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RAPD-PCR Yontemiyle Turkiye’deki Hyacinthella Schur
(Liliaceae) Turleri Arasindaki Polimorfizm ve Filogenetik lligkilerin
Belirlenmesi’

Emine ARSLAN?

Ozet: Bu calismada Rastgele Cogaltiimis Polimorfik DNA - Polimeraz Zincir Reaksiyonu
(RAPD-PCR) Hyacinthella tirlerini birbirinden ayirt etmek icin kullaniimistir. Kullanilan
primerler, Hyacinthella tirleri arasindaki genetik uzakliklari belirlemede faydal oldugu
tespit edilmistir. O-3 ve O-11 primerlerine gdre H. heldreichii bireyleri genetik bakimdan
birbirinin ayni bulunurken, O-3, O-11 ve O-4 primerlerine gére hem tirler hem de bazi
tirdn bireyleri arasinda polimorfizm oldudu belirlenmistir. H. hispida, H. lineata ve H.
glabrescens bireyleri arasinda oldukga ylksek polimorfizm gérilmistdir.

Anahtar Kelimeler: RAPD-PCR, Hyacinthella

Polymorphism and Phylogenetic Relations Among Turkish Species in
Genus Hyacinthella (Liliaceae) as Determined by RAPD-PCR

Abstract: In this study, Random Amplified Polymorphic DNA - Polymerase Chain
Reaction (RAPD-PCR) was used to identify Hyacinthella Schur species. Primers used
were found useful to determine genetical distances among Hyacinthella species.
Polymorphism was seen among both species and the individuals of some species with
respect to O-3, O-11 and O-4 primers, while the individuals of Hyacinthella heldreichii
were determined to be genetically the same according to the O-3 and O-11 primers
used. Fairly high polymorphism was observed within the individuals of H.hispida,
H.lineata and H.glabrescens.
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Giris

Hyacinthella sodanh bitkiler grubunda 17 tlrle temsil edilen kii¢lk bir cinstir. Ttrkiye’de 10
tarle temsil edilmektedir ve bu tlrlerden 9 tanesi tlkemiz igin endemiktir. Bu cinse ait turlerin blyUk
kismi Akdeniz Fitocografik bélgesinde yayilis gdstermekle birlikte, iran Turan Fitocografik
bélgesinde yayilis gdsteren tirler de mevcuttur. Hyacinthella tirleri; H. hispida J.Gay, H. heldreichii
Boiss, H. glabrescens Boiss, H. campanulata Persson &Wendelbo, H. lineata Steudel, H. acutiloba
Persson&Wendelbo, H. lazulina Persson & Persson, H. micrantha Boiss, H. nervosa Bertol, H.
siirtensis Mathew in Kew Bull [1]. Bugline kadar Hyacinthella turlerinin detayli molekdiler veya
taksonomik galismalari yapiimamistir.

Hyacinthella cinsi, Muscari ve Bellevalia cinsleri ile olduk¢a benzerlik géstermektedir. Fakat
bu cinse ait turlerin kromozomlari akraba cinslere nisbetle daha kuguktlr [1-2].

' Bu caligma SUAF ( 99/075) tarafindan desteklenmis ve Emine Arslan’nin Yiiksek Lisans tezinden ézetlenmistir.
2 Selguk Universitesi, Fen Edebiyat Fakiiltesi, Biyoloji Blim, Konya
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Ekim ve ark. (2000)’'nin bildirdidi gibi bu cinse ait tirlerden H. lazulina kritik sekilde tehlikede
kategorisinde degerlendirilirken H. campanulata ve H. hispida zarar gorebilir kategorisinde, diger
tarler ise disik risk altindaki kategorilerde yer almistir. Bu nedenle endemik ve nadir olan bu cinsin
habitatlarinda korunmasina 6nem verilmesi gerekmektedir [3].

Son yillarda tir tanimlanmasi, tirler arasi ve tdr igi polimorfizmi belirlemek igin bazi
molekiler teknikler kullaniimaya baglanmistir. Bunlardan bazilari Restriksiyon Fragman Uzunluk
Polimorfizmi (RFLP) [4], Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) [5], Rastgele Cogaltiimis Polimorfik
DNA (RAPD-PCR)’dir [6-7]. RFLP’ler filogenetik agaglarin gelismesinde, ézellikle baglanti kurmada
ve genomik haritalar gelistirmede yaygin olarak kullanilimistir [4]. PCR yéntemi teshis ve
molekller klonlamada degerli bir arac olmakla birlikte ayni zamanda da DNA &rneklerinin
katlanarak milyonlarca c¢ogaltiimasini saglar. Hedef DNA dizilerine birlesen oligonikleotidler
polimeraz reaksiyonlarinda primer olarak kullaniimigtir [8].

