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Anahtar Kelimeler Ozet: Brassicaceae familyasi icerisinde sistematik anlamda en problemli cinslerden birisi

Brassicaceae, Noccaea Moench cinsidir ve bu cinsin sinirlari ile ilgili tartismalar hala devam etmektedir.

11;]- ‘l’ccaef" Bu calismada bazi yazarlar tarafindan hala ayr1 bir cins olarak degerlendirilen
ilogeni,

Thlaspiceras tiir kompleksine ait 7 tiir ve 21 populasyona ait bireyler ilk defa filogenetik
anlamda plastidik trnQ-5'rps16 bolgesi kullanilarak degerlendirilmislerdir. Kullanilan bu
genetik belirte¢ hem filogenetik analizlerde hem de haplotip analizlerinde
tlrleri/popiilasyonlar1 sistematik iliskilerinden ziyade cografi yakinliklarina gore
gruplandirmistir. Bu durumun temel sebebi N. eigii ve N. bovis 6rneklerinde oldugu gibi,
cografi olarak ayni bolgelerde yetisen ancak morfolojik olarak ciddi 6l¢iide farklilasmis
tiirlerin ayn1 haplotipleri paylasmasidir. Dolayisiyla da ¢alisilan 6rneklerde bu genetik
belirte¢ agisindan hem haplotip hem de niikteotid cesitliligi gorece diistiktiir.

Thlaspiceras,
trnQ-5'rps16

Phylogeny of Thlaspiceras sensu Meyer Species Complex based on Plastidic
trnQ-5'rps16 Region

Keywords Abstract: Noccaea Moench is one of the most problematic genera among family

Brassicaceae, Brassicaceae and discussions about its generic circumscription is still ongoing. In this

ggclcaea' study, 7 species and 21 populations belonging to Thlaspiceras species complex, which
ylogeny,

considered as a separate genus by some authors, were evaluated first time by using
plastidic trnQ-5rps16 region. This genetic marker grouped species/populations
concordantly their geographical range rather than systematic relationships in both
phylogenetic and haplotype analyses. The main reason for this, morphologically
differentiated sympatric species share same haplotypes as in examples N. bovis and N.
eigii. Thus, both haplotype and nucleotide diversity are relatively low in terms of genetic
marker studied.

Thlaspiceras,
trnQ-5’rps16

1. Giris sistemin biiylik 6l¢ciide yapay oldugunu gostermistir
[8-13]. Bununla birlikte bu ¢alismalarda Thlaspi s.str
Thlaspiceras tiir kompleksine ait tiirler uzun yillar ve bu calismanin konusunu olusturan Thlaspiceras
boyunca Thlaspi L. cinsi igerisinde degerlendirilmis cinsi de dahil olmak lizere geri kalan seggregat
olup, Meyer [1-2] tarafindan testa anatomisi temel cinslerin birbirlerinden filogenetik olarak olduk¢a
alinarak Thlaspi cinsinin 12 farkli cinse boéliinmesi farklilagsmis cinsler oldugu da ortaya konulmustur.
sonucunda Thlaspiceras F.K.Mey. cinsine transfer
edilmislerdir. Meyer tarafindan Onerilen bu sistem 2014 yilinda Al-Shehbaz tarafindan Thlaspi s.str
bircok arastirici tarafindan kabul gérmemis [3-7], cinsindeki 6 tiir ve Noccidium F.K. Mey cinsindeki 2
bazi arastirmacilar tarafindan ise kismen kabul tiir disinda kalan biitiin tiirler, herhangi bir cins igi
edilmistir [7]. Tohum kabugunun anatomisi temel siniflandirma olmaksizin Noccaea Moench. cinsine
alimarak olusturulan bu yontem, Thlaspi cinsinin transfer edilmistir [14]. Bu sebeple ¢alismanin
siniflandirmasinda fayda saglasa da, yontemin pratik sinirlarini belirleyebilmek adina, bu ¢alismaya dahil
olmamasi diger arastiricilarin yaygin bir sekilde edilen Noccaea tiirleri “Thlaspiceras tir kompleksi”
kullanimini engellemistir [8]. seklinde degerlendirilmistir.
Giliniimiize kadar yapilan bir¢cok molekiiler Calismanin ~ konusunu  olusturan  Thlaspiceras
filogenetik ¢alisma Meyer tarafindan Onerilen kompleksi Tiirkiye Florasi’'nda Thlaspi elegans Boiss.
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ve T. oxyceras Boiss. olmak tizere iki tiirle temsil
edilirken, Floranin ek ciltlerinde (farkli isimler
altinda) 9 tiirtin ilave edilmesiyle tiir sayis1 11’e
cikmistir [15-16]. Bu tirlerin bir kismi1 Floranin 1.
cildinde T. oxyceras tiirii altinda islenmis 6rnekler
olup, daha sonradan yeni tiir olduklar1 anlasilmistir.
Floraya gore olduk¢a genis bir yayilisa sahip olan bu
tiir, yapilan degisiklerden sonra Amanos Daglarinda
noktasal bir yayilisa sahip bir tir haline gelmistir
[17].

