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OZET

Crocus biflorus Mill. subsp. pseudonubigena B. Mathew (Siirt Cigdemi) fran-Turan elementi olup ismini Siirt ilinden
almis endemik bir taksondur. Yayilis cografyasina bakildiginda Yukari Firat Boliimii, Adana Boliimii, Dicle Boliimi
gibi ii¢ degisik alanda yayilist bulunmaktadir. Ilk olarak 1982 yilinda Mathew tarafindan bilim diinyasina
kazandirilmistir. Bu ¢alismada Crocus biflorus subsp. pseudonubigena taksonunun Siirt il sinirlari igerisinde ti¢ farkl
(Tillo, Sirvan ve Veysel Karani) popiilasyondan toplanan 6rneklerinin ITS gen bolgesi kullanarak akrabalik iliskileri
aragtirtlmistir. Caligma sonucunda Tillo, Sirvan ve Veysel Karani bolgelerinden toplanan 6rneklerin morfolojik olarak
kiigiik farklarinin oldugu ancak molekiiler diizeyde yakin akraba olduklari ve bu morfolojik farkliliklarinin varyasyon

oldugu tespit edilmistir. Ayrica bu genotiplerin en fazla Crocus biflorus ile benzerlik gosterdigi saptanmistir.

Anahtar Kelimeler: Crocus biflorus subsp. pseudonubigena; Molekiiler, ITS; Sistematik.

Determination of Molecular Kinship Relations Between The samples of Crocus
biflorus Mill. subsp. pseudonubigena B.Mathew Species Collected from Different

Regions of Siirt Province
ABSTRACT

Crocus biflorus Mill. subsp. pseudonubigena B. Mathew (Siirt Cigdemi) is an Iran-Turan element and is an
endemic taxon named after the province of Siirt. Considering its distribution geography, it has spread in three
different areas such as Upper Euphrates Section, Adana Section and Tigris Section. It was first introduced to the

world of science in 1982 by Mathew. In this study, Crocus biflorus subsp. The kinship relations of the
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pseudonubigena taxon collected from three different populations (Tillo, Sirvan and Veysel Karani) within the
provincial borders of Siirt were investigated by using the ITS gene region. As a result of the study, it was
determined that the samples collected from Tillo, Sirvan and Veysel Karani regions have minor morphological
differences, but they were found to be close relatives at the molecular level and these morphological differences

showed some variations. In addition, these genotypes were found to be most similiar with Crocus biflorus.

Keywords: Crocus biflorus subsp. pseudonubigena; molecular, ITS; Systematic

1. GIRIS

Tiirkiye Floras1 (Baser, 2002) yaymnlandiktan sonra bir¢ok alanda yapilan floristik
aragtirmalarda bircok cins ve seksiyonda tiir ve tiir alt1 taksonlarin teshisindeki taksonomik
sorunlar daha net olarak anlagilmaya baslanmistir. Yeni bulgular tiirlerin deskripsiyonlarinda,
tanimlamalarinda ve lokalite bilgilerinde eksiklikler oldugunu ortaya ¢ikarmis ve bu nedenle
daha ayrintil aragtirilmalarm yapilmasmi zorunlu hale getirmistir (Fidan and Ozgdkge, 2016).
Crocus L. cinsi Iridaceae (Siisengiller) familyasindan bir cins olup yaklasik 90 tiirii
bulunmaktadir (Mathew, 1982; Davis, 1970; Petersen ve ark., 2008; Erol ve ark., 2015). Ancak,
cinsin son revizyonundan bu yana (Mathew, 1982), 50'den fazla yeni tiir tanimlanmistir (Erol
ve ark., 2015; Erol ve ark., 2012; Peruzzi ve Carta, 2011; Harpke ve ark., 2014; Harpke ve ark.,
2015; Kerndorff ve ark., 2013a; Kerndorff ve ark., 2013b). Tiirkiye’de 55 taksonu endemik
olmak tizere toplam 99 tiir (156 takson) dogal yayilis gostermektedir

