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OZET

DOGU KARADENIZ BOLGESI’NDE YAYILIS GOSTEREN ARTEMISiA
TURLERININ NUKLEAR RiBOZOMAL DNA ITS POLIMORFiZMi

Secil EKER

Ordu Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Bitki Koruma Anabilim Dali, 2016
Yiksek Lisans Tezi, 45s.

Danigsman: Dog. Dr. Onur KOLOREN

Artemisia spp. bahgelerde, bos alanlarda ve yol kenarlarinda goriilen en 6nemli 10
yabanci ot cinsinden biri olarak kabul edilmektedir. Bitkinin yiiksek uyum yetenegi,
degisik morfolojik ve fizyolojik ¢esitliligi sebebiyle diinyanin pek ¢ok bdlgesinde
farkli ortamlarda goriiliir. Bu sekilde genis bir dagilima sahip olmasindan dolay: tim
yabanci otlarda oldugu gibi Artemisia spp.’ninde kendi populasyonu igerisinde
siiflandirma ihtiyaci duyulmaktadir.

Bitkilerin molekiiler sistematiginde, tiir ve tiir i¢ci populasyonlarin filogenetik
analizlerinde en fazla tercih edilen molekiiler markdrlerden birisi ribozomal DNA
(rDNA) internal transcribed spacer (ITS) gen bolgeleridir. ITS bolgelerinin yiiksek
oranda varyasyon goOstermeleri taksonlar arasindaki filogenetik iligkilerin
belirlenmesinde, cinsler arasinda ve tiir seviyesinde taksonomik sorunlarin
¢Oziilmesinde tercih edilmesine nedendir.

Bu c¢alismada Dogu Karadeniz Bdlgesi Giresun, Trabzon ve Rize illerinin farkli
noktalarindan toplanan 17 tane Artemisia spp.’nin populasyon drnekleri ribozomal
DNA (rDNA) internal transcribed spacer (ITS) gen bolgeleri kullanilarak genetik
cesitliligi belirlenmistir. Sonuclara gore, 4 haplotip bulunmustur. Haplotip-l ve
Haplotip-11, genotiplerinin A. argyi ve A. sylvatica tiirleri ile benzerlik gosterdigi
bulunmustur. Haplotip-I’in, A. argyi ile % 99.6 oraninda benzerlik gosterdigi
belirlenmistir. Haplotip-II’nin ise, A. sylvatica ile % 99.6 oraninda benzerlik
gosterdigi belirlenmistir. Haplotip-11l, A. unalaskensis ile % 98 oraninda benzer
bulunurken, Haplotip-1V, A. koidzumii ile % 92 oraninda benzer bulunmustur. Bu
genetik cesitliligin farkli cografik bolgeler, farkli miicadele yontemleri ve farklh
tarimsal uygulamalar gibi pek ¢ok faktor sebebiyle meydana gelebilecegi
distiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Artemisia spp., Genetik gesitlilik, ITS, Ribozomal DNA



ABSTRACT

NUCLEAR RIBOSOMAL DNA ITS POLYMORPHISM OF ARTEMISIA
SPECIES IN EASTERN BLACK SEA REGION

Secil EKER

University of Ordu
Faculty of Agriculture
Department of Plant Protection, 2016
MSc. Thesis, 45p.

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Onur KOLOREN

Artemisia spp., the ten most seen in the garden in the empty spaces and road sides is
considered to be one of the weed. The plant's high adaptability is seen in various
different environments in many parts of the world because of different morphological
and physiological diversity. In this manner because it has a broad spectrum of weeds,
as in all Artemisia spp. classification takes needs in their population.

Systematic molecular plant species and the phylogenetic analysis of intraspecific
populations most preferred molecular markers from one ribosomal DNA (rDNA)
internal transcribed spacer (ITS) region genes. In determining the phylogenetic
relationships between taxa show a high rate of variation of the ITS region, between
the sexes and species level has led to the preferred means of resolving taxonomic
problems.

This study East Black Sea Region Giresun, Trabzon and Rize provinces gathered
from different points 17- Artemisia spp. population samples of ribosomal DNA
(rDNA) internal transcribed spacer (ITS) is determined genetic diversity using gene
regions. According to the results, it was found 4 haplotypes. Haplotype-1 ve
Haplotype-11 genotype was found that A. sylvatica and A. argyi similar types.
Haplotype-1, A. argyi were determined by the similarity ratio of 99.6 %. Haplotype-
Il's, the similarities with A. sylvatica has been determined that the rate of 99.6 %.
Haplotype-111 A. unalaskensis were similar with 98 %, haplotype-IV A. koidzumi
were similar with 92 %. This genetic variation is thought to occur due to many
factors, such as different geographic regions, different control methods and different
agricultural practices.

Keywords: Artemisia spp., Genetic diversity, ITS, Ribosomal DNA
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1. GIRIS

Tiirkiye, ¢cok fazla sayida bitki tiirline sahip oldugundan dolay1 genetik cesitliligi
fazlasiyla yiiksek bir iilkedir. Bu ¢esitliligin nedenlerine baktifimizda ise bunlar;
iklim farkliliklari, ekolojik farkliliklar, yilikseklik farkliliklar1 ve jeolojik ¢esitlilikler
olarak siralanabilirler (Atalay, 1994; Celik, 2003; Parmaksiz, 2004). Artemisia spp.
ve ozellikle de Artemisia vulgaris meyve bahgelerinde goriilen en 6nemli 10 yabanci
ottan biri olarak kabul edilmektedir (Holm ve ark., 1996; Onen, 1999). Ornegin;
diinyada Artemisia spp.’nin yaklasik 400’iiniin 23 tanesinin {ilkemizde bulundugu
bildirilmigtir (Davis, 1975; Heywood ve ark., 1977). Bu tiirlerle yapilacak olan
genetik karakterizasyon, 1slah ¢alismalarina ve ayrica genetik materyallerinin

degerlendirilmesi agisindan ¢ok fazla 6nem tasimaktadir (Parmaksiz, 2004).

Diinya iizerindeki dagilimi Kuzey yarim kiirenin 1liman bélgelerinde ve daha ¢ok
soguk bolgelerde goriildiigii belirtilmistir. Bitkinin yiiksek adaptasyon yetenegi ile
degisik morfolojik ve fizyolojik ¢esitliligi sayesinde, diinyanin pek cok bdlgesinde
farkli ortamlarda goriiliir (Holm ve ark., 1996; Onen, 1999). Gormer ve Debraux
(1961), ¢alismalarina gére Artemisia vulgaris Bati, Orta ve Kuzey Avrupa da yogun
olarak, Gliney Avrupa ve Sibirya’da ise daha nadir bulundugu belirtilmistir.
Ulkemizde ise rastlandigi bolgelere baktigimizda, ozellikle findik ve meyve
bahgelerinde gézlemlenmistir (Anonim, 1995; Onen, 1999). Orta ve Dogu Karadeniz
bolgesinde ise Artemisia vulgaris findik bahgelerinde en fazla yogunluga sahip
yabanci ot olarak bulunmustur (Kasa, 1995; Onen, 1999). Karadeniz Bélgesi findik
bahgelerinde sorun olan yabanci ot tiirlerinden Artemisia vulgaris tiiriiniin rastlama

sikligininin % 51.85 oraninda oldugunu bildirmislerdir (Mennan ve ark., 1999).

Artemisia spp. giiclii olarak kiiltiir bitkisi ile besin elementleri, su, 1siklanma ve alani
kaplama yoniinden rekabet eder. Yiiksek bir ¢ogalma ve hizli bir gelismeye sahip
olan pelinin bulastig1 alanlarda kisa siirede tam bir kaplama yapacagindan {iriin
almak miimkiin olmamakta ve is giicilinii biiylik oranda artirmaktadir (Anonim, 1990,
Onen, 1999). Artemisia spp. bu sekilde genis bir dagilima sahip olmasindan
kuskusuz ki adaptasyon yetenekleri, rekabet giicii ve ¢cok yillik yasamsal formundan

kaynaklanmaktadir. Iste bu nedenden dolay:, tiim yabanci otlarda oldugu gibi



Artemisia spp.’ninde kendi populasyonu igerisinde smiflandirma ihtiyaci
duyulmaktadir (Chapman, 2006).

Canlilar1, benzerlik ve akrabalik derecelerine gore gruplara ayirmaya siniflandirma
ad1 verilmektedir. Bu tiir ¢alismalar, yabanci otlarin kiiltiir bitkileriyle olan
iligkilerini belirlemek icin ve bilgi edinmede, bdylece onlar hakkinda fikir
yiiriitmemize yardimci olmaktadir. Ornegin; belirli bir tiiriin biitiin {iyeleri gelisim
Ozellikleri bakimindan, rekabet yetenegi bakimindan benzerdir ve yasamsal olarak da

benzer alanlarda var olurlar (Hoffmann ve Frodsham, 1993).

Canlilar, cogunlukla dis goriiniisleri (morfolojik yapilar1) ve ¢evreyle olan iliskileri
temel alinarak siniflandirilmaktadir ve bu tiir siniflandirilmalara Suni ya da Ampirik
simiflandirma adi verilmektedir. Fakat yapilan bu smiflandirma gilinlimiizde
gecerliligini yliksek oranda kaybetmistir (Hoffmann ve Frodsham, 1993). Diger bir
simiflandirma teknigi ise; canlilarin anatomik, fizyolojik ve koken benzerlikleri,
akrabalik dereceleri goz Oniine alinarak yapilan siniflandirma yani Bilimsel (Dogal
ya da Filogenetik) siniflandirmadir. Bu siniflandirma kullanilan temel 6zelliklerden
biride molekiiler teknikler (genetik markorler) kullanilarak yapilan siniflandirmadir
ve son zamanlarda canlilarin smiflandirilmasinda yaygin olarak kullanilmaktadir

(Hoffmann ve Frodsham, 1993).

Genetik markorler kendi icerisinde iki alt boliimden olusmaktadir. Bunlardan ilki
morfolojik markdrler ya da bigimsel markdrler olup kendi igerisinde goz ile goriilen
ve fenotipik markorler olmak tizere iki gruba ayrilirlar. Bir diger genetik markor ise
molekiiler markdrler olup kendi igerisinde Protein ve DNA markorleri olarak iki

kisimdan olugmaktadir.

Morfolojik markorler; Bitkiler de morfolojik karakterlere bakilarak yani bitkilerin
kalitsal yapisin1 disa akseden gozle goriilen kismin tiimiine dayali yapilan
siniflandirmadir ve bu smiflandirmada bitkilerin ayirt edici kisimlart (bitki boyu,
yaprak boyu, kapsiil eni, kapstil boyu, ¢iceklenme zamani gibi vs.) ve bu kisimlarin
birbirlerine olan oransal, sekilsel ve islevsel yapilarina bakilarak yapilmaktadir.
Molekiiler markorler; bitki sistematiginde kullanilan markorler ise Protein ve DNA
markorleridir. DNA markorleri, popiilasyonun ya da bireylerin ya da her ikisinin

birbirleriyle olan tiirler ici ve tiirler arasi iliskinin genetik farkliliklarini 6lgmek igin



cok onemli ve genel bir kistastir. Modern molekiiler biyolojideki benzersiz gelisimi,
ozelliklede bu DNA markor teknolojisi, bitkiler iizerindeki molekiiler diizeydeki
ekolojik aragtirmalarda bu markoérlerin  kullanim alanlarinin  gelisimi ve yeni

tekniklerin olusturulmasi i¢in olduk¢a 6nemlidir.