Meyer, 11 tiirii olan Thlaspiceras cinsini meyvede ki
boynuz karakterini kullanarak Dolichocarpa F.XK.
Mey., Thlaspiceras F.K.Mey. ve Acornuta F.KMey.
olmak tlizere 3 seri altinda incelemistir [17].

Thlaspiceras tiir kompleksini olusturan 11 tiirden
yalnizca N. huber-morathii F.K.Mey. ve N. cappadocica
(Boiss. & Balansa) Al-Shehbaz Iran -Turan
fitocografik bolgesinde bulunmaktadir. Akdenizli
tiirlerden ise Mersin ve Adana’da yayilis alanlarina
sahip N. elegans (Boiss.) Al-Shehbaz tiirii disinda
kalan 9 tir diinya {zerinde sadece Amanos
daglarinda bulunmakta olup bir¢ogu bu dag silsilesi
icerisinde simpatrik bir yayilisa sahiptir [17].

Bu c¢alismanin temel amaci Thlaspiceras tiir
kompleksi ile ilgili cins diizeyi bir tartismadan ziyade,
bu kompleksi olusturan tiirlerin (1) filogenetik
iligkileri ortaya koymak, (2) bu tiirlerdeki genetik
cesitliligi ortaya koymak ve (3) Thlaspi s.sl
literatliriinde simdiye kadar kullanilmamis bir
genetik belirtecin (trnQ-5'rps16) bu tip ¢alismalar i¢in
kullanilabilirligini belirlemektir.

2. Materyal ve Metot

Calismanin materyalini Thlaspiceras tir kompleksini
temsil eden 7 tir ve bu tirlere ait toplamda 21
populasyondan toplanmis ve silikajel igerisinde
kurutulmus yaprak ornekleri olusturmaktadir.
Kullanilan 6rneklere ait bilgiler Tablo 1’de
verilmistir.

2.1. DNA izolasyonu, amplifikasyonu ve dizileme

DNA izolasyonu iiretici firmanin protokoli takip
edilerek “QIAGEN DNeasy Plant” izolasyon Kkiti
kullanilarak yapilmistir. Kloroplast DNA’sina ait trnQ-
5’rps16 bolgesinin cogaltilmasi icin kullanilan ileri ve
geri primerler soyledir: fleri 5’-
TTGCTTTYTACCACATCGTTT-3’, geri 5'-
GCGTGGCCAAGYGGTAAGGC- 3. ileri ve geri DNA
dizileri ¢ogaltilirken hazir mastermix’ler kullanilmis
ve karisim final hacim 50 pl olmak iizere su sekilde
hazirlanmistir:  PCR  Mastermix 2x (Thermo
K0171)=25 yl, ileri primer (0.5 nM)=0.5 pl, geri
primer (0.5 nM)=0.5 pl, su=23 ul, DNA= 1 pl. PCR
cihaz1 80 °C’de 5 dakika, 30 dongiide (95 °C’de 1
dakika, 50 °C’de 1 dakika, 65 °C’de 4 dakika) ve 65
°C’de 5 dakika olacak sekilde ayarlanmistir [18].
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Polimeraz zincir reaksiyonu ile c¢ogaltilan DNA
bolgeleri %1.5luk agaroz jel ¢ozeltisinde yiiritiilerek
kontrol edilmistir. Giivenli bir sekilde elde edilen
DNA bolgeleri dizileme analizleri i¢in Bioeksen
(Istanbul) firmasina gonderilmis ve geleneksel
Sanger dizileme metodu ile diziler elde edilmistir.

