduncus

xylobasis

angustifolius subsp. angustifolius
compactus

A-4 A-5

A-6

A-7 A-8

A-7
A-8
A-9
A-10
A-11
A-12

A-9 A-10

A-11 A-12

A. pennatulus

A. karamasicus

A. kurdicus

A. cancellatus

A. eriocephalus subsp. eriocephalus
A. lycius

Sekil 5.22. UBC841 pirimerine ait jel goriintiisii

A-3 A-4 A-5 A-6 A-7 A-8 A-9A-10 A-11 A-12

microcephalus

lagurus

aduncus

xylobasis

angustifolius subsp. angustifolius
compactus

A-7
A-8
A-9
A-10
A-11
A-12

A. pennatulus

A. karamasicus

A. kurdicus

A. cancellatus

A. eriocephalus subsp. eriocephalus
A. lycius

Sekil 5.23. UBC842 pirimerine ait jel goriintiisti
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A-1
A-2
A-3
A-4
A-5
A-6

A-l
A-2
A-3
A-4

A-6

>>>>>p

>>>>>>

. microcephalus A-7  A.pennatulus
lagurus A-8  A. karamasicus
aduncus A-9 A kurdicus
. xylobasis A-10 A. cancellatus
. angustifolius subsp. angustifolius A-11 A. eriocephalus subsp. eriocephalus
. compactus A-12 A lycius

Sekil 5.24. UBC817 pirimerine ait jel gorilintiisii

. microcephalus A-7  A. pennatulus
lagurus A-8  A.karamasicus
aduncus A-9 A kurdicus
. xylobasis A-10 A. cancellatus
. angustifolius subsp. angustifolius A-11 A. eriocephalus subsp. eriocephalus
. compactus A-12 A lycius

Sekil 5.25. UBC807 pirimerine ait jel goriintiisii

47



A-1
A-2
A-3
A-4
A-5
A-6

A-1
A-2
A-3
A-4
A-5
A-6

>>>>>>

>>>>>>

. microcephalus A-7  A. pennatulus
lagurus A-8  A.karamasicus
aduncus A-9 A kurdicus
. xylobasis A-10 A. cancellatus
. angustifolius subsp. angustifolius A-11 A. eriocephalus subsp. eriocephalus
. compactus A-12 A lycius

Sekil 5.26. UBC812 pirimerine ait jel goriintiisii

A-7 A-8 A-9 A-10 A-11 A-12

. microcephalus A-7  A. pennatulus
lagurus A-8  A.karamasicus
aduncus A-9 A kurdicus
. xylobasis A-10 A. cancellatus
. angustifolius subsp. angustifolius A-11 A. eriocephalus subsp. eriocephalus
. compactus A-12  A.lycius

Sekil 5.27. UBC816 pirimerine ait jel goriintiisii
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A-1
A-2
A-3
A-4
A-5

A-1
A-2
A-3
A-4
A-5
A-6

>>>>>p

>>>>>p

A-7 A-8 A-9 A-10 A-11 A-12

. microcephalus A-7  A. pennatulus
lagurus A-8  A. karamasicus
aduncus A-9 A kurdicus
. Xylobasis A-10 A. cancellatus
. angustifolius subsp. angustifolius A-11 A. eriocephalus subsp. eriocephalus
. compactus A-12 A lycius

Sekil 5.28. UBC824 pirimerine ait jel goriintiisii

. microcephalus A-7  A.pennatulus
lagurus A-8  A.karamasicus
aduncus A-9 A kurdicus
. Xylobasis A-10 A. cancellatus
. angustifolius subsp. angustifolius A-11 A. eriocephalus subsp. eriocephalus
. compactus A-12 A lycius

Sekil 5.29. UBC868 pirimerine ait jel goriintiisii
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A-3
A-4
A5

A-4
A5
A-6

>>>>>p

. microcephalus

lagurus
aduncus

. Xylobasis
. angustifolius subsp. angustifolius
. compactus

A-7

A-8 A-9 A-10 A-11 A-12

A-7
A-8
A-9
A-10
A-11
A-12

A. pennatulus

A. karamasicus

A. kurdicus

A. cancellatus

A. eriocephalus subsp. eriocephalus
A. lycius

Sekil 5.30. UBC825 pirimerine ait jel gorilintiisii

M A-1 A-2 A-3 A-4 A-5 A-6 A-7 A-8 A-9 A-10 A-11 A-12

>>>>>>

. microcephalus
lagurus
aduncus

. Xylobasis

. angustifolius subsp. angustifolius
. compactus

A-7
A-8
A-9
A-10
A-11
A-12

A. pennatulus

A. karamasicus

A. kurdicus

A. cancellatus

A. eriocephalus subsp. eriocephalus
A. lycius

Sekil 5.31. UBCS830 pirimerine ait jel goriintiisti
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A-3 A4 A5 A6 A7 A8 A9 A-10 A-11 A-12