Bu calismada; Dogu Karadeniz Bolgesi Giresun, Trabzon ve Rize illerinden
toplanmig olan Artemisia spp.’nin genetik farkliliklarinin ITS primerleri yardimiyla
PZR teknigi kullanilarak belirlenmesi amaglanmistir. Ayrica Dogu Karadeniz
Bolgesi’nde bahgelerde ve bos alanlarda en ¢ok rastlanan yabanci ot tiirlerinden biri
olan Artemisia spp. ile ilgili ileride yapilacak olan daha genis kapsamli ¢aligmalara

zemin olusturacak olmasi ¢aligmanin 6nemini arttirmaktadir.



2. ONCEKI CALISMALAR

Kornkven ve ark.’na (1998) gore, Artemisia spp. boliimlerinden Tridentatae 11
tiirden olusmaktadir ve Kuzeybati Amerika’da olduk¢a yaygindir. Caligmalarinda
niiklear ribozomal DNA internal transcribed spacer (ITS) gen bolgeleri sekanslarini
soy agacini olusturmak, tiir i¢ci ve tiirler arasi iligkileri c¢oziimlemek igin
kullanmiglardir. Datalar sonucunda Tridentatae’nin i¢inde A. bigelovii ve A. palmeri
tiirlerini belirlemislerdir. Ancak, ITS verileri tiirler arasi iliskileri ve Tridentatae nin
bliyiik soylarmin gesitliligini belirlemede tam anlamiyla yeterli gelmemistir ve daha

genis kapsamli ¢aligsmalara ihtiya¢ duyulacagina karar vermislerdir.

Valles ve Mcarthur’a (2001) gore, .Artemisia spp. (Asteraceae, Anthemideae,
Artemisiinae) familyasindaki en biiylik cinslerden birisidir. 500 kadar taksonu vardir
ve 5 adet altcinse ayrilir. Bazi cinslerin degismez ve karakteristik ozellikleri
olmasma ragmen morfolojik ¢esitlilik yiiksek oranda mevcuttur. Artemisia spp. 2
temel kromozom sayisina sahiptir, bunlar x=9 ve x=8’dir. Cok kromozomluluk ve az
kromozomluluk iki birbiriyle ¢ok iliskili evrimsel mekanizmalardir, 6zellikle ilki tiim
biiylik gruplarda oOnceliklidir. Artemisia spp.’nin klasik sistematigi molekiiler
yontemlerle daha da incelenmistir. Bu calisma, sitogenetik ve molekiiler veriler
tarafindan aydinlatilarak ozellikle Artemisia spp.’nin sistematigi ve degisimi

hakkinda bize genel bir bilgi saglamaktadir.

Plevnes ve ark., (2009), Artemisia spp.’nin 5 tiiriinlin morfolojik ve genetik
cesitliligini belirlemislerdir. Bu tiirler; A. abrotanum L., A. dracunculus L., A.
absinthium L., A. pontica L. ve A. vulgaris L.’dir. Artemisia spp. bitkileri arasinda
morfolojik farkliligi belirlemek icin biometrik oOlgiimler kullanmislardir. Bunlar;
biliyiime dinamigi, bitki boyu, yaprak cifti genisligi ve uzunlugu gibi 6l¢iimlerdir.
Molekiiler yontem olarak ISSR amplifikasyonunu kullanarak Artemisia spp.
arasindaki genetik cesitliligi belirlemiglerdir. 40 farkli primer kullanilmis ve
15’inden sonug elde edilmistir. Toplamda, 120 bant ¢cogaltilmis ve 71 inin polimorfik
oldugu ve 49’unun da spesifik tiirler oldugunu belirlemislerdir. Filogenetik benzerlik
dendogram analizi % 3.6’dan % 56.7’ye kadar genis bir aralikta hesaplandig: i¢in, bu
calisilan tiirler arasindaki genetik cesitliligin genis bir dongliye sahip oldugunu
belirtmislerdir. En biiyiik genetik benzerlik oran1 %56.7 ile A. absinthium ve A.



abrotanum tiirleri arasinda belirlenmistir. Genetik benzerlik A. vulgaris ve A.
dracunculus tiirleri arasinda % 49.6 iken, A.pontica ve A. abrotanum tiirlerinde % 15

oraninda belirlenmistir.

Pellicer ve ark., (2009) yaptiklar1 ¢alismalarinda, 67 Artemisia spp.’nin bulundugu
84 populasyon oOrneginde genomlarin  biiyiikligiinii  belirlemis ve bu
populasyonlardan  Crossostephium chinense’yi  kaydetmislerdir. Bazi soylar
arasindaki alt tiirlerde genom boyutlarinda olusan heterojen degisiklikler yiiziinden
hala filogenetik iliskiler belirsizdir. Bu ¢alismada Artemisia spp.’nin kromozom
sayist artig seviyesinin orantilt olmadigi dogrulanmistir. Sonuglar, Michaelis—Menten
methodu ile aynmi fikirdedir, genom boyutlar1 doygunluk davranisi gostererek
maksimuma egilimlidir. Sonug olarak, bu ¢alisma ile artan genom biiyiikliiklerinin

dogrusal olmadig1 desteklenmistir.

Hasan ve ark., (2009), yaptiklart ¢alismalarinda Artemisia spp.’nin filogenisi ve
simiflandirmast tartigmiglardir. Avrasya, Kuzey Amerika ve Asya’nin 1liman
bolgelerine kadar cesitliligin dagildigini saptamislardir. Bu tiir kendi i¢inde 5 biiyiik
gruba ayrilir, bunlar; Absinthium DC., Artemisia L., Dracunculus Besser,
Seriphidium Besser ve Tridantatae McArthur’dur. Bu g¢alisma, modern molekiiler
tekniklere dayali dogal bir siniflandirma kurmak i¢in yeni genom bolgeleri
aramamiza gerek oldugunu ortaya koymustur. Calismalarinda, Artemisia
capillaris’in bireyleri arasindaki genetik ¢esitlilik Malezya’nin Terengganu ve
Kelantan bolgelerinde RAPD ydntemi kullamlarak incelenmistir. Ornekler
Terengganu ve Kelantan’in farkli bolgelerinden toplanmistir. Bitki yapraklarindan
genomik DNA Sarkosyl methodu kullanilarak izole edilmistir. Sonuglar, RAPD
bantlari ile acikca goriilmiistiir. incelenen 77 primerden 10 tanesi ¢alisilmis ve DNA
cogatilmistir. Primerler; OPA 04, OPA 09, OPA 16, OPA 17, OPA 18, OPG 03,
OPG 05, OPG 09, OPG 15°dir. Toplamda Terengganu 6rneklerinden 335, Kelantan
orneklerinden 370 RAPD bantlar1 elde edilmistir. Terrengganu Orneklerinde
polimorfik bantlarin boyutu 150-3000 bp arasinda ve % 100 polimorfikken, Kelantan
orneklerinde 124 bant polimorfiktir (% 95) ve bantlarin boyutu 200-2500 bp arasinda

hesaplanmastir.



Eserkaya ve ark.’na (2010) gore, gelecekte artmasi beklenilen niifusun temel besin
ihtiyac1 da artacagi i¢in, bu ihtiyaglar1 karsilamada yeterli olmak icin iiretimin
arttirtlmasi1 gerektigini vurgulamislardir. Bu sebeple iiretimi arttirmanin en etkili
yolunun bitki 1slah1 oldugu diisiiniilmektedir. Fakat pek ¢ok bitki tiirlinde genetik
cesitlilik daralma gosterdiginden dolayr gerekli tescilli ¢esitlerin genlerinin kiiltiir
cesitlerine aktarilmasi gerekmektedir. Ancak bu konuda pek cok problemlerle
karsilagilmaktadir. Markor kullanilarak yapilan seleksiyon islemleri bitki 1slahinda
karsilagilan bu sorunlara ¢6ziim bulmak amaciyla gelistirilmistir. Markor kullanilarak
yapilan seleksiyon teknigi, gen transferleri, gen izolasyonlar1 ve klonlama gibi
islemlerde kullanilmaktadir. Bu yontem olduk¢a hizli, ekonomik ve dogrudur ki

klasik 1slaha fazlastyla yardimci olacagi diistiniilmektedir.

Filiz ve Kog¢’a (2011) gore, biyoteknoloji giliniimiiziin en {inlii ve yeniliklere acik
bilimsel ¢alismalarmin basinda gelmektedir. Ozellikle bitki biyoteknolojisinde
kullanilan molekiiler markor teknolojileri ¢cok onemli bir aragtir. Molekiiler markor
demek; genomda herhangi bir gen bolgesini temsil eden DNA pargasi demektir.
Polimer Zincir Reaksiyonunun (PZR) bulunmasindan sonra Cogaltilmis Parca
Uzunluk Polimorfizm (AFLP), Basit Dizi Tekrarlar1 (SSR), Dizi Iliskili Cogaltilmis
Polimorfizm (SRAP), Tek Niikleotid Polimorfizmi (SNP) ve Basit Tekrarli Diziler
Aras1 Polimorfizm (ISSR) gibi cok fazla sayida molekiiler markor teknikleri
bulunmustur. Bu markér teknikleri; soy agaci ¢aligmalari, yeni gen kesifleri, genetik
cesitlilik arastirmalari gibi caligmalarda yaygin olarak kullanilmaktadir. Sonug
olarak, bu molekiiler markorler biyoteknolojik c¢alismalara ¢ok ©Onemli katkilar
saglamis ve etkili ve hizli sonuglarin alinmasina yardimci olmustur. Bu ¢alismada
ise; kullanilan molekiiler markor tekniklerin genel kosullari, faydalari, zararlar1 ve

uygulama ortamlarindan bahsedilmistir.

Kiirsat ve Civelek, (2011) c¢alismalarinda, Tiirkiye’de kendiliginden yetisen ve
biyolojik acidan birbirine ¢ok benzer olan Artemisia haussknechtii Boiss., Artemisia
splendens Willd. ve Artemisia caucasica Willd. tiirlerini morfolojik o6zellikleri
bakimindan incelemislerdir. Yaptiklar1 ¢alismada Tiirkiye’de dogal olarak yetisen
Artemisia spp.’nin tiim taksonlar1 {i¢ altcins (Artemisia, Dracunculus ve Seriphidium)
igerdigini saptamiglardir. Bu ¢alismadaki ti¢ tiirde de Artemisia Less. tiiriine ait

altcinsler yer almistir. Tiirlerin Tiirkiye Florasi’nda verilen 6zellikleri genisletilerek



baz1 farkliliklar ve yeni bazi morfolojik 6zellikler tespit edilmistir. Bu ¢aligma, bu
tirlerin iyi taninmasi i¢in O6nemli morfolojik Ozellikleri belirlemis ve gelecekte

yapilacak olan daha genis kapsamli ¢alismalar i¢in zemin hazirlamistir.