William ve ark. (1990) ve Welsh ve Mc Clelland (1990), rastgele primerler kullanarak
polimeraz zincir reaksiyonu ile rastgele DNA dizilerinin ¢ogdaltiimasinda yeni bir teknik bulmusglardir.
Bu teknigin avantajlari, ylksek polimorfik degerleri bulmak i¢in uygun olmasi, basit, hizli ve geng
fideler ve bir tek tohumun analizine izin veren genomik DNA’nin ¢ok kii¢lik miktarlarina ihtiyag
duymasidir [9-10]. Teknigin dezavantaji gtvenirliliginin ¢ok sinirli olmasi, farkli laboratuvarlarda,
farkli arastiricilarin elinde ve hatta bir PCR cihazindan digerine farkl sonuclar elde edilebilmesidir
[6]. Bu cahismada amag¢, RAPD-PCR kullanilarak Hyacinthella tirleri arasindaki filogenetik
akrabaliklari, tir i¢i polimorfizmi ve genetik varyasyonlari analiz etmektir.

Materyal Ve Metod

Bitki materyalleri: H. hispida, H. heldreichii, H. glabrescens, H. campanulata, H. lineata, H.
acutiloba ve H. lazulina TUrkiye'nin farkli bdlgelerinden toplanmistir. Tablo 1°de tlrlerin isimleri ve
lokaliteleri verilmigtir. Yedi farkl Hyacinthella tirinde, toplam onyedi primer denenmis ve rastgele
secilen ¢ primer kullanilarak genetik uzakliklar hesaplanmistir.

Tablo 1. Bu ¢calismada kullanilan Hyacinthella tirlerinin isimleri ve lokaliteleri.

H. hispida C5 Nigde: Ulukisla-Pozanti arasi, Ciftehan,1000m., 14.03.1999,
E. ARSLAN
H. heldreichii C3 Antalya: Akseki, Yarpuz Dagi, 1200m., 31.03.1999, E. ARSLAN
H. lazulina C4 Konya: Karapinar, Obektasi kdy(, 1350m, 14.03.1999, E. ARSLAN

H. glabrescens  C5 Adana: Biriicek, 1250-1300m.,14.03. 1999, E. ARSLAN
H. campanulata C4 Konya: Konya-Beysehir arasi, Altinapa Baraji’'na 5.km
kala1350-1400m.,13.01.1999, E. ARSLAN

H. lineata C2 Afyon: Dazkiri, Kepestepe mevki, 860-870m,05.05.1999,E.
ARSLAN
H. acutiloba B6 Kayseri: Sariz Binboga Dagi, Yalak mevki, 1450-1500m ve

1800-2000m, 05.05.1999, H. DUMAN

DNA izolasyonu: Bitki materyalinden genomik DNA'nin elde edilmesi icin her tirin
bireylerinden alinan yapraklar ayri ayri sivi azot ilave edildikten sonra porselen havanda ezilmistir.
DNA, 50mM Tris (pH 8.0), 50mM EDTA (pH 8.0), 100mM NaCl ve %1 SDS ile ¢ikarilmistir. Fenol
kloroform (1:1) oraninda tlplere eklenerek vortex ile karistirlmistir. TUOpler santrif(j edilerek
stipernatant atilmistir. DNA %70lik alkolde yikandiktan sonra kurutulmustur. DNA 6rnekleri T4oE;
tamponunda —20°C’de saklanmigtir [11].

Primerler: PCR amplifikasyonu igin Operon primerleri kullaniimistir. Bunlar O-3: 5-GTG
ACG TAG G-3’, O-4: 5- AAT CGG GCT G-3’, O-11: 5-TTA TGA AAC GAC GGC CAG T-3' drr.

Amplifikasyon: izole edilen DNA PCR’la gogaltiimistir [12]. Reaksiyonlar, 10mM Tris HCI
(pH 8.8), 50mM KCI, % 0.8 Nonidet P40, 2mM MgCl,, dATP, dGTP, dCTP ve dTTP (MBI
Fermentas)’'nin her birinden 100um; 25ng genomik DNA ve 1U Tag DNA Polimeraz (MBI
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Fermentas) igeren 100 ul'lik hacimde yapilmigtir. Thermal Cycler'in bir donglsi, 96 °C’de 30 sn,
30°C’de 30sn ve 72°C’de 30sn yapilmistir. Toplam 45 dongi yapiimistir.

Gogaltiimis DNA fragmentleri %2’lik Agaroz jelde 1XTAE ve 1x TBE tamponu iginde
yUratalmastar [13]. Jeller ethidium bromid ile boyanmis ve jellerin fotograflari ¢ekilmistir.

Veri Analizleri: Turler arasindaki genetik uzakliklari bulmak i¢in agaroz jel elektroforezinden
¢ekilen fotograflara gére bantlarin varligi ve yoklugu belirlenerek bir tablo olusturulmustur. Bu
tablodan yola ¢ikilarak Syntax programindaki Jaccard formdiline gbre dendrogramlar
hazirlanmistir.