A-1  A. microcephalus A-7  A. pennatulus

A-2 A lagurus A-8  A. karamasicus

A-3  A.aduncus A-9 A kurdicus

A-4 A xylobasis A-10 A. cancellatus

A-5 A angustifolius subsp. angustifolius A-11 A. eriocephalus subsp. eriocephalus
A-6  A. compactus A-12 A lycius

Sekil 5.32. UBC836 pirimerine ait jel goriintlisii

A-1 A-2 A-3 A-4 A-5 A-6 A-7 A-8 A-S A-1I0A-11A-12

A-1  A. microcephalus A-7  A. pennatulus

A-2 A lagurus A-8  A. karamasicus

A-3 A aduncus A-9 A kurdicus

A-4 A xylobasis A-10 A. cancellatus

A-5 A angustifolius subsp. angustifolius A-11 A. eriocephalus subsp. eriocephalus
A-6  A.compactus A-12 A lycius

Sekil 5.33. UBC840 pirimerine ait jel goriintiisii
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A-1
A-2
A-3
A-4
A-5
A-6

A-3

A. microcephalus

A. lagurus

A. aduncus

A. xylobasis

A. angustifolius subsp. angustifolius
A. compactus

A-4 A5 A-6 A-7 A-8 AS A-10 A-11 A-12

A-7
A-8
A-9
A-10
A-11
A-12

A. pennatulus

A. karamasicus

A. kurdicus

A. cancellatus

A. eriocephalus subsp. eriocephalus
A. lycius

Sekil 5.34. UBC861 pirimerine ait jel goriintiisii

Jaccard (1908) genetik benzerlik indeksine gore UPGMA yontemi kullanilarak elde

edilen dendrogram Sekil 5.35’de verilmistir. Dendrogram verilerine goére 2 grup

olusmustur. 1. Grupta A. pennatulus ve A. compactus yer alirken, 2. Grup 2 alt gruba

ayrilmigtir. 1. Alt grupta A. aduncus, A. xylobasis, A. angustifolius subsp. angustifolius,

A. karamasicus,A. kurdicus, A. cancellatus, A. eriocephalus subsp. eriocephalus ve A.

lycius yer alirken, 2. Alt grupta A. microcephalus ve A. lagurus yer almastir.

En yiiksek genetik benzerlik A. kurdicus ile A. angustifolius supsp angustifolius tiirleri

arasinda olurken, en diisiik genetik benzerlik A. angustifolius subsp angustifolius ile A.

pennatulus arasinda olmustur.
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Dendrogram using Average Linkage (Between Groups)

Rescaled Distance Cluster Combine

0 3 10 13 20 25
] | | | ]

A. angustifolius subsp.angustifolius J

A, kurdicus

A, lycius

A, cancellatus

A. eriocephalus subsp.eriocephalus

A, karamasicus

A. aduncus —

A. xylobasis

A. microcephalus

A lagurus

A, compactus

A. pennatulus

Sekil 5.35. ISSR yontemi ile elde edilen Erzincan ve ¢evresinde yayilis gosteren 12

Astragalus tiirii arasindaki genotipik baglanti

Calisilan tiirlerde yapilan genetik benzerlik indeksine gore A. angustifolius subsp
angustifolius ile A. kurdicus arasindaki genetik benzerlik 0,09 olurken, A. angustifolius
subsp angustifolius ile A. pennatulus arasindaki genetik benzerlik 0,967 olarak
hesaplanmistir (Bkz. Tablo5.6).
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Tablo 5.6. ISSR yontemine gore Astragalus tiirlerine ait genetik benzerlik indeksi

A. A. A. A. A. angustifolius A. A. A. A. A. A.eriocephalus A,
microcephalus lagurus  aduncus  xylobasis subsp. compactus pennatulus karamasicus kurdicus cancellatus subsp. lycius
angustifolius eriocephalus