Nazar ve Mahmood’a (2011) gore, Artemisia spp. Asteraceae’nin dnemli bir tiirtidiir,
ekolojik ve ekonomik agidan onemlidir. Artemisia spp.’nin dogal siniflandirmasi
heniiz tam olarak belirlenememistir ve taksonomiciler gegen 20 yili askin siiredir bu
problemi ¢dzmeye ¢alismaktadir. Bu ¢alismada Artemisia spp.’yi 5 biiyiik boliime
ayrrarak  isimlendirmislerdir;  Absinthium, Artemisia, Dracunculus Besser,
Seriphidium Besser ve Tridentatae. Calismalarinda topladiklar1 bitki 6rneklerinden 3
tir belirlemislerdir. Bunlar; A. vulgaris, A. roxburghiana ve A. absinthium dur.
Molekiiler calismalarda, tiirler arasinda genetik ¢esitliligi belirlemek icin RAPD PZR
yontemi kullanmislardir. 10’dan fazla rastgele primer segerek kullanilmis ve bunlarin
9’u sonug¢ vermistir. Biitiin bu primerlerden toplamda 611 adet bant elde edilmis,
bunlarin 419’u polimorfik ve polimorfizmin seviyesi % 68 oraninda belirlenmistir.
Elde edilen sonuclara gore, tiir i¢i ve tiirler aras1t hem morfolojik hem de molekiiler

cesitliligin seviyesi genis bir aralikta gozlemlenmistir.

Badr ve ark., (2012) yaptiklar1 ¢alismada, aromatik bir yabanci ot olan Artemisia
spp.’nin yedi dogal populasyonu arasindaki genetik cesitliligi belirlemislerdir.
Misir’da Giiney Sinai’nin farkli noktalarindan Artemisia judaica ornekleri toplamig
ve RAPD yontemi kullanilarak incelemislerdir. Toplamda 87 bant c¢ogaltilmistir,
bunun 50’si polimorfik ¢ikmistir. RAPD primerleri olarak 10 tane primer secilmis ve
polimorfizm oran1 % 57.47 olarak bulunmustur. Bu demektir ki, incelenen ornekler
genetik cesitlilik gostermektedir. RAPD markdrleri, incelenen populasyonlar
arasindaki benzerligi hesaplamak ve bunlarin arasindaki genetik mesafeyi gdsteren
bir soy agaci olusturmak icin kullanilmistir. Bu veriler, bu tiirleri koruma ve toplama

stratejileri i¢in onemli temel veriler saglamistir.

Haghighi ve ark., (2014) ¢alismalarinda, Artemisia (Asteraceae) tiiriiniin taksonomik
ve filogenetik iligkilerini tartigmislardir ve 1°den 8’¢ Artemisia spp.’nin farkl
tirtiniin oldugunu diisinmektedirler. Bu ¢aligmada, Artemisia spp.’nin filogenetik
iliskilerini niiklear ribozomal ITS ve kloroplast DNA gen bolgelerini kullanarak

yeniden incelemislerdir. Inceledikleri cinsler; Artemisia, Dracunculus ve



Serphidium’dur. iran Tebriz ve Trabzon Horasan bdlgelerinden toplamda 39 tane
populasyon 6rnegi toplamiglardir. Bu 39 populasyon 6rnegi igerisinde 15 tane tiiriin
Artemisia, Serphidium ve Dracunculus i¢inde oldugunu belirlemislerdir. Bunlar;
Artemisia fragrans, A. scoparia, A. incana, A. spicigera, A. austriaca, A.vulgaris, A.
annua, A. absinthium, A. sieberi, A. biensis, A. diffusa, A. campestris, A.
chamaemelifolia, A. kopedaghensis ve 4. aucheri’dir. ITS sekanslar1 sonucunda 672
bp’de Artemisia vulgaris tanimlanirken, 707 bp’de Artemisia biennis tanimlanmstir.
Fakat, kloroplast DNA sekanslarinda 420-465 bp’de Artemisia kopetdaghensis ve A.
scoparia tiirlerini tanimlamiglardir. Artemisia, Serphidium ve Dracunculus tiirleri
arasindaki varyasyon oranlarint ITS gen bolgelerini kullanarak % 55.29 bulurken,

kloroplast DNA gen bolgelerini kullanarak % 41.52 oraninda bulmuslardir.



3. MATERYAL ve YONTEM
3.1. Materyal
3.1.1. Bitkisel Materyal

Artemisia spp. yabanci otu iilkemizde, yabani pelin, koyun otu, misk otu ve yavsan
otu gibi isimlerle de taninmaktadir (Akalin, 1954; Ozer ve ark., 1996; Onen, 1999).
Morfolojik agidan; 100 cm’ye kadar uzayabilen otsu veya ¢alimsi formda ¢ok yillik,
rizomlu bir bitkidir. Gévde kahverengimsi, dik ve koseli dallanmistir. Yapraklar
ince, uzun ve 3-5 parcalidir. Yapragin iist ylizeyi tiiysiiz, alt yiizeyi beyaz kege gibi
tiiylerle ortiiliidiir. Cigekler birlesik salkim seklinde dizilmis, cicek sap1 kisa, ¢igek
tablast tiiysiiz ve kokuludur. Temmuz-Eyliil aylarinda ¢igek agar. Meyve 1.1-1.5 mm
uzunlukta, oval, gri-kahverengi olup iizerinde giimiisi ¢izgiler bulunmaktadir. Bitki
ortalama 50.000-70.000 tohum olusturabilir. Besin maddelerince zengin, kiregli,

tinli-kumlu, sulanan ve taban topraklari sever (Ak ve ark., 2011).

Sekil 3.1. Artemisia spp. bitki 6rnegi (Anonim, 2016a)



Artemisia spp. tibbi olarak, solucan diisiiriicii, karin agrilarina ve kasilmalarini
dindirici, idrar1 artirici, yatistiric, ayrica cilt hastaliklarina, yaralara ve astima karsi
ilag olarak kullanilmaktadir (Holm ve ark., 1996; Onen, 1999). Artemisia spp.
pestisit olarak ise, i¢erdigi bilesikler insektisit ve larvasit (bocek ve larvalarina karsi)
etkiye sahiptir. Yerlesim alanlarinda sinek ve sivrisinekleri kovucu (repellent)
etkisinden yararlanilmaktadir (Fogelfors, 1984; Misra ve ark., 1986; Onen, 1999).
Ayrica bakterisit ve fungusit etkiye sahip olup (Kaul ve ark., 1976), Artemisia
spp.’den elde edilen insektisit ve herbisit etkili Comphor (Taxophen ticari isimli)

Kuzey Amerika’da uzun siire satilmistir (Duke ve ark., 1988; Onen, 1999).

Tipk: diger bitkiler gibi Artemisia spp.’de zengin polisakkarit igermesi ve sekonder
metabolitlere sahip tibbi aromatik bir bitki olmasi nedeniyle DNA izolasyonu zordur.
Son yillarda yaygin olarak kullanilan CTAB (cetyl trinethyl ammonium bromide)
DNA izolasyon protokolii pek g¢ok farkli bitkide (pamuk, meyve agaglart gibi)
yiikksek kalitede DNA ekstraksiyonu saglamaktadir (Michiels ve ark., 2002).
Artemisia annua, A. tourenefortiana, A. gmelinii, A. dracunculus, A. sieversiana gibi
Artemisia spp.’den polisakkarit ve sekonder metabolitlerden uzaklastirilmis saf DNA
eldesi i¢cin modifiye CTAB protokolii kullanilmistir. Modifiye edilmis bu protokol ile
oldukga etkili daha saf Artemisia spp. DNA’lar1 elde edilmistir.

e o3 g o

Sekil 3.2. Artemisia spp. ile bulasik findik arazisi goriintiisii
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Diinyada Artemisia spp.’ye ait yaklasik 400 tiiriin 23 tanesinin iilkemizde bulundugu
bildirilmistir (Davis, 1975; Heywood ve ark., 1977). Diinya {iizerindeki dagilimi
Kuzey yarim kiirenin 1liman bolgelerinde ve daha ¢ok soguk bolgelerde goriildiigi
belirtilmistir. Bitkinin yiiksek uyum yetenegi ile degisik morfolojik ve fizyolojik
cesitliligi sayesinde, diinyanin pek ¢ok bolgesinde farkli ortamlarda goriiliir (Holm
ve ark., 1996; Onen, 1999). Gormer ve Debraux (1961), ¢alismalaria gore Artemisia
vulgaris Bati, Orta ve Kuzey Avrupa da yogun olarak, Giiney Avrupa ve Sibirya’da

ise daha nadir bulundugu belirtilmistir.

Ulkemizde ise rastlandign bélgelere baktigimizda, o6zellikle findik ve meyve
bahgelerinde gozlemlenmistir (Anonim, 1995; Onen, 1999). Orta ve Dogu Karadeniz
bolgesinde ise Artemisia vulgaris findik bahgelerinde en fazla yogunluga sahip
yabanci ot olarak bulunmustur (Kasa, 1995; Onen, 1999).

o Artemisia vulgaris o Artemisia splendens

o Artemisia verlotorum & Artemisia caucasica

o Artemisia abrotanum & Artemisia hausskmechtii
& Artemisia austriaca @ Artemisia campesiris

@& Artemisia incana & Artemisia marschalliana
@ Arfemisia armeniaca & Artemisia araratica

& Artemisia chamaemellifolia @ Artemisia scoparia

® Arfemisia annuaq ® Ariemisia santonicum

® Adrtemisia tournefortiana ® drtemisia taurica

® drtemisia absinthium ® riemisia spicigera

© Artemisia arborescens ® iriomisia herba-alba

Sekil 3.3. Artemisia spp.’nin Tiirkiye iizerindeki dagilimi (TUBIVES, 2014)

Artemisia spp. bu sekilde genis bir dagilima sahip olmasindan kuskusuz ki
adaptasyon yetenekleri, rekabet gilici ve c¢ok yillik yasamsal formundan

kaynaklanmaktadir. Iste bu nedenden dolayi, tiim yabanci otlarda oldugu gibi
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Artemisia spp.’ninde kendi populasyonu igerisinde smiflandirma ihtiyact
duyulmaktadir (Chapman, 2006).