Arastirma Sonuglari Ve Tartisma

Bu ¢alismada kullanilan Hyacinthella cinsi tir ve bireylerine ait agaroz jel elektroforezinden
¢ekilmis fotograflara gére DNA bantlarinin varligi ve yoklugundan faydalanilarak Syntax programi
ile dendrogram hazirlanmigtir.

H. glabrescens, H. acutiloba, H. hispida tlrleri O-4 primeri ile RAPD-PCR araciligiyla
amplifiye edilmistir (Sekil 1). Bu primerle yapilan dendrograma goére (Sekil 2), iki ana kime
olusmustur. Birinci kiime iki alt kimeden olusmustur. Birinci alt kimede iki tane H. glabrescens (1-
2) bireyi ile H. hispida 1 birbirinin ayni bulunarak bir grup olusturmus ve diger H. glabrescens 3
bireyi ile %70 oraninda genetik olarak uzak bulunmustur. ikinci alt kiimedeki H. glabrescens 4
bireyi birinci alt kiimeye yaklasik %73 oraninda uzak bulunmustur. ikinci kiimede yer alan H.
acutiloba birinci kiimeye olduk¢a uzak bulunmustur. H. glabrescens, Turkiye Florasindaki
filogenetik akrabaligi destekleyecek sekilde H. hispidaya, H. acutilobadan daha yakin
bulunmustur. Bu dendrogramda tir i¢i ve trler arasi polimorfizm agikga gérilmektedir.

Sekil 3’de goraldagu gibi H. heldreichii, H. lazulina, H. hispida, H. lineata ve H. campanulata
tarlerinin bireyleri O-11, O-3 primerleri ile multipleks PCR ile amplifiye edilmistir. Bu primerlerle
yapilan dendrograma gore (Sekil 4) H. heldreichiinin Gg¢ bireyi birbirinin ayni bulunarak bir kiime
olugsturmaktadir. H. lazulina 1 ve H. hispida 2 birbirinin ayni ikinci bir kime olusturmaktadir. H.
lineata 1 ve H. campanulata 1 Gglnch bir kiimeyi olustururken birbirine genetik bakimdan biraz
uzak bulunmustur. Bu sonuglar Turkiye florasindaki morfolojik karakterlere dayanilarak yapilan
filogenetik akrabaligi desteklemektedir. Bu dendrogramda tlrler arasi polimorfizm gérdllrken tar igi
polimorfizm gdérilmemistir. Bu primerler tirler arasi polimorfizm igin uygun bulunmustur.

Bu ¢alismada Hyacinthella tirleri arasindaki genetik uzakliklar belirlenmeye ¢alisiimistir. O-
3, O-11 primerlerine gbére H. heldreichii tirinin bireyleri genetik bakimdan birbirinin ayni
bulunurken, O-4 ve O-3, O-11 primerlerine gbére de bazi tir i¢i ve tdrler arasi polimorfizm
gorilmastir. Ornegin, H. hispida, H. lineata ve H. glabrescens bireyleri arasinda oldukga fazla
polimorfizm gérilmustlr. Dolayisiyla bu tdrler taksonomik siniflandirma agisindan oldukca
polimorfik trlerdir.
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Sekil 1. Bazi Hyacinthella tirleri ve bireylerinin O-4 primeri ile rastgele ¢ogdaltiimis PCR Urlnlerinin

M
1
2
3.
4
5
6

agaroz jel elektroforezi.

: DNA Ladder Plus
. H. glabrescens 1
. H. glabrescens 2

H. glabrescens 3

. H. glabrescens 4
. H. acutiloba
. H. hispida 1
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Sekil 2. Sekil 1’deki Hyacinthella tirleri ve bireylerinin Syntax programi ile hazirlanmis dendrogrami.

H. glabrescens 1
H. glabrescens 2
H. glabrescens 3
H. glabrescens 4
H. acutiloba
H. hispida 1

2R

Sekil 3. Bazi Hyacinthella turleri ve bireylerinin O-3, O-11 primerleri ile rastgele ¢ogaltiimis PCR
drinlerinin agaroz jel elektroforezi.

M: DNA Ladder

1. H. heldreichii 1
2. H. heldreichii 2
3. H. heldreichii 3
4. H. lazulina 1

5. H. hispida 2

6. H. lineata 1

7. H. campanulata 1
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Sekil 4. Sekil 3'deki Hyacinthella tirleri ve bireylerinin Syntax programi ile hazirlanmis dendrogrami.

1. H. heldreichii 1
2. H. heldreichii 2
3. H. heldreichii 3
4, H. lazulina 1

5. H. hispida 2

6. H. lineata 1

7.

H. campanulata 1
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