A. microcephalus ,000

A. lagurus ,354 ,000

A. aduncus 343 ,501 ,000

A. xylobasis ,873 ,765 ,552 ,000

A. angustifolius

subsp 535 479 ,368 ,621 ,000

angustifolius

A. compactus ,813 134 ,552 ,631 ,826 ,000

A. pennatulus ,851 ,893 ,830 ,102 ,969 ,537 ,000

A. karamasicus ,786 577 ,538 771 ,499 ,583 522 ,000

A. kurdicus ,393 ,438 ,285 421 ,009 ,430 374 ,458 ,000

A. cancellatus ,867 ,764 ,388 531 ,336 176 572 ,309 ,236 ,000

A. eriocephalus

subsp 747 721 ,438 ,538 ,491 ,736 ,815 ,361 ,356 ,254 ,000

eriocephalus

A. lycius ,748 ,556 ,534 ,544 ,463 ,587 ,687 ,457 ,107 ,557 ,292 ,000
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6. SONUC ve ONERILER

Diinya’da ve Tirkiye’de Astragalus taksonlarinin farkli 6zelliklerini ortaya koymak
amaciyla ¢ok sayida c¢alisma yapilmistir. Bunlardan bazilar1 taksonomik igerikli
(Maassoumi, 1998; Aytag, 2000; Akan & Civelek, 2001; Karaman &Aytag, 2013; Ekici
vd., 2015; Estrada vd., 2016; 2020; Duman vd., 2020), fenolojik bilesik ve biyoaktivite
icerikli (Isik, 2012; Albayrak, 2016), kullanim alanlar1 ve 6nemi (Kadioglu vd., 2008),
karyolojik (Martin, 2015) ve anatomik, palinolojik (Ozbek, 2012) calismalardir.

Floristik bakimdan oldukg¢a zengin olan iilkemiz, jeolojik yapisi, cografik konumu ve
topografik yapisi ile her ¢esit toprak tiirli bulundurmaktadir. Cesitli toprak yapisina
sahip olmasi, farkl1 iklim tiirlerinin olusmas1 ve ayn1 zamanda Iran-Turan kokenli bitki
tirlerinin gen merkezi olmast ile c¢ok degisik vejetasyon tiplerini

barindirmaktadir(Davis, 1970; Ekici vd., 2008; Giiner vd., 2008; Ayta¢ ve Erkul, 2013).

Yapilan bu ¢alismada Erzincan ve c¢evresinde toplanan Astragalus L. tiirleri ISSR ve
IRAP molekiiler markir yontemleri kullanilarak tiirler arasindaki genetik cesitlilik
belirlenmistir. Kullanilan bu yontemler tiirler aras1 genetik c¢esitliligin belirlenmesinde

biiyiik kolaylik saglamis ve giivenilir sonuglar vermistir.

Calismada Erzincan ve ¢evresinde Astragalus cinsine ait 42 o6rnek toplanmustir.
Toplanan tiirlerden 3’ endemik (Astragalus pennatulus, Astragalus karamasicus,
Astragalus lycius) olmak tizere 12 farkli tiir belirlenmistir. Bu tiirler; Astragalus
microcephalus (Erzincan-Ergan Dagi), Astragalus kurdicus (Erzincan-Cayirli),
Astragalus lycius (Erzincan-Cayirli), Astragalus cancellatus (Erzincan-Cayirli Yaylalar
koyii), Astragalus compactus (Ezincan-Ergan dagi), Astragalus pennatulus (Erzincan-
Ergan Dagi), Astragalus angustifolius subsp. angustifolius (Erzincan-Spikor Dagi),
Astragalus aduncus (Erzincan- Dedek koyii), Astragalus eriocephalus subsp.
eriocephalus (Erzincan-Ergan Dagi), Astragalus karamasicus (Erzincan-Eran Dagi),
Astragalus lagurus (Erzincan-Binkog koyii), Astragalus xylobasis (Erzincan- Spikor
Dagi). (Bkz. Tablo 5.1).
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Calisilan 12 taksondan ikisi (Astragalus microcephalus ve Astragalus compactus)
sinonim olmuslardir. Bu taksonlarin gegerli isimleri Astragalus microcephalus Willd.

subsp. microcephalus ve Astragalus compactus Lam. subsp. compactus olmustur.

Calisilan tiirlerin endemizmleri arastirildiginda TUBIVES (Tiirkiye Bitkileri Veri
Servisi, 2022) kaynagina gore alt1 tiir (Astragalus pennatulus, Astragalus karamasicus,
Astragalus lycius, Astragalus eriocephalus subsp. eriocephalus, Astragalus compactus
ve Astragalus xlobasis) endemik olarak verilmesine karsin, Bizim Bitkiler
(bizimbitkiler.org.tr, 2022) adli sitede tg tiir (Astragalus pennatulus, Astragalus
karamasicus, Astragalus lycius) endemik olarak verilmektedir.