3.1.2. Molekiiler Calismalarda Kullamilan Materyaller

Molekiiler ¢alisma asamasinda, bitki 6rneklerinden DNA elde etmek icin bu islemde
DNA'min kimyasal ve fiziksel etkilere maruz birakilmasi ile diger molekiillerden
ayrilmast saglanmigtir.  DNA bulunduran biyolojik materyalin kimyasal bir
degisiklige ugramasina firsat vermeden sivi nitrojen (sivi azot) ile fiziksel olarak
ogiitme islemi gerceklestirilmistir. Ekstraksiyon prosediirii olarak DNeasy Plant Mini
Kit, Qiagen GmbH, Hilden, Germany kullanilmistir (Handbook, Qiagen, UK,
Danquash ve ark., 2002). Ekstraksiyonun kalitesi ve DNA igerigi elektroforej jelle
kontrol edilmistir. Elde edilen elektroforej jel goriintiilerine bakilarak saf bir DNA
elde edilemedigi diistiniilmiistiir. Cilinkdi; tipk1 diger bitkiler gibi Artemisia spp.’de
zengin polisakkarit icermesi ve sekonder metabolitlere sahip tibbi aromatik bir bitki
olmasi nedeniyle DNA izolasyonu zordur. Artemisia spp. i¢in pek ¢ok protokol
kullanilmistir. Ancak, saf DNA izolasyonu ve yiiksek kalitede {iriin eldesi gerek
ticari kitler gerekse kullanilan protokoller ile miimkiin olmamistir. Bunun sonucunda,
Haymes’in (1996) CTAB protokolii modifiye edilerek tibbi ve aromatik bir bitki olan
Artemisia spp. yapraklarindan DNA elde edilmistir.

Elde edilen DNA’larin PZR g¢alismalar1 i¢in Ribozomal DNA (rDNA) internal

transcribed spacer (ITS) gen bolgeleri kullanilmistir.

Cizelge 3.1. PZR caligmalarinda kullanilan ITS primerlerine ait bilgiler

Primer Baz dizisi pmol/ul
ITS1 5 AATGCGTGTTT 3 100 pmol/ul
ITS4 5 GTCTAGTTCAG 3' 100 pmol/ul
3.2. Yontem

3.2.1. Bitki Orneklerinin Toplanmasi

Dogu Karadeniz Bolgesi tarim alanlarinda sorun olan Artemisia spp.’nin genetik

farkliliklarinin ITS primerleri yardimiyla PZR teknigi kullanilarak belirlenmesi
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amaglanan calisma i¢in, Dogu Karadeniz Bolgesi'ni temsilen Giresun, Trabzon ve
Rize illerinin findik bahgeleri ve bos alanlarindan toplamda 17 tane Artemisia spp.
populasyon 6rnegi toplanmustir (Sekil 3.4). Ornek alman alanlarin konumlari GPS
cithaz1 ile kaydedilmistir (Cizelge 3.2). Toplanan bitki 6rneklerinin geng yapraklar
DNA izolasyonu igin kii¢iik posetlere alinarak buz kaplar ile laboratuvara tasinmis

ve -80 °C’de muhafaza edilmistir.

L TURKIYEAS

Artvin

P Rize

Sekil 3.4. Dogu Karadeniz Bolgesi Haritas1
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Cizelge 3.2. Bitki drneklerine ait cografik bilgiler

Populasyon No Yer Enlem Boylam
Gl Giresun-Piraziz 40°57'01.56" 38°08'01.64"
G2 Giresun-Bulancak 40°56'23.33" 38°13'56.53"
G3 Giresun-Merkez 40°55'40.35" 38°18'37.96"
G4 Giresun-Kesap 40°55'00.41" 38°30'17.79"
G5 Giresun-Espiye 40°56'55.70" 38°42'10.46"
G6 Giresun-Tirebolu 41°00'35.82" 38°51'02.80"
G7 Giresun-Eynesil 41°03"28.86" 39°07'58.04"
T1 Trabzon-Besikdiizii 41°04'15.77" 30°12"23.34"
T2 Trabzon-Vakfikebir 41°03'02.12" 39°17'09.92"
T3 Trabzon-Akgaabat 41°00'34.66" 39°35'35.93"
T4 Trabzon-Merkez 40°59'41.63" 36°39'50.99"
T5 Trabzon-Yomra 40°57'58.83" 39°50'08.23"
T6 Trabzon-Arsin 40°57'26.51" 39°56'56.01"
T7 Trabzon-Arakl 40°57'25.23" 40°01'04.07"
R1 Rize-Derepazari 41°0124.79" 40°25'14.47"
R2 Rize-Cayeli 41°05'47.22" 40°44'03.82"
R3 Rize-Pazar 41°10'41.91" 40°53'31.22"
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3.2.2. Molekiiler Cahismalar
3.2.2.1. DNA izolasyonu

Dogu Karadeniz Boélgesi Giresun, Trabzon ve Rize illerinden toplanan ve -80 °C’de
muhafaza edilen 17 tane Artemisia spp. populasyon orneginden DNA elde etmek
icin, DNA kimyasal ve fiziksel etkilere maruz birakilarak diger molekiillerinden
ayrilmast saglanmistir. DNA bulunduran bitki 6rneginin kimyasal bir degisiklige

ugramasina firsat vermeden, s1v1 nitrojen (siv1 azot) ile fiziksel olarak 6gilitme islemi

gerceklestirilmistir (Sekil 3.5).

Sekil 3.5. Bitki orneklerinden DNA elde ederken sivi azot ile fiziksel 6giitme islemi (A:
Bitki 6rnegi -80 °C’de muhafaza edilir; B: Eppendorf tiipiiniin i¢ine konulan bitki
ornegi sivi azot eklenerek havan eli yardimiyla ezilir.)

Ekstraksiyon prosediirii olarak DNeasy Plant Mini Kit, Qiagen GmbH, Hilden,
Germany (Danquash, 2002) ve Haymes’in (1996) CTAB protokolii modifiye
edilerek kullanilmigtir. Ekstraksiyonun kalitesi ve DNA igerigi elektroforez yapilarak
agaroz jelde kontrol edilmistir. Tibbi ve aromatik bir bitki olan Artemisia spp.
yapraklarindan en kisa siirede, en az maliyetle, en kaliteli DNA’nin Haymes’in

(1996) Mini-Prep Method (CTAB)’u ile elde edildigi gozlenmistir.
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Sekil 3.6. Bitki 6rneklerinden elde edilen genomik DNA’nin elektroforez yapilarak

agaroz jelde kontrolii

DNA ekstraksiyon uygulamas1 DNeasy Plant Mini Kit prosediiriine uygun olarak su

sekilde gerceklestirilmistir;

(Not: Biitiin santrifiijler 15 °C’de yapilmustir.)

1.

-80 °C’de muhafaza edilen bitki Orneklerimizden 0.2 gr tartilmis ve
eppendorf tiiplerine konulmustur. Eppendorf tlipliniin i¢ine sivi azot

eklenerek havan eli ile ezilmistir.

Uzerine 600 ul Buffer AP1, 4 ul RNase eklenerek wortexli kuru blok 1siticida
65 °C’de 10 dk bekletilmistir.

Uzerine 200 pl Buffer P3 konulmus, mikropipet yardimiyla al-ver yaparak

karistirilmis ve sonrasinda buz tizerinde 5 dk bekletilmistir.
5 dk 14.000 rpm’de santrifiij edilmistir.

Bir spor alip {izerine ornek sayisina gore 2 ml’lik QIAshredder spin
columnlar yerlestirilmistir (mor renkli). 4. Asamada santrifiij edilen 6rnek
tiipiiniin alt kismindaki pellete dokunmaksizin {istteki filtrat 5. asamadaki mor

spin columnlara aktarilmistir. 2 dk 14.000 rpm’de santrifiij edilmistir.
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6. Mor spin columnlar atilmistir, altindaki collection tiiplinde eger pellet varsa
dokunmaksizin stteki filtrat yeni bir eppendorf tiipiine alinmigtir. Yaklagik
650 pl kadar siiziilmiis filtrat elde edilmistir. Bu filtratinl.5 kat1 kadar Buffer
AW’ den 975 ul eklenmis ve mikropipetle alt iist edilmistir.

7. Sporlara DNeasy mini spin columnlar yerlestirilmistir. 6. Asamadaki
karigimin yarisi bu spin columnlara aktarilmis, 1 dk 10.000 rpm’de santrifiij
edilmistir. Collection tiipiindeki s1vi dokiilmiistiir. Tekrar collection tiipli geri
takilarak 6. asamadaki karigimin kalan yaris1 Dneasy mini spin columnlara
eklenmistir, tekrar 1 dk 10.000 rpm’de santrifiij edilmistir ve collection tiipii
filtratryla beraber atilmistir. DNeasy mini spin columnlar dikkatli bir sekilde

yeni collection tiipline takilmistir.

8. Uzerine 500 pl Buffer AW2 ilave edilmistir. 1 dk 10.000 rpm’de santrifiij
edilmistir. Collection tiipiindeki sivi atilmis, tekrar collection tiipii geri
takilmistir. Uzerine tekrar 500 pl Buffer AW2 eklenmistir. 2 dk 14.000
rpm’de santrifiij edilmistir. Sonra tekrar Buffer AW2 eklemeden 2 dk 14.000

rpm’de tekrar santrifilyj edilmistir.

9. Spin column’lar dikkatli bir sekilde, altindaki collection tiipiinde bulunan
stiviya temas etmeksizin alinmistir. Yeni bir Eppendorf tiipii alinip spin
column’lar igine yerlestirilmistir. Uzerine 50 ul Buffer AE ilave edilmistir. 5

dk oda sicakliginda beklettikten sonra 1 dk 14.000 rpm’de santrifiij edilmistir.
10. Elde edilen DNA’lar sonra kullanilmak tizere -20 °C’de saklanmustir.

DNA Ekstraksiyon prosediirii olarak DNeasy Plant Mini Kit kullanildiginda
ekstraksiyonun kalitesi ve DNA icerigi elektroforej jelle kontrol edilmistir. Elde
edilen elektroforej jel goriintiilerine bakilarak saf bir DNA elde edilemedigi
diistiniilmiistiir. Ciinkdi; tipki diger bitkiler gibi Artemisia spp.’de zengin polisakkarit
icermesi ve sekonder metabolitlere sahip tibbi aromatik bir bitki olmasi nedeniyle
DNA izolasyonu zordur. Artemisia spp. i¢in literatiirlerde pek ¢ok protokol
kullanilmistir. Bunun sonucunda, Haymes’in (1996) CTAB protokolii modifiye
edilerek Artemisia spp.’nin yapraklarindan asagida belirtildigi sekilde DNA izole

edilmistir;
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8.

-80 °C’de muhafaza edilen Artemisia spp.’den 0.02 gr tartilmis ve eppendorf
tiiplerinin i¢ine konulmustur. Sonra icine sivi azot ilave edilerek havan eli ile

hizl1 bir sekilde ezilmistir.

Ezme islemi bittikten sonra {izerine 500 pl extraction buffer eklenmis ve

vortexlenmistir.
30dk 65 °C su banyosuna konulmustur.

Su banyosundan ¢ikardiktan sonra iizerine 200 ul Cloroform/izoamil alkol (24/1)

eklenmis ve 5 dk 10.000 rpm’de santrifiij edilmistir.

Santrifiij islemi bittikten sonra iizerinde kalan sar1 seffaf kismi mikropipet
yardimi ile baska eppendorf tiiplerine almmustir. Uzerine 600 pl 96/4
Ethanol/Asetat (ETDH/Asetat) eklenmistir. Daha ¢cok DNA elde etmek i¢in 5 dk
-20 °C buzluga konulmustur.