Yapilan filogenetik analizler, C. biflorus Miller ve 23 alt tiirti (Mathew, 1982) 6rneginde
oldugu gibi, 6zel olmayan diizeyde bile Crocus cinsi i¢inde birkag¢ {initenin para- veya
polifiletik oldugu kanitlanmistir (Mathew, 1982; Erol ve ark., 2015). Bazi tiirlerin filogenetik
pozisyonunu agikliga kavusturmak i¢in niikleer ribozomal DNA'nin (rDNA) ITS: ITS1 + 5.8S
rDNA + ITS2 ve 5 'harici kopyalanmuis, ara pargasi (ETS) siralanmig ve yeni bir Crocus tiiriiniin
evrimi tanimlanmigtir (Erol ve ark., 2015). Yapilan galismalar Crocus cinsinin taksonomik
olarak kompleks oldugunu gostermektedir. Oyle ki; yeni agiklanan taksonlarin bircogu higbir
seriye atanmamustir (Erol ve ark., 2015). Biitiin bu durumlar g6z 6niinde bulunduruldugunda,
Crocus cinsinin tiim 6rneklerinin dogal popiilasyonlarindan toplanarak bastan betimlemelerinin

yapilmasi gerekliligi ortaya ¢ikmaktadir.

DNA dizileme ¢alismalar1 taksonlarin filogenetik durumlarini ve taksonomik iligkilerini
ac1ga c¢ikarmada son yillarda siklikla kullanilan 6nemli bir yaklagimdir. Genomik DNA dizi

verilerinden ITS (Igsel Kopyalama Bolgesi) bitki sistematiginde en ¢ok kullanilan
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bolgelerindendir. ITS bolgesinin canlilar arasindaki temel akrabalik iliskilerinin molekiiler
ortaya ¢ikarilmasinda yaygin olarak kullanilmasinin ¢ok 6nemli nedenleri vardir. Bunalar:
degisik taksonomik gruplarda calisilabilen birka¢ g¢esit PZR primer setinin olmasi ve bu
bolgenin biiyiikliigiinlin 700 baz ¢iftinin altinda olmasi nedeniyle ¢ogaltma ve sekanslamada
kolaylik saglamasidir (Gernandt ve ark., 2001). Bu bolge tiir ve tiir alt1 seviyelerdeki taksonlar
arasindaki filogenetik iligkilerin belirlenmesinde faydali ve kullanilabilir bilgiler sunmaktadir
(Baldwin ve Markos, 1998). Niiklear genler ile birlikte kloroplast DNA dizileri de bitkiler
arasindaki akrabalik iliskilerinin ortaya ¢ikarilmasinda en ¢ok kullanilan bdélgelerdendir.
Kodlanan bolge olmasi ve baz degisimi i¢germesinden otiirii matK ve benzer genler; tiir alti
takson seviyesinden familya seviyesine kadar taksonomik kategorilerde filogenetik iliskilerin
kurulmasinda kullanilmaktadir (Miiller ve ark., 2006). matK geni; bitkilerde yaygin olarak
bulunan kloroplast genomunda yer almasi, molekiiler ¢alismalarda makul bir biiyiikliige sahip
olmasi, transisyon/transversiyon oraninin diisiik olmasi, yiiksek baz degistirme oranina sahip
olmast ve c¢ogaltilmasinin kolay olmasi nedeniyle bitki sistematiginde yaygin olarak
kullanilmaktadir. Bu c¢alismada, g¢ekirdek DNA iizerinde bulunan ITS niikleotit dizileri
kullanilarak Siirt ilinin farkli bolgelerinde toplanan Crocus biflorus subsp. pseudonubigena 'nin

molekiiler diizeydeki akrabalik iliskileri ortaya konulmustur.
2. MATERYALLER VE METOD

2.1. Materyal

Calisma materyalini olusturan Crocus biflorus subsp. pseudonubigena 6rnekleri Siirt
iline ait Sirvan, Veysel Karani ve Tillo bolgelerinden toplanmigtir. Teshis edilen 6rneklerden

bir tanesi Siirt Universitesi Flora ve Fauna Merkezi’nde (SUFAF) muhafaza altina alinmustir.
2.2. Molekiiler Cahismalar
2.2.1. DNA Izolasyonu

DNA izolasyonu, CTAB (cetyl tri methy lammonium bromide) metodu uyarlanarak

yapilmistir. Buna gore;