Tirler arasi varyasyonlarin  belirlenmesinde daha once morfolojik  veriler
kullanilmaktaydi. Giintimiizde c¢evresel kosullardan etkilenmeyen molekiiler markirlar
gelistirilerek bu alanda yogun bir sekilde faydalanilmaktadir. Molekiiler markirlar
genetik cesitliligin belirlenmesinde siklikla kullanilmakta ve karsilagilan problemlerde
giivenilir sonuglar iiretmektedir. Genetik g¢esitliligin belirlenmesinde en ¢ok tercih

edilen yontemler arasinda ISSR ve IRAP molekiiler markirlar: yer almaktadir.

Bu ¢alismada 12 Astragalus tiiriine ISSR ve IRAP molekiiler markirlar1 kullanilarak
genetik c¢esitlilik molekiiler diizeyde belirlenmistir. 6 IRAP primeri Astragalus L. nin
genetik ¢esitliliginin  belirlenmesi amaciyla test edilmistir. Yapilan calismalar
sonucunda toplam 5 IRAP primerinin Astragalus L.’de calistigi belirlenmistir. Bu
primerler 3LTR-5, 5LTR1, LTR 6150, NIKITA E2647-, SUKKULA primerlerdir. 12
Astragalus tiiriinden izole edilen DNA ile 5 IRAP primeri kullanilarak PCR reaksiyonu
yapilmistir. Amplifikasyonu yapilan DNA ornekleri agaroz jel elektroforezi yardimiyla
goriintiilenmistir. Elde edilen sonuglara gore IRAP primerleri ile polimorfizm %90
hesaplanmugtir. Caligilan tiirlerde yapilan genetik benzerlik indeksine (Jaccard 1908)
gore UPGMA yontemi kullanilarak olusturulan dendrogram sonuglart dogrultusunda A.
xylobasis ile A. eriocephalus subsp. eriocephalus birbirlerine en yakin tiirler olurken
(0.097), A. eriocephalus sobsp eriocephalus ile A. kurdicus birbirine en uzak tiirler
(0.978) olmustur.

Bir diger yontem olan ISSR’de ise toplamda 25 primer Astragalus L.’nin genetik

cesitliliginin belirlenmesi amaciyla test edilmistir. Yapilan ¢alisma sonucunda toplamda

56



16 ISSR primerinin Astragalus L.’de ¢alistigt gozlemlenmistir. Bu primerler
UBC868,UBC817, UBC807, UBC812, UBC816, UBC825, UBCS824, UBCS30,
UBC836, UBC840, UBCS848, UBCS855, UBS856, UBC841, UBC842, UBC61
primerleridir. 12 Astragalus L. tiriinde 16 ISSR pirimerleri kullanilarak PCR
reaksiyonu yapilmistir. Elde edilen sonuglara gore ISSR primerleri ile polimorfizm
%90,8 hesaplanmistir. Calisilan tiirlerde yapilan genetik benzerlik indeksine (Jaccard
1908) gore UPGMA yontemi kullanilarak olusturulan dendrogram sonuglari
dogrultusunda A. xylobasis ile A. eriocephalus subsp. eriocephalus birbirlerine en yakin
tiirler olurken (0.103), A. xylobasis ile A. compactus birbirlerine en uzak tiirler (0.952)

olmustur.

Yapilan calisgmanin bulgularina bakildiginda daha once yapilan bazi g¢alismalara
paralellik gosterdigi belirlenmistir. Anand, vd. (2010) tarafindan Hindistanin Himalaya
bolgesinde toplanan Astragalus rhizanthus kompleksinin yakindan iliskili dort tiirtine
(A. rhizanthus, A. candolleanus, A. malacophyllus ve A. pindreensis) ait kirk katilim, tiir
i¢i ve tiirler arasi iliski RAPD, ISSR ve DAMD molekiiler markir teknikleri ile tiirler
arasindaki genetik ¢esitliligi incelemistir. Calismada 18 RAPD, 15 ISSR ve 6 DAMD
primeri kullanilmis olup, RAPD ig¢in toplam 449 bant, ISSR'den 326 bant ve
DAMD'den 179 bant elde etmislerdir. RAPD bantlarinin yaklasik %98,44'int, ISSR'nin
%99,38'ini ve DAMD bantlarinin %98,32'sini polimorfik olarak tespit etmislerdir. Elde
edilen veriler dort tiiriin hepsinin farkli oldugunu gdstermistir. En yiiksek derecede
genetik benzerlik A. rhizanthus iginde gozlenmis, bunu A. malacophyllus, A.
candolleanus ve A. pindreensis izlemistir. Yaptiklar1 ¢alisma ile bu belirteglerin tiir igi
ve tlirler arasindaki genetik ¢esitliligi analiz etmenin yani sira yakin akraba tiirleri ayirt

etme yetenegine sahip oldugunu kanitlamiglardir.