Buzluktan ¢ikardiktan sonra tekrar 5 dk 10.000 rpm’de santrifiij edilmis ve sonra
lizerindeki sivilar dokiilmiistiir. Uzerine 300 pl Etanol konulmus ve 5 dk 10.000
rpm’de santrifiij edilmistir. Sonra pellet dipte kalacak sekilde iistteki supernatant
dokiilmistiir. Eppendorf tipli kurutma kagidinin {istiine ters g¢evirilerek

konulmustur (yaklasik 5 dk).

Uzerine 50 ul NFW ve 1 ul RNAse (100mg/ml) ekledikten sonra 37 °C’de 1 saat

tutulmustur.

Elde edilen DNA o6rnekleri daha sonra kullanilmak tizere -20 °C’de saklanmustir.

Elde edilen DNA’larin PZR reaksiyonlarindaki basarisi i¢in konsantrasyonlari ¢ok
onemlidir. Bu yilizden, DNA o6rnekleri % 1,4’liikk agaroz jel TAE bufferda (0.04 M
Tris-acetate, IMm EDTA, Ph=8) 100 V’ta 60 dk boyunca elektroforez edilmistir.

Jeller 0.2 pg/ml ethidium bromid’e daldirilarak ve jel dokiimantasyon sistemi (Gel

DocBioRad 2000) sistemi kullanilarak fotograflanmistir. Ayrica, DNA'nin miktar ve

saflig1, spektrofotometrede 260 ve 280 nm dalga boylarinda elde edilen degerlerden
belirlenmistir. 1 optik dansite (OD) cift iplikli DNA i¢in 50 pg/ml, tek iplikli DNA

veya RNA i¢in 40 pg/ml ve oligoniikleotidler i¢in 20 pg/ml'ye karsilik gelmektedir.

Izole edilen DNA ift iplikli oldugunda miktar tayininde bu formiilden

yararlanilmistir: DNA (png/ml)=260 nm'deki OD (Absorbans degeri) x sulandirma
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orani x 50. DNA miktar1 ve temizligi spektrofotometre (Biophotometer)’de

Olclilmiistiir.

700 bp (=

Sekil 3.7. Artemisia spp. yapraklarindan elde edilen genomik
DNA’ nin agaroz jel i¢indeki goriintlisi. Kuyucuk
M: 100 bp ladder (New England Biolabs), Kuyucuk
1-5: DNeasy Plant Mini Kit ile elde edilen genomik
DNA, Kuyucuk 6-8: Haymes’in (1996) CTAB
protokolii ile elde edilen genomik DNA.

3.2.2.2. Ribozomal DNA (rDNA) internal Transcribed Spacer (ITS) Gen Bolgesi

Analizi

Ribozomal DNA (rDNA) internal transcribed spacer (ITS)gen bolgesi analizinde
kullanilacak olan primerlerin konsantrasyonunun belirlenmesi i¢in stok solusyondan
her pl’sinde 10 pmol primerlerden 200 nM olacak sekilde ayarlanmistir. Bu stok
solusyondan 1, 1.5 ve 2 pl kullanilarak bant olusumlar1 gézlenmistir. Mini-Prep
Method’u ile elde edilen DNA’larin PZR ¢alismalari i¢in ITS1 ve ITS4 primerleri
kullanilmistir. Kullanilan dongii parametreleri ise su sekildedir. 25 pl’lik reaksiyon
hacminde asagidaki maddeleri iceren her bir primerin yardimiyla bu yontem

uygulanmistir;

19



PZR reaksiyon karisimi:

Genomik DNA: 1 ul DNA (50 ng/ pl)
ITS1 Primer: 0.5 pl (2.5 mM)

ITS4 Primer: 0.5 pl (2.5 mM)

25 mM MgCly: 3 ul

2.5 mMdNTP: 0.4 pul

10XPCR Buffer: 2.5 pl

Tag DNA Polimeraz: 0.4 pl (5U/ul)
ddH,0: 16.7 ul

Reaksiyon Hacmi: 25 pl

Amplifikasyonda, 2400 Perkin Elmer Gene Amp PZR yontemi su sekilde
uygulanmistir: 95 °C’de 15 dk, sonrasinda 35 dongii; 95 °C’de 1 dk, 48.7 °C’de 2 dk
ve 72 °C’de 2 dk. En sonunda reaksiyon 72 °C’de 10 dk inkiibe edilmis ve ornekler

cihazdan alinincaya kadar +4 °C’de muhafaza edilmistir.

ﬂbﬂﬂ'ﬂb“@ﬂﬁb ' Kalp DNA

i EELLLL DT 1 T I ] 1. Asama
Liiidl ; | Denatiirasvon

1 I ] N ¥
R QMMM IS 3 Acama
I\/I \'\\/,| I \I,’/\’ 4 i
* Tt i = = e LLTON  Seeud
Ut | | 11
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Sekil 3.8. Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) asamalari (Anonim, 2016b)
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3.2.2.3. Agaroz Jel Elektroforezi ve Fotograflama

PZR iiriinlerinin elektroforezinde % 1.5’lik agaroz jel TAE buffer (0.04 M Tris-
acetate, IMm EDTA, Ph=8) kullanilmistir. Jel i¢in; 1.5 gr agaroz tartilmistir. Diger
taraftan 50 ml 10xTAE, 450 ml saf su ile tamamlanarak 500 ml 1xTAE elde
edilmistir. Tartilan 1.5 gr agaroz ile 100 ml 1xTAE birlestirilerek 2 dk mikrodalgada
eritilmistir. Karisim mikrodalgadan ¢ikartildiktan sonra boya olarak Ethidium
Bromiir (0.2 pg/ml) ilave edilmistir. Yatay tipteki elektroforez cihazinin (Shimadzu
UV-1800) jel hazirlama tabagina dokiilmiistiir. Jel tamamen katilastiktan sonra,
icerisinde max ¢izgisine kadar IXTAE tampon ¢dzeltisi bulunan elektroforez
cihazinin tankina yerlestirilmistir. PZR tiipleri i¢indeki reaksiyon karisimindan 5 pl,
2 pl yiikleme tamponuna (Loading Dye Solution) eklenerek karistirilmis ve bu
karisim 7 pul olarak jeldeki kuyucuklara yerlestirilmistir. Ik kuyucuga 1 Kb’lik DNA
marker yliklendikten sonra cihaz 100 V’da 60 dk boyunca elektroforez edilmistir.
Jelde olusan DNA bantlar1 jel dokiimantasyon (Gel DocBioRad 2000) sistemi

kullanilarak fotograflanmistir.
3.2.2.4. PZR Polimorfizmi ve Genetik Farklihgin Hesaplanmasi

PZR firiinleri sekans analizi i¢in Macrogen (Hollanda) firmasmna gonderilmistir.
Gelen sekans sonuglarina ait baz dizileri BioEdit (Hall, 1999) programi kullanilarak
hizalanmistir. Daha sonra rDNA-ITS gen bolgesi i¢in GenBank’tan temin edilen
referans sekans dizileri ve elde edilen sekans sonuglar1 Clustal W (Thompson ve ark.,
1997) modiilii kullanilarak karsilastirilmistir. Elde edilen hizalanmis baz dizilerinin
haplotipleri DNA Sequence Polymorphism (DnaSP 5.10) programi kullanilarak
belirlenmistir. Daha sonra MEGA version 6 (Tamura ve ark., 2013) paket programi
kullanilarak, Neighbor-Joining (NJ; Saitou ve Nei, 1987), Maximum-Parsimony
(MP; Eck ve Dayhoff, 1966; Fitch, 1977) ve Maximum-Likelihood (ML)
algoritmalarindan olusan filogeni agaclarimin ¢izimi saglanmistir. Se¢ bagla testi
Bootstrap testi (Efron, 1982; Felsenstein, 1985) MP ve ML i¢in1000 tekrarla, NJ
analizi i¢in 10.000 tekrarla yapilmistir. Ayrica tiim sekans dizilerinin % niikleotid

benzerlik oranlar1 ve evrimsel genetik uzakliklari hesaplanmistir.
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4. BULGULAR
4.1. Molekiiler Bulgular

Bu calismada 17 tane Artemisia spp. 6rnegi 2 farkli ITS primeri (ITS1 ve ITS4)
kullanilarak incelenmistir. Artemisia spp.’nin niiklear ribozomal DNA ITS
analizlerinden elde edilen jel goriintiisii Sekil 4.1’de verilmistir. Bu jel goriintiisii
toplanan Artemisia spp.’nin DNA’larinin ITS primerleri yardimiyla basarili bir
sekilde c¢ogaltilabildigi anlamina gelmektedir. PZR 6rneklerinin  600-700 bp

civarinda ¢ogaltildig1 goriilmiistiir.

5. 65 T80l 121314015 16 17

Sekil 4.1. Dogu Karadeniz Bolgesi’nden toplanan Artemisia spp. 6rneklerinin rDNA-ITS
gen bolgesinin agaroz jel i¢indeki goriintiisii. Kuyucuk M: 100bp ladder (New
England Biolabs), Kuyucuk P: Pozitif kontrol (Artemisia DNA), Kuyucuk N:
Negatif kontrol (steril su), Kuyucuk 4: T1-DNA, Kuyucuk 5: T2-DNA, Kuyucuk
6: T3-DNA, Kuyucuk 7: T4-DNA, Kuyucuk 8: R1-DNA, Kuyucuk 9: R2-DNA,
Kuyucuk 10: R3-DNA, Kuyucuk 11: G1-DNA, Kuyucuk 12: G2-DNA, Kuyucuk
13: G3-DNA, Kuyucuk 14: G4-DNA, Kuyucuk 15: G5-DNA, Kuyucuk 16: G6-
DNA, Kuyucuk 17: G7-DNA.
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4.1.1. 18S-26S rDNA-ITS Gen Bolgesi

4.1.1.1. rDNA-ITS Geni ve Sekans Varyasyonu, Haplotip ve Niikleotit
Ozellikleri

Aragtirma alanindan toplanan Artemisia spp. 6rneklerine ait rTDNA-ITS gen bolgesi
ile Cizelge 4.1°de gosterilen gen bankasindan alinan Artemisia spp. referans dizileri
DNA Sequence Polymorphism (DnaSP 5.10) programi kullanilarak 4 farkli haplotip
belirlenmistir. Cizelge 4.2°de tespit edilen haplotipler gosterilmistir.

Cizelge 4.1. Genbank’ tan elde edilen Artemisia spp.’nin referans numaralari

Referans No Tiir Ad1
FJ528302 Artemisia argyi
JX051685 Artemisia sylvatica
KC493083 Artemisia capillaris
KC493072 Artemisia tangutica
KC493086 Artemisia absinthium

AM398922 Artemisia superba
JX051683 Artemisia mangolica
IX051676 Artemisia indica
JX051677 Artemisia montana
JX051678 Artemisia vulgaris

AM398880 Artemisia integrifolia

AM398906 Artemisia princeps

AM398926 Artemisia unalaskensis

AM398884 Artemisia koidzumii
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Cizelge 4.2. IDNA-ITS gen bolgesi haplotipleri

Haplotipler Tiirler Ornek Sayilan
Haplotip-I Artemisia argyi 6
Haplotip-I1 Artemisia sylvatica 8
Haplotip-I11 Artemisia unalaskensis 1
Haplotip-1V Artemisia koidzumii 2

DnaSP 5.10 programinda elde edilen Haplotip-I tiir baz dizilimi esas alinarak diger
haplotipler arasindaki niikleotit degisimleri Cizelge 4.3’de ve Cizelge 4.4’de

gosterilmistir.