2.2. Sekans verilerinin diizenlenmesi
filogenetik analizler

ve

Dizileme analizinden gelen ham veriler Codon Code
Aligner (CodonCode Corporation) programinda
diizenlenerek her bir birey i¢in konsensiis diziler elde
edilmistir. Bu diziler MEGA 6 [19] programinda
MUSCLE [20] algoritmasi ile hizalanmis ve gerek
gorilen yerlerde manuel olarak diizeltmeler
yapilmistir. Gergeklestirilen haplotip analizleri ve
filogenetik analiz bu hizalanmis veri kullanilarak
yapilmistir.

Bayesian tabanli filogenetik analizler Beast 1.8
programinda 10 milyon zincir uzunlugunda
gerceklestirilmis ve her 1000 jenerasyonda bir
orneklem yapilmistir [21]. Bu analizde kullanilan
mutasyon modeli MEGA programinda [19] Akaike
information criterion (AIC) kullanilarak HKY olarak
belirlenmistir. Gergeklestirilen analize ait “efektif
orneklem biyiikliikleri” Tracer v1.5 [22] programi
yardimiyla kontrol edildikten sonra, agaclarin ilk
1000 tanesi (% 10’) burn-in olarak atimis ve
treeAnnotater programi kullanilarak geri kalan
agaclarla bir final agaci elde edilmistir.

2.3. Genetik cesitlilik

Niikleotid cesitliligi (), degisken bolge sayis1 (DB),
6zglin haplotip sayis1 (HS), ve haplotip ¢esitliligi (HC)
DnaSP programiyla hesaplanmistir [23]. Ayrica
haplotipler arasindaki en parsimonik baglantilari
bulmak icin TCS haplotip sebekeleri Popart
programiyla olusturulmustur [24-25].

3. Bulgular

Calisilan 21 tane Thlaspiceras tir kompleksine ait
hizalanmis DNA dizisi toplamda 523 baz
uzunlugunda olup, bunlardan bosluk bulunan 24
niikleotid konumu ¢ikarildiginda, toplamda 490
niikleotid konumu 6zdestir. 9 niikleotid konumunda
degiskenlik tespit edilmis olup, bunlardan 4 tanesi
parsimoni informatiftir. Calisilan veri seti igin
hesaplanan haplotip sayis1 7 olup haplotip ¢esitliligi
H¢=0.771, niikleotid ¢esitliligi ise m=0.00421"dir.

346.pozisyonda gozlenen ii¢ farkli baz (T/G/A)
haplotip sebekesinde HAP 5, 6 ve 7 arasinda bir halka
(loop) olusmasina neden olmustur (Tablo 2, Sekil 1.).

N. bovis tiri ve N. eigi’'nin Hatay Kaledibi
orneklerinin 162 ve 172. pozisyonlari arasinda 9
bazlik, N. eigii’'nin Hatay Kizildag popiilasyonuna ait
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bireylerde de 120-133. baz pozisyonlar1 arasinda 12
bazlik birer delesyon g6zlenmistir.