Bagka bir ¢aligmda Selyutina vd. (2016) tarafindan Baykal Golii bolgesine 6zgili nadir
bir tiir olan Astragalus sericeocanus'un alti popiilasyonunda genetik gesitlilik ve
popiilasyonun genetik yapisim  degerlendirilmek amaci ile ISSR belirtecleri
kullanmiglardir. Kullanilan 6 primerden 91 bant gozlemlenmis bu bantlarin % 87,9'u
polimorfik olmustur. Mantel (Nathan Mantel)'in testi ile A. Sericeocanus
popiilasyonlar1 arasinda genetik uzaklik ile cografi uzaklik arasinda anlamli bir iliski

gormiiglerdir. A. sericeocanus i¢in gozlenen diisiik genetik gesitlilik, esas olarak insan
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aktivitesinin neden oldugu habitat bozulmasina baglamislardir. A.
sericeocanus'u genetik ¢esitlilik kaybina kars1 korumak igin etkili 6nlemler almaya acil

ihtiyac oldugunu vurgulamislardir.

Diger bir calismada Chaudhary vd. (2007) tarafindan Hindistan'daki Himalaya'dan
tamimlanmig, yeni bir tiir olan Astragalus himachalensis taksonun G&rneklerinin
gercekten yeni bir Astragalus tiiriinii temsil edip etmedigini degerlendirmek igin, yeni
tiirlerin katilimlarint RAPD ve DAMD yontemlerini kullanarak yakin miittefik tiir A.
himalayanus ile analiz edip karsilastirmiglardir. Calismalarinda, Astragalus tiirleri
arasindaki molekiiler ayrimi1 anlamak i¢cin 6 RAPD ve 4 DAMD pimeri kullanmislardir.
6 RAPD primerinden toplam 103 polimorfik bant, 4 DAMD primerinden toplam 76
polimorfik bant elde etmislerdir. RAPD ve DAMD yontemleriyle elde ettikleri veriler

ile morfolojik parametreleri desteklemis ve yeni bir tiir oldugunu dogrulamiglardir.

Bagka bir ¢alismda Jie vd. (2019), Astragalus membranaceus'un 8 populasyonu
arasindaki genetik iliskiyi analiz etmek i¢in ISSR yontemini kullanmislardir. Caligmada
14 ISSR primeri kullanilmis, toplamda 118 polimorfik bant elde etmislerdir. UPGMA
kiimelemesinin sonuclarma gére 2 grup olusturmuslardir. I¢ Mogolistan'in Xinghe ilcesi
ve Hunyuan iilkesinin Guaner Ilgesi, Shanxi Eyaleti'nin sirasiyla bir sinifa ait oldugunu,
caligilan diger populasyonlarin ise diger grupta oldugu belirtilmistir. Bu ¢aligmada A.
membranaceus’ un genetik cesitliligini belirlemede ISSR yonteminin uygun oldugunu

gostermislerdir.

Rogenski vd. (2009), Astragalus crassicarpus’un Missouri'deki populasyonlarini
Illinois'deki nesli tilkenmekte olan kiiclik populasyonlarla karsilagtirmak i¢in ISSR
belirteclerini kullanmiglardir. Illinois populasyonlarinin Missouri populasyonlarindan

daha diisiik bir genetik ¢esitlilik degerine sahip oldugunu gézlemlemislerdir.

Sonug olarak yapilan literatiir arastirmasinda, Erzincan ve gevresinde Astragalus tiirleri
ile ilgili detayli bir ¢alisma gozlenmemistir. Bu ¢alisma ile bolgedeki Astragalus tiirleri
arasindaki genetik ¢esitlilik ISSR ve IRAP molekiiler teknikleri kullanilarak detayli bir
sekilde arastirilmis ve bu yontemlerin Astragalus tiirleri tizerinde genetik cesitlilik

belirlemede ideal yontemler oldugu tespit edilmistir.
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