24



S¢

Cizelge 4.3. Dort Artemisia spp.’ye ait rTDNA-ITS gen bolgesi haplotiplerinin degisken pozisyonlari. Noktalar, Haplotip-I’deki niikleotitlerle 6zdes
pozisyonlar1 gostermektedir

123456789111111111122222222223333333333444444444455555
012345678901234567890123456789012345678901234

Hap-I CGACCCGTGAACACGTAAAAACAACCGACGGTCGGTTGGACCAAGCGCTTGTTT

Hap-11 e I €
Hap-t1t . . . . . . . . . . . . . . . ... ... .T 0T
Hap-lvVv- . . . . . . . . . . ... ... .. .......T...17T..........7

Cizelge 4.3. Dort Artemisia spp.’ye ait IDNA-ITS gen bolgesi haplotiplerinin degisken pozisyonlari. Noktalar, Haplotip-I’deki niikleotitlerle 6zdes
pozisyonlari gostermektedir (devami)
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Hap-I GGTCCTCTCGACGCTTTGTCGACGCGCGTTCACTAGTTCTTTTGGACCTTGTAA
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Cizelge 4.3. Dort Artemisia spp.’ye ait rTDNA-ITS gen bolgesi haplotiplerinin degisken pozisyonlari. Noktalar, Haplotip-I’deki niikleotitlerle 6zdes
pozisyonlar1 gostermektedir (devami)

t111111111121111111111111121111111111111111111111111111111
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Hap-1 TGCGTCGTGGCGCATTAACAACCCCCGGCACAATGTGTGCCAAGAAAACTAAAC
Hap-I1
Hap-11l. . . . . . . . . . . . ... s ...

Hap-1V

Cizelge 4.3. Dort Artemisia spp.’ye ait rDNA-ITS gen bolgesi haplotiplerinin degisken pozisyonlari. Noktalar, Haplotip-I’deki niikleotitlerle 6zdes
pozisyonlari gostermektedir (devami)
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Hap-I TCTAGAAGGCTGTTTTCATGCTGCCCCCGTTCGCGGTGTGCTCATGGGACGCGG
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Cizelge 4.3. Dort Artemisia spp.’ye ait rTDNA-ITS gen bolgesi haplotiplerinin degisken pozisyonlari. Noktalar, Haplotip-I’deki niikleotitlerle 6zdes
pozisyonlari gostermektedir (devami)
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Hap-1 CTTCTTTATAATCACAAACGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCACGCATCG
Hap-I1
Hap-ttt . . . . . . . . . . . . . . ... .. A
Hap-1V

Cizelge 4.3. Dort Artemisia spp.’ye ait rDNA-ITS gen bolgesi haplotiplerinin degisken pozisyonlari. Noktalar, Haplotip-I’deki niikleotitlerle 6zdes
pozisyonlari gostermektedir (devami)
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Cizelge 4.3. Dort Artemisia spp.’ye ait DNA-ITS gen bolgesi haplotiplerinin degisken pozisyonlari. Noktalar, Haplotip-I’deki niikleotitlerle
pozisyonlari gostermektedir (devami)

Ozdes

3333333333333333333333333333333333333333333333333333333
2222233333333334444444444555555555566666666066777777777
56789012345678901234567890123456789012345678901234561738
Hap-1 CATCGAGTTTTTGAACGCAAGTTGCGCCCGAAGCCTTTTGGCCGAGGGCACGTC
Hap-I1
Hap-111
Hap-1V
Cizelge 4.3. Dort Artemisia spp.’ye ait rDNA-ITS gen bolgesi haplotiplerinin degisken pozisyonlari. Noktalar, Haplotip-I’deki niikleotitlerle 6zdes
pozisyonlari gostermektedir (devami)
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Hap-I TGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCGCCCCCCACAATTCTCCGCAAAGGGAACCT
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Cizelge 4.3. Dort Artemisia spp.’ye ait TDNA-ITS gen bolgesi haplotiplerinin degisken pozisyonlari. Noktalar, Haplotip-I’deki niikleotitlerle dzdes

pozisyonlar1 gostermektedir (devami)
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Hap-1 GTGTTTTGGGGGGGATATTGGTCTCCCGTGCTATGGCGTGGTTGGCCGAAATAG
Hap-I1
Hap-I11

Hap-1V

Cizelge 4.3. Dort Artemisia spp.’ye ait IDNA-ITS gen bolgesi haplotiplerinin degisken pozisyonlari. Noktalar, Haplotip-I’deki niikleotitlerle 6zdes
pozisyonlari gostermektedir (devami)
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Hap-1 GAGTCCCTTCGACGGACGCAGAATAGTGGTGGTCGTAAAAACCTCGTCTTTTGT
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Cizelge 4.3. Dort Artemisia spp.’ye ait TDNA-ITS gen bolgesi haplotiplerinin degisken pozisyonlari. Noktalar, Haplotip-I’deki niikleotitlerle 6zdes

pozisyonlar1 gostermektedir (devami)

5555555555555555555555555555555555555555555555555555505
4 444444445555555555666666666¢6777777777788888888889992909
12345678901234567890123456789012345678901234567890123#4

Hap-1 TTCGTGCCGTCAGTCGAGGGAAACTCTTGGAAAACCCAACGTGTTGTCTTTGAC
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(013

Cizelge 4.3. Dort Artemisia spp.’ye ait DNA-ITS gen bolgesi haplotiplerinin degisken pozisyonlari.
Noktalar, Haplotip-I’deki niikleotitlerle 6zdes pozisyonlar1 gostermektedir (devami)
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Cizelge 4.4. DnaSP (5.10) Programu ile elde edilen haplotiplere ait niikleotit degisimleri
(Koyu bolgeler tiire 6zgii niikleotit pozisyonlarini1 gostermektedir)
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3129304664731 70789090514812
Hap-I CGCCAGTAGACGCGGAGCGGTCGGGGGTCGCA
Hap-I1 CTCCGGCAGACGCGGAGCGGTTAGGGGCCGCA
Hap-111 TGTCAATGAGTATAAGATACACGGAAACCATC

Hap-1V TGTTAGTAGATGTGGAGTGGTCAAGAGTTGTC

Niikleotit dizilimini yorumladigimizda; Haplotip-III ve Haplotip-IV 26. niikleotit
pozisyonunda Timin niikleotitine sahipken, diger haplotipler Sitozin niikleotitini
sahiptir. Haplotip-II 27. niikletit pozisyonunda Timin niikleotitine sahipken diger
haplotipler Guanin niikleotitine sahiptir. Haplotip-III ve Haplotip-IV 30. niikleotit
pozisyonunda Timin niikleotitine sahipken, diger haplotipler Sitozin niikleotitini
sahiptir. Haplotip-IV 41. niikleotit pozisyonunda Timin niikleotitine sahipken, diger
haplotiplerSitozin niikleotitini sahiptir. Haplotip-II 44. niikleotit pozisyonunda
Guanin niikleotitine sahipken, diger haplotipler Adenin niikleotitini sahiptir.
Haplotip-III 99. niikleotit pozisyonunda Adenin niikleotitine sahipken, diger
haplotipler Guanin niikleotitini sahiptir. Haplotip-II 103. Niikleotit pozisyonunda
Sitozin niikleotitine sahipken, diger haplotipler Timin niikleotitini sahiptir. Haplotip-
III 151. niikleotit pozisyonunda Guanin niikleotitine sahipken, diger haplotipler
Adenin niikleotitini sahiptir. Haplotip-III 152. niikleotit pozisyonunda Adenin
niikleotitine sahipken, diger haplotipler Guanin niikleotitini sahiptir. Haplotip-III
169. niikleotit pozisyonunda Guanin niikleotitine sahipken, diger haplotipler Adenin
niikleotitini sahiptir. Haplotip-III ve Haplotip-IV 183. niikleotit pozisyonunda Timin
niikleotitine sahipken, diger haplotipler Sitozin niikleotitini sahiptir. Haplotip-III 210.
niikleotit pozisyonunda Adenin niikleotitine sahipken, diger haplotipler Guanin
niikleotitini sahiptir. Haplotip-1II ve Haplotip-IV 214. niikleotit pozisyonunda Timin
niikleotitine sahipken, diger haplotipler Sitozin niikleotitini sahiptir. Haplotip-III 236.
niikleotit pozisyonunda Adenin niikleotitine sahipken, diger haplotipler Guanin
niikleotitini sahiptir. Haplotip-III 276. niikleotit pozisyonunda Adenin niikleotitine
sahipken, diger haplotipler Guanin niikleotitini sahiptir. Haplotip-1II 424. niikleotid
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pozisyonunda Guanin niikleotitine sahipken, diger haplotipler Adenin niikleotitini
sahiptir. Haplotip-III 427. niikleotit pozisyonunda Adenin niikleotitine sahipken,
diger haplotipler Guanin niikleotitini sahiptir. Haplotip-III ve Haplotip-IV 493.
niikleotit pozisyonunda Timin niikleotitine sahipken, diger haplotipler Sitozin
niikleotitini sahiptir. Haplotip-III 501. niikleotit pozisyonunda Adenin niikleotitine
sahipken, diger haplotipler Guanin niikleotitini sahiptir. Haplotip-III 507. niikleotit
pozisyonunda Sitozin niikleotitine sahipken, diger haplotipler Guanin niikleotitini
sahiptir. Haplotip-III 510. niikleotit pozisyonunda Adenin niikleotitine sahipken,
diger haplotipler Timin niikleotitini sahiptir. Haplotip-II 547. niikleotit pozisyonunda
Timin niikleotitine sahipken, diger haplotipler Sitozin niikleotitini sahiptir. Haplotip-
IT ve Haplotip-IV 558. niikleotit pozisyonunda Adenin niikleotitine sahipken, diger
haplotipler Guanin niikleotitini sahiptir. Haplotip-IV 559. niikleotit pozisyonunda
Adenin niikleotitine sahipken, diger haplotipler Guanin niikleotitini sahiptir.
Haplotip-III 560. niikleotit pozisyonunda Adenin niikleotitine sahipken, diger
haplotipler Guanin niikleotitini sahiptir. Haplotip-III ve Haplotip-IV 569. niikleotit
pozisyonunda Adenin niikleotitine sahipken, diger haplotipler Guanin niikleotitini
sahiptir. Haplotip-IIT 570. niikleotit pozisyonunda Adenin niikleotitine sahipken,
diger haplotipler Guanin niikleotitini sahiptir. Haplotip-II ve Haplotip-III 585.
niikleotit pozisyonunda Sitozin niikleotitine sahipken, diger haplotipler Timin
niikleotitini sahiptir. Haplotip-IV 594. niikleotit pozisyonunda Timin niikleotitine
sahipken, diger haplotipler Sitozin niikleotitini sahiptir. Haplotip-III 598. niikleotit
pozisyonunda Adenin niikleotitine sahipken, diger haplotipler Guanin niikleotitini
sahiptir. Haplotip-III ve Haplotip-IV 601. niikleotit pozisyonunda Timin niikleotitine
sahipken, diger haplotipler Sitozin niikleotitini sahiptir. Haplotip-III ve Haplotip-IV
602. niikleotid pozisyonunda Sitozin niikleotitine sahipken, diger haplotipler Adenin
niikleotitini sahiptir. Haplotip-I i¢inde; Giresun 6 (Tirebolu), Rize 2 (Cayeli), Rize 3
(Pazar), Trabzon 3 (Akcaabat), Trabzon 4 (Merkez) ve Trabzon 6 (Arsin) isimli
ornekler yer almaktadir. Haplotip-II i¢inde; Giresun 1 (Piraziz), Giresun 2
(Bulancak), Giresun 3 (Merkez), Giresun 4 (Kesap), Giresun 5 (Espiye), Giresun 7
(Eynesil), Trabzon 1 (Besikdiizii) ve Trabzon 5 (Yomra) isimli Ornekler yer

almaktadir. Haplotip-III icinde; Trabzon 7 (Arakli) isimli 6rnek yer almaktadir.
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Haplotip-IV icinde; Rize 1 (Derepazari), Trabzon 2 (Vakfikebir) isimli drnekler yer

almaktadir.
4.2. Artemisia spp.’nin Filogenetik Iliskisi (Soy Agac1)