Tablo 1. Calismada kullanilan tiirler ve lokalite bilgileri

Tiir Lokalite ve toplayici bilgileri

N. huber- Erzincan:  Refahiye’den  Erzincan’a

morathii 27.km. B. Oziidogru 3678

N. elegans Adana: Hamidiye-Biiyiik Sofulu arasi. B.
Oziidogru 3609

N. elegans Adana: Pozanti, Cetinlik mevkii. B.
Oziidogru 3617

N. elegans Mersin: Camlica Koéyii- Findikpinari
aras1 K.Ozgisi 1013a

N. elegans Mersin: Erdemli, Témiik, K.Ozgisi 1013b

N. meyeri Osmaniye: Yarpuz -Yaglipinar arasi, B.
Oziidogru 3623

N. meyeri Osmaniye: Yarpuz kéyt ¢ikisi, Daz yolu,
B. Oziidogru 3628

N. meyeri Osmaniye: Zorkun, Kétisii mevkii, B.
Oziidogru 3632

N. meyeri Osmaniye, Koyunmeleten yaylasinin
gliney-batisi, B. Oziidogru 3640.

N. meyeri Osmaniye, Koyunmeleten yaylasi, B.
Oziidogru 3645

N. bovis Hatay: Kaledibi Kéyii, K.Ozgisi 1084b

N. bovis Hatay:Kizildag Maden Barakalar, K
Ozgisi 1058a

N. eigii Hatay: Ziyaret RES- Serinyol Yolu Arasi,
K. Ozgisi 1086

N. eigii Hatay: Kizildag Maden Barakalari, K
0Ozgisi 1057

N. eigii Hatay: Kizildag, Maden Barakalari, K.
Ozgisi 1058b

N. rechingeri Osmaniye: Zorkun-Erzin arasy, B.
Oziidogru 3629.

Hatay: Dértyol, K. Ozgisi 1077

Hatay: Kaledibi Kéyi, K. Ozgisi1084c
Hatay, Kaledibi Kéyt, K. Ozgisi 1084a
Osmaniye: Zorkun Yaylasi, B. Oziidogru
3633.

Hatay: Alan Yaylasi- Kaledibi Arasi, K
Ozgisi 1085

N. rechingeri
N. rechingeri
N. rechingeri
N. triangularis

T. triangularis

Haplotip sebekesi incelendiginde en biiyiik haplotip
N. meyeri, N. rechingeri ve N. triangularis oérneklerini

Tablo 2. Veri setinde gézlemlenen polimorfik bélgeler

iceren Haplotip 6’dir. N. meyerinin Osmaniye, Yarpuz
yaylasi civarindan o6rneklenen iki populasyonu ise
(HAP 5) bu haplotipten 1 niikleotid farkliliga sahiptir.
HAP2, 3 ve 4 N. elegans tiiriine ait olup bunlardan
HAP4 Adana popiilasyonlarini, diger ikisi ise Mersin
populasyonlarini temsil etmektedir. Cografi olarak
cinsin geri kalan tiirlerinden belirgin bir sekilde
ayrilan N. huber-morathii (HAP 1), haplotip
analizlerinde de acik¢a gortlecegi gibi en yakin
haplotipten 3 niikleotid farklilikla ayrilmaktadir
(Sekil 1 ve 2).

Sekil 1.
haplotip sebekesi. Renkler Sekil 3’ te aciklanmistir.

trnQ-5'rps16 bolgesine dayali olarak c¢izilen

Bayesian  tabanh
analizden elde

Thlaspiceras  tiir

gerceklestirilen  filogenetik
edilen agac incelendiginde
kompleksine  ait tiirlerin
monofilisinin analiz tarafindan desteklenmedigi
gorilmektedir (Sekil 3). Bunun disinda yiiksek
posterior olasilik degerine sahip nodlarin tiirleri
sistematik iliskilerinden ziyade cografi yakinliklarina
gore gruplandirdign acgikga gorilmektedir. Bu
durumun tek istisnasi yalmizca N. elegans tiiriine ait
Mersin’den orneklenmis iki populasyonun
monofiletik olmamasidir.

Tiir 30 43

Degisken niikleotid pozisyonlari

Ul
wui

86 239 248 253

N
~
[«)}

N.huber-morathii bo3678 - -
N.elegans bo3609 - -
N.elegans bo3618 -
N.elegans ko1013a -
N.elegans ko1013b
N.meyeribo3623 -
N.meyeribo3628 -
N.meyeribo3632 -
N.meyeri bo3640 -
N.meyeri bo3645 -
N.bovis ko1084b -
N.bovis k01058 -
N.eigii ko1057 -
N.eigii ko1062 -
N.eigii ko1086 -
N.rechingeri bo3629 -
N.rechingeri ko1077 -
N.rechingeri ko1084c -
N.rechingeri ko1084a -
N.triangularis bo3633 -
N.triangularis ko1085 -
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4. Tartisma ve Sonug¢