Her bir bitki 6rneginden, yaklasik olarak 0.5 g yaprak Ornegi sivi azot kullanilarak
porselen havanlarda ezildikten sonra drnekler 2 ml’lik eppendorf tiiplere konularak 700 pl
CTAB tampon ¢ozeltisi (100 mM Tris-HCI, 1.4 M NaCl, 20 mM EDTA, %2 CTAB, pH 8.0)
eklenmistir. Tampon ¢ozeltisi eklendikten sonra tiiplerin agz1 kapatilarak ornekler 65 0C

sicakliga sahip su banyosu icerisinde 1 saat birakilacak ve bu siire igerisinde birkag kez hafifce
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karistirilmistir. Su banyosundan ¢ikarilan 6rnekler biraz soguduktan sonra tampon ¢ozelti ile
esit hacimde 24:1 hacimli kloroform: izoamil alkol konularak 13500 rpm’de 30 dakika santrifiij
edilmistir. Santrifiij islemi tamamlandiktan sonra ayrim olusan ayrim tabakasinin iistiinde kalan
stvi yeni 2 ml’lik eppendorf tiiplere aktarilip {izerine soguk isopropanoldan 400 pl eklenip bir
giin siireyle -20 0C’de birakilmistir. Yaklasik 24 saat sonra 6rnekler 13500 rpm’de 10 dakika
santrifiij edilip DNA dibe ¢oktiiriilerek geri kalan siv1 tiiplerden uzaklastirilmistir. Daha sonra
tiiplere %75 etanol/10 mM amonyum asetat igeren ¢ozeltiden 200 pl eklenerek 10000 rpm’de
5 dakika santrifiij yapilarak yikanma saglanmis, bu islem iki kez tekrarlanmistir. Yikama
tamamlandiktan sonra kurutma islemi yapilarak 100 pl TE soliisyonu (10 mM Tris-HCI, 0.1
mM EDTA) eklenerek DNA yogunlugu ve safligi (A 260/280) (Simsek ve ark., 2008)
Nanodrop ile belirlenmistir. DNA miktar1 belirlendikten sonra 120 ng/ul olacak sekilde

seyreltme yapilmstir.
2.2.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) Calismalart

izole edilmis genomik DNA'larin ITS (genomik) bélgelerinin ¢ogaltilmasinda 1TS4,
ITSS5A  primerleri kullamilmistir  (F: 5-TGTGAATTGCARRATYCMG-3" ve R 5'-
CCCGHYTGAYYTGRGGTCDC-3'). Bu primerler yardimiyla, ilgili bolgeler PCR yoluyla
cogaltilmigtir. DNA {izerinden bu boélgelerin ¢ogaltilmasi 200 pL’lik tiiplerde; 10X’lik
reaksiyon tamponundan 2.5 pL, 25 mM MgClz’den 2.5 pL, 10 mM dNTP’den 0.4 pL, 50
pmol/uL’lik primerlerden 2.5 pL, Taqg DNA Polimeraz’dan 0.3 pL, DMSO’dan 2.5 pL, kalip
DNA’dan 2 pL, dH2O’dan 10.8 pL alinarak toplam hacim 25 pL olarak ayarlanmistir. PCR
uygulamalarinda olas1 bir kontaminasyonun olup olmadigini anlayabilmek amaciyla her

uygulamada, genomik DNA igermeyen negatif kontroller kullanilmistir.
2.2.3. Agaroz Jel Elektroforezi

PCR sonucunda olusan bantlar1 gézlemlemek ve genomik DNA izolasyonu sonuglarina
bakmak amaciyla %0,8’lik agaroz jel elektroforezi yapilacak. Islem igin ilk olarak 0,8 gr agaroz
tartilip ve 100 ml 0,5 X TBE tamponu i¢inde, mikrodalga firinda kaynatilarak ¢oziilmiistiir.
Karigim 50°C’ye sogutularak igerisine 1pL Etidyum Bromiir boyasi ilave edilmistir. Tampon,
taraklar1 6nceden yerlestirilmis jel kasetine dokiilmiis ve polimerlesmesi i¢in 15 dk bekletilerek
jelin donmasi saglanmstir. Jel polimerlestikten sonra kasetten taraklar ¢ekilerek ¢ikartilmistir.
Hazirlanan jel, elektroforez tankina yerlestirilip iizerine jelin tizerini ortecek kadar 0.5 X TBE
tamponu ilave edilmistir. 2 pLL PCR iiriinii, 2 pL ylikleme boyas1 ve 2 pL. dH20 karistirilarak
(6X DNA loading dye) kuyucuklara pipet yardimiyla yiliklenmistir. PCR iirliniiniin
biiyiikliigiinii belirleyebilmek amaciyla 5 pL. DNA biiytikliik belirleyici (1kb DNA ladder) bos
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bir kuyucuga yiiklenmistir. Ornekler 100 voltta 40 dk yiiriitiiliip, daha sonra jel, jel goriintiileme
cihazina alimmistir. UV 15181 altinda bantlar gézlemlenecek ve bilgisayar programi yardimiyla
fotograflari ¢ekilip, veriler kaydedilmistir. Genomik DNA izolasyonu sonuglarina bakmak i¢in
2 uL PCR firiini, 2 pL yikleme boyasi ve 2 uL. dH2O karistirilarak kuyucuklara yiiklenip ayni