Haplotip-1 ve Haplotip-I1 genotiplerinin A. argyi ve A. sylvatica tiirleri ile benzerlik
gosterdigi bulunmustur. Haplotip-I’in A. argyi ile % 99.6 oraninda benzerlik
gosterdigi belirlenmistir. Haplotip-II’nin ise, A. sylvatica ile % 99.6 oraninda
benzerlik gosterdigi belirlenmistir. Haplotip-Il1 ile Haplotip-1 arasindaki benzerlik
orant % 99 bulunmustur. Haplotip-11l A. unalaskensis ile % 98 oraninda benzer
bulunurken, Haplotip-1V A. koidzumii ile % 92 oraninda benzer bulunmustur. Elde

edilen referans dizileri ve filogenetik iliski Cizelge 4.5 ve Sekil 4.2°de verilmistir.
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Cizelge 4.5. Belirlenen rDNA-ITS haplotipleri arasindaki DNA dizilerinin yiizde
Genbank’tan elde edilen Artemisia spp.’nin referans dizileri

(%) benzerlikleri ve ikili genetik mesafeleri (gri ile isaretli) ve

T 5 3 2 0 I s . £ 5§ 4 . s 0§ 2 ¢
s &4 £ - S 2 £ £ € & § 8§ % g s =T & ke
S s S 5 S A= S = 3 = 2 = k= = S =2 Z =
g 5 g 3 g =2 g 2 3 = £ g = £ £ S S S
T < I < I <C I <C <C <C <C <C <C <C <C <C <C <C
Haplotype-IlI ID 0,975 0,96 0,96 0,966 0,968 0,953 0,953 0,961 0,96 0,965 0,965 0,966 0,968 0,968 0,945 0,941 0,945
A.unalaskensis [0,0252 ID 0,975 0,975 0,988 0,99 0,971 0,968 0,983 0,981 0,986 0,986 0,988 0,99 0,99 0,961 0,958 0,963
Haplotype-I 0,0407 0,0252 ID 0,996 0,98 0,981 0,99 0,99 0,985 0,986 0,985 0,985 0,985 0,98 0,985 0,975 0,971 0,975
A.argyi 0,0407 0,0252 0,0033 ID 0,98 0,981 0,99 0,99 0,985 0,986 0,985 0,985 0,985 0,985 0,985 0,975 0,971 0,975
Haplotype-IV 0,0338 0,0117 0,0201 0,0201 ID 0,998 0,973 0,97 0,985 0,983 0,995 0,995 0,991 0,991 0,991 0,963 0,96 0,965
A.koidzumii 0,0321 0,0100 0,0184 0,0184 0,0017 ID 0975 0,971 0,986 0,985 0,99 0,996 0,993 0,993 0,993 0,965 0,961 0,966
Haplotype-II 0,0476 0,0286 0,0100 0,0100 0,0269 0,0252 ID 0,99 0,981 0,983 0,978 0,978 0,98 0,981 0,981 0,968 0,965 0,968
A.sylvatica 0,0476 0,0321 0,0100 0,0100 0,0304 0,0286 0,0033 ID 0,978 0,98 0975 0975 0976 0,978 0,978 0,968 0,965 0,968
A.superba 0,0390 0,0168 0,0151 0,0151 0,0151 0,0134 0,0184 0,0218 ID 0,998 0,99 0,99 0,991 0,993 0,993 0,97 0,966 0,971
A.mongolica 0,0407 0,0184 0,0134 0,0134 0,0168 0,0151 0,0168 0,0201 0,0017 ID 0,988 0,988 0,99 0,991 0,991 0,971 0,968 0,973
A.integrifolia 0,0355 0,0134 0,0151 0,0151 0,0050 0,0033 0,0218 0,0252 0,0100 0,0117 ID 1 0,996 0,996 0,996 0,968 0,965 0,97
A.princeps 0,0355 0,0134 0,0151 0,0151 0,0050 0,0033 0,0218 0,0252 0,0100 0,0117 0,0000 ID 0,996 0,996 0,996 0,968 0,965 0,97
A.vulgaris 0,0338 0,0117 0,0151 0,0151 0,0083 0,0067 0,0201 0,0235 0,0083 0,0100 0,0033 0,0033 ID 0,998 0,998 0,97 0,966 0,971
A.indica 0,0321 0,0100 0,0151 0,0151 0,0083 0,0067 0,0184 0,0218 0,0067 0,0083 0,0033 0,0033 0,0017 ID 1 0,971 0,968 0,973
A.montana 0,0321 0,0100 0,0151 0,0151 0,0083 0,0067 0,0184 0,0218 0,0067 0,0083 0,0033 0,0033 0,0017 0,0000 ID 0,971 0,968 0,973
A.tangutica 0,0564 0,0390 0,0252 0,0252 0,0372 0,0355 0,0321 0,0321 0,0304 0,0286 0,0321 0,0321 0,0304 0,0286 0,0286 ID 0,996 0,988
A.absinthium 0,0599 0,0424 0,0286 0,0286 0,0407 0,0390 0,0355 0,0355 0,0338 0,0321 0,0355 0,0355 0,0338 0,0321 0,0321 0,0033 ID 0,985
A.capillaris 0,0564 0,0372 0,0252 0,0252 0,0355 0,0338 0,0321 0,0321 0,0286 0,0269 0,0304 0,0304 0,0286 0,0269 0,0269 0,0117 0,0151 ID




g2+/g3%+/0g+s= | Haplotype-| (GB,R2, R3, T3,T4, T6)
G4/ET/ES A. argyi FJ528302

GO DR Haplﬂlyp&—ll {'G'l, G2, G3, G4, G5, GV, T, T&]
el I_— A, sylvatica IXD51685

A. capiliaris KC483083

100 100

BE/-/90 jaovetios A fongunica KC493072
1— A, ahsinthinm KCAS3086

A. superba AM398922
BETo/T4 L A, mongolica XOS1683
A. indica DDS1676
A, montanag JAO51677T
— A, vifparis DDS16TE
2 Al imtegrifolio AMISEEE0
A princeps ANM398906

LR Hagplotype-lll {TT)
A wnalaskensis AM30B026

_1— Haplotype-IV(R1,T2)
S5 g kevighzumeii  AM30EARY

0,002

Sekil 4.2. Sekanslar sonucunda elde edilen Artemisia spp.’ler arasindaki filogenetik iliski
(soy agaci) (*: Neighbor-Joining (NJ), **: Maximum-Parsimony (MP), ***:
Maximum-Likelihood (ML))

Haplotip-1, Artemisia argyi ile sirasiyla % 92, % 83 ve % 90 (NJ, MP ve ML)

oraninda benzer bulunmustur. Haplotip-11, Artemisia sylvatica ile sirasiyla % 94, %

99 ve % 98 (NJ, MP ve ML) oraninda benzer bulunmustur. Haplotip-I1l, Artemisia

unalaskensis ile sirasiyla % 98, % 98 ve % 98 (NJ, MP ve ML) oraninda benzer

bulunmustur. Haplotip-1V, Artemisia koidzumii ile sirastyla % 92, % 69 ve % 54 (NJ,

MP ve ML) oraninda benzer bulunmustur.
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5. TARTISMA ve SONUC

Artemisia spp. farkli ve benzer morfolojik 6zellikleri sahip olan biiyiik bir taksondur.
Bu yiizden, taksonomiciler hala Artemisia spp.’nin smiflandirilmasi ile ilgili
problemlerle karsi karsiya kalmaktadirlar. Pek ¢ok molekiiler yontem Artemisia
spp.’nin farkli tiirleri arasindaki filogenetik iligkileri belirlemek i¢in kullanilmistir.
Ornegin; kloroplast ribozomal proteini kodlayan bir gen analizi PZR-RFLP,
molekiiler filogeni i¢in kullanilan niiklear ribozomal DNA’y1 analiz eden ITS

(internal transcribed spacer) ve ETS (external transcribed spacer) gen bolgeleri.

Tirkiye'de bugiine kadar Artemisia spp. ile ilgili baz1 karyolojik c¢aligmalar
bildirilmigtir. Tabur ve ark., (2014) calismalarinda, Tiirkiye’de Anadolu’nun farkli
bolgelerinden toplanan Artemisia Orneklerinden altcinsi olan Seriphidium (Bess.)
Rouy, (Asteraceae) rapor etmislerdir. Artemisia bashkalensis, Dogu Anadolu’da
Hakkari’de Kiirsat ve ark., (2015) tarafindan tanimlanmistir. Mennan ve ark., (1999),
Karadeniz Bolgesi findik bahgelerinde sorun olan yabanci ot tiirlerini belirledikleri
caligmalarinda, Artemisia vulgaris tiiriiniin rastlama sikligint % 51.85 oraninda

bildirmislerdir.