Filogenetik analiz haplotip sebekesiyle uyumlu olup
tirleri taksonomik iligkilerinden ziyade cografi
konumlariyla gruplandirmistir. Ornegin birbirleriyle
ciddi morfolojik farkliliklar gosteren N. rechingeri ve
N. meyeri tirleri Osmaniye Zorkun civarinda
simpatrik olarak bulunurlar ve bu bdlgeden
orneklenen popiilasyonlar ortak bir haplotipi
paylasip (HAP 6) monofletik bir dal olustururken, N.
meyeri'nin Yarpuz yaylasi popiilasyonlar1 farkli bir
haplotiple karsimiza ¢ikmakta ve filogenetik analizde
ayrilmaktadir. Benzer bir sekilde meyvelerinde ¢ok
ciddi morfolojik farklihlk gdsterdikleri halde
simpatrik yayilish N. eigii ve N. bovis tirleri yine
cografi yakinliklarindan dolayr aym haplotipi
paylasip (HAP 7) monofiletik  bir  dal
olusturmaktadirlar. Bu durumun tek istisnasi
yukarida da bahsedildigi gibi N. elegans tiiriiniin
Mersin popiilasyonlaridir, ancak orneklenen iki
popllasyonun birbirlerine gérece uzak olmalarindan
dolayi, ¢calismada kullanilan trnQ-5'rps16 belirtecinin
¢ok gliclii bir cografi belirte¢ olabilecegi, fakat daha
onceden farkli bitki gruplarindan rapor edilenin
aksine degiskenlik acisindan Thlaspiceras tiir
kompleksinde zayif kaldig diistintilmektedir [18, 26].

Meyer tarafindan olusturulan cins i¢i yapay serilere
baktigimizda Dolichocarpa F.K. Mey. serisinde yer
alan N. dolichocarpa (Zohary) F.K. Mey ve N. eigii
tirleri ¢ok kiiciik boynuz yapisi ile kolaylikla diger
tirlerden ayrilir. Thlaspiceras F.K. Mey. serisinde ise
N. meyeri (=Thlaspiceras crassifolium F.K. Mey) ve N.
bovis tirlerinde oldugu gibi meyve kanadinin ist
kisminda belirgin boynuzlar bulunmaktadir. Hem
Dolichocarpa hem de Thlaspiceras serilerinde

meyvenin enine oranla ¢ok daha uzun olmasi
karakteristiktir. Acornuta F.K. Mey. serisinde ise
meyve kanatlari boynuz seklinde uzamaktan c¢ok
yuvarlak bir ¢ikinti seklindedir [17]. Fakat
gerceklestirilen analizlerde Dolicocarpa serisindeki
N. elegans, N. rechingeri ve N. triangularis’in
filogenetik analizde farkli dallarda ortaya ¢ikmalarsi,
ya da iki farkli seride bulunan N. eigii ve N. bovis'in
ayni haplotipi paylasip aga¢ ilizerinde ayni dalda
bulunmalar1 Meyer’in sistemiyle uyusmamakta, fakat
Al-Shehbaz tarafindan 6nerilen ve Noccaea igerisinde
cins alt1 bir siniflandirilmaya gereksinim duymayan
sistemi desteklemektedir [14].

‘ﬂ- { =. P P .‘ =

4 2 A 3
Sekil 2. Haplotiplerin cografi olarak dagilimi. Renkler Sekil
3’ te agiklanmistir.

Sonug olarak bu ¢alismada ilk defa kullanilan trnQ-
5’rps16 belirtecinin hem mutasyon hizi daha ytiksek
olan kloroplast genomuna ait olmasi hem de bu
genomun kii¢iik bir kismini temsil ediyor olmasindan
dolay1 sistematik ¢ikarsamalardan ziyade, tiir ici
genetik cesitliligi  sayisallastirmak ve tiirlerin
biyocografik ge¢mislerini ¢ikarsamak igin daha
kullanish olabilecegi diistiniilmektedir.

= ERZINCAN
= MERSIN
= ADANA

= OSMANIYE / HATAY

= HATAY

N.rosulare DIS GRUP

N. huber-morathii HAP 1

N. elegans HAP 3

N. elegans HAP 2

<"--m HAP 4

N. elegans

N. meyer
(I HAP 5
N.meyeri

N. bovis

N. oigh

1 N. eigil HAP 7
N. bovis

N. oigi

N. meyeri

N. rechingeri
N. trangularis
N. thangularis
1 N. rechingert
N. rechingert
N. meyed

N. meyen

N, rechingeri

Sekil 3. Thlaspiceras tir kompleksine ait tﬁrler/bbpulasyonlarln trnQ-5rps16 verisine dayali olarak gergeklestirilen,

Bayesian tabanli filogenetik analizden elde adilmis agag.
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