islemler sirasi ile tekrar edilmistir.
2.2.4. Dizileme ve Filogenetik Analiz

Hizmet alimi1 seklinde yapilmistir. Ardindan Dizileri hizalanmis olan tiirlerin akrabalik
derecelerini 6grenebilmek icin yaygin olarak kullanilan PAUP filogenetik analiz programi
tercih edilmistir. Nexus formatindaki verilerin “execute” komutu ile analizine baslanacak ve
daha sonra acilan pencerede “help” komutu ile segilecek agac kriterlerinin oldugu pencere
acilmis ve agilan pencerede olusturulmak istenilen agac kriterleri secilerek filogenetik agaclar
elde edilmistir. Filogenetik agac olusturmada karakter temelli yontemlerden Maksimum
Parsimony Metodu kullanilarak, bootstrap ve branch and bound analizleri yapilmistir. Bu

analizlerin yan1 sira UPGMA ve NJ metotlariyla filogenetik agaclar olusturulmustur.

3. SONUC VE TARTISMA
3.1 Sekiller, Semalar ve Tablolar

Crocus cinsi ¢ok karmasiktir ve taksonomik-filogenetik olarak anlagilmasi zordur.
Ozellikle yakin akraba tiirlerde i¢ ice ge¢gme ve geri ¢aprazlamadan kaynaklanan ara veya
degisken karakterin goriilmesi durumu daha da zorlastirmaktadir (Harrison ve Larson, 2014,
Kerndorff ve ark., 2016). Bu ¢alisma baglaminda yapilan analizler sonucunda, Siirt bolgesine
ait t¢ farkli lokasyondan (Sirvan, Veysel Karani, Tillo) toplanan Crocus biflorus subsp.
pseudonubigena taksonlarinin molekiiler diizeyde nasil bir akrabalik iliskisi oldugu ortaya
konulmustur. Molekiiler akrabalik i¢in bitkiler alemi ve nadirde olsa hayvanlar alemi iginde
kullanilan niiklear gen bdlgesi olan ITS kullanilmustir. Oncellikle genotiplere ait DNA
izolasyonu yapilmis ve DNA nin kalitartif diizeydeki kalitesi agaroz jel ile tespit edilmistir.
Ayrica izole edilen DNA Kantitatif 6zelligi ise, Nanodrop (Thermo) ile dl¢iilmiistiir. Olgiim
sonuglarin 260/280 dalga boyu oranin 1.6 ile 1.9 aras1 degistigi goriilmiis olup PCR ¢aligmasi
icin uygun kalitede olduklari sonucuna varilmistir. Kalliteli DNA 6rnekleri PCR reaksiyonu
icin normalize edildikten sonra, ITS primerleri kullanilarak ilgili gen bolgesi ¢ogaltilmistir.
Sekil 1’de de goriildiigii iizere PCR iirlin boyu beklenildigi gibi 650-700 bp civart oldugu

gorilmiistiir.
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Sekil 1. Ug farkl1 bolgeden toplanan taksonlara ait ITS gen bdlgesine ait PCR gériintiisii