Koloéren ve ark., (2016), Tirkiye’nin Ordu ilinden topladiklart 19 Artemisia spp.
orneginin rDNA ITS gen bdlgelerini analiz yaparak filogenisini bildirmislerdir.
Datalar sonucunda iki haplotip belirlemislerdir. Haplotip-I igerisinde; Fatsa 2 isimli
ornek yer almaktadir. Haplotip-II igerisinde; Giilyali 1, Giilyal 3, Giilyal1 4, Giilyal
6, Fatsa 4, Fatsa 5, Fatsa 6, Persembe 4, Persembe 5, Persembe 6, Unye 1, Unye 2,
Unye 3, Unye 4, Ordu 1, Ordu 3, Ordu 4 ve Ordu 6 isimli érnekler yer almaktadir.
Haplotip-1 Artemisia sylvatica ile % 98.6 oraninda benzer bulunurken, Haplotip-II
Artemisia sylvatica ile % 98.8 oraninda benzer bulunmustur. Haplotip-1 ve Haplotip-
IT ise, birbirlerine % 99.7 oraninda benzer bulunmustur. Haplotip-1 ve Haplotip-11
sirastyla; Artemisia argyi tirtine % 99.5 ve % 99.7 oraninda benzer bulunmus,
Artemisia verlotionum tiiriine % 99.5 ve % 99.7 oraninda benzer bulunmus,
Artemisia vulgaris tiirtine % 97.7 ve % 97.9 oraninda benzer bulunmus, Artemisia
indica tiirtine % 97.9 ve % 98.1 oraninda benzer bulunmus, Artemisia montana
tirtine % 97.9 ve % 98.1 oraninda benzer bulunmus, Artemisia opulenta tiiriine %

98.1 ve % 98.3 oraninda benzer bulunmus, Artemisia lavandulifolia tiirtine % 98.1 ve
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% 98.3 oraninda benzer bulunmus, Artemisia mangolica tiirtine % 98.3 ve % 98.6
oraninda benzer bulunmus, Artemisia superba tiiriine % 98.1 ve % 98.3 oraninda
benzer bulunmus, Artemisia obscura tiiriine % 98.6 ve % 98.8 oraninda benzer
bulunmus, Artemisia integrifolia tiirine % 97.4 ve % 97.7 oraninda benzer
bulunmus ve Artemisia princeps tiriine % 97.4 ve % 97.7 oraninda benzer

bulunmustur.

Haghighi ve ark., (2014) ¢alismalarinda, Artemisia (Asteraceae) spp.’nin taksonomik
ve filogenetik iligkilerini tartismislardir ve 1°den 8’e Artemisia’nin farkli tiirlerinin
oldugunu diisinmektedirler. Calismada, Artemisia spp.’nin filogenetik iliskilerini
niiklear ribozomal ITS ve kloroplast DNA gen bdlgelerini kullanarak yeniden
incelemislerdir. Inceledikleri cinsler; Artemisia, Dracunculus ve Serphidium’dur.
[ran Tebriz ve Trabzon Horasan bdlgelerinden toplamda 39 tane populasyon drnegi
toplamiglardir. Bu 39 populasyon Ornegi igerisinde 15 tane tiirtin Artemisia,
Serphidium ve Dracunculus iginde oldugunu belirlemislerdir. Bunlar; Artemisia
fragrans, A. scoparia, A. incana, A. spicigera, A. austriaca, A.vulgaris, A. annua, A.
absinthium, A. sieberi, A. biensis, A. diffusa, A. campestris, A. chamaemelifolia, A.
kopedaghensis ve A. aucheri’dir. ITS sekanslar1 sonucunda 672 bp’de Artemisia
vulgaris tanimlanirken, 707 bp’de Artemisia biennis tanimlanmustir. Fakat, kloroplast
DNA sekanslarinda 420-465 bp’de Artemisia kopetdaghensis ve A. scoparia tiirlerini
tanimlamiglardir. Artemisia, Serphidium ve Dracunculus tiirleri arasindaki varyasyon
oranlarin1 ITS gen bélgelerini kullanarak % 55.29 bulurken, kloroplast DNA gen

bolgelerini kullanarak % 41.52 oraninda bulmuslardir.

Nazar ve Mahmood, (2011) ¢alismalarinda, ii¢ tiir bitki 6rnegi toplamislardir. Bunlar;
A. vulgaris, A. roxburghiana ve A.absinthium dur. Bu tiirlerin morfolojik ve genetik
cesitliliklerini analiz etmiglerdir ve Artemisia spp.’nin farkli tiirleri ile aralarinda

yakin bir akrabalik oldugunu bildirmislerdir.

Tibbi aromatik bir yabanci ot olan Artemisia spp.’nin yedi dogal populasyonu
arasindaki genetik c¢esitlilige bakan Badr ve ark., (2012), Misir’da Giiney Sinai’nin
farklt noktalarindan Artemisia judaica oOrnekleri toplamislardir. RAPD yontemi

kullanarak Ornekleri incelenmislerdir. Toplamda 87 bant ¢ogaltmis, bunun 50’sinin
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polimorfik oldugunu ortaya koymuslardir ve polimorfizm oranin1 % 57.47 olarak

belirlemiglerdir. Bu demektir ki, incelenen 6rnekler genetik cesitlilik gostermektedir.

Yiritilen ¢alismamizda ise, Tirkiye’nin Dogu Karadeniz Bolgesi’nde Artemisia
spp.’nin rDNA ITS gen bolgeleri analizi yapilarak filogenisi kaydedilmistir. 18S-26S
rDNA ITS gen bolgeleri filogenetik siralamada yaygin olarak kullanilir. Ciinki, bu
caligmalarda kullanilan primerler evrenseldir ve daha hizli ve kolay yollarla
cogaltilabilirler. Yapilan calismada Tiirkiye’ de Dogu Karadeniz Bdlgesi’nden
toplanan Artemisia orneklerinden 18S-26S rDNA-ITS gen bolgeleri yaklasik olarak
600-700 bp civarinda bant vererek ¢ogaltilmistir.

rDNA ITS gen bolgelerinin PZR {iriinleri elde edildikten sonra, gen bankasindan elde
edilen Artemisia sekanslar1 ile bizim elde ettigimiz sekanslar NJ, MP, ML
algoritmalar1  hesaplanarak filogenetik iligkileri  belirlenmistir.  Tirkiye’de
inceledigimiz 6rneklerden 4 haplotip saptanmistir. Bunlar; Haplotip-I (G6, R2, R3,
T3, T4, T6); Haplotip-1l (G1, G2, G3, G4, G5, G7, T1, T5); Haplotip-11l (T7) ve
Haplotip-1V (R1,T2). Bu haplotiplerin, Artemisia tiirlerinin alt cinsleri ile olan
iliskileri BLAST sonuglar1 kullanilarak ve veri seti olusturularak belirlenmistir.
Haplotip-1 ve Haplotip-1l, A. argyi ve A. sylvatica tiirleri ile benzerlik
gostermektedir. Haplotip-1, A. argyi ile % 99.6 oraninda benzerlik gostermektedir.
Haplotip-11 ise, A. sylvatica ile % 99.6 oraninda benzerlik gostermektedir. Haplotip-
Il ile Haplotip-I, arasinda benzerlik oran1 % 99 bulunmustur. Sirasiyla, Haplotip-I11
(T7) A. unalaskensis ile % 97.5 oraninda benzer bulunurken, Haplotip-1V (R1, T2) A.
koidzumii ile % 99.8 oraninda benzer bulunmustur. Haplotip-I11 ise Haplotip-IV’ ¢ %
96.6 oraninda benzer bulunmustur. Haplotip-I1l, Haplotip-I’e % 96 oraninda benzer
bulunurken, Haplotip-II’ye % 95.3 oraninda benzer bulunmustur. Haplotip-Il,
Haplotip-IV’e % 97.3 oraninda benzer bulunmustur. Haplotip-1, Haplotip-IV’e % 98

oraninda benzer bulunmustur.

Biiyiik tiirlerde altcinsleri siniflandirmak hala sorun olmaktadir. Kapsamli molekiiler
caligmalar Artemisia spp.’nin altcinsini belirlemede ve sistematigini yeniden
tanimlamada yardimci olmaktadir. rDNA-ITS baz1 Artemisia spp.’nin altcinslerinin
molekiiler farkliliklari i¢cin bazen uygun olmamasina ragmen, potensiyel yeni tiirlerin

tanimlanmasinda  kullanilmaktadir. rDNA-ITS gen bdlgeleri Artemisia spp.
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altcinsinde biliylik Olgiide korunmus oldugundan, incelenen bitki Orneklerinin

filogenetik yakinliklarini temsil eden bdlgeler ¢ogaltilabilir.

Bu ¢alismada Tirkiye'nin Dogu Karadeniz Bolgesi'ndeki Artemisia spp. i¢inde olan
filogenetik iliskinin anlagilmasi i¢cin rDNA ITS gen bazli filogenetik analiz ¢aligsmasi
yapilmistir. Artemisia spp.’de yer alan 4 haplotip, rDNA-ITS sekanslar1 kullanilarak
dogrulanmis ve ayni soydan olduklari belirlenmistir. Bunlar; A. sylvatica, A. argyi, A.
unalaskensis ve A. koidzumii. Yani, Artemisia genotipleri arasindaki genetik
benzerligin yliksek oranda bulunmasi demek bu tiirlerin yakin akraba olduklari

anlamina gelmektedir.
Sonug olarak;

1. Tirler arasindaki akrabaliklar1 belirlemek genetik karakterizasyon, 1slah
calismalarina ve ayn1 zamanda genetik materyallerinin degerlendirilmesi agisindan

son derece dnem tasimaktadir.

2. Ayrica yabanci otlarin zararli yonlerine bakildiginda ise, hangi bolgede hangi
tiirlin yayginlik gosterdigi yani genetik haritalamasi ¢ikarildiginda bu uygulanacak

miicadele sekli konusunda yol gosterecektir.

3. Artemisia spp.’ye ait molekiiler diizeyde ileride yapilacak olan daha genis

kapsamli ¢caligmalara yol gosterip yardimci olacag diistiniilmektedir.
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EK 1.
1. Laboratuvar Calismalarinda Kullanilan Cozeltiler ve Kimyasallar
1.1. Ethanol-Asetat (pH: 5.2)

Bu ¢ozelti DNA ekstraksiyon asamasinda kullanilmaktadir. Cozelti maddeleri igin 3
M NaAc’dan 24.61 gr tartilmigtir. 70 ml ethanol ile eritilerek pH: 5.2°ye

ayarlanmugtir.
1.2. Extraction Buffer (pH: 8)

Bu ¢ozelti DNA ekstraksiyon asamasinda kullanilmaktadir. Cozelti maddeleri icin
100 mM TrisHCI’den 1.58 gr tartilmistir. 1.4 M NaCl’den 8.182 gr tartilmistir. 20
mM EDTA’dan 0.745 gr tartilmistir. % 2’lik CTAB’dan 2 gr tartilmistir. Biitiin
kimyasallar tartildiktan sonra yaklasik 12.507 gr c¢ozelti 50 ml saf su ile
¢Ozdiirtilmiistiir. Sonrasinda % 4’liik B-mercaptaetanol’den 0.4 ml alinarak 50 ml’lik

saf su ile ¢ozdiirtilen karigima eklenmistir. pH:8’e ayarlanmistir.
1.3. Chloroform-isoamilalkol (24: 1)

Bu ¢ozelti DNA ekstraksiyon agsamasinda kullanilmaktadir. Cozelti maddeleri i¢in 24

ml Chloroform ile 1 ml Isoamil alkol birlestirilmistir.
1.4. TAE Buffer

PZR firiinlerinin elektroforezinde kullanilmaktadir. Cozelti maddeleri i¢in 0.04 M

Tris-acetate ve 1 mM EDTA, pH:8’e ayarlanmustir.
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