PCR reaksiyonu sonucunda elde edilen {iriin, dizileme amaci ile hizmet alimi
yapilmistir. Hizmet alimi ile PCR iiriin yikama ve dizileme islemi dahil edilmistir. Dizileme
sonucu elde edilen sekanslar NCBI veri tabani kullanilarak BLAST yapilmistir. BLAST
sonucunda ilgili dizilerin Crocus cinsine ait olduklar1 belirlenmistir. BLAST isleminden sonra
taksonlara ait dizinin hizalanmasi i¢in NCBI da bulunan C. biflorus, C. sativa ve dis grup olarak
kullanilan Romulea ramiflora ya ait dizler de indirilmistir. Ardindan filogenetik aga¢ icin
hizalama iglemi Clustal W ile gerceklestirlmistir (Sekil 2). ITS verilerine gore, ¢aligma
kapsaminda incelenen tiim taksonlara ait hizalanmig verilerden ikili dizin mesafesi analizi

yoluyla taksonlar aras1 “Benzemezlik Matriksi” olusturulmustur.
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Sekil 2. Taksonlara ait ITS gen dizisinin hizalamasindan bir kesit

ITS bolgesi, en yaygin kullanilan niikleer DNA dizilerinden biridir ve genellikle
filogeniyi yeniden yapilandirmak ve yakindan iligkili tiirleri ve cinsiyetleri tanimlamak i¢in
daha diisiik taksonomik seviyelerde uygundur(Yousefzadeh ve ark., 2019; Kress ve ark., 2005).
Calismada hizalama isleminden sonra PAUP filogenetik analiz programi kullanilarak tiirler
arasindaki akrabalik iliskisini gosteren agac¢ cizilmistir (Sekil 3). Calismada gergeklestirilen
Neighbor Joining (NJ) filogenetik metoduna gore elde edilen filogenetik agaglar ve nodlarinda
yer alan bootstrap degerleri Sekil 3’te gosterilmistir. Filogenetik agac incelendiginde, dis
gruptaki taksonun (Romulea ramiflora) diger tiim taksoblardan ayri1 bir yerde ¢ikarak yapilan

analizin bir a¢idan dogrulugunu dogrulamistir. Tillo, Sirvan ve Veysel Karani’den toplanan
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Crocus Sp. biflorus subsp. pseudonubigena taksonlar1 ayni kiimede toplanmis ve en fazla C.
biflorus ile benzerlik gostermislerdir. Dolayisi 3 farkli lokustan toplanan taksonlarin birbirinden
farkli olmadig1 aksine benzer olduklar1 bu ¢aligsmada tespit edilmistir. Calismada kullanilan C.
sativus ise diger kullanilan Crosus tiirlerinden olduk¢a bagimsiz bir yerde kiimeleme
olusturmus ve diger tiirlere gore en ¢ok benzemezlik durumu gostermistir. Bu ¢alismada da
kullanilan PCR tabanli gibi molekiiler ¢aligmalar ve 6zellikle son yillarda DNA sekans bilgileri
iizerinde yapilan caligsmalar, cins taksonomisinin anlagilmasini hizlandirmistir. Daha 6nce
yapilmis bir gok molekiiler ¢alismalar sonucunda Crocus cinsin taksonomik durumu degistigi
(Petersen ve ark., 2008; Harpke ve ark., 2014; Harpke ve ark., 2013) ve cinse ait birgok
taksonomik siniflandirma, yanlis filogenetik iliskiler nedeniyle tekrar revize edildigi
bilinmektedir. Bu ¢alismada da Siirt iline bagl farkli bolgelerden toplanan Crocus Sp. biflorus
subsp. pseudonubigena PCR tabanli markirlar uygulanarak bu taksonlarin ¢ok benzer olduklar
ortaya konusmustur. ITS gen bolgeleri, yapilan literatiir ¢aligmalarinda Crocus sp. ve alt
tiirlerinin taksonomisini anlamak ve hala var olan taksonomik sorunlar1 ¢c6zmek i¢in yaygin bir

sekilde kullanilmaktadir (Yilmaz, 2021).

Tillo location
i

gg [ ! Sirvan location

56 Veyselkarani location

3 Crocus biflorus

100

Crocus cancellatus subsp pamph

Crocus biflorus subsp fibroann

Crocus sativus

Fomulea ramiflora

0.0400 0.0200 0.0200 0.0100 0.0000

Sekil 3. ITS gen bolgesi DNA dizi analizi sonuglarina ve Neighbor Joining Filogenetik

metoduna gore elde edilmis filogenetik agac
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